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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Atherosklerose und koronare Herzerkrankung

1.1.1 Bedeutung der Atherosklerose

Die Atherosklerose und ihre Folgeschaden sind trotz aller Fortschritte in der
Diagnostik und Therapie weiterhin die Haupttodesursachen in den westlichen
Industrienationen [101]. Die Atherosklerose kann sich in vielen Formen
manifestieren. Zahlenmassig am bedeutendsten sind die kardiale Manifestation
in Form der koronaren Herzerkrankung (KHK) und die zerebrovaskulare
Manifestation (Schlaganfall). Etwa 30 % aller Todesfalle in Deutschland
beruhen auf einer KHK , wobei fast die Halfte der Betroffenen im Rahmen eines
akuten Myokardinfarktes zu Tode kommen, wahrend die andere Halfte durch

die chronischen Folgen der KHK versterben [85,101].

1.1.2 Konzept der Risikofaktoren

Far den Entwurf eines Risikofaktorenkonzepts der koronaren Herzerkrankung
waren grol3angelegte epidemiologische Studien von entscheidender Bedeutung
[101]. Besonders hervorzuheben ist in diesem Zusammenhang die
Framingham-Studie, die seit 1948 in einer amerikanischen Kleinstadt
durchgefuhrt wird und prospektiv begunstigende Faktoren fur die Entwicklung
von Herz-Kreislauf-Erkrankungen untersucht. Uber 5000 Manner und Frauen im
Alter von 30 bis 62 Jahren wurden Uber Jahrzehnte hinweg beobachtet.
Hierdurch konnten folgende kardiovaskulare Risikofaktoren identifiziert werden
[23,24]: mannliches Geschlecht, hohes Lebensalter, familiare KHK-Belastung,
Hypercholesterinamie, niedriger HDL-Cholesterinwert, Zigarettenrauchen,
hoher Blutdruck, Diabetes mellitus, kdrperliche Inaktivitdt und Ubergewicht. Die
seit 1979 von Assmann et al. in Munster geleitetet “Prospektive
Cardiovaskulare Munster (PROCAM-)"-Studie an Uber 18000 Personen konnte
eindrucklich den potenzierenden Effekt von Einzelrisikofaktoren darstellen,

wenn diese bei einem Patienten kombiniert vorkommen [7,9]: So betragt die
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Inzidenz eines Herzinfarktes in 4 Jahren bei alleinigem Vorliegen einer
Hypertonie 14/1000 Personen, bei alleinigem Vorliegen eines Diabetes mellitus
15/1000 Personen, und bei der Kombination Diabetes mellitus und Hypertonie
48/1000 Personen. Das alleinige Vorliegen einer Hyperlipidamie resultiert in
einer Inzidenz von 96/1000 Personen in 4 Jahren, kommt eine Hypertonie
und/oder ein Diabetes mellitus hinzu, erhoht sich diese Inzidenz auf 114/1000

Personen.

1.1.3 Bedeutung von Fettstoffwechselstorungen als Risikofaktor

Die Hyperlipidamie ist einer der herausragendsten kardiovaskularen
Risikofaktoren [102,103]. Alleine schon die am Ende des vergangenen
Abschnitts genannten Zahlen zur Herzinfarktinzidenz, die der PROCAM-Studie
entstammen, verdeutlichen diese Position: die Inzidenz eines Herzinfarktes
innerhalb eines Beobachtungszeitraumes von 4 Jahren ist bei alleinigem
Vorliegen eines Hyperlipidamie etwa 6-7mal hoher als bei alleinigem Vorliegen
einer Hypertonie bzw. eines Diabetes mellitus [8]. Eine lineare Beziehung
zwischen der Hohe des Cholesterins im Serum und der Herz-Kreislauf-
Sterblichkeit konnte in der “Multiple Risk Factor Intervention Trial” (MRFIT) in
den Jahren 1973 bis 1981 an 350000 Mannern im Alter von 35 bis 57 Jahren
nachgewiesen werden: das relative Risiko (RR) eines Todes an Herz-Kreislauf-
Erkrankungen stieg alterskorrigiert von 1,0 in der untersten Quintile der
Serumcholesterinkonzentrationen kontinuierlich an und erreichte in der 4.
Quintile 2,2 und in der 5. Quintile 3,4 [121].

Auch die Theorie der Atherosklerosebildung beinhaltet als wesentlichen Faktor
die Ablagerung von Cholesterin in der GefalRwand, die uber das Stadium des
“fatty streak” zur Bildung eines Atheroms flhrt und letztlich Gber eine
Plaqueruptur zur Gerinnungsaktivierung und so zum thrombotischen Verschluss
des Gefales fuhren kann [122]. Die zentrale Rolle in diesem Modell der
Atherogenese spielen die Lipoproteine geringer Dichte (LDL), die abhangig von
ihrer Plasmakonzentration in den subendothelialen Raum eindringen und dort
oxidativ modifiziert werden [123-125]. Dieses oxidativ modifizierte LDL wird nun

von Makrophagen uber den sogenannten Scavenger-Rezeptor A
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aufgenommen. Diese Makrophagen transformieren bei LDL-Uberladung zu sog.
Schaumzellen, die Uber verschiedene Wachstumsfaktoren (z.B. PDGF) zu einer
Migration und Proliferation von glatten Muskelzellen fihren. So kommt es,
ausgehend von der primar reversiblen Lasion des “fatty streak”, zur Bildung von
fortgeschrittenen und komplizierten Plaques [122].

Nicht nur fur die primare Atiologie der Atherosklerose und somit auch der KHK
stellt die Hyperlipidamie einen zentralen Faktor dar, auch fur den Verlauf einer
bereits manifesten Erkrankung ist der Lipidstoffwechsel bzw. die Einflussnahme
auf denselben von entscheidender Bedeutung. Vor allem einer Vielzahl von
grolangelegten Interventionsstudien ist es zu verdanken, dass hiertber
mittlerweile gesicherte Daten vorliegen. Hier seien nur exemplarisch einige der
Wichtigsten erwahnt. In der sog. “Scandinavian Simvastatin Survival Study”
(4S-Studie) konnte an 4444 Patienten mit KHK und Hypercholesterinamie in
einer mittleren Beobachtungsdauer von 5,4 Jahren gezeigt werden, dass der
HMG-CoA-Reduktase-Hemmer (vgl. Abschnitt 1.4.1) Simvastatin nicht nur zu
einer signifikanten Senkung des LDL-Cholesterins fihrt, sondern auch die
Gesamtmortalitat und die KHK-Mortalitat im Vergleich zu Plazebo signifikant
senken kann (-30% bzw. —-42%) [90,91,139]. Ahnliche Ergebnisse erbrachte die
“Cholesterol and Recurrent Event” (CARE)-Studie, wobei hier der HMG-CoA-
Reduktase-Hemmer Pravastatin versus Plazebo eingesetzt wurde. Der
interessanteste Aspekt an der CARE-Studie ist, dass hier erstmals
normolipamische Patienten in der Sekundarpravention der KHK mit einem
Lipidsenker behandelt wurden und dennoch eine signifikante Reduktion der
Haufigkeit eines nichttddlichen oder tédlichen Myokardinfarktes (-24%) sowie
der Interventionsnotwendigkeit (PTCA bzw. ACVB-Operation —23% bzw. —26%)
in einem Beobachtungszeitraum von 5 Jahren gezeigt wurden [98]. Als letztes
Beispiel sei hier noch die “West of Scotland Coronary Prevention Study”
(WOSCOPS) aufgeflihrt. In diese Studie wurden tber 6500 koronargesunde
Manner im Rahmen der Primarpravention mit 40 mg Pravastatin versus
Plazebo behandelt und Uber durchschnittlich 4,9 Jahre beobachtet.
Beeindruckenderweise kam es nicht nur zur erwarteten Absenkung des

LDL-Cholesterins um 26 % in der Verum-Gruppe, sondern auch zu einer
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signifikanten Reduktion der Haufigkeit eines todlichen oder nichttodlichen
Myokardinfarktes (-28% bzw. —31%) und der Gesamtmortalitat (-22%) [74,128].

1.2 Stoffwechsel der Lipoproteine und Apolipoproteine

1.2.1 Allgemeines

Lipide sind wasserunldslich und miussen daher zum Transport im wassrigen
Milieu des Plasmas entweder als Einzelmolekile an spezielle
Transportmolekule gebunden werden oder mit Proteinen mizellare Komplexe
bilden. Solche Komplexe, die das Transportmedium fur Triglyzeride und
Cholsterinester darstellen, werden als Lipoproteine bezeichnet. In diesen
Lipoproteinen sind die Cholesterinester und Triglyzeride im Kernbereich
angeordnet und werden von Phospholipiden und freiem Cholesterin umgeben.
Die Lipoproteine enthalten als weitere Komponente Proteine, die Bestandteil
der Oberflache sind und als Apolipoproteine (Apo) bezeichnet werden. Sie
geben den Lipidmizellen zusatzliche Stabilitat und spielen eine wesentliche
Rolle im Stoffwechsel der Lipide [62].

1.2.2 Einteilung und chemische Struktur der Lipoproteine

Die im menschlichen Plasma vorhandenen Lipoproteine lassen sich in
verschiedene Fraktionen auftrennen, wobei hier ihre unterschiedlichen physiko-
chemischen Eigenschaften zum Tragen kommen. Zum einen kann eine
Auftrennung in der praparativen Ultrazentrifuge in vordefinierten
Dichtebereichen erfolgen, wobei man so Lipoproteinfraktionen mit
unterschiedlicher Dichte erhalt [43,61]. Die hieraus resultierenden Fraktionen
werden VLDL (= very low density lipoproteins, Lipoproteine sehr geringer
Dichte), IDL (= intermediate density lipoproteins, Lipoproteine mittlerer Dichte),
LDL (= low density lipoproteins, Lipoproteine geringer Dichte) und HDL (= high
density lipoproteins, Lipoproteine hoher Dichte) genannt. Des weiteren ist eine
Auftrennung aufgrund ihrer unterschiedlichen Mobilitat in der Elektrophorese

méglich [39,84]. Eine Ubersicht Uber die verschiedenen durch diese



1 Einleitung

Auftrennungsverfahren gewonnenen Lipoproteinfraktionen gibt Tabelle 1

wieder.

Tabelle 1: Einteilung der Lipoproteine anhand verschiedener
Auftrennungsverfahren (adaptiert nach [62])

Dichte
Elektrophorese | Ultrazentrifuge Hauptapoproteine
(g/ml)
keine Mobilitdt | Chylomikronen |A-I, A-IV, B-48 <0.95
) VLDL B-100, C-I, C-lI, C-lll, E 0.95-1.006
pra-beta
IDL B-100, C-lll, E 1.006-1.019
Beta LDL B-100 1.019-1.063
A-l, A-ll, A-IV, C-I, C-lI,
Alpha HDL 1.063-1.21
C-lll, E

Die unterschiedliche chemische Zusammensetzung der verschiedenen
Lipoproteine gibt Tabelle 2 wieder, wobei sich diese Aufteilung auf die
Fraktionierung in der Ultrazentrifuge bezieht, da sich nur durch diese Methode
groliere Mengen Lipoproteine zur quantitativen Auswertung gewinnen lassen
[62].

Tabelle 2: Komposition der verschiedenen Lipoproteinfraktionen

Chylo = Chylomikronen, PL = Phospholipide, FC = Freies Cholesterin, CE =
Cholesterinester, TG = Triglyzeride

Zusammensetzung

(in % der Lipoproteinmasse)
Lipo- GroBe [Masse |Protein [PL [FC |CE |TG
protein |(nm) (MDa)
Chylo <104 |>150 2 5 1 2 |90
VLDL 50 5-130 10 16 | 7 | 13 | 54
IDL 30 3.5 17 201 9 [ 34| 20
LDL 21 25 23 21|11 | 41| 4
HDL 10 0.36 42 35| 5 |13
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1.2.3 Apolipoproteine

Der funktionell wichtigste Bestandsteil aller Lipoproteine sind die Apolipoproteine.
Nach einem erstmals von Alaupovic vorgestellten Konzept [5,6] kann eine
Aufteilung der Lipoproteine in Familien mit unterschiedlichen Apolipoproteinen
erfolgen, wobei dieses zunachst sehr statische Konzept zunehmend modifiziert
wurde [62]. Ein Lipoprotein enthalt demnach nicht nur ein Apolipoprotein,
sondern meist eine Reihe verschiedener Apolipoproteine in unterschiedlichen
Anteilen. Diese Zusammensetzung von Apolipoproteinen ist jedoch fur die
jeweiligen Lipoproteinpartikel spezifisch und definiert diese (vgl. Tabelle 1). Die
Benennung der Apolipoproteine erfolgte alphabetisch. Eine Ubersicht tiber die

wichtigsten Apolipoproteine gibt Tabelle 3 wieder:
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Tabelle 3: Wichtige Apolipoproteine des menschlichen Plasmas
(adaptiert nach [62] und [101])

Masse | Konzentration
Apo | Dichteklassen Funktion
(kDa) (mgl/l)
Aktivierung der LCAT,
A-l HDL 28.5 1200-1400 Bindung an HDL-Rezeptor,
Strukturprotein
Al HDL 17 350-500 Aktivierung. der hepatischen
Lipase ?
Aktivierung der LCAT,
AV Chylo, HDL 46 <50 putativer Sattigungsfaktor
Noch unbekannte Rolle im
AV HDL 39 ? Stoffwechsel
triglyzeridreicher
Lipoproteine [92,132]
B-100 | VLDL IDL | 550 700-900 | Bindung an LDL-Rezeptor,
Strukturprotein
B-48 Chylo, VLDL 265 <50 Strukturprotein der Chylo
C-l Chylo, VLDL 6.5 50-80 Aktivierung der LCAT
C-ll Chylo, VLDL 8.8 30-70 Aktivierung der LPL
C-llI Chylo, VLDL 8.9 100-120 Inhibitor der LPL
Aktivierung und
D HDL 29 80-100 Stabilisierung der LCAT
Chylo, VLDL, Ligand fur LDL-Rezeptor und
E HDL 34 30-50 LRP
,Clusterin®
unbekannte Funktion im
J HDL 80 ca. 100 HDL-Stoffwechsel; Rolle in
der Apoptose [22,81]
Unbekannte Funktion in
a Lp(a) 350-900 Variabel Blutgerinnung und
Fibrinolyse
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1.2.4 Enzyme und Rezeptoren des Lipoproteinstoffwechsels

Neben den Apolipoproteinen haben fur den Stoffwechsel der Lipoproteine noch
verschiedene plasmatische Enzyme sowie Rezeptoren an den Zelloberflachen
eine entscheidende Bedeutung. Auf ihre genaue Rolle im Lipidstoffwechsel wird
in den einzelnen Abschnitten naher eingegangen. Zur Ubersicht sind in Tabelle
4 und Tabelle 5 auf der folgenden Seite die jeweils wichtigsten Vertreter kurz

charakterisiert:
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Tabelle 4: Enzyme des Lipoproteinstoffwechsels im Blut
(adaptiert nach [62])

Enzym

Funktion

Lipoproteinlipase
(LPL)

Hydrolyse exogener Triglyzeride in Chylomikronen

Hepatische Triglyzeridlipase

(HTGL)

Hydrolyse von Triglyzeriden und Phospholipiden in

IDL und HDL

Endotheliale Lipase (EL)

Noch unbekannte Rolle in Lipoproteinmetabolismus;
wird von Endothelzellen produziert [55]

Lezithin-Cholesterin-Acyl-
Transferase (LCAT)

Bereitstellung von >80% der Cholesterinester aus
freiem Cholesterin und Lezithin

Cholesterinester-
transferprotein (CETP)

Austausch von Cholesterinestern der HDL gegen
Triglyzeride der VLDL; Austausch und Transfer von

Kern-Lipiden

Tabelle 5: Lipoproteinrezeptoren menschlicher Zellen
(adaptiert nach [62])

Bezeichnung Organ, Zelle Funktion
LDL-Rezeptor Alle Zellen Aufnahme und Katabolismus ApoB-
(Apo B, E-Rezeptor) (Leber) und ApoE-haltiger Lipoproteine
Katabolismus der Chylomikronen-
LDL-Rezgptor related Leber Remnants und anderer ApoE-
protein (LRP) . : .
haltiger Lipoproteine
. Makrophagen,
ATP-bindender Schaumzellen, | Ausschleussung von Cholesterin aus
Kassettentransporter 1 :
periphere Zellen und Geweben
(ABC1)
Zellen
Makrophagen,

Scavenger-Rezeptor A

Kupfferzellen,
Schaumzellen

Katabolismus von modifizierten und
oxidierten LDL

Scavenger-Rezeptor B-1

Leberzellen

Aufnahme von HDL in die Leber
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1.2.5 Stoffwechsel der Lipoproteine

Betrachtet man den Stoffwechsel der Lipoproteine im menschlichen Plasma, so
lassen sich drei wesentliche Systeme unterscheiden:
- das exogene Lipidtransportsystem:
Transport von mit der Nahrung aufgenommener Lipide
- das endogene Lipidtransportsystem:
Transport von Lipoproteinen hepatischen Ursprungs
- das reverse Cholesterintransportsystem:
Transport von Cholesterin aus der Peripherie zur Leber.

Im folgenden werden die einzelnen Systeme naher dargestellt.

1.2.5.1 Exogenes Lipidtransportsystem: Chylomikronenstoffwechsel

Der Transport exogener, aus der Nahrung aufgenommener Lipide wird durch
Chylomikronen vermittelt. In der Mukosa des proximalen Dinndarms erfolgt
nach der intraluminalen Aufspaltung und anschlielenden Resorption der
Nahrungslipide die Synthese der Chylomikronen aus Triglyzeriden, Cholesterin
und den wesentlichen Apolipoproteinen ApoA-I, ApoB-48 und ApoA-IV. Die
Enterozyten geben die so synthetisierten Chylomikronen dann an die Lymphe
ab. So gelangen die Partikel unter Umgehung der Leber tGber den Ductus
thoracicus in die Blutbahn. Nach ihrer Sekretion nehmen die Chylomikronen
Apo C-Il von der HDL-Fraktion auf, welches als Kofaktor der endothelialen
Lipoproteinlipase (LPL) dient ( vgl. Tabelle 4). Die LPL katalysiert vor allem im
Fett-, Muskel- und Lungengewebe die Aufspaltung der im Kern der
Chylomikronen vorhandenen Triglyzeride in freie Fettsauren und
B-Monoglyzerid, welche dann in die Gewebe aufgenommen werden konnen. Im
Verlauf dieses lipolytischen Prozesses nehmen die Chylomikronen ApoE von
HDL-Partikeln auf, wahrend Phospholipide und ApoA-I und A-1V als sogenannte
“surface remnants” an den HDL-Pool abgegeben werden. Als Endprodukt
dieser Umbauprozesse entstehen so die relativ ApoE-reichen Chylomikronen-

Remnants, die rasch in die Leber aufgenommen werden. Diese Aufnahme
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erfolgt Uber den sogenannten Chylomikronen-Remnant-Rezeptor, dessen
Ligand das ApoE ist. Bei dem Rezeptor handelt es sich strukturell am ehesten
um das sog. LDL-receptor related protein (LRP) [15,31,33,140]. Ebenfalls
beteiligt an der Aufnahme der Chylomikronen-Remnants in die Leber ist die
hepatische Triglyzeridlipase (HTGL) und die Lipoproteinlipase (LPL), fur die
Bindungsstellen am LRP existieren. Die Bindung des C-terminalen Endes der
LPL und evil. der HTGL an LRP scheint die Bindung und Aufnahme der
Chylomikronen-Remnants zu ermoglichen. Diese komplexe Interaktion kommt
wahrscheinlich aufgrund der hohen Affinitat von Apo E, LPL und HTGL zu den
Heparansulfaten der Zellmembran zustande, die eine Bindung der
Chylomikronen-Remnants auf der Zelloberflache ermoglicht und so das

Zusammenspiel der verschiedenen Faktoren unterstutzt [75,145].

1.2.5.2 Endogenes Lipidtransportsystem: VLDL-, IDL- und LDL-Stoffwechsel

Triglyzeridreiche VLDL-Partikel werden in der Leber gebildet und haben als
Hauptaufgabe den Transport endogen synthetisierter Lipide von dort in die
Peripherie. Die Hauptapolipoproteinkomponenten der VLDL sind neben
ApoB-100, welches die integrale Proteinkomponente darstellt, noch ApoC-l,
C-Il, C-lll sowie ApoE, wobei die letzteren Apoproteine zum Teil erst nach der
Sekretion der VLDL aus dem HDL-Pool Gbernommen werden. Katalysiert durch
die ApoC-lI-stimulierte LPL kommt es in den VLDL zur Hydrolyse der
Triglyzeride. Wahrend der Hydrolyse dissoziieren vor allem die ApoC von den
VLDL und werden auf die HDL-Fraktion Ubertragen. Es entstehen so ApoB-100
und ApoE enthaltende, cholesterinreiche, kleinere Lipoproteine, die
sogenannten VLDL-Remnants. Fur diese Partikel stehen grundsatzlich zwei
Stoffwechselwege zur Verfugung, die jeweils von ca. 50% der VLDL-Remnants
durchlaufen werden:
- Ein Teil des VLDL-Pools wird Uber die Zwischenstufe der Bildung von IDL in
Lipoproteine geringer Dichte, die LDL, umgewandelt, wobei die Apoproteine
E und C-I bis C-lll nahezu komplett in die HDL-Fraktion Ubertragen werden.
Die letztlich entstehenden LDL-Partikel enthalten als Proteinkomponente

daher nahezu ausschliel3lich ApoB-100.
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- Ein anderer Teil der VLDL-Remnants wird durch den LDL-(Apo B, E-)
Rezeptor in die Leber aufgenommen und katabolisiert. Die Affinitat der
VLDL-Remnants zum LDL-Rezeptor ist dabei hoher als die der LDL,

welches im zusatzlichen ApoE-Anteil der Partikel begrundet ist.

Zusatzlich existieren Hinweise auf das Vorhandensein eines spezifischen
VLDL-Rezeptors, dessen Ligand ApoE ist und der hauptsachlich im Herz- und
Skelettmuskel exprimiert wird. Desweiteren kann VLDL auch ahnlich den
Chylomikronen-Remnants uber den LRP katabolisiert werden. Die grofite
Bedeutung fur den VLDL-Katabolismus kommt aber der Verstoffwechslung tber
den LDL-Rezeptor-Weg zu [59].

Die zentrale Rolle fur den LDL-Stoffwechsel hat die Leber, die nicht nur Uber die
VLDL-Produktion die LDL-Bildung bestimmt, sondern Uber die Expression von
LDL-Rezeptoren den zahlenmaldig bedeutendsten Anteil des LDL katabolisiert.
Etwa 60% des in der Zirkulation befindlichen LDL-Pools werden beim
Stoffwechselgesunden uber die Leber metabolisiert, und ein geringerer Anteil
wird ebenfalls Uber LDL-Rezeptoren in periphere Gewebe aufgenommen, wo
das Cholesterin als Membranbaustein und als Prakursor zur Synthese von

Steroidhormonen dient.

Ein Teil des LDL, beim gesunden Menschen immerhin etwa ein Drittel des

Gesamtpools, wird LDL-Rezeptor-unabhangig metabolisiert. Man bezeichnet

diesen Stoffwechselweg auch als sog. “scavenger pathway”. Der “scavenger

pathway” ist im Gegensatz zum LDL-Rezeptor-Weg nicht sattigbar und gewinnt

vor allem bei pathologischen Stoffwechselsituation mit erhdhten LDL-Serum-

Konzentrationen zunehmend an Bedeutung. Die zugrundeliegenden

Mechanismen der LDL-Aufnahme sind verschieden:

- Aufnahme modifizierter oxidierter LDL Uber den Scavengerrezeptor A
(SR-A)

- Adsorptive Endozytose Uber niedrigaffine Rezeptoren

- Pinozytose
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Bei erhohten LDL-Cholesterinspiegeln konnen LDL-Partikel vermehrt in den
subendothelialen Raum eindringen. Dort kommt es zur oxidativen Modifizierung
dieser Partikel, die eine erhdhte Affinitat flr die Scavengerrezeptoren der
Makrophagen zur Folge hat (zur genauen Pathophysiologie der

Atheroskleroseentstehung siehe bitte Abschnitt 1.1.3).

1.2.5.3 Reverser Cholesterintransport: HDL-Stoffwechsel

Das einzige Organ im menschlichen Organismus, das uUberschissiges
Cholesterin ausscheiden kann, ist die Leber. Dieses geschieht tber die Galle,
und zwar entweder direkt oder nach Umwandlung in Gallensalze. Es ist also
notwendig, Uberschissiges Cholesterin aus der Peripherie zurtick in die Leber
zu transportieren. Die zentrale Rolle in diesem Stoffwechselweg des reversen

Cholesterintransportes spielen die Lipoproteine hoher Dichte, die HDL.

HDL ist eine heterogene Lipoproteinklasse, deren Gemeinsamkeit eine hohe
Dichte und ein kleiner Durchmesser ist. Die Mehrzahl des HDL enthalt als
Hauptapolipoprotein ApoA-I. Die verschiedenen HDL-Subfraktionen
unterscheiden sich anhand ihrer qualitativen und quantitativen
Zusammensetzung aus Lipiden, Apolipoproteinen, Enzymen und

Lipidtransferproteinen voneinander.

In der Lipidelektrophorese weist der Grof3teil des HDL a-Mobilitat auf und wird
daher auch als a-HDL bezeichnet. Ein kleinerer Teil ApoA-I-haltiger
Lipoproteine zeigt aber auch pra-p-Mobilitat (pra-p-HDL, etwa 5-15%). Diese
Fraktion kann durch weitere elektrophoretische Trennung noch in pra-p+1-HDL,
pra-Bo-HDL und pra-ps-HDL differenziert werden. Den kleinsten Partikel hiervon
stellt das pra-pB+1-HDL dar. Hierbei handelt es sich um diskoide Partikel, die
entweder aus lipidfreiem oder mit wenigen Molekulen Sphingomyelin und
Phosphatidylcholin assoziiertem ApoA-I bestehen. Sie werden als Vorstufe der

HDL entweder in Darm und Leber gebildet oder entstehen als sogenannte
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“surface remnants” im Katabolismus triglyzeridreicher Lipoproteine (vgl.
Abschnitt 1.2.5.1). Strukturell ahnliche lipidarme HDL-Partikel enthalten als

einziges Apolipoprotein ApoE und werden dann als HDLg bezeichnet [138].

Mittels Ultrazentrifugation lassen sich aus der a-HDL-Fraktion zwei weitere
Subfraktionen gewinnen:

- HDL,: Dichte 1.063-1.125 mg/mi

- HDLj3: Dichte 1.125-1.21 mg/ml

Die kleineren, dichteren HDL3-Partikel enthalten relativ wenig freies Cholesterin.
Diese Partikel haben daher die Potenz zur Aufnahme von Cholesterin, z. B. aus
peripheren Zellen. Durch Veresterung dieses Cholesterins unter katalytischer
Einwirkung von LCAT enstehen dann aus den HDL; die gréieren, weniger
dichten HDL.

Die Aufnahme von Cholesterin aus peripheren Zellen in die HDL kann durch
verschiedene Mechanismen erfolgen. Es existieren sowohl unspezifische,
passive als auch spezifische, aktive Prozesse [17,138]. Nahezu alle Zelltypen
sind in der Lage, selbst an Apolipoprotein-freie Partikel langsam und nicht
sattigbar Cholesterin aus der Zellmembran, nicht aber aus dem Zytosol
abzugeben. Diese Interaktion ist rein physikalisch und bedarf keiner
spezifischen Rezeptoren. Im Gegensatz hierzu sind apolipoproteinhaltige,
lipidarme Partikel (wie pra-p1-HDL) in der Lage, spezifisch, schnell, nicht
sattigbar und effektiv Cholesterin und Phospholipide aus bestimmten Zelltypen
aufzunehmen. Auf zellularer Seite ist hierfur der ATP-bindende
Kassettentransporter 1 (ABC-1) verantwortlich. Mittels dieses Transportweges
kénnen auch zytosolisch deponierte Cholesterinester mobilisiert und aus der
Zelle transportiert werden. Mengenmaldig handelt es sich bei dem ABC-1-
vermittelten Transport um den fur den reversen Cholesteroltransport
entscheidenden Weg [138].

Nach dem Transfer des freien Cholesterins in die HDL wird dieses unter

Einwirkung des Enzyms LCAT verestert, was zum Einbau der neu
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entstandenen, eher hydrophoben Cholesterinester in den Kern (“Core”) der
HDL-Partikel fuhrt. Wie oben beschrieben entstehen so die groteren HDL -
Partikel.

FUr den weiteren Transport des in den HDL,-Partikeln veresterten Cholesterins
stehen zwei Wege zur Verfugung. Zum einen sind diese HDL-Partikel in der
Lage, unter Vermittlung des Cholesterinester-Transferproteins (CETP) die
Cholesterinester im Austausch gegen Triglyzeride an triglyzeridreiche, ApoB
enthaltende Lipoproteine abzugeben, die dann via LDL-Rezeptor aus der
Zirkulation entfernt werden. Die von den HDL,-Partikeln tbernommenen
Triglyzeride kénnen durch die HTGL hydrolisiert werden, was letztlich wieder
zur Bildung kleiner, dichter HDL-Partikel fuhrt (Umwandlung von HDL, in HDLS3),
die fur die Cholesterinaufnahme erneut zur Verfugung stehen.

Die HDL,-Partikel kdnnen aber auch direkt Uber den sogenannten
Scavengerrezeptor B1 (SR-B1) in die Leber aufgenommen werden. Im
Gegensatz z.B. zu den LDL-Rezeptoren, die mittels membranstandiger Ligand-
Rezeptor-Interaktion zu einer ,coated pit“-vermittelten endosomalen
Internalisierung der kompletten LDL-Partikel fihren, handelt es sich bei der
SR-B1-vermittelten HDL-Aufnahme um einen nicht-endosomalen Prozef}, der
zur isolierten Aufnahme der Cholesterinester ohne die Apoproteinkomponenten
fuhrt. In der Zellmembran ist SR-B1 vor allem im Bereich der Caveolae
lokalisiert. Der genaue Mechanismus, mittels dem SR-B1 zu einer Dissoziation
der Lipid- und Proteinkomponenten und zur Aufnahme der Cholesterinester in
die Zellen fuhrt, ist noch nicht geklart. Neben der Hypothese einer SR-B1
induzierten Bildung hydrophober Membrankanale wird auch die Mitwirkung
enzymatischer Kofaktoren wie z.B. der hepatischen Lipase diskutiert [138].

Letztlich erfolgt dann die Ausscheidung des Cholesterins Uber die Galle.

Zum besserem Verstandnis ist in Abbildung 1 ein vereinfachtes Schema des

menschlichen Lipoproteinstoffwechsels wiedergegeben.
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Abbildung 1: Der menschliche Lipoproteinstoffwechsel.

Zur genauen Erlauterung der Stoffwechselwege vergleiche den
obenstehenden Text (Abschnitt 1.2.5).

Abklrzungen: CM = Chylomikronen, Rem = Chylomikronenremnants, LPL =
Lipoproteinlipase, LRP = LDL-Rezeptor related Protein, LDLR = LDL-Rezeptor,
SRA = Scavengerrezeptor A, SR-B1 = Scavengerrezeptor B-I, HL = hepatische
Lipase, CETP = Cholesterinestertransferprotein, LCAT = Lezithin-Cholesterin-
Acetyltransferase, B = Apolipoprotein B, E = Apolipoprotein E, Cll =
Apolipoprotein CIl, Al = Apolipoprotein A-l.

1.3 Storungen des Lipoproteinstoffwechsels

Die Hyperlipoproteinamie gehort mit dem Bluthochdruck, dem Rauchen, der
Adipositas und dem Diabetes mellitus zu den etablierten Risikofaktoren der
Atherosklerose im allgemeinen und der koronaren Herzkrankheit im speziellen
[101]. Es handelt sich bei den Hyperlipoproteindmien um eine heterogene
Gruppe von Stoffwechselstérungen, sowohl was die Atiologie als auch was die
phanotypische Auspragung betrifft. Eine erste Klassifizierung von
Hyperlipoproteinamien erstellte Fredrickson [39]. Dieses allein auf
phanotypische Beschreibung beruhende System konnte die damals noch nicht

bekannten unterschiedlichen genetischen Ursachen natirlich nicht
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berlcksichtigen. Dennoch hat diese Einteilung eine grolde praktische
Bedeutung erlangt, erlaubt sie doch die Einteilung allein anhand der Hohe der
Serumspiegel von Cholesterin und Triglyzeriden. Die sog. Fredrickson-

Klassifikation ist in Tabelle 6 wiedergegeben.

Tabelle 6: Klassifizierung der Lipidstoffwechselstorungen nach
Fredrickson [101]

Typ Vermehrte Lipidklasse Phanotyp
, Massive  Triglyzeriderhdhung  durch
Typl Chylomikronen Erhohung der Chylomikronen
Typ lla LDL Isolierte Erhéhung des Cholesterins
Typ lIb VLDL und LDL Triglyzeride und Cholesterin erhéht

Typ Il | B-VLDL (VLDL-Remnants) | Ratio:VLDL-Cholesterin/Triglyzeride >0.3

Typ IV VLDL Isolierte Erhohung der Triglyzeride

Massive Erhdhung der Triglyzeride durch

Typ V| Chylomikronen und VLDL | £ s g der Chylomikronen und VLDL

1.3.1 Storungen mit bekannten genetischen Defekten

Mittlerweile konnte die Atiologie einiger Fettstoffwechselstorungen aufgeklart
werden. So konnten zum Beispiel Brown und Goldstein in ihren Arbeiten
[19,20,45] Defekte des LDL-Rezeptors als Ursache fur schwere Falle von
familliarer Hypercholesterinamie nachweisen. Ihre Arbeit wurde 1985 mit dem
Nobelpreis fur Medizin gewurdigt. Ein weiterer aufgeklarter Mechanismus, der
zu einer Hyperlipoproteinamie vom Typ Il nach Fredrikson fuhrt, betrifft das Gen
des Apolipoproteins B: durch eine Mutation hier entsteht das sogenannte
familiare defekte Apolipoprotein B (FDB) mit der Folge einer gestorten Ligand-
Rezeptor-Interaktion des LDL am LDL-Rezeptor und entsprechenden
Veranderungen des LDL-Katabolismus [54,118]. Utermann et al. gelang

wahrend seiner Tatigkeit in Marburg der Nachweis verschiedener Phanotypen
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des Apolipoproteins E (E2, E3,E4) und der Assoziation des Phanotyps E2/2 mit

der Typ llI-Hyperlipoproteinamie nach Fredrickson [120,129]. Als eine genetisch

determinierte Ursache der Hyperchylomikronamie konnten mittlerweile Defekte

im Gen der Lipoproteinlipase sowie im Gen des Apolipoproteins C-lI

nachgewiesen werden [12,36].

Zahlreiche weitere seltene Defekte sind beschrieben. Eine ausfuhrliche

Erlauterung wirde den Rahmen dieser Arbeit allerdings Uberschreiten.

Zusammenfassend seien die wesentlichen kurz erwahnt:

- Fish eye disease: Defekte im Gen der Lecithin-Cholesterin-Azyl-Transferase
mit der Folge niedriger HDL-Spiegel und Hornhauttribungen [30,67]

- Tangier disease: Defekt im ABC1-Gen mit der Folge von stark erniedrigten
HDL-Spiegeln [86]

- Hypobetalipoproteinamie: Mutationen des ApoB-Gens mit niedrigen
Spiegeln ApoB-haltiger Lipoproteine [112]

- Sitosterolamie: Mutationen im Gen von ABC5 und ABC8 mit der Folge einer
gesteigerten intestinalen Resorption von Sterolen [68]

- ApoE-Mutationen mit Assoziation zu Hypertriglyzeridamien, z.B. ApoE1-
Freiburg [87], ApoE4-Baden [51]

Andere Formen der Hyperlipidamie sind entweder genetisch noch nicht
definiert, oder sie stellen polygene Stérungen ohne eindeutig nachweisbaren
Defekt dar. Zur letzteren Gruppe gehdort auch die im folgenden dargestellte

familiare kombinierte Hyperlipidamie.

1.3.2 Familiare kombinierte Hyperlipidamie

Erstmals als Entitat beschrieben wurde die familiare kombinierte Hyperlipidamie
1973 durch Goldstein et al., die auch die Assoziation mit frihzeitiger
Koronarsklerose zeigen konnten [46]. Ihre Haufigkeit wird in der Literatur mit
1:300 angegeben [101]. Bei dieser Fettstoffwechselstdrung lassen sich nicht
nur innerhalb einer betroffenen Familie unterschiedliche Phanotypen
beobachten, ein wesentliches Charakteristikum dieser Erkrankung ist auch das

Auftreten unterschiedlicher Phanotypen im gleichen Individuum bei zeitlich
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weiter auseinanderliegenden Blutentnahmen (z.B. einmal VLDL-Erhéhung (Typ
IV nach Fredrickson), bei spaterer Abnahme LDL-Erhdhung (Typ Ila) oder LDL-
und VLDL-Erhéhung (Typ lIb)). Die Manifestation der Erkrankung erfolgt
nahezu ausschlieldlich im Erwachsenenalter. Ihr Ansprechen auf diatetische
und medikamentose Malinahmen ist im Gegensatz zur familiaren
Hypercholesterinamie vergleichsweise gut. Pathophysiologisch liegt die
Ursache der Erkrankung in einer Uberproduktion von ApoB-100-haltigen
Lipoproteinen, wie durch in-vivo-Kinetik-Studien gezeigt werden konnte [127].
Es werden vermehrt VLDL-Partikel von der Leber sezerniert, was wiederum zu
einer vermehrten Bildung von LDL-Partikeln fuhrt. Jedes LDL-Partikel enthalt
ein Molekul ApoB. Bei samtlichen Formen der familiaren Hyperlipidamie lasst
sich unabhangig vom sonstigen Phanotyp eine Erhohung der ApoB-
Konzentration im Serum zeigen, die sehr gut mit der LDL-ApoB-Konzentration
korreliert, da Uber 90 % des ApoB in Form von LDL-ApoB vorliegt. Daher
befurworten manche Autoren auch die Bezeichnung “Hyper-ApoB” fur diese
Stérung [117].

1.3.3 Hyper-Lipoprotein (a)

Erhdhte Plasmaspiegel von Lipoprotein (a) gelten als unabhangiger Risikofaktor
der koronaren Herzerkrankung [32,82]. Lipoprotein (a) besitzt eine dem LDL
sehr ahnliche Struktur, die mit Apo(a) ein zusatzliches Protein enthalt, welches
uber eine Disulfidbricke mit ApoB-100 verbunden ist. Apo(a) ist ein
Glykoprotein mit einem variablen Molekulargewicht von 300-700 kDa, welches
in seiner Struktur eine hohe Homologie (ca. 80%) zu Plasminogen aufweist [79].
Es sind mittlerweile Uber 34 verschiedene Apo(a)-Isoformen beschrieben
worden [101], die sich in GroRe und Masse hauptsachlich aufgrund der Anzahl
der Wiederholungen eines bestimmten Strukturmotives, namlich des sog.
Kringel-1V, unterscheiden [130,131]. Erhdhte Lipoprotein (a)-Spiegel tber 30
mg/dl werden als unabhangiger Risikofaktor fur eine KHK angesehen [101].
Problematisch stellt sich die Behandlung erhdhter Lipoprotein (a)-Spiegel dar.
Diatetisch wurde bis jetzt noch kein Ansatzpunkt zur Beeinflussung gefunden

[63,101], selbst eine Nulldiat Gber 21 Tage fuhrte zu keiner Absenkung der
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Lipoprotein (a)-Konzentration im Plasma [60]. Auch existiert bis jetzt keine
wirksame medikamentdse Therapie bei erhdhter Lipoprotein (a)-Konzentration,
weder die HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren noch die Fibrate senken Lp(a)
erfolgreich [101]. Einzelberichte zeigen eine Absenkung unter hohen
Nikotinsduredosierungen, einen geringen Effekt von Ostrogenen und dem
anabolen Hormon Stanozol sowie eine Absenkung unter hohen Dosen von
N-Acetylcystein, ohne dass sich hieraus generelle Therapieansatze ableiten
lassen [63]. Des weiteren findet sich unter chronischem Alkoholkonsum ein
Absinken erhohter Lp(a)-Spiegel. Als derzeit einziger erfolgversprechender
Therapieansatz existiert die Moglichkeit der maschinellen Absenkung der Lp(a)-
Konzentration mittels Lipidapherese. Mit Hilfe dieser Methode lasst sich eine
Absenkung der Lp(a)-Konzentration erzielen, die in ihrer GréRenordnung etwa

der Absenkung der LDL-Konzentration entspricht [101].

1.4 Lipidsenkende Medikamente

Der humane Lipidstoffwechsel kann von verschiedenen Medikamentengruppen
therapeutisch beeinflusst werden, die an unterschiedlichen Punkten angreifen
und sich daher auch in ihrer Wirkung unterscheiden.

Im Bereich der Primar- und Sekundarpravention der Atherosklerose und ihrer
Folgeerkrankungen ist das Ziel der therapeutischen Intervention in erster Linie
ein Absenken erhdhter Serumspiegel des LDL-Cholesterins. Desweiteren
sollten erhdhte Triglyzeridspiegel gesenkt und erniedrigte

HDL-Cholesterinspiegel angehoben werden.

1.4.1 HMG-CoA-Reduktase-Hemmstoffe

Ein potentieller Mechanismus zum Absenken des LDL-Cholesterins besteht in
einer Hochregulation der LDL-Rezeptor-Synthese durch Erniedrigung des
intrazellularen Cholesterinpools vor allem in der Leber [94]. Diese Erniedrigung
des Cholesterinpools wird derzeit am effektivsten durch die Hemmstoffe der 3-
Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A-Reduktase (im weiteren HMG-CoA-

Reduktase-Inhibitoren abgekurzt) erreicht. Die Stoffe dieser Substanzgruppe,



1 Einleitung 21

auch unter dem Namen Statine oder CSE-Hemmer (Cholesterin-Synthese-
Enzym-Hemmer) gelaufig, reduzieren durch eine Hemmung des
Schlisselenzyms 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A-Reduktase die de-
novo-Synthese des Cholesterins [94]. Gangige Vertreter dieser Substanzgruppe
sind Simvastatin, Fluvastatin, Cerivastatin, Lovastatin, Atorvastatin und
Pravastatin (zur chemischen Struktur vgl. Abbildung 2), wobei der Wirkstoff
Cerivatstatin (Handelsname Lipobay®) im August 2001 vom Hersteller (Bayer

Vital AG) aus dem Handel zuriickgezogen wurde.

: | Lovastatin
H1 = H
(0] Rz = CH,

HiC ! Simvastatin
R1 = CH3
R, = CH;

Abbildung 2: Chemische Strukur der HMG-CoA-Reduktaseinhibitoren:
beispielhaft sind hier Lovastatin und Simvastatin dargestellit.

Die einzelnen Substanzen unterscheiden sich hauptsachlich im Ausmal} der
relativen Senkung der Serumspiegel von LDL-Cholesterin und Triglyzeriden
[101]. Der Effekt ist fur die jeweiligen Substanzen dosisabhangig und betragt
z.B. fUr Lovastatin in der maximalen Dosierung von 80 mg taglich 40%
Reduktion des LDL-Cholesterins und 19% Reduktion der Triglyzeride [103].
Der HMG-CoA-Reduktase-Hemmestoff Pravastatin erzielte in Studien mit einer
Dosierung von 20 mg taglich ein mittleres Absinken des
LDL-Cholesterinspiegels um 25%, des Triglyzeridspiegels um 11% und ein
Anstieg des HDL-Cholesterins um 16% der Ausgangswerte [97]. Unabhangig
vom Ausmal’ der Senkung des LDL-Cholesterins haben grof3e Langzeitstudien
gezeigt, dass die HMG-CoA-Reduktase-Hemmstoffe die Prognose von

Patienten nach Myokardinfarkt deutlich positiv beeinflussen [101]. So konnte
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z. B. in der CARE-Studie fur die Behandlung mit 40 mg Pravastatin taglich im
Vergleich zu Placebo Risikoreduktion fur todliche und nichttddliche
Myokardinfarkte um 24% gezeigt werden [97]. Auch die Anzahl von
Koronarangioplastien (-23%) und ACVB-Operationen (-26%) war in der
Verumgruppe signifikant niedriger als in der placebobehandelten Gruppe.
Bemerkenswert ist daran vor allem, dass es sich bei den im Rahmen dieser
Studie behandelten Patienten um formal normolipamische Menschen handelte
(Cholesterin bei Einschluss <240 mg/dl) [98].

1.4.2 Fibrinsaurederivate

Handelsubliche Vertreter dieser Substanzgruppe sind z.B. Clofibrat, Bezafibrat,
Fenofibrat und Gemfibrozil (zur Struktur vgl. Abbildung 3).

CH
3 CH,

|
0—(CH);—C—COOH

CH
CH, 3

Abbildung 3: Chemische Struktur von Gemfibrozil
als Beispiel fur Fibrinsaurederivate.

Die Fibrinsaurederivate wirken auf andere Art als die HMG-CoA-
Reduktaseinhibitoren auf den Lipidstoffwechsel. Sie bewirken vor allem ein
deutliches Absenken des Triglyzeridspiegels und eine Erhdhung der
Plasmaspiegel von HDL-Cholesterin und HDL-ApoA-I [94]. Die Reduktion
erhohter Triglyzeride wird im Wesentlichen durch zwei Mechanismen erzielt:
zum einen bewirken Fibrinsaurederivate eine verminderte hepatische VLDL-
Synthese. Zum anderen wird Uber eine Erhéhung der Lipoproteinlipaseaktivitat
auch der VLDL-Katabolismus verstarkt [50]. Dieses erreichen sie zum einen
durch eine Erhdhung der Lipoproteinlipase-Aktivitat, also einem verstarkten

VLDL-Katabolismus [50]. Zum anderen bewirken Fibrinsdurederivate auch eine
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Verminderung der Synthese und Sekretion triglyzeridreicher Lipoproteine
(VLDL) in der Leber [94]. Die Erhdhung des HDL, die in der Gro3enordnung
15-20% liegt, wird im wesentlichen Uber eine direkte Steigerung der
ApoA-I-Synthese erreicht. Mittlerweile konnte auch der genaue
Wirkmechanismus der Fibrate geklart werden: sie stellen Liganden des
Peroxisomalen Proliferator-aktivierten Rezeptors o (PPAR-a) dar, eines
spezifischen Transkriptionsfaktors, der in aktivierter Form die Transkription
wesentlicher Schlisselgene des Triglyzerid- und HDL-Stoffwechsels (wie
ApoA-I, ApoA-Il, SR-BI, ABC-1 und Lipoproteinlipase) steuert [11,40,113].
Der Effekt der Fibrinsaurederivate auf den LDL-Cholesterin-Serumspiegel hangt
von der zugrundeliegenden Fettstoffwechselstérung ab: bei LDL-
Hypercholesterinamie kommt es zu einer Absenkung der initial erhéhten LDL-
Konzentration in der GréRenordnung 10-20% , wahrend bei
Hypertriglyzeridamie sogar ein Anstieg des LDL-Apolipoproteins B beobachtet
wird [94].

Die Effektivitat von Fibrinsaurederivaten in der Sekundarpravention der KHK
konnte auch in einer grof3en plazebokontrollierten klinischen Endpunktstudie,
der ,Veterans Affair High-Density Lipoprotein Cholesterol Intervention Trial®
(VA-HIT), gezeigt werden: Patienten mit KHK und niedrigem HDL wiesen unter
Therapie mit 1200 mg Gemfibrozil pro Tag Uber eine Beobachtungszeit von im
Mittel 5 Jahren eine Reduktion der Mortalitat und der Inzidenz erneuter
Myokardinfarkte um 22% auf [96].

1.4.3 Nikotinsaure und Nikotinsaurederivate

@COOH @C H2OH

Abbildung 4: Strukturformeln von Nikotinsaure (links)
und Nikotinsaurealkohol (rechts).
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Die Wirkung dieser Substanzgruppe (Strukturformeln vgl. Abbildung 4) ahnelt
der der oben beschriebenen Fibrinsaurederivate [101]. Es kommt unter dem
Einfluss von Nikotinsaure bzw. ihren Derivaten Uber eine Hemmung der
Lipolyse im peripheren Fettgewebe zu einem verminderten Zustrom von freien
Fettsauren in die Leber, was eine verringerte Produktion und Sekretion
triglyzeridreicher VLDL-Partikel zur Folge hat [47,94]. Die hierdurch erzielbare
Absenkung der VLDL-Triglyzeridkonzentration bei hypertriglyzeridamischen
Patienten liegt in der GroRenordnung von 40% [47]. Der Effekt auf das LDL-

Cholesterin ist nicht sehr ausgepragt [94].

1.4.4 Gallensaureaustauscherharze

Bei diese Substanzgruppe handelt es sich um die einzigen nichtresorbierbaren
lipidsenkenden Medikamente. Die in Deutschland im Handel befindlichen
Substanzen dieser Gruppe sind Colestyramin und Colestipol (zur chemischen
Struktur vgl. Abbildung 5).

+++—CH—CH,—CH—CH,— -+ -

rer = CH;—CH— - HN*(CHy)3CL |,

[ HI—CHy—CHy—N = CHy—CHy—~ N—CHy— CHy=N—CH,—CH,—NH i
CH, CH, CH, CH CHy
HCOH HCOH HCOH HCOH HCOH
CH, CH, CH, CH, CH,
—CHZ—CHZ—-I'EI—CHZ—CHZ—T HN—CHZ—CH2—+ HPLI—-CHZ—CHZ—
L 4N

Abbildung 5: Strukturformeln von Colestyramin (oben) und
Colestipol (unten). Beide Substanzen sind Polymere

Ihr Wirkmechanismus beruht auf der irreversiblen Bindung von Gallensauren im

Darm, die so dem enterohepatischen Kreislauf entzogen und mit dem Stuhl
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ausgeschieden werden [94]. Die Austauscherharze selbst passieren den Darm
ohne jegliche Verstoffwechslung und Resorption [35]. Durch die so erzielte
Verminderung der Gallensaurekonzentration in der Leber kommt es Uber eine
Aktivierung der Cholesterin-7a-Hydroxylase zu einer vermehrten Umwandlung
von Cholesterin in Gallensauren [25,83,119]. Der dadurch erhdhte
Cholesterinbedarf wird durch eine vermehrte Expression von LDL-Rezeptoren
an der Leberzelloberflache und eine erhdhte Neusynthese von LDL in der Leber
gedeckt [116]. Der erzielbare Effekt auf das LDL-Cholesterin ist nicht streng
linear dosisabhangig und bewirkt im mittleren Dosisbereich ein Absinken von
maximal 15-25% [94]. Bei initial normalen Serumtriglyzeridkonzentrationen
kommt es zu einem Anstieg der Triglyzeridwerte in der Gro3enordnung von 5-
25%, wahrend bei hypertriglyzeriddmischen Patienten mit einem erheblich
starkeren Anstieg zu rechnen ist [126]. Gallensaureaustauscherharze lassen
sich sehr gut mit den anderen lipidsenkenden Medikamenten kombinieren
[94,101,126].

1.4.5 Lifibrol

(CHj3)sC —Q— CHZCHzcl:HCHZO —@ COOH

OH

Abbildung 6: Strukturformel von Lifibrol
(4-4"-tert-butylphenyl)-1-(4°’-carboxyphenoxy)-2-butanol)

Lifibrol (4-4"-tert-butylphenyl)-1-(4"-carboxyphenoxy)-2-butanol) ist ein Wirkstoff,
dessen lipidsenkende Aktivitat bei Tieren erstmals 1989 beschrieben wurde
[109]. Die Strukturformel von Lifibrol ist in Abbildung 6 wiedergegeben. Seine
Sicherheit in der Langzeitanwendung konnte in 1990 an Meerschweinchen
gezeigt werden [110]. Selbst hohe Dosen wurden gut vertragen und konnten
eine maximale Senkung der Cholesterinkonzentration im Serum von uber 70%

erzielen, die hauptsachlich auf einer Senkung des LDL-Cholesterins beruhte.
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1991 konnte dann die lipidsenkende Wirkung von Lifibrol am Menschen
demonstriert werden [48], wobei das Medikament gut vertragen wurde. Es
erzielte eine dosisabhangige Senkung von Gesamt- und LDL-Cholesterin von
max. 26% bzw. 32% unter einer Dosierung von 900 mg/Tag bei gesunden
Probanden, wobei auch schon mit niedrigeren Dosierungen signifikante Effekte
beobachtet wurden. Im Jahre 1994 zeigten Schwandt et al. dann die Wirkung
auf den Lipidstoffwechsel von Patienten mit Hypercholesterinamie [114]. Neben
einer guten Absenkung der erhéhten LDL-Cholesterinkonzentrationen (-35% mit
einer Dosierung von 450 mg/Tag) konnten die Autoren zeigen, dass das HDL-
Cholesterin praktisch unverandert blieb und andere proatherogene Faktoren
ebenfalls eine Absenkung erfuhren. So zeigte sich z.B. eine signifikante
Absenkung der Fibrinogenkonzentration sowie eine tendenzielle Absenkung
erhohter Lp(a)-Spiegel. Diese Effekte konnten in ahnlicher Auspragung in einer
grolder angelegten Studie durch Locker et al. in 1995 bestatigt werden [71]. Hier
wurden 155 Patienten Uber 4 Wochen und 336 Patienten Gber 12 Wochen mit
verschiedenen Dosierungen von Lifibrol behandelt. Beobachtet wurden
Absenkungen des LDL-Cholesterins um mehr als 40% in den mit 450 mg, 600
mg und 900 mg Lifibrol behandelten Patientengruppen sowohl in der
vierwdchigen als auch in der zwolfwéchigen Therapiegruppe, wobei die
Unterschiede zwischen diesen drei Dosierungen in der 4-Wochen-Studie
vernachlassigbar waren. In der 12-Wochen-Studie kam es jedoch auch bei
diesen Dosierungsgrof3en zu signifikanten Wirkungsunterschieden, wobei
hdhere Dosierungen auch zu starkeren Absenkungen des LDL-Cholesterins
fuhrten. Dieser Effekt war in ahnlicher Art auch auf das Gesamtcholesterin und
die Konzentration des Apolipoproteins B zu verzeichnen, wobei die relative
Reduktion hier geringer als beim LDL-Cholesterin ausfiel (Reduktion des
Gesamtcholesterins um ca. 30% und der ApoB-Konzentration um ca. 33%).
Ebenfalls beobachtet wurde eine Absenkung der Triglyzeridspiegel um 15-23%
sowie eine statistisch nicht signifikante Absenkung des Lp(a)-Spiegels in der 4-
Wochen-Studie in den Dosierungsgruppen mit 300-900 mg. Diese Veranderung
war in der 12-Wochen-Studie bei den Dosierungsgruppen mit 300 mg und 600
mg signifikant und betrug 19% bzw. 31%. Die Vertraglichkeit von Lifibrol war
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auch in diesen Studien sehr gut, es kam zu keinen schwerwiegenden
medizinischen Zwischenfallen. Als einzige relevante Nebenwirkung wurde ein
makulopapuldser Hautausschlag beschrieben, der bei 13% der in die 4-
Wochen-Studie eingeschlossenen Patienten und 9% der in die 12-Wochen-
Studie eingeschlossenen Patienten auftrat und bei 9% (n=12) bzw. 4% (n=11)
den Ausschluss von der Studie zur Folge hatte. Bei den Patienten, die nach
dem Auftreten des Hautausschlags weiter an der Studie teilnahmen, kam es
nach wenigen Tagen zu einer kompletten Ruckbildung der Erscheinungen.
Weitere beobachtete unerwunschte Wirkungen waren gastrointestinale
Unvertraglichkeitsreaktionen (4% der Patienten (n=5) in der 4-Wochen-Studie)
sowie Transaminasenanstieg auf das mehr als 2- bis 3-fache der Basiswerte
(3,9% der Patienten (n=10) in der 12-Wochen-Studie).

Der potentielle Wirkungsmechanismus von Lifibrol wird seit der ersten
Vorstellung der Substanz intensiv in der Literatur diskutiert [64,71,110,114,137]
und ist bis heute noch nicht definitiv geklart [142]. Vor allem die Abgrenzung
des Wirkungsmechanismus gegenuber den HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren
wird kontrovers gesehen. Die lipidsenkende Potenz von Lifibrol entspricht der
der HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren [137], wobei der Wirkungsbeginn bei der
Therapie mit Lifibrol schneller einsetzt und auch die maximale Wirkung friher
erreicht wird als bei der Therapie mit der HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren oder
anderen lipidsenkenden Medikamenten (2 Wochen vs. 4-8 Wochen bzw. 4
Wochen vs. 4-8 Wochen) [71]. Daten aus in-vitro-Studien weisen auf eine
Hemmung der Cholesterinsynthese als Hauptmechanismus von Lifibrol hin
[109], wobei es hier auch widerspruchliche Ergebnisse gibt, die im Gegensatz
dazu eine Erhdhung der Cholesterinsynthese unter Einfluss von Lifibrol zeigen
[16]. Scharnagl et al. konnten zeigen, dass Lifibrol die Aktivitat der HMG-CoA-
Reduktase in der Zellkultur nicht nennenswert beeinflusst, wahrend die
Enzymaktivitat durch den HMG-CoA-Reduktase-Inhibitor Lovastatin
dosisabhangig fast vollstandig supprimiert werden kann [107]. In der gleichen
Arbeit zeigte sich eine Reduktion der HMG-CoA-Synthase-Aktivitat unter
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Einfluss von Lifibrol, wobei die Grofdenordnung dieser Enzymaktivitatsabnahme
in vitro die starke Wirkung von Lifibrol in vivo nicht hinreichend erklart.

In einer weiteren Untersuchung zeigten Scharnagl et al. die Wirkung von Lifibrol
auf die LDL-Rezeptor-Aktivitat in menschlichen Fibroblasten in vitro [108].
Lifibrol bewirkte eine dosisabhangige Zunahme der Rezeptor vermittelten LDL-
Endozytose von bis zu 50%, wahrend im Vergleich hierzu Lovastatin in
vergleichbarer Konzentration einen Anstieg um max. 20% erreichte. In diesen
verwendeten Konzentrationen erreicht Lovastatin bereits eine maximale
Suppression der Cholesterin-de novo-Synthese, wahrend der Effekt von Lifibrol
hierauf deutlich weniger effektiv ist [107,108]. Dennoch kann Lifibrol die LDL-
Rezeptor-Aktivitat in groRerem Ausmal steigern als Lovastatin. Diese Tatsache
weist darauf hin, dass Lifibrol die Steigerung der LDL-Rezeptor-Expression
nicht primar Gber die Hemmung der Cholesterin-Synthese erreicht, sondern
auch eine anders geartete Aktivierung von LDL-Rezeptoren stattfinden muss.
Die Cholesterin-de-novo-Synthese wird von Lifibrol weniger beeinflusst. Vega et
al. konnten an zwei Patienten mit homozygoter familiarer Hypercholesterinamie
ohne messbare LDL-Rezeptoraktivitat zeigen, dass eine Therapie mit Lifibrol in
einer Dosierung von 10 mg/kg Koérpergewicht/Tag Uber 4 Wochen keinen
Einfluss auf die Hohe des LDL-ApoB100-Spiegels hat [137]. Bei 2 weiteren
Patienten mit Restaktivitat des LDL-Rezeptors konnte in der gleichen
Untersuchung eine geringe aber signifikante Reduktion des LDL-ApoB100-
Spiegels unter der Therapie mit Lifibrol gezeigt werden [137]. Hieraus lasst sich
schliel3en, dass die Wirkung von Lifibrol auch in vivo Uber den LDL-Rezeptor-
Weg verlauft. Die selbe Arbeitsgruppe fuhrte zeitgleich zu uns eine Studie zur
in-vivo-Kinetik des LDL-ApoB100 unter dem Einfluss von Lifibrol durch [137].
Zur Anwendung kam hier im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit eine Studie mit
radioaktiven Isotopen: autologes LDL-ApoB wurde ex vivo mit radioktivem Jod-
125 markiert und reinfundiert. Durch die Bestimmung der radioaktiven Aktivitat
in der isolierten LDL-Fraktion zu verschiedenen Zeitpunkten wurden dann die
wesentlichen Kinetikparameter berechnet. Insgesamt nahmen 11 mannliche
Probanden an dieser Untersuchung teil. Das LDL-Cholesterin lag vor

Studienbeginn zwischen 160 und 210 mg/dl. Die Teilnehmer erhielten
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doppelblind und randomisiert zunachst fur 8 Wochen 600 mg Lifibrol pro Tag
oder Plazebo; nach 8 Wochen wurde die Behandlung dann je nach
Randomisierungssequenz auf Plazebo oder Lifibrol fir weitere 8 Wochen
gewechselt. Jeweils in der letzten Woche der Behandlungssequenzen wurden
bei den Patienten Kinetikstudien durchgefuhrt. Im Vergleich zu Plazebo konnte
durch Lifibrol eine statistisch signifikante Absenkung von Gesamtcholesterin,
Triglyzeriden, LDL-Cholesterin und LDL-ApoB um 29,8%, 32%, 35,5% bzw.
29% erzielt werden. Das HDL-Cholesterin blieb nahezu unverandert. Seitens
der Kinetikparameter fand sich ein statistisch signifikanter Anstieg der
fraktionellen Katabolismusrate des LDL-ApoB um 20% von 0,25 + 0,05 auf 0,30
+ 0,04 Pools pro Tag, wahrend die Produktionsrate tendenziell leicht abnahm
(10,5 + 2,9 mg/kg/Tag unter Plazebo, 9,3 + 2,4 mg/kg/Tag unter Lifibrol, nicht
signifikant). Auch dieses Ergebnis weist auf den LDL-Rezeptor-Weg als
Hauptort der Lifibrol-Wirkung hin. Uber die Probleme bei der Interpretation von
mittels radioaktiven Tracern ermittelten Daten soll in der Diskussion allerdings
noch weiter eingegangen werden.

Der Wirkmechanismus von Lifibrol wurde in zahlreichen Tiermodellen sowie in
vitro-Studien und klinischen Studien untersucht. Die bisher vorliegenden
Ergebnisse sind jedoch zum Teil widerspruchlich und lassen keine eindeutige
Aussage zum Wirkmechanismus von Lifibrol zu. Alles weist darauf hin, dass
Lifibrol verschiedene Mechanismen in sich vereint, so z. B. eine
vergleichsweise geringe Hemmung der Cholesterin-Synthese, eine direkte
Aktivierung von LDL-Rezeptoren und eine Hemmung der Cholesterin-
Absorption im Darm [71]. Somit unterscheidet sich das Wirkungsprofil von
Lifibrol von allen anderen bisher bekannten lipidsenkenden Medikamenten.
Aussagekraftige Daten zur in vivo Kinetik von Lipoproteinen unter Einfluss von
Lifibrol lagen vor Abschluss unserer Arbeit noch nicht vor. In dieser Arbeit wird
mittels stabiler Isotopen-Technik die Lipoproteinkinetik in Patienten mit
Hypercholesterinamie ohne und unter Einfluss von Lifibrol verglichen. Hierdurch
sollen weitere Aspekte erarbeitet werden, die dazu beitragen, den

Wirkungsmechanismus von Lifibrol deutlicher zu charakterisieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Studiendesign

2.1.1 Allgemeines

Es handelt sich um eine offene, zweizentrische klinische Phase Il — Studie, die
an den Universitatskliniken Marburg und Freiburg durchgefuhrt wurde. Das
Studienprotokoll wurde den zustandigen Ethikkommissionen zur Begutachtung
vorgelegt und genehmigt. Jeder Teilnehmer wurde im Sinne eines “informed
consense” ausfuhrlich tber Sinn und Zweck der Untersuchung aufgeklart und
dokumentierte seine Teilnahmebereitschaft schriftlich. Die Studie selbst wurde
entsprechend den GCP-Richtlinien durchgeflhrt und von einem Studienmonitor

begleitet und Uberpriift.

2.1.2 Einschlusskriterien

In die Studie eingeschlossen wurden mannliche Probanden mit primarer
Hyperlipidamie. Eine Gruppe umfasst Probanden mit reiner
Hypercholesterinamie (Typ lla nach Fredrickson), die zweite Gruppe umfasst
Probanden mit kombinierter Hyperlipidamie (Typ Ilb nach Fredrickson). Die
nach Absetzen samtlicher lipidsenkender Therapie flr mindestens sechs
Wochen erforderlichen Lipidwerte sind in Tabelle 7 wiedergegeben.

Tabelle 7: Einschlusskriterien mind. 6 Wochen nach Absetzen der
lipidsenkenden Therapie (Blutentnahme niichtern)

Probandengruppe | LDL-Cholesterin Triglyzeride
Typ lla > 155 mg/d| < 200 mg/d|
Typ lIb > 155 mg/dl 200-1000 mg/dl|
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Die Probanden durften aktuell keine Zeichen akuter kardiovaskularer
Erkrankungen aufweisen. Die Ein- und Ausschlusskriterien wurden an zwei
Zeitpunkten 4-12 Wochen vor der initialen Kinetikstudie tUberpruft.
Sicherheitslaborparameter wurden zu den Screeningzeitpunkten sowie zu jeder
Kinetikstudie uberprift und umfassten Differentialblutbild, Fibrinogen, Kreatinin,
Harnstoff, Bilirubin, GOT, GPT, y-GT und CK. Wahrend der Zeitdauer der
Medikamentengabe wurden die Compliance, die Medikamentenvertraglichkeit

sowie das Auftreten unerwinschter Ereignisse Uberprift und dokumentiert.

2.1.3 Probanden

In die Studie eingeschlossen wurden funf Personen mit Hyperlipidamie Typ lla
und finf Personen mit Hyperlipidamie Typ Ilb. Alle Probanden unterzogen sich
fruhestens 6 Wochen nach Aussetzen einer zuvor bestehenden
medikamentdsen oder apparativen lipidsenkenden Therapie einer initialen
Kinetik-Studie (Zeitpunkt 0). Anschlieend erhielten sie 450 mg Lifibrol taglich
fur 4 (Typ lla) bzw. 12 (Typ lIb) Wochen, dann wurde eine erneute Kinetik-
Studie durchgefuhrt (Zeitpunkt 2). Weitere Charakteristika der Probanden sind

in Tabelle 8 wiedergegeben.

Tabelle 8: Charakteristika der Probanden

e Hyperlipidamie | Alter BMI2

Typ (Jahre) | (kg/m?)
GL lla 26 20,8
WM lla 37 28,0
LW lla 31 26,8
HS lla 54 22,1
WH lla 52 28,1
SG llb 35 245
WS llb 43 30,0
CL llb 27 24,7
GS lb 45 20,9
DS llb 50 26,1
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Zwei der Probanden (DS und WH) unterzogen sich etwa 14tagig einer LDL-
Apherese-Behandlung in der Klinik fur Innere Medizin - Kardiologie des
Klinikums der Philipps-Universitat Marburg. 6 Wochen vor Beginn der Studie

und wahrend der Studiendauer wurde diese Behandlung ausgesetzt.

2.1.4 Isotopenauswahl

Die Probanden erhielten als Tracersubstanz eine mit stabilen Isotopen
markierte Aminosaure infundiert. Zur Verwendung kommt hier Deuterium, das
stabile, nicht radioaktive Isotop von Wasserstoff. In dieser Arbeit kommt
ausschlieRlich die Aminosaure L-Leuzin zum Einsatz, die an ihrem
Kohlenstoffatom in Position 5 dreifach mit Deuterium (2H3) markiert wurde (Fa.
MSD, USA). Die Aminosaure L-Leuzin erflllt wichtige Anforderungen, die an
solche Tracersubstanzen gestellt werden. Mit ihrer vergleichsweise hohen
Anreicherung in den untersuchten Apolipoproteinen (z.B. ca. 11,6% im
Apolipoprotein B-100; im Vergleich dazu betragt dieser Wert fur Phenylalanin
ca. 5% und fur Zystein ca. 0,6%) [65] 1at sich auch bei geringen
Gesamtproteinmengen eine hohe Sensitivitat im Tracer-Nachweis erzielen. Da
es sich bei L-Leuzin um eine der 10 essentiellen Aminosauren handelt, ist ihre
Plasmakonzentration unabhangig von endogenen Synthesewegen und ihre
Zufuhr kann einfach Uber die Nahrung kontrolliert werden. Desweiteren liegt
L-Leuzin als essentielle Aminosaure in relativ niedrigem Plasmaspiegel vor, was
aufgrund der geringen Poolgrofde eine reduzierte Tracergabe im Vergleich zur
Verwendung von nicht-essentiellen Aminosauren ermdglicht. Die dreifache
Markierung der Aminosaure L-Leuzin mit Deuterium ist chemisch stabil und hat
sich bereits in anderen Arbeiten bewahrt [28,70,105].
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Abbildung 7: Strukturformel von [5,5,5-’Hs]-L-Leuzin.
D* markiert die Positionen, an denen die Wasserstoffatome
des Leuzins gegen Deuterium ausgetauscht sind.

Nach Qualitatskontrolle (Reinheit >99,9%) wurden die markierten Aminosauren
durch die Klinikumsapotheke der Philipps-Universitat in physiologischer
Kochsalz-Lésung aufgenommen, steril filtriert und autoklaviert. Nach
abschlielRender Testung auf Sterilitat und Pyrogenfreiheit wurden sie zur

Injektion verwendet.

2.1.5 Studienprotokoll

Alle Probanden wurden darUber instruiert, drei Tage vor Studienbeginn eine
Diat in Form einer isokalorischen Standardkost einzuhalteni. Diese
Standardkost enthalt 30 kcal pro kg KG und setzt sich zusammen aus 20%
Eiweil3, 30% Fett, 50% Kohlenhydraten und max. 300 mg Cholesterin pro Tag.
Der Studientag selbst verlief unter Fastenbedingungen, wobei jedoch
Trinkwasser in beliebiger Menge konsumiert werden konnte. In den rechten und
linken Unterarm wurde jeweils eine Venenverweilkanule gelegt, wobei Uber die

eine Kanile die Blutentnahmen, Uber die andere die Infusion der
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Tracer-Aminosaure erfolgte. Die Probanden waren in einem Studienraum mit
Liegemaglichkeit untergebracht. Dort standen sie unter standiger Betreuung
und hatten die Mdglichkeit zur Bewegung.

Zu Studienbeginn erhielten die Probanden einen Bolus [5,5,5-?Hs]-Leuzin (10
pmol /kg KG), dem eine konstante Infusion mittels Infusomat (10 pmol/kg KG
und Stunde) fur die gesamte Studiendauer folgte [28].

Die Studien begannen jeweils gegen 8.00 Uhr morgens. Wahrend der
Studiendauer von 12 Stunden wurden in festgelegten Zeitabstanden Gber eine
Venenverweilkanule Blutentnahmen durchgefuhrt:

e zum Zeitpunkt O vor Injektion des “primed bolus”,

e in den ersten 40 Minuten alle 10 Minuten,

e nach 60 und 90 Minuten und

ab der 2. Stunde beginnend jeweils stundlich sowie

an den drei auf den Studientag folgenden Tagen jeweils morgens.

Von jedem Probanden wurden so zu 21 Zeitpunkten Blutproben gewonnen.
Pro Blutentnahme wurden 18 ml in jeweils zwei 9 ml Monovetten KE (mit
Kalium-EDTA als Gerinnungshemmer, Fa. SARSTEDT; Best.-Nr.:02.1066.501)
entnommen. Das Blut wurde gleich im Anschluss an die Abnahme

weiterverarbeitet (siehe Abschnitt 2.2).

2.2 Gewinnung des Plasmas

Die Proben werden direkt im Anschluss an die Probenentnahme bei 4000 UpM
und 4°C fur 30 Minuten zentrifugiert (Laborfuge GL, Fa. Heraeus Christ). Die
korpuskularen Blutbestandteile sedimentieren hierbei und das Plasma kann
abpipettiert werden. Nach Uberfiihrung in 15 ml Probenréhrchen mit
Schraubverschluss (Fa. Sarstedt; Best.-Nr.: 62.554.502) wird dem Plasma ein
Konservator nach Alaupovic zugesetzt, um eine bessere Haltbarkeit der Proben
zu erreichen. Die Zusammensetzung des Konservators ist in

Tabelle 9 wiedergegeben.

Tabelle 9: Zusammensetzung des Konservators nach Alaupovic
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Chemikalien Menge
reduziertes Glutathion 5¢
6-Amino-Hexansaure 13 ¢
EDTA (Ethylendiamontetraacetat) 25¢g
Chloramphenicol 0,29

Zubereitung: 6-Amino-Hexanaure in 90 ml Aqua dest.
I6sen, Chloramphenicol in 10 ml Ethanol absolut I6sen,

mischen, ubrige Chemikalien zugeben.

Zu 1 ml Plasma wird 1 ul des Konservators gegeben. Anschlieend wird jeweils
1 ml jeder Probe entnommen und in ein Reaktionsgefal} uberfuhrt (Fa.
Eppendorf, Best.-Nr.: 0030 102.002). Hieraus erfolgt die Bestimmung der
Konzentrationen von Cholesterin, Triglyzeriden, Apolipoprotein A-l und
Apolipoprotein B (siehe 2.5). Aus weiteren 750 pul jeder Probe erfolgt die
Isolierung der freien Plasmaaminosauren (siehe 2.3). 6 ml jeder Probe werden
zur Trennung der Lipoproteinfraktionen eingesetzt (siehe 2.4). Das restliche

Plasma wird tiefgefroren.

2.3 Isolierung der freien Plasmaaminoséuren

Zur Berechnung der Kinetik ist die Kenntnis der Poolgrofe, also der Menge an
freien Plasmaaminosauren zu jedem Messzeitpunkt, entscheidend. Hierzu
mussen diese freien Aminosauren aus dem Plasma isoliert werden, um sie
anschlie3end einer quantitativen Bestimmung mittels Gaschromatographie und

Massenspektrometrie (siehe 2.13) zuzufuhren.

Jeweils 750 pl des Probenplasmas werden mit 1,5 ml 50%iger Essigsaure
grundlich gemischt und anschliel3end Uber Kationenaustauschersaulen
gegeben (siehe 2.11). Die so gewonnenen Proben werden dann wie im

Abschnitt 2.12 naher beschrieben derivatisiert. Die quantitative Bestimmung der
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Isotopenanreicherung erfolgt schliel3lich mit Hilfe der Gaschromatographie und

Massenspektrometrie (siehe 2.13).

2.4 Trennung der Lipoproteinfraktionen

2.4.1 Prinzip

Die Auftrennung in die einzelnen Lipoproteinklassen erfolgt mittels sequentieller
praparativer Ultrazentrifugation [44,49]. Das Prinzip dieser Methode beruht auf
den unterschiedlichen Sedimentations- bzw. Fluktuationseigenschaften der
verschiedenen Plasmabestandteile im Schwerefeld der Zentrifuge. Die
Plasmalipoproteine, die im jeweiligen Zentrifugationsschritt eine geringere
Dichte besitzen als das Ubrige Plasma, flottieren an der Oberflache und kénnen
so gewonnen werden. Die Dichte der Probe wird im Anschluss an jeden
Zentrifugationsschritt durch Zugabe einer definierten Menge von
Kaliumbromidldsung (Dichte 1,35 g/ml) so variiert, dass schrittweise die
verschiedenen Lipoproteinklassen isoliert werden konnen.

Die verschiedenen Dichtefraktionen der Lipoproteine sind in Tabelle 10

aufgefuhrt.
Tabelle 10: Dichtefraktionen der Lipoproteine
Dichtebereich in Gramm/Liter Lipoproteinfraktionen
< 1,006 VLDL, Chylomikronen
1,006-1,019 IDL
1,019-1,063 LDL
1,063-1,210 HDL

Zur Anwendung kommt eine Ultrazentrifuge der Firma Beckmann (Modell L8-
55M) mit entsprechendem Rotor (Fa. Beckmann, Modell 50.3 Tl bzw. 50.4 TI).
Als Probengefalle kommt das passende Beckmann Quickseal System (Best.Nr.
344619) sowie die entsprechende Schneidevorrichtung (tube slicer, Best.Nr.
303811) zum Einsatz. Die Zentrifugation erfolgt bei jeweils 49000
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Umdrehungen pro Minute und einer Temperatur von konstant 4° Celsius unter

Hochvakuum.

2.4.2 VLDL-Gewinnung

Mit Hilfe einer Spritzennadel (Mikrolance 2, 19 G 1 '%; Best.Nr. 301500) werden
jeweils exakt 5 ml des Plasmas in die Zentrifugenrohrchen einpipettiert. Auf die
Offnung der Réhrchen werden dann Metallkappen (Seal former; Fa. Beckmann;
Best.Nr. 342421) gesetzt, die mit Hilfe eines Gerates (Quick-Seal tube sealer;
Fa. Beckmann; Best.Nr. 342429) erhitzt werden und so den Kunststoff zum
Schmelzen bringen. So erfolgt ein luftdichter Verschluss der Rohrchen, die
anschlie3end in den Ultrazentrifugen-Rotor eingesetzt werden. Zur
Stabilisierung der Réhrchen wahrend der Ultrazentrifugation dienen noch
aufgesetzte Kunststoffkappen (Quick-seal tube spacers; Fa. Beckmann;
Best.Nr. 344389).

Die Zentrifugation der Proben erfolgt dann fur 18 Stunden entsprechend den
oben angegebenen Bedingungen. AnschlieRend werden die Probenréhrchen
vorsichtig aus dem Rotor entfernt. Der VLDL-Uberstand kann visuell identifiziert
werden. Es wird eine entsprechende SchnitthOhe so gewahlt, dass das oben
aufgeschwommene VLDL eindeutig von dem Rest der Probe getrennt ist. Dann
werden die Zentrifugenréhrchen mit Hilfe der entsprechenden
Schneidevorrichtung durchtrennt. Der Uberstand mit der VLDL-Schicht wird mit
einer Spritzennadel in ein 15 ml Probenréhrchen mit Schraubverschluss (Fa.
Sarstedt; Best.-Nr.: 62.554.502) uberfuhrt, auf 5 ml Gesamtvolumen gebracht
und bei 4° Celsius gekihlt. 500 pl des Uberstands aus jeder 2. Probe wird
separat in Eppendorf-Hutchen pipettiert. Hieraus erfolgt zur Analyse der
Zusammensetzung der Lipoproteine die Bestimmung von Apolipoprotein B,
Triglyzeriden und Cholesterin.

Der Unterstand wird zur Gewinnung der IDL-Fraktion eingesetzt.
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2.4.3 IDL-Gewinnung

Der Unterstand aus dem Zentrifugationsschritt zur VLDL-Gewinnung wird
ebenfalls mit einer Spritzennadel aus dem unteren Teil des
Zentrifugenrohrchens gewonnen. AnschlieRend wird das Réhrchen mit
physiologischer Kochsalzlésung (Dichte 1,006 g/ml) gespult. Unterstand und
Spullésung werden dann in ein neues Zentrifugenrohrchen transferiert, welches
mit 1,006 g/ml Dichtelésung auf ein Gesamtvolumen von 5 ml gebracht wird.
AnschlieRend werden 188,6 ul einer Kaliumbromidlésung mit einer Dichte von
1,35 g/ml in das Zentrifugenréhrchen pipettiert. Dies flhrt zu einer Erhéhung
der Dichte der Probe auf 1,019 g/ml. Bei dieser Dichte flotiert IDL im Uberstand.
Mit einer Kaliumbromidlésung der Dichte 1,019 g/ml werden dann die
Zentrifugenrohrchen auf identisches Volumen aufgefillt. Die R6hrchen werden
nach der oben erwahnten Methode verschlossen und 18 Stunden in der
Ultrazentrifuge zentrifugiert. Nach vorsichtiger Entfernung der
Zentrifugenrohrchen aus dem Rotor erfolgt die Durchtrennung mittels der
Schneideapparatur. Mittels einer Spritzenadel wird der Uberstand mit der IDL-
Fraktion in ein 15 ml Probenréhrchen mit Schraubverschluss (Fa. Sarstedt;
Best.-Nr.: 62.554.502) Uberfuhrt und bei 4° Celsius gekuhlt. 500 pl des
Uberstands aus jeder 2. Probe werden separat in Eppendorf-Hiitchen pipettiert.
Hieraus erfolgt wiederum Analyse die Bestimmung von Apolipoprotein B,
Triglyzeriden und Cholesterin.

Der Unterstand wird zur LDL-Gewinnung weiterverarbeitet.

244 LDL-Gewinnung

Der Unterstand aus der IDL-Zentrifugation wird unter Nachspulung mit
Kaliumbromidlosung der Dichte 1,019 g/ml in neue Zentrifugenrohrchen
uberfuhrt. Die Erhohung der Dichte auf 1,063 g/ml fur die Isolation der LDL-

Fraktion erfolgt durch Zugabe von 740,8 pl einer Kaliumbromidlésung der
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Dichte 1,35 g/ml. Die Rohrchen werden anschlielend mit Kaliumbromidldsung
der Dichte 1,063 g/ml auf gleiches Volumen aufgeflllt und 24 Stunden
ultrazentrifugiert. Wiederum werden die Réhrchen mittels der
Schneideapparatur durchtrennt, der Uberstand mit der LDL-Fraktion in 15 ml
Probenrohrchen mit Schraubverschluss (Fa. Sarstedt; Best.-Nr.: 62.554.502)
uberflhrt und bei 4° Celsius gekuhlt. Die Bestimmung von Cholesterin,
Triglyzeriden und Apolipoprotein B erfolgt aus 500 ul jeder zweiten Probe.

Aus dem Unterstand erfolgt dann die Isolation der HDL-Fraktion.

245 HDL-Gewinnung

Im letzten Zentrifugationsschritt erfolgt die Trennung des HDL von Albumin und
anderen die Gelelektrophorese stérenden Plasmaproteinen. Hierzu ist ein
Dichtewechsel auf 1,21 g/ml notwendig. Nach Uberfiihrung des Unterstands in
einen 5 ml Messzylinder mit geeichter Skala (Fa. Brand, Wertheim, Best. Nr.
32105) und Nachspulung mit Kaliumbromidldésung der Dichte 1,063 g/ml wird
das Volumen durch Zugabe dieser Losung auf genau 5 ml gebracht. Nun wird
1,18 g festes Kaliumbromid zugegeben und durch vorsichtiges Schitteln in
Ldsung gebracht. Die Probe, die nun eine Dichte von 1,21 g/ml aufweist, wird in
Zentrifugenrohrchen uberfuhrt, welche dann mit Kaliumbromidlosung der Dichte
1,21 g/ml aufgeflllt und verschlossen werden. AnschlieRend erfolgt die
Ultrazentrifugation fur 48 Stunden. Nach diesem letzten
Zentrifugationsdurchgang werden die Rohrchen wieder geschnitten. Der HDL-
haltige Uberstand wird in 15 ml Probenréhrchen mit Schraubverschluss (Fa.
Sarstedt; Best.-Nr.: 62.554.502) Uberflhrt, ebenso der Unterstand. Dieser wird
tiefgefroren. Aus jeder zweiten Probe der HDL-Fraktion werden 500 pl
entnommen und eine Bestimmung von HDL-Cholesterin und Apolipoprotein Al
durchgefuhrt. Das restliche Probenvolumen wird bis zur weiteren Aufarbeitung
bei 4° Celsius gekuhlt.
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2.5 Bestimmung wichtiger Komponenten der Lipoproteine

2.5.1 Cholesterinbestimmung

Die Cholesterinbestimmung im Plasma und den einzelnen Lipoproteinfraktionen
erfolgt enzymatisch nach der CHOD-PAP-Methode [10] (Monotest, Fa.
Boehringer Mannheim, Best.-Nr.:236691).

Prinzip

Die in der Probe vorliegenden Cholesterinester werden bei dieser Methode
zunachst durch das Enzym Cholesterin-Esterase zu Cholesterin und Fettsauren
hydrolysiert. Das Cholesterin wird dann durch die Cholesterin-Oxidase zu
A*-Cholestenon und H,0, umgesetzt. Das H,0, reagiert nun mit
4-Aminophenazon und Phenol katalysiert durch Peroxidase zu dem Farbstoff
4-(p-Benzochinon-monoimino)-phenazon. Die Menge an so entstandenem

Farbstoff ist direkt proportional zur Cholesterinkonzentration in der Probe.

Durchflhrung

Zur Bestimmung werden 10 pl Probandenserum eingesetzt. Um den
Cholesteringehalt in den einzelnen Lipoproteinfraktionen zu messen, werden
jeweils 100 uyl VLDL und IDL bzw. jeweils 20 pyl LDL und HDL eingesetzt. Das
entsprechende Probenvolumen wird mit 1 ml Reagenzldsung versetzt und
mindestens 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend erfolgt die
Messung der Extinktion der Probe im Photometer (Photometer 1101 M, Fa.
Eppendorf) gegen den Reagenzien-Leerwert. Durch Multiplikation mit einem
Faktor, der durch die vorhergehenden Messungen von Seren mit bekanntem
Cholesteringehalt (Precinorm L, Fa. Boehringer Mannheim, Best.-Nr.: 781827)
ermittelt wird, kann dann aus der Extinktion die Cholesterinkonzentration in

mg/dl berechnet werden.

2.5.2 Triglyzeridbestimmung
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Die Bestimmung der Triglyzeridkonzentrationen im Serum und den einzelnen
Lipoproteinfraktionen erfolgt enzymatisch nach der GPO-PAP-Methode [77]
(Fa. Boehringer Mannheim, Best.-Nr.: 701912).

Prinzip

Das Enzym Lipase hydrolysiert die Triglyzeride in Glyzerin und Fettsduren. Das
Glyzerin wird dann durch die Enzyme Glyzerokinase und
Glyzerinphosphatoxidase so umgesetzt, das letztlich Dihydroxyacetonphosphat
und H20; entstehen. Das entstehende H,0O, reagiert nun unter Einwirkung von
Peroxidase mit 4-Aminophenazon und 4-Chlorophenol zu dem Farbstoff 4-(p-
Benzochinon-monoimino)-phenazon, dessen entstandene Menge direkt

proportional zur Triglyzeridkonzentration in der Probe ist.

Durchflhrung

Das eingesetzte Probenvolumen betragt 10 pl (Serum), 50 pl (VLDL) bzw. 100
gl (IDL, LDL, HDL). Das Probevolumen wird mit 1 ml Reagenzlésung versetzt
und mind. 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend erfolgt die
Messung der Extinktion der Probe im Photometer (Photometer 1101 M, Fa.
Eppendorf) gegen den Reagenzien-Leerwert. Durch Multiplikation mit einem
Faktor, der durch die vorhergehenden Messungen von Seren mit bekanntem
Triglyzeridgehalt (Precinorm L, Fa. Boehringer Mannheim, Best.-Nr.: 781827)
ermittelt wird, kann dann aus der Extinktion die Triglyzeridkonzentration in mg/dl

berechnet werden.

2.5.3 ApoA-l und ApoB-Bestimmung

Die quantitative Bestimmung von ApoA-I und ApoB erfolgt mit der Methode der
kinetischen Nephelometrie [69,72,80].

Prinzip
Gibt man zu einer Probe, die ApoA-l bzw. ApoB als Antigen enthalt, gegen das

jeweilige Apolipoprotein gerichtete spezifische Antikdrper im Uberschuss, so
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bilden sich Antigen-Antikorper-lmmunkomplexe, die zu einer von der
Antigenkonzentration abhangigen Tribung der Probe fuhren. Diese Tribung
wird nun durch die Nephelometrie quantifiziert: man schickt einen Lichtstrahl
durch die zu analysierende Probe und bestimmt mit einer Photozelle die
Intensitat des Streulichtes. So kann aus der Starke der Lichtstreuung auf die

Apolipoproteinmenge in der Probe zurickgeschlossen werden.

Durchfihrung

Die Messungen werden mit dem Behring Nephelometer 100 (Fa. Behring)
durchgefuhrt. Eingesetzt werden 200 pl Probenvolumen. Durch den Vergleich
mit einer zuvor aus Kontrollseren mit bekanntem ApoA-I-bzw. ApoB-Gehalt
erstellten Eichgeraden ermittelt das Nephelometer vollautomatisch den ApoA-I-
Gehalt der HDL-Proben bzw. den ApoB-Gehalt der IDL-, LDL- und VLDL-

Proben.

2.5.4 Proteinbestimmung

Aus den gewonnenen Lipoproteinfraktionen (VLDL, IDL, LDL und HDL) wurden
von jeweils drei Proben pro Teilnehmer und Studienzeitpunkt Bestimmungen
der Gesamtproteinmenge durchgefuhrt, um Informationen Uber den

Proteingehalt der einzelnen Fraktionen zu gewinnen.

Zum Einsatz kommt hierzu das Protein Assay der Fa. Bio-Rad (Best.-Nr. 500-
0001).

Prinzip

Der Assay basiert auf einer zur Proteinkonzentration in der Probe
proportionalen Anderung des Farbungsverhaltens einer Lésung durch Bindung
von Protein an einen Farbstoff (Coomasssie Brilliant Blau G-250). Durch diese
Bindung kommt es zum Wechsel des Absorptionsmaximums von 465 nm zu
595 nm.



2 Material und Methoden 43

Durchflhrung

Standardlosung, Leerwert (“blank”), Kontrollserum und die Proben werden auf
Microtiterplatten aufgetragen. Zunachst wird von der Standardlésung
(Iyophilisiertes Schweinealbumin) eine Verdinnungsreihe hergestellt, aus der
eine Standardkurve vermessen wird. Als Kontrollserum kommt Kontrollogen LP
(Iyophilisiertes Humanserum fur die Richtigkeitskontrolle, Fa. Behring, Best.-Nr.
OTSB) zum Einsatz.

Danach werden die Proben einpipettiert und es wird die Reagenzldsung
hinzugegeben. Dieses wird vermischt, nach fruhestens 5 min erfolgt die

Messung der Absorption bei 595 nm gegen den “blank”. Bei dem eingesetzten

Gerat handelt es sich um den MILENIATM Kinetic Analyzer, an welchen ein

Personal Computer mit entsprechender Software angeschlossen ist.

2.6 Entsalzung durch Dialyse

Durch die praparative Ultrazentrifugation zur Isolierung der einzelnen
Lipoproteinfraktion und den damit verbundenen Dichtewechseln kommt es zu
einem hohen Salzgehalt der einzelnen Proben, der letztlich die Trennung der
Apolipoproteine mittels Gelelektrophorese stéren wirde. Daher werden die

Proben mittels der nachfolgend beschriebenen Methode der Dialyse entsalzt.

Prinzip

Bei der Dialyse trennt eine semipermeable Membran zwei Losungen. Diese
Membran ist nur fur Molektle bis zu einer bestimmten Moleklilgrélie
durchlassig, wahrend grofldere Molekule nicht durch die Poren der Membran
diffundieren kdnnen. Treibende Kraft bei diesem physikalischen Verfahren ist
ein Konzentrationsgefalle zwischen den beiden getrennten Lésungen. Die
Proteine werden hierbei aufgrund ihrer Gréf3e von der Membran
zuruckgehalten, wahrend die geldsten Salze und weitere kontaminierenden
Substanzen durch die semipermeable Membran in die andere Losung, das

Dialysat, diffundieren.
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Durchflhrung

Als Dialysat dient eine Ammoniumhydrogencarbonat-Losung. Es wird eine 1
molare Stammlésung angesetzt, entsprechend einer NH4HCO3-Konzentration
von 79,06 g/l. Diese wird zur Dialyse im Verhaltnis 1:100 verdunnt. Die Proben
werden in Dialyseschlauche (Spectra/Por; molecularporous membrane tubing;
MWCO(molecular weight cut off) 6000-8000; Durchmesser: 14,6 mm; Fa.
SERVA,; Best.-Nr.: 132650) eingefllt, die mit entsprechenden Klemmen
(Spectra/Por Closures; Fa. Spectrum medical industries; Best.-Nr.: 132734)
verschlossen werden. Es kommen jeweils 5 | der 0,01 molaren
Ammoniumhydrogencarbonat-Losung zur Dialyse von 8 Proben zum Einsatz.
Die Dialyse findet fiir 24 Stunden unter standiger Durchmischung des Dialysats
mittels eines Magnetruhrers im Kuhlraum bei kontinuierlichen 4° Celsius statt.
Wahrend dieser Zeit wird das Dialysat dreimal ausgetauscht, um ein standiges
Konzentrationsgefalle zu gewahrleisten. Nachdem durch diesen
Praparationsschritt die Proben weitgehend von den zugesetzten Salzen
gereinigt sind, werden die Proben wieder in 15 ml Probenréhrchen mit
Schraubverschluss (Fa. Sarstedt; Best.-Nr.: 62.554.502) uberfuhrt und bis zur

weiteren Aufarbeitung bei -20° Celsius gelagert.

2.7 Delipidieren

Verschiedene Faktoren kdnnen die Auftrennung der einzelnen Proteine in der
Gelelektrophorese (vgl. Abschnitt 2.8) stéren. Von besonderer Wichtigkeit sind
hierbei zum einen die Salze (vgl. Abschnitt 2.6), zum anderen die in den
einzelnen Lipoproteinfraktionen enthaltenen Fette. Eine moéglichst vollstandige
Entfernung dieser Lipide ist fur eine gute Auftrennung der Apolipoproteine
entscheidend. Hierbei muss jedoch auch beachtet werden, dass ein solches
Reinigungsverfahren vor allem bei den Apolipoprotein B-haltigen Lipoproteinen
VLDL, IDL und LDL wegen der grof3en Empfindlichkeit dieses Apolipoproteins
gegenuber denaturierenden Substanzen zu Schwierigkeiten fihren kann. Das

eingesetzte Delipidierungsverfahren muss aul3erdem gewahrleisten, dass die
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delipidierten Lipoproteine im Anschluss gut im Probenpfuffer auflésbar sind und
der starken Tendenz der Apolipoprotein B-Molekulen zur Konglomeratbildung
und Lésungsproblemen auf dem Gel entgegengewirkt wird. Es kommt daher die
im folgenden beschriebene Delipidierungsmethode zum Einsatz. Nach der
Delipidierung werden die Proben jeweils in Probenpuffer aufgenommen, dessen

Zusammensetzung Tabelle 11 wiedergibt.

Tabelle 11: Zusammensetzung des Probenpuffers

Probenpuffer
0,5M Tris pH 6.8 6 ml
4 % SDS 7 mi
Saccharose 2449

Bromphenolblau 0,03 g
Aqua bidest. 10,8 ml
DTT 0,3g

2.7.1 Delipidieren von HDL

Jeweils 1 ml der zuvor dialysierten HDL-Proben werden mit 3 ml Ether-Ethanol-
Gemisch (Volumenverhaltnis 1:3; bestehend aus Diethylether > 99,5%, Fa.
Roth., Best.Nr. 3942 und Ethanol p.a.) versetzt. Als Probengefal® dienen
Spitzrohrchen mit Eindrickdeckel (Fa. Sarstedt; Reagenzrohrchen aus
Polypropylen, 4,5 ml; Best.- Nr. 57.512 PP mit Eindrickstopfen aus
Polyethylen, Best.- Nr. 65.809.003). Dieses Gemisch wird flir 18 bis 20 Stunden
bei -20° Celsius gelagert. Anschliel3end erfolgt die Zentrifugation bei 4000

Umdrehungen pro Minute flr 20 Minuten bei 4° Celsius (Laborfuge GL, Fa.
Heraeus Christ). Diese Zentrifugation wird im folgenden als Kuhlzentrifugation
bezeichnet. Hierbei setzt sich der Proteinanteil in Form eines Pellets im Boden

des Spitzréhrchens ab. Mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe wird der fllssige
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Uberstand abgesaugt, so dass nur das Pellet zuriickbleibt. Zu diesem Pellet
werden dann 3 ml Diethylether hinzugegeben, dieses wird dann auf einem
Ruttler vermischt. Dann erfolgt die Lagerung bei -20° Celsius fur 1 Stunde.
Anschlieend wird wieder eine Kihlzentrifugation durchgefiihrt. Nach diesem
abschlieenden Delipidierungsschritt wird der Uberstand aus den
Probenréhrchen abgesaugt und zu jedem Pellet 170 ul Probenpuffer
(Zusammensetzung siehe Tabelle 11) zugegeben, die Probe grindlich
geschuttelt und dann zur Entfernung eventuell noch vorhandener Reste der
organischen Losungsmittel unter dem Abzug 20 Minuten lang mit Stickstoff
begast. Diese Losungsmittel konnten sonst zum Aufsteigen der Proben aus den
Probentaschen des Gels und so zum Proteinverlust und zu einer
Verunreinigung der Gele fluhren (vgl. Abschnitt 2.8). Durch den kontinuierlich
uber die Probe stromenden Stickstoff (N2) und zwischenzeitliches Aufschutteln
der Probe kommt es zu einer ausreichenden Verdunstung des Restethers. Die
so in Losung gebrachte HDL-Probe wird anschlielend gemal Abschnitt 2.8 der

Gelelektrophorese zugefuhrt.

2.7.2 Delipidieren von LDL

Jeweils 0,5 ml der LDL-Proben werden in 3,5 ml Ether-Ethanol-Gemisch bei -
20° Celsius Uber 18 bis 20 Stunden gelagert. Anschliel3end erfolgt die
Klhlzentrifugation (4000 Umdrehungen pro Minute bei 4° Celsius fur 20

Minuten in der Laborfuge GL, Fa. Heraeus Christ). Die Absaugung des
Uberstandes erfolgt mit einer Wasserstrahlpumpe. Das im Boden des
Spitzrohrchen verbleibende Protein-Pellet wird dann in einem aus Methanol und
Trockeneis bestehenden Kaltebad kurz gefroren und mit Hilfe eines
Homogenisator-Stempels zerkleinert. Dieser Delipidierungsschritt mit 3,5 mi
Ether-Ethanol-Gemisch wird noch zweimalig wiederholt (die Lagerungsdauer
bei -20° Celsius betragt hier jeweils 1 Stunde). Als letzter Schritt schlief3t sich
die Zugabe von 3 ml Diethylether an. Analog zu den zuvor beschriebenen

Verfahrensweisen erfolgt die Lagerung fur 1 Stunde bei -20° Celsius,
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anschlieend wird die Kiihlzentrifugation durchgefiihrt und der Uberstand
abgesaugt. Nach Zugabe von 170 ul Probenpuffer (Zusammensetzung siehe
Tabelle 11) und guter Durchmischung erfolgt anschliel’end die Bedampfung der
Proben mit Stickstoff fir 20 Minuten, um das Verdunsten des Restethers zu
beschleunigen. Dann kdnnen die Proben zur Gelelektrophorese (vgl. Abschnitt

2.8) eingesetzt werden.

2.7.3 Delipidieren von IDL

Das Delipidieren der IDL-Fraktionen erfolgt nach den selben Verfahrensweisen
wie das der LDL-Fraktionen (vgl. Abschnitt 2.7.2).

2.7.4 Delipidieren von VLDL

Aufgrund des relativ niedrigen Proteingehaltes der VLDL-Proben mussten
grolde Probenvolumen eingesetzt werden, um eine ausreichende Menge an
Proteinen fur die Gelelektrophorese zu gewinnen. Dieses stellt aufgrund des
begrenzten Fassungsvermogens der verwendeten Probengefale ein Problem
dar. Deshalb werden die VLDL-Proben in einem sogenannten SpeedVac-
Konzentrator — bestehend aus Tischzentrifuge mit Heizblock in Verbindung mit
einer Vakuumpumpe — eingeengt. Es kommt ein Anfangsvolumen von 3,5 ml
VLDL-Fraktion zum Einsatz, welches uber 12 Stunden bei mittlerer
Trocknungstemperatur auf ein Volumen von circa 1 ml konzentriert wird.
AnschlieRend werden zu jeder Probe 3 ml des Ether-Ethanol-Gemisches
(Volumenverhaltnis 1:3) hinzugeflgt und fur 18 bis 20 Stunden bei -20° Celsius
gelagert. Danach erfolgt die Kuhlzentrifugation bei 4° Celsius und 4000
Umdrehungen pro Minute fiir 20 Minuten. Der Uberstand wird abgesaugt, und
das zurickgebliebene Pellet in einem Kaltebad aus Methanol und Trockeneis
gefroren und mit einem Homogenisatorstempel zerkleinert. Es schlief3t sich ein
weiterer Delipidierungsschritt mit 3,5 ml Ether-Ethanol-Gemisch
(Lagerungsdauer bei -20° Celsius jetzt 1 Stunde) an, auf den abschlieRend ein

Delipidierungsschritt mit 3 ml Diethylether (Lagerungsdauer bei -20° Celsius
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ebenfalls 1 Stunde) folgt. Im Anschluss an die Kuhlzentrifugation wird auch hier
der Uberstand mittels einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt. Zu dem im
Kaltebad zerkleinerten Protein-Pellet werden 170 ul des Probenpuffers
(Zusammensetzung siehe Tabelle 11) gegeben und auf einem Rittler gut
vermischt. Zur Eliminierung des Restethers erfolgt die zwanzigminutige
Begasung mit Stickstoff unter dem Abzug. Die Proben werden dann der

Gelelektrophorese zugefuhrt.

2.8 Trennung der Proteine durch Elektrophorese

Prinzip

Ziel dieses Arbeitsschrittes ist die Isolierung bestimmter Apolipoproteine aus
den vorbereiteten Lipoprotein-Fraktionen. Zur Anwendung kommt eine
Elektrophorese mittels SDS-Polyacrylamidgelen (SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese, SDS-PAGE). Die Polyacrylamidgele bilden
hierbei eine Art Netz aus, dessen Porengrof3e vom Polyacrylamidgehalt
abhangig ist. Das anionische Detergenz SDS ("sodium dodecyl sulphate”,
Natriumdodecylsulfat) hat die Aufgabe, die Ladung der verschiedenen Proteine
moglichst zu vereinheitlichen, damit dieser Faktor keinen Einfluss auf die
Laufstrecke der Proteine im Gel hat. Beim Einsatz eines Gradientengels stellt
sich im vertikalen Verlauf des Gels eine zunehmende Vernetzung des
Polyacrylamids ein, so dass sich im elektrischen Feld letztlich eine gute
Auftrennung der Proteine unterschiedlicher GroRRe (etwa 10000 bis 500000
Dalton) ergibt, wobei Proteine mit hdherem Molekulargewicht eine kirzere
Wanderungsstrecke aufweisen als solche mit niedrigem Molekulargewicht. Die
fur diese Arbeit interessanten Proteine haben Molekulargewichte von 28100
Dalton (Apolipoprotein Al), 34200 Dalton (Apolioprotein E), 513000 Dalton
(Apolipoprotein B-100) und zwischen 400000 und 700000 Dalton
(Apolipoprotein a, je nach Phanotyp). In dieser Arbeit kommt ein vereinfachtes
Gradientengel zum Einsatz, welches eine ausreichende Proteinauftrennung bei
erheblich geringerem Zeitaufwand im Vergleich zur Herstellung eines

kontinuierlichen Gradientengels gewahrleistet.
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Durchflhrung

Zum Gielden der Gele sowie zur anschlieenden Elektrophorese kommt das

Sytem Protein Il xi Vertical Electrophoresis Cell der Firma BIORAD zum

Einsatz. Hierbei werden die Acrylamidlésungen zwischen zwei Glasplatten

eingebracht, die seitlich von jeweils einer “Sandwich”-Klammer

zusammengehalten werden. Dieses System ermdglicht durch das Einsetzen

von verschiedenen Platzhaltern (“Spacer”) die Herstellung von Gelen

unterschiedlicher Dicken. In dieser Arbeit werden ausschlief3lich 1,5 mm dicke

Gele verwendet. Zu den verwendeten Chemikalien und der Zusammensetzung

der Gele vergleiche Tabelle 12 und Tabelle 13.

Tabelle 12: Zur Gelherstellung verwendete Chemikalien

Kurzbezeichnung

Konzentration

Herstellung

225 g auf 500 ml

. o .
Acrylamid 45% Acrylamid Aqua bidest.
. . . . 2,4 g auf 150 ml
[0) )
Bisacrylamid 1,6% Bisacrylamid Aqua bidest.
1,5 M Tris pH 8,8 90,86 g auf 500 ml
Aqua bidest."
Tris
6,06 g auf 100 ml
0,5 M Tris pH 6,8 Aqua bidest."
2 o 4 g auf 100 mi
SDS 4% SDS Aqua bidest.

K pH-Wert-Einstellung mit konzentrierter Salzsaure unter kontinuierlicher pH-Wert-Kontrolle

% Natriumdodecylsulfat

Tabelle 13: Verwendete Mengen zur Herstellung

von 2 Gelen a 1,5 mm Dicke

Vorlauf-Gel Trenn-Gel
3% 5% 15%
45% Acrylamid 1,4 ml 3,5 ml 20,8 ml
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1,6% Bisacrylamid

1,4 ml

0,5 M Tris pH 6,8

1,5M Tris pH 8,8 %////////////%/

5ml

2,1 ml

3,2 ml

7

4% SDS Z 1,4 ml 1,6 ml
Aqua bidest. 10,8 ml 14 ml 16,2 ml
Temed 30 ml 50 ml 80 ml
0,56% Persulfat 1,4 mi 2,1 mi 3,2 ml

Das Laufgel setzt sich aus einer 5% und einer 15% Polyacrylamidldsung
zusammen. Hierzu werden die Glasplatten in die entsprechende Vorrichtung
zum Herstellen der Gele eingesetzt und das Sytem durch das Einfullen von
destilliertem Wasser auf Dichtigkeit Uberpruft. AnschlieRend wird die 15%
Acrylamidldésung entsprechend den Angaben in Tabelle 13 hergestellt und
mittels einer Glaspipette bis zu einer Héhe von 9 cm in das System eingeflilit.
Uber diese wird dann sofort die 5% Acrylamidlésung vorsichtig bis zu einer
Hoéhe von 12,5 cm eingeflllt. Dadurch kommt es in der Ubergangszone dieser
beiden Lésungen zu einer Vermischung und so zur Ausbildung eines
Dichtegradienten, der auf technisch einfache Art eine gute Trennung der
Proteine ermdglicht. Nachdem diese Losungen polymerisiert sind, uberschichtet
man das Gel bis zu einer Hohe von 15 cm mit der 3% Acrylamidldésung. Hier
wird dann vor der Polymerisation ein “Kamm” eingefltihrt, der die Taschen zum
spateren Einflllen der Proben erzeugt. Dieser wird nach der Polymerisation des
3% Startgels vorsichtig entfernt. Nun kdnnen die beiden Gele in die
Elektrophoresekammer eingesetzt werden. Das hieran angeschlossene
Kihlsystem wird zur Vermeidung einer Uberwarmung der Gele durch den
Stromfluss auf +8° Celsius eingestellt. Die Gelkammer wird dann mit SDS-
Laufpuffer (Zusammensetzung siehe Tabelle 14) gefullt, welcher Anode und

Kathode umspdlt.

Tabelle 14: Zusammensetzung des Laufpuffers

Laufpuffer

Tris 30g
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Glycin

144 g

SDS

59

Aqua bidest. ad 5000 mi

51

Als nachster Schritt erfolgt die Einbringung der delipidierten und in Probenpuffer

geldsten Proben in die Taschen des Gels mittels einer 500 pl Hamilton-Spritze.

Hierbei ist darauf zu achten, dass keine Luftblasen mit der Spritze in die
Probentaschen eingebracht werden, da ansonsten durch Aufsteigen dieser
Luftblasen eine Verunreinigung des Laufpuffers moglich ist.

Zusatzlich werden zur Identifizierung der einzelnen Apolipoproteine auf jedes

Gel Lésungen mit definierten Proteinen aufgetragen, die als Molekulargewichts-

bzw. Protein-Standards dienten. Die verwendeten Standards sind in Tabelle 15

wiedergegeben.
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Tabelle 15: Zusammensetzung der fir die SDS-Elektrophorese
eingesetzten Proteinstandards (MG = Molekulargewicht)

HDL- und LDL-Gele

Standard Protein MG (kD)
Myosin 205

High Range Standard B-Galaktosidase 118
BSA 85
Ovalbumin 47

Apo Al-Standard Apo Al 28,5

VLDL-Gele

Standard Protein MG (kD)

High Range Standard siehe oben

Apo E-Standard Apo E 34,2

Die elektrischen Laufparameter bei den Elektrophoresen lauten bei 2 Gelen von

je 1,5 mm Dicke jeweils:

Spannung 600V
Stromstarke 60 mA
Leistung ca.60 W

Die Dauer eines Gellaufes liegt zwischen 15 und 18 Stunden.

Beenden des Gellaufes

Um einen Verlust von niedermolekularen Apolipoproteinen (z.B. Apolipoprotein
A-1) am unteren Gelrand zu vermeiden, wird der Gellauf beendet, wenn die mit
Bromphenolblau markierte Probenpufferfront gerade das untere Gelende
erreicht hat. Anschlief3end wird kurzzeitig eine Nitrocellulosemembran zur
Anfertigung eines “Touch-Blotts” auf das Gel aufgelegt (vgl. Abschnitt 2.9), um

bei Bedarf eine Proteinidentifizierung mittels “Western-Blotting” durchzuflhren.
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Farben der Gele

Die Gele werden mittels einer speziellen Proteinfarbeldsung
(Zusammensetzung siehe Tabelle 16) gefarbt. Hierzu werden sie flr 1 Stunde
in der Farbelésung aufbewahrt, anschlieRend mit Aqua bidest. gespult und in
Essigsaure/Ethanol-Losung (siehe Tabelle 17) entfarbt. Der Entfarber wird
innerhalb von 6-8 Stunden zwei- bis dreimal ausgetauscht. Beendet wird die
Entfarbung, wenn sich die blauen Proteinbanden gut auf dem hellen
Geluntergrund abgrenzen lassen. Die Gele werden dann in 7,5% Essigsaure

aufbewahrt.

Tabelle 16: Zusammensetzung der Farbelosung

Farbeldsung

Methanol 500 mi
Aqua bidest. 400 ml
Coomasie Blue-R250 1% |19
Essigsaure 50 ml

Aqua bidest. ad 1000 ml

Tabelle 17: Zusammensetzung der Entfarbelosung

Entfarber
Ethanol 96% vergallt 1250 ml
Essigsaure 100% 500 ml

Aqua bidest. ad 5000 ml

Zur Dokumentation werden die einzelnen Gele fotografiert bzw. gescannt. Zur
weiteren Bearbeitung werden dann definierte Banden mittels eines Skalpells

aus den Gelen ausgeschnitten und in Neo-Lab vials (Fa. neo Lab, Vials Typ |

mit Schraubverschluss und Teflondichtung, temperaturbesténdig bis 150°C,
Best.-Nr. 120127231) eingebracht.
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In dieser Arbeit wurden folgende Proteinbanden isoliert:

e HDL-Gele: Apo(a), ApoA-I

e LDL-Gele: ApoB-100

o IDL-Gele: ApoB-100

e VLDL-Gele: ApoB-48, ApoB-100, ApoE

Zusatzlich wird pro Gel stets ein “proteinfreies” Gelstiick als Leerwert (“Blank”)
mit ausgeschnitten, um etwaige Verunreinigungen der Gelmatrix mit Leuzin zu
erfassen und in der Analyse rechnerisch zu berlcksichtigen. Zur Vorbereitung
der weiteren Aufarbeitung (Hydrolyse, vgl. Abschnitt 2.10) werden die

Gelbanden fir 1-2 Tage bei +60°C im Trockenschrank aufbewahrt.

2.9 Immunoblot

Noch vor dem Farben wird von jedem Gel ein sog. “Touch-Blot” angefertigt.

Prinzip

Unter dem Begriff “Blotting” versteht man eine Methode, bei der Proteinbanden
auf eine Nitrocellulosemembran Ubertragen werden und auf dieser so eine
“Kopie” des Bandenmusters auf dem Gel erzeugt wird. Grundsatzlich gibt es
hierzu zwei verschiedene Methoden. Bei dem “Elektro-Blotting” werden die
Proteine durch einen zweiten Gellauf senkrecht zum ersten auf die Membran
ubertragen, wahrend bei dem in dieser Arbeit verwendeten “Touch-Blotting” die
Ubertragung von geringen Spurenmengen durch einfaches Aufdriicken der
Zellulosemembran auf die Geloberflache stattfindet.

Einzelne Proteine kdnnen dann jederzeit selektiv durch spezifische Antikorper
markiert und diese mittels enzymatischen Reaktionen oder Anfarben dargestellt
werden (“Western-Blotting”). Aufgrund der extrem hohen Sensitivitat dieses

Verfahrens reicht der minimale Proteintransfer zum qualitativen Nachweis aus.
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Durchflhrung

Zunachst erfolgt die Vorbereitung der Nitrozellulosemembran (Fa. Millipore,
Best.-Nr. IPUH 00010). Diese wird hierzu einige Sekunden mit Methanol
benetzt, anschlieRend mit Aqua bidest. gespult und mit Blotting-Puffer
(Zusammensetzung siehe Tabelle 18) benetzt. Hierdurch werden die Poren der
Membran zur optimalen Proteinabsorption vorbereitet. Die so praparierte
Membran wird dann auf das aus der Elektrophoresevorrichtung entfernte Gel
aufgelegt und ohne Einschluss von Luftblasen kurz aufgedrickt. Mittels eines
Skalpells erfolgt die Markierung der rechten unteren Ecke sowie der 10
Probenauftragstaschen, um eine zweifelsfreie Zuordnung von Membran und
Gel und damit auch der einzelnen Proteinbanden zu erméglichen. Die
Nitrocellulosemembran wird dann direkt in eine Schale mit Abblottpuffer
(Herstellung sieheTabelle 19) gegeben und darin fur 1 Stunde geschuttelt. Das
in dem Abblottpuffer enthaltene Polyvinylpyrrolidon (PVP) blockiert an der
Membran alle noch nicht besetzten Bindungsstellen. Hierdurch wird eine
Verunreinigung der Membran durch Fremdproteine und eine konsekutive
unspezifische Antikdrperbindung vermieden und so die eindeutige
Identifizierung im “Western-Blott” ermdglicht. Die Membran wird anschlie3end

uber Nacht getrocknet, in Folie eingeschweil3t und tiefgefroren.

Tabelle 18: Herstellung des Blotting-Puffers

Blotting-Puffer

Tris ultrapure 0,97 g
(Fa. USB, Best.-Nr. 22643)

Glycin 4,509
(Fa. Roth Karlsruhe, Best.-Nr.

3908.2)

= in 400 ml Aqua bidest. I6sen

= mit 100 ml Methanol auffillen
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Tabelle 19: Herstellung von Abblottpuffer-Stammldsung

sowie Abblott-Losung

Abblott-Puffer

Tris ultrapure 500 mMol = 60,57 g
(Fa. USB, Best.-Nr. 22643)
NaCl 900 mMol =52,6 g

= in 11 Aqua bidest. |6sen, pH-Wert auf 8,0 einstellen

= zur Anwendung 1:10 mit Aqua bidest. verdinnen sowie 1 g
Polyvinylpyrrolidon (PVP von Sigma Chemical Co. St.Louis USA, Best.-
Nr. 9003-39-8) pro 100 ml Stockpuffer (1% LOsung) unter Rihren

hinzugeben

2.10 Proteinhydrolyse

Nach der Isolierung der einzelnen Proteine mussen diese zur weiteren Analytik
mittels Hydrolyse in die einzelnen Aminosauren uberfiihrt werden. Dieser Schritt
ist aus zweierlei Grinden notwendig:

1. Im weiteren Verlauf der Analyse kommt in dieser Arbeit ein
Gaschromatographie-Massenspektrometriegerat zum Einsatz, welches fur
die Analyse hochmolekularer Bestandteile nicht geeignet ist.

2. Die Aufnahme von Tracer-Aminosauren ist in Relation zur
Gesamtproteinmasse gering und kann zu Konzentrationen fuhren, die
unterhalb der Nachweisgrenze fur die markierten Aminosauren im
Gesamtprotein liegen. Nach der Protein-Hydrolyse |asst sich jedoch das
Verhaltnis von markierter zu nicht markierter Aminosaure betrachten,
welches erheblich grolier ist. Hierdurch kommt es zu einer Steigerung der

Sensitivitat.

Prinzip
Die Peptidbindungen der Proteine werden in 6 normaler Salzsaureldésung (6 N

HCI) gespalten. Als Resultat erhalt man die einzelnen Aminosauren.
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Durchflhrung

Es wird zunachst durch 1:2-Verdinnung eine 6 N HCI-Losung aus
konzentrierter (12 N) HCI (rauchend, 37%, Selectipure, Firma Merck, Best.- Nr.
3212500) angesetzt. Pro 10 ml dieser 6 N HCI-Lésung werden 5 pl -
Mercaptoethanol hinzugegeben.

Jeweils 3 ml des so hergestellten Salzsaure/p-Mercaptoethanol-Gemisches
werden zu den getrockneten Banden in die Neo Lab-Vials (Fa. neo Lab, Vials

Typ | mit Schraubverschluss und Teflondichtung, temperaturbestandig bis

1500C, Best.-Nr. 120127231) gegeben. AnschlieBend werden die Proben kurz
mit Stickstoff bedampft, um den Sauerstoff zu entfernen. Die Vials werden dann
mit speziellen Teflon-beschichteten Deckeln verschlossen. Dieses ist wichtig,
da durch eine Teflon-Dichtung zum einen die Dichtigkeit des Gefalies
sichergestellt ist, zum andern die Teflon-Beschichtung der Deckelinnenseite
einen hohen Korrosionsschutz gegen die aggressive Salzsaure bietet.

Die so vorbereiteten Proben werden nun fir etwa 24 Stunden bei +110°C in
einen Heizblock gestellt. Nach Ablauf dieser Zeit erfolgt die Abkuhlung der
Probengefale bei Raumluft. Daran anschliel3end werden die Proben kurz
abzentrifugiert, so dass sich die Gelmatrix am Boden der Probengefale
absetzt. Mittels einer Glas-Pasteur-Pipette wird das Hydrolysat dann in ein
Spitzrohrchen (Fa. Sarstedt; Reagenzrohrchen aus Polypropylen, 4,5 ml; Best.-
Nr. 57.512) Uberfuhrt, die Gelmatrix wird verworfen. Das so gewonnene
Hydrolysat wird dann tber 14 bis 18 Stunden in einer Vakuum-Zentrifuge
(Speed-Vac, bestehend aus: dem Konzentrator Speed-Vac SVC 100 mit dem
Rotor Modell RH 24-18, der Kuhlfalle "Refrigerated Condensation Trap RT 100"
und der Drehschieber-Vakuumpumpe vacubrand Typ RD-4 der Fa. Brand)
eingetrocknet und so vom Salzsauretberstand befreit. Wahrend des gesamten
Prozesses ist jegliche Proteinverunreinigung zu vermeiden, da bereits kleinste
Kontaminationen (z.B. Blut bei Bagatellverletzungen) zu starken

Verfalschungen der Ergebnisse fuhren kdénnen.



2 Material und Methoden 58

2.11 Isolierung der Aminoséduren

Prinzip

Neben den Aminosauren enthalt das eingetrocknete Hydrolysat noch Gelanteile
und andere Verunreinigungen, die vor der massenspektrometrischen Analyse
entfernt werden missen, um eine genaue Analytik zu gewahrleisten. Dieses
geschieht mittels des Prinzips der lonenaustauschchromatographie. Hierdurch
konnen die protonierte Aminosauren isoliert und von Anionen und neutral
geladenen Molekllen separiert werden.

Es kommen Kationenaustauschersaulen zur Anwendung [37]. Diese sind mit

einer Matrix aus Kunstharz gefullt, an die Sulfonsaurereste gekoppelt sind

(R-SO3 “H*). Gibt man die in Essigsaure geldsten Aminosauren lber diese
Saulen, so findet ein Austausch zwischen den Protonen und den Aminosauren
statt, da diese eine starkere Affinitat zu den SO3-Gruppen besitzen. Die
Aminosauren konnen anschlieRend durch Spulung der Loésung mit wassriger

Ammoniakldsung eluiert werden [1,143].

Durchflhrung

Zunachst erfolgt die Herstellung einer 50% Essigsaurelésung durch 1:2-
Verdinnung von 100% Essigsaure mit Aqua bidest. sowie die Herstellung von
verdunnter Ammoniaklosung durch 1:4-Verdinnung von reinstem 32%
Ammoniak mit Aqua bidest..

Die in der Vakuum-Zentrifuge eingetrockneten Hydrolysate werden in jeweils 3
ml 50 % Essigsaure aufgenommen und vollstandig in Loésung gebracht. Um
jegliche Kontamination der Proben durch eventuell in den Saulen befindliche
Aminosauren auszuschlie®en, werden die lonenaustauschsaulen (AG-50W-X8,
Fa. Bio-Rad) in einem ersten Schritt vorbehandelt: zuerst Eluierung der Saulen
mit je 4 ml verdinnter Ammoniaklésung, dann Spuilung mit je 10 ml Aqua
bidest., anschlieend Spulung mit je 4 ml 50% Essigsaure zur Beladung mit
Protonen. Nach diesem Reinigungsschritt werden die in Essigsaure gelosten
Proben Uber die Saulen gegeben. Als nachstes erfolgt die Splilung mit je 10 ml

Aqua bidest., welches etwaige Verunreinigungen (z.B. Reste der Gelmatrix)
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entfernt. Die an die SO3-Gruppen der lonenaustauschsaulen gebundenen
Aminosauren werden dann mit je 4 ml verdinnter Ammoniakl6sung eluiert, das
Eluat wird in Neo Lab-Vials aufgefangen. Diese werden mit teflonbeschichteten
Deckeln (vgl. 2.10) verschlossen und bis zur weiteren Aufarbeitung

(Derivatisierung, siehe 2.12) bei —20°C tiefgefroren.

2.12 Derivatisieren der Aminosauren

Prinzip

Ziel dieses Arbeitsschrittes ist es, die Aminosauren in eine flichtige Form zu
uberfiihren und so ihre Messbarkeit durch die Gaschromatographie-
Massenspektrometrie herzustellen. Besonders fur aromatische Aminosauren
wie Phenylalanin und Tyrosin hat sich hierzu die Umwandlung zu
N-Heptafluorobutyryl-Isobutyl-Estern durch Reaktion ihrer funktionellen
Gruppen bewahrt [37,73], und auch fur Leuzin stellt dieses Verfahren eine sehr
geeignete Methode dar [144]. Die so entstehenden Derivate weisen gegenuber
ihren Ursprungssubstanzen verschiedene Vorteile auf, die sie besonders gut
zur Messung in der kombinierten Gaschromatographie-Massenspektrometrie
geeignet machen: erhéhte Stabilitat und Flichtigkeit, verbesserte
chromatographische Eigenschaften, spezifische Massenverschiebung,
Ruckschlusse auf funktionelle Gruppen und Steuerung der

Fragmentierungsrichtung.

Durchflhrung

Die in Ammoniak gelosten, gereinigten Aminosauren (siehe Abschnitt 2.11)
werden in der Vakuum-Zentrifuge (vgl. Abschnitt 2.10) dber 12 Stunden
eingetrocknet. Die zur Derivatisierung benotigten Reagenzien stehen als
gebrauchsfertiges Kit zur Verfugung (HFB-IBA amino acid derivatization kit, Fa.
Alltech Ass., Best.-Nr.18094). Zunachst wird aus den Reagenzien Isobutanol
und Acetylchlorid die Chemikalie Isobutanol-HCI hergestellt, indem unter
Klhlung jeweils eine Ampulle Isobutanol (5 ml) zu einer Ampulle Acetylchlorid
(1,25 ml) pipettiert wird. Jeder Probe werden dann 400 pl Isobutanol-HCI

hinzugegeben, dieses Gemisch wird fur 1 Stunde bei 110°C auf dem Heizblock
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("Reacti-Therm Ill Heating Module"(Modell 18840) unter Benutzung des
Aluminiumblockes "Reacti-Block B-1"(Modell 18802) der Fa. Pierce) unter dem
Abzug erwarmt, dann im Kuhlschrank abgekunhlt und fir 30 Minuten in der
Vakuum-Zentrifuge eingetrocknet. Als nachstes erfolgt die Zugabe von 200 pl
Ethylacetat (mind. 99,8 % ;Best.-Nr.: 3799.0200; Fa. Merck) und 150ul HFBA
(Heptafluorobuttersaure) je Probe, anschliel3end werden die Proben 10 Minuten
lang bei 150°C erhitzt. Die danach im Kihlschrank abgekuhlten Proben werden
wiederum fur 30 Minuten in der Vakuum-Zentrifuge eingetrocknet.
AbschlieRend wird der am Boden der Reaktionsgefalie befindliche Ruckstand in
Ethylacetat aufgenommen. Die Menge des eingesetzten Ethylacetats richtet
sich nach der zu erwartenden Konzentration der markierten Aminosaure in der
entsprechenden Lipoproteinkonzentration und betragt fur die aus der VLDL-
Fraktion gewonnenen Proteine 30 pl, fur die aus der LDL-, IDL- und HDL-
Fraktion gewonnenen Proteine 50 ul. Die Proben werden dann in speziell fur die
gaschromatographisch-massenspektrometrische Bestimmung vorgesehene
Probengefalie (Combo-Pack; 1000 Stlick; Fa. Ass-Chem; Best.-Nr.: 074082)
uberfuhrt und mit den entsprechenden gummierten Metalldeckeln versiegelt. Bis
zur Durchfuhrung der Gaschromatographie-Massenspektrometrie werden die
Proben gekuhlt. Sollte ein langerer Zeitraum bis zur Analyse vergehen, kdnnen

die Proben auch bis dahin tiefgefroren werden.

2.13 Gaschromatographie/Massenspektrometrie

Die Isotopenanreicherung in den einzelnen Proben wird unter Verwendung
einer Kombination aus Gaschromatographie (GC) und Triple-Stage-
Quadrupole-Massenspektrometrie (MS) bestimmt (GC/MS-MS) [115]. Hierbei
kommt als Unterscheidungsmerkmal zwischen markierter und unmarkierter
Aminosaure die zusatzliche Masse des Tracers [5,5,5-,H°]-L-Leuzin im
Vergleich zur unmarkierten Normalform zum Tragen. In einer Vortrenneinheit (in
dieser Studie eine Gaschromatographiesaule) erfolgt die Vortrennung
komplexer organischer Gemische, die allein durch ihr Verhalten im

Massenspektrometer nicht zu unterscheiden waren. Anschliefend erfolgt die
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lonisierung der Molekule und die massenspektrometrische Analyse der
bekannten Zielionen. Dieses Verfahren hat eine sehr hohe Sensitivitat und
eignet sich problemlos auch zur Bestimmung kleinster Anreicherungen des
Tracers. Die Traceraminossaure war in Verdunnungsstudien bis in einen
Bereich von 5-10 pg aus einer Masse von 20 ng unmarkierter Aminosaure gut
nachweisbar [115]. Dieses ist fur die Analyse der Kinetik von Proteinen wie
LDL-Apolipoprotein B-100 und HDL-Apolipoprotein A-l sehr wichtig, da es sich
um Proteine mit einem langsamen Turnover handelt und die Aufnahme der
Traceraminosaure daher in der Dimension kleiner 1% liegt.

Ziel der Messung mittels GC/MS-MS ist die Quantifizierung des Verhaltnisses
Traceraminosaure zu unmarkierte Aminosaure (Tracer/Tracee-ratio,
[5,5,5-,H%-L-Leuzin/ L-Leuzin), die man vereinfacht auch als “Anreicherung”
bezeichnen kann [144].

Zum Einsatz kam ein Finnigan MAT TSQ 700 Gas Chromatograph/Tandem-

Massenspektrometer.

2.13.1 Probenauftrennung mittels Gaschromatographie

Das Prinzip der Chromatographie ist die Auftrennung eines Stoffgemisches
(mobile Phase) aufgrund unterschiedlicher Absorption an einem Tragermaterial
(stationare Phase). Im Falle der Gaschromatographie (GC) ist das
aufzutrennende Stoffgemisch als mobile Phase gasférmig und wird mittels
eines indifferenten Tragergases durch die stationare Phase geleitet, welche aus
einem mit einer nicht flichtigen Fllssigkeit getranktem pordésem Feststoff
besteht (gas-liquid-chromatographie, GLC). Es kommt so zur Losung der Gase
in der FlUssigkeit. Die Geschwindigkeit des Transportes hangt dabei davon ab,
wie grol} die Loslichkeit des Gases in der Flussigkeit ist. Anschliel3end erfolgt

die Messung durch Detektoren [1].

Als Trennsaulen kommen hochauflésende Gaskapillarsysteme zum Einsatz, die
mit einer Lange von bis zu 15 m eine sehr hohe Sensitivitat und Spezifitat bei

der Auftrennung aufweisen. Diese Saulen befinden sich in einem
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temperaturkontrollierten Ofen, der durch ein Aufwarmprogramm das individuelle
Elutionsprofil der zu untersuchenden Proben noch weiter optimiert. Aufgrund
der unterschiedlichen Retention der Gase in der Trennsaule erreichen die
einzelnen Substanzen nacheinander das Saulenende, wo sie von einem
Detektor erfasst und als Peak aufgezeichnet werden. Als Detektionsmethode
kommt entweder die hochsensitive Flammenionisationsdetektoren (FID) oder
Elektronen-Einfang-Detektoren (ECD) zum Einsatz. Es gelingt so eine
Separation weitgehend reiner Einzelsubstanzen, die direkt in der
angeschlossenen lonisationskammer durch Elektronenbeschuss geladen und
massenspektrometrisch analysiert werden konnen.

Fir die in dieser Arbeit durchgefuhrten Analysen gelten die in

Tabelle 20 wiedergegebenen Merkmale:

Tabelle 20: Gaschromatographieparameter

Gaschromatographie

Quarzkapillarsaule - Lange 15m

(J&W-DB5, Fa. Analyt, |- Innendurchmesser 0,25 mm
Muhlheim) - Filmdicke 0,25 mm
Tragergas Helium

Gasdruck 70 kPa

Injektionstemperatur  |240°C

Temperaturprogramm | Anfangstemperatur 90°C fur 1 min,
Erhéhung um 10°C/min bis 180°C,
dann um 30°C/min auf 280°C,
diese Temp. wird flr 2 min gehalten

Die eingesetzte Probenmenge betrug je nach Art des zu untersuchenden

Proteins zwischen 0,5 und 2 pl.

2.13.2 Massenspektrometrie
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Durch die Massenspektrometrie werden lonen entsprechend ihres spezifischen
Verhaltnisses von Masse (m) zu Ladung (z) aufgetrennt. Die wesentlichen
Elemente eines Massenspektrometers sind:

1. lonenquelle

2. Analysator (Trennvorrichtung) und

3. Auffanger (Detektor).

ad 1.:Direkt nach der gaschromatographischen Auftrennung werden die zu
analysierenden Molekule Uber einen drucktrennenden Gasseparator in die
lonisationskammer geleitet.

Zur lonisierung der Proben bei Studien mit stabilen Isotopen stehen
grundsatzlich zwei Verfahren zur Verfligung: die “electron impact” lonisierung
und die chemische lonisierung.

Bei der “electron impact” lonisierung werden die zu ionisierenden Molekile
direkt durch einen hochenergetischen Elektronenstrahl gefiihrt, welcher von
einem gluhfadenahnlichen Filament ausgeht. Hierdurch kommt es zu einer
lonisierung der Muttersubstanz, aber auch zur Zerschlagung eines Grofteils
der Muttersubstanz in typische Fragmente, die dann oft in erheblich groRerer
Menge vorhanden sind als das Muttermolekil selbst. Dieses ist auf der einen
Seite fur bestimmte Fragestellungen von Vorteil, da Gber diese typische
Fragmentbildung auch unbekannte Molekule identifiziert werden konnen. Auf
der anderen Seite ist diese Fragmentierung allerdings auch mit einem
Sensitivitatsverlust verbunden, der besonders bei geringen Probenmengen zum
Tragen kommt. Hier kann namlich ein eventuell gerade noch erfassbares Signal
der Muttersubstanz durch die Zerschlagung in kleinere, nicht mehr sicher

nachweisbare Einzelfragmente verloren gehen.

Bei der chemischen lonisierung handelt es sich um ein schonenderes
Verfahren, bei dem Hilfsgase (z.B. Methan) ionisiert werden, die dann in einem
weiteren Schritt durch Ladungsaustausch oder lonen-Molekul-Reaktionen die
Probenmolekule ionisieren. Durch den Einsatz von im Vergleich zur “electron
impact” lonisierung relativ geringeren Energiemengen kommt es bei diesem

Verfahren nur zu minimalen Fragmentierungen und so zu einer erheblichen
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Verbesserung der Geratesensitivitat. Bei der chemischen lonisierung handelt es
sich daher um die bei Tracerstudien bevorzugte Methode [41,143,144]. In
dieser Arbeit kam zur Bestimmung der Anreicherung ein Verfahren der
chemischen lonisation zum Einsatz, bei dem negativ geladenene lonen

entstehen (negative-ion chemical ionization, NICI).

ad 2.: Als Analysator dient ein Quadrupole-System, welches aus vier in den
Eckpunkten eines Quadrates parallel angeordneten, etwa 20 cm langen
Metallstaben besteht. Die jeweils gegenuberliegenden Stabelektroden sind
miteinander elektrisch verbunden. An sie wird eine konstante Gleichspannung
angelegt, die von einem oszillierenden Wechselstromfeld Uberlagert wird.
Hieraus resultiert ein Hochfrequenzfeld, welches die aus der lonenquelle
kommenden lonen auf eine oszillierende Flugbahn zwischen den
Stabelektronen zwingt. Die elektromagnetischen Wechselfelder fihren zu einer
schraubenférmigen Flugbewegung der lonen, die nur lonen eines bestimmten
Massen-Ladungs-Verhaltnisses (m/z) eine Passage des Quadrupoles erlaubt.
Alle anderen prallen auf die Stabelektroden und werden so eliminiert. Durch
Variation der Gleich- und Wechselstromfelder lassen sich mit dieser Technik
lonen eines bestimmten Massen-Ladungs-Verhaltnisses (m/z) gezielt
herausfiltern. Die entsprechenden Parameter der flr diese Arbeit relevanten
Molekule lauten fur das Mutterion des markierten Leuzins m/z=366 und fur das

Mutterion des unmarkierten Leuzins m/z=363.

Nach Durchlaufen der ersten Quadrupole-Einheit werden die lonen eines
bestimmten m/z-Bereiches in eine Argon-Kollisions-Zelle geleitet, in der sie dem
Verfahren der “collision-induced-dissociation” (CID) unterzogen werden. Im
Rahmen dieser Arbeit kommt es hierbei zur Kollision der Mutterionen des
markierten und unmarkierten L-Leuzins mit dem Stol3gas Argon und so zur
Aufspaltung in gemeinsame Fragmentionen mit m/z=280,1. Es erfolgt die
Weiterleitung in eine zweite Quadrupole-Einheit und die Registrierung in einem
Auffanger. Die Zuordnung der Fragmentionen zu dem entsprechenden

Mutterion kann anhand des Enstehungszeitpunktes vorgenommen werden.
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Mittels dieses zweiten MS-Schrittes l1aldt sich die Spezifitat der Methode
nochmals erhdhen: etwaige Verunreinigungen, die aufgrund eines identischem
m/z-Verhaltnisses mit einem der Zielionen nach Auftrennung in der ersten
Quadrupole-Einheit noch mitgemessen wirden, werden durch ein differentes
Fragmentierungsmuster in der CID im Rahmen der zweiten Quadrupole-Einheit

eliminiert.

ad 3.: Die Registrierung der lonen erfolgt mittels eines
Sekundarionenvervielfachers, der die lonenstrome Uber eine
Verstarkungseinheit an einen Oszillographen weiterleitet. Die von diesem

angezeigten Peaks werden von einer Recheneinheit ausgewertet.

Die genauen Bedingungen der Massenspektrometrie in der Probenauswertung
dieser Arbeit lauteten (Tabelle 21):

Tabelle 21: Massenspektrometrie-Parameter

Massenspektrometriebedingungen

Temperatur der lonenquelle | 150°C

Elektronenenergie 70 eV
lonenstromstarke 0,4 mA
Sekundarelektronen- 1400 V
vervielfacher

Gasdruck des Methans 50 Pa

Kollisionsgasdruck (Argon) 1 mTorr

Kollisionsenergie 10 eV

2.13.3 Datenauswertung
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Als Ergebnis der GC/MS-MS-Messung wird ein computererstelltes Diagramm
ausgegeben, aus dem das Verhaltnis von markiertem Leuzin (Tracer) zu
unmarkiertem Leuzin (Tracee) in der jeweiligen Probe ermittelt wird.

Die Anreicherung von stabilen Isotopen wird entweder als einfache
Isotopenanreicherung E, oder korrekter als Tracer/Tracee Verhaltnis angege-
ben [26,27]. Die Isotopenanreicherung E gibt die relative Anreicherung des
stabilen Isotopes Uber dem der natlrlicherweise vorkommenden Anreicherung

wieder. Die Anreicherung E ist definiert als:
E = a/(Q+q) - aN/(QN*aAN)

wobei Q der Masse des ("unmarkierten") Hauptisotopes (z.B. 1H) und q der
Masse des Tracerisotopes (z.B. 2H) entspricht. qN/(QN*aN) entspricht der als

"natural abundance" naturlicherweise vorkommenden Isotopenanreicherung

(vor Tracergabe).

Bei der massenspektrometrischen Messung der Isotopenverhaltnisse ("lsotope

Ratio") wird Ublicherweise direkt das Verhaltnis (R) von Tracer zu Tracee als
R =q/Q
angeben, so dass die obige Gleichung fur E umgeschrieben werden kann in:

E = RI(1+R) - RN/(1+RN)

Cobelli et al. weisen darauf hin, dass bei den stabilen Isotopenverfahren im
Gegensatz zu den Studien mit radioaktivem Tracermaterial zum Teil nicht
unerhebliche Stoffmengen als Tracermaterial in das zu untersuchende System
eingebracht werden. Daher schlagen mehrere Arbeitsgruppen [27,29] vor, die
Isotopenanreicherung E durch die Angabe der tatsachlichen

Massenverhaltnisse von Tracer gegen Tracee (=Z) zu ersetzen. Hierfur gilt:
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Tracermasse/Traceemasse = (Q)(t)+qj(t)) / (QN(t)+an(t)) = Z(t)

Das Verhaltnis Z(t) von Tracer/Tracee kann unter Kenntnis der Iso-

topenanreicherungen E auch folgendermalien bestimmt werden:

Z(t) = E(t) / (E)-E(1)

E| entspricht der stabilen Isotopenanreicherung des infundierten Tracer-

materials Uber der "natural abundance" und liegt bei der in dieser Arbeit
genutzten Traceraminosaure 3D-Leuzin im Bereich von 99,5%. Obige
Gleichung wird bei den in dieser Arbeit durchgeflihrten Studien zur Berechnung
der Tracer/Tracee Werte genutzt. Die im folgenden vereinfachend als "An-
reicherungen” beschriebenen Daten entsprechen dem Verhaltnis aus
Tracer/Tracee [144].

Die Tracer/Tracee-Werte wurden fir das jeweilige Protein ermittelt und gegen
die Zeit aufgetragen. Mittels linearer Regression wurde die Steigung der Kurve
berechnet.

Als weiterfuhrender Kinetikparameter wurde fur das jeweilige Zielprotein die
mittlere Verweildauer (Resident Time, RT) berechnet, die dem Quotienten aus
der Plateauanreicherung des Prakursors und der berechneten Steigung der
Tracer/Tracee-Kurve entspricht. Die fraktionelle Katabolismusrate (FCR) ergibt

sich dann als Kehrwert der so ermittelten mittleren Verweildauer.

Geht man von dem Vorliegen konstanter Plasmaspiegel der Zielproteine, dem
sog. “Steady State”, aus, so wird pro Zeiteinheit ein bestimmter Teil des
Plasmapools katabolisiert, der in aquivalenter Menge durch eine entsprechende
Syntheseleistung pro Zeiteinheit ersetzt wird. Das bedeutet, dass im “Steady
State” fraktionelle Katabolismusrate (FCR) und fraktionelle Syntheserate (FSR)
gleich grof} sind.
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Die Produktionsrate (PR) als weiterer essentieller Kinetikparameter lasst sich

anhand der folgenden Formel berechnen:

PR = (FSR x C x V) / KG,

wobei FSR der fraktionellen Katabolismusrate, C der Plasmakonzentration des
Zielproteins, V dem Plasmavolumen und KG dem Koérpergewicht entspricht

[144]. Das Plasmavolumen wurde mit 4% des Kdrpergewichtes angenommen.

2.14 Statistische Analyse

Die Daten wurden mit einem parametrischen t-Test flr verbundene Stichproben
bzw. einem nichtparametrischen Wilcoxon Rangtest analysiert. Eine statistische
Signifikanz wurde bei einem p-Wert kleiner 0,05 angenommen. Diese Analysen

wurden mittels der Software SPSS fur Windows durchgeflhrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Allgemeines

Das Alter der Probanden lag zwischen 26 und 54 Jahren. Der BMI der
Probanden lag zwischen 20,8 und 30 kg/m?. Die Werte fiir die einzelnen
Probanden sind in Tabelle 8 dargestellt.

Lifibrol wurde von den Studienteilnehmern gut vertragen. Es kam unter der
Einnahme von Lifibrol bei keinem der Probanden zu schwerwiegenden
unerwiinschten Ereignissen und auch zu keinen klinisch relevanten Anderungen
der Sicherheitslaborparameter, die Therapie musste bei keinem Patienten
abgebrochen werden.

Die Daten fur die ApoB-100-Kinetik des Probanden WH waren wegen
technischer Probleme nicht auswertbar. Die Auswertung der ApoB-100-Kinetik
bezieht sich daher auf insgesamt 9 Probanden, wahrend die Auswertung der
Apo-A-I-Kinetik alle 10 Probanden einschlief3t.

3.2 Lipidprofil

Die Konzentrationen der Serumlipide und der Apolipoproteine vor und wahrend
der Einnahme von Lifibrol sind in Tabelle 22 fir die beiden Probandengruppen
sowie flr alle Teilnehmer zusammengefasst dargestellt. Im Anhang (Tabelle 27)
sind in die entsprechenden Werte fur die einzelnen Studienteilnehmer
aufgefuhrt. Unter der Therapie mit Lifibrol kam es insgesamt zu einem Absinken
des Gesamtcholesterins um 16% (von 346 + 83 mg/dl auf 297 + 88 mg/d|, p =
0,019). In der Gruppe der Probanden mit Hyperlipidamie lla stieg die
Serumkonzentration der Triglyzeride um 4% an (von 132 + 39 mg/dl auf 137 +
14 mg/dl, nicht signifikant), wahrend es in der Gruppe der Probanden mit
Hyperlipidamie Typ lIb zu einem Absinken der Triglyzeridkonzentration um 34%
kam (von 271 + 98 mg/dl auf 179 £ 62 mg/dl, nicht signifikant). Die mittlere

Konzentration des LDL-Cholesterins sank unter Lifibrol-Einnahme bei allen
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Patienten um 17% (von 284 + 85 mg/dl auf 235 + 91 mg/dIl, p=0,010). Die

mittlere Konzentration des HDL-Cholesterins blieb weitgehend unverandert
(nicht signifikanter Anstieg um 4% von 38,7 = 11,2 mg/dl auf 40,4 + 10,1 mg/dI).

Tabelle 22: Zusammenfassung des Lipidprofils fur die beiden Gruppen der
Probanden mit Hyperlipidamie lla bzw. llb sowie Gesamtauswertung aller
Probanden. Angegeben sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung. Die
mit einem Sternchen (*) markierten Veranderungen sind signifikant (p<0,05).
AbkUrzungen: Vor = vor Therapie mit Lifibrol, Wahrend = unter Therapie mit 450

mg/d Lifibrol, % A = prozentuale Veranderung.

Parameter Zeitpunkt HLP-Typ nach Fredrickson Alle
lla lib
Vor 344 + 99 359 +72 346 + 83
Gesamt-
cholesterin Wahrend 304 +£ 90 297 £+ 95 297 + 88
(mgldi) % A 9 19 147
Vor 132 + 39 271+ 98 201 +£102
Triglyzeride |  wihrend 137 + 14 179 + 62 158 + 48
(mg/dl)
% A +4 -34 -21
Vor 270 £ 102 269 + 92 270 + 91
LDL-
(mgfdl) % A 13 19 -16*
Vor 39,8+ 11,9 37,6 +11,8 38,7+11,2
HDL-
Cholesterin Wahrend 448+7,8 36,0+ 11,0 40,4 + 10,1
(mg/dl) % A +13 4 +4
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3.3 ApoB-100-Kinetik

Die Apo-B-100-Kinetikdaten des Probanden WH waren aus technischen
Grinden nicht auswertbar. Daher bezieht sich diese Auswertung nur auf die
ubrigen neun Probanden.

Unter der Therapie mit Lifibrol kam es zu einer Reduktion des
Gesamtcholesterins um 16% (p=0,012). Die Triglyzeridkonzentration stieg in
der Gruppe der Probanden mit Hyperlipidamie Typ lla um 11% an (nicht
signifikant), wahrend es in der Gruppe der Probanden mit Hyperlipidamie Typ
[Ib zu einem Absinken um 34% kam (nicht signifikant). Die Konzentration des
HDL-Cholesterins blieb nahezu unverandert (+4%, nicht signifikant). Die
Konzentration des LDL-ApoB-100 sank unter dem Einfluss von Lifibrol um 19%
(p=0,011). In Tabelle 23 sind die berechneten Kinetik-Parameter fur alle
Probanden und die beiden Untergruppen dargestellt. Die Ergebnisse der
einzelnen Probanden sind im Anhang (Tabelle 28, Tabelle 29, Tabelle 30)
dargestellt. Insgesamt betrachtet kam es zu keinen signifikanten
Veranderungen der Produktionsraten (PR) und fraktionellen Katabolismusraten
(FCR) des VLDL-ApoB-100 sowie der PR des IDL-ApoB-100. In der
Subgruppenanalyse zeigte sich aber bei den Probanden mit Hyperlipidamie Typ
IIb ein hochsignifikanter Anstieg der FCR des IDL-ApoB-100. Hierdurch bedingt
zeigte sich in der Analyse der Daten aller Patienten ein Anstieg der FCR des
IDL-ApoB-100 um 28%, der jedoch das Signifikanzniveau von 0,05 verfehlte
(p=0,091).

Die FCR des LDL-ApoB-100 stieg im Durchschnitt aller Probanden um 75%
wahrend der Behandlung mit Lifibrol an. Dieser Anstieg war statistisch
hochsignifikant (p=0,006). Einer der neun Probanden zeigte allerdings ein
Absinken der LDL-ApoB-100-FCR unter Lifibrol-Therapie (Proband GL). Dieser
Proband war, wie eine Analyse des Plasmaspiegels von Lifibrol zeigte,
compliant. Die PR des LDL-ApoB-100 stieg im Durchschnitt aller Probanden
unter Lifibrol-Therapie um 33% an, auch diese Veranderung war statistisch
signifikant (p=0,041). Auch hier zeigte der Proband GL entgegen dem
generellen Trend ein Absinken der LDL-ApoB-100-PR.
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Tabelle 23: Zusammenstellung der Kinetik-Parameter fiir die VLDL-, IDL-
und LDL-ApoB-100-Kinetik. Statistisch Signifikante Ergebnisse sind mit (*)
gekennzeichnet. Abkurzungen: SD = Standardabweichung, h = Stunde, Vor =
vor Therapie mit Lifibrol, Wahrend = unter Therapie mit Lifibrol, % A =
Abweichung in Prozent.

HLP-Typ nach Fredrickson

Parameter Zeitpunkt Alle
lla llb
VLDL-FCR Vor 0.316 £ 0.104 | 0.152 +0.069 | 0.225+0.018
+ SD Wahrend 0.250+0.120 | 0.171 £ 0.074 | 0.206 + 0.099
(pools/h) % A 21 +13 +8
VLDL-PR Vor 0.994 + 0.368 | 0.837 £0.294 | 0.907 + 0.317
+SD Wahrend 0.788 +0.270 | 1.298 + 0.675 | 1.071 £ 0.572
(mglkg/h) % A 21 +55 +18
IDL-FCR Vor 0.102 £ 0.099 | 0.092 + 0.353 | 0.097 + 0.066
+SD Wahrend 0.102 £ 0.062 | 0.142 + 0.026 | 0.124 + 0.047
(pools/h) % A 0 +54 +08
IDL-PR Vor 39.8+11.9 376 +£11.8 38.7+11.2
+SD Wahrend 448+7.8 36.0+11.0 40.4 + 101
(mg/kg/h) % A +13 -4 +4
LDL-FCR Vor 0.165+0.097 | 0.141+0.02 | 0.151 £ 0.062
+SD Wahrend 0.259+0.193 | 0.271+0.05 | 0.265+0.123
(pools/Tag) % A +57 +92 +75*
LDL-PR Vor 10.1 £4.13 9.89 +4.25 9.97 +£+3.93
+ SD Wahrend 11.5+4.58 14.61 + 5.65 13.23+5.15
(mg/kg/Tag) % A 14 +48 £33+

Betrachtet man den Zusammenhang zwischen den prozentualen

Veranderungen der PR und FCR des LDL-ApoB-100, so zeigt sich eine hohe
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Korrelation. Mittels linearer Regressionsanalyse lasst sich ein
Korrelationskoeffizient von r=0,873 berechnen (vgl. Abbildung 8).
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Abbildung 8: Graphische Darstellung des Zusammenhangs der
prozentualen Veranderungen der LDL-ApoB-100-PR (=Delta PR (%)) und
der LDL-ApoB-100-FCR (Delta FCR (%)) bei den einzelnen Probanden. Die
lineare Regressionsanalyse zeigt eine positive Korrelation (r=0,873), die
Regressionsgerade ist mit angezeigt.

3.4 ApoA-I-Kinetik

Zur Auswertung der ApoA-I-Kinetik konnten die Daten aller 10 Probanden
herangezogen werden. Insgesamt betrachtet kam es unter der Therapie mit
Lifibrol zu einem Ansinken des Gesamtcholesterins um 14% (p=0,019). Die
Triglyzeridkonzentration sank in der Gruppe der Probanden mit Hyperlipidamie
Typ llb um 34% (nicht signifikant), wahrend sie in der Gruppe der Probanden
mit Hyperlipidamie Typ Ila nahezu unverandert blieb (+4%, nicht signifikant).

Die LDL-Cholesterin-Konzentration sank um 16% (p=0,01). Die Konzentration
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des HDL-Cholesterins blieb unter Lifibrol-Therapie nahezu unverandert (+2%,
nicht signifikant).

Die Ergebnisse der Kinetik-Analyse fur HDL-ApoA-I sind in Tabelle 24
wiedergegeben. Die Ergebnisse der einzelnen Probanden finden sich im
Anhang in Tabelle 31. Ebenfalls im Anhang sind in Abbildung 14 die Werte der
fraktionellen Katabolismusrate fur die einzelnen Patienten vor und wahrend
Therapie mit Lifibrol grafisch veranschaulicht, Abbildung 15 zeigt die gleiche
Darstellung fur die HDL-ApoA-I-Produktionsraten. Im Durchschnitt aller
Probanden zeigte sich ein statistisch signifikanter Anstieg sowohl der
Produktionsrate (PR) des HDL-ApoA-I (+23%, p=0,002) als auch der
fraktionellen Katabolismusrate (FCR) des HDL-ApoA-I (+22%, p=0,004).

Tabelle 24: Zusammenstellung der Kinetik-Parameter fiir die HDL-ApoA-I-
Kinetik. Statistisch Signifikante Ergebnisse sind mit (*) gekennzeichnet.
Abklrzungen: SD = Standardabweichung, Vor = vor Therapie mit Lifibrol,
Wahrend = unter Therapie mit Lifibrol, % A = Abweichung in Prozent

Parameter Zeitpunkt HLP-Typ nach Fredrickson Alle
lla ]}
HDL-FCR Vor 0.148 £+0.02 | 0.182+0.05 | 0.165+0.04
+SD Wahrend 0.177 £0.02 | 0.225+0.07 | 0.201 £0.05
(pools/Tag) % A +20 +24 +20¢
HDL-PR Vor 8.04 +1.76 9.51+2.63 8.78 +2.25
+SD Wahrend 9.53 +1.61 12.01 £3.22 10.8 £2.73
(mglkg/Tag) % A +19 +26 +23*

Betrachtet man den Zusammenhang der prozentualen Veranderung der FCR
und der PR des HDL-ApoA-I mittels linearer Regressionsanalyse, so zeigt sich
eine hohe positive Korrelation dieser Parameter mit einem

Korrelationskoeffizienten von r=0,942 (vgl. Abbildung 9).
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Abbildung 9: Graphische Darstellung der Abhangigkeit prozentualen
Veranderungen der ApoA-l PR (Delta PR(%)) und der ApoA-l FCR (Delta
FCR (%)) bei den einzelnen Probanden. Die lineare Regressionsanalyse
ergibt einen Korrelationskoeffizienten von r=0,948, die Regressionsgerade ist

mit angezeigt.
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4 Diskussion

Lifibrol ist ein neuartiger Wirkstoff mit lipidsenkender Wirkung. In zahlreichen
Voruntersuchungen konnte die effektive Reduktion des Cholesterins, des LDL-
Cholesterins und des ApoB bei gesunden Individuen [48] und bei Patienten mit

verschiedenen Arten von Hyperlipidamien [71,114,137] gezeigt werden.

Der genaue Wirkmechanismus von Lifibrol ist bis jetzt noch nicht eindeutig
geklart [142]. Scharnagl et al. konnten zeigen, dass Lifibrol ein eher schwacher
Inhibitor der HMG-CoA-Synthase ist [108]. Dieses Enzym kontrolliert einen der
geschwindigkeitsbestimmenden Schritte der Mevalonat-Synthese. Es wurde
auch die Wirkung von Lifibrol auf ein weiteres Schlisselenzym der
Cholesterinbiosynthese, die HMG-CoA-Reduktase, untersucht [107]. Auch hier
zeigte sich eine nur schwache Suppression der Enzymaktivitat, so dass die
hemmende Wirkung von Lifibrol auf die zellulare Cholesterinbiosynthese im
ganzen die deutliche Senkung des Cholesterins nicht erklaren kann. Das
Ausmal} der Stimulation der Expression von LDL-Rezeptoren unter dem
Einfluss von Lifibrol ist erheblich groRer, als es durch die Hemmung der

Cholesterinbiosynthese zu erwarten ware [108,142].

Diese Untersuchung wurde duchgefihrt, um zwei Fragen nachzugehen:

1. Ist die Hauptwirkung von Lifibrol durch eine erhdhte in-vivo-clearence von
LDL aus dem Plasma zu erklaren?

2. Welche Effekte hat Lifibrol auf den in-vivo-Stoffwechsel von HDL, und sind
hierdurch erganzende positive Effekte hinsichtlich der antiatherogenen

Potenz zu postulieren?

Lifibrol wurde in einer Dosierung von 450 mg taglich verabreicht. In die
Untersuchung eingeschlossen wurden Patienten mit einer Hyperlipidamie vom
Typ lla und llb nach Fredrickson. In friiheren Untersuchungen konnte bereits
gezeigt werden, dass Lifibrol die Serumtriglyzeride bei Patienten mit

Ausgangskonzentrationen von mehr als 200 mg/dl um 10-20% senkt, wahrend
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die Senkung bei Patienten mit Ausgangskonzentrationen tber 200 mg/dl mit 20-
30% deutlich héher ausfallt. Bei diesen Patienten mit Hyperlipidamie Typ Ilb
wurde die maximale Absenkung nach 10 Wochen erreicht, wahrend bei
Patienten mit Hyperlipidamie lla bereits nach vierwochiger Therapie alle
Lipidparameter auf stabile Werte abgesunken waren [71]. Angesichts dieser
Ergebnisse wurde die Therapiedauer fur diese Untersuchung auf 4 Wochen flur
Patienten mit Typ Ila Hyperlipidamie und 12 Wochen fur Patienten mit Typ llb
Hyperlipidamie festgelegt.

Die in dieser Untersuchung beobachteten Veranderungen der absoluten
Konzentrationen von Gesamtcholesterin (-16%), LDL-Cholesterin (-17%) und
Apolipoprotein B (-19%) sind in ihrer Gro3enordnung mit den Ergebnissen von
friheren Studien vergleichbar. In der Gruppe der Patienten mit Hyperlipidamie
Typ lla kam es erwartungsgemald zu keinen nennenswerten Veranderungen
der initial schon niedrigen Triglyzeridkonzentration, wahrend es in der Gruppe
der Patienten mit Hyperlipidamie Ilb zu einer durchschnittlichen Reduktion um
34% kam.

4.1 ApoB-100-Kinetik

Eine der entscheidensten Beobachtungen in dieser Untersuchung ist der
Anstieg der fraktionellen Katabolismusrate von ApoB-100 unter Lifibrol-Therapie
um 75%. Um auszuschlieRen, dass diese Veranderung durch die Verwendung
eines ungeeigneten Modells zur Interpretation der Isotopenanreicherung und
Berechnung der Kinetikparameter vorgetauscht wird, wurden die Daten unter
der Verwendung von verschiedenen in der Literatur beschriebenen Modellen
[3,66,78,88] analysiert. Hier zeigte sich, dass die unterschiedlichen Modelle
gleiche Ergebnisse lieferten und der Einfluss von Lifibrol auf die FCR von ApoB-

100 in samtlichen verwendeten Modellen gleich stark ausgepragt ist.

Vergleicht man das Ergebnis dieser Untersuchung mit den Effekten anderer

lipidsenkender Medikamente auf den Stoffwechsel ApoB-haltiger Lipoproteine,
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so zeigen sich teilweise klare Differenzen, aber auch einige Gemeinsamkeiten.
Die Wirkung von Lifibrol Iadt sich eindeutig von der Wirkung des
Fibrinsdurederivats Gemfibrozil bei Patienten mit Typ IV Hyperlipidamie
unterscheiden, wo eine Erniedrigung der FCR des LDL-ApoB-100 (0,58 + 0,05
vs. 0,38 £ 0,06 Pools/Tag, -35%, p=0,001) und der Produktionsrate (22,1 + 2,0
vs. 16,7 £ 1,1 mg/kg/Tag, -23%, p=0,012) beobachtet wurde [133]. Vega et al.
untersuchten mittels radioaktivem Tracer in zwei Studien den Einfluss der
HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren Lovastatin [134] und Pravastatin [136] auf den
Lipidstoffwechsel von Patienten mit nephrotischem Syndrom bzw.
mittelschwerer Hypercholesterinamie. In diesen beiden Untersuchungen zeigte
sich Ubereinstimmend eine Reduktion des LDL-Cholesterins, die bei nahezu
unveranderter LDL ApoB-100-FCR (0,28 + 0,06 vs. 0,26 + 0,02 Pools pro Tag
[134] bzw. 0,26 + 0,4 vs. 0,30 + 0,04 Pools pro Tag [136]) hauptsachlich auf
einer Reduktion der LDL ApoB-100-Produktion beruhte (18,6 + 6,1 vs. 12,6 +
6,7 mg/kg/Tag, -32% [134], bzw. 12,2 + 6,1 vs. 10,5 + 2,6 mg/kg/Tag, -14%
[136]). Aguilar-Salinas et al. konnten ahnliche Ergebnisse mit stabilen Isotopen
zeigen [2]: Bei Patienten mit nephrotischem Syndrom kam es unter Therapie
mit Lovastatin zu einem deutlichen Abfall des LDL-Cholesterins, der
hauptsachlich auf einer Inhibition der LDL-ApoB-100-Produktion aus VLDL
beruhte (25,7 + 7,3 vs. 16,5 + 4,8 mg/kg/Tag, -35%), wahrend die Abbaurate
des LDL sich kaum veranderte (0,526 + 0,21 vs. 0,428 + 0,22 Pools pro Tag).
Gaw et al. untersuchten den Effekt von Simvastatin auf den Stoffwechsel des
ApoB bei Patienten mit mittelschwerer Hypercholesterinamie mittels
radioaktiver Tracersubstanz [42]. Sie konnten zeigen, dass die Verminderung
des LDL ApoB durch eine reduzierte Synthese (direkte LDL-Synthese 161 + 41
vs. 139 + 31 mg/Tag) kombiniert mit einem verstarkten Katabolismus (LDL-
ApoB-FCR 0,24 + 0,02 vs. 0,32 + 0,06 Pools/Tag) zustande kommt, wobei die

verminderte Synthese den Hauptfaktor darstellte.

Alle bisher aufgefuhrten Studien mit HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren stellen

somit die erniedrigte LDL ApoB-100-Produktionsrate als Hauptmechanismus fur
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die verminderte LDL-Konzentration unter Therapie dar. Zwei andere Studien
liefern jedoch gegensatzliche Ergebnisse und zeigen unter Therapie mit HMG-
CoA-Reduktase-Inhibitoren einen gesteigerten LDL-Katabolismus als Ursache
fur erniedrigte LDL-Konzentrationen. In einer Untersuchung bei Patienten mit
kombinierter Hyperlipidamie konnte mittels radioaktiver Tracertechnik unter
Therapie mit Lovastatin ein Anstieg der FCR des LDL ApoB um 34% gezeigt
werden (0,44 + 0,04 vs. 0,59 + 0,05 Pools/Tag, p<0,001), wahrend die
Produktionsrate des LDL ApoB sich nicht veranderte (19,9 £+ 2,2 vs. 18,4 + 1,8
mg/kg/Tag, -7,5%, nicht signifikant) [135]. Parhofer et al. beobachteten bei
vergleichbaren Patienten unter Pravastatin-Therapie mittels stabiler
Isotopentechnik ahnliche Ergebnisse [89]: Die LDL ApoB-FCR stieg um 24% an
(0,37 +£ 0,09 vs. 0,46 + 0,10 Pools/Tag, p<0,01), wahrend die LDL-
Produktionsrate unverandert blieb (35,2 £ 11,9 vs. 25,8 £+ 8,7 mg/kg/Tag, nicht
signifikant).

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit konnten von Vega et al. bei
Patienten mit Hyperlipidamie mittels radioaktiver in-vivo-Kinetik-Technik
teilweise bestatigt werden [137]. Vega et al. untersuchten 11 Patienten mit
moderater Hypercholesterindmie in einem crossover-Design mit jeweils 8
Wochen mit 600 mg Lifibrol taglich oder Plazebo. Im Anschluss daran erfolgte
die 8wochige Behandlung mit Plazebo oder Lifibrol je nach
Randomisierungssequenz. Die Probanden wurden jeweils am Ende der
jeweiligen Behandlungssequenz einer radioaktiven in-vivo-Kinetik-
Untersuchung unterzogen. Hierzu wurde den Probanden Blut entnommen, die
LDL-Fraktion isoliert und durch Zugabe von radioaktivem Jod-125 markiert.
Nach Waschung und steriler Aufbereitung erfolgte dann die Reinfusion dieses
exogen markierten autologen LDL. Vega et al. zeigten ebenfalls einen
signifikanten Anstieg der LDL-ApoB100-FCR unter Lifibroltherapie um 20% von
0,25 + 0,05 auf 0,30 + 0,04 Pools pro Tag, wobei diese Anderung deutlich unter
den von uns gemessenen Werten lag. Die Produktionsrate fur LDL-ApoB
betragt bei Vega et al. unter Plazebo 10,5 + 2,9 mg/kg/Tag und sinkt unter
Therapie mit Lifibrol um 11,4% auf 9,3 + 2,4 mg/kg/Tag ab, was im Gegensatz
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zu den Ergebnissen unserer Arbeit statistisch nicht signifikant ist. Eine mogliche
Ursache dieser divergenten Ergebnisse ist auf die unterschiedlichen zur
Anwendung kommenden Techniken hinzuweisen. Die Bestimmung der in-vivo-
Kinetik-Parameter mittels radioaktiver Isotope wird in der Literatur kontrovers
diskutiert [34,104], wobei jedoch insgesamt eine gute Ubereinstimmung
zwischen radioaktiven Tracerstudien und simultan durchgefihrten stabilen
Isotopenstudien gesehen wurde [53]. Moglicherweise liegt die wesentliche
Ursache flur den Unterschied zwischen den von Vega et al. erhobenen und
unseren eigenen Daten in den unterschiedlichen Studienprotokollen. So betrug
die Dosierung von Lifibrol in unserer Studie 450 mg uber 4 bzw. 12 Wochen
gegenuber 600 mg Uber 8 Wochen bei Vega et al.. Es ist vorstellbar, dass die
Therapiedauer in der Studie von Vega et al. mit 8 Wochen zumindest fir einen
Teil der Patienten noch zu kurz war und keine maximale Senkung erzielt wurde.
Des weiteren wurden unsere Daten unter Fastenbedingungen erhoben,
wahrend Vega et al. die Patienten im ,fed state® untersuchten. Mdglicherweise
wird die von uns beobachtete drastische Hochregulation der LDL-
Rezeptoraktivitat (ausgedrickt durch den starken Anstieg der FCR) durch
exogen zugefuhrte Nahrungslipide effektiv gedrosselt, was dann zu einer
Abbauverzogerung fuhrt und sich in der Studie von Vega et al. in der nur

tendenziell erhéhten FCR und dem geringeren Anstieg der PR widerspiegelt.

Zur Ubersicht sind in der folgenden Tabelle die unterschiedlichen Studien
anhand ihrer Ergebnisse fur FCR und PR des LDL-ApoB-100

gegenubergestellt:
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Tabelle 25: Zusammenstellung der Ergebnisse verschiedener in-vivo-
Untersuchungen fiir die Kinetikparameter des LDL-ApoB unter Therapie.
HLP = Hyperlipoproteinamie, PR = Produktionsrate, FCR = fraktionelle
Katabolismusrate, R = exogene Markierung mit radioaktivem Tracer, S =

endogene Markierung mit stabilen Isotopen, d= signifikantes Absinken, <> =
unverandert, 1= signifikanter Anstieg.

Medikament Probanden Methode LDL-ApoB
PR FCR

Gemfibrozil [133] HLP Typ IV R J J
Lovastatin [134] Nephrotisches Syndrom R J >
Pravastatin [136] Mittelschwere HLP R d <>
Lovastatin [2] Nephrotisches Syndrom S J =
Simvastatin [42] Mittelschwere HLP R J )
Lovastatin [135] Kombinierte HLP R > T
Pravastatin [89] Kombinierte HLP S > )
Lifibrol [137] Mittelschwere HLP R <~ )
Lifibrol (eigene Daten) |  Mittelschwere HLP S ) )

Der in der vorliegenden Untersuchung beobachtete deutlich verstarkte LDL-
Katabolismus unterstitzt die durch in-vitro-Daten aufgestellte Hypothese, dass
Lifibrol die Expression von LDL-Rezeptoren stimuliert [107]. Es konnte aber
bereits in fruheren Untersuchungen gezeigt werden, dass der Effekt von Lifibrol
auf die endogene Cholesterinbiosynthese verglichen mit dem der HMG-CoA-
Reduktase-Inhibitoren gering ist [107]. Hieraus lasst sich die Vermutung
ableiten, dass Lifibrol die LDL-Rezeptor-Expression durch eine direktere
Stimulation erhoht, als es die HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren tun.
Bemerkenswert ist die Beobachtung, dass die Veranderung der LDL ApoB-100-
FCR um einen deutlich hdheren Prozentsatz ansteigt, als durch die alleinige
Konzentrationsabnahme des LDL ApoB zu erwarten gewesen ware. Die
Erklarung hierfur Iasst sich in dem beobachteten Anstieg der LDL ApoB-100-PR

um 33% finden. Betrachtet man die einzelnen Patienten, so korreliert dieser
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kompensatorische Anstieg der LDL ApoB-100 Produktion eng mit dem Anstieg
der LDL ApoB-100-FCR (r=0,873, vgl. Abbildung 8). Dieser Effekt ist jedoch
nicht nur auf Lifibrol beschrankt. In einer anderen Untersuchung konnte bei
Patienten mit familiarer kombinierter Hyperlipidamie unter Therapie mit
Pravastatin mittels stabiler Isotopentechnik ein vergleichbares Ergebnis
beobachtet werden [4]: Es kam zu einem Anstieg der LDL-FCR um 79%, die
durch einen Anstieg der LDL-PR um 32% teilkompensiert wurde.

Diese Untersuchung zeigt, dass Lifibrol einen erheblichen Einfluss auf den
Stoffwechsel ApoB-haltiger Lipoproteine hat. Die Veranderungen der
Stoffwechselkinetik sind dabei groR3er, als sich aus den Veranderungen der
Plasmaspiegel alleine vermuten |asst. Es ist aus zahlreichen Untersuchungen
bekannt, dass die Atherogenitat der LDL-Partikel maf3geblich durch oxidative
Modifizierung hervorgerufen wird [58]. Das Mal} dieser Modifizierung hangt
hierbei wesentlich von der Verweildauer der LDL-Partikel im Plasma ab [101].
Es lasst sich daher die Hypothese aufstellen, dass Lifibrol durch die
ausgepragte Veranderung der Stoffwechselparameter eine starkere anti-
atherogene Potenz besitzt, als man alleine aufgrund der Senkung des
absoluten LDL-Cholesterin-Plasmaspiegels vermutet. Der Wirkansatz, dabei die
fraktionelle Katabolismusrate zu steigern — anstelle die Produktion zu drosseln -
, ware nach unserem heutigen Verstandnis extrem sinnvoll und hocheffektiv zur
Reduktion oxidativ modifizierter LDL-Partikel.

4.2 ApoA-I-Kinetik

Wahrend der Behandlung mit Lifibrol kam es in keiner der beiden
Therapiegruppen zu signifikanten Veranderungen der Serumkonzentrationen
von HDL-Cholesterin und HDL ApoA-I. Betrachtet man allerdings die Kinetik-
Parameter des HDL ApoA-I, so sieht man einen Anstieg der FCR um 22% und
einen Anstieg der PR um 23%. Dieser Effekt ist in beiden Therapiegruppen
vergleichbar stark ausgepragt. Da sich die beiden Gruppen mit Ausnahme der
Triglyzeridspiegel und deren Veranderung unter Therapie in keinem der Ubrigen

Lipidparameter unterscheiden, kann man davon ausgehen, dass die
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gemeinsame Betrachtung von Patienten mit Typ Ila und Typ lIb Hyperlipidamie
keinen Einfluss auf die Interpretation der Veranderung des HDL-Metabolismus
hat.

Vergleicht man den Effekt von Lifibrol auf den HDL-Metabolismus mit den
Effekten anderer lipidsenkender Medikamente, so zeigen sich einige
interessante Aspekte. Mehrere Studien konnten zeigen, dass die grundsatzliche
Regulation der ApoA-I-Plasmakonzentration hauptsachlich Uber Veranderungen
der Katabolismusrate erfolgt [18,100]: Brinton et al. verglichen bei Patienten mit
erniedrigtem und normalem HDL-Cholesterin die in-vivo-Kinetik fur HDL-ApoA-I
[18]. Die Probanden mit niedrigem HDL-Cholesterin hatten signifikant erhéhte
Werte fur die HDL-ApoA-I-FCR (0,313 + 0,052 vs. 0,245 + 0,043 Pools/Tag),
wahrend die HDL-ApoA-I-Produktionsraten vergleichbar waren (2,15 + 0,57 vs.
1,83 + 0,48 mg/kg/Tag). Schaefer et al. zeigten in ihrer Arbeit [100], dass bei
gesunden Probanden die Hohe des HDL-ApoA-I im Plasma mit der fraktionellen
Katabolismusrate negativ korrelierte, nicht aber mit der Produktionsrate. Im
Gegensatz hierzu zeigten Saku et al. bei 6 Patienten mit primarer
Hyperchylomikronamie (Hyperlipidamie Typ V), dass es unter Therapie mit
Gemfibrozil zu einem Anstieg der ApoA-I-PR um 27% kommt (12,07 + 0,40 vs.
15,24 + 0,49 mg/kg/Tag), wahrend die ApoA-I-FCR unverandert bleibt (0,384 +
0,019 vs. 0,377 + 0,020 Pools/Tag) [99]. Dieselbe Arbeitsgruppe konnte in vitro
eine Stabilisierung von ApoA-I mRNA unter dem Einfluss von Gemfibrozil
zeigen, was als Resultat eine Steigerung der Produktion von HDL ApoA-I|
bewirkte [56]. Ahnliche Beobachtungen machten Kayshyap et al. bei sechs
Patienten mit HDL-Defizienz bei Hypertriglyzeridamie [57]: Unter Therapie mit
Gemfibrozil kam es zu einem signifikanten Anstieg der ApoA-I-PR um 27%
(11,12 mg/kg/Tag vs. 15,23 mg/kg/Tag), wahrend die ApoA-I-FCR unverandert
blieb. Unter der Therapie mit Fenofibrat beobachteten Malmendier et al.
allerdings etwas andere Effekte [76]. Bei 5 Patienten mit heterozygotem LDL-
Rezeptordefekt kam es unter Fenofibrat zu einem signifikanten Anstieg der HDL
ApoA-I-Konzentration um 20%. Als Ursache hierfur konnte in der Kinetik-

Analyse ein Anstieg der HDL ApoA-I-Produktionsrate um 49% nachgewiesen
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werden (13,2 £ 1,8 vs. 19,7 + 2,1 mg/kg/Tag), der durch einen Anstieg der HDL
ApoA-I-FCR um 26% (0,222 + 0,031 vs. 0,272 + 0,016 Pools/Tag)
teilkompensiert wurde. Eine Untersuchung unserer eigenen Arbeitsgruppe
zeigte unter dem Einfluss von Pravastatin bei gesunden Probanden und einem
KHK-Patienten ebenfalls einen Anstieg der HDL ApoA-I-PR (Gesunde
Probanden: 10,8 + 2,1 vs. 12,5 + 1,5 mg/kg/Tag, KHK-Patient 10,6 vs. 13,1
mg/kg/Tag) sowie der HDL ApoA-I-FCR (Gesunde Probanden: 0,194 + 0,02 vs.
0,204 + 0,02 Pools/Tag, KHK-Patient 0,219 vs. 0,267 Pools/Tag) [1086].

Zur besseren Ubersicht sind in der folgenden Tabelle alle 0.g. Studien
nochmals hinsichtlich der Veranderung von HDL-ApoA-I-PR und —FSR einander
gegenubergestellt:

Tabelle 26: Zusammenstellung der Ergebnisse verschiedener in-vivo-
Untersuchungen fiir die Kinetikparameter des HDL-ApoA-I unter Therapie.
HLP = Hyperliporpoteinamie, PR = Produktionsrate, FCR = fraktionelle

Katabolismusrate, FH = familiare Hypercholesterinamie, R = exogene
Markierung mit radioaktivem Tracer, S = endogene Markierung mit stabilen

Isotopen, d= Absinken, <> = unverandert, 1= Anstieg.

Medikament Probanden Methode HDL-ApoA-I

PR FCR

Pravastatin [106] Gesunde / KHK S T )
Gemfibrozil [99] HLP Typ V R ) e
Gemfibrozil [57] HLP Typ IV R ) ©
Fenofibrat [76] Heterozygote FH R ) T
Lifibrol (eigene Daten) Mittelschwere HLP S ) T

Der in dieser Untersuchung unter dem Einfluss von Lifibrol beobachtete Anstieg
der HDL ApoA-I-FCR findet sich nicht in einer Veranderung der HDL ApoA-I-
Plasmakonzentration wieder, da der verstarkte Katabolismus durch einen
Anstieg der HDL ApoA-I-Produktionsrate nahezu komplett kompensiert wird.
Betrachtet man die Veranderung der Kinetik-Parameter bei den einzelnen
Studienteilnehmern, so fallt eine hohe Korrelation zwischen der prozentualen
Veranderung der FCR und der PR des HDL ApoA-I auf (r=0,948, vgl. Abbildung
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9). Ein wesentliches Ergebnis dieser Untersuchung ist daher, dass Lifibrol
deutliche Effekte auf den Stoffwechsel der ApoA-I-haltigen Lipoproteine hat, die
sich bei alleiniger Betrachtung der Plasmaspiegel von Apo A-l der Beobachtung
entziehen.

In zahlreichen Untersuchungen konnte die Rolle des HDL als Effektor des
reversen Cholesterintransportes und sein daraus resultierender protektiver
Effekt gegen die Atherosklerose gezeigt werden (Ubersichten bei [17,111]). Die
Plasmaspiegel von HDL-Cholesterin und ApoA-lI werden hauptsachlich Gber die
Abbaurate des ApoA-I reguliert [93]. Man kann daher von diesem Punkt
ausgehend vermuten, dass nicht die absoluten Plasmaspiegel von HDL-
Cholesterin und ApoA-I, sondern vielmehr die Stoffwechseldynamik des HDL
die Rolle dieses Partikels im reversen Cholesteroltransport und so letztlich auch
seine protektive Potenz gegen die Atherosklerose und ihre Folgen bestimmit.
Hierzu passen auch die Beobachtungen, die bei Patienten mit genetischen
Defekten des HDL-Metabolismus gemacht wurden [21,38,52]. Mutationen des
ApoA-I, die als Folge eine gestdrte Synthese des ApoA-I haben, sind mit dem
erhohten Risiko einer Atherosklerose assoziiert [111]. Im Gegensatz dazu
wurde bei Mutationen mit verstarktem Katabolismus des ApoA-I keine gehaufte
Ausbildung einer Atherosklerose beobachtet [141]. Diese Beobachtungen
werden durch die Ergebnisse von tierexperimentellen Studien unterstitzt. So
konnte am Kaninchen gezeigt werden, dass die Infusion von autologem HDL im
Hypercholesterinamiemodell die Entstehung der Atherosklerose verzogert bzw.
deren Ausmal} verringert [13,14]. In transgenen Mausen mit einer
Uberexpression von humanem ApoA-I-Gen und dadurch stark erhéhten HDL-
Plasmaspiegeln ist die Empfindlichkeit zur Entwicklung einer Atherosklerose
erheblich reduziert [95]. Eine Erhdhung der Synthese des HDL bzw. ApoA-I, ob
durch exogene Zufuhr oder durch erhdéhte endogene Synthese, kann also in
bestimmten Modellen das Atheroskleroserisko reduzieren.

Diese aktuelle Untersuchung zeigt, dass Lifibrol zu einer verstarkten Produktion
und zu einem gesteigerten Abbau des ApoA-I fuhrt, ohne die absoluten
Plasmaspiegel zu verandern. Aus den oben genannten Beobachtungen lasst

sich die Hypothese ableiten, dass dieser verstarkte Umsatz von ApoA-I einen
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weiteren protektiven Faktor gegen die Entstehung einer Atherosklerose
darstellen kdonnte. Diese Hypothese muss zwar in weiteren Studien sowie an
groflieren Kollektiven noch bestatigt werden, ist nach unserem heutigen
Verstandnis jedoch recht attraktiv und kénnte in der Entwicklung zukunftiger
antiatherogen wirksamer Pharmaka einen zentralen Ansatzpunkt darstellen.
Weiterhin sollten die Ergebnisse dieser Arbeit die Frage zur Diskussion stellen,
inwieweit heute die alleinige Betrachtung der Anderung der Plasmaspiegel von
Zielgrélen einen ausreichenden Einblick in die in vivo-Aktivitat eines den
Stoffwechsel beeinflussenden Pharmakons gibt. Auch hier bleibt die letztliche

Antwort weiteren Studien vorbehalten.
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5 Zusammenfassung

Lifibrol stellt einen Wirkstoff dar, der seine lipidsenkende Wirkung bereits in
mehreren grof3en Studien unter Beweis gestellt hat [71,114,137]. Die
Behandlung mit Lifibrol fuhrt zu einer effektiven Absenkung von
Gesamtcholesterin, LDL-Cholesterin und Apolipoprotein B. Das Ausmal} seiner
Wirkung ist mit dem der HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren vergleichbar [142].
Der genaue Wirkmechanismus von Lifibrol konnte bisher noch nicht geklart
werden [142].

In dieser Untersuchung wurde die Auswirkung von Lifibrol auf die in-vivo-Kinetik
des ApoB-100 und des ApoA-I bei 10 Patienten mit Hyperlipidamie vom Typ lla
bzw. IlIb nach Fredrickson mittels der stabilen Isotopen-Technik untersucht. Es
konnte gezeigt werden, dass Lifibrol vor allem die fraktionelle Katabolismusrate
des LDL ApoB deutlich steigert (+75%). Kompensatorisch kommt es zu einem
Anstieg der Produktionsrate des LDL ApoB, so dass der absolute

Plasmaspiegel von LDL ApoB insgesamt um nur 19% reduziert wird.

Die Plasmaspiegel von HDL und ApoA-I bleiben unter Lifibrol nahezu
unverandert, obwohl nachgewiesen werden konnte, dass sich der Stoffwechsel
des HDL ApoA-I nachhaltig verandert. So steigt die fraktionelle
Katabolismusrate des HDL ApoA-l um 22% an. Dieses wird durch einen Anstieg
der Produktionsrate des HDL ApoA-I um 23% jedoch nahezu komplett

kompensiert.

Wie diese Ergebnisse zeigen, handelt es sich bei Lifibrol um einen potenten
lipidsenkenden Wirkstoff. Diese Untersuchung zeigt, das Lifibrol seine LDL-
senkende Wirkung hauptsachlich Uber einen Anstieg des LDL-Katabolismus
bewirkt und nicht Uber eine Reduktion der hepatischen LDL-Synthese. Die
Stimulation der LDL-Rezeptoren scheint hierbei, wie Beobachtungen aus

anderen Untersuchungen nahelegen [16,108], nicht wie bei den HMG-CoA-
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Reduktase-Inhibitoren Uber eine Verminderung der Cholesterinbiosynthese zu
erfolgen, sondern durch eine eher direkte Aktivierung zustande zu kommen.
Wie dieser Mechanismus im einzelnen funktioniert, sollte in weiteren
Untersuchungen geklart werden. Die Tatsache, dass die Veranderung des LDL-
Stoffwechsels durch die alleinige Betrachtung der Plasmaspiegel von LDL-
Cholesterin und ApoB in seinem gesamten Ausmal nicht erfasst wird,
demonstriert nachhaltig den Stellenwert von in-vivo-Kinetik-Untersuchungen in
der Analyse komplexer Stoffwechselvorgange. Noch deutlicher wird dieser
Aspekt bei der Betrachtung des HDL-Metabolismus. Hier ist nur durch die
Kinetik-Analyse der Nachweis erbracht worden, dass Lifibrol den Umsatz von
HDL-Partikeln deutlich erhdht, ohne dass sich dies in den

Plasmakonzentrationen von HDL und ApoA-I wiederspiegelt.
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7 Anhang

7.1 Ergédnzende Tabellen

Tabelle 27: Lipidprofil der einzelnen Probanden vor und wahrend der
Therapie mit Lifibrol. Abkirzungen: CH = Gesamtcholesterin, TGL =
Triglyzeride, LDL = LDL-Cholesterin, HDL = HDL-Cholesterin, V = vor Therapie
mit Lifibrol, W = wahrend Therapie mit Lifibrol, % = prozentuale Veranderung,
Prob = Probandeninitialien.

Prob CH (mg/dl) TGL (mg/dl) LDL (mg/dl) HDL (mg/dl)
v W | % | V W | % v W | % | V W | %

Typ lla: 450 mg Lifibrol fiir 4 Wochen

GL [400 [392 |-2 (101 (129 [+28 |340 |317 |-7 |59 |57 |-3

WM (249 |155 |-22 |81 130 (+60 (176 |126 |-28 |43 (44 |+2

LW (414 (336 |-19 |143 (147 [+3 |334 |246 |-21 (34 (41 |[+21

HS |402 (347 |-7 |158 |121 |-23 |357 |329 |-8 (29 |36 |[+24

WH [206 |223 [+8 |175 (156 |-11 |144 (139 |-3 |34 |46 [+35

Typ llb: 450 mg Lifibrol fiir 12 Wochen

SG |295 (215 |-27 (444 |244 |-45 (152 |128 |-16 |37 |43 |+16

WS |[404 |262 |-35 |246 (135 |-45 |319 (208 |-35 (30 |28 |[-7

CL |267 |209 |-22 (210 (156 |-26 |189 |137 |-28 |58 |52 |-10

DS (402 (438 |[+9 |234 (246 |(+5 |337 |364 |+8 (29 (28 |-3

GS |425 [328 |-23 (220 |115 |-48 |[350 |246 |-30 |34 (29 |-14
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Tabelle 28: Parameter der VLDL ApoB-100 Kinetik der einzelnen

Probanden

Proband VLDL-FCR + SD VLDL-PR

(pools/h) (mg/kg/h)
Vor | Wéhrend Vor | wéahrend

Typ lla: 450 mg Lifibrol fiir 4 Wochen
GL 0.393 +0.011 | 0.391 £0.019 0.974 0.970
WM 0.394 £ 0.118 | 0.307 +£0.004 0.899 1.061
LW 0.174 +0.017 | 0.155+0.014 0.611 0.500
HS 0.302 £ 0.030 | 0.145 +0.005 1.494 0.621
Typ IIb: 450 mgq Lifibrol fiir 12 Wochen
SG 0.064 + 0.006 | 0.292 + 0.008 0.862 2.348
WS 0.110+0.012 | 0.101 +£0.003 0.565 1.234
CL 0.157 £0.014 | 0.137 £0.009 0.515 0.473
DS 0.191 £ 0.040 | 0.182 +0.046 1.069 1.115
GS 0.240 + 0.058 | 0.141 +0.014 1.173 1.318

Tabelle 29: Parameter der IDL ApoB-100 Kinetik der einzelnen Probanden

Proband IDL-FCR + SD IDL-PR
(pools/h) (mg/kg/h)
Vor | Wéhrend Vor | wéahrend

Typ lla: 450 mg Lifibrol fiir 4 Wochen

GL 0.133 +0.011 | 0.083 +0.085 0.630 0.180
WM 0.229 +£0.078 | 0.192 +0.005 0.519 0.708
LW 0.027 + 0.001 | 0.051 +0.001 0.136 0.161
HS 0.019+£0.001 | 0.083 + 0.002 0.137 0.525
Typ IIb: 450 mgq Lifibrol fiir 12 Wochen

SG 0.066 + 0.084 | 0.133 +0.003 0.404 0.418
WS 0.046 + 0.001 | 0.100 + 0.001 0.233 0.587
CL 0.101 £0.003 | 0.161 £0.055 0.119 0.339
DS 0.124 + 0.352 | 0.164 £ 0.257 0.238 0.498
GS 0.125+0.233 | 0.152 £ 0.005 0.480 0.293
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Tabelle 30: Parameter der LDL ApoB-100 Kinetik der einzelnen Probanden

Proband LDL-FCR + SD LDL-PR
(pools/Tag) (mg/kg/Tag)
Vor |  Wiéhrend Vor |  wiéhrend

Typ lla: 450 mgq Lifibrol fiir 4 Wochen

GL 0.182 +0.036 | 0.107 £ 0.035 13.00 7.28
WM 0.295 £ 0.030 | 0.530 + 0.005 14.16 16.02
LW 0.092 £ 0.005 | 0.137 £0.006 5.74 7.84
HS 0.089 £ 0.006 | 0.260 + 0.007 7.41 14.87
Typ IIb: 450 mgq Lifibrol fiir 12 Wochen

SG 0.159+0.168 | 0.338 £ 0.006 6.93 10.41
WS 0.109 + 0.005 | 0.252 + 0.005 8.20 12.50
CL 0.142 £ 0.006 | 0.298 +0.043 5.55 9.00
DS 0.139 + 0.084 | 0.207 + 0.081 13.51 21.88
GS 0.155+0.112 | 0.260 + 0.009 15.25 19.24

Tabelle 31: Parameter der HDL ApoA-l Kinetik der einzelnen Probanden

Proband HDL-ApoA-l FCR HDL-ApoA-l PR
(pools/Tag) (mg/kg/Tag)
Vor | Wéhrend Vor ? wéahrend
Typ lla: 450 mg Lifibrol fiir 4 Wochen
GL 0.156 0.154 9.73 9.83
WM 0.156 0.209 9.05 11.70
LW 0.122 0.182 5.63 9.63
HS 0.137 0.163 6.74 7.18
WH 0.173 0.175 9.06 9.31
Typ lIb: 450 mgqg Lifibrol fiir 12 Wochen
SG 0.168 0.168 9.27 9.68
WS 0.180 0.211 8.21 8.79
CL 0.103 0.156 6.44 10.67
DS 0.214 0.300 10.1 15.36
GS 0.245 0.288 13.52 15.55
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7.2 Ergédnzende Abbildungen
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Abbildung 10: SDS-Gelelektrophorese. Beispiel fiir ein HDL-Gel
(Proband WH). In der Bahn ganz rechts aul3en ist ApoA-I-Standard
aufgetragen, durch den das ApoA-I in den anderen Bahnen genau identifiziert
werden kann. In den Ubrigen Bahnen sind die Proben von verschiedenen
Zeitpunkten der Studie aufgetragen.
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Abbildung 11: SDS-Gelelektrophorese: Beispiel fur ein LDL-Gel
(Proband GS). In der Bahn links auf3en ist Molekulargewichts-Standard
aufgetragen. Die Ubrigen Bahnen enthalten LDL-Proben von verschiedenen
Studienzeitpunkten. Das ApoB-100 lasst sich als hochmolekulares Protein und

quantitativem Hauptbestandteil der LDL gut im oberen Gelabschnitt
identifizieren.
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Abbildung 12: Darstellung der fraktionellen Katabolismusraten des
LDL-ApoB-100 (LDL-ApoB-100-FCR) vor und wahrend Therapie mit

Lifibrol fiir die einzelnen Probanden.
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Abbildung 13: Darstellung der Produktionsraten des LDL-ApoB-100
(LDL-ApoB-100-PR) vor und wahrend Therapie mit Lifibrol fiir die
einzelnen Probanden.
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Abbildung 14: Darstellung der fraktionellen Katabolismusraten des

HDL-ApoA-l (HDL-ApoA-I-FCR) vor und wahrend Therapie mit Lifibrol fur

die einzelnen Probanden.
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Abbildung 15: Darstellung der HDL-ApoA-I-Produktionsraten
(HDL-ApoA-I-PR) vor und wahrend Therapie mit Lifibrol fur die einzelnen

Probanden.
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Abbildung 16: Schema des Modells zur Bestimmung der ApoB-100-Kinetik

[142].
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Abbildung 17: Darstellung der Tracer/Tracee-Kurven am Beispiel der
ApoB-100-Kinetik des Probanden GL (Blutenthahmen bis 76 h nach
Beginn der Infusion). Teil A zeigt die Anpassung fur 12 h Studiendauer, Teil B
die Anpassung fur 76 h Studiendauer. Die Punkte zeigen jeweils die
gemessenen Tracer/Tracee-Verhaltnisse dar, wahrend die Linien die
Regressionskurven darstellen [142].
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7.3 Abkiirzungen

v-GT
4S-Studie
ABC1

ACVB-

Operation
Apo

Aqua bidest.
CARE-Studie
CETP

CID

CK
CM
DTT
EDTA
EL
FCR
FDB

GC/MS-MS

Gamma-Glutamyl-Transferase
Scandinavian Simvastatin Survival Study
ATP-bindender Kassettentransporter 1

Aortokoronarvendse Bypass-Operation

Apolipoprotein

Zweifach destilliertes Wasser

“Cholesterol And Recurrent Events” — Studie
Cholesterinester-Transferprotein

collision-induced-dissociation,

kollisionsinduzierte Dissoziation
Kreatininkinase

Chylomikronen

Dithiothreitol

Ethylendiamintetraacetat

Endotheliale Lipase

Fraktionelle Katabolismusrate (Pools/Tag)
Familiar defektes Apolipoprotein B

Gaschromatographie-Tandemmassenspektrometrie
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GCP
GOT
GPT
Ho05
HCI

HDL

HFBA
HLP

HMG-CoA-
Reduktase

HTGL

IDL

kg KG
KHK
LCAT

LDL

Lp

Lp(a)

LPL

Good Clinical Practice
Glutamat-Oxalacetat-Transaminase
Glutamat-Pyruvat-Transaminase
Wasserstoffperoxid

Salzsaure

High density Lipoprotein,

Lipoproteine hoher Dichte
Heptafluorobuttersaure

Hyperlipoproteinamie

3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A-Reduktase

Hepatische Triglyzeridlipase

Intermediate density lipoprotein,

Lipoproteine intermediarer Dichte
Kilogramm Korpergewicht

Koronare Herzerkrankung
Lezithin-Cholesterin-Acyl-Transferase

Low density Lipoprotein,

Lipoproteine niedriger Dichte
Lipoprotein
Lipoprotein (a)

Lipoprotein-Lipase
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LRP LDL-receptor related protein

MRFIT Multiple Risk Factor Intervention Trial

PR Produktionsrate (mg/kg KG/Tag)

PROCAM- Prospektive Cardiovaskulare Minster — Studie
Studie

PTCA Perkutane transluminale Koronarangioplastie
PVP Polyvinylpyrolidon

RT Residenttime

SDS Natriumdodecylsulfat

SDS-PAGE Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgel-Elektrophorese
SR-A Scavengerrezeptor A

SR-BI Scavengerrezeptor B-I

Temed N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

VLDL Very low density lipoprotein,

Lipoproteine sehr niedriger Dichte
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