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Arbeitshypothese und Fragestellung

Arbeitshypothese und Fragestellung

Die Nahrungszusammensetzung und die Uberernahrung sind neben der mangelnden Bewegung
und der genetischen Disposition wichtige Faktoren fir die Entstehung von Adipositas und Insu-
linresistenz. Da die Veranderungen im Lipidstoffwechsel frihzeitig in Erscheinung treten, be-
dirfen sie der besonderen Betrachtung. Diese Arbeit konzentriert sich auf die Analyse des Fett-

séuregehaltes der Plasma-Lipoproteine von Nachkommen von Typ Il Diabetikern.

Im Rahmen dieser Arbeit soll zundchst getestet werden, in welcher Konzentration die einzelnen
Fettsduren in den Lipoproteinklassen vorkommen und ob sich die Fettsaureprofile der einzelnen
Lipoproteinklassen mit der bereits bekannten Lipidklassen-Zusammensetzung erkléaren lassen.
Desweiteren soll gepriift werden, wie sich der Fettsauregehalt der Lipoproteine im zeitlichen
Verlauf nach der oralen Aufnahme einer definierten Fettmenge (Fettfrihstiick) veréndert. Zu-
letzt sollt betrachtet werden, wie die Insulinresistenz der Probanden, dargestellt durch HOMA-
IR, mit den Fettsdauremustern in den einzelnen Lipoproteinklassen korreliert, um damit das

eventuelle Potential von Lipoprotein-Fettsduren als metabolische Biomarker zu erkunden.



Einleitung

1. Einleitung

1.1 Insulinresistenz und Metabolisches Syndrom

1.1.1 Metabolisches Syndrom

Das metabolische Syndrom (MetS) wird als Zusammensetzung von Risikofaktoren verstanden,
welche die Entstehung von Herz-Kreislauferkrankungen und/oder einem Diabetes mellitus Typ
2 (DMT 2) beglnstigen (Isomaa et al. 2001, Lakka et al. 2002, Laaksonen et al. 2002). Die
meisten Studien zeigen fiir Personen, die am MetS leiden, ein zweifach erhéhtes Risiko, eine
kardiovaskuldre Komplikation zu erleiden und ein mehr als flinffach erhéhtes Risiko einen
DMT 2 zu entwickeln (Lorenzo et al. 2007).

Definiert wird das MetS ber die Komponenten Gewicht, Lipide, Blutdruck und Glukose (Blut-
zucker). Zur Erarbeitung einer einheitlichen Definition, mit der klinisch die Diagnose eines
MetS gestellt werden kann, haben sich die hauptsachlich beteiligten Organisationen, unter ande-
rem die Internationale Diabetes Federation (IDF), die American Heart Association (AHA), das
National Heart, Lung and Blood Institute (NHLBI) sowie das National Cholesterol Education
Programme Adult Treatment Panel 111 (NCEP/ATP Ill) zusammengesetzt und Grenzwerte vor-
geschlagen. Meist werden die NCEP ATPIII Kriterien benutzt. Beim Ubergewicht wird hier ein
Mal fir abdominale Adipositas, der Taillenumfang (waist circumference, WC) genommen. Fr
Manner gilt WC > 102 cm und fur Frauen WC > 88 cm, wobei populations- und landerspezifi-
sche Grenzwerte beriicksichtigt werden sollten. Bei den Blutlipiden werden die Triglyceride
(TG) geschlechtstiibergreifend mit > 150 mg/dl und die HDL-C fiir Manner mit < 40 mg/dl und
fir Frauen mit <50 mg/dl angegeben. Der Grenzwert fur den niichternen Blutzuckerwert liegt
bei > 100 mg/dl. Der Bluddruck wird mit >130 mmHg systolisch oder > 85 mmHg diastolisch
bewerted. Eine medikamenttse Behandlung in den Kategorien Blutlipidwerte, Blutzucker und
Blutdruck gilt als Uberschreitung des Grenzwertes, auch wenn der Wert im Normbereich liegt.
Ein MetS kann diagnostiziert werden wenn drei der fiinf angegebenen Grenzwerte tberschritten
sind (Alberti et al. 2009). Es handelt sich demnach um Stdrungen des Stoffwechsels, die bei

unausgewogenem Energiehaushalt vor allem bei Personen mit hohem Kdrpergewicht auftreten.
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Jedoch entwickeln nicht alle Ubergewichtigen Personen ein MetS. Seltener aber dennoch treten

diese Stoffwechselstérungen auch bei normalgewichtigen Personen auf (Ruderman et al. 1998).

Die Ursachen fur diese Anfélligkeit liegen einerseits in der genetischen Disposition und der
ethnischen Zugehorigkeit, andererseits tragen Uberernahrung und Bewegungsmangel einen
groBen Teil zur Entwicklung bei. Das Alter spielt ebenfalls eine entscheidende Rolle. Altere
Menschen leiden hdufiger unter den Erkrankungen aus dem Kreis des MetS. Allerdings sind
mittlerweile auch schon viele Kinder betroffen (Zimmet et al. 2007). Die Prévalenz des MetS
steigt weltweit, deshalb betreffen die entstehenden Probleme einerseits den Bereich,,Public
Health“und andererseits den klinischen Bereich (Alberti et. al. 2009).

Therapeutische Ansétze finden sich bisher in erster Linie in der Reduktion des Kdrpergewichtes
und der Steigerung der korperlichen Aktivitat. Eine medikamentdse Behandlung kann bei Dia-

betes mellitus, Hypertonie und Hyperlipiddmie nétig sein.

Prévalenzangaben sind aufgrund der bislang uneinheitlichen Definitionen schwierig zu verglei-
chen. Eine konstante Erkenntnis beim Vergleich der Studien hinsichtlich der Definitionen ist die
erhdhte Pravalenz des MetS bei alteren Menschen. (Cameron et al. 2004). Laut Angaben des
IDF, sind weltweit etwa 25% der Erwachsenen vom MetS betroffen. Es wird von einer Verdop-
pelung des Wertes in den nachsten 20 Jahren ausgegangen. In Deutschland ergab eine Analyse
auf der Datengrundlage des Bundes-Gesundheitssurveys 1998 nach ATP Il (Adult Treatment
Panel I11) Kriterien eine Pravalenz des MetS in der erwachsenen Allgemeinbevolkerung von
knapp tiber 20% (Neuhauser und Ellert 2005). Eine neuere Untersuchung des ,,German
Metabolic and Cardiovascular Risk Projekt“ (GEMCAS) in 1511 Hausarztpraxen ergab eben-
falls eine Pravalenz dieser GrofRenordnung (Moebus et al. 2007). Die Prévalenz des MetS in den
USA ist dhnlich und wurde nach der NCEP/ATP 111 Definition vom National Health and Nutri-
tion Survey (NHANES I11 1988-1994) mit 23,1% und im NHANES 1999-2000 mit 26,7% an-
gegeben (Ford et al. 2002).
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1.1.2 Insulinresistenz und HOMA-IR

Die Insulinresistenz (IR) scheint eine wichtige pathophysiologische Grundlage des MetS zu
sein, weshalb einige Autoren auch vom ,,insulin-resistance-syndrome* schreiben. Die IR ist ein
entscheidender Faktor in der Pathophysiologie des DMT 2 (DeFronzo et al. 1992). Weiterhin ist
sie assoziiert mit Adipositas, Hypertension, Dyslipidamie und koronarer Herzkrankheit (KHK)
(Serrano Rios 1998, Reaven et al. 1996, Scherrer und Sartori 1997).

Bei der beginnenden IR handelt es sich um eine Stoffwechsellage mit noch normalen Insulin-
werten aber einer reduzierten Antwort der Gewebe (Leber, Muskulatur, Fettgewebe) auf diese
(Saltiel 2000). In der Folge steigt der Blutzucker (BZ) an und lasst die IR messbar werden. Als
Folge auf den erhdhten BZ wird die Insulinsekretion, von zum Teil auch minderwertigem Insu-
lin, gesteigert. Die dadurch entstehende Herabregulation der Anzahl der Insulinrezeptoren sowie

die auf Dauer sinkende Funktionsfahigkeit der Betazellen verstarkt wiederum die IR.

Zur Bestimmung der IR wurde ein mathematisches Model, der HOMA-IR (HomeostasisModel
Assessment), eingefuhrt. Er gilt als Surrogatmarker fir IR und berechnet sich. HOMA-IR=
Nichterninsulin (uU/ml) x Nichterngluckose (mg/dL) / 22,5. Ein niedriger Wert von <1 gilt als
normal, bei einem Wert von >2 kann von einer vorhandenen IR ausgegangen werden. Werte
von >5 lassen sich durchschnittlich beim DMT 2 finden (Matthews et al. 1985).

Der HOMA-IR korreliert gut mit dem ,,Clamp-Test* (DeFronzo et al. 1997), welcher der Gold-
standard zur Ermittlung der IR ist. Eine gute Korrelation erreicht auch der Quantitative Insulin
Sensitivity Check Index (QUICKI), welcher speziell entwickelt wurde um die Bestimmung der
Insulinsensitivitdt in der Klinik zu vereinfachen. Er berechnet sich: QUICKI= 1/(log
(Ndchterninsulin [uU/mI]) + log (Nichterngluckose [mg/dL]). Im Gegensatz zum HOMA-IR
gelten hier, dhnlich wie beim Clamp-Test, hohe Werte als normal, mittlere Werte zeigen eine IR
an und niedere Werte finden sich bei DMT 2 (Katz et al.2000).

Dass die Bestimmung der IR bedeutungsvoll ist zeigt die Verona Diabetes Complications Stu-
dy, in welcher der HOMA-IR als ein unabhangiger Risikofaktor ermittelt wurde, der bei Typ 2
Diabetikern eine Vorhersage Uber die Inzidenz kardiovaskulérer Ereignisse erlaubt (Bonora et
al. 2002).

Als Ursachen fiir die Entwicklung einer IR werden vor allem Ubergewicht, zunehmendes Alter,

Bewegungsmangel und unausgewogener Lebensstil sowie ein niedriges Geburtsgewicht und
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eine genetische Pradisposition angenommen (Bloomgarden 1998). Ein Uberangebot von freien
Fettsduren (FFS) scheint an der Entstehung der IR beteiligt zu sein (Boden und Shulman 2002).
Die IR der Fettzelle ist vermutlich der ausldsende Faktor, der zu einer vermehrten intrazellula-
ren Hydrolyse von TGn und zur vermehrten Freisetzung von FFS in die Blutbahn fuhrt (Gins-
berg 2000). Es konnte gezeigt werden, dass unter anderem die FFS zur Verhinderung oder Sto-
rung der Signaltransduktion des Insulinrezeptors durch Hemmung der IRS-1 (insulin receptor
substrate 1)-assoziierten PI3(Phosphoinositid-3)-Kinase fuhren (Shulman 2000). Der entstehen-
de Entziindungsprozess steht ebenfalls mit der IR und vor allem mit einer KHK in Verbindung.
Es wurde gezeigt, dass die IR positiv mit CRP (C-reaktivem Protein) korreliert (Festa A 2000).

Die Pravalenz der IR wurde z.B. in der Bruneck Studie ermittelt. Bei dieser Studie handelt es
sich um eine epidemiologische Untersuchung an 888 zufallig ausgewéhlten Bewohnern der
italienischen Stadt Bruneck. Die IR wurde mit der HOMA-IR Methode nach Matthews et al.
1985 quantifiziert. Die Gesamtpravalenz der IR mit einem HOMA-IR > 2,77 betrug etwa 45 %.
Die Prévalenz der IR bezogen auf die jeweilige metabolische Stérung wurde ebenfalls angege-
ben. Sie betrug bei Patienten mit DMT 2, Hypertriglyceriddmie oder erniedrigtem HDL-
Cholesterin etwa 85%. Patienten mit Hypercholesterinamie, Hyperuricdmie oder Hypertension
wiesen zu 30-60% eine IR auf. Traten mehrere metabolische Stérungen in Kombination auf, so
war eine IR in 95% der Falle vorhanden. 5,1% der Probanden waren insulinresistent obwonhl sie

normalgewichtig und ohne metabolische Stérungen waren (Bonora et al. 1998).

1.1.3 IGT, IFG, Typ 2 Diabetes mellitus

Beim DMT 2 handelt es sich um eine Regulationsstérung des Glukosestoffwechsels, die sich
durch eine chronische Hyperglykdmie bemerkbar macht. Die Ursache liegt in einer unzurei-
chenden Insulinsekretion, einer unzureichenden Insulinwirkung (Insulinresistenz) oder in einer
Kombination aus beidem. Die Folge ist ein relativer Insulinmangel. Die chronische Hypergly-
kamie fuhrt zu den gefiirchteten Folgeerkrankungen zu denen die Mikroangiopathien (Retinopa-
thie, Nephropathie, Neuropathie) und die Makroangiopathien (KHK, AVK (Arterielle Ver-
schluB Krankheit)der peripheren Arterien, AVK der Hirnarterien) gehoren.

Es gibt drei diagnostische Richtwerte um einen DMT 2 zu diagnostizieren. Entweder erreicht
die Blutglukose bei der Blutentnahme (vends) am nuchternen Patienten einen Wert von > 126
mg/dl (normal < 100 mg/dl) oder, ein einmaliger Gelegenheitsblutzucker wird > 200 mg/dl ge-
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messen oder, ein Oraler Glukose-Toleranztest (OGTT) ergibt einen 2h-Blutzucker- Wert von >
200 mg/dl (normal < 140 mg/dl).

Es lassen sich zwei, als Pradiabetes bekannte, Stadien beschreiben, die ein erhohtes Risiko fiir
die Entstehung eines DMT 2 und kardiovaskulare Erkrankungen darstellen. Dazu gehdort einer-
seits die gestorte Glukosehomdostase IFG (impaired fasting glucose) mit einem
Blutglukosewert von > 110 < 126 mg/dl bei der vendsen, niichternen Blutentnahme und ande-
rerseits die gestorte Glukosetoleranz IGT (impaired glucose tolerance) mit einem 2 h-Wert von
> 140 < 200 mg/dl im OGTT. Etwa 60 % der Personen, die einen DMT 2 entwickeln, haben 5
Jahre zuvor entweder IGT oder IFG, 40% haben zu diesem Zeitpunkt eine normale
Glukosetoleranz (Unwin et al.2002). Dennoch entwickeln nicht alle Personen mit einer IR einen
DMT 2.

Die WHO schétzt in ihrem fact sheet Nr.312, dass weltweit mehr als 220 Millionen Menschen
an dieser Erkrankung leiden. Die Berechnungen ergeben, dass sich diese Zahl bis ins Jahr 2030
mehr als verdoppeln wirde. Im Jahr 2004 starben bereits etwa 3,4 Millionen Menschen an den
Folgen von zu hohem Blutzucker. Lander mit niedrigen bis mittleren Einkommensstatus sind
hauptséchlich betroffen (WHO 2011) Die sozialen und wirtschaftlichen Folgen dieser Erkran-
kung geben die Grundlage zur intensiven Forschung.

1.1.4 Adipositas und BMI

Die Adipositas ist der wichtigste Risikofaktor fur die Entstehung einer Reihe von Erkrankun-
gen, einschliellich DMT 2, Herz-Kreislauferkrankungen, Gallensteinleiden und bestimmter
Krebsarten (Eckel 2003). Sie ist der Hauptrisikofaktor bei der Entwicklung eines MetS.

Bei der Adipositas handelt es sich um eine chronische Erkrankung mit (berdurchschnittlicher
Vermehrung des Kdorperfettanteils, was zu einer Erhéhung des Korpergewichts flhrt. Die Er-
krankung liegt vor, wenn der Anteil der Fettmasse am Koérpergewicht bei Frauen 30% und bei
Mannern 20% (ibersteigt. Dieser Fettmassenanteil am Kdrpergewicht kann mit dem Kdrpermas-
senindex BMI (Body mass index) abgeschatz werden. Der BMI berechnet sich als BMI= Kor-
pergewicht (kg)/KorpergroBe (m)®. Normalgewicht liegt bei einem BMI von 18,5-24,9 vor.
Ubergewicht beginnt pauschal ab einem BMI von > 25. Das Ubergewicht wird weiter unterteilt
in ein Stadium der Préadipositas mit BMI von 25-29,5, der Adipositas Grad | mit BMI 30,0-
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34,9, der Adipositas Grad Il mit BMI 35,0-39,9 und der extremen Adipositas Grad Il mit BMI
> 40 (Internationale Einteilung des Gewichts von Erwachsenen nach BMI, modifiziert nach
WHO 2004)

Die Ursachen fir die Entstehung der Adipositas sind multifaktoriell. Neben generellen life-style
Veranderungen zihlen Uber- oder Fehlernahrung, Bewegungsmangel und Stress, zu den Haupt-
faktoren. Zu nennen sind ebenfalls Essstérungen, endokrine Stérungen, Medikamenteneinnah-
men und der Nikotinverzicht. Eine genetische Komponente, sowie komplexe hormonelle und
metabolische Interaktionen verstarken das Risiko fiir zentrale Fettleibigkeit (Després et
al.1992).

Laut WHO fact sheet Nr. 311von 2011 gilt: ““ In 2008 lebten tber 1,5 Milliarden Erwachsene,
die &lter als 20 Jahre sind, mit Ubergewicht. 500 Millionen davon waren fettleibig. Seit 1980
habe sich die Zahl der Fettleibigen mehr als verdoppelt*. Zunachst war es ein Problem in Lan-
dern mit hohem Einkommensstatus, mittlerweile sind Ubergewicht und Fettleibigkeit zuneh-
mend in L&ndern mit niederem und mittlerem Einkommensstatus zu verzeichnen. Es handelt

sich um eine Pandemie.

Die Datengrundlage fiir die Bewertung der Verbreitung von Ubergewicht in Deutschland bilden
aktuelle nationale Studien. Der Kinder- und Jugendgesundheitssurvey (KIGGS) des Robert-
Koch-Instituts (RKI) ergab, dass etwa 15% der Kinder und Jugendlichen zwischen 0-17 Jahren

tibergewichtig und davon 6% als adipds eingestuft wurden.

Laut den Kernaussagen der nationalen Verzehrstudie 11 2008, der zur Zeit groBten epidemiolo-
gischen Studie zur Erfassung der Ernahrungsgewohnheiten und des Lebensmittelverzehrs in
Deutschland sind 68% der Manner und 50% der Frauen tbergewichtig. Davon haben 20% der
Manner und 21% der Frauen einen BMI (ber 30. Mit zunehmendem Alter steigt der Anteil
tibergewichtiger Personen. Die jungen Erwachsenen sind zu 25% (bergewichtig oder adip6s.
Bei den 70-80 Jahrigen steigt der Anteil bereits auf 75-85 %.

In den USA wird die Préavalenz der Adipositas von NHANES (National Health and Nutrition
Examination Survey) verfolgt. Die Pravalenz ist in den letzten 30 Jahren enorm gestiegen. Zur-
zeit haben etwa 30% der Erwachsenen einen BMI tber 30 und 16% der Kinder sind uberge-
wichtig (Baskin et al.2005).
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Mit steigendem Gewicht erhéht sich das Risiko fur die Entstehung von kardiovaskularen Er-
krankungen, DMT 2 und Hypertonie (West und Kalbfleisch 1971, Havlik et al. 1983 Wilson et
al. 2002, Van-Gaal et al. 2006)). Dennoch werden nicht alle Ubergewichtigen zu Diabetikern
(Felber und Golay 2002), allerdings sind oder waren 60-90% der DMT 2 (ibergewichtig (Harris
1992).

1.1.5 Diabetische Dyslipiddmie

Abnormalitaten der Plasmalipide und Lipoproteine sind wegen der zentralen Rolle der IR lange
vor einer Hyperglykamie sichtbar (Ginsberg 1991, Kreisberg 1998, Haffner 2002). Die
Dyslipidamie ist ein weiterer Bestandteil des MetS. Sie gilt neben der Hyperglykamie und der
Hyperinsulindmie bei DMT 2 als ein weiterer Hauptrisikofaktor bei der Entstehung kardiovas-

kulérer Erkrankungen.

Die diabetische Dyslipoproteindmie ist gekennzeichnet durch quantitative und qualitative Ver-
anderungen der Lipoproteine (Chahil et al. 2006) Es handelt sich um ein typisches Profil mit
erhohten Triglyceridwerten, niichtern > 150 mg/dl und postprandial > 300 mg/dl. Das HDL
Cholesterin ist erniedrigt, bei Frauen mit HDL-C < 50 mg/dl und bei Mannern mit HDL-C < 40
mg/dl. Die LDL-Cholesterin Konzentration ist unverandert oder moderat erhéht, wahrend die
Anzahl von small dense LDL (SD LDL) Partikeln deutlich erhéht ist. Cholesterin gilt ab einem
Wert von > 200 mg/dl als erhoht. Zusétzlich wird das ApoB, Strukturprotein der VLDL und
LDL erhéht und das ApoA-I, Strukturprotein der HDL, erniedrigt gemessen. Als Ursache fir
die Plasmalipidverédnderungen werden verschiedene Mechanismen diskutiert. Die erhohten
Triglyceridwerte entstehen aus den vermehrt anfallenden Chylomikronen und VLDL. Bei der
IR liegt eine Reduktion der Lipolyse durch die insulinsensitive LPL vor (Merkel et al. 2002).
Dadurch wird der Abbau der Chylomokronen und VLDL eingeschrénkt. Es kommt zu einer
Akkumulation der TG-reichen Chylomikronen. Desweiteren bildet die Leber, beim Versuch, die
angebotenen TG zu verarbeiten um die Homdostase aufrecht zu erhalten, vermehrt VLDL und
ApoB. Folglich kommt es zu erhéhten VLDL-Plasmaspiegeln und somit insgesamt zu erhéhten
Plasma-TG- Spiegeln. Bei massivem Lipidlberschuf’ erfolgt der Einbau von TG in die Leber

selber, so daR eine Steato-Hepatitis entsteht.
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Eine mogliche Erklarung fir die reduzierten HDL Werte und die Bildung der SD LDL ist das
Cholesteryl ester transfer protein (CETP) (Tall 1993). Bei libergewichtigen Personen mit erhéh-
ten TG tauscht das CETP besonders viel TG aus triglyceridhaltigen Lipoproteinen (VLDL)
gegen Cholesterin aus den cholesterinreichen Lipoproteinen (LDL, HDL) aus. Die so mit TG
beladenen HDL und LDL werden in der Leber durch die hepatische Lipase hydrolisiert. Dabei
wird das ApoAl der HDL abdissoziiert und zum Teil Gber die Nieren ausgeschieden. Durch das
Fehlen des ApoAl reduziert sich insgesamt die Anzahl der HDL Partikel und damit deren
antiatherogene Funktion. Aus den LDL werden durch die hepatische Lipase SD LDL (small
dense LDL) (Dullaart et al.1994, Arai et al. 1994). Das sind cholesterinarme Partikel, die klei-
ner aber in groferer Zahl vorhanden sind. Die SD LDL stehen im Verdacht, stérker atherogen
zu wirken, da sie unter anderem leichter in die Arterienwand eindringen kdnnen. (Lamarche et
al. 1999,Brunzell 2005, Krauss 2004).

Etwa 50% der tber 40 jéhrigen Personen in den westlichen Industrielandern haben erhéhte Cho-
lesterinwerte. Erndhrungs- und lebensstilbedingte Hypertriglyceriddmien sind ebenfalls h&ufig
(Herold 2006). Da die KHK die weltweit haufigste Todesursache ist, wurden Konzepte zur Er-
fassung des individuellen Risikoprofils entwickelt, welche u.a. LDL, HDL, TG als Hauptrisiko-
faktoren mit einberechnen. Zudem gibt es bereits pharmakologische Mdglichkeiten der Thera-
pie von Fettstoffwechselstorungen.

Die Prévalenz der Hypertriglyceriddmie bei DMT 2 ist zwei bis drei Mal hoher als bei Nichtdi-
abetikern (Vasilios et al. 2011).

1.2. Lipide

Die folgenden Kapitel geben einen kurzen Uberblick tber die zum Verstandnis notwendigen

Grundlagen der Biochemie und Chemie.

Neben Kohlenhydraten und Proteinen stellen Lipide eine Klasse energiereicher Substanzen dar,
die vom menschlichen Organismus zur Energiespeicherung, zum Membranaufbau und fiir die
Signaltransduktion bendtigt werden. Ebenfalls werden sie zur Synthese von Vitaminen, Steroid-

hormonen und Gallensauren verwendet.

Bei den Lipiden handelt es sich um Molekiile, die sich aus sehr unterschiedlichen Teilen zu-
sammensetzen. Gemeinsam ist ihnen die schlechte Ldslichkeit in Wasser.
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Sie l6sen sich hingegen gut in unpolaren organischen Losungsmitteln wie Methanol, Aceton
oder Chloroform. Zu den einfachen, nicht hydrolysierbaren Lipiden gehéren Fettsauren, Terpe-
ne und Steroide. Die hydrolisierbaren Lipide enthalten Esterbindungen. Dazu gehdren Wachse,

TG, Phospholipide, Glycolipide und Cholesterinester.

1.2.1 Triglyceride

In Form von Triglyceriden (= Triacylglycerolen) wird langfristig Energie im Organismus ge-
speichert. Triglyceride (TG) entstehen durch Veresterung des Alkohols Glycerin mit drei Fett-
séuren. Die hochste Konzentration an TG kommt im Speicherfett des Fettgewebes vor. Die
Korperfettmenge eines normal erndhrten, 70kg schweren Menschen betrégt 10-12 kg. Die Fa-
higkeit des Korpers eines normal erndhrten, 70kg schweren Menschen Kohlenhydrate zu spei-
chern liegt hingegen bei etwa 400 g Glycogen. Der Physikalische Brennwert bei TG betragt 40
kJ/g. Proteine und Kohlenhydrate haben einen Brennwert von 17-18 kJ/g. Der normale Plasma
bzw. Serumspiegel sollte niichtern < 150 mg/dl und postprandial < 300 mg/dl liegen.

1.2.2 Cholesterin und Cholesterinester

Cholesterin (= Cholesterol) ist ein essentieller Bestandteil der Zellmembranen. Es ist ebenfalls
Grundlage fir die Biosynthese von Steroidhormonen, Vitamin D und Gallensduren. In Form
von Cholesterinestern wird Cholesterin in den Zellen gespeichert. Cholesterin kann von allen
Zellen synthetisiert werden, hauptséchlich aber von der Leber. Der gesamte Cholesterinbestand
des menschlichen Korpers belduft sich auf 140 g und setzt sich aus exogenem, mit der Nahrung
aufgenommenem, und endogenem, synthetisiertem Cholesterin zusammen. Der normale Plasma
bzw.Serumspiegel liegt bei 110-220 mg/dl. Die erhohten Plasmakonzentrationen von Choleste-
rin kénnen zu dessen Ablagerung an den Wanden der BlutgefaRe fihren und damit das

Atheroskleroserisiko erhdhen.
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1.2.3 Phospholipide

Phospholipide (PL) sind wichtige Membranlipide, die mit ihrer amphiphilen Eigenschaft am
Aufbau der Doppelschicht von Biomembranen beteiligt sind. Sie bestehen aus einem hydrophi-
len Kopfteil und einem hydrophoben Schwanzteil. Die meisten PL haben Glycerin als Grundge-
rist (Glycerophospolipide). An dem Glycerin sind zwei Fettsauren gebunden und ein Phosphat-
rest, welcher mit einer Alkoholkomponente (Cholin, Ethanolamin, Serin, Inositol) verestert ist.
Die haufigsten PL, die in Zellmembranen vorkommen, sind demnach Phosphatidylcholin (Leci-
thin), Phosphatidylserin, Phosphatidylethanolamin (Kephalin) und Phosphatidylinositol. Die
Sphingolipide, ebenfalls amphiphil und wichtiger Bestandteil von Membranen, enthalten als

Grundgerist Sphingosin, an welchem eine Fettsdure sowie ein hydrophiler Rest gebunden ist.

1.3 Lipoproteine

1.3.1 Aufbau

Aufgrund der hydrophoben Eigenschaften der Lipide, werden flr ihren Transport im Blut
Lipoproteine benotigt. Die Lipoproteine bestehen aus einem lipophilen Kern, der gebildet wird
aus Cholesterinestern und Trigyceriden, sowie einer hydrophilen Hdlle bestehend aus freiem
Cholesterin, PL und Apoproteinen. Die PL gruppieren sich mit ihrer lipophilen Domane um den
lipophilen Kern. Die hydrophile Doméne vermittelt die Wasserldslichkeit, welche den Transport

in wéssriger Losung ermdglicht.

Die Apoproteine sind wichtig fur den Stoffwechsel der Lipoproteine. Sie aktivieren und inhibie-
ren Enzyme und wirken als Liganden von Rezeptoren, die fur die Aufnahme der Lipoproteine
zustandig sind. Diese Rezeptoren befinden sich in der Leber und im peripheren Gewebe. Diese

spezielle Struktur ermdglicht den Transport der Lipide im Blut.
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Cholesterolester

ApoB-100

Phospholipid

Triacylglyzerol

Cholesterol

Abbildung 1 Struktur eines Lipoproteins

Der Lipidkern besteht aus TG und CE. Die Hille besteht aus PL und freiem Cholesterol. In die Oberfl&-
che sind Apoproteine eingelagert. (Abbildung modifiziert nach Segrest et al.2001)

Es gibt vier Hauptklassen von Lipoproteinen, die sich in der Zusammensetzung beztglich ihrer
Lipide und Apoproteine unterscheiden. Die Einteilung erfolgt nach ihrer Dichte und Grofe.
Unterschieden werden mit zunehmender Dichte und zunehmendem Apoproteinanteil
Chylomikronen, ,,very low density lipoproteins® (VLDL), ,,Jow density lipoproteins* (LDL) und
,high density lipoproteins*“(HDL). Einen Uberblick iiber die wichtigsten Eigenschaften gibt die
folgende Tabelle.
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Tabelle 1 Eigenschaften der Lipoproteine (nach Havel und Kane 2001)

Chylomikronen VLDL LDL HDL
Dichte [g/ml] ~0,93 0,93-1,006 1,019-1,063 1,063- ~1,28
Durchmesser [nm] 75-1200 30-80 18-25 5-12
Triglyceride [%] 86 55 6 0-5
Cholesterin [%] 2 7 8 5
Cholesterinester [%] 3 12 42 0-17
Phospholipide [%] 7 18 22 5-33
Apolipoproteine [%] 2 8 22 40-90

B48 B100 B100 A
Apolipoprotein
E E E

1.3.2 Lipoproteinmetabolismus

Die in diesem Kapitel dargestellten Zusammenhange orientieren sich an den Ausfiihrungen von
Schwandt P (2006) Eine ausfiihrliche Ubersicht tiber den Lipoproteinmetabolismus sowie wei-
terfihrende Referenzen sind dort zu finden. Zum Lipoproteinmetabolismus gehdren der exoge-
ne (postprandiale) und der endogene (niichterne) Lipoproteinstoffwechsel sowie der reverse
Cholesterintransport. Postprandial werden die Nahrungslipide durch Lipasen im Darm gespal-
ten. Gallensduren verpacken die Spaltprodukte in Micellen, welche von den Mucosazellen des
Darmepithels aufgenommen werden. In den Mucosazelllen entstehen TG, welche mit ApoB48
zu triglyceridhaltigen Chylomikronen assoziieren und in die Lymphbahn abgegeben werden.
Von dort gelangen sie ins Blut. Die Chylomikronen transportieren die exogenen Lipide zur Le-
ber. Im Blut befindet sich die endothelsténdige Lipoproteinlipase (durch Insulin induziert), wel-
che aus den Chylomikronen Fettsauren freisetzt, die von der Muskulatur, vom Herz und vom
Fettgewebe aufgenommen werden. Gleichzeitig gibt ein ApoE-haltiges HDL sein ApoE an den
verbleibenden Chylomikronen Remnant ab, welcher in der Leber tiber den LRP1 aufgenommen
wird. Zur Versorgung der peripheren Gewebe mit TG, CE und PL wéhrend der niichternen Pha-
se des Stoffwechsels werden die ,,endogen Lipide* herangezogen. In der Leber erfolgt deshalb

eine Umverpackung in VLDL, welche mit ApoB100 bestiickt TG zu den extrahepatischen Ge-
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weben transportieren. Durch die gewebsstandigen Lipoproteinlipasen werden aus den VLDL
Fettsduren freigesetzt und zu den jeweiligen Zellen transportiert. Die VLDL werden weiter ab-
gebaut und dann in der Leber Uber LDL zu den cholesterinreichen LDL umgebaut, um Choles-
terin zu den Geweben zu bringen. Fast alle Gewebe enthalten den LDL-Rezeptor, tiber den die
Aufnahme moglich wird. Es wird so viel Cholesterin aufgenommen, wie benétigt wird. HDL
sind fur den reversen Cholesterintransport zustandig. Sie nehmen aus den Membranen der Ge-
webe als kleine discoidale HDL Cholesterin auf und werden dann letztendlich zu den grof3eren
HDL,. Das Cholesterin gelangt zur Leber, wo es in Form von Gallensduren ausgeschieden wird.
Madglich ist auch eine Umwandlung der HDL, in HDL3 Dabei werden die Cholesterinester der
HDL, gegen TG der TG-reichen Lipoproteine ausgtauscht, welche dann durch die hepatische
Triglyceridlipase hydrolisiert werden. Es entstehen kleinere, dichte HDL 3,

1.4 Fettsauren

1.4.1 Nomenklatur und Klassifizierung

Die in diesem Kapitel behandelte grundlegende Darstellung der Fettsduren (FS) orientiert sich
an den Ausfiihrungen von Gunstone (2007). Detaillierte Beschreibungen der FS sowie weiter-

fuhrende Referenzen sind dort zu finden.

Die FS bestehen aus einer Kette von Kohlenstoffatomen und einer Carboxylgruppe. Sie enthal-
ten meistens eine gerade Anzahl von C-Atomen, da sie aus Einheiten von je 2 Kohlenstoffato-
men, den Essigsdureeinheiten, synthetisiert werden. Die Anzahl der C-Atome ist die Grundlage
der Namensgebung. Fur die molekulare Bezeichnung wird die Anzahl der C-Atome inklusive
der Carboxylgruppe angegeben. Nach dem Doppelpunkt folgt die Angabe der Anzahl der Dop-
pelbindungen. Durch den griechischen Buchstaben o wird die Position der ersten Doppelbin-
dung beschrieben wenn vom Methylende ausgehend gezahlt wird. Mit diesen Informationen
erfolgt die Einteilung in geséttigte (SAFA= saturated fatty acid), einfach ungesattigte (MUFA=
mono unsaturated fatty acid) und mehrfach ungesattigte FS (PUFA= poly unsaturated fatty
acid). Die geséttigten FS sind maximal mit Wasserstoffatomen beladen und haben keine Dop-
pelbindungen innerhalb der Kohlenwasserstoffkette. Durch das Auftreten von Doppelbindungen
zwischen den C-Atomen werden die FS ungeséttigt. Daraus ergibt sich unter anderem auch ihre
rdumliche Anordnung in cis- oder trans-Isomerie. Bei naturlichen Fetten liegt weitestgehend die
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cis-Position vor. Die trans-Position hingegen kommt in den sogenannten Transfettsauren vor,
die bei der Raffination von Speisefetten wie z.B. Margarine entstehen. Sie stehen im Verdacht,
kardiovaskulére Risiken zu bergen (Willett 2006). Zu den einfach ungesattigten FS gehdren die
FS der delta 9-Desaturase Familie. Zu den mehrfach ungeséttigten FS gehéren die FS der ®3-
sowie der m6-Familie. Die mehrfach ungesattigten FS sind von besonderer Bedeutung fur den
menschlichen Organismus sind, da zu dieser Gruppe die essentiellen FS gehdren. Dabei handelt
es sich um FS, die vom Organismus nicht selber synthetisiert werden kdnnen, da sie Doppelbin-
dungen enthalten, die mehr als 9 C-Atome von der Carboxylgruppe entfernt sind. Sie stammen
von Pflanzen, da dort die entsprechenden Desaturasen vorkommen. Daher miissen sie mit der
Nahrung aufgenommen werden. Zu den essentiellen FS gehoren die Linolsdure, die
Linolenséure sowie die Nervonsdure. Die Einteilung nach der Kettenlange ergibt kurzkettige
(bis zu 4 C-Atome), mittelkettige (6-10 C-Atome) und langkettige FS (liber 10 C-Atome). Die
Konsistenz der Fette wird durch die Lange der Kohlenwasserstoffkette und die Anzahl der
Doppelbindungen bestimmt. Je langer die Kohlenwasserstoffkette desto héher der Schmelz-
punkt und je mehr Doppelbindungen vorliegen, desto niedriger liegt der Schmelzpunkt. Feste
Produkte enthalten eher lange gesittigte FS, wahrend fliissige Ole aus einfach oder mehrfach
ungesattigten FS bestehen. Die Trivialnamen der FS wiederum ergeben sich zum Teil aus dem
Grundmaterial aus welchem sie zuerst isoliert werden konnten. Die Palmitinsdure wurde bei-
spielsweise erstmals aus der Olpalme Elaeis guineensis isoliert und ist, neben Olsaure, tiberwie-
gend in Palmol enthalten. Fette und Ole bestehen prinzipiell aus einer Mischung verschiedener
FS (Small 1991). Es gibt jedoch FS, die den hauptsachlichen Anteil der Mischung ausmachen.
Die Olsaure beispielsweise ist tiberwiegend in ErdnuRol, HaselnuRol, Olivendl, Palmél, Rapsol,
Mandel6l, aber auch in Schweineschmalz, Rindertalg, Ganseschmalz und Butterfett enthalten.
Zu den FS rein pflanzlichen Ursprungs gehort, die Linolséure, die in Diesteldl, Sojadl, Sonnen-
blumendl, Traubenkerndl, Maiskeimol, Walnu36l und Weizenkeimél Gberwiegend vorkommt.
Die y-Linolensdure ist (iberwiegend in Leindl enthalten. Zu den Fetten tierischen Ursprungs
zahlt die Palmitinsaure und insbesondere bei Schweineschmalz und Rindertalg die Stearinséure.
Die Arachidonsaure kommt in Pflanzendlen praktisch nicht vor, ist aber als wichtiger
Membranbestandteil in allen Geweben vorhanden. Die ®3-FS (EPA und DHA) sind vorwiegend
in Fischdlen zu finden und standen im Verdacht, die Insulinsensitivitidt und Insulinsekretion zu

verbessern. Diese Annahmen konnten allerdings nicht bewiesen werden (Vessby 2001).
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Tabelle 2 Nomenklatur der Fettsauren

Trivialname/Abkirzung

Gesattigt

Myristinséure
Palmitinsaure
Stearinsaure
Arachinsdure
Behensaure

Lignocerinséure
D9 Desaturase Familie

Myristolséure
Palmitdlsaure
Vaccensaure
Olsaure
Eicosaensaure
Erucasaure

Nervonsaure
Omega 3 Familie

a-Linolenséure
Stearidonsdure
Eicosatriensdure (ETA)
-3- Arachidonsaure
Eicosapentaensdure (EPA)
Docosapentaensédure (DPA)

Docosahexaenséaure (DHA)
Omega 6 Familie

Linolsaure
y-Linolensdure
Eicosadienséure
Dihomo-y-Linolenséure

Arachidonsaure

Molekulare Bezeichnung

14:0
16:0
18:0
20:0
22:0
24:0

14:105
16:107
18:107
18:109
20:109
22:109
24:109

18:303
18:403
20:303
20:403
20:503
22:503
22:603

18:2w6
18:3w6
20:206
20:3w6
20:406

Wissenschaftliche Bezeichnung

tetradecanoic acid
hexadecanoic acid
octadecanoic acid
eicosanoic acid
docosanoic acid

tetracosanoic acid

cis 9- tetradecenoic acid
cis 9- hexadecenoic acid
cis 11- octadecenoic acid
cis 9- octadecenoic acid
cis 11- eicosenoic acid
cis 13- docosenoic acid

cis 15- tetracosanoic acid

cis 9,12,15- octadecatrienoic acid

cis 6,9,12,15- octadecatetraenoic acid

cis 11,14,17- eicosatrienoic acid

cis 8,11,14,17- eicosatetraenoic acid

cis 5,8,11,14,17- eicosapentaenoic acid
cis 7,10,13,16,19- docosapentaenoic acid

cis 4,7,10,13,16,19- docosahexaenoic acid

cis 9,12- octadecadienoic acid
cis 6,9,12- octadecatrienoic acid
cis 11,14~ eicosadienoic acid
cis 8,11,14- eicosatrienoic acid

cis 5,8,11,14- eicosatetraenoic acid
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1.4.2 Synthesewege der Fettsdauren

Die de novo Fettsaurebiosynthese aus Acetyl-CoA Einheiten ist allen Eukaryoten mdéglich. Da-
flr steht ihnen mit der Fettsduresynthase (FASN) ein Multienzymkomplex zur Verfiigung, der
FS bis zu einer L&nge von 16 C-Atomen bilden kann. Die in den Mitochondrien und im Endo-
plasmatischen Retikulum vorkommenden Elongasen (ELOVL= elongation- of- very- long-
chain fatty acids) konnen die Kohlenwasserstoffkette am Carboxylende um jeweils zwei Koh-
lenwasserstoffmolekdile verlangern. Fur die Bildung der FS sind verschiedene Elongasen und
Desaturasen von Bedeutung, die in einem Artikel von Guillou et al. 2010 zusammengefasst
werden, an welchem sich die folgenden Ausfiihrungen orientieren. Die ELOVL6 benutzt als
Substrate FS mit 12 bis 16 C-Atomen und verlangert die Kohlenwasserstoffketten der gesattig-
ten sowie der einfach ungeséttigten FS. Die ELOVLs 1 und 3 verldngern die Kohlenwasser-
stoffketten der geséattigten und einfach ungesattigten FS mit 18 bis 24 C-Atomen. Die ELOVL5
verlangert bei den mehrfach ungeséttigten FS Linolsdure zu Eicosadiensdure und vy-
Linolensdure zu Dihomo-y-Linolensdure, sowie o-Linolensdure zu Eicosatriensdure und
Stearidonséure zu Eicosatetraensdure. Die ELOVLs 2 und 5 verlangern ebenfalls bei den mehr-
fach ungesattigten FS die Kohlenwasserstoffketten und zwar die der EPA sowie die der DPA.
Fur das Einfiigen von Doppelbindungen zur Synthese einfach und mehrfach ungeséttigter FS
sind die Desaturasen verantwortlich.Sie entfernen enzymatisch zwei Wasserstoffatome und
lassen so die Doppelbindung entstehen. Bei Sdugetieren sind delta 5-, delta 6- und delta 9-
Desaturasen bekannt, Doppelbindungen kdnnen also nicht jenseits vom C-9-Atom eingefugt
werden. Die delta 9-Desaturase, auch bekannt als Stearoyl-CoA-Desaturase (SCD), bildet
hauptsachlich Palmitolsaure aus Palmitinsaure und Olsaure aus Stearinsdure. Die delta5- und
delta 6-Desaturasen, die auch FADS1 und FADS2 genannt werden, fligen Doppelbindungen an
den C-Atomen 5 bzw. 6 von ungesattigten FS ein. Dadurch entsteht aus der essentiellen Linol-
sdure im Verlauf des w6-Syntheseweges die Arachidonséure, aus welcher schlieflich die
Eikosanoide gebildet werden, die eine wichtige Rolle bei der Uberempfindlichkeits- und Ent-
zlindungsreaktion spielen. Aus der a-Linolensaure entstehen durch die FADS1 und FADS2 im
Verlauf des 3 Synthesewegs EPA und DHA. Aus EPA werden Prostaglandine gebildet und
DHA qilt als besonders wichtige Komponente des Nervensystems. Die Aktivitat der
Desaturasen ist reguliert durch den Konkurrenzkampf der Substrate, durch Produktinhibition
und durch Insulin. Wahrscheinlich beeinflusst die korperliche Aktivitat ebenfalls die Funktion
der Enzyme (Vessby et al. 2002). Die Abbildung 2 gibt einen zusammenfassenden Uberblick
Uber den Stoffwechsel der FS bei Sdugetieren.
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De novo Lipogenese
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Abbildung 2 Stoffwechsel der Fettsduren bei Sdugetieren

Abkilrzungen: SCD, Stearoyl-CoA-Desaturase (delta 9-Desaturase); FASN, Fettsauresynthase; ELOVLSG,
Elongase 6; ELOVL1/3, Elongase 1/Elongase 3; ELOVL2/5, Elongase 2/Elongase 5; FADS1, delta 5-
Desaturase; FADS2, delta 6-Desaturase (Mit freundlicher Genehmigung von Dr. Ludger Scheja, Institut

fur Biochemie und Molekulare Zellbiologie, UKE Hamburg).

1.4.3 Fettsdure Veradnderungen im Metabolischen Syndrom

Eine generell wichtige Rolle fir die Fettzusammensetzung des Blutes nehmen neben der Art

und Menge der Erndhrung der individuelle Stoffwechsel, das Alter, die Erbanlagen und das

Geschlecht ein. Die Mischung an Fetten, die in der Nahrung enthalten ist spiegelt sich zum Teil

in der Zusammensetzung der FS der Gewebe wieder (Van Staveren et al. 1986, Nikkari et al.
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1995). Das bedeutet, daB sich nach der Fettaufnahme innerhalb der ersten Stunden eine Verén-
derung der Serum TG einstellt. Die Fettsdurezusammensetzung der Cholesterinester und PL
spiegelt die FS der Nahrung der letzten 3-6 Wochen wieder. Die Erythrocytenmembran bei-
spielsweise spiegelt die Fettsdureaufnahme der vergangenen Monate wieder, die TG des Fett-
gewebes die der letzten Monate bis Jahre (Vessby 2002). Es hat sich herausgestellt, dass die
gesteigerte Aufnahme von gesattigten FS mit steigender IR vergesellschaftet ist, wéhrend die
Aufnahme von mehrfach ungeséttigten FS die IS tendenziell verbessert (Vessby et al. 2001).
Liegt eine Insulinresistenz vor, so verandert sich neben der Zusammensetzung der Skelettmus-
kelmembranen auch die Zusammensetzung der Serumlipide. Die Konzentration der Palmitin-
séure (16:0) erhoht sich und die Linolsdure Konzentration (18:2 n-6) fallt ab. Die Griinde daftr
scheinen eine erhohte de novo Lipogenese und veranderte Aktivitaten der Desaturasen zu sein.
Die geschatzten Aktivitaten der delta 6- und delta 9-Desaturasen steigen an und die der delta 5-
Desaturase sinkt ab (Vessby 2002). Geschatzt werden die Aktivitaten dieser Enzyme im Ubri-
gen durch die Desaturase Indices, die sich aus dem Verhaltnis von Produkt zu Edukt errechnen.
Ein hohes Verhéltnis von Arachidonséure (20:4 n-6) zu Dihomo-y-Linolenséure (20:3 n-6) gibt
eine gute delta 5- Desaturase Aktivitat an, welche wiederum fir eine gute Insulin Sensitivitat

spricht.
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2. Material und Methoden

Der praktische Teil der Arbeit beinhaltet die Aufbereitung der Proben im Labor und gliedert
sich in finf Arbeitsschritte. Zuerst wird mit der FPLC (Fast Protein Liquid Chromatographie)
eine GroRentrennung der Bestandteile vorgenommen. Mit einer Cholesterinbestimmung werden
die Lipoproteine ihren Kategorien zugeordnet und im Pooling miteinender vereint. Die sich
anschlielende Derivatisierung dient der Herstellung der Fettsduremethylester, welche fir die
Gaschromatographie benétigt werden. Die Gaschromatographie bildet die enthaltenen FS ab. In
diesem Kapitel werden die Grundlagen der verschiedenen Verfahren erléutert.

2.1 FPLC- Fast Protein Liquid Chromatographie

Das Prinzip dieser Methode ist die Trennung der Probenbestandteile nach deren GréRe (Shee-
han 1996, Ordovas und Osgood 1998). Das Patientenplasma wird mit Puffer verdiinnt und in die
FPLC-S4ule injiziert. Die Séule besteht aus porésem Material (gepackte Sdule). Grofie Bestand-
teile gelangen schnell, der Schwerkraft folgend durch das Saulenmaterial und belegen die ersten
Reaktionsrohrchen im Fraktionssammler. Die kleinen Bestandteile bendtigen mehr Zeit, je klei-
ner sie sind, da der Durchgang der Séule nicht auf dem direkten Wege erfolgt. Die Teilchen
werden vermehrt abgelenkt und ber Umwege gelangen sie in die letzteren Reaktionsrohrchen

des Fraktionssammlers.

2.1.1 FPLC- Methode

Es werden zwei Plasmaproben auf dem Rotor bei 30 U/min. in 10 Min. aufgetaut. Nach dem
Zentrifugieren, 10 Minuten bei 14.000 U/min., werden 150 ul der Probe, unter vorsichtigem
Rihren in der oberen Rahmschicht, mit der Pipette abgenommen. Dieser Teil wird in eine Mik-
rorfhre gegeben und mit 100 pl FPLC-Puffer vermischt. Mit der Kanile einer Einmalspritze
werden 250ul der Probe aufgenommen und in die FPLC injiziert, bis der Loop gefiillt ist. Es
wird das Programm 2 ausgewahlt. Die Probe durchlauft die Superose TM 6 Séule und wird in

40 Fraktionen zu je etwa 400-500 pl aufgeteilt.

Geréte:
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e Rotor CAT RMS r-80

e Zentrifuge Sigma 1-15 K

e Saule Superose TM 6 10/300 GL

e Finpipette 20-200

Verbrauchsmaterial:

e Mikroréhren 1,5 ml mit Verschlul® (Sarstedt)

e Pipettenspitzen 200 pul gelb

e Einmalspritzen

e Kanilen
Reagenz:
Chemikalie Hersteller
Tris- HCL pH8 Sigma
NaCl Baker
EDTA Sigma
Angesetzte Losung/Chemikalie Verhaltnis

10 x FPLC Puffer

100 mM Tris, 1,5 M NaCl, 100 mM EDTA

FPLC Puffer

200ml 10x FPLC Puffer in 1800 ml Aqua dest.
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2.2 Cholesterinbestimmung

Das Prinzip der Cholesterinbestimmung beruht auf einer enzymatischen Farbreaktion, die pho-
tometrisch gemessen und mit einer Eichreihe verglichen wird. Die Durchfiihrung der Choleste-
rinbestimmung ist notwendig, um den Cholesteringehalt der einzelnen Fraktionen zu ermitteln.
Die Einteilung der Zugehdrigkeit der Fraktionen zu der entsprechenden Lipoproteinklasse er-

folgt nach Grof3e und Cholesteringehalt.

2.2.1 Cholesterinbestimmung- Methode

Eine 96-Well Platte wird zunéchst mit einer Eichreihe in Doppelbestimmung bestuckt. An-
schlielend werden 100ul jeder Fraktion auf die Platte pipettiert. Nach der Zugabe von je 200ul
Cholesterinreagenz und der zehnminitigen Inkubation wird mit dem Photometer der Choleste-

ringehalt bestimmt.

Gerdte:
o Biotrak-Reader (Amersham biosciences )Plate Reader
e Finnpipette Multikanal 50-300

e Finpipette 20-200

Verbrauchsmaterial:

e PS Mikroplatte 96 Well non-sterile (greiner bio-one)
e Finntipps 300 pl

e Pipettenspitzen 200 pl gelb
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Reagenzien:
Chemikalie Hersteller
Cholesterinreagenz Cholesterol CHOD-PAP Roche/Hitachi
Precipath L Roche Systems
2.3 Pooling

In diesem Schritt werden die Fraktionen, die aufgrund des Cholesteringehaltes den vier
Lipoproteinkategorien VLDL, HDL, LDL und FFS entsprechen, zusammengefiigt. Durch die
Zugabe von BHT-L6sung als Antioxidans werden die FS stabilisiert (Christie 1985). Fir die
Doppelbestimmung werden zwei identische Proben hergestelit.

2.3.1 Pooling- Methode

Alle verwendeten Reagenzglaser werden zuerst mit Aceton, danach mit Methanol-Toluol aus-
gewaschen und im Trockenschrank kurz getrocknet. Nach Vorgabe der Kurve der Cholesterin-
bestimmung (Abbildung 7) werden die jeweiligen Fraktionen gepoolt, d.h. die entsprechenden
Einzelfraktionen werden, entsprechend der Tabelle 3, in einem gréfReren Reagenzglas zusam-
mengefligt. Aus den 40 Einzelfraktionen entstehen vier Pools, denen jeweils eine

Lipoproteinklasse zugeordnet wird:

Tabelle 3 Zuordnung der Fraktionen zu Lipoproteinklassen

Fraktion Lipoproteinklasse
7-10 VLDL
13-18 LDL
22-26 HDL
31-36 ALB

Von jedem Pool wurden 50pul in eine Mikror6hre abpipettiert und eingefroren. Aus dieser neu-
gewonnenen Probe soll eine Apo E Bestimmung durchgefiihrt werden. Nach dieser Entnahme
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wird in jeden Pool, entsprechend der Anzahl der Fraktionen, BHT zugegeben. Pro Fraktion wird
50 pl BHT berechnet. AnschlieBend wird jeder Pool auf zwei kleine Reagenzglaser aufgeteilt

um zwei gleichgrof3e Proben fir die Durchflihrung einer Doppelbestimmung zu erhalten.

Gerate:
e Eppendorfpipette 10-100 pl
e Eppendorfpipette 20-200 pl
e Eppendorfpipette 500-1000 pl
e Kulturréhrchen mit Schraubkappe K 251.1 (Roth)
e Trockenschrankk Memmert
e Dispenser 0,5 ml (Aceton)
e Dispenser 1 ml (Methanol-Toluol 4:1)

e Waage Sartorius LA 120S

Verbrauchsmaterial:

e Pipettenspitzen gelb
e Pipettenspitzen blau
e Mikroréhren 1,5 ml mit Verschlul? (Sarstedt)

e Etiketten Zweckform 3636
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Reagenzien:
Chemikalie Hersteller

Aceton Baker
BHT (2,6-Di-tert-butyl-p-cresol) Fluka
Methanol Baker
Toluol Merck

Angesetzte Losung/Chemikalie Verhaltnis
BHT-L6sung 0,1M BHT in Toluol
Methanol-Toluol 4:1 (VV)

2.4. Gefriertrocknen (Lyophilisation)

Den Proben wird mit dieser Technik aus der Kombination von Zentrifugalkraft, Vakuum und
Kihlung schonend das gesamte Wasser entzogen, so dass nur die festen Bestandleile der Probe
tibrig bleiben. Das Wasser sublimiert dabei vom festen zum gasférmig Aggregatzustand.

2.4.1 Gefriertrocknen Methode

Die 8 Pool-Proben werden getffnet in den Zentrivac gestellt. Nach dem Schliel3en des Deckels
der Zentrifuge und Einschalten des Rotors erzeugt die Olpumpe ein Vakuum. Die Kihlfalle
kihlt bis -120 Grad Celsius. Auf diese Weise wird der Probe in etwa 8 Stunden die gesamte
Flussigkeit entzogen. Es bleiben die Lipoproteine und andere feste Bestandteile ibrig. Bei lau-

fender Olpumpe muB eine Schutzbrille getragen werden.

Gerate:
e Zentrivac
o Kuhlfalle
e Olpumpe

e Schutzbrille
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2.5. Derivatisierung

Die FS, die in den extrahierten Lipoproteinen enthalten sind konnen mit dem
Gaschromatographen gemessen werden. Dazu missen sie in ihre Methylester Gberfiihrt werden.
Fettsduremethylester (FAMES=fatty acid methyl ester) sind fluchtige Verbindungen und ihre
Hersetellung gelingt mit der Methode der ,,direct transesterification®, bei der die Lipide mit
einem Alkohol (Alkoholyse) direkt umgeestert werden (Lepage und Roy 1986). Die Reaktionen
finden in ein und demselben Gefalk bei 100°C statt und benétigen als Katalysator Acetylchlorid.
Nach Zugabe von Methanol:Toluol (4:1) reagieren die freien FS, Triglycheride und Choleste-
rinester mit Methanol zu den jeweiligen Fettsduremethylestern, die sich nach der Neutralisie-
rung der Reaktion mit Natriumcarbonat in der polaren Toluolphase 16sen. Durch Zentrifugation
erfolgt eine Phasentrennung und die Fettsduremethylester kénnen mit der obenliegnden
Toloulphase abpipetiert werden. Vor der Entwicklung dieser Methode wurden die Reaktionen,
Verseifung mit anschlieBender Neuveresterung, einzeln nacheinander ausgefiihrt. Dieser Prozell
war sehr zeitintensiv und fuhrte zu Verlusten bei der Ausbeute. Die Methylester entstehen nach

folgenden Reaktionsgleichungen:
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MeOH/Toluol 80 °C

CH,cOCl
a.) R—COOH + MeOH —» R—COOMe
’ -H,0
OCOR MeOH/Toluol 80 °C RI—COOMC
b.) 1 CH,COCI
OCOR, + MecOH —> R,—COOMe + Glycerin
-H,0
OCOR; : R;—COOMe
(0]
Rl
C.) MeOH/Toluol 80 °C
CH,COCI R;—COOMe
*MeOH TP + Glyceryl Phosphatidylcholin
R, CH,3NPO, “H0 R,—COOMe
(0]

MeOH/Toluol 80 °C
CH,COCI )
_ = R,—COOMe *+ Cholesterin

-1L,0

Abbildung 3 Fettsauremethylester

Bildung der Fettsduremethylester der Lipide nach Alkoholyse a.) Methylester einer freien FS, b.)
Triglycerid ergibt drei Fettsauremethylester und Glycerin, c.) Phospholipid ergibt zwei Fettsduremethyl-
ester und Glyceryl Phosphatidylcholin, d.) Cholesterinester ergibt ein Fettsduremethylester und Choleste-

rin

2.5.1 Derivatisierung Methode

Die eingedampften Proben werden mit je 1 ml Methanol-Toluol (4:1) aus dem Dispenser geldst
und mit 50 pl Heptadekansaurestandard (interner Standard) versehen. Unter Vortexrotation wird
jeder Probe vorsichtig und langsam 100 pl Acetylchlorid zugegeben. Es mul3 eine Schutzbrille
getragen werden, da es bei diesem Schritt zu einer heftigen Reaktion kommen kann. Vorberei-
tend werden alle verwendeten Schraubverbindungskappen, Unterlegscheiben und Dichtungen
zuerst mit Aceton, danach mit Methanol-Toluol ausgewaschen und im Trockenschrank kurz

getrocknet. Da die Schraubverbindungskappen dem durch Wé&rme erzeugten Druck standhalten
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missen, werden sie durch das Einlegen von Unterlegscheiben stabilisiert und mit Silikondich-
tungen versehen, deren Teflonseite zur Reagenzglasoéffnung gerichtet ist. Jeder so ausgestattete
Deckel wird sorgfalltig auf das Glas geschraubt. Die Glaser werden fir eine Stunde in den auf
100 Grad temperierten Trockenschrank gestellt um unter Druck die gewtinschte Umesterung zu
ermdglichen. Nach dem Abkuhlen und dem Abnehmen der Deckel werden je 1,5 ml Natrium-
carbonat (6%) mit dem Dispenser dazugegeben um die Reaktion durch Neutralisierung zu stop-
pen. AnschlieBend werden die GefaRe 5 Minuten bei 2000 Upm zentrifugiert. Es bilden sich 2
Phasen. In der oberen Toluolphase sind die Fettsauremethylester geldst. Aus ihr werden vor-
sichtig 150ul abpipettiert und in ein Insert gegeben. Das Insert wird in eine braune
Chromatographieflasche gesetzt und beides wird gemeinsam mittels Bordelzange mit einer
Bordelkappe fest wverschlossen. Die Proben konnen in dieser Form mit dem
Gaschromatographen gemessen oder in der Tiefkihltruhe bei -30 bis -80 °C gelagert werden.

Gerate:
e Schraubverbindungskappen mit Bohrung fir DIN Gewinde G14, Schott
e Unterlegscheiben
e Dichtung Silikon, teflonbeschichtet Gewinde G14
e Eppendorfpipette10-100 pl
e Eppendorfpipette 20-200 pl
o Labsystems Pipetti 50-200 ml,Achetylchloridpipette
e Dispenser 1 ml ( Methanol-Toluol 4:1)
o Dispenser 1,5 ml (Natriumcarbonat 6%)
e Vortexrotor
e Trockenschrank Memmert
o Zentrifuge Laboratory Centrifuges 6 K 15 (Sigma),Rotor Nr.13127,306g 299/01

e Bordelzange
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Verbrauchsmaterial:

Pipettenspitzen gelb

(CS-Chromatographie Service GmbH)

(CS-Chromatographie Service GmbH)

(CS-Chromatographie Service GmbH)

Mikroeinsatz G30 Is/6MM HK 3 Art.-Nr.:30140

Flasche R 1, braun/6,2mm-BF+FM Art.-Nr.:301128

Bordelkappe R 11-1,0/HP Art.-Nr.:301114

Reagenzien:
Chemikalie Hersteller

Acetylchloride Fluka
Heptadekansdure Fluka
Methanol Baker
Natriumcarbonat wasserfrei Fluka
Toluol Merck

Angesetzte Losung/Chemikalie Verhéltnis
Heptadekansaurestandard 200ug HDS auf 1 ml Methanol:Toluol (4:1)
Methanol-Toluol 4:1(V:V)
Natriumcarbonat 6%

2.6. Gaschromatographie (GC)

Bei der Gaschromatographie (Abbildung 4) werden die Analyten in ihre Bestandteile aufge-

trennt indem sie mit einer mobilen Phase (ber eine stationdre Phase bewegt werden. Die Sdule

des Gaschromatographen bildet die stationdre Phase, Uber welche die zu analysierenden Sub-

stanzen, in diesem Fall die Fettsduremethylester, mittels der mobilen Phase (Helium) bewegt
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werden. Bei der Gaschromatographiesdule handelt es sich um eine 30 Meter lange Quarzkapil-
lare, deren Innendurchmesser 0,25 Millimeter betragt. Die Innenwandung der Kapillare ist mit
sehr polaren Cyanopropylgruppen und weniger polaren Trimethylgruppen zu gleichen Anteilen
beschichtet (Kapillarsaule). Die Beladung der S&ule erfolgt automatisch. Mit einer Mikroinjek-
tionsspritze wird das Probengemisch durch ein selbstschlieBendes Septum in den Injektor appli-
ziert. Bei einer dort herrschenden Temperatur von 260°C verdampft die Probe und kann mit
dem Gas Uber die Sdule getragen werden. Aufgrund der unterschiedlichen Siedepunkte und
Polaritaten der verschiedenen Substanzen innerhalb einer Probe wird das Ende der Sdule und
damit der Flammenionisationsdetektor (FID) nach unterschiedlicher Zeit erreicht (Abb. 5). Die-
se sogenannte Retentionszeit ist fur FS umso langer, je mehr C-Atome und Doppelbindungen

vorhanden sind.

Beschickungs- Proben-
einheit injektor

Detektor
— < Gaszufuhr

‘ \
Verstiarker — Chromato-
J graphiesédule
\i
— Heizofen

Schreiber/ [—'

Datensystem Temperaturkontrolle

Abbildung 4 Anlage zur Gasflissigkeitschromatographie (aus Richter 2003)

Der Flammenionisationsdetektor (Abbildung 5) ist ein in der GC eingesetzter Detektor fiir or-
ganische Verbindungen. Die zu analysierenden Substanzen werden in einer Flamme bei etwa
400° C ionisiert. Das filhrt zu einer Anderung der Leitfahigkeit zwischen zwei Elektroden. Die
eine Elektrode entspricht einem Brenner, in dessen Luft/Wasserstoff-Flamme die organischen
Substanzen verbrennen. Die dabei, neben den Radikalen und Elektronen entstehenden lonen
treffen auf die zweite Elektrode, eine als Anode geschaltete Ringelektrode aus Messsing oder
Platin. Dabei flieBt ein Strom zwischen der Anode und der als Kathode geschalteten Brennerd-
se. Der Strom ist der Anzahl der C-Atome proportional und somit auch der Menge der ver-

brannten Substanz.
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Ziunder

.. i

Elektrode —| — Auslass

Verstiarker

|
/]
~— Flamme

H, —=5
~— Elektrode

Analyse-Gas

Luftzufuhr ——

Schreiber/
Daten-
system

Abbildung 5 Aufbau eines Flammenionisationsdetektors (FID) (aus Richter 2003)

Ein Auswertungsprogramm stellt die elektrischen Signale in Abhéngigkeit von der verstriche-

nen Zeit seit Messbeginn (Retentionszeit) in Form eines Peaks graf

isch dar (Abbildung 6). Die

Flache des Peaks ist proportional zur Substratkonzentration. Die Quantifizierung erfolgt nach

der internen Standardmethode. Durch die Messung der zugegebenen definierten Menge an

Heptadekanséure, kann die Menge der FS errechnet werden. In einem Report werden die Er-
gebnisse festgehalten. Die Dauer der GC Analyse einer Probe betrug 86 Minuten plus die Zeit

zum Abkihlen. Die Dauer ist prinzipiell abh&ngig von den Einstellungen des Chromatographen

(Masood et al. 2005).
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FID-Signal
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Abbildung 6 Gaschromatogramm (aus Richter 2003)

Retentionszeit (min)
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2.6.1 Gaschromatographie Methode

Die beschrifteten Flaschchen werden in den Auto-Sampler sortiert. Das weitere Verfahren ist

automatisiert.

Gerate:
e Gaschromatograph Hewlett Packard 5890 Series Il
e Auto-Sampler Hewlett Packard 7673A Controller
e Injektor 260 °C, Injektionsvolumen 1pl; Split/Splitless, 90 sec. Purge off
e Sdule: DB-225, Lange 30m, i.D 0,25mm, Filmdicke 0,25um; (Agilent)
e Flammenionisationsdetektor: 300°C, Helium make up Gas, 30ml/min
e Tragergas: Helium, 37m/s bei 70°C, konstanter Fluss

e Computer Wing Windows® XP Propessional 1-2 CPU with Plus

Die Einstellungen des Gaschromatographen werden nicht verandert.

Verbrauchsmaterial:

e Helium
e Wasserstoff

e Synthetische Luft

e Standard
e Aceton
e Toluol
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2.6.2 Gaschromatographie Auswertung Methode

Die ausgegebenen Chromatogramme werden zusatzlich manuell mit der Bearbeitungssoftware
ausgewertet. Bei dieser Bearbeitung wird ein Vergleich der beiden Chromatogramme der dop-
pelbestimmten Proben vorgenommen. Ausserdem beinhaltet sie unter anderem den Abgleich
mit dem internen Standard (Heptadekanséure), die Betrachtung der Grundlinien und die Detek-
tion von eventuellen Verunreinigungen. Gegebenenfalls erfolgt eine manuelle Integration der

entsprechenden Peaks, damit diese von der Software erkannt und zugeordnet werden kénnen.
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3. Ergebnisse

3.1. Allgemeines Projektdesign

Diese Arbeit leistet einen Beitrag zur ,,Lilly Offspring* Studie aus dem Projekt ,,Insulin Resis-
tance Projekt”. Bei diesem Projekt handelt es sich um eine Gemeinschaftsarbeit des Biochemi-
schen Institutes der Universitétsklinik Hamburg Eppendorf und des Unternehmens Eli Lilly. Es
wird die Beziehung zwischen Adipositas, Fettstoffwechsel und Insulinresistenz untersucht. Ge-
sucht werden diagnostische Marker, um die Prophylaxe und Therapiemdglichkeiten von insulin-

resistenten Patienten und Typ Il Diabetikern zu verbessern.

3.2. Studiendesign

Insgesamt wurden 92 gesunde, nicht rauchende Nachkommen von Typ |l Diabetikern im Zeit-
raum von Oktober 2005 bis Februar 2006 rekrutiert. Es wurde jeweils ein oraler
Glukosetoleranztest durchgefiihrt. Von diesen 92 Probanden wurde eine Untergruppe (n= 40)
ausgewahlt, welche den gesamten Schwankungsbereich der Kohorte beziiglich IR (niedriger
HOMA-IR- hoher HOMA-IR) und BMI (niedrig- hoch) reprasentativ darstellt.Diese 40 Pro-
banden wurden zwischen Mérz und Mai 2006 noch einmal eingeladen um einen oralen Fettbe-

lastungstest (fettreiches Fruhstiick) durchzufiihren.

Die Blutabnahme erfolgte jeweils zu drei Zeitpunkten:

1. Vor dem Fettfriihstlick (niichtern), nach einer Fastenperiode von mindestens acht Stunden
2. Zwei Stunden nach dem Fettfrihstick,

3. Vier Stunden nach dem Fettfruhstlck.

Die Blutproben wurden aufbereitet, hinsichtlich ihres metabolischen Profils (Hormone, Lipide,
Entztindungsmarker, usw.) untersucht und anschlieflend bei -80°C eingefroren. Aus diesen Pro-
ben (Blutplasma) wurden fir die vorliegende Arbeit die Lipoproteine isoliert. In den
Lipoproteinen wurde das Vorkommen von 22 verschiedenen FS geprift. Mit den schon beste-
henden Daten der Datenbank werden Korrelationen zwischen den Fettsduremustern der
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Lipoproteine und anderen metabolischen Parametern gesucht. Eine Ubersicht der Kohorte zu
den wichtigsten gemessenen Parametern bietet die Tabelle 7 (5.S.65). Es konnten 38 der 40
Probanden untersucht werden. Zwei Probanden schieden aus, einer aufgrund initial zu hoher

Triglyceridwerte und der andere wegen fehlender Proben.

Der Ergebnisteil gliedert sich in funf Teile: Im ersten Abschnitt (3.3) wird der zur Analyse not-
wendige Zwischenschritt der Cholesterinbestimmung behandelt. Im zweiten Abschnitt (3.4)
erfolgt die Darstellung der Fettsduredaten des niichtern entnommenen Plasmas. Im dritten Ab-
schnitt (3.5) werden die erhobenen Fettsduredaten der Lipoproteine zum Zeitpunkt O Stunden
(nlchtern) présentiert. Im vierten Abschnitt (3.6) werden postprandiale Veranderungen unter-
sucht. Im funften Abschnitt (3.7) werden die Daten einer Korrelationsanalyse zwischen HOMA-
IR und den FS des Plasmas, beziehungsweise den FS der Lipoproteinen gezeigt.

3.3. Ergebnisse der Cholesterinbestimmung

3.3.1 Cholesteringehalt der Fraktionen aller Probanden

Um genauere Angaben tber die Verteilung des Cholesterins zu bekommen, erfolgte bei allen
Probanden die direkte Messung der Plasmakonzentrationen der Lipoproteine VLDL, LDL, HDL
und Albumin zu den drei Zeitpunkten. Zuerst wurden die Plasmabestandteile nach Partikelgrofie
mittels FPLC (Kapitel 2.1.) getrennt. AnschlieBend wurden anhand des Cholesteringehaltes
(Kapitel 2.2) die entsprechenden Fraktionen gepoolt, so dass die Konzentration des Choleste-
ringehalts der VLDL, LDL, HDL und Albumin der Summe des Cholesteringehaltes der entspre-

chenden Fraktionen entsprach.

Fur alle 38 Probanden wurde bereits der Cholesteringehalt der Fraktionen zu den 3 Zeitpunkten,
nach Durchlaufen der FPLC, von Herrn Biilent Polat im Labor gemessen. Diese Daten kommen
in der Abbildung 7 zur Darstellung und sollen als Vergleichswerte dienen, um die Funktionsfa-
higkeit der S&ule und die Beibehaltung der zu poolenden Fraktionen zu Uberprifen. Fur diese
Arbeit wurde deshalb auf die Bestimmung des Cholesteringehaltes in jeder einzelnen Probe
verzichtet. Es wurde aber in Stichproben der Cholesteringehalt gemessen um die Position und

Anzahl der poolbildenden Fraktionen zu kontrollieren (Kapitel 3.3.2).
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Abbildung 7 Cholesteringehalt der Plasma FPLC Fraktionen aller 40 Probanden

Cholesteringehalt in (mg/dl) der 40 Fraktionen nach Durchlaufen der FPLC zu den Zeitpunkten Oh
(F_0h), 2h (F_2h), 4h (F_4h) gezeigt sind Mittelwerte und Standardabweichungen, (n=38). (Daten mit
freundlicher Genehmigung von Herrn Bilent Polat),

Es ist ein typisches dreigipfeliges Profil zu erkennen. Die Fraktionen 7-10 enthalten die groRten
Partikel mit niedrigem Cholesteringehalt. Diese werden den VLDL und Chylomikronen zuge-
ordnet. Die Fraktionen 13 bis 18 représentieren die LDL, mit mittlerer GroRe und dem hochsten
Cholesteringehalt. In den Fraktionen 23-26 sind mit kleinerer GréRRe und mittlerem Cholesterin-
gehalt die HDL enthalten. Die Fraktionen 31- bis 36 beinhalten Serumproteine (v.a. Albumin),
die kleinsten Partikel mit dem geringsten Cholesteringehalt. Im Folgenden werden die Albumi-
ne der Einfachheit halber ebenfalls als Lipoproteinklasse bezeichnet. Albumin bindet

langkettige FS zum Transport im Blut.

In den VLDL und Chylomikronen Fraktionen 7-10 scheint der Cholesteringehalt zwei und vier

Stunden nach der Nahrungsaufnahme jeweils etwas anzusteigen, wahrend er in den anderen
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Fraktionen nahezu unverandert bleibt. Da es sich um einen analysetechnischen Zwischenschritt

handelt, wird auf eine weitere Interpretation der Werte verzichtet.

3.3.2 Cholesteringehalt der Fraktionen einzelner Probanden

Die durch FPLC und Cholesterinbestimmung ermittelten Lipoproteinklassen bilden die Grund-
lage der im Folgenden beschriebenen Fettsaureanalyse. Aus diesem Grund wurden von den 114
Proben (38 Probanden x 3 Zeitpunkte) zufallig 35 Proben ausgewahlt, in welchen nach Durch-
laufen der FPLC ebenfalls eine enzymatische Cholesterinbestimmung durchgefihrt wurde. Die-

se Daten, die zur Kontrolle und Bestétigung erhoben wurden, sind in Abbildung 8 dargestellt.
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Fraktionen

Abbildung 8 Wiederholung der Cholesterinmessung in Plasma FPLC Fraktionen zur Qualitatskon-

trolle

Cholesteringehalt in (mg/dl) der 40 Fraktionen nach Durchlaufen der FPLC zu den Zeitpunkten niichtern
(F_Oh),sowie 2 Stunden (F_2h) und 4 Stunden (F_4h) postprandial; gezeigt sind Mittelwerte und Stan-
dardabweichungen, F_Oh: n=12, F_2h: n=12, F_4h: n=11.
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Im Vergleich mit den Messungen aus 3.3.1 ergab sich wieder das typische dreigipflige Choles-
terinprofil. Es kam zu keiner Verschiebung der Fraktionen, so dass die Position und Anzahl der
poolbildenden Fraktionen fiir alle Proben beibehalten werden konnte. Eine Ubersicht Gber die

Fraktionen die den jeweiligen Lipoproteinen zugeordnet wurden bietet die Tabelle 3.

3.4. Ergebnisse Gehalt an Gesamtfettsduren im Plasma

Neben den etablierten Bestimmungsmethoden unter anderem fiir Cholesterin, TG und HDL aus
Blutplasma, besteht auch die Mdglichkeit bestimmte FS und ihre Konzentrationen direkt nach-
zuweisen. Dieses ist eine Spezialitdt des Labors von Herrn Dr. Klaus Todter. Er verwendet da-
bei die in Kapitel 2.6 beschriebene GC-Methode.

Im Plasma aller Probanden wurden mit dieser Methode 22 verschiedene FS nachgewiesen. Die
Mittelwerte und Standardabweichungen (in pgml) der GesamtFS des Blutplasmas wurden aus
der Datenbank extrahiert um in der Abbildung 9 als Vergleichswerte zur Darstellung zu kom-

men. Die dazugehdrigen Daten finden sich in der Tabelle 13 des Anhangs.
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Abbildung 9 Fettsédureprofil des Blutplasmas

Fettsduregehalt des Blutplasmas in pg/ml bei niichternen Probanden; gezeigt sind Mittelwerte und Stan-
dardabweichungen, n= 38

Zu erkennen ist ein typisches Fettsauremuster mit den héchsten Werten fur Linolsdure und in
absteigender Reihenfolge Palmitinsaure, Olsaure, Stearinsaure, Arachidonsaure, wie es in ver-
schiedenen Kohorten der Literatur bereits beschrieben wurde (Kotronen et al. 2009, Leskinen et
al. 2005, Laaksonen et al. 2002).

Daraus ergab sich die Frage, in welchem Kompartiment des Blutes sich die jeweiligen FS be-
finden kénnten. Zur Beantwortung dieser Frage wurden die folgenden Untersuchungen durch-
gefuhrt.
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3.5 Ergebnisse Lipoproteine

3.5.1 Gehalt an Gesamtfettsauren in den Lipoproteinen

Die Lipoproteine enthalten neben den Apoproteinen PL, TG und Cholesterin. Damit sind sie
Tréger der FS, welche mit ihnen verestert sind, um im Blut transportiert werden zu kénnen. Um
zu untersuchen, welche Lipoproteinklasse mit welchen FS assoziiert ist, wurden die FS der
durch Poolen entstandenen Lipoproteinklassen ebenfalls derivatisiert und das Fettsduremuster
jeder Gruppe gaschromatographisch ermittelt. Um einen Vergleich zu dem Fettsauregehalt des
Blutplasmas zu bekommen, wurden die Mittelwerte der FS der vier Lipoproteinklassen (VLDL,
LDL, HDL, Alb) zum Zeitpunkt Oh (niichtern) addiert und grafisch in Abbildung 10 dargestellt.
Die zugehtrigen Werte finden sich in der Tabelle 14 des Anhangs.
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Abbildung 10 Gesamt-Fettsaureprofil der Lipoproteine

Addierte Mittelwerte und Standardabweichungen der FS der Lipoproteine (s. Tabelle 5) in pg/ml zum
Zeitpunkt Oh (niichtern), n=38.

Es ist, wie erwartet, das typische Fettsduremuster wie in Abildung 9 zu erkennen. Zu den hoher
konzentrierten FS der Lipoproteine gehdren in absteigender Reihenfolge die Linolsdure, die
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Palmitinséure, die Olséaure, die Stearinsaure, sowie die Arachidonséaure. Im Vergleich mit den
direkt gemessenen FS des Plasmas aus Kapitel 3.4.1 fallt die ermittelte Konzentration der
GesamtFS der Lipoproteine allerdings etwa 30-35% geringer aus. Bei der Untersuchung der
Lipoproteine wurden insgesamt 25 verschiedene FS gemessen. Dennoch konnten nicht alle FS
an der Auswertung teilnehmen, da einigen FS im Chromatogramm kein eindeutiger ,,Peak*
zugeordnet werden konnte. Aus diesem Grund wurden die Stearidonsédure, die Eicosatrienséure
sowie die Erucasdure insgesamt von der Auswertung ausgeschlossen, so dass hier die gleichen
22 FS présentiert werden, die bei der Untersuchung des Plasmas bereits dargestellt wurden. Zu
erwéhnen ist weiterhin, dass bei den VLDL Messungen die Nervonsdure nicht ausgewertet wer-
den konnte und in der Albuminfraktion insgesamt nicht mehr als 6 FS auswertbar waren.

3.5.2 Gehalt an Fettsauren in den einzelnen Lipoproteinen

Nach der Betrachtung der FS im Blutplasma und in der Gesamtmenge der Lipoproteine werden
in den folgenden beiden Kapiteln die Lipoproteine: VLDL, LDL, HDL und Alb im Einzelnen
untersucht. Um die Verhaltnisse der FS innerhalb des Lipoproteins zu sehen und um diese mit
den anderen Klassen zu vergleichen wird zunéchst der prozentuale Anteil der FS an der gemes-
senen Grundgesamtheit der FS pro Lipoproteinklasse gezeigt. Im darauf folgenden Kapitel er-
folgt die quantitative Betrachtung der FS in pg/ml. Es wird dort die Menge der vorhandenen FS

je Lipoproteinklasse analysiert und im Vergleich dargestellt.

Die Einzelbetrachtung der Lipoproteine beziiglich ihrer Fettsdureanteile ist in Abbildung. 11
grafisch dargestellt. Von den 22 ausgewerteten FS sind die 16 mit den héchsten Konzentratio-
nen zur Darstellung ausgewéhlt worden. Die in den Lipoproteinen VLDL, LDL und HDL vor-
kommenden prozentual groRten Anteile haben folgende FS: Linolsaure, Olsiure sowie Palmi-
tinsaure gefolgt von Stearinsaure und Arachidonséure. Nicht gezeigt werden die gering konzen-
trierten FS: Myristolsaure, Arachidinsdure, Eicosaensaure, Eicosadiensaure, Eicosatetraensaure,

Behensaure.
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Abbildung 11 Fettsdureanteile der Lipoproteine [%0]

Prozentuale Anteile der hdufigsten FS, dargestellt pro Lipoproteinklasse, zum Zeitpunkt 0 Stunden bezo-

gen auf 1 ml Plasma, die Reihenfolge der Legende entspricht der Reihenfolge der Farbbalken.

Die Verteilung dieser Sduren Uber die Lipoproteinklassen unterscheidet sich jedoch. In den
VLDL weisen die Olsaure und die Palmitinsaure den groRten prozentualen Anteil auf. In den
LDL ist prozentual am meisten Linolsaure enthalten. HDL enthalten ebenfalls am meisten Li-
nolsdure, aber im Verhéltnis dazu mehr Arachidonsdure und Dihomo-y-Linolensdure, die zur o-
6 Familie gehoren. Bei den FS mit kleineren Anteilen wie Myristinsédure Palmit6lsédure und
Vaccensdure zeigen sich, wenn die VLDL, LDL und HDL betrachtet werden, die groRten Antei-
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le jeweils in den VLDL. Die Nervonsdure ist mit einem kleinen Anteil jeweils in den LDL und
HDL enthalten, konnte in den VLDL jedoch nicht nachgewiesen werden. Bei den ®3-FS
(Eicosapentaensaure, DPA und DHA) finden sich die groten Anteile jeweils in den HDL, wo-
bei DHA den grofiten Anteil dieser drei FS ausmacht. In der Albuminfraktion verteilen sich die
Anteile (iber 6 FS. Die grokten Anteile gehdren der Palmitinsdure, der Linolsaure und der Ol-
séure. Palmit6lsdure und Vaccensaure sind mit entsprechend kleineren Anteilen vertreten. Einen
etwa gleichgrossen Anteil wie die Olsaure nimmt die Stearinsaure ein. Die folgende Tabelle 3
enthdlt die zur Abildung 11 gehoérigen Daten, um die Verhdltnisse genauer zu verdeutlichen.
Zusatzlich enthalt sie in der letzten Spalte die aus den Plasma Werten ermittelten prozentualen
Anteile der Mittelwerte der FS. Dieser Tabelle ist zu entnehmen, dass die im Gesamtplasma

gemessenen FS am ehesten den FS Werten der LDL entsprechen.
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Tabelle 4 Prozentuale Anteile der Fettsduren in Lipoproteinen und Plasma

Prozentuale Anteile der hdufigsten FS bezogen auf die Gesamtheit der gemessenen FS in den

Lipoproteinen und im Plasma im niichternen Zustand.

VLDL LDL HDL Alb Plasma

Fettsaure/ Formel [%] [%] [%] [%] [%]
Myristin
C14:0 2,38 1,18 1,02 1,38
Palmitin
C16:0 28,32 21,05 25,20 33,25 22,91
Palmitol
C16:1n-7 3,64 2,43 1,72 2,39 2,30
Stearin
C18:0 6,21 6,34 9,20 19,21 7,07
o]
C18:1n-9 30,81 20,78 16,41 19,65 20,95
Vaccen
C18:1n-7 2,14 1,55 1,41 1,51 1,76
Linol
C18:2n-6 18,96 32,97 28,66 23,99 27,36
y-Linolen
C18:3n-6 0,32 0,66 0,39 0,65
Linolen
C18:3n-3 0,83 0,51 0,40 0,54
Dihomo-y-Linolen
C20:3n-6 1,13 1,83 2,74 1,78
Arachidon
C20:4n-6 2,32 5,29 7,20 6,15
Eicosapentaen
C20:5n-3 0,33 0,74 0,84 0,08
Docosapentaen
C22:5n-3 0,38 0,32 0,55 0,54
Docosahexaen
C22:6n-3 0,68 0,93 1,62 1,86
Lignoceron
C24:0 0,37 0,62 0,39 0,64
Nervon
C24:1n-9 1,13 0,90 1,51
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3.5.3 Fettsdurenverteilung in den einzelnen Lipoproteinen

Eine wichtige Rolle fur die Fettzusammensetzung des Blutes nehmen neben der Art und Menge

der Erndhrung der individuelle Stoffwechsel, das Alter, die Erbanlagen und das Geschlecht ein.

In diesem Kapitel wird dargestellt, in welcher Menge sich im Nichternzustand welche FS in

welchem Lipoprotein bindet.
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Abbildung 12 Fettsdureprofile der Lipoproteine [pug/ml]
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Quantitative Darstellung der Mittelwerte der haufigsten FS pro Lipoproteinklasse in pg/ml, bezogen auf 1

ml Plasma zum Zeitpunkt 0 Stunden. Die Reihenfolge der Legende entspricht der Reihenfolge der Farb-

balken
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Es wurden von den 22 FS die 16 FS mit den hdchsten Konzentrationen zur Darstellung ausge-
wahlt. Nicht gezeigt werden die gering konzentrierten FS (< 1ug/ml): Myristdlsdure,
Arachidinsaure, Eicosaensaure, Eicosadiensdure, Eicosatetraensaure, und Behensaure. Die
Auswahl und das Farbschema entsprechen dem, welches in der Abbildung 11 verwendet wurde.
In den einzelnen Lipoproteinen binden sich FS in unterschiedlichen Mengen. Die Hauptfettséu-
remengen befinden sich in den LDL und den HDL, wobei die HDL-Gesamtmenge etwas kleiner
als die Menge der LDL ist. Die VLDL und die Albuminfraktion sind in deutlich kleineren Men-
gen vorhanden, was sich in einem geringen Gehalt an FS in diesen Klassen niederschlagt. Die
Verteilung der einzelnen FS (ber die Lipoproteine zeigt fur die SAFAs Palmitinsaure und Stea-
rinséure steigende Mengen, von VLDL Uber LDL zu HDL an. Bei der MUFA Palmitolsaure ist
die groBRte Menge in den LDL enthalten, dementsprechend enthalten sie auch die gréfite Menge
der MUFA Vaccensiure. Die groRte Menge an Olsaure liegt in den LDL. Bei den w-6 FS zeigt
die Linolsdure den Hauptanteil in den LDL, die y-Linolenséure zeigt in allen Lipoproteinen
kleine Mengen, wobei die grote Menge in den LDL detektiert wurde. Die Dihomo-y-
Linolenséure und die Arachidonsdure hingegen zeigen im Vergleich dazu grofRere Mengen,
wobei diese hauptsdchlich in den HDL liegen. Bei den -3 FS ist die Menge der Linolensdure in
allen Lipoproteinen gering, wobei die Hauptmenge der Linolensdure in den LDL liegt. Die gro-
Beren Mengen fiir EPA, DPA und DHA liegen in den HDL, dann in absteigender Menge in den
LDL und kaum nachweisbar in den VLDL. Die langkettigen FS Lignocerinsdure und die
Nervonsdure weisen geringe Mengen in den LDL und HDL auf. Ein Kleinstanteil an
Lignocerinsaure kann in den VLDL festgestellt werden, die Nervonsaure konnte nicht nachge-

wiesen werden.

Die zur Abbildung 12 gehdrigen Daten befinden sich in Tabelle 5. Die Tabelle beinhaltet zu-
sétzlich die Summen der Mittelwerte der FS (ber die Lipoproteinklassen, wie sie in Abbildung
10 dargestellt wurden. Zur Beurteilung der prozentualen Verteilung der FS (ber die

Lipoproteinklassen wurde eine Tabelle erstellt (Tabelle 15 im Anhang).
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Tabelle 5 Fettsdure-Gehalte der Lipoproteinklassen

Mittelwerte (MW) und Standardabweichung (SD) der gemessenen FS pro Lipoprotein in pg/ml bezogen

auf 1 ml Plasma zum Zeitpunkt 0 Stunden, sowie die Summe der addierten Mittelwerte

VLDL LDL HDL Alb Summe

[1g/ml] [ng/ml] [g/ml] [g/ml] [Hg/ml]
Fettsaure MW SD MW SD MW SD MW SD
Myristin 78 + 67| 868 + 38| 714 + 28 23,68
Myristol 073 + 07| 051 + 04| 039 + 02 1,63
Palmitin 9355 + 71,6|154,87 + 59,7|176,10 + 56,1| 7,64 =+ 3,3 432,15
Palmitol 1203 + 92| 178 + 95| 1204 + 52| 055 £ 03] 42,46
Stearin 2052 + 16,4 46,68 + 151| 64,26 + 20,2| 441 =+ 0,9 |135,86
Ol 101,77 + 86,8|152,94 + 46,6| 11466 + 36,6| 451 <+ 28 |373,88
Vaccen 706 + 711138 + 47| 98 =+ 38| 035 =+ 0,2]| 28,65
Linol 62,63 * 42,6|242,61 + 76,0/ 200,25 + 658| 551 =+ 2,7 510,99
y-Linolen 107 £ 08| 48 + 29| 274 + 18 8,67
Linolen 2,75 = 24| 375 £ 15| 277 + 13 9,28
Arachin 048 + 04| 234 + 09| 166 =+ 09 4,48
Eicosaen 089 + 09| 106 + 03| 094 =+ 0,3 2,89
Eicosadien 063 + 06| 136 =+ 0,7 149 =+ 12 3,48
Dihomo-y-Linolen 373 +* 261348 + 53| 19,15 * 64 36,36
Arachidon 768 =+ 55389 + 156 50,30 + 20,5 96,94
Eicosatetraen 045 + 03 127 + 0,7 119 + 06 2,91
Eicosapentaen 108 + 08| 545 + 40| 587 =+ 41 12,39
Behen 072 + 05| 577 = 21| 38 =+ 15 10,34
Docosapentaen 125 £ 07| 234 + 44| 383 + 54 7,42
Docosahexaen 224 + 17| 685 + 46| 1134 + 87 20,43
Lignoceron 123 + 15| 454 + 405| 2,70 + 17 8,47
Nervon 831 + 38| 626 =+ 31 14,57
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3.6. Veranderungen nach dem Frihsttick

Um die Veradnderungen der Fettsdurezusammensetzung der Lipoproteine zu beobachten, wurden
die Ergebnisse der Werte des OFTT gemeinsam mit dem eingenommenen Frihstlick betrachtet.
Die Zusammensetzung der Friihstiicke und ihre prozentualen Anteile der FS sind im Anhang in
den Tabellen 1 und 2 aufgelistet. Es handelt sich, um die in einer normalen westlichen Ernah-
rung typischerweise enthaltenen FS (Katan et al. 1994).Allerdings ist die Myristinséure durch

die verabreichten Milchprodukte Uberreprasentiert.

Plasmalipoproteine andern sich in Abhangigkeit von der Erndhrung quantitativ und qualitativ.
(Wolfram 1995). Es sind kurzfristige und langfristige Veranderungen bekannt. Zu den kurzfris-
tigen Verénderungen gehort, dass nach der Aufnahme von Fett die Serum TG Konzentration
innerhalb der ersten Stunden durch die Bildung der Chylomikronen und VLDL ansteigt. Zu den
langfristigen Veranderungen zahlen die Veranderungen der Cholesterinester und PL, die die FS
der Nahrung der letzten 3 bis 6 Wochen wiederspiegeln, sowie die TG des Fettgewebes, die das

Nahrungsfett der letzten Monate bis Jahre aufzeigen (Vessby 2001).

Zur Veranschaulichung wurde die Fettsdurezusammensetzung des Fettfriihstiicks in einem

Kreisdiagramm dargestellt (Abbildung 13).
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Abbildung 13 Durchschnittliche Fettsdurezusammensetzung des Fettfrihstiicks [%6]

Prozentuale Anteile der FS des verabreichten Frihstiicks

Die Palmitinsaure und die Olsaure nehmen mit je 32% die groRten Anteile ein, gefolgt von
Stearinséure und Myristinsaure mit Anteilen von 12% bzw. 10%. Die essentielle Linolsaure ist
mit 6% ebenfalls vertreten, sowie die Vaccensdure und Palmitélsdure mit Anteilen von je 2%.
Die a-Linolensdure und die Myristolsdure haben Anteile von je 1%.Die unter Andere zusam-
mengefassten 13 FS (y-Linolenséure, Arachinsdure, Eicosaenséure, Eicosadiensédure,
Arachidonsaure, Eicosatriensaure, Eicosapentaensdure, Behensaure, Erucasaure,
Docosapentaensaure, Docosahexaenséure, Lignoceronsdure, Nervonséure) machen insgesamt
einen Anteil von 2% aus. Die Probanden wéhlten eins der drei Frihstiicksangebote und nahmen
es komplett ein. Dazu tranken sie Kaffee oder Tee mit etwa 20 ml skimmed Milch.

Die postprandialen Verdanderungen der FS der Lipiproteine werden in den folgenden Kapiteln

dargestellt.
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3.6.1 Veranderung der Gesamtfettsduren der Lipoproteine

In diesem Kapitel werden einerseits die Konzentrationsveranderungen der verschiedenen FS in
den einzelnen Lipoproteinklassen tber die Zeit betrachtet und andererseits Vermutungen tber
den Verbleib der im Friihstuck enthaltenen FS angestellt.

Zunachst werden aus Griinden der Ubersicht die mit den Lipoproteinen assoziierten FS und
deren Konzentrationsanderung im zeitlichen Verlauf dargestellt.

F_Oh
BF 2h
BF 4h

relative Konzentration

Fettséuren

Abbildung 14 Relative, postprandiale Anderung der Lipoprotein-assoziierten Fettsauren

Gezeigt ist die Anderung der Konzentrationen (ug/ml) relativ zur Konzentration im Niichternzustand
(F_0 h) nach 2Stunden (F_2h) und 4 Stunden (F_4h). Die Mittelwerte der einzelnen FS in den
Liporoteinfraktionen (VLDL, LDL, HDL, Alb) wurden addiert. * p< 0.05, ** p<0.01

In der Abbildung 14 sind die Verénderungen der Fettsdaurekonzentrationen der Lipoproteine
veranschaulicht. Aus Ubersichtsgriinden wurde auf die Darstellung der Standardabweichungen
verzichtet.Erkennbar ist der nach 2 und 4 Stunden postprandial hoch signifikante Anstieg der

Myristinsaure- und der Myristolsaurekonzentration (** p< 0,01). Die Palmitinséure zeigt nach 2
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Stunden einen signifikanten und nach 4 Stunden einen hochsignifikanten Anstieg der Konzent-
ration. Der Anstieg der Stearinsaure liegt nach 2 und 4 Stunden im signifikanten Bereich (* p<
0,05). Die Olsaure, die mit 32% den gleichen Anteil am Friihstiick hatte wie die Palmitinséure,
ergeben keine signifikanten Verdnderungen. Die Eicosaensaure hingegen zeigt nach 2 Stunden
einen signifikanten und nach 4 Stunden einen hochsignifikanten Anstieg. Wéhrend die restli-
chen Sauren nicht signifikante Verénderungen in beide Richtungen haben, ist zu beobachten,
dass die Linolsaure und die Arachidonséure zu keinem Zeitpunkt signifikante Veréanderungen
erkennen lassen. Diese fur den Korper sehr wichtigen Sduren die zur Herstellung der

Eikosanoide dienen, sind anscheinend in immer gleicher Menge vorhanden.

Im Folgenden wird betrachtet, wie sich die Konzentrationen die FS bezogen auf die jeweilige
Lipoproteinklasse postprandial verédndern.

3.6.2 Verdnderung der VLDL

Die Chylomikronen und VVLDL, welche sich 1-2 Stunden nach der Fettaufnahme bilden, zeigen

erwartungsgemal die meisten Veranderungen der mit ihnen assoziierten FS.
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Abbildung 15 Postprandiale Anderung der VLDL-assoziierten Fettsauren

Gezeigt ist die Anderung der Konzentrationen (ug/ml) relativ zur Konzentration im Niichternzustand
(F_0h) nach 2Stunden (F_2h) und 4 Stunden (F_4h). Die Mittelwerte der FS der VLDL sind abgebildet. *
p< 0.05, ** p< 0.01

In der Abbildung 15 sind die Fettsaureverianderungen der VLDL dargestellt. Aus Ubersichts-
grinden wurde auf die Darstellung der Standardabweichungen verzichtet.Bei fast allen FS kon-
nen Veranderungen beobachtet werden. Die starksten Effekte zeigen die Konzentrationen fur
Myristinsaure, Myristolsaure, Palmitinsdure und Stearinsdure. Sie zeigen jeweils hochsignifi-
kante Verénderungen (** p< 0,01) nach zwei und vier Stunden. Nach zwei Stunden zun&chst
signifikante (* p< 0,05) und nach vier Stunden hochsignifikante Anstiege der Konzentrationen
zeigen die Palmitolsaure und die Vaccensaure, sowie die Olsaure und die Eicosaensaure.Die
Lignocerinsdaure und die Behenséure zeigen keine signifikanten Verianderungen. Bei den ©-6 FS
zeigen die Linolsdure und die Dihomo-y-Linolensdure signifikante Anstiege nach zwei und vier
Stunden. Die Arachidonséure zeigt nach zwei Stunden einen signifikanten und nach vier Stun-
den einen hochsignifikanten Anstieg. Bei den -3 FS zeigt die Linolensdure nach vier Stunden
einen signifikanten Anstieg, dieEPA nach vier Stunden jedoch einen signifikanten Abfall bezo-
gen auf einen nichtsignifikanten Anstieg nach 2 Stunden. Die DPA steigt nach zwei Stunden
signifikant und nach vier Stunden hochsignifikant an, wahrend DHA ebenfalls nach zwei Stun-

den signifikant ansteigt, nach vier Stunden aber signifikant abfallt.
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3.6.3 Verénderung der LDL

Die LDL entstehen ber die Zwischenstufe IDL aus den VLDL. Die etwa gleichgrossen
Chylomikronen Remnants sind vermutlich mit in die Messung einbezogen worden. Eine genau-
ere Unterscheidung hétte die Bestimmung der Apo B-Proteine bringen konnen, welche hier
jedoch nicht durchgefihrt wurde.
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Abbildung 16 Postprandiale Anderung der LDL-assoziierten Fettsauren

Gezeigt ist die Anderung der Konzentrationen (ug/ml) relativ zur Konzentration im Nichternzustand
(F_0h) nach 2Stunden (F_2h) und 4 Stunden (F_4h). Die Mittelwerte der FS der LDL sind abgebildet.

* p< 0.05, ** p<0.01

Die Abbildung 16 zeigt die Konzentrationanderungen der mit den LDL assoziierten FS. Es stel-
len sich kaum signifikante Veranderungen ein. Lediglich die Myristlséure zeigt einen signifi-
kanten Anstieg der Konzentration nach vier Stunden. Die FS der LDL verhalten sich tberwie-
gend konstant. Aus Ubersichtsgriinden wurde auf die Darstellung der Standardabweichung ver-

zichtet
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3.6.4 Verénderung der HDL

Die HDL sind fir den reversen Cholesterintransport verantwortlich und werden vermutlich in
Leber und Darm gebildet.
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Abbildung 17 Postprandiale Anderung der HDL-assoziierten Fettsauren

Gezeigt ist die Anderung der Konzentrationen (ug/ml) relativ zur Konzentration im Nichternzustand
(F_0h) nach 2Stunden (F_2h) und 4 Stunden (F_4h). Die Mittelwerte der FS der HDL sind abgebildet. *
p< 0.05, ** p<0.01

Die Abbildung 17 stellt die Anderung der mit den HDL assoziierten FS dar. Diese zeigen nach
zwei und vier Stunden keine signifikanten Verénderungen der Konzentration. Ein Trend ist bei
der Anderung der Myristinsdurekonzentration zu erkennen, mit einem p-Wert von 0,12 und bei
der Myristolsaurekonzentration mit einem p-Wert von 0,14. Auf die Darstellung der Standard-

abweichung wurde aus Ubersichtsgriinden verzichtet.
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3.6.5 Verénderung der Alb

Neben den Lipoproteinen sind die Albumine in der Lage, langkettige FFS im Blut zu transpor-
tieren. Die FFS im Blut gehen prinzipiell aus zwei Quellen hervor. Dieser Vorgang wird als
Lipolyse bezeichnet: Zum einen zerlegt die LpL die TG der Chylomikronen, der VLDL sowie
die der Remnants in FFS und Glycerol. Zum anderen mobilisieren die hormonsensitive
Lipoproteinlipase und andere Lipasen des Fettgewebes die dort gespeicherten TG und zerlegen
diese ebenfalls in FFS und Glycerol. Die FFS werden entweder zur Energiebereitstellung ver-

wendet, oder sie werden zu Leber transportiert, wo sie wiederum zu TG Synthese benutzt wer-

den.
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Abbildung 18 Postprandiale Anderung der Alb-assoziierten Fettsauren

Gezeigt ist die Anderung der Konzentrationen (ug/ml) nach 2 (F_2h) und 4 (F_4h) Stunden relativ zur
Konzentration im Nuchternzustand (F_Oh) .Die Mittelwerte der FS der Alb sind abgebildet. * p< 0.05, **
p<0.01

In der Abbildung 18 sind die Veradnderungen der FS der Albuminfraktion tber die Zeit darge-
stellt. Es ist zu beobachten, dass sich die Konzentration der Olsaure und die der Palmitdlsaure
nach zwei und vier Stunden gegeniber dem Nichternzustand verringern. Eine Signifikanz zeigt
sich lediglich in der Verringerung der Palmitdlsaurekonzentration nach vier Stunden. Die

Palmitinsdurekonzentration steigt nach zwei sowie nach vier Stunden an. Die Stearinséure, die
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Vaccensdure und die Linolensdure zeigen tendentiell Konzentrationsanstiege nach zwei Stunden
und Konzentrationsabfélle nach vier Stunden.Auf die Darstellung der Standardabweichung

wurde aus Ubersichtsgriinden verzichtet.

3.7 Korrelationsanalyse der Fettsdauren mit HOMA-IR

Frihere Studien haben einen Zusammenhang zwischen FS und IR gefunden.In der hier unter-
suchten Kohorte wurde bisher kein starker Zusammenhang zwischen der Anderung einzelner
FS im OFTT und den metabolischen Parametern gefunden (Ludger Scheja, nicht vertffentlichte
Daten). In der vorliegenden Arbeit wurden aus diesem Grund nur die nuchtern FS untersucht.
Mit dem Statistica Programm wurde eine bivariate Korrelationsanalyse zwischen dem HOMA-
IR und den FS des Plasmas einerseits und den FS der einzelnen Lipoproteine andererseits
durchgefuhrt. In der Tabelle 6 sind die Korrelationsergebnisse dargestellt.
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Tabelle 6 Korrelationen zwischen den versterten Fettsauren der Lipoproteinklassen und des Plas-
mas mit HOMA-IR Prozentwerte der FS des Plasmas sowie der Lipoproteine wurden mit HOMA-IR

korreliert. Dargestellt sind Korrelationskoeffizienten (R). + p<0.1, * p<0,05, ** p<0,01

Fettsauren Plasma VLDL LDL HDL Alb
Myristinsaure 14:.0 0,33 *| 0,05 0,04 0,06
Myristolsdure 14:7n-7 0,12 -0,05 -0,1 -0,09
Palmitinsaure 16:0 0,19 0,29 +| -0,19 0,27 0,07
Palmit6lsaure 16:1n-7 0 -0,08 -0,02 -0,04 0,03
Stearinsaure 18:0 -0,02 -0,08 035 *| 0,34 *| 0,05
Olséure 18:0n-9 0,18 0,1 0,07 0,08 0,2
Vaccensaure 18:1n-7 0,01 0,23 -0,05 -0,3 +]-0,33 *
Linolséure 18:2n-6 -0,33 *| -0,26 0,02 -0,2 -0,25
g-Linolensaure 18:3n-6 0,05 0,03 0,13 -0,03

Alpha -Linolenséure 18:3n-3 0,11 0,14 0,03 -0,06
Arachinséure 20:0 -0,14 -0,19 0,04 -0,15
Eicosaensaure 20:1 0,02 0,13 -0,09 0,03
Eicosadiensdure 20:2 0,08 -0,31 +| -0,08 -0,14
Dihomo-y-Linolenséure 20:3n-6 0,21 -0,01 042 ** 0,32 +
Arachidonséure 20:4n-6 -0,04 0 0,21 0,09
Eicosatetraensaure 20:4n-3 0,19 0,01 0,26 0,25
Eicosapentaensdure 20:5n-3 -0,01 -0,09 0 -0,01
Behenséure 22:0 -0,05 -0,33 *| 0,09 -0,15
Docosapentaenséure 22:5n-3 -0,07 -0,27 -0,04 -0,13
Docosahexaensaure 22:5n-3 -0,03 -0,05 0,03 -0,15
Lignocerinséure 24:0 -028 +| O 0,07 -0,01
Nervonsaure 24:1 -0,17 -041 *| -0,23

Bei der Korrelationsanalyse des Plasmas mit dem HOMA-IR zeigt sich, daB die Myristinsaure

positiv und die Linolséure negativ korrelieren.

Bei der Korrelationsanalyse der einzelnen Lipoproteine mit dem HOMA-IR ergibt sich bei der
Palmitinsdure der VLDL ein positiver Trend. Bei den LDL und HDL korreliert die Stearinsaure
positiv. Auffallig ist desweiteren die hoch positive Korrelation der Dihomo-y-Linolenséure der
LDL. Bei den HDL ist ein positiver Trend der Dihomo-y-Linolenséure zu beobachten. Die
Vaccensdure der HDL korreliert mit einem negativen Trend. In der Albuminfraktion korreliert

die Vaccenséure negativ.

Insgesamt kann festgestellt werden, dass sich die Ergebnisse des Gesamtplasmas und der

Lipoproteine deutlich unterscheiden.
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4. Diskussion

4.1 Gehalt an Gesamtfettsauren im Plasma

In der vorliegenden Arbeit wurden die FS Muster in den verschiedenen Lipoproteinklassen im
Nuchternzustand sowie nach oraler Fettbelastung analysiert und ein Zusammenhang mit der IR

untersucht.

Der Gesamtgehalt an FS des untersuchten Nuchtern-Blutplasmas ( Kapitel 3.4.1) zeigt ein typi-
sches FS Muster, wie es in der Literatur in verschiedenen Kohorten bereits beschrieben wurde
(Kotronen et al. 2009, Leskinen et al. 2005, Laaksonen et al. 2002). Linolséure, Palmitinsaure
und Olsaure sind die prozentual am haufigsten vorkommenden FS des Plasmas, gefolgt von
Stearinséure und Arachidonsdure. Danach reihen sich Palmitdlsdure, DHA, Dihomo-y-
Linolenséure, Vaccensaure und Myristinsaure sowie EPA und DPA ein. Die prozentuale Vertei-
lung der FS kann jedoch von Kohorte zu Kohorte variieren, wie der Vergleich der hier unter-
suchten ,,Lilly-Offspring Kohorte“ mit der von Kotronen et al. 2009 untersuchten Kohorte zeigt.
Die wichtigsten Kohortencharakteristika wurden in den Tabellen 7 und 8 zusammengefasst. Die
,,Kotronen Kohorte* wurde deshalb als Vergleichskohorte ausgewdhlt, da bei dieser ebenfalls,
neben den FS des Gesamtplasmas auch die FS der Lipoproteine untersucht wurden. Zudem sind
in beiden Kohorten die Frauen in der Uberzahl und alle Probanden sind nicht an DMT 2 er-
krankt. Die jeweiligen prozentualen Anteile der FS im Serum bzw. Plasma beider Kohorten sind

in der Tabelle 9 zur Gegentberstellung gebracht worden.

Die ,, Lilly Kohorte* enthielt im Gesamtplasma von den untersuchten FS prozentual am meisten
Linolsdure, in absteigender Menge folgten erwartungsgemiB Palmitinsaure, Olséure,
Arachidonsdure und Stearinséure. Die ,,Kotronen Kohorte™ dagegen enthielt im Serum prozen-
tual am meisten Palmitinséaure, in absteigender Menge folgen Olsaure, Linolsaure, Stearinsaure
und Arachidonsdure. Die Werte fur Palmitdlsdure sind in beiden Kohorten gleich hoch. Die
,»Kotronen Kohorte* enthdlt zudem hohere Werte flr Vaccensdure, aber auch fir Dihomo-y-
Linolenséure, EPA, DPA und DHA.

Der deutlich hohere Linolsaureanteil der ,,Lilly Kohorte“,der sich v.a. in einem hdheren

Linolséureanteil in den LDL und HDL zeigt, wéhrend der Anteil in den VLDL im Vergleich
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gleich hoch ist, kénnte einerseits fur eine pflanzenreichere Ernahrung sprechen. Andererseits
wire denkbar, dass der niedrigere Linolsdureanteil der ,,Kotronen Kohorte“ eine stdrkere IR
anzeigt. Hierbei konnen drei, sich nicht gegenseitig ausschliessende Mechanismen zum Tragen
kommen: 1. Die Stimmulation der delta 6-Desaturase durch Insulin, 2. Die starkere Adipositas
und 3. Die de novo Lipogenese.

Bei einer beginnenden IR scheint der erhdhte Serum Insulinspiegel die Aktivitat der delta 6-
Desaturase zu stimmulieren, so dass die Linolsdurekonzentration absinkt, die Dihomo-y-
Linolenséurekonzentration hingegegen etwas ansteigt. Ein relativ hoher Dihomo-y-
Linolenséureanteil bei niedriger Linolsdurekonzentration ist bei der ,,Kotronen Kohorte” zu

beobachten.

Die hoheren Werte der ,,Kotronen Kohorte® fiir Palmitinsiure und Olsdure im Serum kénnten
eventuell einen Hinweis auf die vorhandene starkere Adipositas der ,,Kotronen Kohorte* geben,
da es sich bei diesen FS um die im Fettgewebe hauptsachlich vorkommenden FS handelt (Gong
et al. 2011, Garaulet et al.2006). Prinzipiell kann festgestellt werden, je mehr WAT (white
adipose tissue) vorhanden ist, desto hoher ist auch die Konzentration an Olsdure im Serum.
Zudem wird auch bei erhéhten TG Werten im Plasma mehr Olsaure gefunden. Die Zusammen-
setzung der Lipoproteine zeigt, daB die VLDL der ,,Kotronen Kohorte* im Vergleich mehr Ol-
séure enthalten. Der Palmitinsdureanteil liegt dort in den LDL deutlich hoher.

Es konnte weiterhin vermutet werden, dass der in der IR erhéhte Insulinspiegel die hepatische
de novo Lipogenese zur verstarkten Bildung von Palmitinsdure und MUFAs anregt (Hellerstein
et al. 1996). Die Untersuchung von Donnelly at al. 2005 zeigt die Herkunft der FS der
Lipoproteine bei Patienten mit NAFLD: ,,Der Hauptanteil der FS der Lipoproteine stamme aus
den NEFAs des Fettgewebes und der zweitgroRte Anteil aus der der novo Lipogenese der Le-

ber«,

Die hoheren Werte fiir EPA, DPA und DHA der ,,Kotronen Gruppe® im Serum wowie in allen
Lipoproteinen kénnten prinzipiell einen Hinweis auf eine fischreichere Erndhrung geben, die in
Finnland nicht uniblich ware. Fettsdurekonzentrationen im Plasma spiegeln die Nahrungsantei-

le der jeweiligen FS wieder, wie Yli-Jama et al. 2001 zeigen.

Die Arachidonsaurekonzentration im Serum ist in beiden Kohorten anndhernd gleich hoch.Bei
den Lipoproteinen zeigt die Kotronen Kohorte etwas héhere Werte in den LDL und HDL. Da-
mit kénnte die von Vessby et al. 2002 aufgestellte Vermutung gestarkt werden, dass es sich bei
dem Arachidonsauregehalt des Serums um eine strikt regulierte und kontrollierte GréRRe handelt.
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Aus der Arachidonsdure werden proinflammatorische Eikosanoide gebildet (Wolfe und

Harrocks 1994),

die bei

zahlreichen Erkrankungen,

Kreislauferkrankungen relevant sind.

Tabelle 7 Klinische Daten der Lilly-Offspring Studie

wie z.B. Krebs-

Variable Mittelwert £ SD | Median Min-Max

n (Frauen) 38 (25)

Alter [Jahre] 46 + 12 19 - 65
HOMA-IR 1,7+1,34 1,28 0,24 - 6,53
Nichtern Insulin [uU/ml] 6,98 +4,99 1,10 - 23,20
Nichtern Glukose [mg/dl] 95,97 + 9,48 79,00 - 114,00
Gewicht [kg] 77,35 + 16,26 49,30 - 115,10
BMI [kg/m2] 25,33+ 4,47 17,05 - 35,13
Nichtern TAG [mg/dl] 93,42 + 48,17 39,00 - 293,00
Niichtern HDL [mg/dl] 50,87 + 16,10 21,00 - 107,00
Niichtern LDL [mg/dI] 103 + 28,64 62,6 - 176,8
Tabelle 8 Klinische Daten der Kotronen Kohorte 2009

Variable Mittelwert + SD | Median Min-Max

n (Frauen) 16 (14)

Alter [Jahre] 46+ 5 39 - 60
HOMA-IR 1,7 0,38 - 4,86
Nuchtern Insulin [uU/ml] 91+14 2,01-22,17
Nichtern Glucose [mg/dl] 90,1+ 10,8 77,48 - 115,32
Gewicht [kg] 84 + 20 56 - 122
BMI [kg/m’] 30,2+ 53 20,8 - 37,7
Nuchtern TAG [mg/dl] 109,6 + 44,7 36,84 - 207,89
Niichtern HDL [mg/dl] 68,3+ 12,7 40,93 - 85,71
Nichtern LDL [mg|dl] 104,6 + 30,9 58,69 - 163,32

und Herz-
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Tabelle 9 Vergleich der prozentualen Anteile der Fettsduren im Gesamtplasma verschiedener Ko-

horten (Kotronen et al. 2009)

LillyOffspring

Plasma

Kotronen

n= 38

Serum

Frauen&Manner

n=16

Nichtdiabetiker

Frauen&Manner

Nichtdiabetiker

0,88

0,06

21,72

2,34

9,34

22,51

2,23

21,49

04

101

2,03

6,81

1,88

1,2

4,16

Myristin 1,38
Myristol 0,15
Palmitin 22,91
Palmitol 2,30
Stearin 7,07
Ol 20,95
Vaccen 1,76
Linol 27,36
g_Linolen 0,65
Linolen 0,54
Arachin 0,30
Eicosaen 0,19
Eicosadien 0,17
Dihomo-y-Linolen 1,78
Arachidon 6,15
Eicosatetraen 0,08
Eicosapentaen 0,92
Behen 0,79
Docosapentaen 0,54
Docosahexaen 1,86
Lignoceron 0,64
Nervon 1,51
100,00

104,06
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4.2 Gehalt an Fettséuren pro Lipoprotein

Die Untersuchung des Fettsduregehaltes der Lipoproteine aus Kapitel 3.5.2 ergab, dass Linol-
saure, Olsaure und Palmitinsaure sowie Stearinsaure, Palmitélsaure und Vaccensaure die haupt-
séchlich vorkommenden FS in allen Lipoproteinklassen sind. Die Arachidonséaure und die DHA
kommen ebenfalls mit nennenswerten Anteilen vor. In jeder Lipoproteinklasse sind diese FS zu
unterschiedlichen Anteilen enthalten. Daraus ergibt sich die Frage, warum bestimmte FS mit
bestimmten Lipoproteinen assoziiert sind? Ist die Zusammensetzung der Lipoproteine aus ver-
schiedenen Lipidklassen verantwortlich flir deren Fettsduremuster und welchen Einfluss hat die
metabolische Situation? Zur Beantwortung dieser Frage wird im Folgenden der unterschiedliche
Gehalt der Lipoproteine an den entsprechenden Lipidklassen (Havel und Kane 2001) beleuchtet
und analysiert ob die Fettsdurepraferenzen der Lipidklassen eine Rolle spielen kénnnten. Die
Abbildung 19 zeigt die prozentualen Anteile der Lipidklassen der Lipoproteine. Die Untersu-
chung des Fettsauregehaltes der Lipidklassen der Lipoproteine aus dieser Kohorte ist Gegen-
stand der Dissertation von Herrn Ralf Uken, die Ergebnisse stehen jedoch noch nicht zur Verfi-
gung. Als Referenz fiir die Fettsduremuster der Lipidklassen werden daher "Wissenschaftliche
Tabellen" (Geigy, 1979) benutzt.
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Abbildung 19 Typische prozentuale Zusammensetzung der Lipoproteine

Gezeigt sind die Bestandteile der Lipoproteine Triglyceride (TG), Cholesterin und Cholesterinester (CE),
Phospholipide (PL) und Apoproteine (Apo) und ihre prozentuale Verteilung je Lipoprotein. (nach Havel
und Kane 2001)

In der vorliegenden Studie wurde beobachtet, dass die VLDL verhaltnismaRig mehr Olsaure
und Palmitinséure enthalten. Das kann mit der in der Literatur beschriebenen Anreicherung von
Olsaure und Palmitinsaure in den TG erklart werden (Geigy 1979) und damit, dass die VLDL
zu ca. 50% aus TG bestehen (Havel und Kane 2001).

Bei den LDL wurde beobachtet, dass die Linolsdure die FS mit dem groBten Anteil ist. Diese
Beobachtung konnte damit erklart werden, dass Cholesterinester hauptsachlich mit Linolsdure
assoziiert sind (Geigy 1979) und die LDL zu 50% aus Cholesterin und Cholesterinestern beste-
hen (Havel und Kane 2001).

Bei den HDL hatten die Arachidonsdure und die Stearinsaure verhaltnismaRig den groiten An-
teil. Arachidonsdure und Stearinsdure werden hauptséachlich an die PL verstert (Geigy 1979).
Die HDL haben mit 33%, den gréBRten PL Anteil und enthalten vermutlich deshalb den gréten

Anteil an Arachidonsaure und Stearinsaure.

In der Lipoproteinklasse der Alb konnten insgesamt sechs FS ausgewertet werden. Die Literatur
beschreibt, dass bei Untersuchungen der NEFA- Fraktion ebenfalls hohe Anteile ebendieser FS
beobachtet wurden (Halliwell et al. 1996, Yli-Jama et al. 2001). Die hier untersuchte Alb-
Fraktion scheint also sehr gut die NEFA-Fraktion wiederzuspiegeln. Auch der hier festgestellte,
relativ hohe Stearinsdureanteil fligt sich in die Beobachtungen von Halliwell et al.1996 ein. Der

dort festgestellte relativ hohe Stearinsaureanteil, entspricht nicht dem relativ niedrigen Stearin-
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séuregehalt desFettgewebes. Als zugrunde liegende Ursache wird ein relativ schlechter Ab-
transport (Disposal) der Stearinsaure aus dem Blut diskutiert und nicht eine praferentielle Frei-

setzung aus dem Fettgewebe.

Nach der Beschreibung der mengenméfig am meisten vorkommenden FS und ihrer Bindungs-
praferenz, werden im Folgenden die weniger haufig vorkommenden FS genannt. Der
Palmitolsdure- und Vaccensauregehalt féllt, entsprechend des TG Gehaltes von VLDL (ber
LDL zu HDL ab. Es ist anzunehmen, dass diese MUFAs ebenfalls bevorzugt an TG gebunden
werden. Von den langkettigen FS Lignocerinsdure und Nervonsaure ist bekannt, dass sie mit
Sphingomyelin assoziiert sind (Kihara 2012). Dieses kénnte ebenfalls durch die Ergebnisse der
Untersuchungen dieser Arbeit Bestatigung finden. Lignocerinsdure und Nervonsaure konnten
lediglich in den LDL und HDL nachgewiesen werden, nicht aber in den VLDL. Der Grund da-
fiir kdnnte der geringe Sphingomyelinanteil der VLDL sein (Kotronen at al. 2009). Von den ®-3
FS EPA, DPA und DHA ist anzunehmen, dass sie ebenfalls mit PL assoziiert sind und sich da-
her nach dem gleichen Muster (ber die Lipoproteinklassen verteilen wie die Stearinséure und
die Arachidonséure, d.h. der prozentuale Anteil steigt von VLDL tber LDL zu HDL.

Die Ergebnisse dieser Arbeit stehen in weitestgehender Ubereinstimmung mit der Untersuchung
des Fettsduregehaltes der Lipoproteine, welche von Kotronen et al 2009. durchgefiihrt wurde
Zwei Unterschiede sind jedoch hervorzuheben.

Ein Unterschied zeigt sich in den Anteilen der Linolséure, der Palmitinsaure und der Stearinséu-
re der LDL und HDL. Bei der von Kotronen untersuchten Kohorte (berwiegt der
Linolsauregehalt der LDL und HDL nicht deutlich zum Palmitinsduregehalt, sondern die Antei-
le sind etwa gleich grof. Im Vergleich zu den Ergebnissen dieser Arbeit, ist der
Linolséuregehalt der LDL und HDL deutlich kleiner und der Palmitinséuregehalt sowie der

Stearinsauregahalt etwas grofier.

Der niedrigere Linolsduregehalt ist alimentér bedingt, da es sich bei dieser FS um eine essentiel-
le FS handelt, die vom Kérper nicht selber hergestellt werden kann. Sie gilt deshalb fur diesen
Bereich als valider Biomarker (Bradbury et al. 2010). Eine andere Erklarung wére, wie in Kapi-
tel 4.1 bereits erwéhnt, eine verstarkte de novo Lipogenese und damit eine Veranderung der
Verhaltnisse. Die etwas hdheren Werte fiir Palmitinsdure und Stearinsdaure kénnten einen grofie-
ren PL Anteil anzeigen. Die Erhdhung der FS EPA, DPA, DHA und Arachidonsdure in den
LDL und HDL, konnte dieses Konzept unterstiitzen, da diese FS ebenfalls vorwiegend an PL

gebunden werden. Wenn dies so ware, konnte eine hohere Bildung von SD- LDL und HDL;
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vermutet werden. Es handelt sich dabei um kleine, cholesterinarme LDL und HDL -Partikel die
sich im Rahmen der Diabetischen Dyslipidamie (Kapitel 1.5) bilden. Sie bilden sich in gréRerer
Zahl und gelten als atherogen. In den Kohortencharakteristika kénnten, unter Berlcksichtigung
des hohen Frauenanteils, die vergleichsweise hohen HDL-Werte einen Hinweis in diese Rich-
tung geben. Aufgrund dieser Vermutungen konnte der Kotronen Kohorte eine schlechtere meta-
bolische Situation zugesprochen werden. Ein Zusammenhang zwischen der Menge an
Arachidonsaure im Plasma und metabolischen Parametern wird kontrovers diskutiert (Hjelte
und Nilsson 2005).

Der zweite bedeutende Unterschied zwischen den Untersuchungen der beiden Kohorten ist bei
den Anteilen der PUFAs: EPA, DPA und DHA zu beobachten. Die ,,Kotronen Kohorte* zeigte
in den VLDL, LDL und HDL, bei vergleichsweise niedrigen Linolsdurewerten deutlich hohere
Werte fur EPA, DPA und DHA an. Da die Anteile dieser FS in allen Lipoproteinen mehr als
doppelt so grof sind und alle Lipoproteine gleichmaRig betroffen sind, liegt die Vermutung
nahe, dass in erster Linie die fischreichere Erndhrung verantwortlich ist. Es wird angenommen,
dass exogene FS Quellen die FS Komposition in allen Lipoproteinen in gleicher Weise beein-
flussen (Kotronen et al. 2009). Weiterhin konnte beobachtet werden, dass die Synthese von
EPA und DHA besonders hoch ist, wenn die Nahrung viele gesattigte FS (fettreiche Erndhrung)
und wenig Linolséure (pflanzenarme Ernahrung) enthélt (Vessby 2003). Liegt hingegen viel
Linolsaure vor, so wird die Synthese von EPA und DHA reduziert (Zhou and Nilsson 2001).
Dieser Sachverhalt kdnnte eventuell fiir die ,,Lilly Kohorte* zutreffen und neben der geringeren
Aufnahme dieser FS (fischdrmere aber pflanzenreichere Diat) die niedrigeren EPA und DHA

Werte in den Lipoproteinen erklaren.

4.3 Veranderungen nach dem Frihstlick

Die Bestandteile der gemischten Friihstlicke sowie die Fettsdurezusammensetzung sind in den
Tabellen 1 und 2 des Anhangs beschrieben. Bislang konnte ein starker Zusammenhang zwi-
schen der Menge der PUFAs in der Nahrung und den PUFAs des Serums beobachtet werden
(Glatz et al. 1989, Ma et al. 1995). Die Beziehung fur SAFAS ist schwacher und die flr
MUFAS gibt es fast gar nicht (Ma et al. 1995, Nikkari et al. 1995). Die in der Nahrung am h&u-
figsten vorkommenden FS sind Myristinsaure, Palmitinsdure, Olsaure, Stearinsaure und Linol-

saure.
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Ein bis zwei Stunden nach der Nahrungsaufnahme gelangen die FS erstmalig Uber die
Chylomikronen ins Blut. Diese Aufnahme hélt einige Stunden an. Dies erklart den signifikanten

Anstieg an FS nach zwei und vier Stunden (Kapitel 3.6).

Die Zusammensetzung der LDL bleibt nach zwei und vier Stunden weitestgehend ohne signifi-
kante Veranderungen. Lediglich die Myristdlsdure zeigt nach vier Stunden einen Anstieg im
signifikanten Bereich. Die Zusammensetzung der HDL bleibt in den ersten vier Stunden nach
Fettaufnahme ohne signifikante Verdnderungen. Die signifikante Veranderung der
Myristolsaure der LDL und der Trend der Myristinsdure und Myristdlsdure der HDL ist ein
Hinweis darauf, dass die FS aus der Nahrung nach gewisser Zeit in die LDL und HDL gelan-
gen. Da die Myristolsdure in den VLDL nach vier Stunden prozentual am meisten gemessen
wurde, kdnnte der Anstieg in den LDL und HDL eventuell auf die Aktivitat des CETP (Kapitel
1.1.5) hinweisen. Ausserdem wire eine Neusynthese von HDL denkbar, die sich als ,,surface

remnants* aus den VLDL bilden und somit Myristinséure und Myristdlsaure enthalten.

Der signifikante Abfall der Palmitdlsdurekonzentration in der Albuminfraktion nach vier Stun-
den konnte fir die insulinabhangige Unterdriickung der postprandialen Lipolyse sprechen. Wie
Halliwell et al.1996 zeigen konnten wird Palmitdlsdure im Niichternzustand besser aus Fettge-
webe freigesetzt als Stearinsdure und Palmitinsdure. Die Konzentration der beiden letzteren FS
wird also weniger durch Lipolyse bestimmt, und sinkt folglich nicht in der Alb Fraktion

postprandial, wenn die Lipolyse durch Insulin unterdriickt wird.

4.4 Fettsauren und HOMA-IR

Der Einfluss der FS auf die IR wird allgemein als signifikant bewertet (Bevilacqua et al. 1987,
Vessby et al. 2001, Summers et al. 2002). Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Korrelations-
analyse zwischen den FS des Plasmas einerseits sowie den FS der Lipoproteine andererseits und
dem HOMA-IR (Kapitel 3.7) durchgefiihrt. Im Folgenden wird diese Analyse mit der Analyse

von Kotronen et al. 2009 verglichen.

Zundchst wurden die FS des Plasmas mit dem HOMA-IR korreliert. Dabei zeigte sich, dass in
der ,,Lilly-Kohorte die Myristinsaure positiv und die Linolsdure negativ korrelierten. In der
,JKotronen Kohorte* korrelierten dagegen die Palmitinsaure, die Palmitolsaure sowie die Olsiu-

re positiv und die Linolsaure negativ.
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In bisherigen Studien konnte gezeigt werden, dass im Serum gemessene hohe Anteile an Palmi-
tinsdure und Stearinséure, sowie niedrige Anteile an Linolsdure als Risikofaktoren flr die Ent-
wicklung eines DMT 2 (Hodge et. al 2007, Wang et al. 2003, Vesshy et al. 1994), eines Myo-
kardinfarkts (Ohrvall et al. 1996, Miettinen et al. 1982) sowie eines MetS (Warensjo et al. 2005)
gelten. Des Weiteren gilt diese FS-Konstellation auch als Risikofaktor fiir die kardionvaskulér
bedingte Sterblichkeit (Warensjo et al. 2008). Die Erhthung der Myristinsdure im Serum als
Ankiindigung einer IR wurde von Lovejoy et al. 2001 beschrieben. Dies kdnnte einerseits eine
erhéhte de novo Lipogenese in der Leber widerspiegeln, wodurch gleichzeitig die prozentuale
Linolsaurekonzentration abnehmen wirde, andererseits konnte es sich um den Ausdruck von
erhéhten TG Werten handeln.

Der Vergleich der Lipoproteinfettsdauren mit dem HOMA-IR zeigte in der ,,Lilly Kohorte* zwei
signifikante Korrelationen bei den LDL. Auffallend stark war die Korrelation bei der Dihomo-
y-Linolensdure, flr die bei den HDL diesbeziiglich ein positiver Trend beobachtet werden konn-
te. Lovejoy et al. 2001 beschrieben, dass die Erhéhung der Dihomo-y-Linolenséaure als Zeichen
fur die Entstehung einer IR gewertet werden kénne. Der zugrunde liegende Mechanismus konn-
te die Stimulation der delta 6-Desaturase Aktivitdt durch die in der IR vorherrschende
Hyperinsulindmie sein. Dadurch wirde mehr Linolsdure in Dihomo-y-Linolensdure umgewan-

delt werden.

Desweiteren korrelierte bei den LDL die Stearinsdure positiv. Erklart werden kénnte dies mit
erhohten hepatischen ELOVL 6 (Eissing et al. 2013). In Mausmodellen wurde gezeigt, dass
erhéhte ELOVL 6 in der Leber eine IR auslésen (Matsuzaka 2007). In der ,,Kotronen Kohorte*

hingegen ist eine positive Korrelation der Stearinsdure in den VLDL zu beobachten.

Als Fazit beschreiben Kotronen et al. 2009 die positive Korrelation von SAFAs mit HOMA-IR
in VLDL und LDL, so wie von MUFAs und HOMA-IR in HDL. Dazu wiirden der in dieser
Untersuchung beobachtete positive Trend der Palmitinsdure in den VLDL sowie der positive
Trend der Vaccenséure in den HDL passen.Weiterhin ist zum einen die erhohte de novo
Lipogenese mit IR assoziiert, zum anderen zeigt die Konversion von Dihomo-y-Linolensdure
eine beginnende IR an. Die Dihomo-y-Linolensaure wurde von Kotronen et al. 2009 leider nicht

analysiert.

Es ist zu erkennen, dass insgesamt betrachtet die Ergebnisse der vorliegenden Studie in Auszi-
gen mit denen in der Literatur Gbereinstimmen, was fiir deren Universalitat spricht. Es zeigt sich

hier, dass in Lipoproteinklassen gemesse FS eine bessere Korrelation mit IR ergeben, als die im
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Gesamtplasma gemessen FS. Entsprechend ist davon auszugehen, dass zukinftige Analysen der
Lipoproteine bezlglich ihrer FS Zusammensetzung wichtige Informationen im Hinblick auf die
Erforschung der IR im Zusammenhang mit dem MetS liefern werden. Eventuell waren als Aus-
blick der Nachweis der SD-LDL und HDL; sowie deren differenzierte Untersuchung hinsicht-
lich des FS Musters ein weiteres Forschungsfeld in diesem Bereich.

4.5 Methodendiskussion

4.5.1 Methodendiskussion der Lipoproteingewinnung

In der Literatur wurde die Methode der Extraktion von Lipoproteinen aus Plasma mittels FPLC
beschrieben. Dieser halb-automatische Prozef3 gilt als reproduzierbar und valide. (Innis-
Whitehouse et al. 1998 ). Im Vergleich zu anderen Mdglichkeiten der Lipoproteinextraktion aus
Plasma, wie z.B. der Saulenchromatografie ist die FPLC Methode weniger zeitaufwendig und
benotigt weniger als 1 ml Plasma. Zudem kann diese Methode mit Plasmen durchgefiihrt wer-
den, welche gefroren waren. Zum Erhalt der Funktionsfahigkeit der Saule muss diese regelmé-
Big gespult werden. Ein regelméBig durchgefuhrtes Waschprogramm beseitigt eventuelle An-
haftungen an der Sdule und eine Spilung vor dem Einfligen der nachsten Probe beseitigt even-
tuell zurlickgebliebene Probenreste der vorherigen Probe. Dadurch wird die Genauigkeit der

Messung erhoht.

4.5.2 Methodendiskussion der Fettsdurebestimmung

Die in der Literatur von Lepage and Roy 1986 beschriebene Methode zur direkten Umesterung
von Lipiden in einem Reaktionsschritt gilt als Referenzmethode. Sie ist technisch sehr gut um-
setzbar, prazise und zeitsparend. Die entstehenden Fettsduremethylester sind die VVoraussetzung
flr die Fettsaurebestimmung mittels Gaschromatographie. Die GC-Analyse ist sehr zuverléssig
durch Einsatz eines internen Standards. Der interne Standard ist eine festgelegte Menge an
Heptadekanséure, welche jeder Probe hinzugefiigt wird. Bei einem Teilverlust der Probe, wére
der interne Standard ebenfalls von Verlust betroffen (Wiederfindungskontrolle). Zusétzlich wird
mindestens zu Beginn und am Ende jeder Sequenz eine bestimmte Menge des internen Stan-
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dards in den Injektor des Gaschromatographen eingespritzt. Diese Standards gelten als Referenz
flr die gemessenen Proben. Probleme in der Auswertung kénnen sich lediglich in der Reprodu-
zierbarkeit von manuell integrierten Peaks ergeben. Das ist beispielsweise nétig, wenn eine
Fettsdure in einer sehr geringen Konzentration vorhanden ist, das Signal daraufhin schwach ist
und somit kein eindeutiger Peak ermittelt werden kann. Um die Analyse von Fettsduremethyles-
tern fur groRe klinische Studien einzusetzen, wurden die Methoden bereits weiterentwickelt
(Masood et al. 2005). Die one- step-reaction von Lepage und Roy wurde dahingehend modifi-
ziert, dass alle bendtigten Reagenzien bereits vorher zu einer Lésung zusammengefiigt wurden.
Diese Ldsung wird dann einmalig zur Probe gegeben. Damit entfallen die, fir Storungen anfal-
ligen, Zwischenschritte des Pipetierens. Des Weiteren wurde der Einsatz eines Roboters flr
diese Arbeit getestet. Der GC wurde durch ein Fast GC ersetzt, welcher mit einer besonderen
Séule und anderen Einstellungen betrieben wird. Diese Methodenerweiterungen stellen eine

Option dar, wurden aber im hiesigen Labor bisher nicht etabliert.
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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde das Plasma gesunder Probanden mit mindestens einem, an
Typ 1l Diabetes erkrankten Elternteil untersucht und die FS Muster der Lipoproteine nlichtern
und postprandial bestimmt. Daraus sollte das Potential von Lipoprotein-FS als metabolischen

Biomarkern erkundet werden.

Es konnte gezeigt werden, dass die einzelnen Lipoproteinklassen charakteristische FS Muster
aufweisen, welche mit der in der Literatur beschriebenen Lipidzusammensetzung der
Lipoproteine und der Préaferenz der Lipidklassen fir bestimmte FS zu erkléren sind: In VLDL
waren die in Triglyzeriden angereicherten Olsaure und Palmitinsdure mengenmaRig am starks-
ten vertreten, wahrend in LDL die mit Cholesterinestern assoziierte Linolsaure besonders haufig
war. In HDL hingegen kamen ein relativ hoher Anteil von den in Phospholipiden angereicherten
Arachidonsaure und Stearinsdure vor. Daneben wurden Linolsdure und Palmitinsaure als haupt-
séchlich vorkommende FS gemessen. Charakteristisch fir VLDL war des Weiteren ein hoher
Anteil an den ebenfalls Triglyzerid-angereicherten Palmitblsdure und Vaccensdure. Die
postprandiale Veranderung der Lipoprotein-Fettsduremuster wurde zu zwei Zeitpunkten nach
der Einnahme eines definierten Fettfriihstlicks betrachtet. Wahrend sich in der VLDL-Fraktion
signifikante Anstiege nahezu aller FS 2h und 4h nach Fettgabe nachweisen lieen, gab es in der
LDL- und HDL-Fraktion nur einen leichten Anstieg der Myristin- und Myristdlsdure, welche im
Fettfriihstick besonders viel enthalten waren. In der Alb-Fraktion wurde lediglich ein signifi-
kanter Abfall der Palmittlsaure nach 4h beobachtet. In einer Korrelationsanalyse wurde festge-
stellt, dass LDL-FS insgesamt starker mit HOMA-IR assoziiert sind als die Gesamtplasma-FS

beziehungsweise die FS in den anderen Lipoproteinklassen.

Die charakteristischen Fettsauremuster bestétigen, dass die Lipoproteinklassen klar abgegrenzte
Kompartimente sind, die stark durch die Lipidzusammensetzung definiert sind. Da die
PartikelgroRe die Lipidzusammensetzung beeinflusst, konnten FS Muster oder Lipid-
speziesmuster der Lipoproteine als Ausgangspunkt zur Entwicklung von Biomarkern fir patho-
logische Lipoproteinunterklassen, wie SD-LDL oder HDL; genutzt werden. Nahrungs-FS sind
postprandial in allen Lipoproteinklassen nachweisbar. Weitere Studien sollten erkunden, in
welchen Lipidklassen bestimmte Nahrungs-FS postprandial erscheinen und welche Aussagen

die  Dynamik  dieses  Prozesses Uber das  metablische  Risiko  erlaubt.
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Anhang

Tabelle 10 Zusammensetzung der Fettfruhstucksangebote

Frihstiick A Fett[g] |Kohlenhydrate [g] | Proteine [g]
2 Weizenbrétchen a 60g 2,2 60 9,6
10g Butter 8,3

50g ,,Cervelatwurst* 18 0,5 8

50g Maasdammer Kase 45% Fett im Trockenanteil 13,5 12,5
150g Yoghurt 12 22,2 4.2
150g Weintrauben 23,3 1
Summe 54 106 35
Kalorien 1078kcal

Frihstuck B Fett[g] | Kohlenhydrate [g] Proteine [g]
2 Weizenbrotchen a 60g 2,2 60 9,6
25g Bultter 20,8

1 Ei (60) nb 7,2 7,8
50g Maasdammer Kase 45% Fett im Trockenanteil 13,5 12,5
150g Yoghurt 12 22,2 4,2
30g Honig 22,5

Summe 56 105 34
Kalorien 1088kcal

Frihstiick C Fett [g] |Kohlenhydrate [g] | Proteine [g]
2 Weizenbrétchen a 60g 2,2 60 9,6
13g Butter 10,8

50g Leberwurst 17,4 0,5 7,1
50g Camembert 50% Fett im Trockenanteil 13 10
1509 Yoghurt 12 22,2 4.2
150g Weintrauben 23,3 1
Summe 55 106 32
Kalorien 1075kcal
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Tabelle 11 Zusammensetzung der Fettsduren in den Frihsticken A, B, C

Fettsauren Frihstick A [%] Frihstick B [%] Frihstick C [%]
Myristinséure 8,8 11,9 8,6
Myristdlséure 0,8 1,2 0,8
PalmitinSdure 31,4 34,5 31,8
PalmitdlSdure 2,1 2,2 2,3
Stearinsaure 12,7 12 11,7
Olséure 33 31,6 34,6
Vaccensaure 2,2 1,4 2,5
Linolsaure 7,3 5 71
g-Linolensdure 0 0 0
Alpha -Linolenséure 1 0,8 0,9
Arachinsdure 0,2 04 0,4
Eicosaenséure 0,5 0,2 0,7
Eicosadiensaure 0,3 0,1 0,3
Arachidonséaure 0,2 04 0,4
Eicosatriensdure 0,1 0 0,1
Eicosapentaenséure 0 0,1 0
Behensdure 0,1 0,1 0
Erucaséure 0 0 0
Docosapentaensaure 0,1 0,1 0,2
Docosahexaensaure 0 0,1 0
Lignocerinséure 0 0,1 0
Nervonséure 0 0 0

90



Anhang

Tabelle 12 Klinischen Kriterien der untersuchten Kohorte

Kohorte (n=38)

Manner (n=13)

Frauen (n=25)

Alter [Jahre]

46 (19-65)

42 (23-54)

47 (19-66)

F_BMI [kg/m?]

24,12 (17,05-35,13)

24,16 (21,02-35,13)

23,81 (17,05-35,09)

F WHR 0,8 (0,67-1,02) 0,9 (0,75-1,02) 0,78125 (0,67-0,99)
F_HOMA-IR 1,28 (0,24-6,53) 1,32 (0,52-4,88) 1,22 (0,24-6,53)
F_ HOMA_%B 61,86 (14,15-304,54) | 66,39 (14,15-15,73) 53,51 (16,56-305,54)

F_Oh_Glucose [mg/dI]

94,5 (79,00-114,00)

96 (84,00-114,00)

92 (79,00-114,00)

F_Oh_Insulin [uU/mI]

5,55 (1,10-23,20)

5,7 (2,00-18,50)

5 (1,10-23,20)

F_Waist [cm]

82,5 (62,50-117,00)

90 (68,10-115,10)

76,5 (62,50-102,00)

F_Oh_TAG [mg/dI]

81,5 (39,00-293,00)

86 (43,00-293,00)

78 (39,00-156,00)

F_0h_Chol [mg[dI]

163,5 (106,00-253,00)

162 (130,00-233,00)

166 (106,00-253,00)

F_Oh_HDL [mg/dI]

48,5 (21,00-107,00)

41 (21,00-66,00)

52 (32,00-107,00)
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Tabelle 13 Fettsduregehalt des niichterenen Blutplasmas der untersuchten Kohorte

Material: Blutplasma

Zeitpunkt: Oh

Fettséaure Mittelwert [pugiml] SD [pg|ml]
Myristin 36,45 * 17,43
Myristol 3,86 * 2,15
Palmitin 605,94 * 131,63
Palmitdl 60,74 * 23,00
Stearin 186,93 * 42,05
Ol 554,28 * 160,97
Vaccen 46,64 + 12,97
Linol 723,75 * 134,56
g_Linolen 17,30 * 10,50
Linolen 14,28 * 5,43
Avrachin 7,87 * 1,42
Eicosaen 4,90 * 1,98
Eicosadien 4,61 * 1,78
Dihomo-y-Linolen 47,16 * 13,44
Arachidon 162,79 * 35,72
Eicosatetraen 2,12 * 1,29
Eicosapentaen 24,22 + 16,53
Behen 20,93 + 3,66
Docosapentaen 14,18 + 3,77
Docosahexaen 49,28 * 18,15
Lignoceron 16,99 t 3,15
Nervon 40,07 * 7,66
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Tabelle 14 Fettsduren der Lipoproteine aus niichternem Blutplasma

Material: Lipoproteine

Zeitpunkt: Oh

Fettsdure Mittelwert [ug|ml] SD
Myristin 23,68 + 0,77
Myristol 1,63 * 0,17
Palmitin 432,15 * 75,53
Palmitol 42,46 + 7,25
Stearin 135,86 * 26,67
Ol 373,88 * 63,16
Vaccen 28,65 * 4,88
Linol 510,99 + 112,00
g_Linolen 8,67 * 1,90
Linolen 9,28 + 0,57
Arachin 4,48 + 0,94
Eicosaen 2,89 * 0,09
Eicosadien 3,48 + 0,46
Dihomo-y-Linolen 36,36 * 7,79
Arachidon 96,94 + 22,08
Eicosatetraen 2,91 + 0,45
Eicosapentaen 12,39 * 2,65
Behen 10,34 * 2,55
Docosapentaen 7,42 * 1,29
Docosahexaen 20,43 + 4,55
Lignoceron 8,47 * 1,66
Nervon 14,57 * 1,45
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Tabelle 15 Relative Prozentanteile der Fettsduren in den einzelnen Lipoproteinen

Fettsaure Summe [ug/ml] | VLDL [%] | LDL [%] HDL [%] Alb [%]
Myristin 23,68 33,21 36,64 30,15

Myristol 1,63 44,79 31,29 23,92

Palmitin 432,15 21,65 35,84 40,75 1,77
Palmitdl 42,46 28,32 42,04 28,35 1,29
Stearin 135,86 15,10 34,36 47,29 3,25
o] 373,88 27,22 40,91 30,67 1,21
Vaccen 28,65 24,64 39,72 34,43 1,21
Linol 510,99 12,26 47,48 39,19 1,08
g_Linolen 8,67 12,31 56,06 31,63

Linolen 9,28 29,68 40,43 29,89

Avrachin 4,48 10,70 52,15 37,15

Eicosaen 2,89 30,76 36,83 32,41

Eicosadien 3,48 18,08 39,02 42,90
Dihomo-y-Linolen 36,36 10,27 37,06 52,66

Arachidon 96,94 7,92 40,19 51,89
Eicosatetraen 2,91 15,50 43,57 40,94
Eicosapentaen 12,39 8,68 43,95 47,37

Behen 10,34 6,93 55,76 37,31
Docosapentaen 7,42 16,86 31,55 51,59
Docosahexaen 20,43 10,98 33,52 55,50

Lignoceron 8,47 14,54 53,60 31,86

Nervon 14,57 57,05 42,95

94



Abkirzungsverzeichnis

Abklrzungsverzeichnis

Alb Albumin

ApoAl Apolipoprotein A 1

ApoB100 Apolipoprotein B-100

ApoB48 Apolipoprotein B-48

ApoC Apolipoprotein C

ApoE Apolipoprotein E

Apo-Lp Apolipoprotein

BMI Body mass Index

BZ Blutzucker

CE Cholesterolester

CETP Cholesterol-Ester-Transfer-Protein
Chol Cholesterol

C™M Chylomikronen

CR Chylomikronen Remnants

DMT 2 Diabetes mellitus Typ 2

FS Fettsaure

FFS Freie Fettsduren

FPLC Fast Protein Liquid Chromatographie
GC Gaschromatographie

Glut4 Glukosetransporter 4

HDL High density lipoprotein

HDL-C High density lipoprotein-Cholesterin
HOMA-IR Homeostasis model assessment of insulin resistance
HOMA-B Homeostasis model assessment of B-Cell resistance
IFG Impaired Fasting Glycamie

IGT Impaired Glucose Tolerance

IR Insulin Resistenz

IS Insulin Sensitivitét

KHK Koronare Herzkrankheit

LDL Low density lipoproteins

LDL-C Low density lipoprotein-Cholesterin
LpL Lipoproteinlipase

PL Phospholipid

QUICKI Quantitative Insulin Sensitivity Check Index
rpm Umdrehungen pro Minute

TG Triacylglycerol

VLDL Very low density lipoproteins

WAT White adipose tissue

WC Waist Circumference

WHO World Health Organisation
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