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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 LIPOPROTEINSTOFFWECHSEL

Lipide gehéren neben den Kohlenhydraten und den Proteinen zu den wichtigsten Energieliefe-
ranten des tierischen Organismus. Sie fungieren nicht nur als Energielieferant, sondern auch
als Botenstoff (in Steroidhormonen oder als Bestandteil in Membranen und Gallenséuren) oder
als Isolatoren (im Fettgewebe zur Warmeisolation). Der Grofteil der Lipide ist wasserunldslich
und bendétigt daher spezielle Mechanismen, um im Blut transportiert werden zu kénnen. Wah-
rend kurzkettige Fettsduren in der Blutbahn Uberwiegend an Albumin gebunden vorkommen,
werden die meisten anderen Lipide in Form von Lipoproteinen transportiert. Diese enthalten
insbesondere Fettsduren in Form von Triglyzeriden (TG) oder Cholesterolestern (CE), welche
die vorherrschende Transportform von Cholesterol sind, sowie Phospholipide (PL) und lipophile
Vitamine (siehe Abbildung 1). Stérungen des Lipoproteinstoffwechsels tragen u. a. zur Entste-
hung von Hyperlipiddmien und Atherosklerose bei [Lusis et al 2004 (Part one); Lusis et al. 2004
(Part two); Hansson et al. 2005].

1.2 LIPOPROTEINE UND APOLIPOPROTEINE

Lipoproteine kénnen als Mikroemulsionen aufgefasst werden (siehe Abbildung 1). Sie bestehen
aus einem hydrophoben Lipidkern, der hauptsachlich TG und CE enthalt, sowie einer amphi-
phatischen Oberflache aus PL, deren polare Kopfgruppen die Wasserldslichkeit vermitteln. Apo-
lipoproteine sind in diese Oberflache eingelagert. Sie haben zum einen eine strukturell stabili-
sierende Wirkung und vermitteln zum anderen Funktionalitdt dadurch, dass eine Interaktion mit

Enzymen und/oder Membranrezeptoren ermdglicht wird [Mahley et al. 1984].

Lipoproteine werden nach Dichte und Mobilitat in der Gelelektrophorese in mehrere Klassen
unterteilt, die sich sowohl durch ihre Grof3e als auch durch ihre Lipid- und Apolipoprotein-
zusammensetzung unterscheiden. Lipoproteine werden klassisch durch Dichtegradienten-
zentrifugation aufgetrennt, wobei ihre Dichte invers mit ihrer GréRRe, d. h. ihrem Lipidgehalt kor-
reliert (Tabelle 1). Neben den High-, Low-, Very Low- und Intermediate-Density-Lipoproteins
(HDL, LDL, VLDL und IDL), stellen die Chylomikronen (CM) einen wichtigen Teil des Lipopro-
teinstoffwechsels dar. Die chemische Zusammensetzung von Plasmalipoproteinen korreliert
ebenfalls mit ihrer Dichte. So nimmt der TG-Gehalt mit zunehmender Dichte ab und der Cho-

lesterolgehalt erreicht in der LDL-Fraktion ein Maximum (siehe Tabelle 1).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung eines Low-Density-Lipoprotein-Partikels
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Lipoproteine der Low-Density-Lipoprotein-Fraktion sind ca. 22 nm im Durchmesser grof3. Der Lipidkern besteht
neben TG Uberwiegend aus CE (rot), wobei die Hiille aus freiem Cholesterol (beige) und PL (gelb) aufgebaut ist.
In die Oberflache ist ein Molekil ApoB100 (blau) eingelagert. (Abbildung modifiziert nach Segrest et al. 2001)

Tabelle 1: Physikalisch-chemische Eigenschaften der Lipoprotein-Hauptklassen

Lipide (%)
Lipoprotein Dichte MG GroRe

TG CHOL PL

Chylomikronen 0,95 400 x 10° 75-1200 80-95 2-7 3-9
VLDL 0,95-1,006 10-80 x 10° 30-80 55-80 5-15 10-20
IDL 1,006-1,019 5-10 x 10° 25-35 20-50 20-40 15-25
LDL 1,019-1,063 2,3x10° 18-25 5-15 40-50 20-25
HDL 1.063-1.21 1,7-3,6 x 10° 5-12 5-10 15-25 20-30

Dichte (g/dl); MG (dalton); GroRe (nm); Lipide (%). Tabelle modifiziert nach Ginsberg et al. 2004.

Die Proteinanteile der Lipoproteine werden Apolipoproteine genannt und in verschiedene

Haupttypen (ApoA-E) unterteilt (Tabelle 2). Innerhalb der einzelnen Haupttypen werden die

Apolipoproteine auch aufgeteilt, wie z.B. das ApoA-l bis A-V. Apolipoproteine lassen sich au-

Rerdem in austauschbare, wie ApoA-l, -ll, -IV, -V, ApoC-I, -Il, -lll, und ApoE und nicht aus-

tauschbare wie die Apolipoproteine apoB1gy und apoBg einteilen.
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Sinn der Apolipoproteine ist die Stabilisierung, die Funktion als Enzymaktivatoren oder als Re-
zeptorliganden. Apolipoproteine werden in der Darmmukosa und der Leber hergestellt. Das
Molekulargewicht der Apolipoproteine schwankt zwischen 6.5 kDa und etwa 550 kDa. Die Klas-
sen der wichtigsten Apolipoproteine lassen sich grob in zwei Gruppen einteilen: die erste Grup-
pe besteht aus ApoA, ApoC und ApoE, die relativ klein (ca. 5 bis 50 kDa) sind und viele amphi-
phatische a-Helices enthalten, die auf genetischer Ebene aus Tandemwiederholungen von elf
Codons bestehen [Mishra et al. 2006; Hatters et al. 2006]. Die Hypothese, dass sie aus einem
Ursprungsgen hervorgegangen sind, liegt aufgrund dieser Ahnlichkeit nahe, insbesondere, da
sie sich ihre Gene im Genom auf nur zwei Cluster verteilen: ApoC-l, -, -1V, ApoE auf Chromo-
som 19q3.2-g3.3 und ApoA-I, -1V, -V, ApoC-Ill auf Chromosom 11923-g24 [Zannis et al. 2001].
Diese Apolipoproteine kdnnen intravaskular zwischen einzelnen Lipoproteinpartikeln ausge-
tauscht werden. Die ApoA-Proteine kommen vor allem in der HDL-Fraktion vor, die ApoC-
Proteine sind vornehmlich in den triglyzeridreichen CM, VLDL, IDL sowie in sogenannten
~ourface Remnants® der HDL zu finden [Tam et al. 1981; Tam et al. 1983].

ApoE ist mit triglyzeridreichen Lipoproteinen, TRL und HDL assoziiert und wird unter normalen
Bedingungen nicht auf LDL detektiert. ApoE wird primar in der Leber synthetisiert, jedoch auch
in zahlreichen anderen Geweben und Zelltypen, unter anderem auch in Monozyten und Makro-
phagen und in Makroglia des zentralen Nervensystems [Hatters et al. 2006]. Im Gegensatz zu
ApoA, -C und -E steht die zweite Gruppe mit ApoB4s und ApoBqo. ApoB1go hat ein Molekular-
gewicht von 550 kDa [Segrest et al. 2001]. ApoB,s bildet das Proteingerist fiir CM und ApoBg
dasjenige fur VLDL, IDL und LDL [Kane et al. 1983]. Beide Apolipoproteine werden vom glei-
chen Gen transkribiert. ApoByg, das nur aus den N-terminalen 48 % von ApoB,q, besteht, ent-
steht durch RNA-editing ausschliellich in den Mukosazellen des Dinndarms [Powell et al.
1987]. Dabei wird durch die Desaminierung eines spezifischen Cytosylrestes zu einem Uracyl-
rest durch das Enzym Cytosindesaminase (apoB editing complex 1, Apobec-1) aus Codon 2153
(CAA) ein Stopcodon (UAA) in die ApoBioo-mRNA eingefligt. ApoB besteht Gberwiegend aus
grofRflachigen, amphiphatischen [(-Faltblattstrukturen, die vermutlich der Grund fur die feste
Assoziation mit dem Lipidkern sind, so dass ApoB nicht zwischen den einzelnen Lipoproteinen

ausgetauscht werden kann.
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Die Eigenschaften und Funktion der Apolipoproteine sind in der folgenden Tabelle 2 zusam-

mengefasst.

Tabelle 2: Eigenschaften und Funktion der Apolipoproteine

Apolipoprotein MG Lipoprotein Metabolische Funktion
. Strukturelle Komponente des HDL, Lecithin-
A AU Aol el e Cholesterin-Acetyl-Transferase-Aktivator (LCAT)
ApoA-II 17,414 HDL, Chylomikron Unbekannt

Unbenannt; méglicherweise erleichtert es
ApoA-IV 46,465 HDL, Chylomikron den Transfer der Apolipop. zwischen HDL und
Chylomikronen

ApoA-V 39,000 HDL Assoziation mit niedrigeren TG-Werten

Notwendig zur Zusammensetzung und Sekretion

GEeEs Aty il e der Chylomikronen im Diinndarm

Notwendig fiir Zusammensetzung und Sezernierung
ApoBigo 514,000 VLDL, IDL, LDL von der Leber; Sturkturprotein des
VLDL, IDL und LDL; Ligand des LDL Rezeptors

Méglicherweise Inhibierung der Aufnahme

SESCe GG e, YLEL, (21, ol der VLDL und Chylo in die Leber
ApoC-lI 8,900 Chylo., VLDL, IDL, HDL Aktivierung der Lipoproteinlipase
Inhibitor der Lipoproteinlipase und der Aufnahme
sl ALY e, YLEL, (21, ol der Chylomikronen und VLDL durch die Leber
ApoE 34,145 Chylo., VLDL, IDL, LDL Ligand fur Bindung einiger Lipoproteine an

den LDL-Rezeptor , LRP und Proteoglykanen

Tabelle modifiziert nach Ginsberg et al. 2004.

Der Lipoproteinstoffwechsel lasst sich in drei Aufgabenfelder unterteilen, wobei der exogene,
postprandiale Weg den Transport von Nahrungslipiden zu Muskel, Fettgewebe und Leber be-
schreibt. Den endogenen Weg nehmen Lipoproteine, die von der Leber sezerniert werden und
Lipide zu extrahepatischen Geweben transportieren. Als reversen Cholesteroltransport be-
zeichnet man den Transport von Cholesterol aus peripheren Geweben zur Leber, wo das Cho-

lesterol Uber die Galle in Form von Gallensauren ausgeschieden werden kann.
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1.3 EXOGENER LIPIDSTOFFWECHSEL

Die im DUnndarm (Enterozyten) gebildeten Chylomikronen haben die Funktion, die mit der Nah-
rung aufgenommen Fette und fettldslichen Vitamine im Blut zu transportieren. Bevor die Nah-
rungslipide transportfahig sind, werden sie zuerst im Magen von der Lipase in Triacylglyzeride
gespalten [Armand et al. 2007]. Im Duodenum angekommen und mit der Gallenfliissigkeit durch
die Darmperistaltik durchmischt, beginnen die Lipide zu emulgieren. Erst in Form von Mizellen
sind die Lipide der Pankreaslipase zuganglich. Die von der Pankreaslipase freigesetzten Mo-
noacylglyzeride und Fettsduren kénnen jetzt durch Diffusion oder auch aktive Transporter vom
Enterozyten aufgenommen werden. Im Enterozyten findet eine Reveresterung der vorher ge-
spaltenen Fettsduren und Monoacyglyzeride statt. Durch das MTP (Microsomal Triglyzeride
Transport Protein) werden die Monoacylglyzeride und Fettsauren in die nun entstehenden Chy-
lomikronen transportiert und im Blut als transportfahiges Lipoprotein — bepackt unter anderem
mit TG — bereitgestellt. Die Chylomikronen werden nun auch zusatzlich mit fettléslichen Vitami-
nen, Choleseterylestern, Phospholipiden und Apolipoproteinen beladen. Nachdem der Chylo-
mikron den Enterozyten durch Exozytose verlasst, gelangt er unter Umgehung der Leber tber
den ductus thoracicus in den linken Venenwinkel und somit in die Peripherie [Hussein et al.,
Kane, 1996].

Im Blut bekommen die Chylomikronen von den HDL die Apolipoproteine C-II, ApoE und ApoA-V
und geben das ApoA-l und A-Il ab. Hierbei stellt das ApoC-Il zum Beispiel einen essentiellen
Cofaktor fur die endothelstédndige Heparansulfat-Proteoglykan (HSPG)-gebundene Lipoprotein-
lipase dar [Oliverona und Bengtison-Oliverona, 1993]. Die TG werden durch die endothelstan-
dige Lipoproteinlipase (LPL) hydrolysiert [Eisenberg et al., 1992] und in das Fett- oder Muskel-
gewebe aufgenommen. Im Herzmuskel und Skelettmuskel werden die entstandenen freien
Fettsauren der 3-Oxidation zugefuhrt, wahrend sie im Fettgewebe auch reverestert und gespei-
chert werden kénnen. Nach Verbrauch des Chylomikronen-Kerns bleibt ein sogenannter Chy-
lomikronen-Remnant (brig, der reich an Cholesterinester und ApoE ist. Das ApoE und die nun
am Chylomikronen-Remnant befindliche LPL [Zambon et al. 1996] erhéhen die Affinitat des
Komplexes zum LDL-Rezeptor an der Leber und begtinstigen damit dessen Aufnahme [Hultin ,
M. et al. 1998, Mahley, R.W. et al. 1999, Laatsch, A. et al. 2009]. Hier werden dann die verblie-
benen TG und Cholesterinester zwischengelagert und kénnen dann entweder abgebaut oder in

VLDL oder LDL und in den endogenen Lipidstoffwechsel eingeschleust werden.
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1.4 ENDOGENER LIPIDSTOFFWECHSEL

Kommt es im Koérper zu einem Energielberschuss, bildet die Leber (Abbildung 2) aus Tri-
acylglyzeriden VLDL, die im Hungerzustand dem Korper als Energiequelle bereitgestellt werden
kénnen. Hierbei werden fiir die VLDL-Bildung TG aus Chylomikronen-Remnants oder freie Fett-

sauren verwendet.

Die Bildung der VLDL beginnt damit, dass ein ApoB4y enthaltenes Precursor Lipoprotein mit
sehr geringer Dichte gebildet wird. Am endoplasmatischem Retikulum gebunden findet hier die
Beladung des noch nicht reifen Lipoproteins durch das MTP (Microsomal Triglyzeride Transfer
Protein) mit TG, Phospholipiden und Cholesterolestern statt. Dabei kommt es zu einer Interakti-
on des MTP mit dem ApoBig [Olofsson et al. 1999]. Die VLDL werden in triglyzeridreiche
VLDL, und triglyzeridarme VLDL; eingeteilt. Bei der Einteilung werden die Partikelgréf3e und die
entsprechende Flotationsrate in der Ultrazentrifuge berticksichtigt [Packard und Shepard, 1979].
Da die VLDL-Sekretion sehr stark vom Energiezustand des Kérpers abhangt, wird in der post-
prandialen Phase die VLDL-Sekretion durch Insulin gehemmt. Andersherum werden im Hun-
gerzustand die vom Fettgewebe freigesetzten freien Fettsduren zur VLDL-Bildung benutzt. Ge-
langen die VLDL in den Blutkreislauf, bekommen sie von den HDL das ApoE und ApoC-Il. Hier-
bei aktiviert das ApoC-Il die endothelstandige Lipoproteinlipase [LaRosa et al. 1970]. Durch das
ApoE wird nach der Lipolyse die ApoE-Rezeptor-vermittelte Aufnahme des verbrauchten VLDL,
das dann als IDL vorliegt, vermittelt [Mahley et al. 1999, Arai et al. 1999]. Es erfolgt relativ
schnell die Lipolyse durch die endothelstéandige Lipoproteinlipase [Olivecrona et al., 2009], so
dass freie Fettsauen an das Endothel abgegeben werden kénnen. Analog zu den Chylomikro-
nen entstehen nach Abgabe der TG an periphere Gewebe kleinere relativ Cholesterin- und
ApoE-reiche Partikel zurtick, die sogenannten IDL (intermediate density lipoprotein). Insgesamt
hat ein Wechsel der Lipoprotein-Klasse stattgefunden. Es zeigen sich Veranderungen bezlglich
der Lipid- und Proteinfraktion. Werden die im Kreislauf befindlichen VLDL nicht durch die Lipo-
lyse verbraucht, besteht die Mdglichkeit diese tber VLDL-Rezeptoren in die Leber aufzuneh-
men [Tacken et al. 2001]. Aus den IDL kénnen nun in der Leber LDL hergestellt werden. Nach
der ApoE-vermittelten Aufnahme des IDL kommt es zu einer LPL- und hepatischen Lipase ver-
mittelten Hydrolyse der restlichen TG, einem Verlust des ApoE-Anteils und zur Cholesterin-
Ester-Transfer-Protein (CETP)-vermittelten Cholesterin-Anreicherung [Paromov et al. 2003,
Inazu et al. 1990] aus den HDL. Das LDL-Partikel ist von einem einzigen sehr gro3en ApoBgo-
Molekul umwunden. Erst durch das ApoBq ist es dem LDL mdglich, Gber den LDL-Rezeptor in
hepatische und extrahepatische Gewebe zu gelangen und sein Cholesterin dort abzugeben
[Flood et al. 2004; Brown und Goldstein, 1986].

Hierbei kann das Cholesterin zum einen als Induktor oder Repressor des Schlisselenzyms der

zellularen De-Novo-Synthese wirken und zum anderen die Expression des LDL-Rezeptors be-

einflussen [Goedeke et al. 2011]. Beide Wege dienen dazu, hohe intrazellulare Cholesterin-

10
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spiegel zu vermeiden, weil diese zytotoxisch wirken kénnen [Leake und Peters, 1982; Sevanian
und Peterson, 1986; Brady et al. 1989]. LDL kann auch LDL-Rezeptor unabhangig Uber soge-
nannte Scavenger-Rezeptoren durch unspezifische Pinozytose aufgenommen werden. Der
Weg des LDL uber den ,scavenger pathway“ unterliegt keiner Feedbackregulation und ist somit
nicht sattigbar. Da vor allem Makrophagen und andere Zellen des Retikulo-histiozytaren Sys-
tems Scavenger-Rezeptoren exprimieren, kommt es bei hohen LDL-Spiegeln letztendlich zur

Entstehung von Schaumzellen. Diese spielen eine besondere Rolle bei der Arteriosklerose.

1.5 REVERSER CHOLESTERINTRANSPORT

Wahrend das bisher beschriebene LDL eine Verteilungsfunktion fir Cholesterin hat, handelt es
sich bei dem HDL (High Density Lipoprotein) um ein Lipoprotein, das fur den Transport des
Cholesterins in die entgegengesetzte Richtung (von der Peripherie, vor allem aus lipidbelade-
nen Makrophagen zurlick in die Leber) und zu steroidhormonproduzierenden Organen verant-
wortlich ist [Yancey et al. 2003; Lewis et al. 2005]. Nur die Leber ist in der Lage, Cholesterin
auszuscheiden. Kann sie das nicht bewerkstelligen, kdnnen hohe intrazellulare Cholesterinkon-
zentrationen zytotoxisch wirken [Leake und Peters, 1982; Sevanian und Peterson, 1986; Brady
et al., 1989]. Neuere Untersuchungen zeigen nicht nur eine antiatherogene Wirkung des HDL,
sondern schreiben diesem Lipoprotein auch antioxidative, antiinflammatorische und antithrom-
botische Wirkungen zu [Barter et al. 2004; Lewis et al. 2005].

Auch unter den HDL gibt es Unterschiede bezuglich der GréRRe, Dichte und des Apolipoprotein-
gehaltes, so dass man sie in drei Untergruppen unterteilt: HDL4, HDL, und HDLj;. Die Entste-
hung der HDL erfolgt entweder als lipidarme, naszierende HDL in den Hepatozyten [Castle et
al. 1991; Forte et al. 1987; McCall et al. 1989; McCall et al. 1988; Thrift et al.1986] und in der
Mukosa des Dickdarms [Danieleson et al. 1993; Forester et al. 1983; Green et al. 1978] oder
durch Dissoziation von Chylomikronen und VLDL [Musliner et al.1991; Tam & Beckenbridge
1983; Schaefer et al.1982]. Auch diese Lipoproteine (HDL) sind mit Apolipoproteinen ausgestat-
tet: ApoA-I, ApoA-Il, ApoA-IV, ApoE und ApoA-V. Die Neubildung eines HDL im Hepatozyten
oder in der Mukosa des Darmes beginnt durch einen ATP-Binding-Cassette-Transporter A1
(ABCA1) abhangigen Mechanismus, bei dem das ApoA-I mit Cholesterin aus der Peripherie
beladen wird und ein Pra-B-HDL zustande kommt. Hierbei wird das freie Cholesterol durch die
am HDL befindliche Lecithin-Cholesteryl-Acyl-Transferase (LCAT) verestert und erst in dieser
Form in das Zentrum des entstehenden HDL transportiert [Oram et al. 2003; Brewer et al.
2004]. Wenn die Zelle zu wenig Cholesterol enthalten sollte, kann Uber die Produktion einer
microRNA33 die Transkription des ABCA1-Gens herunterreguliert und somit der Efflux reduziert
werden [Murphy et al. 2011]. Eine wichtige Funktion Gbernimmt z.B. das ApoA-I: dieses Apoli-
poprotein wirkt als Kofaktor [Fielding und Fielding 1980; Phillips et al. 1998] bei der Veresterung

des in der Peripherie gesammelten freien Cholesterins durch die Lecithin-Cholesterin-

11
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Acyltransferase (LCAT). Zwischen den HDL3 und der peripheren Zelle ist das Konzentrationsge-
falle bezogen auf den Cholesteringehalt am groften. Deswegen sind die HDL3; maf3geblich am
Transport des peripheren Cholesterins beteiligt [Trigatti und Rigotti 2000], ohne dass es zur
Endozytose des Lipoproteins kommt. Aufgrund der standigen Veresterung des Cholesterins
durch die LCAT, bleibt dieses Konzentrationsgefalle erhalten.

Nun gibt es mehrere mdgliche Wege, die das in den HDL befindliche Cholesterin gehen kann:
Einerseits kann der Lipoproteinkomplex als Ganzes ApoA-l bzw. ApoE-rezeptorvermittelt in
Hepatozyten aufgenommen werden [Curtiss et al. 2000; Tall et al. 2000]. Andererseits gibt es
noch die Mdglichkeit lipidreiche HDL in lipidarme HDL umzuwandeln: dieses geschieht durch
die Aktivitdt des Cholesterinester-Transferproteins (CETP) [Clay et al. 1992; Francone et al.
1996; Hennessy et al. 1993; Liang et al. 1994; Goldberg 2009], des Phospholipid-
Transferaseproteins, der endothelialen Lipoproteinlipase und der hepatischen Lipase (HL). Die
Depletion eines HDL durch die CETP kann als atherogener Vorgang gesehen werden. Die ge-
netische Mutation des CETP zeigte in Untersuchungen hohe HDL-Werte [Brown et al. 1989].
Des Weiteren kénnen hepatische und extrahepatische Zellen Cholesterinester tber den
Scavenger-Rezeptor Klasse B Typ 1 [Rinniger et al. 1994; Krieger et al. 1999] aufnehmen. Eine

grobe Gesamtdarstellung des Lipoproteinstoffwechsels soll Abbildung 2 geben.
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Abbildung 2: Lipoproteinstoffwechsel in grober Gesamtdarstellung

Die exogen aufgenommenen Nahrungsfette werden im Darm in Chylomikronen verpackt. Diese werden von der en-
dothelstandigen Lipoproteinlipase hydrolysiert. AnschlieRend erfolgt die rezeptorvermittelte Aufnahme der CM-
Remnants. In der Leber werden die ApoB-haltigen VLDL gebildet, aus denen nach der Hydrolyse LDL entstehen. Diese
werden entweder Uber LDLR oder Uber Scavenger-Rezeptoren aufgenommen. Fir den Ricktransport des Cholesterins
aus der Peripherie sind die HDL zustandig. Aus einem von der Leber sezernierten ApoA-I-Molekdl entsteht durch das
ABCA1 ein HDL. Modifiziert nach Rader et al. 2008
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1.6 STRUKTUR UND FUNKTION DES APOA-V

2001 entdeckten zwei voneinander unabhangige Arbeitsgruppen das Apolipoprotein A-V (ApoA-
V). Zum einen wurde es durch vergleichende Sequenzanalysen [Pennacchio et al. 2001] identi-
fiziert und zum anderen beobachtete man die Assoziation des ApoA5 mit der frihen Phase der

Leberregeneration [van der Vliet et al. 2001].

Unmittelbar in der Nahe des Lokus ApoA-I/C-llI/A-IV auf Chromosomen 11923 befindet sich 27
kbp distal (3') des ApoA-IV das ApoA-V-Gen. Deswegen und auch wegen der Ahnlichkeit des
ApoA-V mit dem ApoA-IV wird dieses Gen zu diesem Cluster gezahlt. Beachtlich ist die enorm
geringe Konzentration dieses Proteins im Plasma von 0,05-0,5 pg/ml (humanes Plasma)
[Ishihara et al. 2005; O’Brien et al. 2005] und 1 pg/ml (tierisches Plasma) [van der Vliet et al.
2001; Baroukh et al. 2004; O’Brien et al. 2004]. In molarer Berechnung bedeutet dieses, dass
die ApoA5-Konzentration um nahezu tausendfach niedriger ist als ApoB4q. Umgerechnet ent-
halt jedes 24ste VLDL ein ApoA-V-Molekil [Merkel und Heeren 2005]. Verschiedene Untersu-
chungen zeigten, dass ApoA5 Uberwiegend mit den Lipoproteinen VLDL, HDL und Chylomikro-
nen assoziiert ist [Pennacchio et al. 2002; O’Brien et al. 2004; Alborn et al. 2006]. Die Assozia-
tion des ApoA5 mit dem HDL wird als eine Reservoirfunktion verstanden, so wie es bei anderen
Apolipoproteinen auch der Fall ist. Nimmt die Konzentration triglyzeridreicher Lipoproteine nach
einer fettreichen Mahlzeit zu, kann man eine zunehmende Translokation der ApoA5-Proteine
auf die Chylomikronen und VLDL beobachten. Die bisherigen wissenschaftlichen Untersuchun-
gen zeigen stark differierende Ergebnisse, so dass der Zusammenhang des ApoA-V im Lipid-
stoffwechsel nicht vollstandig verstanden zu sein scheint. In humanem und Wild-Maus-Plasma
konnte eine positive Korrelation zwischen dem ApoA-V und dem TG-Spiegel beobachtet wer-
den [Alborn et al. 2007; Dallinga-Thie et al. 2006; Hennemann et al. 2007; Schaap et al. 2006;
Talmund et al. 2006; Vaessen et al. 2006]. Allerdings zeigten transgene Mause mit dem
menschlichen ApoA-V eine entgegengesetzte Korrelation. Transgene Mause, denen hingegen
ihr eigenes ApoA5-Gen fehlte, zeigten wiederum eine positive Korrelation. Neben diesen Be-
obachtungen gibt es eine Reihe vom Erkrankungen, bei denen man eine Korrelation zwischen
ApoA-V-Mutationen und der Ursache der Erkrankungen wie z.B. KHK [Lai et al. 2004; Klos et
al. 2005; Chen et al. 2009; Jang et al. 2009; Hsu et al. 2009; Sarver et al.2010; Kim et al. 2011],
metabolischem Syndrom [Grallert et al. 2007; Dorfmeister et al. 2008; Qiao et al. 2008; Hsu et
al. 2008; Chien et al. 2009], Diabetes mellitus Typ-2 [Qiao et al. 2008], Fettleibigkeit [Corella et
al. 2007], Arteriosklerose der Aorta [Laurila et al. 2009] und der Arteria Carotis [Elosua et al.
2006; Chien et al. 2009] vermutet. Es gibt verschiedene Faktoren, die die Bildung des ApoA5
entweder induzieren oder zu einer Repression fiihren. Insulin und das Schilddriisenhormon
fihren zu einer Abnahme der Genexpression des ApoA5 [Nowak et al. 2005; Prieur et al. 2005].
Auch Uber die Beeinflussung von verschiedenen Transkriptionsfaktoren wie das PPARa [Vu-
Dac et al. 2003; Prieur et al. 2003], FXR [Prieur et al. 2003], RORa [Genoux et al. 2005],
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HNF4a [Prieur et al. 2005], TRp [Prieur et al. 2005] wurde eine Veranderung der ApoA-V-

Genexpression und eine konsekutive Erhdhung der mRNA festgestellt.

Das humane ApoA5 besteht aus 366 Aminosauren (AS) und weist eine auffallige Homologie
zum humanen ApoA4 auf [Pennacchio et al. 2001]. Als ausgereiftes Protein besteht das ApoA5
aus insgesamt 343 AS. Es ist ein 39 kDa schweres, als Monomer vorliegendes hydrophobes
[Alborn et al. 2006] Protein mit amphiphatischer a-helikaler Sekundarstruktur, das ausschlief3-
lich von der Leber produziert und sezerniert wird. Die Gruppe von Sun et al. unterteilt das
ApoA-V in sechs Regionen, die jeweils separate Bindungsregionen fir verschiedene Enzyme
oder Rezeptoren ergeben [Sun et al. 2006]. Die Interaktion mit Heparin und den Rezeptoren
LRP1 und SorlLa beispielsweise geschieht Gber eine 42 AS lange Region 186-227 [Nilsson et
al. 2007]. Die Region, die Lipide bindet und die LPL-Aktivierung ermdglicht, wird von den AS
192-238 gebildet (siehe Abbildung 3). Das C-terminale Ende des Proteins erméglicht die Bin-
dung mit Lipiden und somit Léslichkeit in wassriger Loésung als Ganzes im Lipoprotein [Beck-
stead et al. 2007]. Hingegen das N-terminale Ende, gebildet von den AS 1-146, ermoglicht die
Loslichkeit in der hydrophilen Losung durch Bindung an Lipoproteine, wobei eine starkere Bin-
dung an das HDL beobachtet wurde [Wong-Mauldin et al 2009].

186-227 Binding of
1-146 o helix bundle HSPG, receptors

lipid binding and GPIHBP1
I | [ |
N-term © 1-51 m * n - . C-term
L | L L |
20-114 192-238 292(301)-343
Midkine interaction LPL activation Lipid binding
Lipid binding

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Apolipoprotein A5 nach Nilsson et al.
Dargestellt ist das gesamte ApoA5-Lipoprotein mit seinen verschiedenen Bindungsstellen.

Bei der Frage wie das ApoA5 funktioniert, gibt es verschiedene Hypothesen, an Hand derer
man den Einfluss dieses Apolipoproteins auf den Lipidstoffwechsel zu erklaren versucht.
Grundsatzlich kann man Mechanismen, die intrazellular von extrazellular stattfindenden, unter-
scheiden. 2004 zeigten Schaap et al., dass durch die Uberproduktion vom ApoA5 eine Veran-
derung in der VLDL-Produktion der Leber resultiert. Hierbei geht aus den Untersuchungen her-
vor, dass sich nicht die Anzahl, sondern die Gréf3e der VLDL veranderte. Andererseits gibt es

Untersuchungen an ApoA5-transgenen und Knockout-Mausen, die keine Auswirkung auf die
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VLDL-Produktion zeigten [Fruchart-Najib et al. 2004; Merkel et al. 2005]. Der wahrscheinlich am
ausfuhrlichsten untersuchte Mechanismus unter denen, die extrazellular stattfinden, ist die Hy-
pothese, dass das ApoA5 als Aktivator der LPL fungiert. Die Untersuchungen von Merkel et al.
(2005) und Merkel & Heeren (2005) zeigten, dass die Aktivitat der LPL erhéht wird, indem das
ApoA5 die Bindung des TG-reichen Lipoproteins (VLDL oder CM) an die endothelstandige Lip-
oproteinlipase begunstigt. Auch die Gruppen von Fruchart-Najib et al. (2004) und von Schaap et
al. (2004) konnten eine erhdhte Clearance der TG-reichen Lipoproteine nachweisen. Die Ar-
beitsgruppe von Lookene et al. (2005) konnte nachweisen, dass das ApoA5 an das Heparin
bindet und somit wie oben auch schon beschrieben einen begunstigenden Effekt darstellt. Es
gibt auch Untersuchungen, die eine positive Korrelation zwischen dem ApoA5 und dem Plas-
ma-TG-Spiegel behaupten [Vaessen et al. 2009]. In einer weiteren Versuchsreihe fand man
heraus, dass das ApoA5 und ApoC-lIl in entgegengesetzter Richtung, voneinander unabhangig
den Lipidstoffwechsel beeinflussen [Aalto-Setala et al. 1992; Baroukh et al. 2004; Schaap et al.
2006]. Hierzu wurden, wie aus den Untersuchungen von Baroukh et al. hervorgeht, Doppel-
Knockout-Mause und zweifach transgene Mause generiert. Es zeigte sich, dass die Plasma-
TG-Spiegel entsprechend der Wildtyp Kontrollgruppe verhielten, woraus man schlieen konnte,
dass das ApoA5 und ApoC-IIl wie oben beschrieben in entgegengesetzter Weise den Plasma

TG-Spiegel beeinflussen.

Das ApoC-lll ist ein von der Leber und dem Dinndarm sezerniertes Polypeptid und auch Be-
standteil des HDL, VLDL, und der Chylomikronen [O’Brien et al. 2004; Alborn et al. 2006]. Be-
merkenswert ist, dass das ApoA5 hierbei eine zweitausendfach niedrigere Konzentration zeigt
als das ApoC-Illl oder ApoA-I [Merkel & Heeren 2005]. Der positiven Korrelation hoher Triglyze-
ridspiegel im Plasma mit hohen ApoC-Illl Werten [lto et al. 1990] liegt die Hemmung der Lip-
oproteinlipase, der hepatischen Lipase und der Hemmung der Aufnahme der triglyzeridreichen
Partikel zugrunde [Kinunnen und Ehnolm 1976; Kraus et al. 1973; McConathy 1992].

Die Verhinderung der LDL-Rezeptor-vermittelten Aufnahme des TG-reichen Lipoproteins wird

durch die Dislokation des ApoE vermittelt [Narayanaswami et al. 2004].

Insgesamt konnte eine positive Korrelation zwischen der LPL-Aktivitat und dem TG-Spiegel bei
gesunden und diabetischen Menschen und auch im Tierversuch gezeigt werden [Ginsberg et al.
1986; Marz et al. 1987; lto et al. 1990; Shoulders et al. 1991; van der Ham et al. 2009]. Pen-
nacchio et al. (2001) zeigten bei in vivo Analysen an humanem ApoA5-transgenen Mausen
einen Abfall der TG im Plasma um 66 %. Aulierdem konnten sie bei apoA-V-Knockout-Mausen
einen vierfach hoheren TG-Spiegel nachweisen. Ergéanzend zu den Ergebnissen der Knock-out-
Mause konnten Untersuchungen von Grosskopf et al. eine verminderte Aktivitdt der LPL nach-
weisen. Hierbei geht man davon aus, dass die TG-reichen Lipoproteine ohne das ApoA5 eine
geringere Affinitdt zur LPL zeigen [Grosskopf et al. 2005]. In den Untersuchungen von Gross-
kopf et al. zeigten sich erhéhte TG-Spiegel mit niedrigeren LDL-Spiegeln. Ein Ergebnis — wel-

ches den Einfluss der TG-Spiegel durch die LPL vermittelte Hydrolyse unterstitzt — ist, dass in
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der Gruppe von Merkel et al. keine Veranderungen in der hepatischen Produktionsrate der
VLDL und die unveranderte intestinale Lipidabsorption nachgewiesen werden konnte [Merkel et
al. 2005].

1.7 INSULINRESISTENZ UND LIPOPROTEINSTOFFWECHSEL

Ein sich immer weiter ausbreitendes Problem unserer Zeit ist die Zunahme von Krankheiten, die
auf bestimmte langfristige Lebensgewohnheiten zurlckzufihren sind. So birgt ein ungesundes
Essverhalten und mangelnde Bewegung ein hohes Risiko an Krankheiten wie Diabetes melli-
tus, Bluthochdruck, Adipositas und Artherosklerose zu erkranken. Selbstverstandlich gibt es
unter diesen Erkrankungen auch stets einige, die durch eine genetische Disposition bedingt

sind.

Der erste und grundlegende Mechanismus zur Entstehung eines Diabetes Typ-2 ist die Insulin-
resistenz. Hierbei handelt es sich um die verminderte Wirkung des Insulins, die aber fir viele
Vorgange wie z. B. Glukosetransport oder Hemmung von Enzymen wie die hormonsensitive
Lipoproteinlipase (LPL) des Fettgewebes verantwortlich und essentiell ist. Da durch die vermin-
derte Wirkung des Insulins nicht genliigend Glukose in die peripheren Gewebe, wie Muskelge-
webe und Fettgewebe, aufgenommen werden kann, kommt es zu Folgereaktionen, die den
Stoffwechsel in einen ,circulus vitiosus“ einmiinden lassen. Neuste Untersuchungen zeigen bei
Insulinresistenten Patienten eine schadigende Wirkung des niedrigen HDL-Cholesterins auf die
Funktion der B-Zellen des Pankreas [Bardini et al. 2011]. Aufgrund der hohen Blutglukosekon-
zentration wird weiter vermehrt Insulin ausgeschiittet. Die Folge ist eine Erh6hung der Insulin-
sekretion. Anfangs ist der Kérper noch in der Lage, dieses Missverhaltnis von Insulinsekretion
und Insulinwirkung durch die erhéhte Insulinausschittung zu kompensieren. Doch kommt es
durch die dauerhaft bestehende Hyperinsulinamie, Hyperglykamie und Hyperlipiddmie zur
Schadigung der Insulin produzierenden (-Zellen des Pankreas. Sind die B-Zellen soweit ge-
schadigt, dass eine Kompensation der verminderten Wirkung nicht erreicht werden kann,
spricht man von einem manifesten Typ-2-Diabetes. Die Insulinresistenz hat nicht nur Folgen auf
den Glukosehaushalt, sondern auch auf den Lipidstoffwechsel. Typische Veranderungen bei
Typ-2-Diabetikern zeigen sich im Profil ihres Fettstoffwechsels: Hypertriglyzeridamie, erhéhte
VLDL, erniedrigte HDL und vermehrtes Auftreten der LDL [Hsieh et al. 2008]. Bei der Frage, wie
es zu den Veranderungen des Lipoproteinstoffwechsels im Rahmen der Insulinresistenz kommt,
gibt es verschiedene Mechanismen, deren Ausfall alle zu der Dyslipidamie beitragen. Durch die
mangelnde Insulinwirkung kommt es bereits in kurzem praprandialem Hunger zu einer fasten-
ahnlichen Situation. Da das Insulin nicht mehr am Fettgewebe wirken kann, wird hier auch nicht
mehr die Freisetzung von Fettsauren durch Hemmung u. a. der hormonsensitiven Lipase (HSL)
unterdriickt [Duez et al. 2008]. Konsekutiv kommt es zu einer Erh6hung der Konzentration der

freien Fettsauren. Die freien Fettsduren gelangen an Gewebe wie Leber und Darm, wo sie sti-
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mulierend auf die Produktion triglyzeridreicher Lipoproteine wirken. Die Beobachtung, dass der
Darm auch im Hungerzustand bei Typ-2-Diabetikern Chylomikronen bildet und somit zur Hyper-

lipidamie beitragt, wirft auf dieses Organ in seiner Funktion bzw. Fahigkeit ein ganz neues Licht.

Nehmen wir Nahrung zu uns, kommt es physiologischerweise in der postprandialen Phase zur
Bildung von Chylomikronen. Diese transportieren die verdauten, emulgierten und im Enterozy-
ten wieder reveresterten Triacylglyzeride Giber den ductus cysticus in den linken Venenwinkel
und Blutkreislauf. Auch in dieser Phase gibt es Auffalligkeiten bezlglich des Lipid-Profils. Die
Insulinresistenz ist mit hohen postprandialen VLDL und Chylomikronen-Konzentration zu sehen.
Man vermutet, dass es durch die mangelnde Wirkung des Insulins zur Freisetzung von freien
Fettsduren aus dem Fettgewebe kommt, die ihrerseits die VLDL Produktion in der Leber anre-
gen [Annuzzi et al. 2004]. AuBerdem geht man davon aus, dass es durch das dauerhafte Uber-
angebot von Nahrung bei Typ-2-Diabetikern, es zu einer insgesamt erhéhten Resorption von
Triglyzeriden kommt und diese somit zur Hyperlipidamie beitragen [Duez et al.2008]. Auf mole-
kularer Ebene erkannten Laatsch et al. im Mausversuch, dass die Aufnahme von Chylomikro-
nen-Remnants lber das LDLR-related Protein 1 (LRP1) aufgrund der Insulinresistenz vermin-
dert ist. Erst die vollstandige Insulinwirkung ermdglicht die vermehrte Translokation des LRP1 in
die hepatische Plasmamembran und somit die effiziente Aufnahme von Triglyzerid-reichen Lip-
oproteinen [Laatsch et al. 2009]. AulRerdem stellt sich in den Untersuchungen von Merkel et al.
heraus, dass die Expression und Translokation der LPL durch das Insulin aktiviert wird [Merkel
et al. 2002].

Das sogenannte MTP (Microsomal Triglyzeride Protein) ist essentiell fir die VLDL-Produktion in
der Leber und der Chylomikronen in der Darmmukosa. Die Aktivitdt des MTP-Promoters wird
durch Insulin unterdriickt und durch Fett und Cholesterin erhéht. Wenn es nun im Rahmen einer
Insulinresistenz zu einer verminderten Hemmung der Aktivitdit des MTP-Promoters kommt,
kommt es konsekutiv zu einer Erhéhung des MTP und somit zu einer Lipidamie, die in einem
Tierversuch an Mausen festgestellt werden konnte [Phillips et al. 2001]. Untersuchungen an
Zellkulturen und Nagern lassen vermuten, dass die ApoC-Ill Produktion durch die Insulinresis-
tenz angeregt wird. Durch die Funktion des ApoC-Illl, namlich die LPL zu hemmen, kommt es
auch zu einer Erhéhung der VLDL [Cohn et al. 2004]. Einen weiteren Focus der Wissenschaft
stellt die Herstellung und Sekretion des VLDL in der Leber dar. Noch bevor die Leber die VLDL
sezerniert, besteht die Moglichkeit, posttranskriptional und posttranlational den VLDL-
Bildungsprozess zu beenden. Hat die Leber jedoch zu viele Lipide, ist dieser Regulationsme-
chanismus auch gehemmt und tragt somit zur Hyperlipidamie bei [Davis et al. 1999; Oloffson et
al. 2000; Fischer et al. 2002].

Das Zytokin TNF-a, gebildet zur frihen Abwehr und Entziindung, scheint bei der Entstehung

der Dyslipidamie auch eine Rolle zu spielen. Im Tierversuch stellten Hsieh et al. fest, dass es
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durch die Behandlung mit TNF-a zur herabgesetzten Phosphorylierung des Insulinrezeptors
und IRS1 kommt. Andererseits kam es bei diesen Tieren zu einer Zunahme des p38, ERK1/2
der JNK, was wiederum bei der erhdhten Produktion des p38 zu einer Uberproduktion von in
der Darmmukosa gebildeten Triglyzeriden fuihrt [Hsieh et al. 2008]. Auch von besonderer Be-
deutung ist die Veranderung des HDL-Cholesterinspiegels. HDL, das normalerweise fir den
Transport des Cholesterins aus peripheren Geweben in die Leber zustandig ist, ist bei Insulin-
resistenten und Diabetikern typischerweise erniedrigt. Bei der Erklarung dieser Beobachtung,
geben Wissenschaftler anhand von Untersuchungen dem Cholesteryl-Ester-Transfer-Protein
(CETP) eine besondere Rolle. Dieses Enzym, welches normalerweise die Funktion hat,
veresterte Lipide konzentrationsmaflig anzugleichen, greift bei Menschen, die aufgrund ihrer
Erkrankung eine Dyslipidamie haben, sehr zu ihrem Nachteil ein. Durch die dauerhafte Hyper-
triglyzeridamie (in Form von VLDL und Chylomikronen) kommt es dazu, dass vermehrt Triglyze-
ride an die HDL und Cholesterylester von den HDL an die VLDL- und Chylomikronen-Remnants
transferiert werden [Allessandro et al.2009; Tsompanidi et al. 2009; Goldberg J. Ira 2009; Gary
et al. 2005]. Durch die Beladung der Remnants mit Cholesterinestern erlangen sie eine geringe-
re Affinitdt zu ihrem Rezeptor, womit die Clearance dieser Partikel verzdgert wird. Die mit Trig-
lyzeriden beladenen HDL werden schneller eliminiert und kénnen ihrer Funktion des reversen
Cholesteroltransportes nicht mehr nachgehen. Untersuchungen zufolge sollen die mit Choleste-
rinestern beladenen VLDL-Remnants noch proartherogener sein als das gesunkene HDL [Van
der Weij et al. 2009].
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1.8 FRAGESTELLUNG

In epidemiologischen Studien konnte gezeigt werden, dass die Erhéhung der Triglyzerid-
Konzentration im Plasma ein unabhangiger Risikofaktor fur die Entstehung der koronaren Herz-
krankheit darstellt. Bei der Entstehung einer weiteren komplex-genetischen Erkrankung, dem
metabolischen Syndrom, spielt die Hypertriglyzeriddmie ebenfalls eine maRgebliche Rolle. Das
metabolische Syndrom ist u. a. gekennzeichnet durch das Auftreten einer Insulinresistenz und
einer gestoérten Glukosetoleranz. Das erstmalig im Jahre 2001 Uber komparative Genomanaly-
sen entdeckte Apolipoprotein A5 (ApoA5) konnte sowohl in Mausmodellen als auch beim Men-

schen als wichtiger Regulator fir die Triglyzerid-Konzentration identifiziert werden.
Ziel der Arbeit war es, in einem Kollektiv von 40 gesunden Nachkommen von Patienten mit Typ-

2-Diabetes mellitus den postprandialen Lipoproteinstoffwechsel zu charakterisieren und im Zu-

sammenhang mit der ApoA5-Plasma-Konzentration zu korrelieren.
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2 PATIENTEN, MATERIAL UND METHODEN

2.1 PATIENTENGRUPPEN

Frihe Veranderungen einer Insulinresistenz und deren Rolle im postprandialen Lipidstoffwech-
sel wahrend der Insulinresistenz-Entwicklung sind bisher nicht gentigend erforscht. Aus diesem
Grunde untersuchten wir den Verlauf der Plasmalipide nach oralem Fetttoleranztest und oralem
Glukosetoleranztest an gesunden Probanden mit unterschiedlichem Grad an Insulinsensitivitat

aus Nachkommen einer Typ-2-Diabetes-Kohorte.

Nachkommen an Typ-2-Diabetes erkrankter Menschen haben ein erhdhtes Risiko, eine Gluko-
seintoleranz, Diabetes oder andere metabolische Krankheiten zu entwickeln. Da man weiR,
dass unter ihnen ein uberdurchschnittlicher Anteil insulinresistenter Personen sind, eignen sich
diese besonders zur genaueren ldentifizierung neuer Zusammenhange bezlglich metabolischer
Erkrankungen. Unser Ziel war es, Zusammenhange zwischen dem TG-Verlauf wahrend eines
OGTT, OFTT und der Insulinresistenz, sowie dem metabolischem Syndrom und Lipoprotein-

stoffwechsel zu untersuchen.

92 scheinbar gesunde, nichtrauchende Nachkommen von einem oder zwei an Typ-2-Diabetes
erkrankten Eltern wurden Uber Zeitunganzeigen sowie einer Patienten-Datenbank rekrutiert.
Diese Patienten wurden im Bethanien Krankenhaus Hamburg registriert. Die Ausschlusskrite-

rien fur die Teilnehmer waren wie folgt:

Diabetes mellitus

)
2) Krebserkrankungen
3) Nierenerkrankungen
4) Schlaganfall oder Herzinfarkt
5) Glukokortikoidbehandlug
6) Lipidsenkende oder antihypertensive Therapeutika
7) Schwangerschaft
8) junger als 18 Jahre oder alter als 70 Jahre

Ein Proband wurde aufgrund eines TG-Spiegels von 400 mg/dl aus der Studie ausgeschlossen.
Somit wurden in die Studie insgesamt 91 Patienten einbezogen. Das Studienprotokoll wurde
von der lokalen Ethikkommission akzeptiert und alle Probanden gaben ihre schriftliche Einver-
sténdniserklarung. Zur Zeit der Einschreibung unterzogen sie sich einigen medizinischen Unter-
suchungen, hierbei wurde auch der Blutdruck ermittelt. Der BMI wurde aus einem Verhaltnis

des Bauch- und Huiftumfang ermittelt. Blutproben wurden am Morgen nuchtern und zwei Stun-
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den nach einer Einnahme von 75 g Glukose (300 ml Dextro O.G.-T., Roche Diagnostics) ent-

nommen.

Eine Untergruppe der Studie wurde ein zweites Mal untersucht. Nach nachtlichem Fasten hat-
ten sie die Wahl zwischen drei fettreichen Frihstlicksmahlzeiten mit unterschiedlichen Protein-
quellen (Kése mit Wurst oder Eiern) mit insgesamt 1.100 Kalorien — davon 12,2 bis 13,3 % Pro-
teine, 39,6 bis 40,4 % Kohlenhydrate, 46,6 bis 47,9 % Fett. Blutproben wurden unmittelbar vor
der Testmahlzeit, nach zwei und vier Stunden entnommen. Die dargestellten postprandialen
Ergebnisse sind unabhangig von der Wahl der Mahlzeit. In die Auswertung dieser Arbeit sind
die Daten von insgesamt 40 Probanden eingegangen. Das Durchschnittsalter der Patienten
betrug 44,275 Jahre (Streuung 19 bis 65). In der ersten Gruppe wurden elf Personen zusam-
mengefasst, die aus drei Mannern und acht Frauen bestand. Die Einschlusskriterien in diese
Gruppe waren ein niedriger BMI sowie ein niedriger HOMA-Index. Das Durchschnittsalter dieser
Gruppe betrug 47,81 Jahre (Median 49; Streuung 23 bis 65). Die zweite Gruppe wurde aus
neun Probanden gebildet. Hiervon waren vier Manner und funf Frauen. Die Mitglieder dieser
Gruppe hatten einen niedrigen BMI, aber einen hohen HOMA-Index. Das mittlere Alter betrug
41,1 Jahre (Median 43; Streuung 19 bis 59). In die dritte Gruppe wurden neun Probanden ein-
geschlossen, hiervon waren vier Manner und finf Frauen. Alle Probanden dieser Gruppe hatten
einen hohen BMI und niedrigen HOMA-Index. Das mittlere Alter lag bei 48,1 Jahren (Median
50; Streuung 32 bis 62). Die letzte Gruppe bestand aus elf Probanden, die aus fiinf Mannern
und sechs Frauen bestand. Die Einschlusskriterium fiir diese Gruppe waren ein hoher BMI und
ein hoher HOMA-Index. Das mittlere Alter dieser Gruppe betrug 40,18 Jahre (Median 38;
Streuung 25 bis 62).
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Basierend auf den Daten der ersten Studie wurden die Probanden entsprechend ihrer HOMA-

und BM-Indizes aufgeteilt (Tabelle 3). Tabelle 4 zeigt die Berechnung des BMI und dessen kli-

nische Bedeutung. Tabelle 5 zeigt entsprechend die Berechnung des HOMA-Index und dessen

Interpretation.

Tabelle 3: Studiengruppeneinteilung der 40 Probanden nach BMI und HOMA-Index

Probanden (n=40) BMI HOMA-Index
Gruppe 1 Niedrig Niedrig

3 Manner, 8 Frauen (18,3-22,4) (0,4-1,4)
Gruppe 2 Niedrig Hoch

4 Manner, 5 Frauen (20,7-25) (0,2-2,4)
Gruppe 3 Hoch Niedrig

4 Manner, 5 Frauen (25-28) (0,4-1,6)
Gruppe 4 Hoch Hoch

5 Manner, 6 Frauen (27-35) (1,6-4,9)

Die in Klammern angegebenen Werte entsprechen den tatsachlich gemessenen Indizes.

Tabelle 4: Body Mass Index (BMI) und dessen klinische Interpretation

Koérpergewicht in kg
BMlI= ————————
(Korperlange in m)

Kategorie

Normale Werte

Normalgewicht

Werte zwischen 25-30 kg/m2

Ubergewicht

Werte zwischen 30-35 kg/m?

Adipositas Grad 1

Werte zwischen 35-40 kg/m2

Adipositas Grad 2

Werte tiber 40 kg/m?

Massives Ubergewicht Grad 3

Der Body Mass Index (BMI) definiert das Verhaltnis von Kérpergewicht in kg zu Korperlange in m”.

Tabelle 5: Homeostasis Model Assessment (HOMA-Index) und dessen klinische Interpretation

HOMA-Index

= Insulin (ntichtern, pU/ml) x Blutzucker (ntchtern, mg/dl) / 405
= Insulin (ntichtern, pU/ml) x Blutzucker (ntichtern, mmol/l) / 22,5

Klinische Interpretation

<1 Normal

>2 Hinweis auf Insulinresistenz
>25 Insulinresistenz sehr wahrscheinlich
>5,0 Durchschnittswert bei Typ-2-Diabetikern
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2.2 MATERIAL

2.2.1 Geréate

Gerate

Zentrifuge (,3200“ Eppendorf)

Abstellbank fir Reagenzglaser

Kihlschrank

Inkubator (Binder)

Photometer

Multikanalpipette

Pipette

Vortexer (,Reax 1 DR* Heidolph)

Schittelinkubator

Waage

FPLC-Maschine

2.2.2 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Eppendorf-Tubes

Microtiterplatten

Microtiterstrips (Immuno-modules, Maxisorp, NUNC 469940)

Rahmen (NUNC 460348)

Deckel (NUNC 263339)

2.2.3 Antikérper und Proteine

Antikorper und Proteine

monoklonale Antikérper KL.229 (Charge 12/04)

monoklonale Antikérper KL. 87 (Charge 12/04)

polyklonaler Anti ApoA5

GARPO (Goat Anti Rabbit-Peroxidase Antikorper)

rekombinantes ApoA5 (Charge 5/06)
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2.2.4 Chemikalien

In der Regel wurden Chemikalien héchsten Reinheitsgrades (pro analysi) verwendet. Nicht

aufgefiihrte Chemikalien wurden von Sigma-Aldrich, Deisenhofen oder Merck, Darmstadt, be-

zogen.
Chemikalien Inhaltsstoffe
H,O bidest
. 50 mM NaHCO 3, pH 9,6 (frisch angesetzt)
Coating Puffer (0,21 g pro 50 mi)
. PBS mit 30 g/l BSA (frisch)
ElleG g [Fmirer (1,5 g BSA ad. 50 ml PBS)
Verdiinnungspuffer PBS mit 5 g/l Chaps und 3 g/l BSA (frisch)
(Proben und Antikorper) (0,25 g Chaps + 0,15 g BSA ad. 50 ml PBS)
Waschpuffer ready-to-use (1mal) 0,5 % NaCl + 0,02% Tween 20
aschputie Bei RT bis 6 Monate haltbar
110 ml H2SO, (95-97% Merck 10073)
2M HSO, 810 ml H,0
25 ml H,O
Entwicklung + 1ml Substratpuffer
(fir photometrische Messung) + 1ml H,O,
+1ml TMB
Cholesterin CHOD-PAP Enzymatischer in vitro Test
Triglyzeride GPO-PAP Enzymatischer in vitro Test

2.2.5 Herstellung einiger Reagenzien

2.2.5.1 HRP-Substratpuffer

Bevor der Versuch durchgefihrt werden kann, ist es erforderlich, zwei Wochen vorher den
HRP-Substrat Puffer anzusetzen.

Probanden (n=40) Konzentration 500 ml
Malonic acid

(Fluka 63290) ULy el

Na-Acetate 0.60 M 24,61 g

(Merck 1.06268)

NaOH

(Merck 1.06495) 1,11 M 22,209
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Die Substanzen werden in 400 ml H,O geldst und auf 500 ml aufgefullt. Zwei Wochen lang wer-
den sie bei 4°C gelagert. Wahrend dieser Zeit setzt sich ein Prazipitat ab. Der klare Uberstand
wird vorsichtig dekantiert und anschlielend zentrifugiert (1.000 g, 15 min.) oder filtriert. Bei 4°C

kann man das Ganze lagern. Der Alliquot ist bei Raumtemperatur mehr als 1 Jahr haltbar.

2252 0,2% Hy0,

Zur Herstellung von 0,2% H;0, werden 1,67 ml H,O, (30% Merk, 1.07209) mit 250 ml H,O
vermischt. Aufbewahrt wird diese Flussigkeit in einer schwarzen Plastikflasche bei 4°C. Der

Aliquot ist bei Raumtemperatur mehr als 6 Monate haltbar.

2.2.5.3 0,3% Tetramethiylbenzidin (TMB)

Es werden 0,75 g TMB (Sigma, T-2885) mit 250 ml 0,2 M malonic acid (die Herstellung wird
unten beschrieben) verrihrt. Im Dunkeln bei Raumtemperatur unter Rihren |6sen. Der kom-
plette L6sungsvorgang dauert ca. 2-3 Stunden. Die Lésung wird bei 4°C im Dunkeln gelagert.
Ein Aliquot ist in einer schwarzen Flasche bei Raumtemperatur mehr als ein halbes Jahr halt-

bar.

2.2.5.4 0,2 M Malonic Acid

2 Wochen vor Gebrauch ansetzten!

20,81 g Malonic Acid (Fluka 63290) werden in 1.000 ml H,O geldst. Auch hier wird nach zwei-
wochiger Lagerung durch dekantieren geklart. Die klare Lésung wird in einer Glasflasche gela-
gert und mehr als ein Jahr haltbar.
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2.3 METHODIK

Im zweiten Abschnitt der Studie bekamen die Probanden im Bethanien Krankenhaus — nach-
dem sie fur die Untersuchung ihr Einverstandnis gaben und ber den Zweck der Untersuchun-
gen bereits vor dem 1.Teil der Studie aufgeklart wurden — ein standardisiertes fettreiches Frih-
stlck. Die Blutentnahmen erfolgten unmittelbar, 2 Stunden und 4 Stunden nach dem Frihstuck.
Nach der letzten Blutentnahme (nach 4 Stunden) erfolgte die Abholung der Blutproben und

weitere Verarbeitung im Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf.

Die Blutproben wurden zentrifugiert, um so das Plasma und das darin befindliche ApoA5 und
die Lipoproteine zu gewinnen. Bevor das Plasma zur weiteren Auftrennung zentrifugiert wurde,

hat man die Glukose-, Insulin-, Triglyzerid-, Cholesterin- und HDL-Werte ermittelt (siehe unten).

Anschlielfend wurden die einzelnen Plasmaproben in die FPLC-Maschine gegeben, welche die
einzelnen Lipoproteinfraktionen nach ihrer GréRe aufteilt. Ein Teil der so gewonnen Eluate wur-
de zur Bestimmung der Cholesterin- und Trigylzerid-Konzentration mittels enzymatischem Farb-

test verwendet und der andere Teil zur Bestimmung der ApoA5-Konzentration mittels ELISA.
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2.3.2 Methodik der FPLC

2.3.2.1 Auftrennung der Lipoproteine mittels FPLC (Fast Protein Liquid Chromatographie)

Pro Tag wurden maximal zwei Probanden zur Blutentnahme bestellt. Ihnen wurde unmittelbar
nach Gabe des standardisierten fettreichen Fruhstlicks sowie zwei und vier Stunden nach der
Nahrungseinnahme Blut abgenommen. D. h. es standen pro Tag sechs Proben fir die Untersu-
chung zur Verfigung. Zeitlich bedingt war es nicht méglich taglich mehr Probandenplasma zu
untersuchen, da ein kompletter Durchlauf der drei Proben eines einzigen Probanden ca. acht

Stunden in Anspruch nahm.

Beispielhafte Darstellung der an einem Tag ins Labor gebrachten Patientenproben (Proband X,
Proband Y):

Xon Yon
Xan Yan
Xan Yan

Zuerst wurden die sechs Plasmaproben fiinf Minuten lang bei einer Geschwindigkeit von 13.000
rpm zentrifugiert. Die Temperatur in der Zentrifuge betrug 4°C. Hiernach wurden die Proben im
Kihlschrank zwischengelagert. Die Probe, die in die FPLC-Maschine kam, wurde somit direkt
aus dem Kihlschrank herausgenommen. Vor jedem Durchlauf wurde ein Reinigungsdurchlauf
mit FPLC-Puffer durchgefihrt. Um die Lipoproteine entsprechend der GréRe aufzutrennen,
wurde die Gelfiltration nach der Methode von Rudel eingesetzt [Rudel et al. 1986]. Dazu wurde
eine Fast protein liquid chromatography (FPLC)-Anlage (Amersham Biosence) mit einer Supe-
rose®-6-Saule verwendet, die einen fiir Plasmaproteine optimalen Trennbereich von 5-5.000
kDa besitzt. 200 ul des zuvor gepoolten Plasmas wurden auf die Sdule gegeben und mit einer
Flussrate von 0,5 ml/min in FPLC-Puffer (10 mM Tris pH 8,0; 0,15 M NaCl und 10 mM EDTA)
aufgetrennt. Das Probengemisch trennte sich durch die unterschiedliche Adhérenz der ver-
schiedenen Komponenten an den Gelmolekulen. Das Eluat wurde in insgesamt 40 0,5-ml-
Fraktionen gesammelt und bei 4°C aufbewahrt. In den so gewonnen Fraktionen kann nun der

Triglyzerid- bzw. Cholesteringehalt photometrisch bestimmt werden.
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Von diesen 500 pl Eluat wurden je 100 pl fur die Cholesterinmessung und je 100 pl fur die Tri-
glyzeridmessung verwendet. Die restlichen 300 ul pro Eppendorf-Tube wurden tiefgefroren und
nach der Erstellung der FPLC-Profile fir den ApoA5-ELISA verwendet.

Abbildung 4: Model einer FPLC-Anlage
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2.3.2.2 Prinzip des Enzymatischen Farbtestes (Cholesterin CHOD-PAP)

Mit Cholesterinesterase und Cholesterinoxidase wird das Cholesterin enzymatisch bestimmt.

Cholesterinester Cholesterinesterase Cholesterin

+ HO + RCOOH

Die Cholesterinester wurden unter Einwirkung der Cholesterinesterase in freies Cholesterin und
Fettsduren gespalten.

Cholesterol Cholesterinoxidase Cholest-4-en-3on

+ 0, + H,0

Das Cholesterin wird von Sauerstoff unter Mitwirkung von Cholesterinoxidase zu D4-

Cholestenon und Wasserstoffperoxid umgesetzt.

2H,0, Peroxidase 4-(p-Benzochinon-
+ 4-Aminophenazon monoimino)-phenazon
+ Phenol + 4H,0

Das entstandene Wasserstoffperoxid bildet mit 4-Aminophenazon und Phenol unter katalyti-
scher Wirkung der Peroxidase einen roten Farbstoff. Die Farbintensitat ist direkt proportional

zur Proteinkonzentration und wird photometrisch gemessen.
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2.3.2.3 Prinzip des Enzymatischen Farbtestes (Triglyzeride GPO-PAP)

Triglyzeride
+ 3H,0

Glyzerin
+ ATP

Glyzerin-3-phosphat
+ 02

H.0,
+ 4-Aminophenazon
+ 4-Chlorphenol

LPL

GK

GPO

Peroxidase

Glyzerin
+ 3RCOOH

Glyzerin-3-phosphat
+ ADP

Dihydroxyacetonphosphat
+ H,0,

4-(p-Benzochinon-
monoimino)-phenazon
+2 H,0 + HCL

Das entstandene Wasserstoffperoxid bildet unter der katalytischen Wirkung der Peroxidase mit

4-Aminophenazon und 4-Chlophenol einen roten Farbstoff. Auch hier ist die Farbintensitat di-

rekt proportional zur Proteinkonzentration und wird photometrisch gemessen.
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Chol-Messung

Xon
TG-Messung
Chol-Messung
Xan
TG-Messung
Chol-Messung
Xah

TG-Messung

Chol-Messung

Yon
TG-Messung
Chol-Messung
Yan
TG-Messung
Chol-Messung
Yan

TG-Messung

Abbildung 5: Schematische Darstellung der pro Proband durchgefiihrte Messungen

Wie die Mikrotiterplatten kombiniert wurden, war nicht ausschlaggebend. Wichtig war, dass auf einer Platte entweder
Chol- oder TG-Messungen durchgefiihrt wurden.

Wie man auf der Abbildung erkennen kann, werden fiir zwei Probanden insgesamt sechs Mikro-
titerplatten pipettiert und photometrisch gemessen. Jede Platte wird fiir zehn Minuten bei 37°C
in einen Inkubator hineingestellt. Danach kann bei einer Wellenldnge von 450 nm die photomet-

rische Messung durchgefiihrt werden.

Die verbliebenen Reste in den Fraktionen (aus 2.3.2.1) wurden dann fir den ApoA5 nétigen
ELISA zu den Pools resuspendiert. Nach Mdglichkeit sollten von jeder Fraktion eines Pools
200 pl genommen werden.

Nach folgendem Schema konnten dann die Lipoproteinprofile erstellt werden:

Tabelle 6: Entschliisselung der Lipoproteine und ihre Fraktionen in der FPLC

Lipoproteine Fraktion
Pool 1 (VLDL/Chylomikronen) 8,9,10
Pool 2 (LDL) 15, 16, 17,18, 19
Pool 3 (HDL,) 23, 24, 25
Pool 4 (HDL;) 27, 28, 29, 30
Pool 5 (Albumin) 35, 36, 37
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2.3.3 Methodik des ApoA5-ELISA

2.3.3.1 Coaten der Microtiter-Stripes mit 0,2 ug/Well AK

Im ersten Schritt werden die Béden der Microtiter-Stripes mit Antikdrpern beschichtet. Hierzu
wird erst einmal die dafir ndtige Antikrper-Lésung hergestellt. Es werden 8 yl monoklonaler
Antikorper Kl. 229 der Charge 12/04 sowie 60 pl monoklonaler Antikérper KI.78 der Charge
12/04 in 36 ml NaHCOj; Puffer gelést. Nun werden 100 yl von der Antikérperldsung in jedes
Well mit einer Multikanalpipette gegeben. Die Microtiter-Stripes mit den Antikdrperlésungen
werden bei 4°C Uber Nacht im Bakterienschdttler (Unitron Fa. Infors) gelassen. Am nachsten

Tag kann die Platte vier Mal mit in jedem Well 300 pl Waschpuffer gereinigt werden.

2.3.3.2 Blockieren

Damit das Antigen (rApoA5) nicht auf dem Boden des Wells bindet und so falsche Resultate
ermittelt werden, wird das Blocking-Puffer auf die Platte mit 300 ul pro Well gegeben und bei
37°C fur mindestens 60 Minuten in den Schiittelinkubator gestellt (90 rpm). AnschlieRend wird

die Platte lediglich ausgeschlagen.

2.3.3.3 Auftragung der Proben, Standards und Kontrollen

Zur Herstellung der Standardreihe werden 15 pl/ml rekombinantes ApoA5 (Charge 5/06) ver-
wendet. 10 yl des Aliquots werden mit 90 yl Verdiinnungspuffer (Resuspension 1) (1:10) resus-

pendiert. Hiervon werden 80 pl mit 920 pl Verdiinnungspuffer resuspendiert (Resuspension 2).

Bevor es weitergeht werden acht Reagenzglaser (Rsg) mit jeweils 400 pl Verdinnungspuffer

aufgestellt. Im Folgenden sind die Inhalte der acht Reagenzglaser gezeigt:

R4 =120 yl (Resuspension 2) + 400 pl Verdiinnungspuffer = Resuspension 3
R, = 60 ul (Resuspension 3) + 400 ul Verdinnungspuffer = Resuspension 4
R3= 30 yl (Resuspension 4) + 400 yl Verdinnungspuffer = Resuspension 5
R4 = 15 yl (Resuspension 5) + 400 yl Verdinnungspuffer = Resuspension 6
Rs= 7,5 ul (Resuspension 6) + 400 pl Verdinnungspuffer = Resuspension 7
Rg = 3,75 yl (Resuspension 7) + 400 pl Verdiinnungspuffer = Resuspension 8
R7= 0 yl (Resuspension 2) + 400 pl Verdiinnungspuffer

Rg = 0 pl (Resuspension 2) + 400 pl Verdiinnungspuffer
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Von den acht Reagenzglasern werden der Reihe nach in jedes Well 100 pl in die ersten zwei

Spalten der ,Microtiterplatte® gegeben (Doppelwerte).

In jedes Well werden nach dem 100 yl des humanen Plasmas gegeben. Zu beachten ist, dass
auch hier wie bei der Standartreihe eine Probe in zwei Well gegeben wird, also Doppelwerte
ermittelt werden. Die gesamte Platte wird nun in einen Schittelinkubator (90 rpm) bei 37°C fir
mindestens 90 Minuten hineingestellt. Danach wird in jedes Well 300 yl Waschpuffer gegeben

und die gesamte Mikrotiterplatte vier Mal gewaschen.

2.3.3.4 Inkubation mit polyklonalem Anti-ApoA5

Zur Inkubation mit polyklonalem Anti-ApoA5 werden 3 pl des Polyklonalem Antikérper in 15 ml
Verdinnungspuffer resuspendiert (Endverdinnung 1:5.000). Hiervon werden in jedes Well 100
pl aufgetragen. Die Platte kann nun bei 37°C fur eine Stunde in den Schiittelinkubator (90 rpm)

gestellt werden.

An diesem Schritt des Versuches gelangen die Polyklonalen Antikérper an die Antigene
(ApoAb5), die ihrerseits schon an den ersten monoklonalen Antikérper gebunden sind. Nach
einer Stunde im Schiittelinkubator werden wieder 300 yl Waschpuffer in jedes Well gegeben

und die Mikrotiterplatte insgesamt drei Mal gewaschen.

2.3.3.5 Inkubation mit GARPO (Goat-Anti-Rabbit-Peroxidase-Antikérper)

Im nachsten Schritt werden die sekundaren polyklonalen Antikdrper mittels GARPO detektiert
und gebunden. Die GARPO-Antikorper sind deswegen unerlasslich, weil sie das fur die Farbre-

aktion nétige Enzym mitbringen und so die Extinktionsmessung erst erméglichen.

Endverdiinnung 1: 60.000
Vorverdiinnung 1:100 (5 pl AK + 495 ul Verdinnungspuffer)
2. Verdunnung 1:600 (20 pl Vorverdinnung + 12 ml Verdinnungspuffer)

Je 100 pl werden pro Well der GARPO-Suspension aufgetragen und bei 37°C fiir 60 Minuten in

den Schittelinkubator (90 rpm) gestellt. Nach Ablauf der Zeit wird jedes Well mit 300 yl Wasch-

puffer insgesamt vier Mal gereinigt.
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2.3.3.6 Entwicklung und photometrische Messung

Nach dem letzten Waschgang werden in jedes Well 250 pl Substratidsung gegeben. Die jetzt
folgende zehnminitige Inkubation findet lichtgeschitzt bei Raumtemperatur unter einer Papp-
schachtel statt. Nach zehn Minuten, wenn es bereits zur Farbreaktion gekommen ist und sich
ein blauer Farbstoff entwickelt hat, wird in jedes Well mit einer Multikanalpipette zlgig die 2 M
H,SO,-Lésung gegeben. Durch die 2 M H,SO,4 wird die Farbreaktion gestoppt. Nun kann bei
450 nm die Extinktion gemessen werden. Die Ergebnisse dieser Messungen werden im Kapitel

3.3 dargestellt.
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2.4 SCHEMATISCHE DARSTELLUNG DER VORLIEGENDEN ARBEIT

Im Folgenden ist der praktische Teil der vorliegenden Arbeit schematisch nach zeitlichem Ab-

lauf (von oben nach unten) dargestellit.

il
i

35



Ergebnisse

3 ERGEBNISSE

3.1 LIPID- UND STOFFWECHSELPARAMETER VOR UND NACH OFTT

3.1.1 Plasma-Glukose-Messung

Das folgende Diagramm zeigt den Glukoseverlauf im Plasma der Probanden aller vier Gruppen
unmittelbar nach dem fettreichen Frihstlck, nach zwei Stunden und nach vier Stunden. Hierbei
ist zu bemerken, dass eine Kurve in dem Diagramm den Mittelwert einer gesamten Probanden-
gruppe, die jeweils aus neun bzw. elf Probanden besteht, darstellt. Wie oben gezeigt, sind es
vier Gruppen, die nach den unterschiedlichen BMI und HOMA-Indizes aufgeteilt sind:

1) niedriger BMI, niedriger HOMA-Index (schwarz, 11 Probanden)
2) niedriger BMI, hoher HOMA-Index (blau, 9 Probanden)

3) hoher BMI, niedriger HOMA-Index ( 9 Probanden)

4) hoher BMI, hoher HOMA-Index (rot, 11 Probanden)

Zu erkennen ist, dass bis auf eine leichte Erniedrigung des Glukosewertes in der Gruppe mit
niedrigem BMI und hohem HOMA-Index (blau) ansonsten keine weiteren Auffalligkeiten vorlie-

gen. Alle Werte befinden sich tber die vier Stunden im Normbereich von 100 mg/dl.

120 ~

5 l
g’ \L
— 80
© L
£
7]
8
o 60
§ ——BMI low Homa low
[
§ 40 =8—BMI low Homa high
8 —0=BMI high Homa low
20 —8-BMI high Homa high
0 T .
0 2 4

Zeit [h]

Abbildung 6: Messung der Glukose im Plasma
Alle vier Gruppen zeigen durchgehend normwertige Glukosewerte. Messung in mg/dl in Abhangigkeit von der Zeit —

unmittelbar, 2 und 4 Stunden nach Gabe des fettreichen Fruhstlicks (n=40). Angegeben ist der Mittelwert der Proben
+/- SEM (Standard Error of the Mean).
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3.1.2 Plasma-Insulin-Messung

In dem nun folgenden Diagramm sehen wir den zum Glukoseverlauf von Abbildung 6 gehdren-

den Verlauf der Insulinkonzentration.

120
——BMI low Homa low
—8—BMI low Homa high

100 1 —O—BMI high Homa low

—#—BMI high Homa high

Insulin im Plasma

0 2 4
Zeit [h]

Abbildung 7: Insulinverlauf im Plasma

Gruppe 4 bendtigt zur Senkung des Glukosespiegels in der zweiten Stunde doppelt so viel Insulin. Dieses kann als
Zeichen einer Insulinresistenz gewertet werden. Messung in mg/dl in Abhangigkeit von der Zeit — unmittelbar, 2 und 4
Stunden nach Gabe des fettreichen Frihsticks (n=40). Angegeben ist der Mittelwert der Proben +/- SEM (Standard
Error of the Mean).

Dargestellt ist die Insulinkonzentration im Plasma in pU/ml in Abhangigkeit von der Zeit. Unmit-
telbar nach dem fettreichen Frihstiick liegen die Insulinwerte aller Probanden im Normbereich —
wobei man erkennen kann, dass der Anfangswert des Insulins in der Gruppe 4 (rot) héher ist
als die Anfangswerte des Insulins in den restlichen Gruppen. Nach zwei Stunden kann man in
allen Gruppen eine Erhéhung der Insulinkonzentration beobachten. Vor allem jetzt ist zu erken-
nen, dass die Gruppe 4 (rot) im Vergleich zu den anderen Gruppen einen doppelt so hohen
Insulinwert von 86 pU/ml aufweist. Aufgrund des hohen BMI und HOMA-Index in der Gruppe 4
kann man davon ausgehen, dass die vergleichsweise hohe Insulinausschittung ein Zeichen der
Insulinresistenz ist. Da das Insulin seine Wirkung nicht voll erbringen kann, kommt es zu einem
kompensatorischen UberschieRen der Insulinsekretion. Nach vier Stunden sind die Werte der
Gruppe 1, 2, und 3 auf Normwerte abgesunken, wahrend die Insulinkonzentration in der vierten
(rot) Gruppe noch einen Wert von 30 pU/ml hat. Auch dieser héhere Basalwert ist wahrschein-

lich auf die (beginnende) Insulinresistenz zurtckzufihren.
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Zwar liegen die Gruppen 1, 2, und 3 im Normbereich, aber innerhalb dieser kann man zu jeder
Zeit erkennen, dass Gruppe 1 (schwarz) die niedrigsten Werte hat. Dieses entspricht auch dem
niedrigen BMI und HOMA-Index, weil das Insulin zu 100 % wirken kann. Da es durch die Insu-
linresistenz zu einer abgeschwachten Reaktion des Insulins auf das Fettgewebe und die Ske-
lettmuskulatur kommt, kommt es im Fettgewebe zu einer verminderten Inhibition der hormon-
sensitiven Lipo-proteinlipase (HSL). Des Weiteren wird zur Induktion der Lipoproteinlipase
(LPL) auch die Wirkung des Insulins benétigt. Beide Mechanismen verursachen eine postpran-

diale Hyperlipiddmie, wie man im nachsten Diagramm erkennen kann.

3.1.3 Plasma-Triglyzerid-Messung

250
=—=BMI low Homa low

—8—BMI low Homa high

=O—=BMI high Homa low

[
o
o

—8—-BMI high Homa high

-
(4]
o

100

Triglyzeride im Plasma [mg/dl]

50

0 2 4
Zeit [h]

Abbildung 8: Messung der Triglyzerid-Konzentration im Plasma

Die Gruppe vier zeigt durchgehend hohe TG-Werte. Wahrscheinlich ist eine beginnende Insulinresistenz. Messung in
mg/dl in Abhangigkeit von der Zeit — unmittelbar, 2 und 4 Stunden nach Gabe des fettreichen Frihstuicks (n=40). Ange-
geben ist der Mittelwert der Proben +/- SEM (Standard Error of the Mean).

In dem vorliegenden Diagramm (Abbildung 8) sehen wir die Triglyzerid-Konzentration im Plas-
ma — angegeben in mg/dl in Abhangigkeit von der Zeit in Stunden. In der Gruppe 1 (schwarz) ist
die TG-Konzentration zur Stunde null 67 mg/dl. Nach zwei Stunden nimmt die TG-
Konzentration bis auf 106 mg/dl zu. Nach weiteren zwei Stunden kann man erkennen, dass sich

die TG-Konzentration bei einem Wert von 124 mg/d| befindet.

Die TG-Konzentration der zweiten (blau) und dritten (weil3) Gruppe verhalten sich bis zur zwei-
ten Stunde nach dem Frihstick relativ gleich. Beide Werte nehmen von einem Ausgangswert
100 mg/dl bis zu einen Wert von 150 mg/dl zu. In der vierten Stunde ist TG-Konzentration der
zweiten Gruppe (blau) auf 121 mg/dl abgefallen. Da TG-Werte bis zu 150 mg/dl als normal gel-

38



Ergebnisse

ten, kann man davon ausgehen, dass in der ersten (schwarz) und der zweiten Gruppe (blau)
die Messungen normwertig sind. In der dritten Gruppe (weil3) kommt es nach den zwei Stunden
zu einem weiteren Anstieg der TG-Konzentration, der bis zu fast 170 mg/dl steigt. Bemerkens-
werterweise kommt es in der zweiten Gruppe (blau) trotz der relativ hohen HOMA-Indizes zu
einem Absinken des TG-Wertes. Die Ausgangskonzentration der vierten Gruppe (rot) ist im
Vergleich zu allen anderen Ausgangswerten schon héher und liegt bei 120 mg/dl. Nach zwei
Stunden liegt sie bei 200 mg/dl und in der vierten Stunde bei 209 mg/dl. Am deutlichsten aus-
gepragt ist die Insulinresistenz in der vierten Gruppe (rot). Die durchgehend zu hohen TG-Werte
kommen durch eine zu hohe Produktionsrate der VLDL bzw. durch einen verminderten Abbau
TG-haltiger Remnants zustande.

3.1.4 Plasma-Cholesterin-Messung

In Abbildung 9 ist die Cholesterin-Konzentration im Plasma — angegeben in mg/dl, in Abhangig-
keit von der Zeit dargestellt. Auch diese Messungen wurden unmittelbar, nach zwei und nach

vier Stunden nach fettreicher Friihstlickseinnahme vorgenommen.
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Abbildung 9: Cholesterin-Konzentration im Plasma

Die Cholesterinwerte sind in allen Gruppen durchgehend normwertig. Cholesterin wird exogen aufgenommen, aber
auch endogen gebildet. Deswegen bleibt der Spiegel trotz Insulinresistenz konstant. Messung in mg/dl in Abhangigkeit
von der Zeit — unmittelbar, 2 und 4 Stunden nach Gabe des fettreichen Frihstlicks (n=40). Angegeben ist der Mittelwert
der Proben +/- SEM (Standard Error of the Mean).

Die Cholesterin-Werte der ersten (schwarz) und dritten Gruppe (weil3) verlaufen ungefahr auf

gleichem Niveau Uber die vier Stunden. Die Werte liegen konstant bei 180 mg/dl. Die Werte der
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zweiten (blau) und vierten Gruppe (rot) verlaufen ahnlich. Sie befinden sich innerhalb der vier
Stunden ebenfalls in einem konstanten Bereich von etwa 165 mg/dl bis 170 mg/dl. Insgesamt
erkennt man, dass alle Werte der Cholesterinkonzentration im Normbereich von 200 mg/d| lie-
gen. Es ist schwer, die einzelnen Diagramme in Bezug auf ihre BMI und HOMA-Indizes zu in-
terpretieren, da Cholesterin nicht nur exogen durch Nahrung aufgenommen wird, sondern auch
durch die Leber, Nebenniere, Darm etc. gebildet wird. So hat beispielsweise die Gruppe 1 mit

niedrigen BMI und niedrigem HOMA-Index die héchsten Cholesterinwerte.

3.1.5 Plasma-HDL-Cholesterin-Messung
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Abbildung 10: HDL-Konzentration im Plasma

Gruppe 4 zeigt niedrig normale Werte. Es ist davon auszugehen, dass eine Angleichung der TG und des HDL-
Cholesterins durch das CETP stattfindet. Messung in mg/dl in Abhangigkeit von der Zeit — unmittelbar, 2 und 4 Stunden
nach Gabe des fettreichen Frihstiicks (n=40). Angegeben ist der Mittelwert der Proben +/- SEM (Standard Error of

the Mean).

Dargestellt ist die Konzentration des High Density Lipoprotein (HDL) im Plasma in mg/dl in Ab-
hangigkeit von der Zeit in Stunden — gemessen nach null, zwei und vier Stunden. Auffallig ist,
dass die HDL-Konzentration der Gruppe 4 (rot) Uber die vier Stunden konstant an der Grenze
des Normwertes von 40 mg/dl bleibt. Im Vergleich dazu hat die Gruppe 1 (schwarz) eine nahe-
zu konstante HDL-Konzentration zwischen 60 und 65 mg/dl. Die Gruppen 3 und 4 verhalten
sich zwischen den anderen Gruppen. Wenn man sich alle vier Kurven anschaut, kann man
daraus schlieen, dass zwischen dem BMI/HOMA-Index und der HDL-Konzentration eine Kor-
relation vorliegt [Vasilis et al. 2009]. So sind die unterschiedlichen HDL-Konzentrationen auch

auf die unterschiedlichen postprandialen Hyperlipiddmien zuriickzufiihren.
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3.2 LIPOPROTEINPROFILE VOR UND NACH OFTT

In dem hier folgenden Teil der Arbeit wurden die einzelnen Lipoproteinfraktionen mittels FPLC
aufgeteilt und mit Hilfe eines enzymatischen Farbtests und der darauffolgenden Extinktions-
messung die Triglyzeridkonzentration bzw. die Cholesterinkonzentration bestimmt. Folgende

Fraktionen entsprechen den Lipoproteinen:

Tabelle 7: Entschliisselung der Lipoproteine und ihre Fraktionen in der FPLC

Lipoproteine Fraktion
Pool 1 (VLDL/Chylomikronen) 8,9,10
Pool 2 (LDL) 15, 16, 17,18, 19
Pool 3 (HDL,) 23, 24, 25
Pool 4 (HDL) 27, 28, 29, 30
Pool 5 (Albumin) 35, 36, 37
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3.2.1 Cholesterinprofile vor und nach OFTT

In den folgenden Abbildungen (Abbildung 11 bis 13) sind die Messungen der Cholelsterinkon-
zentrationen der Lipoproteinprofile im Plasma nach Gabe des fettreichen Frihsticks in den
Zeitintervallen Oh, 2h und 4h zu sehen. Dabei spiegeln die jeweiligen Kurven eine Probanden-
gruppe wider. Aus Ubersichtsgriinden wurde auf die Darstellung von Standardabweichungen
bei den nachfolgenden FPLC-Profilen verzichtet (Abbildung 11 bis 20).

a Cholesterin Oh -=— BMI low HOMA low
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Abbildung 11: Mittelwerte der Cholesterin-Konzentration nach 0h
Auffallig ist eine leicht erhohte Cholesterin-Konzentration in der HDL-Fraktion der Gruppe 1. Messung in mg/dl in
Abhangigkeit von der Zeit — unmittelbar nach Gabe eines fettreichen Frihstiicks (n=40).

Dargestellt sind die Cholesterinkonzentrationen der verschiedenen Lipoproteine in mg/dl im
Plasma, welches unmittelbar (Oh) nach Gabe des fettreichen Frihstiicks abgenommen wurde.
Der besseren Ubersichtlichkeit halber und der Méglichkeit des sofortigen Vergleiches wegen
sind die Daten der einzelnen Gruppen jeweils in ihren jeweiligen Mittelwerten in einem Dia-
gramm dargestellt. Betrachtet man das Diagramm der ersten Gruppe (schwarz) in Abbildung
11, stellt man fest, dass die Werte dieser Gruppe den Normwerten am nachsten sind. Es ist
deutlich zu erkennen, dass die Cholesterin-Konzentration in den Lipoproteinen VLDL und LDL
unter den vier Diagrammen in der Gruppe 1 am niedrigsten sind. Im Gegensatz dazu hat die
gleiche Gruppe in der HDL-Fraktion im Vergleich zu den anderen HDL-Fraktionen die héchsten
Werte.

Die Gruppe 4 (rot) hingegen zeigt ein gegenteiliges Bild: hier sehen wir die h6chsten Choleste-
rin-Konzentration im Vergleich zu den anderen Gruppen in der VLDL- und LDL-Fraktion und die
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niedrigsten in der HDL-Fraktion. Bei den Gruppen 3 und 4 erkennt man, dass sich die Werte der
VLDL- und LDL-Cholesterin-Konzentration eher wie die Werte der ersten Gruppe verhalten,
jedoch bei der HDL-Fraktion eine eher niedrigere Cholesterin-Konzentration als in der ersten
Gruppe beobachtet wird. Insgesamt betrachtet kann man diese Konstellation der Cholesterin-
Konzentration in Bezug auf die Fraktionen und der Gruppeneinteilung erkldren, wenn man den
BMI/HOMA-Index hinzuzieht: Man kann hierbei erkennen, dass es aufgrund der Insulinresistenz

und des BMI in der Gruppe 4 zu einer Abnahme des HDL-Cholesterins gekommen ist.
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Abbildung 12: Mittelwerte der Cholesterin-Konzentration nach 2h
Die Cholesterin-Konzentration bleibt in allen Gruppen relativ konstant. Messung in mg/dl in Abhangigkeit von der Zeit —
zwei Stunden nach Gabe eines fettreichen Friihstlicks (n=40).
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a Cholesterin 4h -a— BMI low HOMA low
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Abbildung 13: Mittelwerte der Cholesterin-Konzentration nach 4h

In Gruppe 4 ist eine leichter Anstieg der Cholesterin-Konzentration in der VLDL-Fraktion zu erkennen. Méglicherweise
kommt es hier zu einem Lipidaustausch zwischen TG- und Chol-reichen Lipoproteinen durch die CETP. Messung

in mg/dl in Abhangigkeit von der Zeit — vier Stunden nach Gabe eines fettreichen Friihstlicks (n=40).

Wenn man sich die Cholesterin-Konzentrationen der HDL-Fraktion der ersten Gruppe Uber alle
drei Diagramme (Abbildung 11 bis 13) anschaut, stellt man fest, dass diese Werte stets im Ver-
gleich zu den anderen Gruppen hoher sind. Insgesamt finden innerhalb der vier Stunden nach
dem fettreichen Fruhstick keine nennenswerten Entwicklungen in Bezug auf die Cholesterin-

Konzentration in den einzelnen Lipoproteinfraktionen statt.
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3.2.2 Triglyzeridprofile vor und nach OFTT

Die nachsten drei Diagramme (Abbildung 14-16) zeigen die Messung der Triglyzerid-
Konzentration in mg/dl aller Gruppen in den einzelnen Lipoproteinfraktionen in null, zwei und
vier Stunden. Im ersten Pool (VLDL/Chylomikronen) — der aus den Fraktionen 8, 9, 10 besteht —
erkennt man, dass unmittelbar nach Einnahme des fettreichen Friihstiicks (Oh) die Triglyzerid-
Konzentration in der ersten Gruppe (schwarz) ca. 3 mg/dl betragt. In den Gruppen zwei (blau)

und drei (weil) betragen die Werte 7 und 8 mg/dl. Die Gruppe 4 hat mit 13 mg/dl die hdchsten
Werte.

25 Triglyzeride Oh -a— BMI low HOMA low
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Lipidkonzentration [mg/dl
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Abbildung 14: Mittelwerte der Triglyzerid-Konzentration nach Oh
Auffallig ist eine erhdhte praprandiale TG-Konzentration. Wahrscheinlich liegt hier eine im Rahmen der Insulinresistenz

eine sich entwickelnde praprandiale Dyslipidamie vor. Messung in mg/dl in Abhangigkeit von der Zeit — unmittelbar nach
Gabe eines fettreichen Frihstiicks (n=40).

Da diese Werte unmittelbar nach dem fettreichen Friihstlick ermittelt wurden und somit auch
noch gar keine Resorption und Verdauung der Nahrungsbestandteile stattgefunden haben
kann, ist hier besonders auffallig, dass die Ausgangswerte der VLDL-Triglyzerid-Konzentration
unterschiedlich sind. Wenn man die Abbildung 14 mit der Abbildung 15 unter dem Aspekt des

zeitlichen Verlaufes vergleicht, erkennt man, dass die Triglyzerid-Konzentration in den VLDL
bzw. den Chylomikronen zunimmt.
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Abbildung 15: Mittelwerte der Triglyzerid-Konzentration nach 2h

Erwartungsgemafy kommt es in allen Gruppen nach der Resorption zu einem Anstieg der TG-Konzentration in der
VLDL-Fraktion. Gruppe 4 hat nach wie vor die h6chsten TG-Werte aller Gruppen. Messung in mg/dl in Abhangigkeit von

der Zeit — zwei Stunden nach Gabe eines fettreichen Frihstiicks (n=40).
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Abbildung 16: Mittelwerte der Triglyzerid-Konzentration nach 4h

In allen Gruppen ist eine Abnahme der TG-Konzentration zu verzeichnen. Dieses ist auf die funktionierende Hydrolyse
zuriickzufuhren. Gruppe 4 zeigt auch nach vier Stunden noch erhéhte TG-Konzentrationen. Hier scheint die
Hydrolyse verzdgert zu sein. Messung in mg/dl in Abhangigkeit von der Zeit — vier Stunden nach Gabe eines fettreichen

Fruhstlcks (n=40).
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So liegen die Werte nach zwei Stunden in der ersten Gruppe (schwarz) bei 7 mg/dl, der zweiten
(blau) und dritten (weil3) Gruppe jeweils bei 14 mg/dl und die der vierten Gruppe (rot) bei 22
mg/dl. Bei Betrachtung der Messwerte aus der Abbildung 16 stellt man bei den Probanden aus
Gruppe 1 und 2 einen Ruckgang der Triglyzeridwerte nach vier Stunden in den
VLDL/Chylomikronen auf 9 mg/dl und 12 mg/dl fest. Dieser Riickgang stellt die physiologische
Clearance der resorbierten Triglyzeride dar. Sieht man sich die Messwerte der dritten (weif3)
und vierten (rot) Gruppe an, kann man feststellen, dass sie weiterhin ansteigen, von 14 auf 18
mg/dl in der dritten und 22 auf 24 mg/dl in der vierten Gruppe. Vor allem die vierte Gruppe, in
der die héchsten BMI- und HOMA-Index-Werte sind, demonstriert durchgehend die mit der In-

sulinresistenz verbundene Dyslipidamie.

47



Ergebnisse

Zur besseren Ubersicht werden die Triglyzerid- und Cholesterinmesswerte in den Lipoprotein-

fraktionen gemeinsam fir jede einzelne Gruppe wie folgt dargestellt (Abbildung 17 bis 20).
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Abbildung 17: Lipid-Konzentration (TG und Chol.) in mg/dl der Gruppe 1

Messung in mg/dl in Abhangigkeit von der Zeit — unmittelbar, zwei und vier Stunden nach Gabe eines fettreichen

Frihstlcks (n=11).

25 -
BMI low HOMA high

20 -
=)

[o)]
£

c 15 4

o
g \
o
£ 10 \ /\
5
a \\ / \
| \ |

5 1 N /N A

§§ = \ / \\
- \;:4 N \/
. /l/_§=é \\_,‘gs=_~::
0 5 10 15 20 25 30
Fraktion

—— TG 0Oh
—-=— TG 2h
—— TG 4h
—o— Chol Oh
—— Chol 2h
—— Chol 4h

Abbildung 18: Lipid-Konzentration (TG und Chol.) in mg/dl der Gruppe 2

Messung in mg/dl in Abhangigkeit von der Zeit — unmittelbar, zwei und vier Stunden nach Gabe eines fettreichen

Fruhstlcks (n=9).
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Abbildung 19: Lipid-Konzentration (TG und Chol.) in mg/dl der Gruppe 3

Messung in mg/dl in Abhangigkeit von der Zeit — unmittelbar, zwei und vier Stunden nach Gabe eines fettreichen
Fruhstlcks (n=9).
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Abbildung 20: Lipid-Konzentration (TG und Chol.) in mg/dl der Gruppe 4

Messung in mg/dl in Abhangigkeit von der Zeit — unmittelbar, zwei und vier Stunden nach Gabe eines fettreichen
Frihstlcks (n=11).
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Zusammenfassend konnte mit diesen Daten gezeigt werden, dass bei geringem BMI und nied-
rigem HOMA-Index (Gruppe 1) ein normales Lipoproteinprofil vorliegt. Insbesondere in der
Gruppe 4 (BMI hoch und HOMA-Index hoch) — tendenziell aber auch bereits in den Zwischen-
gruppen 2 und 3 — war postprandial eine Erhéhung der Triglyzeride zu sehen. Diese war aus-
gepragter als bei den gesunden Probanden der Gruppe 1. Des Weiteren konnte neben der Er-
héhung der Triglyzeride eine Erniedrigung des HDL-Cholesterins festgestellt werden. Insgesamt
deutet dies darauf hin, dass es einen Zusammenhang zwischen TG-Stoffwechsel und HDL-
Cholesterinstoffwechsel gibt.
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3.3 APOA5-KONZENTRATION DER LIPOPROTEINE

Der jetzt folgende Abschnitt des Ergebnisteils gibt die gemessenen ApoA5-Konzentrationen in
den Lipoproteinfraktionen wieder. Hierzu wurden aus jeder zu einem Pool zugehérigen Fraktion
200 pl Eluat entnommen und gemischt. Beispielsweise wurden fiur die Messung der ApoA5-
Konzentration in den VLDL aus den Fraktionen 8, 9, 10 jeweils 200 pl Eluat entnommen und
gemischt. Mittels ELISA wurde dann in den Lipoproteinen VLDL/Chylomikronen, LDL, HDL,,
HDL3; und Albumin die Apolipoprotein-A5-Konzentration ermittelt.

Die folgenden Abbildungen (Abbildung 21 bis 24) zeigen die ApoA5-Konzentrationen in den

einzelnen Lipoproteinfraktionen der jeweiligen Probandengruppen:
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Abbildung 21: ApoA5-Konzentrationen der Gruppe 1 (BMI low HOMA low)
ApoA5-Konzentration in den einzelnen Lipoproteinfraktionen in pg/ml nach dem Frihstiick, 2h und 4h danach.
Angegeben ist jeweils der Mittelwert der Proben +/- SD (Standard Deviation).
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Abbildung 22: ApoA5-Konzentrationen der Gruppe 2 (BMI low HOMA high)
ApoA5-Konzentration in den einzelnen Lipoproteinfraktionen in ug/ml nach dem Friihstiick, 2h und 4h danach.
Angegeben ist jeweils der Mittelwert der Proben +/- SD (Standard Deviation).
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Abbildung 23: ApoA5-Konzentrationen der Gruppe 3 (BMI high HOMA low)
ApoA5-Konzentration in den einzelnen Lipoproteinfraktionen in ug/ml nach dem Friihstlick, 2h und 4h danach.
Angegeben ist jeweils der Mittelwert der Proben +/- SD (Standard Deviation).
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Abbildung 24: ApoA5-Konzentrationen der Gruppe 4 (BMI high HOMA high)
ApoA5-Konzentration in den einzelnen Lipoproteinfraktionen in pg/ml nach dem Frihstiick, 2h und 4h danach.
Angegeben ist jeweils der Mittelwert der Proben +/- SD (Standard Deviation).

Da das Hauptanliegen der vorliegenden Arbeit eine mdglicherweise vorhandene Korrelation des
ApoA5 und der Insulinresistenz nachzuweisen und die Rolle des ApoAS5 im postprandialen Lip-
idstoffwechsel zu zeigen war, werden die vier Diagramme zusammen beschrieben und interpre-
tiert.

Grundlegend kann man feststellen, dass in allen Lipoproteinen postprandial ApoA5-
Konzentrationen gemessen wurden. Entgegen der gegenwartigen Beobachtung in der aktuellen
Literatur wurden in den LDL auch ApoA5-Konzentrationen gemessen. In der ersten Gruppe
(Abbildung 21) kann man in den VLDL bzw. Chylomikronen eine Zunahme der ApoA5-
Konzentration von 715 pg/ml unmittelbar nachdem Frihstiick auf 856 pug/ml nach vier Stunden
erkennen. In der gleichen Zeitspanne ist eine Abnahme der ApoA5-Konzentration in den HDL,
von 1.995 pug/ml (Oh) auf 1.400 yg/ml zu erkennen. Anhand der Messwerte kann man feststel-
len, dass die hochste Konzentration der ApoA5 sich in HDL befindet. Hier scheint eine Reser-
voir-Funktion vorzuliegen. Die gleichzeitige postprandiale Veradnderung der ApoA5-
Konzentration in den HDL und VLDL bzw. Chylomikronen lasst vermuten, dass es hier zu einer
Umverteilung des ApoAS5 kommt. Allerdings ist zu bemerken, dass es nicht in dem gleichen
Umfang zu einer Anderung in den VLDL/Chylomikronen kommt wie in den HDL (Betragsdiffe-
renz VLDLo, — VLDL4n: 141 pg/ml; HDLyony— HDLowny: 595 pg/ml, Gruppe 1).

In allen vier Diagrammen ist festzustellen, dass es postprandial zu einer Bewegung der ApoA5-

Konzentrationen kommt. Die Beobachtung, dass es postprandial als Reaktion auf ein fettreiches

Fruhstick zu einer Umverteilung der ApoA5 kommt, bekréaftigt die Aussagen der wissenschaftli-
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chen Literatur dariiber, dass das ApoA5 untereinander ausgetauscht wird und das HDL eine Art

Reservoir bildet.

Die Hinzunahme des vierten Diagramms (Abbildung 24) ermdglicht es, den ganzen Sachverhalt
unter dem Aspekt der Entwicklung einer Insulinresistenz (von gesunden, normolipiddmischen
bis insulinresistenten, hyperlipidamischen Probanden) zu betrachten. Auch in der Gruppe 4
kann man eine postprandiale Umverteilung der ApoA5 von den HDL, auf die
VLDL/Chylomikronen erkennen. Wenn man alle ApoA5-Konzentrationen der HDL,-Gruppen
miteinander vergleicht, stellt man fest, dass in der Gruppe 4 zu jedem Zeitpunkt die Konzentra-
tionen am niedrigsten sind: Oh = 1.568 ug/ml; 2h = 1.688 pug/ml; 1.452 pg/ml.

Zusammenfassend konnten jedoch keine signifikanten Unterschiede in der ApoA5-

Konzentration in den Lipoproteinklassen der verschiedenen Gruppen festgestellt werden.
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4 DISKUSSION

Ziel dieser Arbeit war es, eine eventuell vorhandene Korrelation zwischen dem Apolipoprotein
A5 und der Insulinresistenz nachzuweisen. Des Weiteren sollten hierbei auch die Lipoprotein-

profile der einzelnen Gruppen charakterisiert werde.

Dazu wurde in der sogenannten Lilly-Studie 40 gesunden Probanden, die mindestens ein an
Diabetes Typ-2 erkranktes Elternteil haben, ein fettreiches Frihstlick gegeben. Nach Bestim-
mung der Blutfettwerte, des Insulins und der Glukose unmittelbar, zwei und vier Stunden nach
dem Frihstick, wurden mittels Ultrazentrifugation und FPLC die einzelnen Lipoproteinfraktio-
nen (VLVL/Chylomikronen, LDL, HDL2, HDL3 und Albumin) getrennt. Mittels ELISA-Test wur-
den dann die Apolipoprotein-A5-Konzentrationen in den einzelnen Lipoproteinfraktionen ge-
messen und mit der Insulinresistenz und den Lipoproteinprofilen korreliert. Keines der bisher
bekannten Apolipoproteine weckte das Interesse der Wissenschaft wie das erst 2001 entdeckte
Apolipoprotein A5 (ApoA5). Zwei voneinander unabhangige Forschergruppen [Pennacchio et al.
2001 & Van der Vliet et al. 2001] entdeckten im gleichen Jahr zu zwei verschiedenen Kontexten
das ApoAb5. Tierexperimentelle Studien an Mausen mit humanem transgenen ApoA5 ergaben
einen um zwei Drittel gesunkenen Triglyzeridspiegel als ihre Kontrollgruppen, wahrend apoA5-
Knockout-Mause einen vierfach héheren Triglyzeridspiegel zeigten [Pennacchio et al. 2001]. Mit
in die kritische Beurteilung der Experimente sollte auch die Tatsache einbezogen werden, dass
die ApoA5-Produktionsrate der transgenen Mause um ein Drittel héher gestiegen war als ihre
Kontrollgruppen, und somit nicht den natiirlichen Konzentrationen entsprachen. Die Beobach-
tungen an den transgenen und Knockout-Mausen lieRen die Vermutung zu, dass ein Teil der
Dyslipidamien, wie z.B. die familiar kombinierte Hyperlipidamie [Eichenbaum-Voline et al. 2003;
Van der Vleuten et al. 2006] im Menschen mdglicherweise seinen Ursprung im defekten ApoA-
V-Gen hat. So wurden schnell sogenannte ,Single Nucleotide Polymorphisms® (SNPs) identifi-
ziert, aus denen defektes oder kein ApoA5 hervorging. Verschiedene Mutationen des Gens
kénnen heute mit den Hyperlipidamien im Rahmen verschiedener Erkrankungen in Zusammen-
hang gebracht werden [Evans et al. 2003; Niculescu et al. 2006; Dorfmeister et al. 2008; Oliva
et al. 2008; Kisfali et al. 2009]. GroRRe Studien wie die Framingham- oder CARDIA-Studie be-
weisen einen Zusammenhang mit defektem ApoA5 und Erkrankungen wie Atherosklerose, me-
tabolischem Syndrom oder KHK [Klos et al. 2004; Lai et al. 2004; Ordovas et al. 2006; Hsu et
al. 2006; Chen et al. 2009; Jang et al. 2009; Chien et al. 2009]. Eine weitere Studie zeigte einen
Zusammenhang des SNP S 19 W des ApoA5 und der Entstehung einer akuten Pankreatitis
aufgrund einer akuten Hypertrigyzeridamie [Coca-Pietro et al. 2009]. Auf der anderen Seite gibt
es aber auch Untersuchungen, die eine positive Korrelation zwischen den ApoAS5-
Konzentrationen und den Triglyzeriden nachweisen — vor allem in hypertriglyzeridamischen
Patienten [Dallinga-Thie et al. 2006; Alborn et al. 2007; Hennemann et al. 2007; Schaap et al.
2006; Talmud et al. 2006; Vaessen et al. 2006]. Es muss betont werden, dass eine positive

Korrelation den TG-senkenden Effekt nicht ausschliel3t. Da eine praprandiale Dyslipidamie bei
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Diabetes-Typ-2-Kranken charakteristisch ist, ist es auch kausal, dass diese Patienten hdhere
ApoA5-Werte zeigen als Gesunde. Denkbar ware, dass es tatsachlich keine positive Korrelation
zwischen dem ApoA5 und Triglyzeridspiegel gibt. Wenn man sich die Ergebnisse in den Dia-
grammen unter 3.3 anschaut, kann man in der vorliegenden Arbeit keine positive Korrelation
des ApoA5 mit den hohen Triglyzeridwerten erkennen. Vergleicht man die ApoA5-
Konzentrationen uber alle vier Diagramme hinweg, ist eine abnehmende Tendenz bezlglich der
Konzentration des ApoA5 in Zusammenhang mit der Zunahme der Insulinresistenz zu erken-
nen. Bezogen auf die vorliegenden Daten unserer Probanden bedeutet dies moglicherweise,
dass sie in ihrer Insulinresistenz oder ihren BMI nicht fortgeschritten genug waren. In der HDL,-
Fraktion der insulinresistentesten Gruppe in Abbildung 24 ist sogar eine niedrigere ApoA5-
Konzentration zu erkennen als in den anderen drei Gruppen. Hier scheint es eine negative Kor-
relation zwischen der Insulinresistenz und ApoAS5-Konzentration zu geben. Es ist durchaus
denkbar, dass es aufgrund der erhdhten Insulinsekretion zu einer Repression des ApoA-V-
Gens gekommen ist und deswegen die ApoA5-Konzentration der HDL Fraktion in der Gruppe 4
am niedrigsten ist [Nowak et al. 2005; Prieur et al. 2005]. Diese Aussage ist jedoch mit Vorsicht
zu treffen, weil hier nicht eindeutig hervorgeht, ob die ApoA5-Bildungsrate abgenommen hat
oder ob die ApoA5-Molekile aufgrund der durch die CETP-vermittelten Lipidumverteilung
[Chatterjee et al. 2011] an die HDL schlechter binden und deswegen zurlick zirkulieren [Al-
lessandro et al. 2009, Vasilis et al. 2009] und somit frihzeitig aus dem Blut verschwinden. Be-
kraftigt ware diese Vermutung dadurch, dass keine kompensatorisch hohere ApoA5-

Konzentration in den anderen Lipoproteinen dieser Arbeit gemessen werden konnte.

Wenn man sich die ApoA5-Konzentration der VLDL/Chylomikronen aller Gruppen anschaut,
sieht man, dass es keine groRen Unterschiede zu verzeichnen gibt. Gruppe 1: ApoA5y, p. Oh:
715 pg/ml; 2h: 776 ug/ml; 4h: 856 ug/ml. Im Vergleich dazu Gruppe 4: ApoA5y p.: Oh: 726
pg/ml; 2h: 828 pg/ml; 4h: 900 pg/ml. Obwohl die Insulinresistenz zu einer Hyperlipidamie fiihrt,
haben wir in der ersten und vierten Gruppe keine signifikanten Unterschiede beziiglich der
ApoA5-Konzentration in den VLDL/Chylomikronen. Eine moégliche Erklarung hierfir kdnnte die
Tatsache sein, dass es sich trotz geringer Insulinresistenz um gesunde Probanden handelt.
Denkbar ist auch, dass die Insulinresistenz keinen Einfluss auf die ApoA5-Sekretion hat. Auch
Dallinga-Thie et al. kamen 2006 im Rahmen einer Untersuchung zu dem Schluss, dass die

Insulinresistenz keinen Einfluss auf die ApoA5-Konzentration hat.

Bei der Frage wie ein Apolipoprotein mit so geringer Konzentration (1 ug/ml in Nagern [van der
Vliet et al 2001] und 0,1 bis 0,4 pg/L in humanem Plasma [Ishihara et al. 2005; O’Brien et al.
2005]) in der Lage ist, den Triglyzeridspiegel zu senken, gibt es verschiedene Theorien zur
Funktion des ApoA5. Grundsatzlich werden intrazellulare von extrazelluldaren Wirkmechanis-
men, die im Plasma stattfinden, unterschieden. Bei der Kreuzung humaner LPL-transgener
Mause mit ApoA5-Knockout-Mausen und der Kreuzung humaner ApoA5-transgener Mause mit

Ipl-defizienten Mausen, stellten Merkel et al. fest, dass die Mause, die das humane LPL expri-
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mierten, signifikant niedrigere Triglyzeridwerte hatten als die, die ein humanes ApoA5-Transgen
hatten, aber keine Lipoproteinlipase exprimierten. Somit war eindeutig, dass die Senkung des
Triglyzeridspiegels vor allem auf die Lipoproteinlipase zurlickzufiihren ist. In einem weiteren
Versuch, in dem die LPL einerseits Proteoglykan-gebunden und andererseits frei vorlag, stellte
sich heraus, dass ApoA5 die LPL-Aktivitédt in Proteoglykan-gebundenem Zustand signifikant
erhbhte, wahrend bei an Proteoglykan-ungebundenen LPL keine effektive Senkung der Trigly-
zeride zu verzeichnen war [Merkel et al. 2005]. Folglich konnte eine verbesserte Clearance der
triglyzeridhaltigen Lipoproteine durch das ApoA5 — in Zusammenhang mit an Endothel-
gebundenen Proteogykanen — nachgewiesen werden [Merkel et al.2005; Merkel & Heeren
2005; O’Brien et al]. AuRer einer effektiveren Clearance stellte man fest, dass es bei ApoA5-
transgenen Mausen auch zu einem Abfall des ApoC-lll kam [Fruchart-Najib et al. 2004]. Hinge-
gen zeigte sich bei apoA5-defizienten Mausen ein leichter Anstieg des apoC-lll. Mdglicherweise
scheint das Apolipoprotein A5 eine Gegenspielerfunktion zum Apolipoprotein C-lll zu zeigen.
Eine interessante Fragestellung ware in diesem Zusammenhang, welchen Beitrag der ApoC-llI-
Abfall in der Trigylzerid-Senkung hat — zumal bekannt ist, dass die LPL von dem ApoC-IIl nor-
malerweise gehemmt werden kann [Baroukh et al 2004]. Insgesamt ist es von besonderer Re-

levanz, welchen Einfluss das ApoA5 auf die Konzentration anderer Apolipoproteine hat.

Die Beobachtung, dass die von den HDL einer Gruppe (dieser Arbeit) abgegebenen ApoA5
nicht in gleichem Male als Zunahme in den VLDL bzw. Chylomikronen zu messen ist, unter-
mauert einerseits die Vermutung, dass das ApoAS5-Apolipoprotein nach der Hydrolyse mit der
LPL von der Leber internalisiert wird und somit im Plasma nicht mehr zu messen ist. Zudem
behaupten Nilsson et al., dass das ApoA5 als Ligand fiir die Rezeptoren LRP1, Mosaic Typ 1
Rezeptor oder SorLa fungiert und somit vermehrt aus dem Gefallsystem herausgenommen
wird [Nilsson et al 2007]. Andererseits kdnnte es sein, dass ein Teil der nun vermehrt zirkulie-
renden ApoA5-Moleklle als Katalysator an der Leber wirken und damit den Lipidstoffwechsel
anregen und im zirkulierenden Blut nicht nachweisbar sind. In diesem Zusammenhang ware es
ebenfalls interessant zu wissen, wieso in den Hepatozytenmembranen so hohe Konzentratio-
nen von ApoA5 vorhanden sind. Es ware denkbar, dass ApoA5 eine intrahepatische Funktion
hat. Nicht nur die Hydrolyse der TG-haltigen Lipoproteine, sondern auch eine verminderte Pro-
duktion der VLDL wurde, bei Adenovirus-vermitteltem Gentransfer des murinen ApoA5, auf die
Wirkung des ApoA5 zuriickgefihrt [Schaap et al. 2004; Weinberg et al. 2003]. Wobei hier er-
wahnt werden muss, dass es auch Untersuchungen gab, in denen die Produktionsrate der
VLDL oder Chylomikronen nicht verandert waren [Merkel et al. 2005]. Becksteadt et al. vermu-
teten eine Reduktion der VLDL-Bildung, in dem das ApoA5 an Lipide gebunden sich an die
Hepatozytenmembran bindet und auf diesem Wege die VLDL-Entstehung verhindert wird. Zum
Anderen wiesen Shu et al. nach, dass eine Assoziation des ApoA5 mit den VLDL erst zustande
kam, nachdem sie sezerniert wurden [Shu et al.2007]. Einige der bisher durchgefiihrten Studien
zeigen, dass nicht immer mit physiologischen Konzentrationen des ApoA5 gearbeitet wurde
[Nelbach et al. 2007] oder ApoC-lll-Konzentrationen erreicht wurden [Baroukh et al. 2004], die
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nicht den physiologischen Konzentrationen entsprechen. Insbesondere da das ApoA5 ein Lip-
oprotein von sehr geringer Konzentration ist, wéare eine interessante Fragestellung, ob dhnliche
Werte gemessen werden wirden, wenn eine den Normwerten des Tieres entsprechende
ApoA5-Konzentration eingesetzt worden ware. Viele Untersuchungen zeigten Veranderungen in
der Konzentration anderer Apolipoproteine bei hohen ApoA5-Konzentrationen. Es ist durchaus
vorstellbar, dass in der vorliegenden Arbeit die verminderte ApoA5-Konzentration in der insulin-
resistenten Gruppe durch andere Apolipoprotein-Konzentrationen zustande gekommen ist. Wie
bisher in der Literatur beschrieben, ist seit der Entdeckung des ApoA5 einiges erforscht worden:
transgene Mauslinien wurden etabliert, eine Uberproduktion des ApoA5 mittels Adenovirus
wurde entwickelt, diverse SNPs wurden entdeckt und in Zusammenhang mit Erkrankungen
gebracht. Was bisher jedoch noch nicht durchgefiihrt wurde, ist die Erforschung der Wirkung
eines rekombinanten ApoA5 im menschlichen Organismus. Insbesondere Menschen, denen
dieses Protein aufgrund eines Gendefektes fehlt, wirde hiermit moglicherweise geholfen wer-
den koénnen. Als medikamentdse Zusatztherapie im Rahmen einer Herzinfarktprophylaxe oder
pAVK ware die Zugabe eines gentechnisch hergestellten ApoA5 zusatzlich zu den heute zuge-

lassenen Medikamenten denkbar.

Mit der vorliegenden Arbeit lassen sich die in der Literatur bestehenden Fakten beziglich des
Lipoproteinprofils bzw. der Plasmafettwerte im Zuge der Entwicklung einer Insulinresistenz
bestatigen: es kommt hierbei zu einer Hypertriglyzeriddmie sowie zu einer Erniedrigung des
HDL. In der Plasma-Triglyzeridmessung zeigte sich in Abbildung 8 (Seite 38) in der vierten
Gruppe eine Hypertriglyzeridamie. Hier wird deutlich, dass es durch die mangelnde Insulinwir-
kung bei den insulinresistenten Probanden zur Freisetzung von freien Fettsduren und somit zur
Anregung zur Bildung von VLDL kommt [Zhang et al 2004; Annuzi et al. 2007 and 2004; Siri et
al. 2001; Tagihibigbu et al 2000]. Auch kommt es zu einer gesteigerten De-novo Lipogenese
[Diraison et al. 2003; Schwarz et al. 2003]. Eine Erleichterung der Bildung und Resorption der
Chylomikronen wurde auch in Betracht gezogen, so dass es dauerhaft zu einer Erh6hung der
triglyzeridhaltigen Lipoproteine kommt [Duez et al. 2008; Hsieh at al.2008]. Die verminderte
Translokation des LRP1 und somit auch verminderte Aufnahme von Remnants bei Insulinresis-

tenten tragt zur postprandialen Hyperlipidamie auch bei [Laatsch et al. 2009].

Betrachtet man die Plasma-Cholesterinkonzentrationen, kann man grundséatzlich feststellen,
dass alle Werte aller vier Gruppen den Normwerten entsprechen. Auffallig ist lediglich, dass die
Probanden der Gruppe 1 tendenziell hdhere Cholesterinwerte aufweisen als andere. Vermutlich
ist das auf die effektivere Wirkung des Insulins zuriickzufiihren, da dieses die Cholesterin-
Biosynthese uber eine Dephosphorylierung, d.h. die Aktivierung der HMG-CoA-Reduktase,
fordert — Glukagon hingegen hemmt diese durch eine Phosphorylierung. Die Inhibition durch
das Glukagon wird durch eine Veranderung des cAMP-Spiegels in der Zelle bewirkt. Es sei an
dieser Stelle bemerkt, dass der Cholsterin-Haushalt nicht durch eine einzige Mahlzeit so leicht

zu beeinflussen ist. Dadurch erhalten wir lediglich unwesentlich schwankende Messwerte. Das
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ist darauf zuriickzufiihren, dass das Enzym durch Nahrungscholesterin und Gallensauren tber
ein negatives Feedback gehemmt wird. Kommt es beispielsweise zu einem Absinken der Cho-
lesterinkonzentration, wird das sogenannte SREBP-1¢ (Sterol Regulatory Element Binding Pro-
tein), das als Vorlaufermolekil in die Membran des ER bzw. des Zellkerns eingelagert ist, ab-
gespalten und induziert innerhalb von ein bis zwei Stunden die Transkription der HMG-CoA-

Reduktase und somit die Bildung von Cholesterin.

Es geht aus den Diagrammen der Abbildung 11, 12 und 13 (Seite 42 bis 44) hervor, dass Grup-
pe 4 héhere Cholesterin-Konzentrationen in den TG-reichen Lipoproteinfraktionen (Chylomikro-
nen/VLDL) aufweisen als Gruppe 1. Gleichzeitig zeigen sich in den gleichen Untersuchungen
niedrigere Cholesterinkonzentrationen in der HDL-Fraktion in der Gruppe 4 als in der Gruppe 1.
Dieses spiegelt exakt die bekannte praprandiale Dyslipiddmie eines sich entwickelnden Diabe-
tes mellitus [Mi et al. 2011]. Durch die standig erhéhten Triglyzeride kommt es bei diesen Pro-
banden (Gruppe 4, rot) zu einer Anreicherung von Triglyzeriden in den HDL und zu der Abgabe
des HDL-Cholesterins an Remnants (VLDL, Chylomikron) [Rashid et al. 2003; Gery et al. 2005;
Allessandro et al. 2009, Vasilis et al. 2009; Tsompanidi et al. 2009]. Besonders bei Menschen,
deren ftriglyzeridhaltige Lipoprotein-Konzentration zu hoch ist, greift das Cholesteryl-Ester-
Transfer-Protein (CETP) ein [Goldberg 2009; Salerno et al. 2009]. Offenbar kommt es hier zu
einer Angleichung der Konzentrationen der veresterten Lipide innerhalb der Lipoproteine unter-
einander [Chatterjee et al. 2011]. Da aber adipdse, insulinresistente Menschen dauerhaft zu
hohe Triglyzeride haben, wirkt sich dieser Mechanismus sehr stark zum Nachteil des eigentlich
antiatherogen wirkenden reversen Cholesterinstoffwechsel. Es ist davon auszugehen, dass die
Remnants, die nun vermehrt mit dem von den HDL stammenden Cholesterin beladen sind, eine
geringere Affinitat zu ihren Rezeptoren bilden und somit verzdégert hydrolysiert werden. Des
Weiteren stellten Salerno et al. auch fest, dass das Vorhandensein des CETP eine verminderte
Expression des LPL mit sich brachte. Es ist somit denkbar, dass eine Induktion der CETP auch
indirekt Uber eine Erniedrigung der LPL bewirkt. So kann man sehen, dass die Gruppe 1
(schwarz) wahrscheinlich durch die hohe HDL-Konzentration am besten vor Artherosklerose

geschiutzt ist.

Auffallig ist, dass es zwischen dem HDL-Cholesterin und der ApoA5-Konzentration der einzel-
nen Gruppen eine positive Korrelation vorliegt. Es ist vorstellbar, dass es aufgrund der norm-
wertigen TG-Werte der ersten Gruppe zu keinem Austausch der Lipide durch die CETP kommt
— was die HDL-Partikel fir die ApoA5-Molekile zuganglicher macht. Dass es eine positive Kor-
relation zwischen dem HDL und dem ApoAb5 gibt, zeigten auch die Untersuchungen von Abe et
al aus dem Jahre 2009. Wenn man sich die ApoA5-Konzentrationen der vier Gruppen an-
schaut, kann man vor allem erkennen, dass es in der Konzentration des ApoA5 in den einzel-
nen Gruppen Unterschiede gibt. So wie sich der Verlauf von der ersten Gruppe bis zur vierten
Gruppe darstellt, ware es mdoglich, dass die ApoA5-Konzentration negativ mit der Insulinresis-

tenz korreliert. Es ist aber auch mdglich, dass hier aufgrund der niedrigeren ApoA5-
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Konzentrationen in der vierten Probandengruppe die Aktivitdt der endothelstandigen Lipopro-
teinlipase herabgesetzt ist. Um dieses zu bestéatigen, ware es sicherlich sinnvoll, die ApoA5-
Konzentrationen bei Patienten zu messen, die einen manifesten Diabetes Typ-2 haben. Es
ware durchaus denkbar, dass das Apolipoprotein A5 zukiinftig in der frihen Phase der Entwick-

lung eines Diabetes Typ-2 als Marker eine entscheidende Rolle spielt.
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Zusammenfassung

5 ZUSAMMENFASSUNG

2001 entdeckten zwei voneinander unabhangige Arbeitsgruppen das Apolipoprotein A-V (ApoA-
V). Dabei identifizierte eine der beiden Gruppen das ApoA-V-Gen durch vergleichende Se-
quenzanalysen. Zeitgleich entdeckte die zweite Forschungsgruppe hohe Konzentrationen des
ApoA5 in der frihen Phase der Leberregeneration. In Tierversuchen und klinischen Studien
konnte eine Korrelation zwischen dem ApoA5 und dem Plasma-Triglyzerid-Spiegel (TG) nach-
gewiesen werden. Grundsatzlich gibt es in der aktuellen Literatur unterschiedliche Erklarungs-
modelle zur Funktion des ApoA5. Einige Arbeitsgruppen postulieren, dass es eine intrazellulare
Aktivitdt des ApoA5 gibt und gehen davon aus, dass dadurch die VLDL-Synthese und
-Sekretion beeinflusst wird. Andere Untersuchungsergebnisse sprechen dafir, dass es sich um
einen extrazellularen Mechanismus handelt, bei dem das ApoA5 bei der lipoproteinlipase-
vermittelten Hydrolyse mitwirkt bzw. bei der rezeptorvermittelten Aufnahme des Lipoproteins als

Ligand fungiert.

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob eine gestérte Umverteilung von ApoA5 zwischen HDL und
triglyzeridreichen Lipoproteinen moglicherweise bei der Entstehung der Hypertriglyzeriddmie
eine Rolle spielen koénnte. Zu diesem Zweck wurden zunachst die Lipoproteinprofile klinisch
gesunder Probanden charakterisiert, die mindestens ein an Diabetes Typ-2 erkranktes Elternteil
haben. Mittels ELISA-Test konnte anschlieRend die ApoA5-Konzentrationen ermittelt werden.
Die Probanden in den vier Gruppen wurden nach ihren BMI und HOMA-Indizes aufgeteilt. Im
Gegensatz zu den gesunden Probanden (Gruppe 1) zeigten die Lipoproteinprofile der insulinre-
sistenten Gruppe mit hohem BMI und hohem HOMA-Index (Gruppe 4) die fiir einen Diabetes
Typ-2 charakteristischen Veranderungen im Lipoproteinprofil. Es wurden in dieser Gruppe nied-
rige HDL-Cholesterin- und erhohte postprandiale Triglyzeridwerte gemessen. Die ApoA5-
Konzentrationen zeigten eine tendenziell negative Korrelation mit der von Gruppe 1 bis Gruppe
4 zunehmenden Insulinresistenz. Hierbei ist nicht eindeutig festzustellen, ob die Abnahme der
ApoA5-Konzentration durch die mégliche Repression des ApoA-V-Gens bei Hyperinsulinamie

bedingt ist oder ob das ApoA5 bei Insulinresistenten friihzeitig von der Leber internalisiert wird.

Sollten zukiinftige Untersuchungen eine signifikante Korrelation der ApoA5-Konzentrationen mit
der Insulinresistenz und damit zusammenhangenden Repression des ApoA-V bestatigen, ware
die Hinzunahme des ApoAb5 als friiher Marker bei einer entstehenden Insulinresistenz méglich-

erweise sinnvoll.
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Anhang Abbildung 1a: Gruppe 1, Cholesterinmessung Oh

Messung der Cholesterinkonzentration in den Lipoproteinen VLDL, LDL, HDL,, HDL; Albumin in mg/dl unmittelbar nach

fettreichem Frihstiick (Oh) in der Gruppe 1: BMI low, HOMA low. (n=

11).

Legende: VLDL: Fraktion 8, 9, 10; LDL: Fraktion 15, 16, 17, 18, 19; HDL,: Fraktion 23, 24, 25; HDL;: Fraktion 27, 28,

29, 30; Albumin: Fraktion 35, 36, 37.
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Anhang Abbildung 1b: Gruppe 1, Cholesterinmessung 2h

Messung der Cholesterinkonzentration in den Lipoproteinen VLDL, LDL, HDL, HDL; und Albumin in mg/dl 2h nach
Gabe des fettreichen Frihstiicks in der Gruppe 1: BMI low, HOMA low. (n=11).
Legende: VLDL: Fraktion 8, 9, 10; LDL: Fraktion 15, 16, 17, 18, 19; HDL,: Fraktion 23, 24, 25; HDL;: Fraktion 27, 28,

29, 30; Albumin: Fraktion 35, 36, 37.

72



Anhang

——1 =8 25

201 27 — 28 —o 31

36 —44 — 54
64 77

Lipidkonzentration [mg/dl]

Fraktion

Anhang Abbildung 1c: Gruppe 1, Cholesterinmessung 4h
Messung der Cholesterinkonzentration in den Lipoproteinen VLDL, LDL, HDL, HDL; und Albumin in mg/dl 4h nach
Gabe des fettreichen Frihstiicks in der Gruppe 1: BMI low, HOMA low. (n=11).

Legende: VLDL: Fraktion 8, 9, 10; LDL: Fraktion 15, 16, 17, 18, 19; HDL,: Fraktion 23, 24, 25; HDL;: Fraktion 27, 28,
29, 30; Albumin: Fraktion 35, 36, 37.
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Anhang Abbildung 2a: Gruppe 1, Triglyzeridbestimmung (0h)

Messung der Triglyzeridkonzentration in den Lipoproteinen VLDL, LDL, HDL,, HDL; und Albumin in mg/dl unmittelbar

nach der Einnahme des fettreichen Frihstlicks (Oh). Gruppe 1: BMI low, HOMA high (n=11).

Legende: VLDL: Fraktion 8, 9, 10; LDL: Fraktion 15, 16, 17, 18, 19; HDL,: Fraktion 23, 24, 25; HDL;: Fraktion 27, 28,

29, 30; Albumin: Fraktion 35, 36, 37
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Anhang Abbildung 2b: Gruppe 1, Triglyzeridbestimmung (2h)

Messung der Triglyzeridkonzentration in den Lipoproteinen VLDL, LDL, HDL, HDL; und Albumin in mg/dl 2h nach fett-

reichem Frihstuck. Gruppe 1: BMI low, HOMA low (n=11).

Legende: VLDL: Fraktion 8, 9, 10; LDL: Fraktion 15, 16, 17, 18, 19; HDL,: Fraktion 23, 24, 25; HDL;: Fraktion 27, 28,

29, 30; Albumin: Fraktion 35, 36, 37.
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Anhang Abbildung 2c: Gruppe 1, Triglyzeridbestimmung (4h)

Messung der Triglyzeridkonzentration in den Lipoproteinen VLDL, LDL, HDL, HDL; und Albumin in mg/dl 4h nach fett-
reichem Frihstuck. Gruppe 1: BMI low, HOMA low (n=11).

Legende: VLDL: Fraktion 8, 9, 10; LDL: Fraktion 15, 16, 17, 18, 19; HDL,: Fraktion 23, 24, 25; HDL;: Fraktion 27, 28,

29, 30; Albumin: Fraktion 35, 36, 37.
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Anhang Abbildung 3a: Gruppe 2, Cholesterinmessung (0h)
Messung der Cholesterinkonzentration in den Lipoproteinen VLDL, LDL, HDL, HDL; und Albumin in mg/dl Oh nach
Gabe des fettreichen Frihstlicks in der Gruppe 2: BMI low, HOMA high (n=9).

Legende: VLDL: Fraktion 8, 9, 10; LDL: Fraktion 15, 16, 17, 18, 19; HDL,: Fraktion 23, 24, 25; HDL;: Fraktion 27, 28,
29, 30; Albumin: Fraktion 35, 36, 37.
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Anhang Abbildung 3b: Gruppe 2: Cholesterinmessung (2h)

Messung der Cholesterinkonzentration in den Lipoproteinen VLDL, LDL, HDL, HDL; und Albumin in mg/dl 2h nach
Gabe des fettreichen Frihstlicks in der Gruppe 2: BMI low, HOMA high (n=9).

Legende: VLDL: Fraktion 8, 9, 10; LDL: Fraktion 15, 16, 17, 18, 19; HDL,: Fraktion 23, 24, 25; HDL;: Fraktion 27, 28,
29, 30; Albumin: Fraktion 35, 36, 37.
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Anhang Abbildung 3c: Gruppe 2, Cholesterinmessung (4h)

Messung der Cholesterinkonzentration in den Lipoproteinen VLDL, LDL, HDL, HDL3; und Albumin in mg/dl 4h nach
Gabe des fettreichen Friihstlcks in der Gruppe 2: BMI low, HOMA high (n=9).

Legende: VLDL: Fraktion 8, 9, 10; LDL: Fraktion 15, 16, 17, 18, 19; HDL,: Fraktion 23, 24, 25; HDL;: Fraktion 27, 28,
29, 30; Albumin: Fraktion 35, 36, 37.
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Anhang Abbildung 4a: Gruppe 2, Triglyzeridbestimmung (0h)

Messung der Triglyzeridkonzentration in den Lipoproteinen VLDL, LDL, HDL, HDL; und Albumin in mg/dl unmittelbar
nach Gabe des fettreichen Frihstiicks in der Gruppe 2: BMI low, HOMA high (n=9).

Legende: VLDL: Fraktion 8, 9, 10; LDL: Fraktion 15, 16, 17, 18, 19; HDL,: Fraktion 23, 24, 25; HDL;: Fraktion 27, 28,

29, 30; Albumin: Fraktion 35, 36, 37.

50 ~

40

30

20

Lipidkonzentration [mg/dI

——33 =47 6
10 +«—12 ——39
—+—43 — 55 — 58

Fraktion

Anhang Abbildung 4b: Gruppe 2, Triglyzeridbestimmung (2h)

Messung der Triglyzeridkonzentration in den Lipoproteinen VLDL, LDL, HDL, HDL; und Albumin in mg/dl 2h nach Gabe

des fettreichen Frihstiicks in der Gruppe 2: BMI low, HOMA high (n=9).

Legende: VLDL: Fraktion 8, 9, 10; LDL: Fraktion 15, 16, 17, 18, 19; HDL,: Fraktion 23, 24, 25; HDL;: Fraktion 27, 28,

29, 30; Albumin: Fraktion 35, 36, 37
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Anhang Abbildung 4c: Gruppe 2, Triglyzeridbestimmung (4h)

Messung der Triglyzeridkonzentration in den Lipoproteinen VLDL, LDL, HDL, HDL; und Albumin in mg/dl 4h nach Gabe
des fettreichen Frihstiicks in der Gruppe 2: BMI low, HOMA high (n=9).

Legende: VLDL: Fraktion 8, 9, 10; LDL: Fraktion 15, 16, 17, 18, 19; HDL,: Fraktion 23, 24, 25; HDL;: Fraktion 27, 28,
29, 30; Albumin: Fraktion 35, 36, 37.
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Anhang Abbildung 5a: Gruppe 3, Cholesterinbestimmung (0h)
Messung der Cholesterinkonzentration in den Lipoproteinen VLDL, LDL, HDL, HDL; und Albumin in mg/dl unmittelbar
nach Gabe des fettreichen Frihsticks in der Gruppe 3: BMI high, HOMA low (n=9).

Legende: VLDL: Fraktion 8, 9, 10; LDL: Fraktion 15, 16, 17, 18, 19; HDL,: Fraktion 23, 24, 25; HDL;: Fraktion 27, 28,
29, 30; Albumin: Fraktion 35, 36, 37.
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Anhang Abbildung 5b: Gruppe 3, Cholesterinbestimmung (2h)

Messung der Cholesterinkonzentration in den Lipoproteinen VLDL, LDL, HDL, HDL; und Albumin in mg/dl 2h nach
Gabe des fettreichen Frihstlicks in der Gruppe 3: BMI high, HOMA low (n=9).

Legende: VLDL: Fraktion 8, 9, 10; LDL: Fraktion 15, 16, 17, 18, 19; HDL,: Fraktion 23, 24, 25; HDL;: Fraktion 27, 28,
29, 30; Albumin: Fraktion 35, 36, 37.
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Anhang Abbildung 5c: Gruppe 3, Cholesterinbestimmung (4h)

Messung der Cholesterinkonzentration in den Lipoproteinen VLDL, LDL, HDL, HDL3; und Albumin in mg/dl 4h nach
Gabe des fettreichen Frihstlcks in der Gruppe 3: BMI high, HOMA low (n=9).

Legende: VLDL: Fraktion 8, 9, 10; LDL: Fraktion 15, 16, 17, 18, 19; HDL,: Fraktion 23, 24, 25; HDL;: Fraktion 27, 28,
29, 30; Albumin: Fraktion 35, 36, 37.

81



Anhang

50 -
——52 =37 38
. 56 —«— 60 —— 69
T 40 -
= ——75 —79 — 87
£
[y
9 30 A
©
c
(0]
N 20 -
)
X
i)
£ 10 -
0
0
Fraktion

Anhang Abbildung 6a: Gruppe 3, Triglyzeridkonzentration (0h)

Messung der Triglyzeridkonzentration in den Lipoproteinen VLDL, LDL, HDL, HDL; und Albumin in mg/dl Oh nach Gabe

des fettreichen Frihstiicks in der Gruppe 3: BMI high, HOMA low (n=9).

Legende: VLDL: Fraktion 8, 9, 10; LDL: Fraktion 15, 16, 17, 18, 19; HDL,: Fraktion 23, 24, 25; HDL;: Fraktion 27, 28,

29, 30; Albumin: Fraktion 35, 36, 37.
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Anhang Abbildung 6b: Gruppe 3, Triglyzeridkonzentration (2h)

Messung der Triglyzeridkonzentration in den Lipoproteinen VLDL, LDL, HDL,, HDL; und Albumin in mg/dl 2h nach
Gabe des fettreichen Frihstlicks in der Gruppe 3: BMI high, HOMA low (n=9).

Legende: VLDL: Fraktion 8, 9, 10; LDL: Fraktion 15, 16, 17, 18, 19; HDL,: Fraktion 23, 24, 25; HDL;: Fraktion 27, 28,
29, 30; Albumin: Fraktion 35, 36, 37.
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Anhang Abbildung 6c: Gruppe 3, Triglyzeridbestimmung (4h)

Messung der Triglyzeridkonzentration in den Lipoproteinen VLDL, LDL, HDL,, HDL; und Albumin in mg/dl 4h nach
Gabe des fettreichen Frihstlicks in der Gruppe 3: BMI high, HOMA low (n=9).

Legende: VLDL: Fraktion 8, 9, 10; LDL: Fraktion 15, 16, 17, 18, 19; HDL,: Fraktion 23, 24, 25; HDL;: Fraktion 27, 28,
29, 30; Albumin: Fraktion 35, 36, 37.
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Anhang Abbildung 7a: Gruppe 4, Cholesterinbestimmung (0)

Messung der Cholesterinkonzentration in den Lipoproteinen VLDL, LDL, HDL, HDL; und Albumin in mg/dl unmittelbar
nach Gabe des fettreichen Frihstlicks in der Gruppe 4: BMI high, HOMA high (n=9).

Legende: VLDL: Fraktion 8, 9, 10; LDL: Fraktion 15, 16, 17, 18, 19; HDL,: Fraktion 23, 24, 25; HDL;: Fraktion 27, 28,

29, 30; Albumin: Fraktion 35, 36, 37.
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Anhang Abbildung 7b: Gruppe 4, Cholesterinbestimmung (2h)

Messung der Cholesterinkonzentration in den Lipoproteinen VLDL, LDL, HDL, HDL; und Albumin in mg/dl 2h nach
Gabe des fettreichen Frihstlicks in der Gruppe 4: BMI high, HOMA high (n=9).
Legende: VLDL: Fraktion 8, 9, 10; LDL: Fraktion 15, 16, 17, 18, 19; HDL,: Fraktion 23, 24, 25; HDL;: Fraktion 27, 28,

29, 30; Albumin: Fraktion 35, 36, 37.
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Anhang Abbildung 7c: Gruppe 4, Cholesterinbestimmung (4h)
Messung der Cholesterinkonzentration in den Lipoproteinen VLDL, LDL, HDL, HDL; und Albumin in mg/dl 4h nach
Gabe des fettreichen Frihstlicks in der Gruppe 4: BMI high, HOMA high (n=9).

Legende: VLDL: Fraktion 8, 9, 10; LDL: Fraktion 15, 16, 17, 18, 19; HDL,: Fraktion 23, 24, 25; HDL;: Fraktion 27, 28,
29, 30; Albumin: Fraktion 35, 36, 37.
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Anhang Abbildung 8a: Gruppe 4, Triglyzeridbestimmung (0h)

Messung der Triglyzeridkonzentration in den Lipoproteinen VLDL, LDL, HDL, HDL; und Albumin in mg/dl Oh nach Gabe

des fettreichen Frihstiicks in der Gruppe 4: BMI high, HOMA high (n=9).

Legende: VLDL: Fraktion 8, 9, 10; LDL: Fraktion 15, 16, 17, 18, 19; HDL,: Fraktion 23, 24, 25; HDL;: Fraktion 27, 28,

29, 30; Albumin: Fraktion 35, 36, 37.
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Anhang Abbildung 8b: Gruppe 4, Triglyzeridbestimmung (2h)

Messung der Triglyzeridkonzentration in den Lipoproteinen VLDL, LDL, HDL, HDL; und Albumin in mg/dl 2h nach Gabe

des fettreichen Frihstiicks in der Gruppe 4: BMI high, HOMA high (n=9).

Legende: VLDL: Fraktion 8, 9, 10; LDL: Fraktion 15, 16, 17, 18, 19; HDL,: Fraktion 23, 24, 25; HDL;: Fraktion 27, 28,

29, 30; Albumin: Fraktion 35, 36, 37.
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Anhang Abbildung 8c: Gruppe 4, Triglyzeridbestimmung (4h)

Messung der Triglyzeridkonzentration in den Lipoproteinen VLDL, LDL, HDL, HDL; und Albumin in mg/dl 4h nach Gabe
des fettreichen Frihstiicks in der Gruppe 4: BMI high, HOMA high (n=9).

Legende: VLDL: Fraktion 8, 9, 10; LDL: Fraktion 15, 16, 17, 18, 19; HDL,: Fraktion 23, 24, 25; HDL;: Fraktion 27, 28,
29, 30; Albumin: Fraktion 35, 36, 37.
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