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Einleitung

1. Einleitung

Herz-Kreislauf-Erkrankungen z&ahlen zu den haufigsten chronischen Erkrankungen und
sind eine wesentliche Ursache fir Morbiditat und Mortalitat. Im Jahr 2011 wurden 40%
bzw. 42% der Sterbefalle in Deutschland und Osterreich aufgrund von koronaren
Herzerkrankungen verursacht [Statistisches Bundesamt, 2012; Statistik Austria, 2012].
Die Herz-Kreislauf-Erkrankungen sind multifaktoriell bedingt. Wahrend Ubergewicht,
Hypertonie, Diabetes mellitus, Hypercholesterinamie, Inaktivitdt und Nikotinabusus die
wichtigsten beeinflussbaren Risikofaktoren darstellen, zahlen Lebensalter, familiare
Disposition und mannliches Geschlecht zu den unbeeinflussbaren Risikofaktoren fir
die Inzidenz einer koronaren Herzkrankheit (KHK) [Grundy et al., 1998; Assmann et al.,
2002]. Ubergewicht und besonders Adipositas nehmen dabei eine wesentliche Rolle im
Rahmen der Pathogenese von atherosklerotischen GefaRerkrankungen ein [Poirier et
al., 2006; Whitlock et al., 2009]. Dabei gilt auch die Verteilung der Fettmasse zu
bertcksichtigen. Durch die Vermehrung des viszeralen, also abdominellen,
Fettgewebes werden eine Vielzahl metabolischer Effekte eingeleitet, welche die
Entstehung einer chronischen Inflammation sowie weiterer kardiovaskularer
Risikofaktoren bis hin zum metabolischen Syndrom fordern [Eckel et al., 2005;
Redberg et al., 2009]. Diese metabolischen Stérungen werden haufig begleitet durch
eine postprandiale Dyslipidamie [Redgrave, 2008; Ford et al., 2009; Subramanian und
Chait, 2012]. Gekennzeichnet ist diese neben der Anreicherung hepatischer
Lipoproteine auch durch die Anh&ufung intestinaler Lipoproteine, die aufgrund einer
gesteigerten Produktion oder eines gestdrten Abbaus erfolgt [Klop et al., 2011; Duez et
al., 2006]. Die gleichzeitige Ansammlung der in den Lipoproteinen enthaltenen
Triglyceride und Cholesterinester fordert den Prozess der Atherosklerose [Proctor und
Mamo, 1998, Proctor et al., 2002; Tomkin und Owens, 2011]. Daher wird die
posprandiale Dyslipidamie als Risikofaktor fur kardiovaskulare Ereignisse angesehen
[Karpe, 1999; Weintraub et al., 1996; Sarwar, 2007].

Zu den intestinalen Lipoproteinen zéhlen die Chylomikronen und ihre Abbauprodukte
(Chylomikronen-Remnants). Beide besitzen als festen Bestandteil an ihrer Oberflache
das Apolipoprotein (Apo) B-48. Die Nuchternkonzentrationen des Apo B-48 korrelieren

mit der Anreicherung der Lipoproteine im postprandialen Zustand [Smith et al., 1999]
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und geben so Hinweise auf die postprandiale Hyperlipidamie [Sato et al., 2009,
Masuda et al., 2012].

Studien zeigen, dass vorliegende kardiovaskulare Risikofaktoren wie Ubergewicht,
metabolisches Syndrom, Diabetes mellitus Typ Il oder bereits vorhandene KHK mit
erhdhten Apo B-48-Konzentrationen assoziiert sind [Chan et al., 2002a; Dane-Stewart
et al., 2003; Kinoshita et al., 2009; Masuda et al., 2012]. Apo B-48 wird daher als

zusatzlicher Marker fur das kardiovaskulare Risiko diskutiert [Alipour et al., 2012].

Ziel der durchgefuihrten Untersuchung ist die Klarung der Frage, ob Apo B-48 einen
weiteren Risikomarker darstellen kann und somit die derzeitige Studienlage bestatigt

wird. Daftir wurden folgende Fragestellungen untersucht:

1. Wie sind die Konzentrationen des Apo B-48 innerhalb eines Ubergewichtigen
Kollektivs aus Mannern und Frauen?

2. Gibt es einen Zusammenhang zwischen der Apo B-48-Konzentration mit
anthropometrischen Daten oder mit Parametern des Lipidprofils bzw. des
Glucosestoffwechsels?

3. Wie wirkt sich das Vorhandensein des metabolischen Syndroms und anderen
kardiovaskularen Risikofaktoren auf die Apo B-48-Konzentration aus?

4. Hat die Gewichtsreduktion einen Einfluss auf die Apo B-48 Konzentration?
Konnen Anderungen aufgrund der Intervention begriindet werden?

Im Folgenden sollen zunéchst die Lipoproteinklassen und ihre Apolipoproteine
charakterisiert werden, um im weiteren Verlauf speziell die Apo B-48-haltigen
Lipoproteine zu beschreiben. Dabei werden das Apo B-48 sowie mogliche
Messmethoden vorgestellt, bevor auf den Metabolismus sowie das atherogene
Potential der Apo B-48-haltigen Lipoproteine eingegangen wird. Danach soll der
Zusammenhang der Apo B-48-haltigen Lipoproteine mit Ubergewicht und dem
metabolischen Syndrom aufgezeigt werden und welchen Einfluss eine
Gewichtsreduktion darauf hat. Als n&chstes wird die eigene Untersuchung vorgestellt.
Dazu wird anfanglich beschrieben aus welcher zugrundeliegenden Studie die hier
verwendeten Proben stammen, um dann die angewendete Methode zur Messung der
Apo B-48-Konzentration darzulegen. Hierauf folgen die Definition des metabolischen
Syndroms sowie die Eingrenzung verschiedener Risikofaktoren, um Rickschlisse auf
das kardiovaskuldre Risiko zu erhalten. Im Anschluss werden die Ergebnisse
vorgestellt und diskutiert, um abschlieRend eine Schlussfolgerung aus den diskutierten

Ergebnissen zu ziehen.
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2. Literaturubersicht

2.1 Ubersicht der Lipoproteinklassen und ihrer Apol ipoproteine

Lipoproteine sind mizellartige Komplexe, die als Transportproteine fur die im Blut
vorhandenen Lipide wie Triglyceride, Cholesterin, Cholesterinester, Phospholipide,
freie Fettsduren und fettlésliche Vitamine dienen. Wahrend die hydrophoben Lipide
Bestandteile des unpolaren Kerns der Lipoproteine sind, besteht die Oberflache aus
polaren Phospholipiden (Lecithin), freiem unveresterten Cholesterin sowie den
Apolipoproteinen. Letztere ermdéglichen aufgrund ihrer amphipatischen Molekulstruktur,
auf der einen Seite hydrophile und auf der anderen Seite hydrophobe
Aminosaureketten, die Komplexierung der Lipide, so dass eine Interaktion zwischen
den hydrophoben Kernlipiden und der wassrigen Umgebung des Plasmas entsteht
[Mahley et al., 1984].

Die Einteilung der Lipoproteine erfolgt anhand ihrer Eigenschaften z.B. nach
MolekulgréRe und Dichte. Letztere beruht auf der unterschiedlichen Protein-Lipid-
Zusammensetzung (siehe Abbildung 1). Mittels Ultrazentrifugation kdnnen mindestens
funf verschiedene Lipoproteinfraktionen aufgetrennt werden: Chylomikronen (CM,
d<1,000 g/dl), Lipoproteine mit sehr geringer Dichte (Very-Low-Density Lipoproteins
(VLDL, d<1,005 g/dll)), Lipoproteine mittlerer Dichte (Intermediate-Density Lipoproteins
(IDL, d<1,019 g/dl)), Lipoproteine geringer Dichte (Low-Density Lipoproteins (LDL,
d<1,063 g/dl)) und Lipoproteine hoher Dichte (High-Density Lipoproteins (HDL,
d<1,125 g/dl)) [Kostner et al., 2006].

Phospholipide & Triglyceride @ Apo-A
verestertes [l Apo-B43
@ Cholesterin Apo-B 100
Apo-C
@® Apo-E
e
— I} iy
o .
Chylomikronen VLDL LDL HDL

Abbildung 1: Aufbau der verschiedenen Lipoproteine

[Thiery, 2010]



Literaturtibersicht

Die Apolipoproteine zahlen zu den Oberflaichenbestandteilen der Lipoproteine. Die
Kategorisierung erfolgt in verschiedene Hauptklassen (Apo A-E) innerhalb derer die
Apolipoproteine nochmals aufgeteilt werden wie beispielsweise in Apo A-1 bis Apo A-V.
AulRerdem lassen sie sich in austauschbare und nichtaustauschbare Apolipoproteine
einteilen. Zur ersten Gruppe zahlen Apo A-l bis A-V, Apo C-I bis C-lll sowie Apo E,
welche zwischen den verschiedenen Lipoproteinen austauschbar sind. Zur Gruppe der
nichtaustauschbaren zahlen Apo B-100 und Apo B-48. Diese kdnnen nicht zwischen
den Lipoproteinen wechseln. Meist befindet sich auf den verschiedenen
Lipoproteinfraktionen eine Kombination aus zwei oder mehr Apolipoproteinen.
[Alaupovic, 1972]. In Tabelle 1 ist eine Ubersicht der verschiedenen
Lipoproteinfraktionen nach Dichte, Durchmesser, Zusammensetzung und enthaltenen

Apolipoproteinen dargestellt.

Tabelle 1: Eigenschaften, Zusammensetzung und Apoli poproteine der
Lipoproteinfraktionen [nach Kostner et al., 2006]

Lipoproteine CM VLDL IDL LDL HDL

Eigenschaften

Dichte [g/dI] < 1,000 < 1,005 < 1,019 < 1,063 <1,125

Durchmesser 75 -1200 50 30 21 12

[nm]

Cholesterinester 2 13 34 41 13

[%6]

Triglyceride 90 54 20 4 5

[%]

Phospholipide 5 16 20 21 35

[%6]

Apolipoproteine  A-l, A-IV, C- A-V, B-100, B-100, C- B-100 A-l, A-ll, A-
I, C-lll, E, C-ll,C-lllLE I, E IV, A-V, E
B-48

Apolipoproteine ibernehmen neben der lipidkomplexierenden Eigenschaft auch
funktionelle Aufgaben im Lipidstoffwechsel. Sie sorgen einerseits fir die Stabilisierung
der Lipoproteine, andererseits dienen sie als Cofaktoren fir Enzyme oder binden an
Membranrezeptoren, um so die Aufnahme in die Zielzelle zu steuern. Apo A-l

beispielsweise aktiviert die Lecithin-Cholesterol-Acyltransferase (LCAT), Apo A-ll
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tbernimmt die Rolle als Aktivator der hepatischen Triglyceridlipase (HL) und Apo C-li
fuhrt durch Anregung der Lipoproteinlipase zur Hydrolyse der Triglyceride (TG).
[Alaupovic, 2003]. Die Apo B-Proteine sind Uberwiegend in den Triglycerid-reichen
Lipoproteinen (TGRL) wie CM und VLDL zu finden, die Apo A-Proteine hingegen
hauptsachlich in der HDL-Fraktion [Tam et al., 1983].

2.2 Apolipoprotein B-48-haltige Lipoproteine

Die CM und ihre Remnants (CM-R) zahlen zu den Apo B-48-haltigen Lipoproteinen
und sind Bestandteile des exogenen Lipoproteinstoffwechsels. Ihre Aufgabe besteht
darin, die mit der Nahrung aufgenommenen Fette und fettldslichen Lipide im Blut zu
den peripheren Organen und der Leber zu transportieren. Diese werden dort wieder
zusammengebaut und teilweise als VLDL-Partikel zuriick ins Blut gegeben oder

gespeichert [Kostner et al., 2006].

2.2.1 Apolipoprotein B-48

Apo B-48 ist ein fester Bestandteil der CM und gehért neben dem Apo B-100 zur
Gruppe Apolipoprotein B. Dieses ist ein amphipatisches Molekul, welches mit einem
Molekulargewicht von 550 kDa zur Gruppe der groReren Strukturapolipoproteine zahlt.
Aufgrund seiner Tertidarstruktur aus antiparallel verlaufenden [-Faltblattstrukturen
besteht eine feste Assoziation mit dem Lipidkern und dem Apo B. Dies ist vermutlich
auch der Grund daftr, dass fir Apo B kein Austausch zwischen den einzelnen
Lipoproteinen mdglich ist [Segrest et al., 2001]. Die Transkription des Apo B-48 erfolgt
vom gleichen Gen wie Apo B-100, jedoch wird Apo B-48 ausschlie3lich in den
Mukosazellen des Dinndarms gebildet. Wéahrend der Synthese des Apo B-48 erfolgt
nach der Transkription eine Bearbeitung der RNA (Ribonukleinséure; engl.: ribonucleic
acid), auch RNA-Editing genannt. Dabei wird im Darm die mRNA des Apo B-100
aufgrund des Enzyms Cytosindeaminase (APOBEC1) dahingehend modifiziert, dass
die Synthese des Apo B-48 erfolgen kann. Aufgrund der Expression der
Cytosindeaminase wird wahrend der Transkription die Position 2153 (CAA) der Apo B-
100 mRNA in ein Stoppcodon (UAA) umgewandelt. Hierdurch endet die Translation der
MRNA frither und der Syntheseabbruch folgt [Powell et al., 1987]. Apo B-48 besteht
somit lediglich aus N-terminalen 48% des Apo B-100, so dass die entscheidenden
Sequenzen fehlen, welche fur die Bindung am LDL-Rezeptor benétigt werden [Segrest
et al., 2001].
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2.2.2 Methoden zur Bestimmung Apolipoprotein B-48 h  altiger Lipoproteine

Der Stoffwechsel der Apo B-48-haltigen Lipoproteine ist von immer gré3erem
Interesse, seitdem viele Studien einen Zusammenhang zwischen kardiovaskularen
Ereignissen und den postprandialen Apo B-48—haltigen Lipoproteinen gefunden haben
[Alipour et al., 2012; Pal et al., 2003]. Demzufolge ist es wichtig den postprandialen

Stoffwechsel zu identifizieren.

Die Untersuchung des postprandialen Stoffwechsels erfolgt im Anschluss an eine
nachtliche Nuchternphase durch eine orale Fettzufuhr. Nach der Verdauung wird in
einem Zeitraum von zehn bis zw6lf Stunden alle ein bis zwei Stunden Blut
abgenommen und auf Marker des postprandialen Stoffwechsels wie TG, Retinyl-Ester,
Remanant-like-Partikel oder Apo B-48 untersucht. Mittels der Flache unter der Kurve
(,area under the curve®), die sich aus dem Verlauf der gemessenen Konzentrationen
ergibt, wird die postprandiale Antwort bestimmt [Su et al., 2009; Nagata et al., 2012].
Die Nichternkonzentrationen des Apo B-48 erwiesen sich dabei als besten Marker fir
den Nachweis der postprandialen Lipide [Smith et al., 1999; Masuda et al., 2012]. Ein
Molekil Apo B-48 ist auf einem CM sowie CM-R Partikel assoziiert. Die
Serumkonzentration des Apo B-48 umfasst demnach die Anzahl der CM sowie CM-R
und ist geeignet fir die quantitative Bestimmung postprandialer Anreicherungen der

intestinalen Lipoproteine [Masuda et al., 2012].

Zum Nachweis von Apo B-48 mittels Enzym-gekoppelten-Immunosorbent-Assay (engl.
ELISA) entwickelten Uchida et al. einen monoklonalen Antikdrper gegen Apo B-48
[Uchida et al.,, 1998]. Es gilt jedoch zu beachten, dass ein Antigen viele Epitope
besitzen kann. Von verschiedenen B-Zellen produzierte Antikdrper kbnnen so dieses
eine Antigen erkennen und binden. Solch ein Gemisch bezeichnet man als polyklonale
Antikorper und ist fur einen spezifischen Assay nicht besonders niitzlich, da diese in
ihrer Spezifitdt und Affinitdt gegenldber einem Antigen variieren. Vielmehr sind fir
Anwendungen eines Immunoassays reine Antikorper notwendig, damit diese spezifisch
das gesuchte Protein erkennen und keine Bindungen mit strukturell &ahnlichen
Proteinen eingehen, um eine hohe Spezifitat zu gewahrleisten. Zur Herstellung solcher
monoklonalen Antikérper ist es erforderlich B-Zellen die einen bestimmten Antikdrper
produzieren, zu isolieren und zu kultivieren. Somit kann sichergestellt werden, dass
diese Antikorper nur ein Epitop des Antigens erkennen [Clark und Pazdernik, 2009 S.
289; Gey, 2008 S. 351]. Im Falle des Apo B-48 wurde das C-terminale Ende des Apo
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B-48 Peptids (bestehend aus einem N-terminalen Cysteinrest, welcher mit dem C-
terminalen Hexapeptid des Apo B-48 verbunden ist) als Immunogen fir die

monoklonale Antikorperproduktion verwendet [Uchida et al., 1998].

In Untersuchungen mit dem monoklonalen Antikdrper gegen Apo B-48 zeigten sich
keinerlei Kreuzreaktivitat gegentiber dem Apo B-100 [Kinoshita et al., 2005]. Bei
Anwendungen des ELISAs konnte gezeigt werden, dass Nichternkonzentrationen des
Apo B-48 mit der ,area under the curve” nach einer oralen Fettzufuhr korrelieren [Sakai
et al., 2003], so dass mittels Apo B-48 eine Beurteilung der postprandialen intestinalen

Lipoproteine mdglich scheint.

2.2.3 Stoffwechsel der Apolipoprotein B-48—haltigen Lipoproteine

Die Apo B-48-haltigen Lipoproteine sind Bestandteile des exogenen
Lipoproteinstoffwechsels. Dieser Stoffwechsel beginnt mit dem Eintreffen der im
Rahmen der Lipidverdauung entstandenen wasserunldslichen Lipide im
Gastrointestinaltrakt. Die Lipide werden als Mono- und Diglyceride sowie
Cholesterinester zusammen mit freien Fettsauren, Phospholipiden und Gallenséure
emulgiert und als Mizellen in den Epithelzellen des Dinndarms resorbiert [Kostner et
al., 2006]. Dort erfolgt die Re-Synthese der TG innerhalb der Mucosazellen entweder
durch eine de-novo Synthese aus a-Glycerophosphat und freien Fettsduren oder
mittels Aktivierung langkettiger Fettsduren zu Acyl-CoA. Uber die Acyl-CoA-
Cholesterin-Acyltransferase-2 (ACAT-2) wird das resorbierte Cholesterin verestert
[Biesalski und Grimm, 2007].

Die neu entstandenen TG und Cholesterinester werden zusammen mit den Apo A-l
und Apo B-48 Uber das mikrosomale Triglycerid Transfer Protein (MTP) als CM in den
Enterozyten des Diunndarms zusammengebaut. Dabei handelt es sich zundchst um
kleine, unreife CM, welche daher als nascente CM bezeichnet werden [Tomkin und
Owens, 2011]. Diese intestinale CM-Sekretion wird in Folge einer fettreichen Mahlzeit
stimuliert [Chan et al., 2002a] und die Partikel variieren je nach Zufuhr der
Nahrungslipide in der Grofe zwischen 75 — 3000 nm. Nach Exozytose erfolgt die
Abgabe in die intestinalen und im Weiteren mesenteralen Lymphgefal3e. Bevor sie
letztlich in die Blutzirkulation gelangen wird die Reifung der CM abgeschlossen, indem
Apo C-Il, Apo C-lll, Apo E und Cholesterin von HDL auf die CM Ubertragen werden.

Apo C-Il ist ein essentieller Aktivator der Lipoproteinlipase (LPL), die uber
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Heparansulfat-Proteoglykanen (HSPG) an die Oberflache von Blutgefaf-
Endothelzellen gebunden ist [Fujioka und Ishikawa, 2009; Mahley und Huang, 2007].
Die LPL hydrolysiert TG und setzt damit Fettsduren aus den CM frei, die gezielt als
Energiequelle in Herz- und Skelettmuskel oder zur Speicherung im Fettgewebe zur

Verfigung gestellt werden kdnnen [Biesalski und Grimm, 2007].

Durch die Hydrolyse kommt es neben der GréRenreduktion auch zur Abgabe von Apo
A und Apo C auf HDL. Die neu entstandenen Lipoproteine bezeichnet man als
Chylomikronen-Remnants (CM-R). Sie variieren in der GréRe zwischen 40 — 60 nm,
sind reich an Cholesterinestern und enthalten weiterhin Apo B-48 sowie Apo E [Fujioka
und Ishikawa, 2009; Redgrave, 2004]. Die CM-R werden weiter mittels der hepatischen
Lipase (HL) bearbeitet. AnschlieBend erfolgt die Entfernung aus der Blutzirkulation
Uber verschiedene Mechanismen in die Leber. Vor allem ist dabei die Aufnahme tber
Apo E mittels hepatischen LDL-Rezeptors (LDLR) und dem LDL-Related-Protein
(LRP1) zu nennen [Mahley und Huang, 2007]. Der LRP1 ist insulinsensitiv und wird
durch Insulinresistenz down-reguliert [Laatsch et al., 2009], wodurch die Aufnahme der
CM-R in die Leber sinkt. Das ebenfalls in den Hepatozyten enthaltende HSPG ist an
der Bindung und Aufnahme der CM-R in die Leber beteiligt. Uber seine Sulfatgruppen
(SO,4) bindet es neben der LPL auch Apo E sowie die HL und unterstiitzt so die
effektive Aufnahme der CM-R Uber den LDLR und LRP, indem es den lipolytischen
Prozess aufrechterhalt [Cooper, 1997; Mahley und Huang, 2007]. Der Ablauf des CM-
Stoffwechsels ist in der Abbildung 2 dargestellt.
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Abbildung 2: Stoffwechsel der Apolipoprotein B-48-h altigen Lipoproteine

(TG: Triglyceride; PL: Phospholipide; CM: Chylomikronen; LDLR: LDL-Rezeptor; LRP-
1: LDL-Rezeptor-Related Protein; HSPG - Heparansulfat-Proteoglykanen; LPL:
Lipoproteinlipase; HL: Hepatische Lipase; blaue Punkte: Triglyceride; gelbe Punkte:
Cholesterin)

[moadifiziert nach Fujioka und Ishikawa, 2009; Cooper, 1997]
Der Stoffwechsel der Apo B-48-haltigen Lipoproteine ist zudem mit dem Stoffwechsel
der hepatischen Apo B-100-haltigen VLDL verbunden. Die CM beeintrachtigen den
VLDL-Stoffwechsel, da beide um die LPL konkurrieren, so dass sich die Zirkulation der
VLDL- Partikel verlangert und eine erhdhte postprandiale VLDL-Konzentration resultiert
[Cohn et al., 1993]. Zusatzlich kann Insulin die VLDL-Sekretion unterdriicken, so dass
vor allem im postprandialen Zustand bei Anwesenheit von Insulin weniger VLDL-
Partikel vorhanden sind [Lewis und Steiner, 1996].
Letztlich ist die CM-Konzentration von der intestinalen Sekretion, der Konversion zu
CM-R sowie dem hepatischen Clearance abhangig. Ein physiologischer Stoffwechsel
Apo B-48-haltigen Lipoproteine ist charakterisiert durch eine schnelle Hydrolyse der
CM und CM-R, wodurch eine Grof3enreduktion sowie eine anschlieRende hepatische
Aufnahme innerhalb weniger Stunden nach der Mabhlzeit resultiert [Nakatani et al.,
2011].
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2.2.4 Atherogenes Potential der Apolipoprotein B-48  —haltigen
Lipoproteine

Der Einfluss der Apolipoprotein B-48-haltigen Lipoproteine auf die Atherogenese
scheint zunachst umstritten, jedoch wird das atherogene Potential in Studien immer
haufiger thematisiert [Ginsberg, 2002; Fujioka und Ishikawa, 2009]. So wurde in erster
Linie davon ausgegangen, dass nascente CM aufgrund ihrer Gréf3e die GefalRe nicht
durchdringen konnen und daher nicht direkt in den Prozess der Atherosklerose
involviert sind [Nordestgaard und Tybjaerg-Hansen, 1992]. Proctor und Mamo zeigten
jedoch, dass CM in Form ihrer Remnants klein genug, sind um die GefaRe zu
penetrieren um sich im subendothelialen Raum einzulagern [Proctor und Mamo, 1998;
Proctor et al., 2002].

Die Rolle der Apolipoprotein B-48-haltigen Lipoproteine im Prozess der
Atherosklerose- Entwicklung kann gut mittels der ,Response-to-injury-Theorie*
beschrieben werden. Diese basiert darauf, dass Endothelverletzungen durch Faktoren
wie Hypertonie, verénderte Lipoproteine, Zigarettenrauchen oder
Hyperhomocysteindmie verursacht werden und somit die Permeabilitdit erh6hen,
wodurch die Infiltration von Lipoproteinen in den subendothelialen Raum erleichtert
wird [Thiery und Teupser, 2006]. Im speziellen gelangen hierbei die Lipoproteine nach
der Hydrolyse mittels Transzytose durch die GefalRwand. Es handelt sich dabei um
einen Vesikeltransport vom Plasma der Zelle in den subendothelialen Raum
(Abbildung 3; Schritt 1,2). Aufgrund der limitierten Partikelgrof3e von maximal 70 nm ist
dieser Weg vor allem fir CM-R (40 — 60 nm) sowie LDL (27 nm) passierbar [Proctor et
al., 2002]. Nach Erreichen des subendothelialen Raums werden die CM-R mittels
Proteoglykanen gebunden und in der Intima festgehalten (Abbildung 3; Schritt 3,4). In
vivo konnte gezeigt werden, dass CM die Endothelzellen anregen, woraufhin diese
chemotaktisch wirksame Signalstoffe wie das Monozyten-chemotaktische Protein-1
(MCP-1) sezernieren (Abbildung 3; Schritt 5-7) [Domoto et al.,, 2003]. Dies kann
letztlich die Infiltration von Monozyten sowie deren Transformation zu Makrophagen
fordern (Abbildung 3; Schritt 8,9) [Thiery und Teupser, 2006]. Gleichzeitig beginnen
Endothelzellen mit der Freisetzung von Adhasionsmolekilen wie Zell-Adhasions-
Molekil-1 (ECAM-1) und Vascular-Adhéasions-Molekil-1 (VCAM-1) [Fujioka und
Ishikawa, 2009]. Makrophagen binden und internalisieren Lipidpartikel Giber Rezeptor-
vermittelte Endozytose. Bei Uberladung transformieren die Makrophagen zu

Schaumzellen, welche durch weitere Mediatoren zur Migration und Proliferation von
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glatten Muskelzellen fihren (Abbildung 3; Schritt 10-12). Daraufhin folgt die Bildung der
reversiblen Lasion ,fatty streaks“ bis hin zum fortgeschrittenen und komplizierten

Plague [Thiery und Teupser, 2006].

Postprandiale Hyperlipidamie
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Abbildung 3: Chylomikronen und Chylomikronen-Remnan ts im Prozess der
Atherosklerose

[nach Proctor et al., 2002]
Einerseits zeigen Untersuchungen des Aufnahmemechanismus der CM-R Uber die
Makrophagen, dass die CM-R mit LDL um die Apo E vermittelte Aufnahme Uber den
LDLR konkurrieren. Andererseits konnte zusatzlich ein fir Apo B-48 spezifischer
Rezeptor identifiziert werden [Tomkin und Owens, 2011]. Der Apo B-48 Rezeptor
(ApoB48R) befindet sich auf Monozyten, Makrophagen sowie Endothelzellen. Es ist ein
Apo E-unabhangiger Rezeptor, der zusatzlich freie Fettsauren und fettldsliche Vitamine
fur die Zellen zur Verfigung stellt [Brown et al., 2002]. In in vitro Untersuchungen
wurde gezeigt, dass die TGRL und ihre Remnants die einzigen nativen,
nichtmodifizierten Lipoproteine sind, die tber ApoB48R in Makrophagen aufgenommen
werden und diese schlieBlich zu Schaumzellen formatieren kénnen [Brown et al.,
2000].
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Zusétzlich kdonnten tGber den ApoB48R Stoffwechselwege eingeleitet werden, die das
thrombotische Risiko erh6hen [Gianturco und Bradley, 1999]. Dabei bewirkt die
Stimulierung des ApoB48 an den Endothelzellen eine Inhibierung der
antithrombotischen Eigenschaften. So folgt die verminderte fibrinolytische Kapazitat
durch Hemmung der Plasminogenbindung an die Endothelzellen sowie die Expression
des Plasminogen-Aktivator-Inhibitors (PAI-1), wodurch letztlich die Plasminproduktion

gehemmt ist [Gianturco und Bradley, 1999].

Masuda et al. zeigte, dass bei bereits vorhandenen Herz-Kreislauf-Erkrankungen
erhdohte Konzentrationen des Apo B-48 vorliegen [Masuda et al., 2012]. Dies
unterstltzt vorherige Tier- als auch Humanstudien, in denen Einlagerungen von Apo B-
48 im atherosklerotischen Plaque festgestellt werden konnten [Proctor und Mamo,
2003; Pal et al., 2003; Nakano et al., 2008], ein moégliches atherogenes Potential ist

daher nicht aus zu schliel3en.

2.3 Apolipoprotein B-48-haltige Lipoproteine im Rah men von
Ubergewicht und dem metabolischen Syndrom

Mit dem Anstieg der Korperfettmasse erhéht sich gleichzeitig das Risiko fur
atherosklerotische GefalRerkrankungen wie z.B. KHK oder der arteriellen
Verschlusskrankheit [Whitlock et al., 2009]. So scheint eine Hauptursache fir den
langsamen Ruckgang von Herz-Kreislauf-Erkrankungen die deutliche Zunahme der
Pravalenz von Ubergewicht und Adipositas [Wirth und Gohlke, 2005]. In Deutschland
und Osterreich sind 66% bzw. 42% der Manner und 51% bzw. 54% der Frauen
Ubergewichtig (Body-Mass-Index (BMI) > 25 kg/m?). Der Anteil der Adipdsen ist mit
21% in Deutschland und 13% in Osterreich bei beiden Geschlechtern gleich (Body-
Mass-Index (BMI 2 30 kg/m?) [Max Rubner-Institut, Nationale Verzehrsstudie 1l 2008;
Statistik Austria, 2007].

Vor allem durch die Vermehrung des viszeralen Fettgewebes werden eine Vielzahl
metabolischer Effekte eingeleitet, welche die Entstehung einer chronischen
Inflammation sowie weiterer kardiovaskularer Risikofaktoren bis hin  zum
metabolischen Syndrom férdern [Eckel et al., 2005]. Der Begriff ,Metabolisches
Syndrom*“ (MetS) umschreibt das gemeinsame Auftreten von viszeraler Adipositas,
Hypertonie, Fettstoffwechselstérungen in Form von Dyslipoproteinamie und

Glukoseintoleranz [Alberti et al.,, 2009]. Bei Personen mit viszeraler Adipositas und
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dem metabolischen Syndrom sind haufig erhéhte TG-Konzentrationen, niedrige HDL-
C-Konzentrationen, hohe Insulinwerte und eine Anreicherung von small-dense LDL-
Partikeln zu finden [Eckel et al., 2005].

Diese Stoffwechselsituationen bei Adipositas und dem metabolischen Syndrom gehen
zusatzlich mit Stérungen des postprandialen Stoffwechsels einher, so dass die
Aufnahme einer fetthaltigen Mahlzeit zu einer héheren CM-Produktion und einer
reduzierten Clearance der CM-R fiihren kann [Martins und Redgrave, 2004;
Subramanian und Chait, 2012]. Die pathophysiologischen Stoffwechselwege werden
durch die vermehrten viszeralen Adipozyten ausgelést. Diese sind sehr
stoffwechselaktiv und erhdhen die Lipolyserate, welche die Freisetzung freier
Fettsauren steigert. Die Erhéhung der freien Fettsduren senkt die Insulinsensitivitat und
Glucoseverwertung peripherer Gewebe, wodurch eine Insulinresistenz geférdert und
die Entstehung von Diabetes beginstigt wird [Eckel et al., 2005]. Eine Insulinresistenz
kann beispielsweise die erhdhte Produktion intestinaler Apo B-48-haltiger Lipoproteine
zur Folge haben. Duez et al. zeigten, dass Personen mit Insulinresistenz gleichzeitig
eine erhohte Produktion der Apo B-48-haltigen Lipoproteine aufweisen [Duez et al.,
2006]. Diese Beobachtungen konnten ebenfalls bei Personen mit Diabetes Mellitus Typ
Il [Hogue et al., 2007] bei viszeral adipésen Mannern und bei Vorhandensein des MetS
gemacht werden [Chan et al., 2002a; Kinoshita et al., 2009]. Des Weiteren kann die
Insulinresistenz eine verminderte Expression der hepatischen Rezeptoren (LDLR)
bewirken, so dass sich die Clearance reduziert und eine Erhéhung der CM-R-Partikel
nach sich zieht [Dane-Stewart et al., 2003]. Bei Personen mit viszeraler Adipositas
konnte diese Rezeptor-Downregulierung festgestellt werden [Mamo et al., 2001]. Im
Weiteren kann die Insulinresistenz ursachlich fir eine niedrige LPL-Aktivitdt im
postprandialen Zustand sein, wodurch die Lipolyse im Fettgewebe gestort ist und so

die postprandiale Dyslipidamie férdert [Panarotto et al., 2002].

Unter physiologischen Umsténden wird die hohe lipolytische Aktivitat der Adipozyten
im Nuchternzustand durch Insulin vermindert. Im Rahmen einer Insulinresistenz
resultiert im Nichternzustand ein Anstieg von freien Fettsduren in der Zirkulation und
Plasma, die in der Leber erneut zu TG verestert und als VLDL—Partikel abgegeben
werden, welche eine Hypertriglyceridamie hervorrufen kann [Eckel et al., 2005; Adiels
et al., 2008]. Die Anreicherung der VLDL-Partikel fuhrt zudem zu einer Konkurrenz mit

den CM und CM-R. Zum einen konkurrieren sie innerhalb der lipolytischen
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Stoffwechselwege (LPL, HL) und zum anderen auch um die Aufnahme Uber den
hepatischen Rezeptor (LDLR, LRP1) [Martins und Redgrave, 2004; Laatsch et al.,
2009]. Die postprandiale Anreicherung der TGRL bewirkt gleichzeitig den erhdhten
Austausch der TG fir Cholesterinester Uber das Cholesterin-Ester-Transfer-Protein
(CETP) aus den LDL und HDL Partikeln. Durch lipolytische Prozesse der HL werden
die TG-angereicherten LDL- und HDL—Partikel kleiner und dichter sowie erhéht sich ihr
atherogenes Potential [Couillard et al., 2002; Chan et al., 2013]. Daruber hinaus
befinden sich Personen mit einem vermehrten abdominellen Koérperfettgehalt in einem
pro-inflammatorischen und pro-thrombotischen Zustand. Das viszerale Fettgewebe
wirkt als endokrines Organ und fordert die Sekretion von pro-inflammatorischen (IL-6,
IL-1, TNF-a) und pro-thrombotischen Substanzen (PAI-1) [Eckel et al., 2005].

Somit kann festgehalten werden, dass die postprandiale Dyslipidamie, viszerale
Adipositas, das metabolische Syndrom, Insulinresistenz und Entziindungen

miteinander verbunden sind [Klop et al., 2011].

2.4 Interventionsbedingter Einfluss auf Apolipoprot ein B-48-
haltige Lipoproteine

Interventionen zur Minimierung der postprandialen Hyperlipidamie sind zu empfehlen,
da diese gleichzeitig mit der Entwicklung der Atherosklerose assoziiert ist [Redgrave,
2008]. Ansatzpunkte zur Verbesserung der postprandialen Hyperlipidamie liefern unter
anderem die CM-Produktion, die Optimierung der Clearance sowie der

zugrundeliegenden Anderungen von Stoffwechselsituationen [Redgrave, 2008].

Einfluss der Ernahrung

Der Stoffwechsel der CM kann durch die Nahrung maodifiziert werden. Zum einen ist die
GrofRe und Zusammensetzung der Lipoproteine von der Fettzufuhr abhangig. Aus einer
geringeren Fettzufuhr resultieren kleinere CM-Partikel. Da die Lipolyserate der CM
proportional zur Oberflache der CM-Partikel ist, werden die kleineren CM schneller
abgebaut [Martins et al., 1996]. Ein niedriger Fettgehalt in der Nahrung kdénnte somit
aufgrund des moglichen Einflusses auf die Grol3e der CM, die Apo B-48-Produktion
unterdricken [Redgrave, 2008]. Dennoch zeigen Studien, die den Einfluss einer
Supplementierung mit langkettigen omega-3 (n-3) Fettsauren, wie beispielsweise

Eicosapentaensdure und Docosahexaenséure untersuchten eine Abnahme der
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postprandialen Lipoprotein-Antwort [Bravo et al., 2010]. In Folge der Supplementierung
kommt es neben der Reduktion der TG auch zur Senkung der Apo B-48-Konzentration
[Slivkoff-Clark et al., 2012]. Ein Mechanismus fir die Senkung resultiert womdglich aus
der verstarkten Clearance [Park und Harris, 2003; Lu et al., 2011] sowie einer
reduzierten Re-Synthese der TG und der daraus verminderten CM-Sekretion [Schmidt
et al., 2012].

Im Gegensatz dazu hat der Gehalt verdaulicher Kohlenhydrate in der Nahrung eine
Anreicherung der postprandialen Lipoproteine nach fettreichen Mahlzeiten zur Folge
[Lairon et al., 2007]. Die Zufuhr eines Essens mit hohem Glykdmischen-Index, bewirkt
zum einen den Anstieg der Blutglukose und gleichzeitig die Anreicherung der Apo B-
100- und Apo B-48-haltigen Lipoproteine in der postprandialen Phase [Harbis et al.,
2004]. Im Vergleich dazu untersuchte eine Studie den Einfluss einer einmaligen Gabe
eines l6slichen Ballaststoffs auf die Apo B-48-Konzentration bei (bergewichtigen
Probanden. Dabei zeigte sich, dass eine Abnahme der postprandialen Lipamie
resultiert und damit gleichzeitig die Verbesserung der gestérten CM-Produktion und

Clearance [Khossousi et al., 2008].

Einfluss pharmakologischer Behandlungen

Ebenfalls pharmakologische Interventionen kénnen eine Verbesserung der CM-
Clearance erzielen. Beispielsweise konnte in einer Tierstudie durch die Behandlung mit
Probucol die CM-Clearance verbessert werden [Mamo et al., 1993]. Probucol ist eine
bisphenolische chemische Verbindung, welche urspriinglich als Antioxidant gebildet
wurde und letztlich als Lipidsenker fungiert [Yamamoto, 2008]. Nach Aufnahme erfolgt
im Dinndarm die Absorption des Probucols in die CM und imitiert dadurch die
Cholesterinester der CM. Diese Einlagerung des Probucols ermdglicht eine erleichterte
Aufnahme der CM-R in die Leber und reduziert die Abgabe des Cholesterins an
periphere Gewebe. Aufgrund dieser Effekte werden Probucol anti-atherogene Effekte
nahegelegt [Mamo et al., 1993]. Die Verbesserung des CM-Stoffwechsels durch
Statine wurde ebenfalls aufgezeigt. Bei viszeral-adipdsen Personen mit
Insulinresistenz erzielte Atrovastin aufgrund eines beschleunigten Abbaus der CM-R
Uber den LDLR eine signifikante Reduktion des Apo B-48. Die Anzahl dieses
Rezeptors erhoht sich, da die Cholesterinsynthese durch Atrovastin gehemmt wird
[Chan et al., 2002b]. Houge et al. zeigte bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ Il
durch die Behandlung mit Atrovastin einen signifikanten Abfall der CM-Produktion,

wodurch sich die Apo B-48 Konzentration reduzierte [Hogue et al., 2008].
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Einfluss einer Gewichtsreduktion

Die Effekte einer Gewichtsreduktion kénnen die postprandiale Hyperlipiddmie positiv
beeinflussen, da diese mit Verbesserungen der Stoffwechselsituationen assoziiert ist.
Damit im Einklang weisen Studien darauf hin, dass moderate Gewichtsreduktionen in
Folge einer Nahrungsrestriktion die Verbesserung der postprandialen Clearance von
TGRL bei ubergewichtigen Frauen [Volek et al., 2004] und auch die Senkung der
Nuchternkonzentrationen des Apo B-48, Apo B-100 und der TG bei Personen mit MetS
erzielen konnen [Chan et al., 2008]. Letzteres wird durch die in Folge der
Gewichtsreduktion begleitenden Senkungen des Apo C-lII erklart, da so der Abbau der
TGRL beschleunigt wird [Chan et al., 2008]. Demgegeniber konnten die Apo B-48-
Konzentrationen durch eine Reduktion des Gewichts um 10 kg bei Ubergewichtigen
Mannern nach einer moderaten Energierestriktion nicht gesenkt werden [James et al.,
2003].

Einfluss durch Polyglucosamin

Zurzeit gibt es keine Studien, die den Einfluss von lipidadsorbierenden Substanzen wie
Polyglucosamin auf Apo B-48-haltige Lipoproteine untersucht haben. Jedoch konnten
die Polyglucosamine aufgrund der Wirkungsweise zur Unterstlitzung von
Gewichtsreduktionen oder auch zur Behandlung von Hypercholesterindmie verwendet
werden [Mhurchu et al., 2004; Cornelli et al., 2008].
Polyglucosamin oder auch Chitosan kommt in der Natur selbst nicht vor, sondern
entsteht durch Abspaltung eines Acetylrestes vom Chitin. Das Chitin ist ein
Polysaccharid, welches aus p(1-4)-verknupften N-Acetylglucosaminmolekilen
aufgebaut ist. Es bildet die Geristsubstanz von Pilzen, Krustentieren und Insekten. Die
Polyglucosaminfasern haben lipidbindende Eigenschaften und sind daher in der Lage
Fett zu binden, wodurch die Resorption der Lipide im Gastrointestinaltrakt vermindert
wird [Kumar, 2000]. Da die Apo B-48-haltigen Lipoproteine in die Resorption der Lipide
involviert sind, kann vermutlich auch die Anwendung der lipidadsorbierenden Substanz
einen Einfluss auf die

Konzentration haben.
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3. Material und Methoden

3.1 Charakterisierung der zugrundeliegenden Studie

Studiendesign- und Ziel

Im Zuge dieser Ausarbeitung wurde das Probenmaterial aus der Studie ,Effektivitat

eines multifaktoriellen Konzeptes zur Gewichtsreduktion verwendet.

Die erndhrungsphysiologische Studie war eine randomisierte, placebo-kontrollierte,
doppelblinde Interventionsstudie, die im Jahr 2010 am Institut far
Lebensmittelwissenschaft  in der  Abteilung Ernéhrungsphysiologie und
Humanerndhrung der Leibniz Universitat in Hannover durchgefiihrt wurde. Im Rahmen
der Studie wurde innerhalb eines zwdlfwdchigen Interventionszeitraums die
Wirksamkeit einer Eiweif3 Diat allein und in Kombination mit einem lipidbindenden

Medizinprodukt (formoline L112) untersucht.

Ziel der Studie war eine allgemeine Gewichtsreduktion sowie eine Verbesserung
laborchemischer Parameter (Lipidprofil, Parameter des Glucosestoffwechsels) der

Ubergewichtigen und adipdsen Probanden.

Bei den Teilnehmern der Studie handelte es sich um 120 Ubergewichtige und adipdse
Manner und Frauen mit einem Alter zwischen 30 und 60 Jahren sowie einem Body
Mass Index (BMI) zwischen 28 und 35 kg/m?. Schwere chronische Erkrankungen
(Krebs, manifeste Herz-Kreislauf-Erkrankungen), insulinpflichtige Personen mit
Diabetes mellitus Typ | und II, Nieren- bzw. Leberinsuffizienz, Lebererkrankungen,
chronische Erkrankungen des Gastrointestinaltrakts, Laktoseintoleranz,
Schwangerschaft, Stillzeit und Alkohol oder Drogenmissbrauch wurden als
Ausschlusskriterien definiert. Das eiweil3reiche Formulaprodukt wurde wahrend des
Studienzeitraums taglich als Ersatz fur die Mittags- oder Abendmabhlzeit verzehrt. Die
Studienteilnehmer erhielten zusatzlich zwei lipidbindende Polyglucosamin-Tabletten
bzw. identisch aussehende Placebopraparate, welche jeweils zur fettreichsten Mahlzeit
am Tag eingenommen wurden [Willers et al., 2012]. Das lipidbindende Verumpraparat
besteht aus nattrlichen unverdaulichen Faserstoffen (3-1,4-Polymer von D-Glucosamin

und N-Acetyl-D-Glucosamin), einem Polyglucosaminpolymer. Weitere Bestandteile
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sind: Cellulose (pflanzlich), Vitamin C, Weinsaure, Siliziumoxid und Magnesiumstearat

(pflanzlich).

In der Studie erfolgte sowohl zum Zeitpunkt der Basisuntersuchung (o), als auch sechs
und zwolf Wochen nach Interventionsbeginn (ts und t;) eine Blutentnahme. Diese
erfolgte bei den Probanden im Nichternzustand, wobei sie mindestens acht Stunden
vor der Entnahme keine Nahrung oder kalorienhaltigen Getranke aufgenommen
hatten. Insgesamt wurden ca. 40 ml venéses Vollblut entnommen und im Anschluss im

institutseigenen Labor praanalystisch aufbereitet.

3.2 Proben

Fur die Gewinnung des Serums wurde das Vollblut in den Serumréhrchen zur
Gerinnung fur 20 Minuten im Kuhlschrank gelagert. Im Anschluss wurden die Proben
fur zehn Minuten bei 4000 Umdrehungen zentrifugiert. Das entstandene Serum,
welches sich als wassrige Phase Uber den festen Blutbestandteilen absetzt, wurde
abgesert und in ProbengefaRe Uberfihrt. Die Bestimmung der Parameter des
Lipidprofils sowie Glucosestoffwechsels erfolgte im Labor der Klinischen Chemie der
Medizinischen Hochschule Hannover. Ein anderer Teil wurde als Rickstellproben bei -

80°C eingefroren.

Die Analyse zur Bestimmung der Apo B-48-Konzentrationen wurden in diesen
Serumblutproben (Ruckstellproben) der Zeitpunkte t, (n=120) und t;; (n=99)
durchgefihrt.

3.2 Enzym-gekoppelter Immunosorbenstest

Ein ELISA (engl.: Enzyme-linked Immunosorbent Assay) dient als immunochemisches
und als enzymatisches, sehr sensitives Verfahren zum Nachweis und zur
Quantifizierung von Proteinen, welche in einer geringen Konzentration in der Probe
vorliegen. Sie kénnen fur biologische Flissigkeiten wie Blut, Serum, Urin sowie
Lebensmittel genutzt werden. Die Grundlage flr ein solches Verfahren ist die Antigen-
Antikdrper-Reaktion, d.h. die Bindungsfahigkeit einer zu bestimmenden Substanz
(Antigen) an spezifische Antikorper [Clark und Pazdernik, 2009 S. 182].
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3.2.1 Prinzip des Apo B-48 ELISAs

Die Messung der Apo B-48-Konzentrationen erfolgte mit dem von Shibayagi
spezifizierten ELISA-Kit zur Bestimmung von humanen Apo B-48 im Blut oder Serum

(Xceltis GmbH, Mannheim). Dieses ist nach dem Sandwichprinzip aufgebaut.

Die im Kit vorhandene 96-Well-Mikrotiterplatte ist bereits mit einem fir Apo B-48
spezifischen monoklonalen Antikorper beschichtet. Nach Zugabe der Standard- und
Probenldsungen bindet das Apo B-48 an den immobilisierten Antikorper, es folgt die
Bildung eines Antigen-Antikdrper-Komplexes. Ungebundene Antikérper werden durch
Waschen der Platte entfernt. AnschlieBend wird ein Biotin-konjugierter zweiter
monoklonaler Apo B-48-Antikdrper zugegeben, welcher sich am Immunkomplex
anlagert. Dabei bildet sich das so genannte ,Sandwich”, bei dem das Antigen von zwei
Antikdrpern umgeben ist (Abbildung 4). Der néchste Waschschritt entfernt die
Uberschissigen Reagenzlosungen. Im Anschluss wird das Merrettichperoxidase-
konjugierte Streptavidin hinzugefiigt. Das Streptavidin hat am Avidin noch freie
Bindungsstellen fur Biotin und bindet somit am Biotin des Sekundérantikdrpers. Dieses
Enzym ist notwendig, um die chromogene Substanz farblich umzusetzen. Es ergibt
sich eine Farbung proportional zu dem anfangs gebundenen Apo B-48. Mit Hilfe einer
Stopplésung wird die Reaktion abgebrochen. Uber die Messung der Lichtabsorption
kann mittels einer Standardreihe die Menge des enthaltenden Apo B-48 quantifiziert
werden [Matissek et al., 2010, S. 429].

Waschen Waschen Waschen

AR
’ S

Well beschichtet mit AG - AK - Komplex Zweiter monoklonaler AK,  Umwandlung der chromogenen
monoklonalen AK verbunden mit Enzym, Substanz, mittels Enzym, in
bindet an AG Farbprodukt.; Menge ist direkt
proportional zur Konzentration des
Antigens

Abbildung 4: Prinzip des Sandwich ELISAs
[modifiziert nach Berg et al., 2002]
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3.2.2 Durchfuihrung des Apo B-48 ELISAs

Zur Bestimmung der insgesamt 219 Proben der Untersuchungszeitpunkte t, (n = 120)
und t;; (n = 99) wurden sieben ELISA-Kits verwendet. Vor der allgemeinen
Durchfiihrung jedes ELISAs sind einige Vorbereitungen notwendig. Zunachst erfolgte
ca. zwei Stunden vor der Bearbeitung die Entnahme der Testreagenzien und Proben
aus dem Kiuhlschrank, damit sich diese auf Raumtemperatur erwérmen. Die 1000 ml
Waschpuffer entstanden durch die Verdinnung von 100 ml Wasch-Puffer-Konzentrat
mit 900 ml destilliertem Wasser. Um die Standardlésung von 128 ng/Flaschchen
herzustellen, wurden in den gefriergetrockneten Human Apo B-48-Standard 400 ul des
Puffers zugegeben und durch leichtes Schitteln fir 15 Minuten gel6st. In acht 1,5ml
Eppendorfgefalle wurden jeweils 150 ul der Pufferlésung vorgelegt. Im nachsten
Schritt wurden 150 pl der héchsten Standardldsung in das erste Eppendorfgefald
Uberfuhrt. Der Vorgang des Pipettierens erfolgte, indem man die Pipettenspitze an die
Oberflache der vorgelegten Pufferlésung halt. Der Standard wurde durch dricken bis
zum ersten Druckpunkt herausgelassen und nochmals aufgezogen. Dieser Vorgang
wurde zwei bis drei Mal wiederholt. Vor dem Herausziehen der Pipettenspitze wurden
beide Lésungen komplett entfernt, indem die Pipette bis zum zweiten Stopp gedrickt
wurde. Mit einem Vortexer, eingestellt auf 200 Umdrehungen, wurde der Standard
dreimal fir zehn Sekunden gemischt. AnschlieBend wurden aus dem ersten Gefaf
wiederum 150 pl in das Nachste gegeben. Dies wurde so lange weitergefiihrt, bis eine
Standardreihe von 160, 80, 40, 20, 10, 5, 2,5, und 0 ng/ml entstand (Abbildung 5).

Standard 7 6 5 4 3 2 1 0
Nr.
Konz 160 80 40 20 10 5,0 2,5 0
[ng/mI]
Std. Lsg. 150 150 150 150 150 150 150 0]
[ui]
Puffer 150 150 150 150 150 150 150 150
Lsg. [ui]

Abbildung 5: Erstellung einer Standardreihe

Konz.: Konzentration; Std. Lsg.: Standardlésung

Bevor die Proben auf die Mikrotiterplatte Uberfihrt werden konnten, war eine
Verdinnung mit der Pufferldsung erforderlich. Fir eine 1:100 Verdinnung wurden 495
pl Puffer mit 5 pl der Probe vermischt. Die 495 pl Pufferlésung wurde in die Gefalle
mittels einer Multistep Eppendorf Pipette vorgelegt. Dann folgte mit einer 5 — 10 pl

Eppendorf Pipette die Probe. Mittels Vortexer wurden die beiden Lésungen vermischt.
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Neben den Standard- und Probenlésungen wurde bei jeder ELISA Durchfiihrung auch
ein interner Standard analysiert, um Prazisionskontrollen zu gewéhrleisten. Von dieser
internen Standardldsung wurde, wie bei den Proben, eine 1:100 Verdinnung

hergestellt.

Die 96 Well Mikrotiterplatte ist bereits durch den Hersteller mit einem spezifischen
monoklonalen Antikérper gegen humanes Apo B-48 beschichtet. Der erste Schritt der
Testdurchfuhrung startete, indem die Mikrotiterplatte mit einem Waschpuffer mittels
Spruhflasche gewaschen und anschlie3end durch Ausklopfen auf einem Papiertuch
getrocknet wurde. In Abbildung 6 ist das Pipettierschema aufgezeigt mit dem die
Mikrotiterplatten bestickt wurden. In die Vertiefungen Uberfihrte man jeweils in
Doppelbestimmung 50 ul der Standard- und Serumprobenldsungen und schiittelte die
Platte dreimal auf einem Mixer fur Mikrotiterlatten bei 600 - 1200 Umdrehungen fur
zehn Sekunden. Um eventuelle Einflisse durch die Dauer des Auftragens und daraus
resultierende unterschiedliche Inkubationszeiten zu vermeiden, wurden die Proben der

Zeitpunkte t, und t;; auf ahnliche Wellpositionen innerhalb der Platten aufgetragen.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
A ST7 ST7 Interner Interner
160 160 Standard | Standard Probe 6 Probe 6 Probe14 | Probe14 | Probe22 | Probe22 | Probe30 | Probe30
ng/ml ng/ml
B ST6 ST6 Interner | Interner . . : : '
P P P P P P P Probe 31
80ngiml 80ngl | Stendard | Standard robe robe robe 15 robe 15 robe 23 robe 23 robe 3 robe 3
c ST5 STS Interner Interner
40ngh 40ngil | Standerd | Standard Probe8 Probe 8 Probe16 | Probe16 | Probe24 | Probe24 | Probe32 | Probe32
p| sT4 ST4
Probe 1 Probe 1 Probe9 Probe9 Probe17 | Probe17 | Probe25 | Probe25 | Probe33 | Probe33
20 ng/ml 20 ng/ml
E| ¢T3 ST3
Probe2 Probe 2 Probe10 | Probe10 | Probe18 | Probe18 | Probe26 | Probe26 | Probe34 | Probe34
10ng/ml 10 ng/ml
F| sT2 sT2
Probe3 Probe 3 Probe11 | Probe11 | Probe19 | Probe19 | Probe27 | Probe27 | Probe35 | Probe35
50ng/ml | 5,0ng/ml
G| st ST1
Probe 4 Probe 4 Probe12 | Probe12 | Probe20 | Probe20 | Probe28 | Probe28 | Probe36 | Probe36
25ng/ml | 25ng/ml
H| sTo STO
Probe5 Probe5 Probe13 | Probe13 | Probe21 | Probe21 | Probe29 | Probe29 | Probe37 | Probe37
Ong/ml Ong/ml
LW LW

Abbildung 6: Pipettierschema auf einer 96 Well Mikr  otiterplatte
ST: Standard
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Die Inkubationszeit von einer Stunde startete nach dem Auftragen der letzten Probe ins
Well und dient zur Bindung des in den Proben vorhandenen Apo B-48 am
immobilisierten Antikérper. Im Anschluss an die Inkubationszeit erfolgte der zweite
Waschgang. Mittels einer Eppendorf Multipipette wurden vorsichtig 200 pl des
Waschpuffers in die Wells gefillt, um eine Verunreinigung innerhalb des Wells zu
vermeiden. Danach wurde der Waschgang mit der Sprihflasche fortgesetzt und
dreimal wiederholt. Nach dem letzten Waschgang erfolgte das Ausklopfen der
Mikrotiterplatte auf Papiertichern. Wahrend der Inkubationszeit wurde der
konzentrierte Biotin-konjugierte Anti-Apo B-48 Antikérper mit der Pufferlésung
verdiinnt. Entsprechend einer 1:100 Verdinnung vermischte man 5940 ul Puffer mit 60
pl der konzentrierten Losung. Als nachstes wurden 50 pl dieser verdinnten Biotin-
konjugierten Anti-Apo B-48 Antikorper in die Wells pipettiert, die Platte geschuttelt, fur
eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und erneut viermal mit Waschpuffer
gewaschen. Die Inkubationszeit diente ebenfalls zur Herstellung der 1:100
Verdinnung, diesmal flir das konzentrierte Merretticheroxidase-konjugierte
Straptavidin, welches im nachsten Schritt verdiinnt in die Wells hinzugegeben wurde.
Nach dem Schiitteln der Platte erfolgte eine weitere Inkubationszeit von 30 Minuten,
welche wieder mit dem Waschgang abgeschlossen wurde. Anschliel3end Uberfihrte
man 50 pl des chromogenen Substrats in die Wells. Innerhalb der Inkubationszeit von
20 Minuten zeigte sich eine Blaufarbung der Lésung, die sich proportional zu der
gebundenen Apo B-48 Menge verhalt. Durch die Zugabe von 50 pl einer 1-molaren
Schwefelséure, welche als Stopplosung fungiert, wurde die ablaufende Enzymreaktion
unterbrochen. Dies zeigte sich anhand eines Farbumschlags von blau auf gelb.
Innerhalb der nachsten 30 Minuten wurde nun die optische Dichte bei 450 nm und
einer Referenz-Wellenldnge von 620 nm von jedem Well bestimmt. Zur Verfigung
stand dafir ein Mikroplatten-Leser der Firma Tecan. Vor jeder erneuten Messung
wurde speziell fir die ELISA Platte eine Methode definiert. Die Durchfihrungen des

ELISAs erfolgte nach Herstellerangabe.

3.2.3 Quantitative Auswertung

Die Bestimmung der Apo B-48 Konzentrationen erfolgte mittels einer Standardkurve.
Die erhaltenen Absorptionswerte wurden als Logarithmus auf der X-Achse gegen die
Konzentrationen des Standards auf der Y-Achse aufgetragen. Mit Microsoft Office
Excel 2007 wurde anhand der Punkte eine sigmoide Regressionskurve der 3. Ordnung

erstellt (Abbildung 7). Uber die Regressionsgleichung wurden die Konzentrationen der
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Proben berechnet. Hierbei wurden die zuvor verdinnten Proben mit ihrem jeweiligen

Verdunnungsfaktor multipliziert.

0,1 1 10
Absoprtionswerte 450 nm - 620 nm (log.)

Abbildung 7: Standardkurve von Apo B-48 eines ELISA s

3.3 Prazisionskontrollen

Diese Kontrollen werden zur internen Uberpriifung durchgefiihrt, da das ELISA-Kit
keine Kontrollstandards zur Verfiugung stellt. Es wird sehr selten derselbe Wert
innerhalb einer Probe bestimmt, daher dienen die Kenngrof3en wie die Intra-assay
Varianz und die Inter-assay Varianz als wichtige Messmethoden fir die Prézision einer
Methode. Beide geben die analytische Streuung an, welche als Variationskoeffizient
(VK %) ausgedriickt wird [Halwachs-Baumann 2011, S. 4]. Diese Messmethoden sind

im Folgenden aufgefihrt.

Intra-assay Varianz

Von einer intern hergestellten Standardprobe wurde sechsmal hintereinander die Apo
B-48-Konzentration bestimmt. Aus den Ergebnissen wurden die Mittelwerte,
Standardabweichungen und Variationskoeffizienten ermittelt. Der berechnete
Variationskoeffizient sollte héchstens 10 % betragen. Mdgliche Ursachen fir eine

Abweichung sind beispielsweise fehlerhafte Verdiinnungen oder falsches Pipettieren.

Inter-assay Varianz

Die Inter-assay Varianz hingegen gibt die Abweichungen an, die durch die Apo B-48
Konzentrationen aus derselben internen Standardprobe an mehreren Tagen bestimmt
wurden. Dazu erfolgte die Messung des internen Standards auf finf verschiedenen

ELISA Platten in jeweils vier hintereinander aufgetragenen Proben.
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Probenauftrag zu Beginn und am Ende der Platte

Ebenfalls sollte getestet werden, ob es Unterschiede in den Konzentrationswerten zum
Zeitpunkt des Auftragens der Probe gibt. Es sollte somit untersucht werden, ob die
Dauer des Auftragens einen Einfluss hat. Dazu wurde innerhalb einer Platte in drei
Wells zu Beginn und drei Wells am Ende des Pippetiervorgangs, die interne
Standardprobe uberfuhrt. Auch hier wurden Mittelwert, Standardabweichung und

Variationskoeffizient berechnet.

3.4 Kilassifizierung des Studienkollektivs nach Krit erien des
metabolischen Syndroms

Zur Abschatzung des kardiovaskularen Risiko wird das Studienkollektiv anhand der
Kriterien des metabolischen Syndroms entsprechend der Definition des ATP il
(National Cholesterol Education Programs’s Adult Treatment Panel lll) eingeteilt
(Tabelle 2). An erster Stelle steht dabei das abdominelle Fettgewebe, welches durch
den Taillenumfang messbar ist. Weitere Kriterien zur Diagnose sind ein erhdhter
Blutdruck, erhthte TG, vermindertes HDL-C und erhthte Nichternglucose. Zur
Diagnose eines metabolischen Syndroms muissen drei der genannten Kriterien in
Tabelle 2 erflllt sein. [Alberti et al., 2009; Grundy et al., 2001]. Innerhalb dieser

Einteilung wird die Konzentration des Apolipoproteins B-48 untersucht.
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Tabelle 2: Kriterien flr die Diagnose des metabolis  chen Syndroms nach Alberti
et al., 2009

Kriterien Diagnosewerte

erhhter Taillenumfang = 102 cm bei Mannern; 2 88 cm bei Frauen

erhéhter Blutdruck = 130 mm Hg systolisch und/oder 85 mm Hg diastolisch
oder Einnahme von antihypertensiven Medikamenten

erhhte Triglyceride = 150 mg/dl oder medikamentése Behandlung wegen

erhdhter Triglyceride

vermindertes HDL < 40 mg/dl bei Mannern; < 50 mg/dl bei Frauen

erhéhte Niichternglucose = 100 mg/dl oder medikamentése Behandlung wegen

erhdhter Plasmaglucose

3.5 Klassifizierung des Studienkollektivs anhand
kardiovaskularer Risikofaktoren zur Beschreibung el nes
Risikoprofils

Auf Basis der vorliegenden anthropometrischen Daten sowie Parameter des
Lipidprofils und Glucosestoffwechsels wurde das Studienkollektiv anhand von
Grenzwerten in Gruppen eingeteilt, um so ein mdgliches Risikoprofil erstellen zu
kénnen. Die ausgewahlten Variablen sind von groRem Interesse, da sie im
Zusammenhang mit der Entwicklung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen stehen
[Assmann et al., 2002]. Es handelt sich um etablierte Risikofaktoren, die entsprechend
der Erscheinungsform Dyslipidamie, Insulinresistenz, Bluthochdruck und Adipositas
einzeln betrachtet werden. Dabei wird anhand des Grenzwerts entschieden, ob das
Risiko als akzeptabel, grenzwertig oder hoch einzustufen ist. Die in der Tabelle 3
aufgelisteten Risikofaktoren mit den dazugehérigen Definitionen sind teilweise anhand
der Kriterien zur Klassifikation des metabolischen Syndroms abgeleitet. Restliche
Definitionen zur Klassifikation stammen von nationalen und internationalen Public

Health Organisationen.

Die bereits beim metabolischen Syndrom erwahnten Lipidparameter werden zusatzlich
noch um das Gesamt-C sowie LDL-C erganzt. Die Einteilung der Grenzwerte beider
Parameter erfolgt ebenfalls anhand der ATP Il Klassifikation [Grundy et al., 2001]. Der

aufgelistete HOMA-[IR]-Index (Homeostasis Model Assessment [of Insulin Resistance])
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kann zur klinischen Abschatzung der Insulinresistenz bei Nichtdiabetikern oder im
frihen Stadium von Diabetes erfolgen. Fur die Berechnung werden Nuchterninsulin-
und glucosewerte herangezogen [Stern et al., 2005]. Nachfolgende Formel steht daftr

zur Verfligung:
HOMA-Index = Insulin (ntchtern, pU/ml) x Blutzucker (nichtern, mg/dl) / 405

Verglichen mit dem Gold-Standard fur die Messung der Insulinresistenz, dem sehr
aufwandigen und invasiven euglykdmischen-hyperinsulinamischen Clamp-Test,
entspricht der HOMA-Index einer evaluierten Schatzung [Matthews et al., 1985]. In
Untersuchungen  zeigte sich jedoch bei erwachsenen Patienten ein
Korrelationskoeffizient von 0,88 (p < 0,0001) zwischen der geschatzten Insulinresistenz
ermittelt durch HOMA und dem euglykdmischen-hyperinsulinamischen Clamp-Test
[Matthews et al., 1985; Wallace et al., 2004]. Der berechnete HOMA-Index wird so
zusammen mit dem Parameter Nuchternglucose zur Abschatzung einer mdglichen

Insulinresistenz herangezogen.

Auf der Suche nach der Existenz eines mdglichen Risikomarkers werden die

Beziehungen zwischen den eingeteilten Risikofaktoren und Apo B-48 untersucht.
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Tabelle 3: Klassifikation von Risikofaktoren anhand

definierter Grenzwerte

Risikofaktoren

Grenzwerte

Adipositas Taillenumfang

Akzeptabel

Grenzwertig / hoch

maéannlich: < 102 cm;
weiblich: <88 cm
mannlich: > 102 cm;
weiblich: > 88 cm

Bluthochdruck SBP Akzeptabel <130 mmHg
Grenzwertig / hoch > 130 mmHg
DBP Akzeptabel < 85 mmHg
Grenzwertig / hoch > 85 mmHg
Dyslipidamie TG Akzeptabel < 150 mg/dI
Grenzwertig / hoch 2 150 mg/dl
Gesamt -C Akzeptabel < 200 mg/dI
Grenzwertig / hoch > 200 mg/dI
LDL-C Akzeptabel < 130 mg/dI
Grenzwertig / hoch =130 mg/dl
HDL-C Akzeptabel mannlich: >40 mg/dI;

Grenzwertig / hoch

weiblich: > 50mg/d|
mannlich: < 40 mg/dI;
weiblich: < 50mg/dI

Insulinresistenz HOMA-[IR]-Index Keine IR <25
IR >25

nichtern Glukose NGT < 100 mg/dI

IGT > 100 mg/dI

SBP: systolischer Blutdruck; DBP: diastolischer Blutdruck; TG: Triglyceride; LDL-C:
Low density lipoprotein, HDL-C: high density lipoprotein; HOMA-Index: Homeostasis
Model Assessment; IR: Insulinresistenz; NGT: normal glucose tolerance IGT: Impaired
glucose tolerance

3.6 Definition von Risikogruppen zur
kardiovaskularen Risikos

Abschatzung de S

Basierend auf den in Tabelle 3 aufgelisteten Risikofaktoren, die oberhalb des

grenzwertigen bis hohen Risikobereichs liegen, erfolgte eine Einteilung der
Studienteilnehmer in Gruppen, die entweder einem geringen, moderaten oder hohen
kardiovaskularen Risiko entsprechen. Die Kriterien des sytolischen und diastolischen
Blutdrucks werden wie beim metabolischen Syndrom als ein Risikofaktor
zusammengefasst. Letztlich erfolgt so fir insgesamt acht Risikofaktoren die Einteilung.
Dabei werden null bis zwei Risikofaktoren, die oberhalb des grenzwertigen bis hohen
Bereichs liegen als geringes Risiko, drei bis vier als moderates und flnf bis acht als
hohes Risiko eingeschatzt. Mittels einer logistischen Regression soll untersucht
werden, welchen Einfluss die Apo B-48 Konzentrationen haben, die hohe Risikogruppe

Zu erreichen.
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3.7 Statistische Auswertungen

Die statistischen Auswertungen wurden mit dem Statistikprogramm SPSS fir Windows
vorgenommen (Statistical Package for Social Sciences, Version 20.0). Zur Allgemeinen
Beschreibung der Daten diente die explorative Datenanalyse. Bei dieser wurde
beobachtet, wie Parameter des Lipidprofils bzw. Glucosestoffwechsels und auch die
Apo B-48 Konzentrationen innerhalb der Gesamtgruppe, vor allem zum Zeitpunkt der
Basisuntersuchung, verteilt sind. Die Auswertung erfolgte per Protokoll, so dass bei t;,
nur die Daten von Probanden ausgewertet wurden, die alle im Protokoll vorgegebenen
Voraussetzungen erfillt haben. Die Ergebnisse sind anhand des Mittelwerts *
Standardabweichungen angegeben. Der Test auf Normalverteilung erfolgte mittels des
Kolmogorov-Smirnov Tests. Unterschiede zwischen Mannern und Frauen wurden
mittels T-Tests fur unabhangige Stichproben erfasst. Unterschiede zwischen der
Placebogruppe (F+P) und der Interventionsgruppe (F+LA) wurden mittels Mann-
Whitney U Test berechnet. Mit dem Wilcoxon Test wurden die Anderungen der
Konzentrationswerte im Vergleich zum Untersuchungsbeginn erhoben. Die
Untersuchungen der Korrelationen mit anderen Parametern aus dem Lipidprofil oder
Glucosestoffwechsel erfolgten entweder nach Pearson (normalverteilte Daten) oder
nach Spearman (nicht-normalverteilte Daten). Eine multivariate Regressionsanalyse
dient zur Uberpriifung, ob Parameter aus der Korrelationsmatrix als Pradiktoren fur die
Apo B-48-Konzentration dienen. Als Signifikanzniveau wurde immer ein p-Wert von

0,05 festgelegt.
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4. Ergebnisse

4.1 Prazisionskontrollen

Fur die Bestimmung der Prazision innerhalb einer Platte wurde aus einem internen
Standard sechsmal direkt hintereinander die Apo B-48 Konzentrationen gemessen.
Des Weiteren wurde die Inter-assay Varianz durch Messung der Apo B-48-
Konzentration einer internen Probe an mehreren Tagen auf funf verschieden ELISA
Platten bestimmt. Die gemessenen Werte der internen Standardprobe zu Beginn und
am Ende des Pipettiervorgangs dienen der Uberpriifung, ob die Dauer des Auftragens
einen Einfluss auf die Konzentrationen hatte. In diesem Fall betrug das Auftragen der
Proben auf die Platte insgesamt ca. 45 — 50 Minuten. Dies entsprach in etwa der Zeit
bei den sechs weiteren ELISA Platten. Die enthaltenen Mittelwerte,
Standardabweichungen und Variationskoeffizienten aller Prézisionskontrollen sind der
Tabelle 4 zu entnehmen. Es ist zu sehen, dass beim Auftrag der Proben zum Beginn
eine deutlich héhere Konzentration im Vergleich zu den am Ende aufgetragenen
Proben besteht.

Tabelle 4: Mittelwert, Standardabweichungen und Var iationskoeffizient der
Préazisionskontrollen

Apo B -48 Standard - Variationskoeffizient
[ug/ml] abweichung (SD) (VK) [%]
Intra -assay 3,8 1,7 45
Inter -assay 3,5 3,5 9,9
Probenauftrag  Beginn 3,9 0,6 1,5
Ende 2,7 1,0 3,7

4.2 Charakterisierung des Studienkollektivs

Im Rahmen der durchgefiihrten Gewichtsreduktionsstudie wurden zum Zeitpunkt der
Basisuntersuchung sowohl die anthropometrischen als auch biochemischen Parameter

von allen randomisierten Studienteilnehmern ermittelt.
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4.2.1 Anthropometrische Daten und Blutdruck

Das gesamte Studienkollektiv (n = 120) umfasst 59 Manner und 61 Frauen. In der
Tabelle 5 sind die erfassten Daten des Blutdrucks und die anthropometrischen Daten
zusammengefasst. Der mittlere BMI liegt in beiden Kollektiven iiber 30 kg/m? und stellt
somit nach der Definition der WHO bei Mannern und Frauen ein Adipositas Grad 1 dar.
Der BMI unterscheidet sich im Gegensatz zum Gewicht nicht signifikant zwischen
Mannern und Frauen (p = 0,193). Die Probanden wiesen eine ausgepragte abdominale
Kdrperfettverteilung auf (Taillenumfang > 102 cm bei Mannern und > 88 cm bei
Frauen), die mit einem erhdhten kardiovaskularen Risiko einhergeht. In Bezug auf den
Taillen- und Hiftumfang unterscheiden sich die beiden Gruppen (Manner und Frauen)
signifikant. Laut WHO-Kriterien gilt ein erhdhter Blutdruckwert von > 140 mmHg
systolisch und > 90 mmHg diastolisch als grenzwertig und kann als manifeste
Hypertonie angesehen werden [Whitworth, 2003]. Der Blutdruck des Studienkollektivs
betragt 138,5 mmHg zu 93,5 mmHg und liegt demnach an der Grenze zur
Klassifizierung einer Hypertonie Grad I.

Tabelle 5: Anthropometrische Daten und Daten des BI
der Basisuntersuchung (Mittelwert + SD)

utdrucks zum Zeitpunkt

#it

Gesamtkollektiv Manner Frauen p

Probandenanzahl [n] 120 59 61

Gewicht [kg] 96,8 +11,4 104,4+9,7 89574 0,000
BMI [kg/m?] 31,8+1,9 31,1+1,9 32,0+21 0,193
Taillenumfang [cm] 106,1 £8,1 110,3+7,1 102,1 £ 6,7 0,000
Huftumfang [cm] 114,7+5,1 1129+4,7 116,3%+49 0,000
T-H-V 0,93 + 0,07 0,98+0,05 0,88+0,06 0,000
SBP [mmHg] 138,5+15,1 139,4+134 137,6 = 0,512
DBP [mmHg] 93,5+ 11,2 947 + 10,8 16,6 0,251

924+115

"T-Test bei unabhangige Stichproben; BMI: Body Mass Index; T-H-V: Taille-Hiift-
Verhaltnis; SBP: systolischer Blutdruck; DBP: diastolischer Blutdruck
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4.2.2 Biochemische Daten

Die unten aufgefiihrte Tabelle 6 beinhaltet die biochemischen Parameter der
Studienteilnehmer zum Zeitpunkt der Basisuntersuchung. Bei dieser Studienpopulation
konnte kein signifikanter Unterschied innerhalb der Manner und Frauen im Hinblick auf
das Gesamt-C, LDL-C, Insulin und dem HOMA-Index festgestellt werden. Die TG,
HDL-C, Glukose und das Akute-Phase-Protein C-reaktives Protein (hs CRP) zeigen
zwischen den beiden Gruppen (Manner und Frauen) einen signifikanten Unterschieden
auf. Letzteres zeigt einen signifikanten Unterschied durch héhere Werte der Frauen.

Tabelle 6: Biochemische Daten zum Zeitpunkt der Bas  isuntersuchung (Mittelwert
+ SD)

Gesamtkollektiv Manner Frauen p*
Probanden- 120 59 61
anzahl [n]
TG [mg/dl] 1743+117,2  207,8+142,1 1419+ 746 <0,001*
Gesamt-C 240,8 £43,9 242,8 +45,9 238,8 +42,3 0,627"
[mg/dl]
LDL-C [mg/dl] 153,0 + 36,7 1545+37,3  151,7+36,4 0,677
HDL-C [mg/dl] 54,5 +12,0 49,9 + 10,9 59,1+ 11,5 <0,001%
hsCRP [mg/dI] 3,1+2,75 25456 3,7+53 0,033*
Glukose 959+12/4 98,4 +13,1 92,6 +10,4 0,003*
mg/dl]
Insulin [UE/mI] 14,1 £6,9 15,1+8,4 13,1+£51 0,337*
HOMA-Index 34+£20 3,8+£25 3,1+13 0,135*

*Mann-Whitney U Test; " T-Test bei unabhéngigen Stichproben; hsCRP: hoch
sensitives C-reaktives Protein; HOMA-Index: Homeostasis Model Assessment

4.3 Apolipoprotein B-48-Konzentration des Studienko llektivs

Der Kolmogorov-Smirnov Test (K-S-Test) zeigte, dass sich die Daten des
Gesamtkollektivs signifikant von einer Normalverteilung unterscheiden (p = 0,04).
Somit erfolgen weitere Berechnungen der Apo B-48-Konzentrationen des

Gesamtkollektivs mittels SPSS unter Berlcksichtigung der nichtparametrischen Tests.

31



Ergebnisse

Die Verteilung der Apo B-48-Konzentrationen innerhalb des Manner- und
Frauenkollektivs ist unten dargestellt (Abbildung 8). Im Gegensatz zum
Gesamtkollektiv unterscheiden sich die Konzentrationen des Apo B-48 bei Mannern
und Frauen nicht signifikant von einer Normalverteilung. Demnach werden weitere
Berechnungen der Apo B-48-Konzentration bezogen auf Manner und Frauen mittels

parametrischer T-Tests durchgefihrt.

Mann Frau

p =0,250; K-S-Test p =0,072; K-S-Test

12,59
10,04 m

7,57

00 T T T T T T T T T
10 15 20 25 30 0 E 10 15 20 25 30

t0_ApoB48 [ug/ml]

Haufigkeit

Abbildung 8: Verteilung der Apolipoprotein B-48 Kon zentration der Manner und
Frauen

Bezogen auf die mittleren Apo B-48-Konzentrationen (Tabelle 7) wurde bei dieser
Studienpopulation ein signifikanter Unterschied zwischen Mannern und Frauen
gefunden (p = 0,029).

Tabelle 7: Apolipoprotein B-48 Konzentration des St udienkollektivs (Mittelwert +
SD)

Gesamtkollektiv Manner Frauen px
Probandenanzahl [n] 120 59 61
Apo B-48 [ug/ml] 76+5,3 8,6+6,1 6,5+4,1 0,029%

*Mann-Whitney U Test; ™ T-Test bei unabhéngigen Stichproben
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4.4 Korrelationen anthropometrischer und biochemisc her
Parameter mit Apolipoprotein B-48

Im Gesamtkollektiv wurden Korrelationen zwischen Apo B-48 und einigen der
erhobenen anthropometrischen als auch biochemischen Daten gefunden (Tabelle 8).
Es ist eine positiv signifikante Korrelationen hinsichtlich der Parametern des Lipidprofils
zu erkennen, wie TG, Gesamt-C und LDL-C (p < 0,001; Spearman-Korrelation).

Bei erhdhten Konzentrationen des Apo B-48 zeigen sich ebenso erhéhte TG-, Gesamt-
C- und LDL-C-Konzentrationen. Hingegen wurden negative Zusammenhdnge
zwischen Apo B-48 wund dem Hiftumfang (p < 0,01) und auch dem
Entzindungsparameter CRP (p < 0,05) festgestellt.

Die Tabelle 9 dient zur Darstellung der Pearson Korrelationen von Apo B-48 mit den
jeweiligen Parametern in Abhangigkeit des Geschlechts. Vor allem bei Mannern ist ein
hoherer Pearson-Korrelationskoeffizient zwischen Apo B-48 und den TG zu erkennen
(r =0,69; p <0,001). Die Apo B-48-Konzentrationen in der Gruppe der Frauen zeigen
zusatzlich positive Korrelationen mit Insulin (r = 0,30; p = 0,018) und dem HOMA-Index
(r = 0,291; p = 0,023). Bei hohen Konzentrationen des Apo B-48 sind demnach
ebenfalls die Konzentrationen des Insulins sowie die Werte des HOMA-Index erhoht.
Die Beziehung zwischen Apo B-48 und den Parametern des Lipidprofils ist bei

geschlechtsspezifischer Betrachtung in Abbildung 9 dargestellit.
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Frau Mann Frau Mann

1 r=0,38;p=,0,003 r=0,69; p< 0,001 *1 r=0,39;p=0,002 r=0,45;p<0,001

-

Apo B-48 [ug/ml] zum Zeitpunkt tO
Apo B-48 [ug/ml] zum Zeitpunkt tO

T T T T
T T T 100 150 200 20 300 30 100 150 200 20 300 350

O a0 M0 G0 0 100 0 X0 40 60 &0 100 Gesamtcholesterin [maldL] 2um Zeifounkt ©
Triglyceride [mgldL] zum Zeitounkt t0 esamtcholesterin [mg/dL] 2um Zeitpun

Frau Mann

*r=0,31;p=0,010 r=0,41;p=0,002

=) 3 =1
1 1 1

Apo B-48 [ug/ml] zum Zeitpunkt tO
b

o

T T T T T T T T
S0 100 150 20 20 S 100 150 200 250

LDL-Cholesterin [mgl/dL] zum Zeitpunkt t0

Abbildung 9: Pearson-Korrelation von Apolipoprotein B-48 mit Paramatern des

Lipidprofils (Manner und Frauen)

Die multivariate Regressionsanalyse wurde fir das Gesamtkollektiv durchgefiihrt um
zu bestimmen, ob mittels eines der Parameter eine Aussage Ulber die Apo B-48-
Konzentrationen  gemacht  werden  kann. Parameter des  Lipidprofils,
Glukosestoffwechsels sowie anthropometrische Daten wurden in einzelnen Modellen
untersucht. Weder Glukose (8 = 0,004; p = 0,821, loginsulin (8 = 0,764; p = 0,835)
oder logHOMA-Index (B = -0,592; p = 0,886) zeigten einen signifikanten Einfluss auf
die Apo B-48 Konzentrationen. In der schrittweisen multiplen Regression werden
schlie3lich logTriglyceride (B = 0,56; p = 0,000) und LDL-C (B = 0,001; p = 0,015) in
das Modell aufgenommen. Die Vorhersage der Apo B-48-Konzentration lasst sich
anhand der TG und LDL-C zu 34% (R®> = 0,34; p = 0,000) verbessern. Eine
Abhangigkeit wird sich letztlich zeigen, wenn Verdnderungen des Apo B-48 durch

Veranderungen dieser Parameter verursacht werden.

35



Ergebnisse

4.5 Zusammenhang des Apolipoproteins B-48 mit dem
metabolischen Syndrom

In Abbildung 10 ist die Haufigkeitsverteilung der definierenden Kriterien des MetS bei
Mannern und Frauen dargestellt. Die Haufigkeiten der Kriterien des MetS sind
innerhalb des Geschlechts unterschiedlich verteilt (p < 0,001; Chi-Quadrat-Test).

Mann Frau

304

Haufigkeit

J \

=T T T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 S 6 0 1 2 3 4 S 6

Anzahl der MetS Kriterien zum Zeitpunkt t0

Abbildung 10: Haufigkeitsverteilung der Kriterien f Ur das metabolische Syndrom
bei M&nnern und Frauen

Insgesamt erfillten 36 Personen zwei der definierten Diagnosekriterien fur das MetS.
Innerhalb dieser Gruppe liegen die Apo B-48-Konzentrationen bei 5,59 + 3,31 pg/ml.
Bezugnehmend auf die Gruppe der Probanden, die drei Diagnosekriterien flr das MetS
(n = 46) erflllen, zeigt sich jedoch kein signifikanter Unterschied sondern lediglich ein
Trend fur eine hohere Konzentration (8,34 = 5,81 pg/ml; p = 0,072; Mann-Whitney-U-
Test).

Anhand der Einteilungskriterien ergab sich eine Gesamtpravalenz von 63% fur das
MetS. Die Pravalenz allein fur die Manner betragt 80% (n = 47) und flr die Frauen 48%
(n = 29). Bei Vorhandensein eines MetS liegt die Apo B-48-Konzentration bei 8,7 + 5,9
pug/ml. Der Unterschied zu den Probanden, die das MetS nicht aufzeigen (5,65 + 3,20
pg/ml), ist signifikant (p = 0,006; Mann-Whitney-U-Test). Ebenfalls unterscheiden sich
die mannlichen Probanden mit MetS durch signifikant hoéhere Apo B-48-
Konzentrationen gegenuber den Probanden ohne MetS (p = 0,026; T-Test bei
unabhangigen Stichproben).
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Hinsichtlich der Apo B-48-Konzentrationen zwischen Mannern und Frauen mit und
ohne MetS sind keine signifikanten Unterschiede festzustellen (p = 0,115; p = 0,535; T-
Test bei unabhéngigen Stichproben).

In der Tabelle 10 sind neben der Haufigkeit fur das metabolische Syndrom auch die

Apo B-48-Konzentrationen innerhalb der Gruppen aufgefihrt.

Tabelle 10: Apolipoprotein B-48 Konzentration beim metabolischen Syndrom

Apo B -48 [ug/ml] Metabolisches Syndrom

JA NEIN pr
Gesamtkollektiv 8,7+5,9 5,7+3,20 0,006
n 76 44
Mé&nner 9,5+ 6,4 52+2,9 0,026™
n 47 12
Frauen 7,3+4,8 5,8 +3,3 0,161%
n 29 32
p* 0,115% 0,535

*Mann-Whitney-U-Test; * T-Test bei unabhéngigen Stichproben

46 Die Rolle des Apolipoproteins B-48 innerhalb
kardiovaskularer Risikofaktoren

Die Haufigkeiten innerhalb der kardiovaskuldren Risikofaktoren wurden im
Gesamtkollektiv erfasst. Zusatzlich erfolgte hinsichtlich der Risikofaktoren eine
Einteilung der Probanden in einen akzeptablen und grenzwertigen Risikobereich. Aus
der Tabelle 11 sind die Verteilungen der Haufigkeit innerhalb der Risikofaktoren sowie
die dazugehdrigen Apo B-48-Konzentrationen dargestellt. In Bezug auf die Haufigkeit
ist ersichtlich, dass die grenzwertigen bis hohen Risikobereiche oftmals eine hdhere
Probandenanzahl umfassen. Vor allem beim Taillenumfang ist eine deutliche Mehrheit
von 116 Proben oberhalb der definierten Grenzwerte von = 102 cm bei Mannern und 2
88 cm bei Frauen zu erkennen. Innerhalb der genannten Risikofaktoren systolischer
und diastolischer Blutdruck, Gesamt-C, LDL-C und HOMA-Index ist die Anzahl der
Probanden im grenzwertigen bis hohen Risikobereich ebenfalls héher. Bezugnehmend
auf die Konzentrationen des Apo B-48 innerhalb der definierten Risikogruppen sind

signifikant héhere Werte des Apo B-48 bei Probanden in grenzwertigen bis hohen
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Risikobereichen innerhalb der TG, Gesamt-C und LDL-C ersichtlich (p < 0,000; p =
0,005; p < 0,000).

Tabelle 11: Haufigkeiten und Apolipoprotein B-48-Ko  nzentration innerhalb der
definierten Grenzwerte der Risikofaktoren (Mittelwe  rt + SD)

Risikofaktoren Grenzwerte fur Haufig- Apo B-48 p*
Risiko keit [mg/mil]
Adipositas Taillenumfang  Akzeptabel 4 3,8+0,7 0,074
Grenzwertig 116 7,7+5,3
/ hoch
Blutdruck SBP und DBP  Akzeptabel 16 7,1+41 0,886
Grenzwertig 104 76 +55
/ hoch
Dyslipidamie TG Akzeptabel 65 53%+3,2 < 0,001
Grenzwertig 55 10,2+6,0
/ hoch
Gesamt -C Akzeptabel 20 51+3/4 0,005
Grenzwertig 100 8,1+55
/ hoch
LDL-C Akzeptabel 34 51+3,0 < 0,001
Grenzwertig 81 79+47
/ hoch
HDL-C Akzeptabel 94 7,8+5,3 0,524
Grenzwertig 26 6,9+5,2
/ hoch
Insulinresi stenz HOMA-Index keine IR 44 74+54 0,699
IR 76 7,7+5.2
ndchtern NGT 79 7,7+5,3 0,421
Glucose IGT 41 7254

Mittelwert £ Standardabweichung; *Mann-Whitney U Test; SBP: systolischer Blutdruck;
DBP: diastolischer Blutdruck; TG: Triglyceride; LDL-C: Low-density lipoprotein, HDL-C:
high-density lipoprotein; HOMA-Index: Homeostasis Model Assessment; IR:
Insulinresistenz; NGT: normal glucose tolerance IGT: Impaired glucose tolerance

4.7  Apolipoprotein  B-48 innerhalb  der  definierten
Risikogruppen zur Abschatzung des kardiovaskularen Risikos

Im Folgenden wird in der Tabelle 12 die Haufigkeit innerhalb der Risikogruppen sowie
die Konzentration des Apo B-48 zusammengefasst. In der hohen Risikogruppe
befinden sich 43 Manner und 35 Frauen. Innerhalb der verschiedenen Gruppen zur
Abschéatzung des kardiovaskularen Risikos ist die Haufigkeit bezogen auf Manner und

Frauen signifikant verschieden (p = 0,027; Chi-Quadrat-Test).
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Es zeigt sich eine Apo B-48-Konzentration von 4,3 + 2,3 ug/ml fur die Gruppe mit
geringem Risiko, 5,4 + 3,2 pg/ml fir Gruppe mit moderatem Risiko und 8,8 + 5,8 pg/ml
fur die Gruppe mit hohem Risiko. Auch bei dieser Einteilung ist der Unterschied
zwischen der moderaten (n = 35) und hohen (n = 78) Risikogruppe signifikant (p =
0,002; Mann-Whitney-U-Test). Ebenso sind die Konzentrationen der Manner in der
Gruppe mit dem hohem Risiko im Vergleich zur Gruppe mit moderatem Risiko
signifikant hoher (p = 0,04; T-Test bei unabh&ngigen Stichproben). Innerhalb der
hohen Risikogruppe lasst sich ein statistischer Trend fur hohere Konzentrationen des
Apo B-48 der Manner feststellen (p = 0,08; T-Test bei unabhéangigen Stichproben).

Tabelle 12: Haufigkeiten und Apolipoprotein B-48 Ko  nzentration innerhalb der
geringen, moderaten und hohen Risikogruppe

Apo B -48 Risiko gruppe
[g/ml]

gering moderat hoch p***
Gesamtkollektiv 43+23 54+3,2 8,8+5,8 0,002*
n 7 35 78
Manner 50+2,3 55+3,9 9,8+6,5 0,040%
n 5 11 43
Frauen 26+15 54+29 7,5+4,6 0,051%
n 2 24 35
p 0,738" 0,970" 0,080"

Mittelwert + Standardabweichung; *Mann-Whitney-U-Test; * T-Test bei unabhangigen
Stichproben fiir Vergleiche der Gruppen moderates und hohes Risiko

Der Einfluss der Apo B-48-Konzentration auf die Zugehorigkeit zu einer Risikogruppe
wurde innerhalb einer logistischen Regression untersucht. Dabei zeigte sich, dass
Probanden mit hoheren Apo B-48-Konzentrationen tendenziell in den Risikogruppen zu
finden sind, die ein hoheres Risiko darstellen (B = 0,181; p = 0,004). Die
Wahrscheinlichkeit, dass die hhere Risikogruppe erreicht wird ist bei steigenden Apo
B-48-Konzentrationen um das 1,199 fache grol3er als bei abfallenden Werten (Exp (B)
=1,199).
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4.8 Anderungen nach zwolf-wochiger Interventionspha se

Die zugrundeliegende Studie zielte darauf ab, das Gewicht der Probanden zu
reduzieren und die Parameter des Lipidprofils sowie des Glucosestoffwechsels zu

verbessern.

4.8.1 Einfluss auf Parameter innerhalb der Beobacht  ungsgruppen Manner
und Frauen

Anthropometrische und biochemische Daten

Die anthropometrischen Daten des gesamten Studienkollektivs zeigten im Verlauf der
zugrundeliegenden Intervention von zwolf Wochen signifikante Reduktionen (p <
0,001; T-Test bei gepaarten Stichproben). Der Gewichtsverlust der Manner von -6,1 +
4,3 kg und der Frauen von — 4,5 + 3,2 kg erwies sich als statistisch signifikant (p <
0,001; T-Test bei gepaarten Stichproben). Auch eine signifikante Senkung der
Parameter des Glukosestoffwechsels konnte erzielt werden (HOMA-Index: p = 0,000;
Insulin p = 0,000; Glukose p = 0,028; Wilcoxon-Test).

Nach Ablauf der zwolf Wochen zeigte sich ebenfalls eine signifikante Anderung der TG
bei beiden Geschlechtern (Manner: p = 0,001; Frauen: p = 0,043; Wilcoxon Test).
Dagegen ist das Gesamt-C nur bei Frauen signifikant gesunken (p = 0,026; T-Test bei
gepaarten Stichproben), wahrend sich das HDL-C bei Mannern signifikant erhéhte (p =
0,031; T-Test bei gepaarten Stichproben). Demgegentiiber zeigten die LDL-C Werte
sowohl bei Mannern als auch Frauen keine signifikante Anderung (Manner: p = 0,126;
Frauen: p = 0,127; T-Test bei gepaarten Stichproben). Hinsichtlich der Unterschiede
zwischen Mannern und Frauen ist lediglich die Erhéhung der mannlichen HDL-C Werte
signifikant (p = 0,005; T-Test bei unabhangigen Stichproben). Die Tabelle der
Anderungen der Lipidparameter bei Mannern und Frauen nach zwolf-wdchiger

Intervention ist im Anhang (Tabelle A) aufgefihrt.

Apolipoprotein B-48-Konzentrationen

In beiden Gruppen (Manner und Frauen) konnte im Studienverlauf eine signifikante
Reduktion der Apolipoprotein B-48-Konzentration festgestellt werden (Manner: p <
0,001; Wilcoxon Test; Frauen: p = 0,004; Wilcoxon Test). Bei Betrachtung der
Reduktion der Apo B-48-Konzentration zwischen to und ty, ergab sich fir Manner eine
signifikant hohere Differenz (p = 0,009; Mann-Whitney-U-Test). Die Anderungen der

Konzentrationen des Apo B-48 sind in Tabelle 13 aufgelistet.
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Tabelle 13: Anderungen der Apoliporotein B-48 Konze ntration im
Gesamtkollektiv sowie M&nnern und Frauen nach zwolf ~ -wdchiger Intervention

Apo B-48 [ug/mi] Gesamt Méanner Frauen p*
to 7,6 +5,3 8,6 +6,1 6,5+4,1 0,080
n 120 59 61
t1o 48+3/4 4,7+3,8 51+29 0,151
n 99 51 48
Atp-to -29+44 -4,1+4.8 -1,8+3,8 0,009
p** tis- to <0,001 <0,001 0,004

*Mann-Whitney-U-Test, **Wilcoxon-Test

4.8.3 Einfluss auf Parameter innerhalb der Interven tions- und
Placebogruppe

Anthropometrische und biochemische Daten

Die anthropometrischen Daten Gewicht, BMI, Taillen- und Hiftumfang sowie der
systolische und diastolische Blutdruck zeigten innerhalb der beiden Gruppen
(Intervention und Placebo) im Verlauf der Studie signifikante Veranderungen auf (p <
0,001; Wilcoxon Test). In der Interventionsgruppe kam es zu einer signifikanten
Senkung der Parameter des Lipidprofils TG (p = 0,001; Wilcoxon-Test), LDL-C (p =
0,001; Wilcoxon-Test) und Gesamt-C (p < 0,001; Wilcoxon-Test). Im Hinblick auf
Insulin wurde bei beiden Gruppen eine signifikante Senkung (p < 0,0001; Wilcoxon-
Test) beobachtet. [Willers et al., 2012].

Apolipoprotein B-48-Konzentration

Da Apo B-48 in Proben von Probanden einer Interventionsstudie gemessen wurde, soll
ebenfalls der Einfluss des verwendeten Polyglucosamins und der Formuladiat allein
auf die Anderungen der Apo B-48-Konzentrationen erldutert werden. Beim Vergleich
des lipidbindenden Medizinprodukts (L112) mit der Formuladiat als Placeboprodukt
hinsichtlich der Apo B-48-Differenz von t, zu ty, zeigt sich ein statistischer Trend (p =
0,067; Mann-Whitney-U-Test). Letztlich ist auch hier eine deutlich signifikante
Anderung der Konzentrationen des Apo B-48 nach Ablauf der Interventionszeit zu
erkennen, sowohl bei der Interventions- (p = 0,000); Wilcoxon-Test) als auch der
Placebogruppe (p = 0,002; Wilcoxon-Test) (Tabelle 14).
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Tabelle 14: Anderung der Apolipoprotein B-48-Konzen tration in der
Interventions- und Placebogruppe nach zwolf-wochige r Intervention

Apo B-48 [ug/ml] L112 Placebo p*
to 79+4,7 7,2+5,8 0,137
n 60 60
tio 45+3,4 51+35 0,149
n 49 50
Atp- 1 -3,3+34 -2,5+53 0,067
P** t12- to 0,000 0,002

*Mann-Whitney-U-Test, **Wilcoxon-Test

4.8.2 Korrelationen von Ausgangswerten und Differen  zen des Gewichts
sowie biochemischen Daten mit Apolipoprotein B-48

Im diesem Abschnitt wird der Zusammenhang zwischen Ausgangswerten und
Differenzen des Apo B-48 sowie Anderungen des Gewichts und Parametern des
Lipidprofils betrachtet.

Gewichtsreduktion

Wie in der Abbildung 11 dargestellt ist die Abnahme des Apo B-48 nach zwdlf Wochen
umso groller, je hoher die Ausgangskonzentration. Mittels Spearman-
Korrelationskoeffizient erwies sich die Korrelation zwischen der Apo B-48-Differenz und

dem Ausgangswert als signifikant (r = -0,78; p < 0,000).

07 =-0,78; p < 0,000

t0_ApoB48 [ugiml]

Differenz Apo B-48 t12 - t0 [ug/ml]

Abbildung 11: Zusammenhang zwischen der Apolipoprot ein B-48-Differenz mit
dem Apolipoprotein B-48-Ausgangswert
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Ob die Apo B-48-Konzentration direkt in einem Zusammenhang mit der
Gewichtsreduktion steht, zeigt die Abbildung 12. Wie im linken Bild ersichtlich ist kein
Zusammenhang hinsichtlich des Ausgangsgewichts und der Reduktion des Apo B-48
festzustellen (r = -0,1; p = 0,327; Spearman-Korrelation). Bei Betrachtung des rechten
Bilds wird erkennbar, dass die Reduktion des Ausgangsgewichts ebenfalls keine
Bedeutung auf die Senkung der Apo B—48-Konzentrationen hat (r = 0,073; p = 0,47;

Spearman-Korrelation).

r =-0,1; p=0,327 I r =0,073; p=047
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Abbildung 12: Zusammenhang zwischen der Differenz d  es Apolipoproteins B-48
mit dem Ausgangswert des Gewichts und der Differenz des Gewichts

Anderungen der Parameter des Glukose- und Lipidstoffwechsels

Fur die Parameter des Glukosestoffwechsels und Apo-B-48 konnte Kkeinerlei

Zusammenhang in Bezug auf die Reduktion festgestellt werden.

Aufgrund der Korrelationen von Apo B-48 mit Parametern des Lipidprofils zum
Zeitpunkt der Basisuntersuchung lasst sich ebenfalls ein Zusammenhang der beiden
Parameter nach Ablauf der zwoélf-wochigen Intervention vermuten und auch in den
Ergebnissen bestatigen. Fir das gesamte Studienkollektiv zeigen sich hohere
Ausgangswerte des Apo B-48, umso hoher die Differenz der Lipidparameter wie TG,
Gesamt-C und LDL-C ist. Die Korrelation der Ausgangswerte mit den jeweiligen

Parametern erweisen sich als signifikant (Tabelle 15).
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Tabelle 15: Spearman-Korrelationskoeffizienten des Apolioprotein  B-48-

Ausgangswertes mit Differenzen von Parametern des L  ipidprofils nach zwolf-
wdchiger Intervention

Para- Diff.TG Diff. Diff. LDL—C Diff. HDL—C

meter [mg/d] Gesamt—C [mg/di] [mg/di]
[mg/dl]

ApoB-48 -0,335* -0,301% 0,214* 0,007

[ug/mi]

**p < 0,01; * p < 0,05; TG: Triglyceride; LDL-C: Low-density-lipoprotein, HDL-C: high-
density-lipoprotein

Ebenso zeigen die Untersuchungen der Apo B-48-Differenzen mit Lipidparametern
signifikante Korrelationen und zwar sowohl bei den Ausgangswerten, wie auch den
Differenzwerten. Je hoher die Differenz des Apo B-48, desto hoher fallen die
Reduktionen der TG, Gesamt-C und LDL-C aus (Tabelle B, im Anhang).
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5. Diskussion

Apo B-48 gilt als fester Bestandteil der intestinalen Lipoproteine wie CM und CM-R,
welche eine Rolle im exogenen Lipidstoffwechsel einnehmen. Ein gestorter
Stoffwechsel ist gekennzeichnet durch Anreicherungen dieser Lipoproteine im
postprandialen Zustand und wird als Risikofaktor fiir kardiovaskuldre Ereignisse
angesehen [Karpe, 1999; Weintraub et al., 1996; Sarwar, 2007]. In der derzeitigen
Studienlage wird Apo B-48 als zusatzlicher Marker fur das kardiovaskuldre Risiko
diskutiert [Alipour et al., 2012].

Zur Beurteilung der Frage, ob Apo B-48 einen weiteren Risikomarker darstellen kénnte,
erfolgte in dieser Masterarbeit die Messung der Apo B-48-Konzentration in einem
Ubergewichtigen Kollektiv sowie die Untersuchungen auf Zusammenhénge mit
etablierten Risikofaktoren. Zusatzlich wurde der Einfluss einer placebo-kontrollierten

Interventionsstudie in Bezug auf die Apo B-48-Konzentration untersucht.

Im Folgenden werden im Kapitel 5.1 die Ergebnisse der gemessenen Apo B-48-
Konzentrationen mit denen anderer Studienresultate verglichen. AnschlieBend werden
die gefundenen Zusammenhange des Apo B-48 mit Parametern des Lipid- und
Glukosestoffwechsels diskutiert (Kapitel 5.2). Im Weiteren erfolgt die Untersuchung des
Apo B-48 innerhalb metabolischer Stérungen wie dem MetS (Kapitel 5.3) und anderen
etablierten Risikofaktoren (Kapitel 5.4). In Kapitel 5.5 soll das durch Risikogruppen
abgeschéatzte kardiovaskuldre Risiko im Zusammenhang mit Apo B-48 beurteilt
werden. Weiterhin werden in Kapitel 5.6 die interventionsbedingten Anderungen wie
eine Gewichtsreduktion oder Senkung der Lipidparameter in Bezug auf die Apo B-48-
Konzentrationen diskutiert. Dabei wird auch der Einfluss innerhalb der Interventions-
und Placebogruppe betrachtet. Am Ende wird die in der Untersuchung angewandte
Methode in Bezug auf die Aussagekraft und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse
beurteilt (Kapitel 5.7).
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5.1 Apolipoprotein B-48 innerhalb eines Ubergewicht igen
Kollektivs

Die Apo B-48-Konzentrationen in den bisher veroffentlichten Studien haben eine sehr
groRe Schwankungsbreite. Die Konzentrationen liegen in einem Bereich zwischen 0,08
pg/ml und 29 pg/ml [Lovegrove et al., 1996; Lorec et al., 2000; Dane-Stewart et al.,
2001; Sakai et al., 2003; Otokozawa et al., 2009]. Die groRen Schwankungsbreiten der
Konzentrationen lassen sich moglicherweise aufgrund der unterschiedlich
angewendeten Methoden innerhalb der verschiedenen Studien erklaren (Tabelle B,
Anhang). Die Apo B-48-Konzentrationen der vorliegenden Arbeit (Manner 8,6 ug/ml
und Frauen mit 6,5 pg/ml  (Mittelwert)) befinden sich innerhalb des
Konzentrationsbereichs (0,08 pug/ml und 29 pug/ml). Sie dhneln den Werten die in einer
Studie bei Ubergewichtigen Mannern und Frauen mittels des gleichen ELISA-Assays
(Shibayagi) erfasst wurden (8,2 upg/ml (Mittelwert)). Im Vergleich dazu zeigen 12
gesunde Probanden Apo B-48-Konzentrationen von 5,1 pg/ml (Mittelwert) [Otokozawa
et al., 2009]. Daher scheint eine Vergleichbarkeit zwischen den gemessen Apo B-48-

Konzentrationen und denen in bereits publizierten Studien gegeben.

Wie die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit darlegen, besteht eine signifikant hohere
Apo B-48-Konzentration der Manner im Vergleich zu den Frauen. Dies geht mit
diversen Studien einher, die ebenfalls hdhere Apo B-48-Konzentrationen bei M&nnern
nachgewiesen haben [Sakai et al., 2003; Kinoshita et al., 2009]. Kinoshita et al.
begriindet die geschlechtsspezifischen Unterschiede mit einem schnellerem Abbau der

CM und/oder CM-R bzw. mit einer geringeren Fettabsorption [Kinoshita et al., 2009].

Bei den gemessenen Apo B-48-Konzentrationen handelt es sich um Serum-
Nuchternkonzentrationen. Hohe Nichternwerte des Apo B-48 deuten gleichzeitig auch
auf hohe postprandiale Konzentrationen der CM und CM-R hin [Smith et al., 1999].
Diese lassen wiederum einen gestorten Stoffwechsel und somit eine postprandiale
Hyperlipidamie vermuten [Masuda et al., 2012]. Beim Vergleich der oben genannten
Apo B-48 Konzentrationen liegen diese oberhalb der Konzentrationen eines
normalgewichtigen Kollektivs (5,1 pg/ml) [Otokozawa et al., 2009]. Die hohen Apo B-48
Nuchternkonzentrationen dieses ubergewichtigen Kollektivs kénnten daher auf eine

postprandiale Hyperlipidamie hindeuten.
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5.2 Korrelationen des Apolipoproteins B-48 mit Para  metern des
Lipid- und Glukosestoffwechsels

Im Zuge der Untersuchungen konnten signifikante Korrelationen von Apo B-48 mit
Parametern des Lipidprofils wie TG, Gesamt-C und LDL-C nachgewiesen und somit
frihere Studien bestatigt werden [Kinoshita et al., 2009; Alipour et al., 2012] (Tabelle
C, im Anhang). Vor allem die positive Assoziation zwischen den TG und Apo B-48
wurde bereits mehrfach in der Literatur aufgezeigt [Smith et al., 1999; Couillard et al.,
2002; Chan et al., 2002a].

Die Ergebnisse dieser Untersuchung und auch die vorheriger Studien scheinen
insofern physiologisch erklarbar, da die CM grof3e Mengen der zirkulierenden TG
enthalten. Die TG-Konzentration dieses Kollektivs liegt mit 174,3 + 117,2 mg/dl
oberhalb des Cut-Off Werts von 150 mg/dl. Dieser Cut-Off Wert wird laut National
Cholesterol Education Program ATP als Hypertriglyceridamie diagnostiziert [Grundy et
al., 2001]. Die deutlich erhéhten TG-Konzentrationen kdnnten somit ursachlich fur die

signifikante Korrelation mit Apo B-48 sein.

Anhand der Korrelationen des Apo B-48 mit den Parametern des Lipidprofils wie LDL-
C lassen sich im Weiteren mégliche Rickschlisse auf die in der Theorie beschriebene
Verbindung zu den hepatischen Lipoproteinen ableiten. Die TGRL

intestinalen und hepatischen Ursprungs konkurrieren sowohl um die Lipolyse als auch
um die Rezeptor-vermittelte Aufnahme. Eine Stérung im Stoffwechsel der CM und ihrer
Remnants kénnte somit auch eine gesttrte Konversion der VLDL in LDL oder eine
reduzierte Aufnahme der VLDL bzw. LDL reflektieren [Redgrave, 2004]. Unter der
Annahme, dass aufgrund der erhéhten Apo B-48-Konzentration des Studienkollektivs
auch ein gestorter CM-Stoffwechsel vorliegt, kénnte die in der vorliegenden Arbeit
gezeigte positive Korrelation der Apo B-48-Konzentration mit LDL-C Hinweise auf die
reduzierte Aufnahme des LDL-C Uber den Rezeptor geben. Letztlich lasst sich jedoch
keine eindeutige Aussage Uber den Zusammenhang der intestinalen und hepatischen
Lipoproteine bzw. eines gestorten Stoffwechsels ableiten. Es muissten weitere
Parameter wie beispielsweise die VLDL-Konzentration, die Aktivitat der Lipase oder

der LDLR in Betracht gezogen werden.

Weiterhin zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit positive Korrelationen von

Apo B-48 mit Insulin und dem HOMA-Index innerhalb der weiblichen
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Probandengruppe. Ahnliche Ergebnisse erzielten Duez. et al., die eine signifikant
hohere Produktionsrate (p = 0,04) bei Mé&nnern mit  hoheren
Nuchterninsulinkonzentrationen und einem héheren HOMA-Index feststellten [Duez et
al., 2006]. Ein mdglicher Mechanismus ware demnach, dass die intestinale
Produktionsrate der Apo B-48-haltigen Lipoproteine durch Insulin erhoht werden kann.
Nichtsdestotrotz muss berticksichtigt werden, dass Apo B-48 weder im Gesamtkollektiv
noch bei den Mannern mit Parametern des Glukosestoffwechsels (HOMA-Index,
Glukose oder Insulin) korreliert. Es muss daher in Betracht gezogen werden, dass
erhdhte Nuchternkonzentrationen des Apo B-48 (ber einen Insulin-unabhangigen
Mechanismus erfolgen.  Ubereinstimmend dazu zeigte eine  8-wdchige
Interventionsstudie  mit  Metformin  und  Rosiglitazone  (Medikamente  zur
Insulinsensibilisierung) eine Verbesserung der Insulinresistenz. Gleichzeitig konnten
dabei jedoch weder Nuchtern- noch Postprandialekonzentrationen der CM bei den

Ubergewichtigen insulinresistenten Mannern verbessert werden [James et al., 2005].

Im Zuge der Untersuchungen konnte im Gesamtkollektiv eine negative Assoziation
zwischen den CRP-Werten und Apo B-48 festgestellt werden. Dieses Ergebnis scheint
jedoch unerwartet, wenn man die Theorie annimmt, dass den Apo B-48-haltigen
Lipoproteinen eine Rolle im Prozess der Atherosklerose zugeschrieben wird. CRP ist
ein etablierter Entziindungsmarker, welcher in der Pathogenese der Atherosklerose
von Bildung der ,fatty streaks” bis hin zur Plaqueruptur eine wichtige Rolle spielt
[Torres und Ridker, 2003]. Derzeit fehlt es an vergleichbaren Studien, welche die Apo
B-48-Konzentration im Zusammenhang mit CRP betrachtet haben. Studien belegten
lediglich Auswirkungen der Apo B-48-haltigen Lipoproteine auf die Leukozytenaktivitéat
[Alipour et al., 2008], welche wiederum eine Rolle im Prozess der Atherosklerose
einnehmen. Dennoch kann anhand dieser Ergebnisse keine genauere Aussage Uber

die mogliche atherogene Wirkung der Apo B-48-haltigen Lipoproteine gemacht werden.

5.3 Zusammenhang des Apolipoproteins B-48 mit dem
metabolischen Syndrom

Das Studienkollektiv wurde anhand der Definition zur Diagnose eines MetS nach
Alberti et al. eingeteilt [Alberti et al., 2009]. Insgesamt ergab sich eine Pravalenz von
76% fir das MetS. Ahnlich zu vorherigen Studien [Kinoshita et al., 2009] ist die

Konzentration des Apo B-48 im Vergleich zu den Probanden ohne MetS héher.
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In der pathophysiologischen Entwicklung des MetS wird als grundlegende Ursache die
Insulinresistenz angesehen [Eckel et al., 2005]. Unter der Annahme, dass auch jene
Probanden dieses Studienkollektivs mit MetS eine Insulinresistenz besitzen, konnte
dies eine mogliche Erklarung fur die hoheren Apo B-48-Konzentrationen darstellen. Die
Ergebnisse einer Studie von Duez et al. zeigen, dass eine Anregung der CM-
Produktion bei Insulinresistenz und erhdhten freien Fettsduren erfolgt [Duez et al.,
2006]. Zusatzlich kann eine Insulinresistenz zu einer Reduktion der LPL im peripheren
Gewebe fiihren [Pruneta-Deloche et al., 2004]. Diese Anderungen der LPL-Aktivitat
kénnen wiederum eine Anreicherung der Apo B-48 —haltigen Lipoproteine bewirken, da
ihr Abbau vermindert wird. Letztlich kann in diesem Studienkollektiv der HOMA-Index
(3,4 £ 2,0) Hinweise auf eine Insulinresistenz geben, doch es kann keine genaue
Diagnose einer bestehenden Insulinresistenz erfolgen. Die Untersuchung des
Zusammenhangs von Apo B-48 mit der LPL oder inhibierender Faktoren der LPL wie
das Apo C-lll kdnnten zuséatzlich interessante Ansatzpunkte flr eine Aussage zur
Insulinresistenz beim MetS darlegen.

Das typische Lipidprofil beim metabolischen Syndrom ist durch Hypertriglyceridamie
und niedrige HDL-C-Konzentrationen gekennzeichnet [Grundy et al., 2012]. Die
Tatsache des Vorliegens einer Hypertriglyceridamie und gleichzeitig erh6hten Apo B-
48-Konzentrationen bestatigt wiederum nur den bereits aufgezeigten starken
Zusammenhang der beiden Parameter. Eine andere Stdrung der Lipoproteine beim
metabolischen Syndrom ist die Reduktion des HDL-C. Im Gegensatz zu anderen
Studien [Kinoshita et al.,, 2009; Alipour et al., 2012] konnte innerhalb dieser
Untersuchung keine signifikante Beziehung zwischen Apo B-48 und HDL-C festgestellt

werden.

Weiterhin deuten Vine et al. an, dass ein gestorter Stoffwechsel der Apo B-48-haltigen
Lipoproteine bei Ratten mit MetS die Entwicklung von Atherosklerose fordert [Vine et
al., 2007]. Die Probanden dieses Studienkollektivs mit MetS zeigen ebenfalls erhdhte
Nuchternkonzentrationen des Apo B-48. Die Ergebnisse reichen dennoch nicht aus,

um ein erhohtes Risiko flir Atherosklerose der Probenden mit MetS anzudeuten.
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54 Die Rolle des Apolipoproteins B-48 innerhalb
kardiovaskularer Risikofaktoren

Neben dem in Studien aufgezeigten Zusammenhang zwischen der postprandialen
Hyperlipidamie und der Anwesenheit bzw. Entwicklung von Herz-Kreislauf-
Erkrankungen scheint ebenfalls die Untersuchung der Nuchternkonzentrationen des

Apo B-48 innerhalb kardiovaskularer Risikofaktoren interessant.

In der vorliegenden Masterarbeit wurden kardiovaskulare Risikofaktoren entsprechend
der Erscheinungsform Adipositas, Bluthochdruck, Dyslipiddmie und Insulinresistenz
genutzt, um das Risiko fur Herz-Kreislauf-Erkrankungen abzuschatzen. Zusatzlich zum
Ubergewicht (BMI 31,8 + 1,9 kg/m?) weisen insgesamt 116 Probanden des Kollektivs
Merkmale einer abdominellen Adipositas begleitet durch Uberschissiges viszerales
Fettgewebe auf. Hierdurch sind gleichzeitig weitere metabolische Stérungen assoziiert,
die das Risiko fur kardiovaskuléare Ereignisse erhdhen [Poirier et al., 2006]. Studien
zeigten bereits, dass die abdominelle Adipositas haufig mit einer postprandialen
Hyperlipidamie assoziiert ist und dies wiederum durch erhohte Apo B-48-
Konzentrationen erkennbar wird [Couillard et al.,, 2002]. Hierbei lassen sich die
Ergebnisse dieses Kollektivs jedoch abgrenzen, da keine signifikante Erhéhung der
Apo B-48-Konzentrationen vorliegt (p = 0,074). Der aufgezeigte statistische Trend fir
hohere Apo B-48-Konzentrationen resultiert vermutlich aus der hohen Anzahl an

Probanden, die einen Taillenumfang oberhalb des Grenzwertes aufweisen.

Betrachtet man die Parameter des Lipidprofils zur Beschreibung einer Dyslipidamie fallt
auf, dass innerhalb der TG 65 Probanden eine Konzentration unterhalb von 150 mg/dl
haben. Kirzlich konnte in einer Studie von Nakatani et al. gezeigt werden, dass Apo B-
48 bei normalen Triglyceriden (100 < TG 2 150 mg/dl) mit der Intima-Media-Dicke
korreliert und somit Hinweise auf frihe atherosklerotische Lasionen bei normalen TG-
Konzentrationen geben kénnte [Nakatani et al.,, 2011]. Nichtsdestotrotz haben 55
Probanden des Kollektivs erhéhte TG-Konzentrationen. Beim Vergleich der Apo B-48-
Konzentration zeigen sich statistisch signifikant hohere Werte bei vorliegender
Hypertriglyceridamie (p < 0,001). Dies war dahingehend zu erwarten, da die TG sehr
stark mit Apo B-48 assoziiert sind.

Die gleichzeitig erhéhten Apo B-48- und LDL-C-Konzentrationen (= 130 mg/dl) kénnen

einen Abbau der VLDL-Partikel und dessen Konvertierung zu LDL-C andeuten. Da der
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gestorte CM-Stoffwechsel ebenfalls Hinweise auf die Anreicherung der VLDL bzw.
LDL-Partikel geben kann [Redgrave, 2004]. Aufgrund der Anreicherung der CM und
CM-R im postprandialen Zustand kénnen sich weitere atherogene Lipidprofile wie hohe
small dense LDL und niedrige HDL-Konzentrationen ergeben [Couillard et al., 2002].
So zeigte Blackburn et al., dass wahrend der postprandialen Phase die Partikelgrofie
der LDL signifikant gesunken ist [Blackburn et al, 2003]. Innerhalb dieser
Untersuchung lasst sich jedoch kein Aufschluss Uber die Grof3e der LDL—Partikel

erhalten.

5.5  Apolipoprotein B-48 innerhalb  der definierten
Risikogruppen zur Abschatzung des kardiovaskuléaren Risikos

Innerhalb der unterschiedlichen Risikogruppen, die mit einem niedrigen, moderaten
und hohem Risiko definiert sind, konnten in der Gruppe mit hohem Risiko signifikant
hoéhere Apo B-48-Konzentrationen festgestellt werden, als in der Gruppe mit
moderatem Risiko. Sobald demnach mehr als funf der in Tabelle 11 definierten
kardiovaskularen Risikofaktoren vorliegen, ist gleichzeitig die Konzentration des Apo B-
48 erhoht.

Ahnlich dieser Masterarbeit untersuchte eine Studie von Masuda et al. verschiedene
metabolische Parameter des metabolischen Syndroms, welche mit dem Herz-
Kreislauf-Risiko verbunden sind (TG, HDL-C, HbAlc und Adiponektin; klassifiziert als
hoch und niedrig) in Bezug auf die Apo B-48-Konzentration. Zusatzlich zu den
Risikofaktoren erfolgte bei vorliegender Koronararterienstenose die Diagnose einer
koronaren Herzkrankheit (KHK). Die Ergebnisse der Studie zeigten eine signifikante
Pravalenz fur KHK bei Probanden mit hohen TG-, niedrigen HDL-C-, hohen HbAlc-
und niedrigen Adiponektin-Konzentrationen sowie hohen Apo B-48-Konzentrationen im
Vergleich zu Probanden mit niedrigen Apo B-48-Konzentrationen und normalen Werten
der metabolischen Parameter. Letztlich konnte mittels logistischer Regression
festgestellt werden, dass Apo B-48 einen entscheidenden Faktor fur das
Vorhandensein der KHK darstellte (p < 0,0001). Die Schlussfolgerung der Studie ist,
dass die Messung der Apo B-48-Konzentration nitzlich scheint fur die Feststellung von

KHK bei Probanden mit MetS oder niedrigem koronaren Risiko [Masuda et al., 2012].
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Nichtsdestotrotz unterscheiden sich die Untersuchungen der Studie von Masuda et al.
von denen der vorliegenden Masterarbeit, zumal hier nicht die KHK-Préavalenz ermittelt
wurde. Dennoch kann im Rahmen dieser Untersuchung mittels logistischer Regression
festgestellt werden, dass bei Vorliegen mehrerer kardiovaskulérer Risikofaktoren
ebenfalls die Apo B-48-Konzentration einen signifikanten Einfluss auf die Zugehoérigkeit
zur Gruppe mit hohem Risiko darstellt. In Anbetracht der Tatsache, dass innerhalb der
hohen Risikogruppe mehrere metabolische Stérungen vorliegen und diese gleichzeitig
mit einer hohen Apo B-48-Konzentration verbunden sind, kénnte Apo B-48 vermutlich
auch im Rahmen dieses Studienkollektivs einen ergéanzenden Beitrag zur Erkennung

des kardiovaskularen Risiko leisten.

5.6 Einfluss interventionsbedingter Anderungen in B ezug auf
die Apolipoprotein B-48 Konzentration

Einfluss der Gewichtsreduktion

Die zugrundeliegende Gewichtsreduktionsstudie konnte eine signifikante Senkung des
Gewichts bei Mannern und Frauen erzielen. Wahrend der zwdlfwdchigen
Interventionszeit wurde ebenfalls die Apolipoprotein B-48-Konzentration signifikant

gesenkt.

Ergebnisse vorheriger Studien, die eine Verbesserung der postprandialen
Hyperlipidamie speziell durch eine Gewichtsreduktion begriinden [Volek et al., 2004],
kénnen in dieser Untersuchung nicht bestatigt werden. Wie in Abbildung 12 aufgezeigt
steht die signifikante Reduktion der Apo B-48-Konzentration in keinerlei Assoziation zur
Reduktion des Gewichts. Fir die Senkung des Apo B-48 missen daher andere
Mechanismen, die eventuell mit der Gewichtsreduktion einhergehen, in Betracht
gezogen werden.

Einer Studie von Chan et al. untersuchte anhand einer randomisierten, kontrollierten
Interventionsstudie ebenfalls den Einfluss einer Gewichtsreduktion auf Marker des
Stoffwechsels der TGRL. Bei dieser Studie erfolgte die Zuteilung in eine
Gewichtsreduktions- und eine Gewichtserhaltungsgruppe. Nach 16-wéchiger
Intervention zeigen sich beim Vergleich beider Apo B-48-Konzentrationen eine

signifikant héhere Differenz in der Gewichtsreduktionsgruppe (t, = 9,9 + 1,4 ug/ml und
t,=6,3%10 pg/ml (p <0,05)) [Chan et al., 2008]. Die Gewichtsreduktion in dieser

Studie steht ebenfalls in keinen Zusammenhang zur Senkung des Apo B-48. Zusatzlich
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konnte jedoch festgestellt werden, dass mit der Gewichtsreduktion gleichzeitig auch
der LPL-Inhibitor Apo C-IIl gesenkt wird, wodurch wiederum die Reduktion der Apo B-

48-Konzentration resultiert [Chan et al., 2008].

Neben diesem moglichen Effekt konnen Gewichtsreduktionen auch mit der
Verbesserung anderer metabolischer Stérungen wie der Insulinsensitivitat und
Reduktion des viszeralen Fettgewebes einhergehen [Ross et al., 2000]. Diese
wiederum konnten ebenfalls ursachlich fir die Anderungen der Apo B-48-
Konzentrationen sein. Innerhalb der vorliegenden Arbeit wurde dahingehend der
interventionsbedingte Einfluss auf den Taillenumfang und den HOMA-Index untersucht.
In Folge der zugrundeliegenden Studie ergab sich eine signifikante Reduktion des
Taillenumfangs und HOMA-Index. Hierbei steht jedoch keiner der beiden Parameter in
einem Zusammenhang mit der Reduktion des Apo B-48. Im Gegensatz dazu zeigten
Studien, dass eine verbesserte Insulinsensitivitdat die LPL stimuliert, wodurch die
Hydrolyse sowohl der endogenen als auch der exogenen TGRL erhéht wird [Duez et
al., 2006; Chan et al., 2002a)]. Ein anderer positiver Effekt konnte von James et al.
dargelegt werden. In diesem Fall geht eine Gewichtsreduktion mit der Erhéhung des
LDLR einher, wodurch sich die Clearance der VLDL- als auch CM-Remnants steigert
[James et al.,, 2003]. Die hier aufgezeigten Mechanismen konnten demnach den
Anderungen der Apo B-48-Konzentration zugrunde liegen. Allerdings lassen sie sich im

Rahmen dieser Untersuchung nicht bestétigen.

Einfluss der Anderungen des Lipidprofils

Im Gegensatz zum Gewicht besteht eine signifikante Korrelation der Parameter des
Lipidprofils mit Apo B-48. Aufgrund des sehr starken Zusammenhangs ist die Senkung
des Apo B-48 durch Reduktion dieser Parameter zu erwarten. Statistisch lasst sich
dies mit der durchgefihrten multiplen Regressionsanalyse bestéatigen, die eine
unabhangige Korrelation ~ zwischen Parametern  des  Lipidprofils  und
Nuchternkonzentrationen des Apo B-48 ergibt. So kann durch Veranderungen der
Parameter TG und LDL-C am starksten auf die Veranderungen von Apo B-48

eingewirkt werden.

Anderungen hinsichtlich der Verum- und Placebogruppe

In der Verum- und Placebogruppe konnte ebenfalls eine signifikante Senkung des Apo
B-48 festgestellt werden. Der Vergleich der Differenz des Apo B-48 zwischen den

beiden Gruppen zeigt einen statistischen Trend fur eine groRere Reduktion in der
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Verumgruppe, was auf einen produktbezogenen Effekt hinweisen kann. Der dahinter
liegende Mechanismus koénnte aus der lipidadsorbierenden Wirkung des
Polyglucosamins resultieren. Die Polyglucosamine vermindern die Resorption der
Lipide [Kumar, 2000], wodurch gleichzeitig eine Senkung der Lipideinlagerung in die
nascenten CM mdglich ist. So wirden kleinere Partikel entstehen, die schneller durch
lipolytische Prozesse abgebaut werden kénnen [Martins et al., 1996]. Die GroRRe der
CM wird hauptsachlich durch die Zufuhr der TG bestimmt, weshalb eine fettarme
Ernahrung kleinere CM produziert [Martins et al., 1996]. Da die Placebogruppe
gleichzeitig eine proteinreiche Formuladiat erhielt und somit auch weniger Fett
aufnahm, lasst sich eine Produktion kleinerer CM vermuten, welche als reduzierte
Konzentrationen des Apo B-48 messbar werden. Die Messung des Apo B-48 erscheint
somit ein sinnvolle MaRnahme fiir die Uberwachung der Effektivitat einer

lipidsenkenden Intervention.

5.7 Methodische Kritik

Die durchgefihrten Préazisionskontrollen ergaben einen Intra- und Inter-assay von 4,5%
bzw. 9,9%. Letzteres weicht von Ergebnissen anderer Studien ab, die fir den Inter-
assay einen Wert zwischen 2,2% und 5,4% erzielen [Kinoshita et al., 2005; Tanimura
et al., 2008].

Die Durchfihrungen eines ELISA Kits setzte jeweils sowohl die Verdinnung des
Standards als auch der Proben voraus. Folglich kénnen aufgrund von Pipettier- und
Verdunnungsfehlern grol3ere Schwankungsbreiten entstehen, welche eine mdgliche
Erklarung fur die abweichenden Prazisionskontrollen darstellen. Aufgrund der dadurch
resultierenden Konzentrationsunterschiede innerhalb der verschiedenen Platten lassen
sich ebenfalls die hohen Standardabweichungen der Apo B-48-Konzentrationen
vermuten. Eine routinierte Arbeitsweise kénnte die Pipettier- und Verdunnungsfehler

und somit die hohen Standardabweichungen reduzieren.

Die Dauer des Auftragens auf die Platten scheint, wie in den Ergebnissen gezeigt,
einen Einfluss auf die Apolipoprotein B-48-Konzentrationen zu haben. Dies ist
unverstandlich, da eigentlich davon auszugehen ist, dass nach dem Auftragen der
Probe nur das enthaltene Apo B-48 mit dem gebundenen Apo B-48 der Platte reagiert.

Dennoch ist festzustellen, dass zu Beginn eine héhere Konzentration besteht als am
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Ende. Es lasst sich demnach vermuten, dass die Reaktion scheinbar nicht
abgeschlossen wird, obwohl die vorgegebene Inkubationszeit von einer Stunde
abgelaufen ist. Dies wiederum erschwert die Aussage uUber die Validitat der
gemessenen Konzentrationen. Um diesen Zeitfaktor dennoch miteinzubeziehen
wurden die Proben eines Probanden zu den jeweiligen Zeitpunkten t, und t;, auf
ahnliche Positionen der Platte aufgetragen. Da die Dauer des Auftragens immer
ungefahr 40 — 45 Minuten betrug, entsprach dies in etwa der gleichen Inkubationszeit

beider Proben.

Da es sich bei den hier untersuchten Proben um Riuckstellproben aus dem Jahr 2010
handelt, sollte ebenfalls die langere Aufbewahrungszeit bedacht werden. Diese sowie
auch die Bearbeitung der Proben kdnnen die immunogene Bindungsstelle des Apo B-
48 beeinflussen, wodurch die Bindung am immobilisierten Antikdrper erschwert wird
[Jackson und Williams, 2004]. Letztlich ist festzuhalten, dass die Apo B-48-
Konzentrationen nicht stark von Konzentrationen in bereits publizierten Studien
abweichen und innerhalb des Schwankungsbereichs liegen. Folglich kénnen bei
ubergewichtigen Personen mittels des gleichen ELISA Kits sehr &hnliche
Konzentrationen zu dieser Probandengruppe erzielt werden [Oktozawa et al., 2008].
Innerhalb der Methoden zur Bestimmung der Apo B-48 Konzentrationen kann der
Sandwich-ELISA eine einfache und quantitative Methode fir eine routinemalRlige
Anwendung in der klinischen Praxis darstellen, um reproduzierbare Ergebnisse zu
erhalten [Su et al., 2009].
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6. Schlussbetrachtung

Ziel dieser Masterarbeit ist die Untersuchung der Frage, ob Apo B-48 als Risikomarker
bei Ubergewichtigen Personen geeignet ist und welchen Einfluss eine
Gewichtsreduktion auf die Konzentration hat. Zu diesem Zweck wurden die Apo B-48-
Konzentrationen in einem Studienkollektiv mit Ubergewichtigen Probanden zum
Zeitpunkt der Basis- und Abschlussuntersuchung nach drei Monaten bestimmt. Im
Weiteren wurde Apo B-48 auf Zusammenhange mit Parametern des Lipid- und
Glukosestoffwechsels sowie innerhalb bereits etablierter Risikofaktoren fir Herz-
Kreislauf-Erkrankungen untersucht, um so ihre wechselseitigen Auswirkungen zu

erforschen.

Die Ergebnisse zeigten erhthte Apo B-48-Konzentrationen bei Ubergewicht und bei
zuséatzlichen Storungen wie dem metabolischen Syndrom. Dies bestétigt vorherige
Studienergebnisse und kann auf eine mdogliche postprandiale Hyperlipidamie der
Probanden hinweisen. Es ergaben sich ebenfalls starke Assoziationen zu den
Lipidparametern TG, Gesamt-C und LDL-C. Dadurch lasst sich einerseits der
Zusammenhang aufzeigen, dass die CM grolle Mengen der TG enthalten.
Andererseits weist es auf eine Verbindung des intestinalen und hepatischen
Lipoproteinstoffwechsels  hin.  Innerhalb dieser Untersuchung konnte Kkein
Zusammenhang zwischen den erhéhten Apo B-48-Konzentrationen und Parametern
des Glukosestoffwechsels festgestellt werden. Es muss daher ein insulinunabhangier
Mechanismus fur die Apo B-48-Erhéhung in Betracht gezogen werden. Anhand der
Ergebnisse lasst sich vermuten, dass bei Probanden mit einem hoheren
kardiovaskularen Risiko aufgrund ihrer vorliegenden Adipositas, Dyslipidamie,
Insulinresitenz und Hypertonie auch die erhdéhten Apo B-48-Konzentrationen einen
Beitrag zur Erkennung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen anzeigen konnen. Die
signifikante Senkung der Apo B-48-Konzentrationen wurde mittels eiwei3reicher
Formuladiat allein und in Kombination mit einem lipidbindenden Polyglucosamin erzielt.
Diesbezuglich liel3 sich die Reduktion des Apo B-48 auf eine Senkung der Parameter
des Lipidprofils zurtickfiihren und nicht aufgrund der resultierten Gewichtsreduktion.
Apo B-48 konnte daher als Indikator zur Uberwachung lipidsenkender Interventionen
dienen. Davon ausgehend, dass hohe Apo B-48-Konzentrationen einen gestérten

postprandialen Stoffwechsel andeuten, kann die signifikante Reduktion der Apo B-48-
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Konzentration in Folge der Intervention Hinweise auf die Verbesserung der
postprandialen Hyperlidamie geben.

Insgesamt kann festgestellt werden, dass die Frage ,Risikomarker Apolipoprotein B-
487" differenziert beantwortet werden muss. Anhand der Ergebnisse kann
madglicherweise darauf geschlossen werden, dass Apolipoprotein B-48 bei vorliegender
Adipositas, Dyslipidamie, Hypertonie und Insulinresistenz einen weiteren Risikomarker
darstellt. Zusatzlich bietet Apolipoprotein B-48 als Bestandteil der intestinalen
Lipoproteine Informationen zur ldentifikation des Stoffwechsels der CM und CM-R.
Diese Angaben werden innerhalb der derzeitigen Messungen des Lipidprofils nicht
bertcksichtigt. Ebenfalls scheint die verwendete Methode zur Messung des Apo B-48

fur eine verbreitete Anwendung zur Erzielung reproduzierbarer Ergebnisse geeignet.

Fur die Etablierung eines Risikomarkers mussen jedoch weitere Aspekte mit
einbezogen werden. So fehlen beispielsweise noch genaue biologische Mechanismen,
die das erhohte kardiovaskulare Risiko in Bezug auf Apo B-48 bzw. die Apo B-48-
haltigen Lipoproteine erklaren und wodurch eine Prognose der Erkrankung mdglich
ware. Zur Beantwortung der Frage ware letztlich die Durchfiihrung einer prospektiven
Kohortenstudie sinnvoll, die erhthte Serumwerte des Apo B-48 als unabhangigen
Risikofaktor fir Herz-Kreislauf-Erkrankungen bei tibergewichtigen Personen darstellen

kann.
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7. Zusammenfassung

Hintergrund und Ziel:  Kardiovaskuldre Risikofaktoren wie viszerale Adipositas,
Insulinresistenz oder das metabolische Syndrom sind mit der postprandialen
Anreicherung intestinaler Lipoproteine assoziiert. Apolipoprotein (Apo) B-48 kann als
fester Bestandteil der intestinalen Lipoproteine (Chylomikronen und Chylomikronen-
Remnants) Hinweise auf einen gesttrten postprandialen Stoffwechsel geben und wird
als weiterer Marker fur das kardiovaskulare Risiko diskutiert. Ziel der Masterarbeit ist
die Beurteilung der Frage, ob Apo B-48 einen Risikomarker bei Ubergewichtigen

Personen darstellen kann.

Material und Methode: Die verwendeten Proben wurden aus der Studie: ,Effektivitat
eines multifaktoriellen Konzeptes zur Gewichtsreduktion® entnommen. Diese
untersuchte den Einfluss einer eiwei3reichen Formuladiat allein und in Kombination mit
einem lipidbindenden Polyglucosamin. Im Rahmen der Masterarbeit erfolgte die
Messung der Apo B-48-Konzentration (n = 120) innerhalb des Ubergewichtigen
Kollektivs mittels Sandwich-ELISA. Zudem soll der Beitrag von Apo B-48 innerhalb
etablierter kardiovaskularer Risikofaktoren und die interventionsbedingte Anderungen

in Bezug auf Apo B-48 untersucht werden.

Ergebnisse: Innerhalb des Ubergewichtigen Kollektivs ist die Apo B-48-Konzentration
signifikant hoher bei Mannern im Vergleich zu den Frauen (8,6 + 6,1 ug/ml vs. 6,5 +4,1
pg/ml; p = 0,029) sowie bei Probanden mit metabolischem Syndrom (8,7 + 5,9 pg/ml
vs. 5,7 £ 3,20 pg/ml; p = 0,006). Zuséatzlich zeigt sich bei Vorhandensein mehrerer
kardiovaskularer Risikofaktoren wie viszeraler Adipositas, Hypertonie, Dyslipidamie
und Insulinresistenz eine gleichzeitig erhdhte Apo B-48-Konzentration. In Folge der
Intervention sinkt Apo B-48 signifikant sowohl durch das lipidbindende Polyglucosamin
(p = 0,000) als auch durch die Formuladiét allein (p = 0,002). Dabei haben Anderungen

der Lipidparameter den starksten Einfluss auf Veranderungen des Apo B-48.

Schlussbetrachtung: Die Untersuchungen zeigen, dass beim Auftreten von
metabolischen Stérungen und kardiovaskuldren Risikofaktoren innerhalb dieses
Studienkollektivs, Apo B-48 einen erganzenden Beitrag zur Erkennung des Risikos
leisten konnte. Zur Etablierung von Apo B-48 als Risikomarker ist letztlich die

Durchfiihrung von prospektiven Kohortenstudien sinnvoll.
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8. Summary

Background and Aim: Cardiovascular risk factors like visceral obesity, insulin
resistance or metabolic syndrome are associated with a postprandial accumulation of
intestinal lipoproteins. Apolipoprotein (apo) B-48 is an integral part of intestinal
chylomicron and chlyomicron-remnant particles and reflects a delayed postprandial
metabolism. Moreover, it is suggested that apo B-48 may help to detect cardiovascular
risk. The aim of this thesis is to assess apo B-48 as additional marker of risk in

overweight adults.

Materials and methods: The used samples results from a study, which examine the
efficacy of a weight loss strategy using high-protein formula diet in combination with
polyglucosamine a lipid adsorbing fiber. Within the framework of the thesis apo B-48
was quantified using a sandwich-ELISA. Additionally, the contribution of apo B-48 to

risk factors and the effect of intervention on apo B-48 were analyzed.

Results: In this overweight sample fasting apo B-48 concentrations achieved higher
significance in men than in women (8,6 + 6,1 pg/ml vs. 6,5 £ 4,1 pg/ml; p = 0,029) and
was elevated in patients with metabolic syndrome (8,7 + 5,9 pg/ml vs. 5,7 + 3,20 pg/ml;
p = 0,006). In addition, apo B-48 increased because of established cardiovascular risk
factors like visceral obesity, hypertension, insulin resistance and dyslipidemia. As a
result of intervention, apo B-48 achieved a significant reduction due to both,
polyglucosamine (p = 0,000) and a formula diet alone (p = 0,002). The reduction in

serum apo B-48 was most associated with reduction of lipid parameters.

Conclusion: The intervention demonstrated that apo B-48 may help to detect subjects
at risk, if metabolic disorders and cardiovascular risk factors exist. Finally, a
prospective cohort study would be useful to establish apo B-48 as a maker for

cardiovascular risk.
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Anhang

Tabelle D: Korrelationen von Apolipoprotein B-48 mi

t verschiedenen Parametern

Referenz Korrelationen von Apo B - Korrelationskoeffizient p
48 mit
Kinoshita et al.;  Triglyceriden [mg/dl] Manner : 0,53; Frauen:
2009 0,48
Cholesterin [mg/dl] Manner : 0,24; Frauen:
0,20 keine
HDL-C [mg/dl] Méanner : -0,18; Angabe
Frauen: -0,15
HOMA-Index Manner : 0,51
Frauen: 0,43
Alipour et al.; Triglyceride [mg/dl] 0,69 < 0,001
2012 ndchtern Glukose [mg/dl] 0,21 0,040
Taillenumfang 0,38 0,009
Intima-Media-Dicke 0,52 < 0,001
Eigene Triglyceride [mg/dl] Manner : 0,69 < 0,001
Untersuchung Frauen: 0,38 0,003
Cholesterin [mg/dl] Méanner : 0,45 < 0,001
Frauen: 0,39 0,002
LDL-C [mg/dl] Méanner : 0,41 0,010
Frauen: 0,31 0,002
HOMA-Index Frauen: 0,291 0,029
Insulin [UE/mI] Frauen: 0,30 0,018
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