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Abstrakt - Deutsch

Einleitung

Kardiovaskulare Erkrankungen stellen die haufigste Todesursache weltweit dar. Die
Atherosklerose ist eine chronische, inflammatorische kardiovaskulare Erkrankung, die
insbesondere durch eine Dysregulation des Lipidstoffwechsels und immunologische
Prozesse der GefalRwand verursacht wird. Medikamentdse Therapien zielen daher auf
eine Senkung des Cholesterinspiegels und eine atheroprotektive Modulation des
Immunsystems ab. Ziel dieser Studie ist es, den Einfluss der Supplementierung mit der
kurzkettigen Fettsaure Propionat auf die Gesamt- und LDL-C-Konzentration zu

untersuchen.

Methoden

62 Patient*innen mit Hypercholesterindmie wurden randomisiert in eine Placebo- und
eine Verum-Gruppe eingeteilt. Die Verum-Gruppe erhielt eine achtwochige Therapie mit
2x500 mg Propionat pro Tag. Das Lipidprofil (LDL-C, HDL-C, Gesamtcholesterin,
Triglyzeride, Apo Al und B, Lp(a)) und Immunzellen (Treg, Thl, Th17, Monozyten) sowie
der inflammatorische Marker C-reaktives Protein, die Thrombozytenaggregation,
Nuchternblut-Glukose und HbAlc wurden vor und nach der Therapie bestimmt.

Ergebnisse

Die achtwotchige Propionat-Therapie fuhrte zu einer signifikanten Senkung des LDL-C,
Gesamtcholesterins und CRP und einer Erh6éhung der immunmodulatorischen Treg im
Vergleich zur Placebo-Gruppe. Propionat hatte hingegen keinen signifikanten Einfluss
auf die Nuchternblut-Glukose, HDL, Triglyzeride, Monozyten, Thl- und Th17-Zellen oder
die Thrombozytenaggregation. Das Nebenwirkungsprofil von Propionat blieb Gber den
gesamten Studienverlauf auf Placebo-Niveau.

Schlussfolgerungen

Die achtwochige Gabe von 2x500 mg Propionat am Tag kann sich positiv auf das
Lipidprofil und das Immunsystem von Patient*innen mit Hypercholesterindmie auswirken.
Multizentrische Studien mit einer hohen Proband*innenzahl sind erforderlich, um diese

Ergebnisse abzusichern.
11



Abstract - English

Introduction

Cardiovascular diseases are the leading cause of death worldwide. Atherosclerosis is a
chronic inflammatory cardiovascular disease caused primarily by deregulation of the lipid
metabolism and immunological processes in the blood vessel walls. Medical treatments
therefore target a reduction of the cholesterol level and atheroprotective modulation of
the immune system. The aim of this study is to investigate the effect of supplementation

with the short-chain fatty acid propionate on total and LDL-C concentrations.

Methodoloy

62 patients with hypercholesterolaemia were randomly divided into a placebo and an
experimental group. The experimental group received an eight-week treatment with
2x500 mg propionate per day. The lipid profile (LDL-C, HDL-C, total cholesterol,
triglycerides, Apo Al and B, Lp(a)), immune cells (Tregs, Thl, Th17, monocytes), the
inflammation marker C-reactive protein, platelet aggregation, fasting blood glucose levels

and HbA1lc were determined before and after the treatment.

Results

The eight-week propionate treatment resulted in a significant decrease in LDL-C, total
cholesterol and CRP and an increase in the immunomodulating Tregs compared to the
placebo group. On the other hand, propionate had no significant effect on fasting blood
glucose levels, HDL, triglycerides, monocytes, Thl and Th17 cells or platelet aggregation.
The adverse effects profile of propionate remained at the placebo level over the entire

course of the study.

Conclusions
The eight-week administration of 2x500 mg propionate per day may positively influence
the lipid profile and the immune system of patients with hypercholesterolaemia.

Multicentric studies with a high number of subjects are necessary to verify these results.

12



1. Einleitung

1.1. Zahlen und Fakten zur Hypercholesterinamie und Atherosklerose

Kardiovaskulare Erkrankungen (CVD) stellen fir Gesundheitssysteme weltweit eine der
grofdten Herausforderungen dar und sind global betrachtet seit Jahren die haufigste
Todesursache (1-3). So entfielen 2017 beispielsweise in Deutschland 36,96 % der
Todesfélle auf diese Erkrankungen (4). Dabei bilden atherosklerotisch bedingte
Folgeerkrankungen (ASCVD) die mit Abstand haufigsten Ursache ab. Hierzu z&hlen
unter anderem der ischamische Schlaganfall, die periphere arterielle Verschlusskrankheit
und die Koronare Herzkrankheit (KHK) mit ischamischer Kardiomyopathie und
Myokardinfarkt.

1.2. Pathogenese der Atherosklerose

Als chronisch inflammatorischer Prozess weist die Atherosklerose eine komplexe
Pathogenese auf, die bis heute nicht abschlieRend aufgeklart ist (5). Die Pathogenese
der Atherosklerose ist in Abbildung 1 schematisch dargestellt. Die Krankheit betrifft die
Tunica intima der Gefal3e, insbesondere an Stellen mit turbulenten Stromungen, wie
beispielsweise Bifurkationen oder auch Gefaldabgangen. An eben jenen Schwachstellen
ist die hamodynamische Belastung besonders grof3, sodass es initial zu einer Stérung
der Endothelfunktion kommt (6, 7).

Da die Permeabilitat des Endothels unter dieser Belastung erhoht ist, kommt es zur
Adhasion von Thrombozyten und Leukozyten an das Endothel (8). Weitere
Plasmabestandteile, wie Lipoproteine, konnen zwischen den Endothelzellen vorbei in die
Gefalintima Gbertreten (9). Bei Hyperlipidamien bildet sich vermehrt die oxidierte Struktur
des Low Density Lipoproteins (LDL/oxLDL).

Die Ablagerung der LDL und oxLDL I6st nun eine inflammatorische Reaktion aus, die
wiederum zur Chemokin-vermittelten Rekrutierung von Monozyten in die Intima fuhrt (10).
Dort differenzieren sie zu gewebsansassigen Makrophagen, die nun das LDL
phagozytieren (11). Besonders die oxLDL werden effizient Gber die Scavenger-
Rezeptoren phagozytiert und eingelagert, sodass der Makrophage aufgrund seines
hohen Gehaltes an oxidierten Lipoproteinen zur sogenannten Schaumzelle wird (12).

13



Durch Ansammlung und Nekrose dieser entstehen sogenannte ,Fatty Streaks®. Solche
Lipidansammlungen in der extrazellularen Matrix sind selbst makroskopisch sichtbar und
begulnstigen die zusatzliche Adhasion von Thrombozyten (13).

Die hierdurch initiierte Stenosierung und Plaquebildung fiihrt zu einer Verengung des
Gefal3es. Durch die Sekretion von Platelet-Derived Growth Factor (PDGF) und die damit
einhergehende Proliferation der glatten Muskulatur des Gefal3es entsteht ein Circulus
vitiosus aus Inflammation und Stenosierung (14). Die Inflammation unter Beteiligung von
Interleukinen (IL) und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) fihrt zur Differenzierung von glatten
Muskelzellen hin zu sezernierenden Zellen (15, 16). Im Fibroatherom bilden die
Kollagene und Proteoglykane eine kollagene Kappe tber der Plaque (17, 18). In diesen
kann es zusatzlich zur Einlagerung von Apatit und Kalziumphosphat kommen (19).

Die Intima ist nun strukturell so geschadigt, dass die Vasomotorik deutlich eingeschrankt
ist (20). Bei Ruptur der Plagues kommt es durch Austreten des nekrotischen Kerns zur
Thrombenbildung und dem Verschluss des Gefal3es (21). Die Folgen des unterbundenen
Blutflusses sind, je nach Position des Thrombus, beispielsweise ein Myokardinfarkt oder

eine transitorische ischamische Attacke bis hin zum Apoplex (22).

Myokardinfarkt
Progression der Atherosklerose t

Initiale Fatty streak Intermedisre Atherom Fibrotischer Komplizierter
Lasion Lasion Plague Lasion/Ruptur

Mormale Histology, Intrazeluldre ntra- und Extrazellulire Fibrotische und Ruptur des Plagues,
nifilration durch Akkumulation von extrazrellulire Enatehung des calcifizierte Thrombose, Blockade
Makrophagen Lipiden Lipid-A kkumulation Lipidkarns Schichten des Blutflusses

Abbildung 1: Schritte in der Progression der Atherosklerose. Abbildung erstellt mit
BioRender.com.
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Die Wahrscheinlichkeit flr eine Ruptur beziehungsweise die Stabilitdt der Plaques ist
direkt abhangig von deren Zusammensetzung und Morphologie: je hoher ihr fibroser
Anteil, desto hoher die Stabilitat. Mit dem Lipidgehalt einer Plague verhélt es sich
umgekehrt: je hoher der Lipidanteil einer Plague, desto geringer ist ihre Stabilitat (23—
25).

Als Risikofaktoren fur Atherosklerose sind insbesondere eine arterielle Hypertonie,
Hypercholesterinamie, familidre Disposition, Diabetes mellitus sowie Nikotinabusus
anzufiihren (26). Dabei spielt im Speziellen eine erhéhte Konzentration des LDL eine
besondere Rolle. Dieses in der Leber synthetisierte Lipoprotein transportiert Cholesterin
und Cholesterin-Ester in die extrahepatischen Gewebe.

Weitere Risikofaktoren sind eine erhohte Homocystein-Konzentration, erhéhte
Serumkonzentrationen des Lipoproteins a (Lp(a)), Adipositas, Bewegungsmangel sowie
psychischer Stress (26, 27). Das Ausmal3 und die Geschwindigkeit der Pathogenese sind
ebenfalls abhangig von Art und Anzahl der Immunzellen sowie ihre komplexe Interaktion
vor Ort. Hierbei wird zwischen Zellen des angeborenen und des erworbenen
Immunsystems unterschieden. Zu den Zellen der angeborenen Immunantwort gehéren
Makrophagen, Mastzellen sowie neutrophile, basophile, eosinophile, und dendritische
Immunzellen. B-Lymphozyten und T-Lymphozyten sind an der adaptiven Immunantwort
beteiligt. Einige Zellen, wie beispielsweise nattrliche Killer-T-Zellen, sind an Prozessen
beider Immunantworten beteiligt. Die T-Lymphozyten werden u.a. in T-Helfer(h)1-, Th2-,
Th9, Thl1l7 und regulatorische T-Zellen (Treg) differenziert und produzieren
unterschiedliche Zytokine und Immunreaktionen.

Beispielsweise fordern Thl-Zellen durch Sekretion von Interferon-y (IFN-y) die
Progression der Lasion, destabilisieren diese und aktivieren Monozyten (28). Th2- und
Th1l7-Zellen tragen sowohl positiv als auch negativ zum Entziindungsgeschehen bei.
Th1l7-Zellen produzieren ebenfalls IFN-y, aber auch IL-6 und den Granulozyten-
Monozyten-Kolonie-stimulierenden  Faktor (GM-CSF). Dies begrindet ihren
proatherosklerotischen Einfluss (29). Allerdings weisen Th17-Zellen ebenfalls eine hohe
Plastizitat auf und konnen zu Forkhead-Box-Protein P3 (FoxP3)-positiven
regulatorischen T-Zellen (Treg) konvertieren. Diese wiederum regulieren die
Selbsttoleranz und haben eine immunmodulierende Rolle. Durch Sezernierung von
Transforming Growth Factor (TGF)-3, IL-10, IL-35 und Adenosin wird die T-
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Zellaktivierung inhibiert, die Plaque stabilisiert, und die Aufnahme von oxLDL in die
Makrophagen reduziert (28, 30).

Monozyten spielen ebenso eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der
Atherosklerose. Monozyten und Makrophagen sind an der Initiierung und Entwicklung
atherosklerotischer Lasionen und der Neoangiogenese der Plaques beteiligt (31).
Monozyten lassen sich anhand extrazellularer Marker in folgende Subgruppen
unterteilen: klassisch, intermediar und nicht klassisch. Jede dieser Subgruppen weist
unterschiedliche primére Funktionen auf und Gbernimmt unterschiedliche Rollen bei der
Bildung und Destabilisierung von atherosklerotischen Plaques (32, 33). So werden die
klassischen Monozyten vorwiegend der Phagozytose und der Zytokin-Produktion
zugeordnet, wahrend die intermediaren zusatzlich in der Angiogenese eine
Schlusselposition einnehmen. Die nicht-klassischen Monozyten weisen hingegen
antiinflammatorische Effekte auf und sind an der Geweberegeneration und Wundheilung
beteiligt (34). Das klassische Modell der Makrophagenaktivierung beinhaltet zwei
Grundtypen von Makrophagen: proinflammatorische M1-Makrophagen und alternative
M2-Makrophagen (35). Die Differenzierung zum M1-Typ erfolgt als Reaktion auf Toll-like-
Rezeptor- und Interferon-y-vermittelte Signalwege sowie durch Pathogen-assoziierte
molekulare Komplexe, Lipopolysaccharide und Lipoproteine. Diese Zellen sezernieren
proinflammatorische Faktoren, wie die Chemokine CXCL9-11,Tumor-Nekrose-Faktor-a
und Interleukine (36). M1-Makrophagen generieren reaktive Sauerstoffspezies und
Stickstoffmonoxid und  fordern  hierdurch  die  Entzindungsreaktion.  Die
entzindungshemmenden M2-Makrophagen werden als Reaktion auf die Zytokine der
Th2-Zellen aktiviert. In atherosklerotischen Lasionen wurden beide Makrophagen-Typen
beschrieben, wobei M1-Makrophagen eher in fortschreitenden Plaques angereichert

waren und M2-Makrophagen in stabilen Plagues (36).

1.3. Hyperlipidamie

Der Lipidstoffwechsel ist ein wichtiger therapeutischer Ansatzpunkt zur Pravention der
Atherosklerose. Lipoproteine bestehen aus Cholesterinen sowie ihren Estern,
Triglyzeriden (TG), Apolipoproteinen und Phospholipiden. Die wichtigsten Lipoproteine,

nach zunehmender Dichte geordnet, sind very low-density lipoprotein (VLDL),
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intermediate-density lipoprotein (IDL), LDL, Lp(a), und high-density lipoprotein (HDL) (37)
(Abb. 2). Sie sind fur den Transport von wasserunloslichen Lipiden im Plasma
verantwortlich (38).

Nach der Resorption transportieren grof3e Chylomikronen die Lipide und Cholesterine
aus den duodenalen Mukosazellen tber die Lymphe in periphere Gewebe. Zu diesem
Zeitpunkt sind die Chylomikronen hochgradig TG-reich. In den peripheren Geweben
werden die TG durch das Enzym Lipoproteinlipase (LPL) hydrolytisch gespalten, in das
Gewebe aufgenommen und als Energiequelle genutzt. In den Hepatozyten der Leber
werden die Remnants, also die Chylomikronenreste, weiter abgebaut und VLDL
synthetisiert. VLDL sind ebenfalls reich an TG, welche auch durch LPL hydrolysiert
werden. Durch den Austausch der Apolipoproteine mit HDL entstehen IDL, die weiter zu
LDL abgebaut werden. Diese enthalten Apolipoprotein B-100 und sind sehr reich an

Cholesterin, hingegen arm an TG (37).

HDL IDL LDL VLDL

Abbildung 2: Komposition der Lipoproteine basierend auf dem TG- und
Cholesterin-Gehalt und den Apolipoproteinen. Abbildung erstellt mit BioRender.com.

Lipoproteine, insbesondere LDL, mit einem Durchmesser von bis zu 70 nm kénnen das
Endothel der GefalRe passieren, durch Glykierung gefangen werden und die
Atherosklerose initiieren (39). Umso hoher die Konzentration des LDL, desto glinstiger
sind die Bedingungen flr eine Plaque-Bildung. Zahlreiche Studien belegen einen direkten
Zusammenhang der vom Plasma-LDL transportierten Cholesterinmasse (LDL-C) mit

dem Risiko fur kardiovaskulare Erkrankungen (40).
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Familiar bedingte Hypercholesterinamie kann schon im Kindesalter auftreten und
Atherome bilden (41-43). Daher ist zwischen primarer und sekundarer Dyslipidamie zu

unterscheiden.

1.4. Diagnostik

Die familiare Erkrankungshistorie ist bei der Anamnese ein entscheidender Risikofaktor,
der auf eine primare Hyperlipidamie deuten kann. Wichtigste Vertreterin ist die hetero-
oder homozygote familidre Hypercholesterinamie. Aber auch Erkrankungen und
Umstande, die zu einer sekundaren Hyperlipidamie filhren kdnnen, missen bei der
Anamnese bertcksichtigt werden. Hierzu zahlen im Falle der LDL-Hypercholesterindmie
Fehlernahrung, Erkrankungen wie Hypothyreose, eine Schwangerschaft sowie unter
Umstdnden die Einnahme bestimmter Wirkstoffe. Klinisch leicht erkennbar sind die
Xanthomatosen, kutane Lipideinlagerungen. Besonders haufig treten diese als
Xanthelasmen an Augenlidern oder palmar und plantar als Xanthoma tendinosum an
Sehnen und Fingern auf (27).

Die Deutsche Gesellschaft fur Kinderheilkunde und Jugendmedizin empfiehlt ein
Screening auf Dyslipidamien bereits im Vorschulalter, um frihestmoéglich Folgeschaden
limitieren zu koénnen (44). Des Weiteren empfiehlt sich gegebenenfalls eine
Untersuchung auf schon bestehende ASCVD bei erhohter Systemic Coronary Risk
Estimation (SCORE). Dieser trifft eine Aussage Uber die Wahrscheinlichkeit eines
kardiovaskular bedingten Todes in den nachsten zehn Jahren. Hierbei wird die Datenlage
nach Region, Geschlecht, Tabakkonsum, dem systolischen arteriellen Druck und der
Gesamtcholesterinkonzentration im Plasma gewichtet, um das individuelle Risiko zu

prazisieren (27).

1.5. Pravention

Die Grundlage jeder Therapie atherosklerotischer Patient*innen bildet eine Optimierung
des Lebensstils. Entscheidend ist hierbei eine ausgewogene Erndhrung. Dabei sollte der
Fokus nicht nur auf einer Reduktion des aufgenommenen Fettanteils liegen, da dies allein
betrachtet in Studien nicht zu den gewiinschten Besserungen fuhrte. Vielmehr sollte die

Nahrung madglichst arm an geséttigten Fettsauren sowie reich an Vollkornprodukten,
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Frichten, Gemuise und Fisch sein. Diese mediterrane Ernahrungsweise, welche
typischerweise auch reich an Olivendl ist, enthalt ebenso hohe Konzentrationen an
Vitamin E und C sowie Omega-3-Fettsduren (45, 46). Anhaltenden Kontroversen zufolge
steht der evidenzbasierte Langzeiteffekt einer solchen Diat noch zur Disposition.
Allerdings weist insbesondere der Ersatz gesattigter Fettsauren durch mehrfach
ungesattigte Fettsauren sowie ein Verzicht auf Trans-Fette einen deutlichen positiveren
Nutzen auf als eine simple Fettreduktion (47). Im Speziellen senkt dies auch die LDL-C
Plasma-Konzentration im Blut. (48)

Grundlegend positiv wirken sich auch sportliche Aktivitdt und eine Reduktion von
Ubergewicht auf die kardiovaskularen Risikofaktoren aus, diese haben hingegen wenig
direkten Einfluss auf das LDL-C. Hierbei gilt eine Empfehlung von mindestens 30 Minuten
sportlicher Betatigung taglich und einem Body Mass Index zwischen 20 — 25 kg/mz.
Ebenfalls sollten die Patient*innen sowohl auf aktiven als auch passiven Tabakkonsum
verzichten. Eine eventuell bestehende Hypertonie sollte auf unter 140/90 mmHg
eingestellt werden. Bei Komorbiditat eines Diabetes mellitus sollte sich das HbAlc in

einem Korridor unter 7 % befinden.(27)

1.6. Therapie

Die Reduktion des LDL-C ist ein bedeutender Surrogatparameter zur Senkung des
kardiovaskularen Risikos und stellt damit ein zentrales Therapieziel dar (49-51). Hierfur
ist eine Dauertherapie obligat (52). Dabei ist das individuelle Ansprechen auf die
Medikation sehr unterschiedlich. Unter Therapie stehende Patient*innen mit sehr
niedrigen LDL-C Konzentrationen weisen ein deutlich niedrigeres kardiovaskulares
Risiko im Vergleich zu einer lediglich moderaten LDL-C Reduktion auf. Daher profitieren
Patient*innen auf lange Sicht umso mehr, je niedriger die Werte gehalten werden kbnnen
(53).

Wahrend bei Patient*innen mit niedrigem CVD-Risiko ein LDL-C Zielwert von unter
116 mg/dl erwogen werden sollte, liegt dieser bei Patient*innen mit einem moderaten
CVD-Risiko schon bei 100 mg/dl. Zuséatzlich zum Zielwert von 70 mg/dl wird bei einem
hohen CVD-Risiko eine Reduktion von mindestens 50 % des Ausgangswertes

empfohlen. Allerdings sollte bei Patient*innen mit besonders hohem CVD-Risiko die LDL-
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C Plasmakonzentration maximal bei 54 mg/dl liegen und ebenfalls mindestens eine
Reduktion um die Halfte des Ausgangswertes aufweisen. Kommt es innerhalb von zwei
Jahren wiederholt zu kardiovaskuléaren Ereignissen, sollte sogar eine noch potentere
LDL-C Senkung in Betracht gezogen werden (27). Die Zielwerte missen somit individuell
auch auf die sonstigen Risikofaktoren abgestimmt werden. HDL hingegen hat sich in
Studien nicht als ein Therapieziel etablieren kdnnen (54). Das inzwischen obsolete
Verhaltnis von HDL-C und LDL-C und eine Steigerung des HDL-C konnten in Studien mit

Erkrankten das kardiovaskulare Risiko nicht senken (55).

1.6.1. Statine

Statine stellen als Mittel der Wahl mit groRem Abstand die am haufigsten eingesetzte
Klasse der Cholesterinsenker dar (27). Sie sind potente Hemmer der 3-Hydroxy-3-
Methylglutaryl-Coenzym-A (HMG-CoA)-Reduktase, dem regulierenden Enzym der
Cholesterin-Biosynthese. Durch Inhibition dieses Enzyms kann das HMG-CoA nicht mehr
zu Mevalonsaure umgesetzt werden, was zu einem Abfall der Cholesterin-Konzentration
in den Hepatozyten fuhrt (56). Daher exprimieren diese vermehrt LDL-Rezeptoren,
wodurch das zirkulierende LDL-C und andere ApoB-haltige Lipoproteine zunehmend in
die Hepatozyten aufgenommen werden. Folgend sinkt im Blut die Konzentration an LDL-
C um bis zu 116 mg/dl und somit ebenso das Gesamtcholesterin (57). Es kommt
ebenfalls zu einer Absenkung der TG-Konzentration und einem Anstieg der HDL-
Konzentration (58).

Statine sind Monacolin-Analoga des urspringlich aus dem Pilz Aspergillus terreus
isolierten Lovastatin (59). Wahrend Lovastatin und Simvastatin noch Prodrugs darstellten
und in der Leber in ihre aktive Wirkform metabolisiert werden mussten, handelt es sich
bei den Statinen spaterer Generationen um die aktive Hydroxysaure. Die einzelnen
Wirkstoffe dieser Klasse unterscheiden sich nicht mechanistisch, sondern in ihrer
Pharmakokinetik. Sie werden oral verabreicht, weisen aufgrund unterschiedlicher
Lipophilie stark unterschiedliche Bioverfligbarkeiten auf und unterliegen einem
ausgepragten First-Pass-Effekt (60).

Statine weisen zusatzlich sogenannte pleiotrope Effekte auf, wie Vasodilatation durch
eine vermehrte Genexpression der NO-Synthase (61). Des Weiteren konnten ihnen in

Studien antiinflammatorische und plaquestabilisierende Effekte nachgewiesen werden
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(62, 63). Dies fuhrt in der Summe zur Senkung des CVD-Risikos und zementiert den
Status der Statine als First-line Therapeutikum (57).

Dem im Allgemeinen sehr guten Ansprechen auf Statine steht eine grof3e Anzahl von
Patient*innen gegeniber, die eine Statintherapie ablehnen oder auf diese nicht
ansprechen (64, 65). Dies kann an fehlender Compliance seitens der Patient*innen
liegen, aber auch an einer genetischen Préadisposition (66). Aufgrund der wachsenden
medialen Aufmerksamkeit bezlglich der moglichen unerwiinschten
Arzneimittelwirkungen einer  Hochdosis-Statin-Therapie, wie Rhabdomyolyse,
gastrointestinale Stérungen oder ein erhéhtes Risiko fur Hyperglykdmien, wiinschen viele

Patient*innen Therapiealternativen (67).

1.6.2. PCSK9-Inhibitoren

Die neueste Klasse der Cholesterinsenker stellen die der Proprotein Convertase
Subtilisin Kexin Type 9 (PCSK9)-Inhibitoren dar (68). Als monoklonare Antikoérper binden
sie selektivan PCSK9, die den Abbau der hepatozytaren LDL-Rezeptoren einleitet. Somit
steigt die Anzahl der LDL-Rezeptoren, wodurch folgend vermehrt LDL-C in die
Hepatozyten aufgenommen wird. Durch diesen Mechanismus sind LDL-Reduktionen von
Uber 73 % moglich, was sie zu der potentesten Klasse innerhalb der Cholesterinsenker
macht (69).

In Studien zeigen sie auch bei bislang therapieresistenten Patient*innen die gewiinschten
Erfolge (27, 70, 71). Es zeigte sich zusatzlich zur LDL-C-Senkung eine Reduktion der
bestehenden Atherome. Daher sind sie insbesondere fiir Hochrisikopatient*innen und in
der Sekundarpravention eine potente Therapieoption. Die Wirkstoffe weisen ein sehr
sicheres Nebenwirkungsprofil auf Placebo-Niveau auf. Da sie jedoch subkutan injiziert
werden missen, kann es zu Irritationen an der Injektionsstelle kommen. Zudem bestehen
Bedenken hinsichtlich der Wirksamkeit bei der Senkung der Mortalitat, der
Kosteneffektivitat und der langfristigen Sicherheit von extrem niedrigen LDL-
Cholesterinwerten (56, 72). Daher werden sie in der Regel nicht als First-line
Therapeutikum eingesetzt, sondern als Add-on zu Statinen beziehungsweise als
Solotherapie bei Statin-Unvertraglichkeit (58). Als neuester Vertreter hemmt Inclisiran als
doppelstrangige small interfering RNA (siRNA) direkt iber RNA-Interferenz das PCSK9-
Gen und somit die PCSK9-Bildung (73).
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1.6.3. Cholesterol-Resorptionshemmer

Ezetimib hemmt selektiv, als bisher einziger Vertreter der Cholesterol-
Resorptionshemmer, das Protein Niemann-Pick C1-Like 1(NPC1L1), welches fur den
intestinalen Transport von endogenem und exogenem Cholesterin in den Blutkreislauf
zustandig ist (74). Dabei kann durch synergistische Effekte eine bis zu 25-%ige LDL-C
Reduktion zuséatzlich zur Statinwirkung erzielt werden. Ezetimib weist ein sehr sicheres
Profil auf und eignet sich aufgrund dessen und durch den Wirkmechanismus als Add-on
Therapie. Es wird haufig auch als Alternative zu Statinen oder in Kombination zur
bestehenden Therapie mit Fibraten, Statinen oder PCSK9-Inhibitoren eingesetzt (58, 75).

1.6.4. Weitere aktuelle und zukinftige Therapieoptionen

Als weitere Therapieoptionen zur Senkung des CVD-Risikos stehen beispielsweise
Fibrate und lonenaustauscher zur Verfiigung. Diese kommen allerdings aufgrund der
Uberlegenheit anderer Wirkstoffklassen vergleichsweise deutlich seltener zum Einsatz.
So weisen altere Fibrate starke Interaktionen bis hin zur Rhabdomyolyse bei Kombination
mit Statinen auf. Dariber hinaus haben sie geringere Auswirkungen auf die
Plasmacholesterin-Konzentration, senken allerdings die Triglyzerid-Konzentration im
Plasma, Uber Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptoren-a vermittelt, um circa 50 %
(76).

lonenaustauscher hingegen werden nicht resorbiert, weisen aber eine hohe Affinitat zu
Gallensauren auf. Daher binden sie diese und steigern die fakale Eliminierung der
Gallensauren, die in der Leber aus Cholesterin synthetisiert werden, um das bis zu
Zehnfache. Durch einen Feedback-Mechanismus wiederum kompensieren die
Hepatozyten dies mittels vermehrter Exprimierung von LDL-Rezeptoren, sodass die LDL-
C Konzentration im Blut um bis zu 25 % sinkt. Allerdings sind hierfir sehr hohe
Dosierungen notig, die mit belastenden unerwiinschten Wirkungen, wie Obstipation und
Steatorrh0 einhergehen kdnnen (77).

Neue Ansétze zur Senkung des LDL-C sind aufgrund der Bedeutung fir Patient*innen
weltweit in stdndiger Entwicklung. So gibt es, neben vielen Weiteren, Mipomersen als
Antisense-Oligonukleotid zur Blockade der Messenger-RNA fur Apolipoprotein-B-100.

Eine neue vielversprechende Kandidatin ist die Bempedoinsdure als erste neue
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Vertreterin ihrer Klasse. Nach Aktivierung in der Leber hemmt sie die ATP-Zitrat-Lyase
und greift somit ebenso in die Cholesterinsynthese ein (58). Praparate, die entweder
Bempedoinsdure als Monotherapie oder in Kombination mit Ezetimib beinhalten, wurden
vor kurzem fur Patient*innen mit primérer Hypercholesterindmie zugelassen (78). In einer
aktuellen klinischen Studie konnte eine Dreifach-Kombination von Bempedoinsaure,
Ezetimib und Atorvastatin die LDL-C-Werte von Uber 90 % der Patient*innen auf die
empfohlenen Richtwerte reduzieren (79). In einer Phase 3-Studie bewirkte eine
Kombinationstherapie mit Bempedoinsaure und Ezetimib ohne zusatzliche Statine bei
Patient*innen mit Statin-Intoleranz eine signifikante Reduktion der LDL-C-Werte
gegenuber Placebo (80). Eine weitere Phase-3-Studie demonstrierte die Wirksamkeit
einer Bempedoinsaure-Ezetimib-Therapie bei Patient*innen, die bereits eine Statin-
Therapie erhielten (81). Es konnte eine zusatzliche Senkung des LDL-C durch die
Erganzungstherapie erzielt werden. Die Kombination von Bempedoinsaure mit Ezetimib
konnte somit insbesondere fur solche Patient*innen relevant sein, die Statin-intolerant

sind.

1.7. Darmmikrobiom

Der menschliche Korper ist besiedelt durch eine komplexe und dynamische Vielzahl an
Archaeen, Viren, einzelligen Eukaryoten und einen tUberwiegenden Anteil an Bakterien
(82, 83). Die Gesamtheit aller Mikroorganismen die einen Menschen besiedeln
bezeichnet man als Mikrobiota sowie deren Genom als Mikrobiom. Je nach
Besiedlungsort bilden die Organismen beispielsweise das pulmonale, nasale oder
vaginale Mikrobiom. Unter diesen beherbergt das Darmmikrobiom mit Uber hundert
Trillionen Zellen die meisten Vertreter, welche durch ihre jeweilige Zusammensetzung
einen entscheidenden Beitrag zur Funktionalitat des Darmtraktes leisten (83). Daher
haben insbesondere Verschiebungen in der Zusammensetzung der Mikroorganismen
und deren Verhaltnisse immense Auswirkungen auf Funktionen des ganzen Kdrpers. So
spielt das Darmmikrobiom eine entscheidende Rolle bei der Fermentation von schwer
verdaulichen Nahrungsbestandteilen, der Synthese bestimmter Vitamine und der
Regulation der Darmbarriere. Dabei stimulieren sie das Immunsystem und sind an der

Aktivierung von T- und B-Lymphozyten beteiligt. (84)
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Verschiebungen im Darmmikrobiom fihren zu Dysbiosen und daher zu Stérungen dieses
Synergismus. Bei Storungen von diesem kommt es zur Schadigung der Darmbarriere,
was es anderen Mikroorganismen ermdoglicht, sich in dieser Nische vermehrt anzusiedeln
(85). Die Ernahrung der Patient*innen ist ausschlaggebend fur das Ausmal® und die
Vielfalt der Mikroorganismen im Darm. Andert sich diese, verschieben sich die Anteile
der Mikroorganismen. Dasselbe Prinzip ist auch auf eine Beeinflussung durch
Arzneimittel anzuwenden. Wobei zu beachten ist, dass diese Alterationen ebenso
Auswirkungen auf die Arzneimittelwirkung selbst haben kénnen (86).

Diese komplexen Beziehungen stellen ein noch junges, sich rapide entwickelndes
Forschungsgebiet in der Medizin dar, wobei noch viele Zusammenhange geklart werden
mussen. Bisherige Ergebnisse zeigen unter anderem Verbindungen zwischen dem
Darmmikrobiom und neuroinflammatorischen, neurodegenerativen, metabolischen und
gastrointestinalen Erkrankungen (87—90). Im Speziellen untermauern diverse Studien die
Beeinflussung der Atherosklerose durch das Darmmikrobiom (91, 92). So nimmt es
mittels der Metabolite sowohl direkt als auch indirekt Einfluss auf den Energiehaushalt,
die hormonelle Steuerung und die Nahrungszufuhr. Eine entscheidende Rolle spielen
hierbei die kurzkettigen Fettsauren (SCFA), die nach Synthese Uber das Darmepithel
resorbiert werden konnen. Die genauen Mechanismen und zugrundeliegenden
Mikroorganismen beziehungsweise deren Metabolite werden bis heute noch nicht
vollstandig verstanden. Unverdaute Nahrungsbestandteile wie Starke, Ballaststoffe und
komplexe Polysaccharide werden zu SCFA fermentiert. Neben Acetat und Butyrat
entsteht hierbei auch Propionat.

Diese SCFA dienen sowohl als Energielieferanten als auch als Signalmolekiile fir den

menschlichen Kdrper. (84)

1.8. Aktueller Forschungsstand zu Propionat

Eine der Hauptvertreterinnen der SCFA ist die Propionsaure bzw. deren Salz Propionat.
Die Propionsaure ist eine niedere Monokarbonsaure mit 3 Kohlenstoff-Atomen. Sie wird
vorwiegend im Kolon von bestimmten Bakterien-Phyla beim Abbau unverdauter

Kohlenhydrate fermentiert (84). Kalziumpropionat ist in der Européischen Union bereits

24



als Lebensmittelzusatzstoff unter Nummer E 282 zugelassen und wird bislang zur
Konservierung von Backwaren eingesetzt (93).

Versuche mit gnotobiotischen M&usen belegen die Synthese des Propionats durch
Mikrobiota, und ferner die Inhibierung der Histon-Deacetylasen vermittelte
Hochregulierung der regulatorischen T-Zell (Treg) -Bildung durch das Propionat (94). Es
konnte aul3erdem gezeigt werden, dass Fettsauren in Abhéngigkeit von ihrer Kettenlange
die T-Zell-Differenzierung beeinflussen. Unter Gabe von Fettsauren mit mittlerer bis
hoherer Kettenlange in Mausmodellen differenzierten sich die T-Zellen vorwiegend zu
proinflammatorischen Thl- und Thl1l7-Zellen. Wohingegen unter Propionat-Gabe
vermehrt immunregulierende Treg im Dunndarm zu finden waren (95). Weiter wurde
festgestellt, dass Multiple-Sklerose-Patient*innen erniedrigte Propionat-Konzentrationen
im Serum aufweisen. Nach zweiwéchiger Propionat-Gabe konnte sowohl ein Anstieg an
peripheren Treg als auch eine Senkung der peripheren Th17-Zellen festgestellt werden
(96). Al-Lahham et al. testeten die Wirkung von Propionsaure auf das Fettgewebe
adiposer Personen anhand von Fettgewebeexplantaten, die fur 24 Stunden mit
Propionsaure inkubiert wurden (97). Zudem wurden in der Monozyten-Zelllinie THP-1
nach Differenzierung dieser Zellen zu Makrophagen die Auswirkungen einer
Propionsaurebehandlung auf Immunzellen analysiert. Die Behandlung von
Fettgewebeexplantaten  mit  Propionsdure  fuhrte zu  einer  signifikanten
Herunterregulierung von inflammatorischen Zytokinen und Chemokinen, wahrend Gene,
die an anabolen Stoffwechselwegen beteiligt sind, hochreguliert wurden. Im
Zellkulturmodell zeigte sich eine &hnliche verminderte Expression proinflammatorischer
Proteine.

Des Weiteren weist die Propionsaure metabolische Effekte auf. So werden ebenfalls im
Mausmodell positive Effekte auf den Fett- und Zuckerstoffwechsel beschrieben. Durch
Aktivierung des ,Free fatty acid receptor” 2 und 3 vermittelt kommt es vermehrt zur
Ausschittung von Glucagon-like-peptide 1 und Peptid YY, die eine appetitziigelnde
Wirkung haben (98). Auch in der Humanstudie konnte dies bestatigt werden. Weiterhin
konnte bei Langzeitgabe eine Reduktion des abdominalen Fettgewebes und der
Fettablagerungen in der Leber verzeichnet werden (11). Demgegeniber stehen
Ergebnisse einer weiteren kleinen klinischen Studie, die auf die Moglichkeit hindeuten,
dass Propionat postprandial zu Hyperglykdmien fihrt (99). Es wurde postuliert, dass
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Propionat die vermehrte Ausschittung von Noradrenalin fordert. Folgend steigen auch
die Konzentration an Glukagon und Fettssaure-bindendes-Protein 4, was in einer
Hyperinsulinamie resultieren kann. Unter Dauertherapie koénnte sich hierdurch eine
relative Insulinresistenz entwickeln (99).

Weitere Versuche in Mausmodellen zeigen Linderungen in Bezug auf Hypertonie,
Hypertrophie und atherosklerotischen L&sionen durch Modulation der T-
Zelldifferenzierung. Diese untermauern die Bedeutung der Treg fir den
Wirkmechanismus des Propionats (100).

Propionat aktiviert den im Kolon, der Leber, der Skelettmuskulatur und auf Adipozyten
exprimierten G-Protein-gekoppelten Rezeptor (GPR) 41. Dies weist auf einen Einfluss in
den Energiehaushalt des Korpers hin (85). Die Differenzierung von 3T3-L1-Adipozyten
und C2C12-Muskelzellen zeigte eine erhdhte Expression von GPR41 sowohl auf der
MRNA- und Protein-Ebene (101). Die Insulin-stimulierte Glukoseaufnahme in die 3T3-
L1-Zellen wurde durch Propionsaure erhdht, wéahrend dies fur solche Zellen, in denen
GPR41 durch siRNA herunterreguliert war, nicht der Fall war. In C2C12-Zellen wurde nur
die basale, nicht aber die Insulin-stimulierte Glukoseaufnahme durch Propionsaure
erhoht. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass GPR41 die durch Propionsaure
erhéhte Aufnahme von Glukose in Adipozyten vermittelt.

Zusammenfassend weisen sowohl Tierversuchsstudien als auch Studien an humanen
Zellen und Geweben darauf hin, dass Propionsaure sowohl in den Lipid- als auch den
Glukosestoffwechsel eingreift und die Differenzierung und Funktion (z.B. die Zytokin- und

Chemokin-Expression) von Immunzellen modulieren kann.
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1.9. Zielsetzung der Arbeit

Aus der Bedeutung der Hyperlipidamie als Ursache der Atherosklerose lasst sich daher
die Fragestellung der vorliegenden Arbeit ableiten. Es besteht Bedarf an zuséatzlichen
und alternativen Therapien zu den etablierten Wirkstoffklassen wie den Statinen,
insbesondere in der priméren Langzeitpravention bei Patient*innen, die zwar eine nicht-
familiare Hypercholesterinamie haben aber ansonsten ein geringes kardiovaskulares
Risiko, sodass die Bereitschaft einer medikamentdsen Therapie in der Regel bei diesen
Patient*innen gering ist. Hierbei birgt insbesondere der Darmmetabolit Propionat grof3es
Potential. Im Rahmen der vorliegenden Promotionsarbeit wurde eine doppelblinde,
prospektive, randomisierte und Placebo-kontrollierte klinische Studie durchgefihrt. Die
Studie priufte den potenziellen Einfluss der Supplementierung mit der kurzkettigen

Fettsaure Propionat auf die Gesamt- und LDL-C-Konzentration.

Dabei wurden insbesondere folgende Fragestellungen untersucht:

1. Fuhrt eine tagliche Gabe von 1.000 mg Propionat im Vergleich zu Placebo zu einer
signifikanten Senkung der LDL-C-Konzentration im Blut?

2. Wie sicher und effektiv ist eine solche Verabreichung von Propionat?

3. Welche immunologischen Auswirkungen hat die Gabe von Propionat auf die
Leukozyten, und inwiefern sind regulatorische T-Zellen an diesen Auswirkungen
beteiligt?

4. Hat die  Supplementierung von  Propionat einen  Einfluss  auf

Thrombozytenaggregation?
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2. Materialien

2.1. Gerate

Tabelle 1: Geréate

Gerat

Durchflusszytometer Attune NxT

Gefriergerat -80 °C MDF-U72
Gefriergerat -20 °C

Kihlgerat +4 °C

Multiplate Analyzer

Ultraschall Philips iU22
Vitalparameter-Monitor SureSigns VS2+

Personenwaage MPS

Vortexer MS2 Reagenzglasschiittler

Kihlzentrifuge Megafuge 2.0R
Pipetten

2.2. Software

Tabelle 2: Software

Firma (Sitz)

Thermo Fisher Scientific

(Waltham, Massachusetts, USA)
Sanyo (Osaka, Japan)

Bosch (Gerlingen, Deutschland)
Bosch (Gerlingen, Deutschland)
Roche Diagnostics (Basel, Schweiz)
Philips (Amsterdam, Niederlande)
Philips (Amsterdam, Niederlande)
KERN & SOHN GmbH

(Balingen, Deutschland)

IKA Works INC

(Wilmington, North Carolina, USA)
Heraeus Instruments (Hanau, Deutschland)

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

Software Firma (Sitz)

Kaluza 2.1 Beckman Coulter (Brea, Kalifornien, USA)
Microsoft Excel 2019 Microsoft Corp. (Redmond, Washington, USA)
Microsoft Word 2019 Microsoft Corp. (Redmond, Washington, USA)
GraphPad PRISM 8.4.2 GraphPad Software (San Diego, Kalifornien, USA)
Statistical Software R 3.6.17 GNU GPL (General Public License)

REDCap 9.5.25 Vanderbilt University (Nashville, Tennessee, USA)
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2.3. Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3: Verbrauchsmaterialien

Produkt

Durchflusszytometrie-Rohrchen 5 mi

VACUETTE™ Blutentnahme-Set 21G

VACUETTE™ HOLDEX Einweghalter

Steriler Wundverband 5 x 7,2 cm

EDTA-Blutentnahmerdhrchen 6 ml

EDTA-Blutentnahmerdhrchen 3 ml

Serum-Blutentnahmerohrchen 9 ml

Heparin-Blutentnahmeréhrchen 2,5 ml

Citrat-Blutentnahmerdhrchen 3,5 mi

Fluorid-Blutentnahmeréhrchen 2 ml

Hirudin-Blutentnahmerdhrchen 3 ml

BD™ Vacutainer CPT Ficoll

Blutentnahmerdhrchen

Multiplate-Testzellen

KryogefalRe 1,8 ml

Falcon™ Ro6hrchen

Firma (Sitz)

Sarstedt AG & Co. KG
(Numbrecht, Deutschland)
Greiner bio-one
(Kremsmiinster, Osterreich)
Greiner bio-one
(Kremsmiinster, Osterreich)
Fink & Walter GmbH
(Merchweiler, Deutschland)
Greiner bio-one
(Kremsmiinster, Osterreich)
Greiner bio-one
(Kremsmiinster, Osterreich)
Greiner bio-one
(Kremsmiinster, Osterreich)
Greiner bio-one
(Kremsmiuinster, Osterreich)
Greiner bio-one
(Kremsmiuinster, Osterreich)
Greiner bio-one
(Kremsmiinster, Osterreich)
Roche Diagnostics (Basel, Schweiz)
BD (Franklin Lakes, NJ, USA)

Roche Diagnostics (Basel, Schweiz)
Sarstedt AG & Co. KG

(NUimbrecht, Deutschland)

Greiner bio-one

(Kremsmiinster, Osterreich)
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Pipettenspitzen

2.4  Antikorper

Tabelle 4: Antikorper

Marker (Clone)
CD161 (DX12)

CD183
(1C6/CXCR3)
CD196/CCR6
(11A9)
CD4 (RPA-T4)

CD25 (BC96)

CD4 (OKT4)

FOXP3
(236A/E7)

CD45 (HI30)
CD11b (ICRF44)
CD62L (DREG-56)
CD16 (3G8)
CD182/CXCR2
(5E8/CXCR?2)
CD184/CXCR4
(12G5)

CD16 (3G8)
CD14 (HCD14)
HLA-DR (L243)

Label
PE

APC
PerCP-
Cy5.5
FITC
APC
FITC
PE
AF700
PB
PE/Cy7
APC
AF488
PE
APC

FITC
PB

Sarstedt AG & Co. KG
(NUmbrecht, Deutschland)

Host/Isotyp
Mouse C3H

Mouse BALB/c

I9G1, K

Mouse IgG1,

Mouse IgG1,

Mouse IgG1,

Mouse IgG2b, kK

Mouse IgG1,

Mouse IgG1,
Mouse IgG1,
Mouse IgG1,
Mouse IgG1, kK
Mouse IgG1,

Mouse IgG2a, k

Mouse IgG1,

Mouse IgG1, «
Mouse IgG2a, k

Firma (Sitz)

BD

(Franklin Lakes, USA)

BD

(Franklin Lakes, USA)

BD

(Franklin Lakes, USA)

BD

(Franklin Lakes, USA)
Thermo Fisher Scientific Inc.
(Waltham, USA)

Thermo Fisher Scientific Inc.
(Waltham, USA)

Thermo Fisher Scientific Inc.
(Waltham, USA)

Biolegend (San Diego, USA)
Biolegend (San Diego, USA)
Biolegend (San Diego, USA)
Biolegend (San Diego, USA)
Biolegend (San Diego, USA)

Biolegend (San Diego, USA)

Biolegend (San Diego, USA)

Biolegend (San Diego, USA)
Biolegend (San Diego, USA)
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25 Chemikalien

Tabelle 5: Chemikalien

Chemikalie

BD FACS™ Lyselbsung
eBioscience™ Flow Cytometry
Farbepuffer

eBioscience™ Permeabilisierungspuffer

eBioscience™ Puffersatz fir intrazellulare
Fixierung und Permeabilisierung

eBioscience™ UltraComp eBeads

Isotone Kochsalzlésung Miniplasco
connect

ADPtest Reagenz

Prostaglandin E1 Reagenz

TRAPtest Reagenz

Firma (Sitz)

BD (Franklin Lakes, USA)
Thermo Fisher Scientific Inc.
(Waltham, USA)

Thermo Fisher Scientific Inc.
(Waltham, USA)

Thermo Fisher Scientific Inc.
(Waltham, USA)

Thermo Fisher Scientific Inc.
(Waltham, USA)

B. Braun (Melsungen, Deutschland)

Roche Diagnostics (Basel, Schweiz)
Roche Diagnostics (Basel, Schweiz)

Roche Diagnostics (Basel, Schweiz)
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3. Methoden

3.1. Aufbau der klinischen Studie

Es wurde eine prospektive, randomisierte, Placebo-kontrollierte Doppelblindstudie der
Phase 2b durchgefiihrt. Die Studie wurde am 18. Juli 2018 im Verzeichnis klinischer
Studien der National Institutes of Health (clinicaltrails.gov) unter der
Identifikationsnummer NCT03590496 registriert.

Die aktuell geltenden Datenschutzbestimmungen wurden eingehalten und durch ein
Votum der Datenschutzbeauftragten der Charité Universitatsmedizin Berlin am
25. Oktober 2017 (Votum: 507/17/ST3) genehmigt. Ebenso erteilte die zustéandige
Ethikkommission der Charité am 22. August 2017 (Votum: EA4/134/17) fur die PROPER-
LDL Studie ihre Genehmigung.

Die Visiten wurden in der Klinik fir Kardiologie an der Charité - Campus Benjamin
Franklin (CBF) durchgefiihrt. Die Daten wurden mittels Erhebungsbégen (Case Report
Files) sowohl handisch auf Papier (CRF) als auch digital (eCRF) dokumentiert. Zur
digitalen Speicherung und sicheren Ubertragung der Daten wurde das Programm
REDCap verwendet. Blutproben fur die Routine-Labordiagnostik wurden zur Analyse an
die Labor Berlin GmbH gesendet, welche nach DIN EN ISO 15189 akkreditiert ist. Die
Analysen mittels Durchflusszytometrie und Aggregometrie wurden im CBF in den
Laboren der Kardiologie durchgefiihrt, ebenso wie die entsprechende Asservierung der
Blutproben.

Die Rekrutierung und Behandlung der Patient*innen erfolgte von April 2018 bis Juni 2019.
Wahrend des Studienzeitraumes von acht Wochen erhielten die Patient*innen der
Verum-Gruppe taglich zweimal 500 mg Propionat in magensaftresistenten Kapseln. Die
Patient*innen der Placebo-Gruppe erhielten zweimal taglich eine Kapsel mit den
pharmakologisch nicht aktiven Hilfsstoffen Magnesiumstearat (Ligamed MF-2V),
pyrogene Kieselsaure (HDK® N 20 Wacker Pharma) und Trikalziumphosphat (Tri-Cafos
200-7).

Die Herstellung, Verpackung, Beschriftung und Verblindung der Prifpraparate erfolgte,
ebenso wie die Erstellung der Randomisierungsliste, durch einen pharmazeutischen

Lohnhersteller mit der Herstellungserlaubnis nach 813 AMG. Fur die Randomisierung der
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Patient*innen wurde jeweils ein individueller Identifikationscode (CO1 - C62) vergeben.
Uber den gesamten Zeitraum bis zur statistischen Auswertung der Studie wurde die
Verblindung der Patienten*innen und des Studienpersonals zu jedem Zeitpunkt gewahrt.

3.2. Rekrutierung und Eigenschaften der Patient*innen -Gruppen

Es wurden insgesamt 62 Patient*innen in die Studie eingeschlossen. Die Rekrutierung
erfolgte aus dem Patient*innen-Pool der kardiologischen Stationen, der Ambulanz sowie
durch Anwerbung mittels Flyer, Anzeigen im Intranet der Charité und im o6ffentlichen
Nahverkehr der Stadt Berlin.

Die Eignungstberprifung fur die PROPER-LDL Studie erfolgte mithilfe der Systematic
Coronary Risk Estimation (SCORE) der European Society of Cardiology (ESC) (27).
Hierbei wurden Alter, systolischer Blutdruck, Gesamt-Cholesterin sowie der
Raucherstatus gewichtet. Ein niedriges kardiovaskulares Risiko entspricht einem SCORE
von bis zu 1 %, dieser galt als Einschlusskriterium fir die Studie. AuRerdem wurde eine
LDL-Cholesterin-Konzentration von tber 115 mg/dl zum Zeitpunkt der Aufnahme in die
Studie als Einschlusskriterium definiert. Das Alter der Patient*innen wurde auf eine
Altersspanne von 20 bis 70 Jahren begrenzt. Fur die Aufnahme in die Studie mussten die
Patient*innen voll geschaftsfahig sein, um ihre Einwilligung zur Studie schriftlich erklaren
zu kénnen.

Die Patient*innen wurden zudem anhand definierter Ausschlusskriterien fur die Studie
geprift, um eine ethisch und medizinisch vertretbare Teilnahme der Patient*innen
gewahrleisten zu kdnnen sowie die Beeinflussung der Ergebnisse durch externe
Faktoren zu limitieren. Medizinisch nicht vertretbar war der Einschluss von Risiko-
Patient*innen mit einem akutem Koronarsyndrom (ACS) innerhalb der letzten vier
Wochen oder chronisch-systematischer Herzinsuffizienz (NYHA-Grade 11 - V). Ebenso
wurden aufgrund etwaiger Akkumulationseffekte Patient*innen mit chronischer
Niereninsuffizienz und einer glomerularen Filtrationsrate (GFR) unter 45 ml/min sowie mit
chronischen Erkrankungen der Leber ausgeschlossen, da diese die Wirkung der
Testsubstanz sowohl positiv als auch negativ beeinflussen kénnen.

Aus demselben Grund wurden Patient*innen mit hdmatologischen Erkrankungen und

schweren Erkrankungen anderer Organsysteme (Tumore, Infektionen) ausgeschlossen.
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Aus ethischen Grinden wurden keine Schwangeren in die Studie aufgenommen und der
Status regelmallig wahrend der Studie abgefragt. Die gleichzeitige Teilnahme an
anderen klinischen Studien war ebenfalls ein Ausschlusskriterium.

Des Weiteren durften die Patient*innen aktuell keine cholesterinsenkende Medikation
einnehmen, beziehungsweise mussten sie diese bei Statin-Unvertraglichkeit seit

mindestens acht Wochen abgesetzt haben.

3.3. Ablauf der klinischen Studie

Die Patient*innen wurden nach dem Einschluss in die Studie Uber einen Zeitraum von
acht Wochen behandelt, wobei sowohl nach einer Woche eine telefonische
Zwischenabfrage erfolgte als auch nach vier, beziehungsweise acht Wochen die
Zwischen- und Abschlussvisiten folgten. Wie in Tabelle 6 aufgefiihrt, wurden zu den
jeweiligen Terminen diverse Parameter bestimmt und dokumentiert. Die Proband*innen

wurden zu festen Terminen entsprechend des Protokolls einbestellt.

Tabelle 6: Studienablauf

Abfrage/ Visite 1 Telefonische Visite 2 | Visite 3
Untersuchung (Einschluss) | Zwischenabfrage (Abschluss)
Zeitpunkt in Tagen (£2) 0 7 28 56
Demografie X

Medizinische X

Vorgeschichte

Schwangerschaft X X X
Stuhlgang X X X
Echokardiografie X

Korperliche X

Untersuchung

Vitalzeichen X X X

X
X
X

Blutuntersuchung

Stuhlprobe X X
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Begleitmedikation X X X

Unerwiinschte X X X

Ereignisse

Ein- und X
Ausschlusskriterien

Dispensierung der X X
Medikation

Ruckgabe der X X
Medikation

Thrombozytenaggrega- X X X

tionsdiagnostik

Durchflusszytometrische X X

Analyse

Wahrend jeder Visite wurden die Patient*innen auf einer geeichten Stationswaage
gewogen und der Blutdruck und Puls mittels Oberarmmessung doppelt im Abstand von
zwei Minuten Uberprift. AnschlieBend wurde der aktuelle Zustand abgefragt, sowie
gegebenenfalls Stuhlproben entgegengenommen und bei -80 °C gesichert. Die Ausgabe
der Studienmedikation erfolgte mit dem Hinweis auf die magensaftresistente
Formulierung der Kapsel, um ein Offnen der Kapsel durch die Patient*innen zu
verhindern. Die alte Studienmedikation wurde zurickgenommen und ein ,Drug-Count”
durchgefiihrt, um die Compliance der Patient*innen zu monitoren.

Fur die folgende Blutentnahme mussten die Patient*innen seit mindestens acht Stunden
nichtern sein und ebenso auf koffein- oder nikotinhaltige Genussmittel verzichtet haben.
Die venose Blutentnahme im Sitzen oder Liegen erfolgte in der Regel aus den Venen der
Ellenbeuge. Hierbei wurde jeweils Serum, EDTA-Blut, Citrat-Blut, Hirudin-Blut, Lithium-
Heparin-Blut sowie Fluorid-Blut in entsprechenden Réhrchen gesammelt. Abschliel3end
wurden etwaige offene Fragen im Gespréach mit den Patient*innen erortert.

Fur Standardanalysen wurde das entsprechende Material an die Labor Berlin GmbH
gesendet. Das Material fur die experimentellen Untersuchungen (Durchflusszytometrie

und Aggregometrie) wurde entsprechend der Protokolle verarbeitet. Ebenso wurden fir
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spatere Analysen diverse Aliquote nach klimatisierter Zentrifugation fr zehn Minuten bei
1.500 rpm bei -80 °C gesichert.

3.4. Durchflusszytometrische Bestimmung

Fur die immunologische Analyse der Proben erfolgte eine antikorpermarkierte Messung
per Attune NXT Durchflusszytometer. Hierflir wurde das gevortexte EDTA-Vollblut direkt
nach der Blutentnahme fir die Antikdrper-Farbung verwendet. Dabei wurden etwa eine
Million Zellen pro Farbung kalkuliert. Wahrend der gesamten Prozedur erfolgten alle
Inkubationen unter Ausschluss von Licht.

3.4.1. Markierung von Th1/17-Zellen und Monozyten

Auf den Boden des FACS-RoOhrchens wurden 5 pL der entsprechenden Fluorochrom-
markierten Antikérper fur die jeweilige Zellfarbung vorgelegt.

Fur die Thl- und Th1l7-Zellen wurden Antikérper gegen CD4 (FITC; RPA-T4), CD161
(PE, DX12), CCR6 (PerCP-Cy5.5, 11A9) und CD183 (APC, 1C6/CXCR3) verwendet, fur
die Monozyten Antikorper gegen CD16 (APC), CD14 (FITC) und HLA-DR (PB). Nach
Zugabe von 100 pL EDTA-Vollblut erfolgte die Homogenisierung mittels Vortexer. Um die
Antikdrper-Bindung zu gewahrleisten, wurden die Proben fir 20 Minuten im Dunkeln bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach erfolgte die Erythrozyten-Lyse fur sieben Minuten
unter Zugabe von 2ml BD FACS™ Lysing Solution. Das Rohrchen wurde erneut
gevortext, um eine gleichméafRige Verteilung innerhalb der Suspension zu gewahrleisten.
Die Phase mit den lysierten Erythrozyten wurde durch Zentrifugation bei 500 g und 4 °C
separiert und dekantiert. Von diesem Zeitpunkt an wurde mit den Proben auf Eis
gearbeitet, um eine ausreichende Temperierung und damit Stabilitdt der Antikorper-
Antigen-Fluorochrom-Bindung zu gewabhrleisten. Die Probe wurde zweimal mit 2 ml
eBioscience™ Flow Cytometry Farbepuffer gewaschen und durch Zentrifugation unter
gleichen Bedingungen aufgereinigt, wobei die Pellets am Grund des Roéhrchens vor dem
Waschen mit einer Pipette resuspendiert wurden. AbschlieRend wurde das Pellet mit
500 pL Flow Cytometry Farbepuffer resuspendiert und vor der Messung gevortext.
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3.4.2. Markierung der regulatorischen T-Zellen

Auf den Boden des FACS-R6hrchens wurden jeweils 5 pL der Fluorochrom-markierten
Antikérper gegen CD4 (FITC, OKT-4) und CD25 (APC, BC96) vorgelegt.

Nach Zugabe von 100 puL EDTA-Vollblut erfolgte die Homogenisierung mittels Vortexer.
Die Proben wurden im Dunkeln und bei Raumtemperatur 20 Minuten lang inkubiert, um
die Antikorper-Bindung zu gewahrleisten. Die Erythrozyten wurden durch Zugabe von
2ml BD FACS™ Lysing Solution fur sieben Minuten lysiert. Das Rohrchen wurde
gevortext, um eine gleichméafige Verteilung innerhalb der Suspension zu gewahrleisten.
Die Phase mit den lysierten Erythrozyten wurde durch Zentrifugation bei 500 g und 4 °C
separiert und dekantiert. Um eine ausreichende Kihlung und Stabilitat der Antikorper-
Antigen-Fluorochrom-Bindung zu gewéahrleisten, wurde auch hier ab diesem Zeitpunkt
mit den Proben auf Eis gearbeitet. Zur intrazellularen Farbung der regulatorischen T-
Zellen, wurden die Zellen mittels vernetzter Proteine fixiert und die Zellmembran
permeabilisiert. Dieser Prozess wird durch eine dreiBigminitige Inkubation mit
eBioscience™ Puffersatz fur intrazellulare Fixierung und Permeabilisierung
gewabhrleistet. Dem  Waschen und  Zentrifugieren mit  eBioscience™
Permeabilisierungspuffer schloss sich der Anfarbeschritt mit 5 puL anti-FoxP3-Antikorper
im Permeabilisierungspuffer an. Die Inkubationszeit betrug mindestens eine Stunde.
Anschlielend wurde die Probe zweimal mit Permeabilisierungspuffer gewaschen,
zentrifugiert und dekantiert. AbschlieRend folgte die Resuspension des Pellets in 500 pL

Flow Cytometry Staining Buffer. Vor der Messung wurden die Proben gevortext.

3.4.3. Messung und Auswertung der Daten

Wahrend der Lagerung und Messung wurden die Proben vor Licht geschuitzt und gekuhlt.
Die Messungen mit vier Lasern und 14 mdglichen Farben erfolgten mit dem Attune NxT
(Thermo Fisher). Hierbei wurden alle Ereignisse in 200 uL Probe bei einer
Geschwindigkeit von 100 pL/min detektiert. Fir die Kompensation der einzelnen
Farbungen wurden Kompensationsbeads genutzt. Die Auswertung erfolgte mithilfe des
Programms Kaluza in der Version 2.1 (Beckman Coulter).

Fur die prozentuale Auswertung der regulatorischen T-Zellen wurden die Lymphozyten

durch ein erstes Gate eingegrenzt. Danach wurden die Foxp3- und CD25-positiven Zellen
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der CD4-positiven Population dargestellt. Die Gating-Strategie der regulatorischen T-
Zellen ist in Abb. 3 dargestellt.
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Abbildung 3: Gating-Strategie der regulatorische T-Zellen

Die weiteren T-Zellen wurden ebenfalls mittels CD4-positiven Zellen der Lymphozyten

gefiltert, um dann die CD161-positiven Zellen nach Th1l- und Th17-Zellen mittels CD183-
Marker zu differenzieren (Abb. 4)
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Abbildung 4: Gating-Strategie fur Th1l- und Th17-Zellen

Die HLA-positiven Subpopulationen der Monozyten wurden durch CD16 und CD14 in die

drei Unterklassen non-classical, intermediate und classical unterschieden (Abb. 5).
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Abbildung 5: Gating-Strategie fir Monozyten

3.5. Thrombozytenaggregationsdiagnostik

Zur Ermittlung des Einflusses von Propionat auf die Thrombozytenfunktion wurde das
Verfahren der Impedanzaggregometrie aus Vollblut angewandt. Diese Messung erlaubt
anhand steigender elektrischer Widerstande Rickschlisse auf die Blutgerinnung (102).
Als Analysengerat diente das Multiplate-System von Roche Diagnostics. Um eine
Aktivierung der Thrombozyten-Gerinnung nach Blutentnahme zu verhindern, wurden
Entnahmerdhrchen mit Hirudinzusatz verwendet und darauf geachtet, die Scherkréfte
maoglichst gering zu halten.

3.5.1. Impedanzaggregometrie mittels Multiplate-Systems
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300 pL Hirudin-Vollblut und 300 pL 0,9%ige Kochsalzldsung wurden in eine Einweg-
Testzelle mit zwei Elektroden vorgelegt, deren Sensoren aus silberbeschichtetem Kupfer
bestanden. Die Homogenisierung der Substrate wurde durch einen integrierten
Magnetriihrer gewahrleistet. Auf der metallischen Oberflache lagern sich hierbei
Proteine, wie zum Beispiel Fibrinogen, an. Es folgte eine dreiminltige Inkubationszeit,
nach der die entsprechenden Thrombozytenaktivatoren hinzugegeben wurden. Ab
diesem Zeitpunkt erfolgt die Aufzeichnung der Thrombozytenaggregation an den

Elektroden durch Messung der Impedanz, also dem Wechselstromwiderstand.
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Abbildung 6: Beispiel der Impedanzmessung mittels Multiplate-
System
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Durch Zugabe der Reagenzien werden die athrombogenen Thrombozyten stimuliert und
die Rezeptoren Gp lIb/llla rekrutiert. Mithilfe dieser Rezeptoren haften die Thrombozyten
an der Sensorenoberflache an und sorgen hierdurch fur einen zunehmenden Widerstand
zur angelegten Wechselspannung. Dieser wird parallel fir beide Sensoren aufgezeichnet
und als ,Area Under the Curve“ (AUC) ausgegeben (Abb. 6)

Die AUC ist hierbei sowohl von den Faktoren der Geschwindigkeit als auch der maximal
erreichten Aggregation abhangig. Je hoher die Impedanz ist, desto starker ist die
Anlagerung der aktivierten Thrombozyten an die Sensorenoberflache proportional zur
Gerinnung (103, 104).

3.5.2. Spezielle Testverfahren

In einem speziellen Testverfahren wurde als Reagenz Adenosindiphosphat zugegeben,
das die Thrombozyten Uber die ADP-Rezeptoren P2Y12 und P2Y1 aktiviert. In einem
zweiten Verfahren wurde zuséatzlich der physiologische Inhibitor dieses Reaktionsweges
Prostaglandin E1 hinzugegeben, um die Sensitivitdt zu erhdohen. Dies ermdglicht die
Detektion schwacherer antagonistischer Effekte auf den ADP-Rezeptor. Im dritten
Testverfahren wurde das Thrombin Receptor Activating Peptide-6 (TRAP) verwendet,
welches an den Thrombin-Rezeptor bindet und zu einer potenten Aktivierung und damit
Rekruitierung des Gp lib/llla fuhrt.

3.6. Statistik

Die geschétzte durchschnittliche Senkung des LDL-Cholesterins tiber 8 Wochen basiert
auf einer friheren Pilotstudie mit 22 Patient*innen, bei der eine Senkung von 16,9 mg/dl
bei Patient*innen beobachtet wurde, die zweimal taglich mit 500 mg/dl Propionat
behandelt wurden (96). Um in einem zweiseitigen t-Test mit einem Typ-I-Fehlerniveau
von 0,05 und einer Power von 80% eine mittlere Reduktion von mindestens 15 mg/dl
nachzuweisen, werden 28 Patient*innen pro Gruppe benotigt. Unter der Annahme einer
Drop-out-Rate von 10 % wurde eine Stichprobengréf3e von 62 Patient*innen geschétzt.
Alle Patient*innen, die randomisiert wurden und entweder zur zweiten oder dritten Visite

erschienen, wurden in die statistische Auswertung mit einbezogen.
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Als primarer Endpunkt wurde die Anderung des LDL-C im Blut definiert. Alle priméaren
und sekundaren Endpunkte wurden durch Subtraktion der Messwerte von Visite 1 von
der Visite 3 berechnet.

Fehlende Werte wurden flur jede Visite multipel imputiert, mithilfe des R-Pakets mice
(105) . Dabei basierte die Imputation auf den jeweiligen Werten des Endpunktes bei den
Visiten, der Gruppenzugehdrigkeit, sowie den demografischen Charakteristiken
Geschlecht, Alter, Gro3e, Gewicht, Diabetes-Status und Raucher-Status. Des Weiteren
wurden die Therapietreue sowie die weiteren Endpunkte des*der jeweiligen Patient*in in
die Berechnung mit einbezogen. Um die Hypothese der Wirksamkeit der taglichen
Einnahme von 1000 mg Propionat Uber einen Zeitraum von acht Wochen auf den
primaren Endpunkt der Senkung des LDL-C zu untersuchen, wurde eine
messwiederholte Kovarianzanalyse (ANCOVA) berechnet. Als unabhéngige Variable
wurde die Gruppenzugehoérigkeit (Propionat, Placebo) gewahlt, welche an ihren
jeweiligen Ausgangswerten bei Visite 1 adjustiert wurde. Als Indikator fur die Wirksamkeit
von Propionat wurden hierbei die jeweiligen Messwerte von Visite 3 abziglich des
Messwertes der Visite 1 gewahlt. Als Kriterium der Signifikanz wurde fur alle Analysen
ein Signifikanzniveau von 5 % angenommen.

Aul3erdem basiert eine weitere Analyse auf dem Eliminierungsverfahren (Complete case
vs. available case-Analyse), sodass lediglich Patient*innen bertcksichtigt wurden, die
sowohl bei Visite 1 und 3 erschienen sind. Als drittes erfolgte eine Analyse anhand einer
multiplen Imputation getrennt fur die beiden Gruppen. Diese zwei letztgenannten
statistischen Analysen wurden lediglich beim prim&ren Endpunkt der Studie durchgefihrt
und dienen als Sensitivitdtsanalysen fur dessen primare Analyse.

Als Sicherheitsparameter wurden vorab unerwinschte Ereignisse (AE) sowie das
Uberschreiten der GOT- und GPT-Grenzwerte definiert. Um zu tberprifen, ob es einen
Zusammenhang zwischen der Gruppenzugehorigkeit (Placebo oder Propionat) und dem
Auftreten von AE (ja oder nein) gibt, wurde eine binar logistische Regression berechnet.
Die Grenzwerte liegen fur die GPT bei < 41 U/L bei Mannern und < 31 U/L bei Frauen,
sowie fur GOT < 50 U/L bei Mannern und < 35 U/L bei Frauen. Weiterhin wurde ein
moglicher Zusammenhang zwischen der Gruppenzugehoérigkeit (Placebo oder
Propionat) und dem Uberschreiten der Grenzwerte (ja oder nein) mittels binar logistischer
Regression Uberpruft.
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Die Dokumentation und Verwaltung der Daten erfolgte mithilfe des online basierten
Datenmanagementsystems RedCap. Die statistische Analyse erfolgte ebenfalls
verblindet und fand in Kooperation mit dem Institut fur Biometrie und Kklinische
Epidemiologie der Charité Berlin statt. Flr die Analyse der Daten und Generierung der
Grafiken wurden die Softwareprogramme R (105, 106) und Microsoft Excel 2019

verwendet.
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4. Ergebnisse
4.1. Verteilung und Eigenschaften der Patient*innengruppen

Die Stichprobenumfangsplanung fir den primaren Endpunkt der LDL-C Senkung ergab
einen Stichprobenumfang von 62 Proband*innen, um eine ausreichende Teststarke zu
gewahrleisten. Von den 79 Freiwilligen, die sich tGber den gesamten Zeitraum fir die
Studie meldeten, erwiesen sich nach Anwendung der Ein- und Ausschlusskriterien 17 als

nicht geeignet oder lehnten nach Aufklarung eine Teilnahme an der Studie ab (siehe Abb.
7).

Einschluss

Auf Eignung Gberpriift (N= 73)

Von Teilnahme ausgeschlossen (n=17)
+ erflllte Einschlusskriterien nicht (n= 3)
+ Patient®in lehnte Teilnahme ab (n=7)
+ sonstige Griinde (n=T7)

v

Randomisiert (N= 62)

I

¥ { Zuordnung | Y
Zuordnung zur Placebo-Gruppe (n= 31) ‘JZuordnung zur Verum-Gruppe (n= 31)
+ hat zugeordnete Intervention erhalten + hat zugeordnete Intervention erhalten
(n=31) (n=31)
+ hat keine zugeordnete Intervention erhalten + hat keine zugeordnete Intervention erhalten
(n=10) (n=10)
v ( Folgevisiten 1 ¥
S J

Fehlende Folgevisite (n= 0) Fehlende Folgevisite (Patient®in war nicht

mehr erreichbar) (n=2)
Patient®in hat die Intervention unterbrochen

(n=2) Patient™in hat die Intervention unterbrochen

(n=0)

Abbildung 7: Auswahl, Zuordnung und Teilnahme an Folgevisiten des
Proband*innen-Kollektivs
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Die 31 jeweils randomisiert zugeordneten Proband*innen erhielten alle die
gruppenzugehdrige Intervention. Lediglich 6,45 % der Verum-Gruppe erschienen nicht
zur Abschlussvisite, wahrend dies ebenfalls auf 6,45 % der Placebo-Gruppe zutraf.

Die Verteilung der demografischen Faktoren stellt sich gleichermal3en in beiden Gruppen
dar (Tabelle 7). Bei der Geschlechterverteilung zeigten sich Unterschiede mit 72,58 %
weiblichen Probandinnen und 27,42 % mannlichen Probanden. GrofRere Unterschiede
fanden sich lediglich bei dem aktuellen Raucherstatus. Hier waren 54,8 % der Verum-
Gruppe aktive Raucher*innen, wahrend nur 38,71 % der Placebo-Gruppe dies

angegeben haben.

Tabelle 7: Deskriptive Statistiken der Proband*innen-Gruppen Fir die Variablen
Geschlecht, Diabetiker*in und Raucher*in sind absolute Haufigkeiten angegeben. Fir alle
weiteren Parameter wurden der Median und der Interquartilsabstand (IQR) berechnet.

Diese Daten wurden zum Zeitpunkt der ersten Visite innerhalb der Anamnese erhoben.

Placebo-Gruppe Verum-Gruppe Gesamt
Geschlecht
- weiblich 23 22 45
- mannlich 8 9 17
Alter [a] 54 53 53,5
Median (IQR) (43,5 - 59) (39 - 58,5) (42 - 59)
KorpergroRe [cm] | 167 172 170
Median (IQR) (164 - 176) (167,5 - 177,5) (165 - 177)
Korpergewicht [kg] | 74 78 75,2
Median (IQR) (69,3 - 82,3) (72 - 89,7) (70 - 88,5)
Gesamtcholesterin | 255 251 2545
Baseline [mg/dl] (230 - 289,5) (221 - 273,5) (225,2 - 286,8)
Median (IQR)
LDL-Cholesterin 185,00 183 184
Baseline [mg/dl] (155 - 205,5) (155 - 203) (155 - 204,8)
Median (IQR)
Diabetiker*in 0 1 1
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Raucher*in 12 17 29

4.2.  Priméarer Endpunkt LDL Cholesterin

Placebo Propionat

0|||Ill---.q““||||||
230 4 I

Mittelwertsdiffenrenz = 1,6 (SD = 24,8) ‘

“ Ill 111

Mittelwertsdiffenrenz = -15,9
(SD=19,2)

LDL-Cholesterin Differenz zu Baseline [mg/dI]

-604
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Abbildung 8: Wasserfalldiagramm der LDL-C Differenzen der Proband*innen von
der ersten Visite zur dritten Visite. Hierflr wurden grafisch nur Falle aufgetragen, die
alle relevanten Erhebungszeitpunkte absolvierten, d. h. zu beiden Visiten prasent waren.
Die eingezeichneten Mittelwerte der Differenzen (Mean Difference) wurden mittels
multipler Imputation berechnet. (107)

Der Mittelwert der LDL-C Senkung (Abb. 8) im Blut betrug nach achtwéchiger Therapie
in der Verum-Gruppe - 15,90 mg/dl (SD = 19,21), in der Placebo-Gruppe lediglich
- 1,59 mg/dl (SD = 24,77). Die messwiederholte ANCOVA fiur Placebo und Propionat
ergab unter Berlicksichtigung der Baseline bei einem angenommenen Fehlerniveau von
0,5 einen signifikanten Unterschied des LDL-C fir die Propionat-Gruppe gegenuber der
Placebo-Gruppe von - 14,32 mg/dl (p = 0,016; 95 % CI = - 25,81, - 2,83) (Abb. 9). Dies
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bedeutet, dass die achtwdchige Substitution mit taglich 1000 mg Propionat einen

positiven Einfluss auf die LDL-C Konzentration gegenuber der Vergleichsgruppe austubte.
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Abbildung 9: Unterschiede von LDL-C im Blut zum Zeitpunkt der ersten und dritten
Visite, aufgetragen fur die Proband*innen der Propionat- und Placebo-Gruppen.
Dargestellt ist der Verlauf der Datenpunkte der einzelnen Proband*innen als Boxplot-
Diagramm mit Median. Die Berechnung der messwiederholten ANCOVA ergab einen
statistisch signifikanten Unterschied des LDL-C nach achtwochiger Einnahme von
Propionat oder Placebo. (107)

Als erste Sensitivitdtsanalyse wurde eine ANCOVA ohne multiple Imputation auf Basis
der kompletten Studienteilnahme durchgefiihrt. Es ergab sich eine signifikante LDL-
Cholesterinsenkung um - 14,92 mg/dl (p = 0,009; 95 % CI = - 25,00; - 3,83). Als zweite
Sensitivitatsanalyse wurde eine multiple Imputation innerhalb der Behandlungsgruppen
anstelle des gesamten Patient*innenkollektivs durchgefuihrt. Hierflr wurde ebenfalls eine
signifikante LDL-Cholesterinsenkung um - 14,94 mg/dl (p = 0,013; 95 % CI = - 26,52;
- 3,36) berechnet.
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ITT: Multiple Imputation - PA b | 1432 (25.81;-2.83)

Sensitivitatsanalyse A - & : -14.92 (-26.00;-3.83)

Sensitivititsanalyse B ® b | 1494 (26.52;-3.35)
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Gemittelte Differenz (Cl 95%)

Abbildung 10: Ergebnisse der Analysen des primaren Endpunktes nach
achtwaochiger Therapie mit Propionat im Vergleich zu Placebo. Dargestellt ist der
Mittelwert der LDL-Cholesterinsenkung innerhalb des Konfidenzintervalls von 95 %. Die
obere Linie reprasentiert die regulare ITT-Analyse des primaren Endpunktes. Fehlende
Werte wurden mittels multipler Imputation auf Grundlage aller Datenséatze errechnet. Fur
die Sensitivitdtsanalyse A wurden nur Proband*innen einbezogen, die sowohl zur ersten
als auch zur dritten Visite prasent waren. Daher erfolgte keine multiple Imputation. Fur
die Sensitivitatsanalyse B wurden alle randomisierten Proband*innen mit einbezogen.
Fehlende Werte wurden mittels multipler Imputation innerhalb der Gruppen errechnet.
(107)

Wie in Abbildung 10 dargestellt, liegen die jeweiligen Endpunkte und die
Wahrscheinlichkeitswerte der Sensitivitatsanalysen sehr nah beieinander. Daher
zeichnen sich die Analysen des primaren Endpunktes durch eine hohe Robustheit bei der
Berechnung der fehlenden Datenpunkte aus.

Bei der Betrachtung der Subgruppen nach Geschlecht der Teilnehmenden ergab sich in
der Berechnung der entsprechenden ANCOVA eine signifikante LDL-
Cholesterinsenkung von - 15,75 mg/dl (p = 0,048; 95 % CI = - 31,31, - 0,18) fir mannliche
Probanden. Hingegen zeigte sich bei den Probandinnen weiblichen Geschlechts eine
LDL-Cholesterinsenkung um - 12,364 mg/dl (p = 0,087; 95 % CI = - 26,61; 1,89).
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4.3. \Weitere Cholesterinwerte
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Abbildung 11: Verlauf der Konzentration an Gesamtcholesterin im Blut nach
Behandlungsarmen zum Zeitpunkt der ersten und dritten Visite im Boxplot-
Diagramm mit Median. Die messwiederholte ANCOVA ergab einen signifikanten
Unterschied des Gesamtcholesterins im Blut von Proband*innen, die mit Propionat

behandelt wurden im Vergleich zur Kontrollgruppe. (107)

Der Mittelwert der Gesamtcholesterin-Senkung (Abb. 11) im Blut betrug nach
achtwochiger Therapie in der Verum-Gruppe - 19,55 mg/dl (SD = 24,57) in der Placebo-
Gruppe lediglich - 5,28 mg/dl (SD = 27,17). Bei einem angenommenen Fehlerniveau von
0,5 zeigt die ANCOVA einen signifikanten Unterschied in der Therapie mit 1000 mg
Propionat und Placebo (- 16,68 mg/dl (p = 0,014; 95 % CI = - 29,85; - 3,50). Dies zeigt
eine Uberlegene Gesamtcholesterin-Senkung der Propionat-Therapie gegenuber der
Kontrollgruppe.

Dem gegenuber steht eine statistisch nicht signifikante Verdnderung des HDL-
Cholesterins (Abb.12). Wahrend in der Placebo-Gruppe das HDL-Cholesterin im Blut um
- 4,69 mg/dl (SD = 8,00) abnahm, zeigte sich lediglich eine Reduktion um - 0,66 mg/dI
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(SD = 5,85) in der Propionat-Gruppe. Der Anstieg von 3,21 mg/dl weist bei einem
angenommenen Fehlerniveau von 0,5 keine Signifikanz auf (p = 0,078; 95 % Cl =- 0,38;
6,80). Dies weist darauf hin, dass eine Behandlung mit Propionat in der Verum-Gruppe
zu keiner relevanten Veradnderung des HDL-Cholesterins im Blut im Vergleich zur

Kontrollgruppe fuhrt.
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Abbildung 12: Verlauf des HDL-C-Konzentration im Blut nach Behandlungsarmen
zum Zeitpunkt der ersten und dritten Visite. Dargestellt als Boxplot-Diagramm mit
Median. Im Vergleich der Gruppen zeigte sich bei Berechnung der messwiederholten
ANCOVA kein statistisch bedeutsamer Unterschied von HDL-C im Blut von

Proband*innen, die Uber acht Wochen mit Propionat behandelt wurden. (107)

Durch Messung der Konzentration der Triglyzeride im Blut konnte kein inferenzstatistisch
bedeutsamer Effekt durch die Propionat-Therapie erzielt werden (Abb. 13 A). Deskriptiv
wurde eine Senkung von - 2,56 mg/dl (p = 0,794; 95 % CI = - 22,06; 16,94) beobachtet.
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Abbildung 13: Ergebnisse des erweiterten Lipidprofils aus Vollblut als Boxplot-
Diagramm mit Median. A Verlauf der Konzentration an Triglyzeriden im Blut nach
Behandlungsarmen zum Zeitpunkt der ersten und dritten Visite. Im Gruppenvergleich
zeigte sich bei Berechnung der messwiederholten ANCOVA kein signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen. B Verlauf der Konzentration an Apolipoprotein Al
im Blut nach Behandlungsarmen zum Zeitpunkt der ersten und dritten Visite. Im
Gruppenvergleich zeigte sich bei Berechnung der messwiederholten ANCOVA kein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen. C Verlauf der Konzentration an
Apolipoprotein B im Blut nach Behandlungsarmen zum Zeitpunkt der ersten und dritten
Visite. Im Gruppenvergleich zeigte sich bei Berechnung der messwiederholten ANCOVA
kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen. D Verlauf der Konzentration an
Lipoprotein (a) im Blut nach Behandlungsarmen zum Zeitpunkt der ersten und dritten
Visite. Im Gruppenvergleich zeigte sich bei Berechnung der messwiederholten ANCOVA
kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen. (107)
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Auch die deskriptiv betrachtete Steigerung der Konzentration von Apolipoprotein A1 um
0,09¢g/L (p = 0,078; 95 % CI = -0,01; 0,18) (Abb. 13 B) und die Senkung von
Apolipoprotein B um - 0,03 g/l (p = 0,402; 95 % CI = - 0,10; 0,034) (Abb. 13 C) im Blut
wies interferenzstatistisch keine Signifikanz auf. Das impliziert, dass die Gabe von
Propionat zu keiner Anderung der Apolipoproteine Al und B fiihrt.

Die Konzentraion von Lp(a) zeigt einen beobachteten Anstieg von 6,537 nmol/L in der
Verum-Gruppe gegeniber Placebo-Behandlung (Abb. 13 D). Dieser Effekt weist mit
einem angenommenen Fehlerniveau von 0,5 keine Signifikanz auf (p = 0,300; 95 % CI =
- 5,98; 19,06). Daher deutet dies darauf hin, dass eine Propionat-Substitution unter den
gewahlten Studienbedingungen keine Wirkung auf die Konzentration von Lp(a) hat.
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4.4. Durchflusszytometrie
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Abbildung 14: Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse der FOXP3-
positiven Treg aus EDTA-Vollblut nach Behandlungsarmen zum Zeitpunkt der
ersten und dritten Visite, dargestellt als Boxplot-Diagramm. Aufgetragen ist der
Verlauf der Daten der einzelnen Proband*innen als prozentualer Anteil der CD25+ Zellen.
Die messwiederholte ANCOVA ergab einen signifikanten Effekt fir den Anstieg der Treg-
Population in der Verum-Gruppe. (107)

Wahrend in der Placebo-Gruppe der Median von 9,7 % auf 8,9 % fiel, stieg dieser unter
Einnahme von Propionat von 9,1 % auf 10,1 %. Die Analyse mittels messwiederholter
ANCOVA der durchflusszytometrischen Untersuchung des antikbrpermarkierten EDTA-
Vollblutes (Abb. 14) ergab einen fir den Ausgangswert korrigierten Anstieg der

FOXP3+CD25+-Zellen um 2,192 % (p = 0,003; 95 % Cl = 0,77; 3,62). Dieser signifikante
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Effekt zeigt eine vermehrte Bildung von Treg unter taglicher Gabe von 1000 mg Propionat

Uuber acht Wochen.

PU NI

| Start | |SWnchen | Start | |BWnchen 104 | Start | |BWocnen | Start |SWnchen|

w
o

Thi-Zellen [%]
Th17-Zellen [%)]

[
o

Placebo Placebo Propionat Propionat Placebo Placebo Propionat Propionat

Abbildung 15: Verlauf von erster zu dritter Visite der durchflusszytometrischen
Ergebnisse. Die Daten der Proband*innen wurden als Boxplot-Diagramm mit Median
aufgetragen. A Zeigt die Ergebnisse der Thl-Zell-Markierung als prozentualer Anteil der
CCR6+CXCR3+-Zellen von den CD161+CD4+-Zellen. Im Gruppenvergleich zeigte sich
bei Berechnung der messwiederholten ANCOVA kein signifikanter Unterschied zwischen
den Gruppen. B Zeigt sind die Ergebnisse der Th17-Zell-Markierung. Dargestellt ist der
prozentuale Anteil der CCR6+CXCR3- -Zellen von CD161+CD4+-Zellen. Die ANCOVA

ergab interferenzstatistisch keinen Effekt. (107)

Die  durchflusszytometrische Analyse der Thl- und Thl7-Zellen ergab
interferenzstatistisch keinen signifikanten Effekt nach achtwoéchiger Therapie mit
Propionat (Abb. 15). Der Anteil der Thl-Zellen fiel um - 0,382 % ab (p = 0,787; 95 % ClI
= - 3,21; 2,45), wahrend der Anteil der Th17-Zellen um 0,927 % (p = 0,515; 95 % CI =
- 1,91; 3,76) anstieg. Diese Veranderungen waren jedoch nicht signifikant. Dies spricht
nicht fur eine Beeinflussung der Thl- und Th17-Zellpopulationen unter

Studienbedingungen.
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Abbildung 16: Verlauf der Daten von durchflusszytometrischen Analysen der
Monozyten aus EDTA-Vollblut. Aufgetragen wurden die Datenpunkte der einzelnen
Proband*innen als Boxplot-Diagramm nach Behandlungsarmen zum Zeitpunkt der ersten
und dritten Visite. Anhand des Prozentsatzes der HLA+ Monozyten wurden diese in
folgende Subpopulationen unterschieden: Klassische (A), intermediare (B) und nicht-
klassische (C) Monozyten. Die messwiederholte ANCOVA ergab keine statistisch
bedeutsamen Effekte. (107)

Innerhalb der Monozyten-Subpopulationen war eine Verschiebung zu beobachten (Abb.
16). Deskriptiv betrachtet nahmen die klassischen Monozyten um 0,32 % (p = 0,903;
95 % CI = -4,92; 5,55) zu, jedoch sank der Anteil der intermedidaren Monozyten um
-2,88% (p = 0,133; 95 % Cl = -6,69; 0,92) und der Anteil der nicht-klassischen
Monozyten stieg um 2,92 % (p = 0,101; 95 % CI = - 0,59; 6,42). Diese Verschiebung war
allerdings mit dem angenommenen Fehlerniveau von 0,5 nicht signifikant. Daher kann
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bei einer achtwochigen Gabe von 1000 mg Propionat taglich von keinem Effekt auf die

Monozyten-Subpopulationen ausgegangen werden.

4.5. Sicherheitsparameter
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Abbildung 17: Logarithmische Darstellung der Konzentration der GOT (A) und der
GPT (B) im Blut nach Behandlungsarmen zum Zeitpunkt der ersten und dritten
Visite. Dargestellt ist der Datenverlauf der einzelnen Proband*innen als Boxplot-
Diagramm mit Median. Die messwiederholte ANCOVA ergab keine statistisch
belastbaren Effekte. (107)

Als Sicherheitskriterium wurde das Uberschreiten der Grenzwerte von GOT und GPT im
Blut vorab definiert. Die GOT wies deskriptiv betrachtet in der Vergleichsgruppe eine
Verletzung der festgelegten Grenzen bei 12,9 % auf, wohingegen dies bei 0 % der
Proband*innen im Behandlungsarm auftrat. Wahrend 12,9 % der Placebo Gruppe
deskriptiv betrachtet eine Uberschreitung der GPT auswiesen, trat dies bei 16,1 % des
Propionat-Arms auf. Insgesamt ergab die messwiederholte ANCOVA jedoch keine
signifikante Anderung der Parameter. Die GOT (Abb. 17 B) sank in der Verum-Gruppe
im Verhaltnis zu Placebo um - 2,62 U/L (p =0,273; 95 % Cl =- 7,37; 2,12). Die GPT (Abb.
17 A) reduzierte sich sogar um - 4,05 U/L (p = 0,327; 95 % CI = - 12,25; 4,16). Diese
Veranderungen waren jedoch statistisch nicht signifikant, weshalb fiir die Gabe von
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1000 mg Propionat taglich kein eindeutiger Effekt auf den GPT und GOT angenommen
werden kann.

Eine interferenzstatistische Untersuchung des C-reaktiven Proteins (CRP) mittels
messwiederholter ANCOVA wies eine signifikante Reduktion von - 2,48 mg/L (p = 0,045;
95 % CI =- 4,90; - 0,06) nach einer achtwdchigen Behandlung mit 1000 mg Propionat im
Vergleich zu Placebo auf (Abb.18). Dies zeigt eine antiinflammatorische Wirkung in der
Verum-Gruppe in Bezug auf die CRP-Konzentration im Blut.
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Abbildung 18: Logarithmische Darstellung der CRP-Konzentration im Blut nach
Behandlungsarmen zum Zeitpunkt der ersten und dritten Visite. Dargestellt ist der
Verlauf der Daten der einzelnen Proband*innen als Boxplot-Diagramm mit Median. Die
Analyse mittels messwiederholter ANCOVA ergab eine signifikante Reduktion des

Entzindungsparameters. (107)
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Abbildung 19: Ergebnisse der Glucose- und HbA1.-Messung im Blut dargestellt als
Boxplot-Diagramm mit Median. A Abgebildet ist der Verlauf des Gehalts der Nuchtern-
Glukose im Blut nach Behandlungsarmen zum Zeitpunkt der ersten und dritten Visite. Im
Vergleich der Gruppen zeigte sich bei Berechnung der messwiederholten ANCOVA kein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen. B Abgebildet ist der Verlauf des Anteils
an HbA1c im Blut nach Behandlungsarmen zum Zeitpunkt der ersten und dritten Visite.
Im Vergleich der Gruppen zeigte sich bei Berechnung der messwiederholten ANCOVA

kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen. (107)

Eine interferenzstatistische Untersuchung mittels ANCOVA ergab sowohl bei der
Nuchtern-Glukose-Messung (Abb. 19 A) als auch bei der HbAic-Messung (Abb. 19 B)
keine statistisch bedeutsamen Effekte. Deskriptiv betrachtet zeigten sich nur geringe
Unterschiede zur Placebo-Gruppe. So stieg der HbA1c um 0,05 % (p = 0,270; 95 % CI =
- 0,04; 0,13) und die Nuchtern-Glukose fiel um - 3,751 % (p = 0,154; 95 % CI = - 8,96;
1,46). Daher konnte fir eine tagliche Substitution von 1000 mg Propionat Uber acht
Wochen kein diabetogener Effekt beobachtet werden.

4.6. Unerwinschte Ereignisse (AE)

Lediglich 22,6 % der Proband*innen der Verum-Gruppe benannten auf Nachfrage
mindestens eine AE, gegenuber 35,5 % in der Placebo-Gruppe (Tabelle 8). Somit lag die
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Pravalenz fur das Auftreten von AE unter Placebo-Niveau. Die haufigsten unerwiinschten

Wirkungen in der Propionat-Gruppe stellten Nausea mit 12,9 %, Cephalgie mit 6,5 % und

abdominelle Schmerzen mit 6,5 % dar.

Tabelle 8: Absolute Haufigkeiten von AE nach Studienarmen
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4.7. Thrombozytenaggregometrie
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Abbildung 200: Ergebnisse der Impedanzaggregometrie mittels Multiplate Analyse
aus Hirudin-Vollblut nach Behandlungsarmen zum Zeitpunkt der ersten und dritten
Visite. A Verlauf der Aggregometrieergebnisse unter Zusatz von ADP nach
Behandlungsarmen zum Zeitpunkt der ersten und dritten Visite. Im Vergleich der
Gruppen zeigte sich bei Berechnung der messwiederholten ANCOVA kein signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen. B Verlauf der Aggregometrieergebnisse unter
Zusatz von ADP und Prostaglandin E1 nach Behandlungsarmen zum Zeitpunkt der
ersten und dritten Visite. Im Vergleich der Gruppen zeigte sich bei Berechnung der
messwiederholten ANCOVA kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen. C
Verlauf der Aggregometrieergebnisse unter Zusatz von TRAP nach Behandlungsarmen
zum Zeitpunkt der ersten und dritten Visite. Im Vergleich der Gruppen zeigte sich bei
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Berechnung der messwiederholten ANCOVA kein signifikanter Unterschied zwischen

den Gruppen.

Die Berechnung der ANCOVA der ADP-Test-Ergebnisse (Abb. 20) ergab keinen
statistisch relevanten Effekt. Die deskriptive Statistik ergab einen Anstieg um 4,91 U (p =
0,259; 95 % CI = - 3,73; 13,55). Ebenso zeigten sich deskriptiv betrachtet Steigerungen
beim ADPhs-Test mit 6,19 U (p = 0,131; 95 % CI = - 1,90; 14,29) und beim TRAP-Test
mit 9,55 U (p = 0,181; 95 % CI = - 4,60; 23,71). Eine Erh6hung ist gleichbedeutend mit
einer gesteigerten Aggregation der Thrombozyten. Da die Effekte keine Signifikanz
aufweisen, kann von keiner Anderung der Thrombozytenaggregation unter taglicher

Einnahme von 1000 mg Propionat Gber acht Wochen ausgegangen werden.
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5. Diskussion

Die HypercholesterinAmie ist nach wie vor der entscheidende Parameter zur
Risikoreduktion von atherosklerotisch bedingten Erkrankungen. Da bis dato keine
kurativen Optionen zur Behandlung der Atherosklerose zur Verfigung stehen, ist es
umso wichtiger, diverse Therapieansatze zur Risikominimierung zu finden. Fir diese
Arbeit wurde erstmalig eine prospektive, Placebo-kontrollierte, randomisierte
Doppelblindstudie der Phase 2b unter Gabe von 1000 mg Propionat zur Untersuchung
der Reduktion des LDL-C mit 62 Proband*innen tber acht Wochen durchgefiihrt. Das
Ziel dieser Studie ist es, die Auswirkungen einer ergdnzenden Therapie
hypercholiesterinamischer Patient*innen mit Propionat zu prifen.

Die Hauptergebnisse der Studie sind wie folgt:

1. Die achtwochige Verabreichung von 1000 mg Propionat am Tag veranderte das
Lipidprofil der Proband*innen. LDL-C und das Gesamtcholesterin konnten durch
die Gabe von Propionat im Vergleich zur Placebo-Gruppe signifikant gesenkt
werden. Die Propionat-Gabe hatte jedoch nach acht Wochen keinen signifikanten
Einfluss auf HDL, Triglyzeride, die Apolipoproteine A1l und B oder Lp(a).

2. Bezuglich der Immunzellpopulationen zeigten sich nach achtwdchiger Propionat-
Therapie ein signifikanter Anstieg von Treg, aber keine signifikanten Unterschiede
in den Thl- und Thl7-Zellen oder den Monozyten-Subpopulationen im Vergleich
zu der Placebo-Gruppe.

3. Der inflammatorische Marker CRP konnte durch die Propionat-Therapie im
Vergleich zu Placebo signifikant gesenkt werden.

4. Propionat ubte keinen nachweisbaren signifikanten Einfluss auf die GOT und
GPT-Levels, die Nuchtern-Blutglukose oder HbAlc aus.

5. Unerwinschte, leichte Nebenwirkungen traten bei weniger als einem Viertel der

Proband*innen in der Propionat-Gruppe auf.

5.1. Verteilung und Eigenschaften der Patient*innengruppen

Fur die Studie wurden 62 Proband*innen mit diagnostizierter Hypercholesterindmie
eingeschlossen. Der Median des LDL-C-Ausgangswertes der Kohorte lag bei 184 mg/dl

und Ubersteigt damit deutlich den minimal empfohlenen Zielwert der ESC von < 115 mg/dl
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(27). Lediglich 6,45 % schlossen die Studie nicht ab. Die Geschlechterverteilung
unterschied sich in den Studienarmen minimal um eins. Allerdings waren 72,58 % aller
Testpersonen weiblichen Geschlechts, da diese Gruppe eine erhdhte Bereitschaft zur
Teilnahme an der klinischen Studie gezeigt hat. Die Frauen wiesen in der untersuchten
Gruppe im Allgemeinen im Verhaltnis zu Mannern einen niedrigeren SCORE als Manner
auf. Auch bei den weiteren demografischen Variablen fand sich eine sehr ahnliche
Verteilung zwischen den Behandlungsarmen. Als grof3ter Unterschied ist hier der
Raucherstatus hervorzuheben, da dieser das kardiovaskulare Risiko deutlich erhéhen
kann (27). So ist der Anteil in der Propionat-Gruppe an aktiven Raucher*innen um
16,12 % grolRer als in der Placebo-Gruppe. Aufgrund der Ein- und Ausschlusskriterien
wurden nur Freiwillige mit einem SCORE von bis zu 1 % eingeschlossen, was einem
niedrigen Risiko fir einen kardiovaskular bedingten Tod binnen der nachsten 10 Jahre
entspricht (27).

5.2. Auswirkungen der Propionatgabe auf das Lipidprofil

Bei der Behandlung einer Hypercholinesterindmie steht eine Modifikation des Lipidprofils
der Patient*innen im Vordergrund. Hierbei ist das priméare Therapieziel das LDL-C, und
damit einhergehend das Gesamtcholesterin zu senken.

In der vorliegenden Studie konnte eine deutliche LDL-C Senkung um 14,32 mg/dl
gegenuber Placebo nach achtwdchiger Propionat-Therapie erzielt werden. Diese
signifikanten Ergebnisse konnten durch jede der durchgefiihrten Sensitivitdtsanalysen
bestétigt werden. Damit ist der cholesterinsenkende Effekt einer Propionat-Einnahme
erstmals gesichert im Menschen nachgewiesen worden. Dieser Effekt schien besonders
bei mannlichen Probanden ausgepragt zu sein (Senkung um 15,75 mg/dl im Vergleich
zu 12,36 mg/dl bei Frauen), jedoch muss hierbei bericksichtigt werden, dass die
Subgruppe eine geringere Anzahl aufweist.

Dem folgend wurde das Gesamtcholesterin in der vorliegenden Kohorte ebenfalls
signifikant durch Propionat um 16,68 mg/dl reduziert.

Wahrend in der Placebo-Gruppe das Gesamtcholesterin um lediglich 5,28 mg/dl sank,
konnte es in der Verum-Gruppe um 19,55 mg/dl gesenkt werden. Dies ist vermutlich auf
den Anteil der LDL-C-Senkung zurlckzufihren, da sich das HDL-C nicht signifikant

verdnderte. Die vorliegende Untersuchung ist die erste Placebo-kontrollierte
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Doppelblindstudie zu den Auswirkungen von Propionat auf das Lipid- und Cholesterin-
Profil des Menschen, weshalb keine Vergleichswerte zur Verfigung stehen, um die
Ergebnisse einzuordnen. Es wurden jedoch einige in vitro- und in vivo-Studien an
isolierten Zellen und Versuchstieren zu den Auswirkungen einer Propionat-Behandlung
auf den Lipidstoffwechsel durchgefihrt.

Thacker et al. konnten bereits 1981 an Schweinen, die tber zehn Wochen Propionsaure-
haltiges Futter erhielten, eine signifikant erniedrigte Gesamtcholesterinkonzentration im
Plasma demonstrieren (108). Es wurde jedoch keine detaillierte Analyse des Lipidprofils
und der Cholesterinkomponenten durchgefiihrt, sodass die Reduktion des
Gesamtcholesterins auf eine geringere Nahrungsaufnahme oder eine gesunkene HDL-
Konzentration zurtickgefuhrt wurde.

In in vitro-Studien an isolierten Hepatozyten von Ratten konnte demonstriert werden,
dass eine Propionat-Behandlung sowohl die Fettsdure-Synthese als auch die
Cholesterinbiosynthese inhibiert (109-111). Durch ihre in Mausversuchen erhaltenen
Erkenntnisse legten Higashimura et al. nahe, dass Propionat eine negative Wirkung auf
die Triglyzeridakkumulation hat. Sie beschrieben eine Uber Aktivierung von PPAR-a
induzierte Senkung der Triglyzerid-Konzentration (101).

Es ist denkbar, dass neben der Verdnderung der Lipoproteine auch die
Cholesterinbiosynthese in der Leber durch Propionat reduziert wurde. Die Beobachtung
dieser Studien, dass Propionat in vitro die Triglyzerid-Biosynthese reduziert, konnte in
der vorliegenden Studie in vivo nicht bestatigt werden, da sich die Triglyzeridwerte im
Blut nicht signifikant von der Placebo-Gruppe unterschieden. Hier wurde jedoch nicht die
Triglyzerid-Biosynthese evaluiert, so dass die unverdnderten Triglyzerid-Spiegel
vermutlich im Zusammenhang mit dem Transport durch Lipoproteine im Blut stehen, nicht
mit der Biosynthese in der Leber. Es konnten in der vorliegenden Studie keine
Anderungen der Konzentration des HDL-C im Blut beobachtet werden. Die Bedeutung
von HDL-C im Zusammenhang mit einer Hypercholesterindmie wird kontrovers diskutiert.
Einerseits hat das HDL-C die Funktion, Cholesterin aus den peripheren Geweben zur
Leber zu transportieren und somit das Cholesterin und die Triglyzeride in den Geweben
zu senken. Andererseits konnte eine Modulation dieses Parameters in Studien nicht zu
der gewunschten Senkung des kardiovaskularen Risikos fihren. Zudem stellt entgegen
anfanglicher Vermutungen das Verhaltnis von HDL-C zu LDL-C keinen aussagekréftigen
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Surrogatparameter dar und gilt somit als obsolet in der Bewertung des Risikos von Herz-
Kreislauferkrankungen (112). Aus diesem Grund ist das HDL-C nicht mehr der
Angriffspunkt aktueller medikamentdser Therapien. Der aktuelle Fokus liegt auf der
Senkung des LDL-C und des Gesamtcholesterins (27). Die Ergebnisse der vorliegenden
Studie, die eine signifikante Senkung dieser beiden Parameter demonstrieren, sind also
besonders relevant fur die medikamentdose Therapie der Hypercholesterindmie. Die
beobachtete Reduktion des Gesamtcholesterins nach Einnahme von Propionat ist im
Einklang mit den Ergebnissen von Tierversuchsstudien in Ratten (113) und Hamstern
(114).

5.3. Durchflusszytometrische Messungen

Atherosklerose ist eine degenerative, fortschreitende, chronisch entzindliche
Erkrankung. Insbesondere die Inflammation wird mit bestimmten beglnstigenden
Risikofaktoren assoziiert. Aus diesem Grund stellen neuere Therapieanséatze neben der
Modulation des Lipidprofils die Modulation des Immunsystems und der Immunzellen in
den Fokus. Das Ziel derartiger Ansatze ist die Verschiebung der Immunreaktion von der
proinflammatorischen Immunantwort zu einer atheroprotektiven Antwort (115). Der
Zusammenhang zwischen Inflammation und atherosklerotischen Plaques besteht u.a. in
der Freisetzung proinflammatorischer Zytokine und der Aktivierung von Makrophagen,
die zu der Plaquebildung beitragen. Verschiedene Immunzellen stehen hiermit in
Zusammenhang.

Eine Erhdéhung der Treg konnte potenziell zu einer atheroprotektiven Immunantwort
beitragen (30). In der vorliegenden Studie wurde der Einfluss einer Propionat-Therapie
auf die Blutkonzentration von Treg analysiert. Treg nahmen im Vergleich zu der Placebo-
Gruppe in der Proprionat-Gruppe um absolut 2,192 % zu, was einem relativen Anstieg
des Medians um 11 % entspricht. Daher gilt die Hypothese des Propionat-vermittelten
Anstiegs der Treg nach achtwochiger Therapie mit einem Fehlerniveau von 0,5 als
angenommen. Wie von Taams et al. beschrieben unterdriicken Treg sowohl die adaptive
als auch angeborene Immunreaktion durch Sekretion von Zytokinen wie IL-10, TGF-3
und IL-35. Indirekt inhibieren sie kompetitiv ebenso die Proliferation von
proinflammatorischen T-Effektorzellen, da beide Substrate des IL-2 sind (116). Dies

bestatigen antiinflammatorische Effekte, die kirzlich von Bartolomaeus et al. im
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Apolipoprotein E (ApoE) Knockout-Mausmodell beobachtet worden waren (100). Im
Detail stellten sie dartber hinaus sogar eine Reduktion der atherosklerotischen L&asionen
fest. In Mausen ohne Treg zeigten sich auch keine kardioprotektiven Effekte, sodass sie
derartige Effekte den Treg zuschrieben (101) Des Weiteren konnte Ait-Outfella et al.
einen Zusammenhang im ApoE-Mausmodell zwischen einer Zunahme der Grof3e von
atherosklerotischen Lasionen und einer niedrigen Konzentration von Treg nachweisen
(117). Diese Erkenntnisse aus dem Mausmodell gilt es weiter zu untersuchen, um eine
valide Ubertragung auf den menschlichen Organismus zu gewahrleisten. Daher sind die
Resultate der Studie entscheidend fur Translation der Forschungsergebnisse aus den
Tiermodellen auf den Menschen und belegen den positiven Effekt auf die humane Treg-
Bildung. Allerdings ist die Therapiedauer von acht Wochen unter Studienbedingungen zu
kurz, um etwaige positive Effekte auf harte Endpunkte bestimmen zu kénnen. Daher gilt
es auch im Hinblick hierauf eine Anschlussstudie durchzufiihren.

Haghikia et al. beschrieben in Mausmodellen nach Gabe von Fettsduren mit mittlerer bis
hoherer Kettenlange einen Anstieg von proinflammatorischen Thl- und Thl7-Zellen,
wohingegen unter Propionat-Gabe vermehrt immunregulierende Treg gebildet wurden
(95). Als C3-Fettsaure inhibiert Propionat die Histon-Deacetylasen und beginstigt damit
die Differenzierung von Tregs (94). Daher erhéarten die Resultate der hier durchgefuhrten
Studie die Ergebnisse von Haghikia et al. im Mausmodell (95) und lassen méglicherweise
die Ubertragung auf den Menschen zu.

Monozyten spielen in der atherosklerotischen Pathogenese eine entscheidende Rolle, da
sie aus dem Blut in die Intima rekrutiert werden und dort zu Makrophagen differenzieren.
Die Subpopulationen dieser Monozyten wurden in der vorliegenden Studie untersucht,
zeigten jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen der Propionat- und der
Placebo-Gruppe. Deskriptiv betrachtet zeigten sich jedoch tendenzielle Veranderungen.
Wahrend die Subpopulation der klassischen Monozyten kaum eine Anderung aufwies,
zeigte sich nach achtwochiger Propionat-Gabe ein Trend in der Verschiebung von
intermediaren  hin  zu nicht-klassischen  Monozyten. Insbesondere erhohte
Konzentrationen von intermedidren Monozyten waren in vorherigen Studien mit einem
erhohten atherosklerotischen Risiko vergesellschaftet. Durch die Produktion von
Zytokinen wie IL-6 und TNF-a fungieren die intermedidaren Monozyten als Treiber der
Inflammation (34, 118, 119). Der tatsachliche Einfluss einer Propionat-Gabe auf die
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Monozyten-Population muss in grof3eren prospektiven Studien bestatigt werden. Sollte
Propionat tatsachlich die Konzentration dieser proatherosklerotischen Immunzellen
modulieren konnen, ware dies ein interessanter Therapieansatz, um die
proinflammatorische Immunantwort von Patient*innen mit Atherosklerose zu einer
atheroprotektiven Immunantwort umzuwandeln.

Wie Ridker et al. in der CANTOS-Studie erstmals zeigen konnten, kann eine gezielt
antiinflammatorische Therapie das Risiko fur erneute kardiovaskulare Ereignisse,
unabhangig von Cholesterinkonzentrationen, senken (120). Dies unterstreicht das
Verstandnis der Atherosklerose als inflammatorische Erkrankung und zeigt das Potential
fur eine kombinierte Therapie aus LDL-C-Senkung und Entziindungshemmung. Durch
Steigerung der Konzentration an Tregs und die beschriebene Reduktion des LDL-C erfullt
Propionat beide Kriterien. So ware es sinnvoll die Studienergebnisse an grol3eren und
multizentrischen Kohorten zu Uberprifen und Propionat auch als Ad-on-Therapie in
Kombination mit einem hochpotenten Cholesterinsenker wie Statinen oder PCSK9-

Inhibitoren zu testen.

5.4. Sicherheitsparameter und AE

Bei jeder neuen medikamentésen Therapie stellt sich die Frage nach der Sicherheit fr
die Patient*innen. Diese wird Ublicherweise basierend auf den unerwiinschten
Nebenwirkungen und bestimmten Blutparametern tberpruft. Im Falle der Atherosklerose
werden hierbei die GOT und GPT zugrunde gelegt, da sie die erfolgreiche Clearance der
Medikamente in der Leber widerspiegeln. In der vorliegenden Studie bestanden keine
signifikanten Unterschiede beziglich der GOT und GPT zwischen der Propionat- und
Kontrollgruppe. Es bestand sogar ein Trend zu niedrigeren GOT- und GPT-Levels in der
Propionat-Gruppe. Daher kann dieses Sicherheitskriterium als erflillt angesehen werden.
Im Zeitraum von acht Wochen traten nur bei weniger als einem Viertel der Patient*innen
unter Propionat-Therapie Nebenwirkungen auf, dariiber hinaus waren diese alle als leicht
einzustufen. Die Inzidenz lag sogar leicht unter der der Placebo-Gruppe, weshalb von der
Sicherheit und Vertraglichkeit einer taglichen Propionat-Gabe von 1000 mg ausgegangen
werden kann.

Der Stoffwechsel und die Sicherheit von Propionat wurden bereits in einigen Studien

untersucht. Propionat wird von Darmbakterien durch Fermentation unverdauter
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Kohlenhydrate unter physiologischen Bedingungen in Abhangigkeit von der Nahrung
produziert (84, 121). Propionat ist im Rahmen der Verordnung E282 in der Européischen
Union bereits als Lebensmittelzusatzstoff zur Konservierung von Backwaren zugelassen
(93). Hierbei ist jedoch im Vergleich zu einer therapeutischen Gabe von deutlich
geringeren Aufnahmemengen auszugehen, weswegen sich aus der Zulassung als
Lebensmittelzusatzstoff die unbedingte Sicherheit fir den Menschen nicht ableiten I&sst.
In Tierversuchsstudien an Hunden lag die Propionat-Menge, die Nebenwirkungen
ausloste, zehnmal hoher als die fir Lebensmittelzwecke zugelassene Héchstmenge
(122). In der vorliegenden Studie konnten keine negativen Effekte auf die Propionat-
Therapie zurlickgefuhrt werden. Die Sicherheit von Propionat als Therapeutikum ist
jedoch im Menschen noch nicht ausreichend belegt. Zudem konnten im Tierversuch auch
negative Aspekte des Propionats aufgezeigt werden. So konnten Tirosh et al. zeigen,
dass eine Propionat-Gabe in Mausen zu einer Dysregulation des Glukose-Stoffwechsels
und einer Insulinresistenz fuhrte (99). Dies wurde auf eine vermehrte Ausschittung von
Noradrenalin zurtickgefihrt, die in Folge die Konzentration von Glukagon und Fettsaure-
bindendem-Protein 4 senkte und eine Hyperinsulinamie hervorrufen koénnte. Unter
Dauertherapie mit Propionat kdnnte sich somit eine relative Insulinresistenz entwickeln
(89). Andere Tierversuchsstudien demonstrierten jedoch gunstige Effekte von Propionat,
die den Glukose- und Fettstoffwechsel betreffen. Durch Aktivierung der freien Fettsaure-
Rezeptoren 2 und 3 kam es vermehrt zur Ausschittung von Glucagon-like-Peptid 1 und
Peptid YY, die eine appetitzigelnde Wirkung haben (88). Weiterhin konnte bei
Langzeitgabe eine Gewichtsreduktion sowohl im Bauchraum und der Leber verzeichnet
werden (13). In der vorliegenden Studie zeigte sich hingegen keine aussagekraftige
Wirkung von Propionat auf die Nuchtern-Glukose oder den HbAlc-Wert. Vereinzelte
starke Schwankungen in der Glukose-Konzentration lieBen sich auf Proband*innen
zuruckfuhren, die sich nicht an die Nahrungsmittelkarenz von mindestens acht Stunden
gehalten hatten. Fur eine Sicherheitsbewertung im Menschen bedarf es demzufolge
weiterer, gut kontrollierten Kohortenstudien mit hohen Proband*innenzahlen mit langeren
Beobachtungszeitraumen, bevor diese Substanz eine breitflachige Anwendung finden

kann.
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5.5. Thrombozytenaggregation

Die Thrombozytenaggregation ist ein wichtiger Bestandteil der Plague-Bildung in der
Entstehung der Atherosklerose und spielt insbesondere beim akuten Gefaldverschluss im
Rahmen eines akuten Koronarsyndroms eine kritische Rolle, weshalb dieser Faktor bei
der Entwicklung antiatherosklerotischer Medikamente Bertcksichtigung findet. Eine
Auswirkung von Propionat auf die Thrombozytenaggregation wurde nach bisherigem
Kenntnisstand noch nicht untersucht. In der vorliegenden Studie konnte kein signifikanter
Unterschied bezuglich der Thrombozytenaggregation zwischen der Propionat-Gruppe
und der Placebo-Gruppe festgestellt werden. Die Ergebnisse der Aggregometrie deuten
auf einen leichten Anstieg der Thrombozytenaggregation hin, jedoch waren die
Unterschiede zur Placebo-Gruppe relativ gering und statistisch nicht signifikant. Aufgrund
der geringen Proband*innenzahl kann die Auswirkung von Propionat auf die
Thrombozytenaggregation basierend auf den vorliegenden Ergebnissen nicht beurteilt

werden.

5.6. CRP

CRP ist ein systemischer Indikator einer Inflammation und wird als einer der
aussagekraftigsten Entzindungsmarker eingestuft. Liegt ein erhdhter CRP-Wert vor,
lasst dies auf eine Entziindungsreaktion im Korper schlieRen. Hohe CRP-Werte sind
zudem mit Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems assoziiert. Zudem wurde CRP als
kausativer Faktor bei der Atherosklerose-Entstehung diskutiert (123). In Patient*innen mit
Hypercholesterindmie und Atherosklerose finden Entziindungsprozesse statt, die zu der
Pathogenese beitragen, sodass der CRP-Wert dieser Patient*innen oft erhoht ist. Die
Therapie dieser Patient*innen hat neben der Modulation des Fett- und
Cholesterinstoffwechsels die Verdnderung der inflammatorischen Prozesse zum Ziel
(120). In der vorliegenden Studie wurde der CRP-Wert im Blut bestimmt und konnte nach
achtwochiger Propionat-Gabe im Vergleich zur Placebo-Gruppe signifikant gesenkt
werden. Dies untermauert eine antiinflammatorische Wirkung des Propionats im
Organismus, jedoch gibt es nach bisherigem Kenntnisstand keine Studien, die den
Zusammenhang zwischen Propionat und dem CRP-Wert im Menschen untersucht

haben. Es ist denkbar, dass Propionat modulierende Wirkung auf die IL-1[3-
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Inflammasome Kaskade ausibt, wie dies in einer experimentellen Arbeit gezeigt wurde

(124), und in der Folge die hepatische CRP-Synthese beeinflusst.

5.7. Limitationen

Die vorliegende Studie weist einige Limitationen auf, die im Folgenden adressiert werden
sollen. Eine Limitation ist die niedrige Proband*innenzahl und das monozentrische
Studiendesign, sodass die Ergebnisse in einer grol3eren, multizentrischen Studie
bestatigt werden mussen. Einige in der Studie beobachtete Trends erreichten
maoglicherweise deshalb keine Signifikanz. Insbesondere Studien zur Sicherheit und
Vertraglichkeit missen mit hohen Proband*innenzahlen durchgefuhrt werden, um den
Einsatz von Propionat bei Patient*innen mit Hypercholesterindmie empfehlen zu kénnen.
Basierend auf den — wenn auch begrenzten — Sicherheitsdaten, die hier erhoben wurden,
konnte geschlussfolgert werden, dass eine Dosis von 2x 500 mg pro Tag fir eine
Anwendungsdauer von 8 Wochen vertraglich ist. Aufgrund der mangelnden Studienlage
zur Propionat-Therapie im Menschen ist die optimale Dosierung und Anwendungsdauer
nicht bekannt und muss ebenfalls evaluiert werden. Es ist denkbar, dass eine langere
Anwendung der Propionat-Therapie Uber acht Wochen hinaus zu weiteren protektiven
Effekten auf das Immunsystem und den Lipidstoffwechsel fuhren kénnte. Aul3erdem ist
nicht auszuschliel3en, dass die cholesterinsenkende Wirkung nach langerer Einnahme
abgeschwacht wird, z.B. durch kompensatorische Feedback-Mechanismen.
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6. Fazit und Ausblick

Die vorliegende Studie stellt die erste Untersuchung der Auswirkungen einer
achtwochigen Propionat-Therapie bei Patient*innen mit Hypercholesterinamie dar. Es
konnte gezeigt werden, dass eine tagliche Gabe von 1000 mg Propionat in diesem
Zeitraum sowohl das LDL-C als auch das Gesamtcholesterin senken und Treg als
Modulatoren der atherosklerotischen Plaque-Bildung erhéhen kann. Sowohl die
Bioverfligbarkeit als auch die Sicherheit von Propionat war in dieser Kohorte gut. Eine
erganzende Propionat-Gabe kdnnte demzufolge zu einer Verbesserung des Lipidprofils
und der Inflammation von hypercholesterindmischen Patient*innen beitragen.
Multizentrische Phase 3-Studien mit einer hohen Proband*innenzahl sind notwendig, um
die Ubertragbarkeit der Ergebnisse von Tierversuchsstudien auf den Menschen zu
gewahrleisten und die Ergebnisse der vorliegenden Studie mit einer Kkleinen
Studienkohorte zu bestatigen. Es ist ebenso denkbar, dass eine solche
Erganzungstherapie mit Propionat in Kombination mit etablierten Wirkstoffen zu einer

Reduktion der Dosis cholesterinsenkender Medikamente beitragen kann.
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wobei die zbhangige Variable die Differenz von Visite 3 zur Baseline-Visite ist, die unabhdngigen
Variablen die Behandlungsgruppe sowie die Baseline-Messung des LDL-Cholesterin. Hierbei ist dann
die Annahme der Normalverteilung der Residuen zu Uberprifen.

e Sekunddre Endpunkte konnen mit @hnlichen Verfahren ausgewertet, wenn die Annahmen der
Modelle erfiillt sind. Hierbei ist aber zu beachten, dass diese Auswertungen ais explorativ angesehen
werden und dementsprechend interpretiert werden missen.

* Im Fall von fehlenden Werten sollen verschiedene Methoden verwendet werden: cinc complete case
Analyse (basierend auf alle vorhandenen Datenpunkten), eine multiple Imputation fur die gesamte
Stichprobe, sowie eine multiple Imputation separat fir die Behandlungsgruppen

Diese Bescheinigung garantiert weder die richtige Umsetzung der in der Beratung gemachten Vorschlage,

die korrekte Durchfuhrung der empfohlenen statistischen Verfahren noch die richtige Darstellung und

Interpretation der Ergebnisse. Die Verantwortung hierfur obliegt allein dem Promovierenden. Das Institut

fur Biometrie und Klinische Epidemiologie tbernimmt hierfur keine Haftung.

Datum: 18.4.20,23; Name des Beraters/ der Beraterin: Annette Aigner, PhD



