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1 Einleitung und Hintergrund der Arbeit

11 Bedeutung und Funktion von oxidiertem LDL fur d ie Pathogenese

atherosklerotischer Gefal3veranderungen

.Die Atherosklerose ist eine variable Kombination von Intimaverdnderungen,
bestehend aus herdférmigen Ansammlungen von Lipiden, komplexen Kohlen-
hydraten, Blut- und Blutbestandteilen, Bindegewebe und Kalziumablagerungen,
verbunden mit Veranderungen der Arterienmedia.“(1)

Diese weiterhin gultige WHO-Definition der Atherosklerose macht die komplexen, im
Detail noch nicht genau geklarten Zusammenhdnge der Pathogenese der
Atherosklerose deutlich. Zugleich unterstreicht sie den kausalen Einfluss von
progressiv pathologischen Lipideinlagerungen in den Intima-Media-Bereich der
betroffenen Arterienwande.

Nach Eintritt der Menopause steigt die Inzidenz der Atherosklerose insbesondere bei
Frauen deutlich an (2) und wird zur fihrenden Ursache fur Morbiditdt und Mortalitat
(3). Hierfur sind neben proatherogenen Veranderungen des Lipidprofils und einiger
hamostatischer Parameter eine Zunahme entzindlicher und oxidativer Schadigun-
gen der GefalBwand verantwortlich (4). Dem oxidierten Low-Density-Lipoprotein
(oxidiertes LDL) wird fur die Initialphase der Atherosklerose eine besondere
Bedeutung zugeschrieben (5; 6). Die oxidativen Lipidverdnderungen sind uber die
Rekrutierung von Entzindungszellen und direkte Wirkungen im Gewebe mit der
Bildung proinflammatorischer Zytokine verknupft. Der resultierende chronische
Entzindungsprozess fuhrt zu unkontrollierten und aberranten Umbauvorgangen und
ist Uber eine durch Zytokine vermittelte Verstarkung der Bindung von LDL an
Endothelzellen und glatte Muskelzellen wiederum an die Lipoproteine gekntipft, so

dass hier wechselseitige Abhangigkeiten bestehen (7).

Low- und High-Density-Lipoproteine haben die Eigenschaft aufgrund ihres geringen
Molekiildurchmessers von 100 A bzw. 200 A (10* bzw. 2x10* pm) im Gegensatz zu
anderen zirkulierenden Lipoproteinen wie Chylomikronen und VLDL, die Endothel-

schranke frei zu penetrieren. Sie werden von endothelialen Transportvesikeln in den



1 Einleitung und Hintergrund der Arbeit 2

subendothelialen Raum und von dort mit dem transmuralen Saftstrom weiter in die
Gefallwand transportiert. Die Konzentrationen des LDL und HDL im Gefal3lumen und
in der GefalRwand verhalten sich weitgehend proportional. Ein Konzentrationsanstieg
des besonders cholesterinreichen LDL im Blut wird im Rahmen eines gestérten
Lipidstoffwechsels auch von einer Vermehrung dieses Lipoproteins in der
Gefallwand begleitet. Da HDL Uber einen im einzelnen noch nicht geklarten
Mechanismus Cholesterin aus Zellen mit Cholesteriniiberschuss aufnehmen und
dieses der Gallensaurebiosynthese in der Leber zufiihren kann, wirkt eine hohe
Konzentration von HDL der Entwicklung atherosklerotischer Veranderungen eher
entgegen. Ein Konzentrationsanstieg von LDL ist auch mit dessen verlangerter
Verweildauer in der Blutzirkulation als auch im vaskularen Interstitium verbunden.
Vor allem dieser Teil alternder LDL-Molekule erfahrt oxidative Modifikationen.
Oxidiertes LDL entsteht zum gro3en Teil lokal in der GefaBwand (8), kann aus
Arterienwanden nach der Oxidation freigesetzt werden und ins Serum gelangen (9).
Die Frage, inwieweit auch in der Blutbahn oxidiertes LDL zirkuliert, ist nicht
abschlieRend geklart (10). Gegen eine vorwiegende Entstehung von oxidiertem LDL
in der Blutbahn spricht, dass im Plasma zahlreiche Antioxidantien vorhanden sind
(Glutathion, Vitamin C und E, RB-Karotin, sekundare Pflanzenstoffe) (11). Diese
sollten die Bildung von oxidiertem LDL im Plasma weitgehend verhindern (12).
Studien zeigen jedoch, dass auch in der Gefaldwand eine Reihe von Antioxidantien
nachgewiesen werden koénnen (11; 12), ohne dass dies offenbar die lokale

Entstehung von oxidiertem LDL verhindert (8).

Im vaskularen Interstitium werden die oxidativ modifizierten LDL-Partikel durch
ortsstandige Makrophagen phagozytiert. Oxidiertes LDL wird vom ubiquitar vorhan-
denen LDL-Rezeptor nicht erkannt. Die Phagozytose geschieht Gber den unspezifi-
schen Scavenger-Rezeptor, einem Makrophagenrezeptor, der im Gegensatz zum
LDL-Rezeptor nicht Feedback-reguliert ist, so dass ein steigendes Angebot an
extrazellularem oxidiertem LDL keine Hemmung der Aufnahme bewirkt. Die Folge ist
eine fortschreitende intrazellulare Akkumulation von Lipidvakuolen, die zum
morphologischen Aspekt der Schaumzell-Makrophagen fiihrt. Die phagozytierten
Lipoproteine werden in den Lysosomen der Makrophagen hydrolysiert, wobei die
Spaltprodukte der Proteine und Triglyceride weiter metabolisiert werden kénnen. Das

aus den Cholesterinestern freigesetzte Cholesterin verhalt sich jedoch gegenuber
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den lytischen Enzymen der Makrophagen inert. Das durch HDL nicht abtransportierte
Uberschussige Cholesterin kristallisiert intrazellular und zerstért daraufhin durch sei-
ne spitzen Formationen die Membransysteme der Makrophagen. Es entsteht eine
stabile atherosklerotische Plaque mit einer zentralen Nekrosezone und fettigem

Detritus, umgeben von noch vitalen makrophagozytaren Schaumzellen.

Des Weiteren stimuliert oxidiertes LDL die Plaquemakrophagen zur Produktion
proinflammatorischer Zytokine und initiiert damit sklerogene Verstarkerschlaufen, die
in einer zunehmenden Stenosierung des GefalZlumens resultieren. Die sezernierten
Zytokinmuster flhren zu einer Progression der schon durch proatherogene Risiko-
faktoren (Diabetes mellitus, Hyperlipidamie, Rauchen) initiierten Endotheldysfunktion.
Zentraler Mediator fur die Regulationsmechanismen des Endothels ist Stickstoff-
monoxid (NO) (13). Oxidiertes LDL sowie das bei Patienten mit Diabetes mellitus
haufig vorkommende glykolisierte oxidierte LDL vermindern jedoch die Bioverfligbar-
keit von NO durch eine Expressionshemmung der endothelialen Stickoxid-
Synthase Il (eNOS IIl) (14). Die Folge ist ein Verlust NO-vermittelter antiatherogener
Effekte (15). Endothelialer NO-Mangel und die von Plaguemakrophagen sezernierten
Zytokine Interleukin-1 (IL-1) und Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a) fihren endothel-
vermittelt zur Stérung der Thrombozytenadh&sion und -aggregation. Die endotheliale
Gefallwand wird auf diese Weise von einer anti- zu einer pro-koagulatorischen
Schicht und weist damit eine erhohte Thrombosierungsneigung auf (16). Einen
bedeutenden Anteil am Sklerosierungsprozess der GefalRwand besitzen metabolisch
aktive Mediamonozyten (glatte GefaBmuskelzellen vom m-Phéanotyp). Sie entstehen
unter Einfluss von NO-Mangel aus der in der normalen GefaRwand vorhandenen
kontraktilen Form der Mediamonozyten (k-Phanotyp) und zeichnen sich durch eine
hohe Produktionsrate faserreichen Materials aus (17). Plaquemakrophagen und
Endothelzellen flhren dber die Bildung von Endothelin-1 zudem zu einer
Vasokonstriktion des bereits durch die zuvor geschilderten Mechanismen thrombose-
gefahrdeten und zunehmend starren Gefal3lumens (18). Letztlich bewirkt der Wegfall
der NO-vermittelten Apoptose-Induktion zunehmend eine Akkumulation von Plaque-
makrophagen und durch deren Zytokinproduktion folglich die Progredienz von
Endotheldysfunktion und Gefallwandsklerosierung (19).
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1.2 Zusammensetzung und Stoffwechsel der Lipoprotei ne

Lipoproteine bestehen aus einem mizellaren Komplex hydrophober und amphiphiler
Lipide sowie stabilisierender und regulatorischer Proteine und stellen ein Transport-
vehikel fur Nahrungslipide und verschiedene, endogen metabolisierte Lipide im
Serum dar. Je nach spezifischer Zusammensetzung der Lipidfraktion (Triglyceride,
Cholerstinester, Phopholipide, freies Cholesterin) und der Proteinfraktion (Apo-
lipoproteine) entstehen Partikel unterschiedlicher Gréf3e, Dichte und metabolischer
Funktion. Das Lipoproteinspektrum umfasst die sechs Hauptfraktionen Chylomikro-
nen (CM), Very-low-densitiy-Lipoprotein (VLDL), Intermediate-density-Lipoprotein
(IDL), Low-density-Lipoprotein (LDL) und die High-densitiy-Lipoproteine HDL, und
HDL.

Die Uber die Dunndarmmukosa resorbierten Nahrungslipide gelangen im exogenen
Lipidstoffwechselweg in Form von Chylomikronen tber die Lymphe in das Blut. Hier
werden sie vorwiegend durch die an Skelettmuskulatur und Fettgewebe ortsstandige
Lipoprotein-Lipase (LPL) hydrolysiert. Die resultierenden Remnants werden
schlie3lich Uber den LDL-Rezeptor von der Leber aufgenommen. In der Leber wer-
den VLDL aus Triglyceriden, Cholesterinestern, Phospholipiden und den Apolipopro-
teinen B-100, C und E synthetisiert und vends sezerniert. Intravasal kommt es tber
den endogenen Lipidstoffwechselweg durch die LPL an Leber, Fettgewebe und
Makrophagen zur Reduktion des hohen Triglycerid-Anteils der VLDL und somit zur
Delipidierung der VLDL Uber IDL zu den kleineren und Cholesterinester reichen LDL.
Zwei Drittel der LDL im Serum werden Uber den LDL-Rezeptor hepatisch aufgenom-
men und weiter metabolisiert. Nur ein geringer Teil der LDL wird vom peripheren
Gewebe fir den Membranaufbau oder fur die Synthese von Steroidhormonen
verwertet. Die im Blut verbleibende Menge des LDL wird unabhéngig vom LDL-
Rezeptor zum Beispiel Uber Endozytose-Mechanismen der Sklettmuskulatur sowie
uber Scavanger-Rezeptoren von Makrophagen aufgenommen. Uber den nicht
Feedback-regulierten Scavenger-Rezeptor gelangen nur modifizierte LDL, darunter
vor allem oxidiertes LDL, in die Makrophagen. Dieser Mechanismus kann bei hohen
LDL-Serumwerten (> 200 mg/dl; Sattigung aller LDL-Rezeptoren) zur ungebremsten
Uberladung der Makrophagen mit Cholesterinestern und uber den bereits in Kapitel
1.1 dargestellten Weg zur Schaumzellbildung fihren (20).
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HDL entstehen de novo intrahepatisch oder aus Abbauprodukten der Chylomikronen
(surface remnants) und sind durch Apo-A-haltige Lipoproteine gekennzeichnet. Sie
spielen eine Schlisselrolle bei dem reversen Cholesterintransport. Die noch kleinen
und dichten HDL3 absorbieren an den Membranen peripherer Zellen freies Choleste-
rin, welches durch die Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase (LCAT) verestert wird.
Die HDL3 gewinnen somit an Masse und reifen zu den grél3eren HDL,, welche nun
eine geringere Dichte aufweisen. Das Cholesterin gelangt iber HDL, in VLDL sowie
LDL und letztlich nach rezeptorvermittelter Endozytose in die Leber oder in andere
Gewebe (21).

1.3 Problematik der Diagnostik atherosklerotischer Gefallveranderungen

Seit Steinberg et al. 1989 erstmals die Hypothese zur Atheroskleroseentstehung
durch oxidativ modifiziertes LDL postulierte (22), konnte in zahlreichen experimentel-
len Studien zunehmend die Relevanz oxidativer Veranderungen des LDL fur die
Genese der Atherosklerose gesichert werden. Allerdings existieren bisher nur wenige
humane Daten aus epidemiologischen Studien. Grund dafur sind komplizierte und
aufwendige Messmethoden flr oxidiertes LDL sowie bislang fehlende bildgebende
Techniken zur Beurteilung von Fruhschadigungen der Gefallwand, die erst in den

letzten Jahren entwickelt wurden (22).

Zur Konzentrationsbestimmung von oxidiertem LDL wurden in der jungeren Vergan-
genheit zum einen Assay-Systeme auf der Basis von Antikdrpern gegen oxidiertes
LDL, zum anderen chromatographische Methoden entwickelt (23; 24). Die Konzen-
trationsbestimmung von oxidiertem LDL mit diesen Methoden ist aufgrund des hohen
experimentellen Aufwands dieser Verfahren und der Notwendigkeit der unmittelbaren
Verarbeitung der Proben in Bevélkerungsstudien bisher kaum durchgefiihrt worden.
Daten in Bezug auf den Zusammenhang der Konzentration von oxidiertem LDL mit
klinischen Daten zum Gefalistatus und anderer proatherogener Faktoren standen
deshalb aufgrund der notwendigen grof3eren Probandenzahl bislang aus.

Grundlage dieser Arbeit ist eine neue Methode zur Bestimmung der Konzentration
von oxidiertem LDL im Serum durch 'H-kernspinresonanzspektroskopische Unter-
suchungen (*H-NMR-Spektroskopie) nach Jankowski (25). *H-NMR-Spektren von
Probanden mit schwerer Atherosklerose und Grunderkrankungen wie Diabetes

mellitus und Niereninsuffizienz zeigen im Verschiebungsbereich von 1,17 bis



1 Einleitung und Hintergrund der Arbeit 6

1,20 ppm (parts per million; relativ zu Trimethyl-silylpropionséure) drei Resonanzen.
Diese Resonanzen sind in Kontrollseren gesunder Probanden nicht oder nur in ge-
ringerer Intensitat nachweisbar. Fraktionierte und aufgetrennte Serumproben zeigen,
dass die Resonanzen dem oxidierten LDL zuzuordnen sind. Natives LDL weist bei
der 'H-NMR-Spektroskopie keine entsprechenden Resonanzen auf. Wird LDL
hingegen oxidiert, so entsteht das charakteristische Muster der drei Resonanzen,
das auch im Probandenserum registriert werden kann. Das Muster der im Proban-
denserum gemessenen Resonanzen lasst sich somit durch Oxidation von nativem

LDL reproduzieren.

Die charakteristischen Resonanzen fur oxidiertes LDL erlauben eine Quantifizierung
der Konzentrationen von oxidiertem LDL im Serum. Zwischen der Konzentration von
oxidiertem LDL und der Intensitat der Resonanzen findet sich innerhalb des
gesamten Bereiches der in den Seren gemessenen Intensitaten ein linearer
Zusammenhang. Somit lasst sich die *H-NMR-Spektroskopie nicht nur zur Detektion
von oxidiertem LDL im Serum einsetzen, sondern auch zu dessen Quantifizierung.
Weitere Untersuchungsergebnisse hatten gezeigt, dass hohe Konzentrationen von
oxidiertem LDL im Serum von Probanden mit koronarer Herzerkrankung und in
signifikant geringeren Konzentrationen auch im Serum von gesunden Kontroll-

personen in freier Form auftreten (25).

1.4 'H-NMR-Spektroskopie von Seren

Mit dem Hinweis auf die umfassende *H-NMR-Literatur entfallt an dieser Stelle eine
ausfihrliche Beschreibung der 'H-NMR-Spektroskopie (26-29). Der bedeutende,
limitierende Nachteil der *H-NMR-Analyse bestand nach Einfiihrung der Methode in
der geringen Empfindlichkeit der verfigbaren Spektrometer. Durch Verdnderungen in
der Gerateausstattung der *H-NMR-Spektroskopie konnte jedoch eine wesentlich
hohere Auflosung und Empfindlichkeit der Spektrometer erreicht werden, hierflr
stehen beispielhaft Entwicklungen supraleitender Magnete, der Puls-FT-Technik,
leistungsstéarkerer Radiofrequenzsender und neuer Probenkopfauslegungen (Lowe,
1957; Ernst, 1962 (30); Hull, 1984).

Nachdem das Hauptanwendungsgebiet der *H-NMR-Analyse urspriinglich die
Strukturaufklarung von Molekiilen in der Chemie war, entwickelt sich die *H-NMR-

Spektroskopie aufgrund der zunehmenden Empfindlichkeit auch zu einer viel
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versprechenden Methode zur Untersuchung von Korperflussigkeiten (31-34). Im
Vergleich zu klassischen Analyseverfahren (u.a. chromatographische) weist die
'H-NMR-Spektroskopie dabei einige entscheidende Vorteile auf. So erlaubt sie eine
direkte Untersuchung von Korperflissigkeiten, bei der nur ein geringes Proben-
volumen (0,5 ml) notwendig ist. Durch die Analyse wird die Probe nicht zerstort und
steht weiteren Untersuchungen zur Verfigung. Die Analysendauer von biochemi-
schen Proben liegt im Minutenbereich und im Gegensatz zu den klassischen
biochemischen Analysemethoden, wie enzymatische Bestimmungen oder radio-
aktives Markieren, ist es mittels der *H-NMR-Spektroskopie mdglich, in biologischen
Proben mehrere Substanzen gleichzeitig ohne vorherige Auftrennung zu bestimmen.
Wegen der geringen Empfindlichkeit ist die Methode jedoch auf Metabolite
beschrankt, die in relativ hohen Konzentrationen vorliegen (10 pMol, abhéangig von
der verwendeten Feldstarke) (35). Durch die Fille der Informationen auch unter
Einbeziehung weiterer *H-NMR-aktiver Kerne kann dieser Nachteil jedoch kompen-
siert werden. Die Methode ist unspezifisch, so dass auch unerwartete Substanzen
oberhalb der Nachweisgrenze detektiert werden. Hinsichtlich der Untersuchung von
Medikamentenmetabolismus und klinisch-chemischen Untersuchungen sind in den
vergangenen Jahren eine Vielzahl von Anwendungen der *H-NMR-Spektroskopie
beschrieben worden (36; 37). In der Klinik wurde die *H-NMR-Spektroskopie von
Serum und Urin zur Klarung biochemischer Frage-stellungen bei Krankheitsbildern
wie Diabetes mellitus und angeborenen Stoff-wechselstérungen eingesetzt. Ferner
fand die Methode bereits Verwendung zur Therapiekontrolle bei Stoffwechselerkran-
kungen (37, 38; 39).
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2 Problemstellung und Zielsetzung

Die Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems haben eine herausragende
Bedeutung fur Morbiditat und Mortalitét in der westlichen Welt (40). Es ist daher von
gro3em Interesse, die Zusammenhange von Risikofaktoren, Entstehung und Verlauf
dieser Erkrankungen zu erforschen, um einerseits geeignete Methoden zur
Diagnostik und Pravention und andererseits kausale Therapieansatze zu entwickeln.
Die Mechanismen der mikro- und makrovaskularen Veranderungen im Rahmen der
Atherosklerose spielen dabei eine zentrale Rolle. Sie sind vielschichtig und reichen
von allgemeinen Risikofaktoren wie Diabetes mellitus hin zu pathobiochemischen

Vorgangen in den Signalkaskaden des Zellstoffwechsels.

In der vorliegenden Arbeit wird der Einfluss des vaskular aktiven oxidierten Low-
Density-Lipoproteins fur die Diagnostik atherogener Gefal3verdnderungen anhand
bereits bekannter Parameter fir vaskulare Risikofaktoren untersucht. Dabei wurde
zur Bestimmung der Serumkonzentration von oxidiertem LDL erstmalig eine von
Jankowski et al. entwickelte *H-NMR-spektroskopische Analyse angewendet, welche
es aufgrund ihrer Effizienz erlaubt, grol3ere Patientenkollektive in vergleichbar kurzer

Zeit zu untersuchen.
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3 Methodik

3.1 Patientencharakterisierung

Es wurden 549 postmenopausale Frauen konsekutiv in die Untersuchung
einbezogen. Die Frauen wurden anhand einer Stichprobe 45- bis 65-jahriger Frauen
des Einwohnermeldeamtregisters Bochum durch schriftiche Kontaktaufnahme
rekrutiert. Es wurden nur Frauen in die Untersuchung einbezogen, die sich in den
ersten zehn Jahren nach der Menopause befanden und aktuell keine weiblichen
Hormonersatz- oder Kortisonpraparate einnahmen. Eine frihere Einnahme dieser
Praparate oder die Verwendung bestimmter anderer hormonhaltiger oder
Ostrogenrezeptor-modulierender Medikamente wie Phytopharmaka zur Behandlung
klimakterischer Beschwerden oder 6strogenhaltige Externa zur Behandlung
atrophischer Schleimhautverdnderungen im Genitalbereich stellten kein Ausschluss-
kriterium dar. Die Probandinnen ernahrten sich drei Tage vor der Untersuchung zur
Vorbereitung auf einen oralen Glukose-Toleranztest kohlenhydratreich, wenn kein
manifester Diabetes mellitus bei ihnen bekannt war. Die Studie wurde von der
ortlichen Ethikkommission der Ruhr-Universitat Bochum unter der Registrier-Nummer

1343 genehmigt.

3.2 Modifizierter Studienfragebogen

Die anamnestischen Daten wurden mit Hilfe eines modifizierten Studienfragebogens
(siehe Abschnitt V Anhang) der "Bochumer Studie zu Gesundheit und Krankheit bei
Frauen nach den Wechseljahren" standardisiert erhoben. Es wurden Fragen (ltems)
zur Erfassung eines erhdhten Arterioskleroserisikos gestellt. Im Einzelnen
bezogen sich diese Items auf folgende Inhalte:

In den Fragen 1 bis 4 werden die demographischen Daten Lebensalter, Kérper
gewicht und -groRe erhoben. Die Fragen 5 bis 12 und 19 befassen sich mit der
Familien- bzw. Eigenanamnese der Probandinnen. Hierbei wurde gezielt nach
Erkrankungen wie Herzinfarkt, Schlaganfall, Diabetes mellitus, arterielle Hypertonie,
Hypercholesterinamie, periphere arterielle Verschlusskrankheit und Nierenfunktions-
storungen gefragt. Die Frage 13 eruiert die aktuelle Medikamentenanamnese (z. B.
Antihypertensiva, Lipidsenker, Koronartherapeutika, orale Antidiabetika und Insulin).

Eine genaue Anamnese eines eventuell vorliegenden Nikotinabusus erheben die
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Fragen 14 bis 18. Schlief3lich erheben die Fragen 20 bis 22 die Ernahrungsgewohn-
heiten der Probandinnen (Fettgehalt der Kost, Anteil von Obst und Gemuse, Konsum

von Genussmitteln wie Kaffee und Alkohol).

3.3 Blutentnahme

Die Blutprobengewinnung erfolgte zwischen 7:00 Uhr und 9:00 Uhr. Die Probandin-
nen erschienen nuchtern; die letzte Nahrungsaufnahme bzw. Aufnahme kohlen-
hydrathaltiger Getranke war bis 20:00 Uhr des Vortages erlaubt. Die Blutabnahme
wurde in einer Zeitspanne von zwei Wochen vor bis zwei Wochen nach der
sonographischen Untersuchung der Halsschlagadern durchgefuhrt. Die Blutproben
wurden im Sitzen durch Venenpunktion der Vena cubitalis gewonnen. Es wurden
dazu zwei EDTA Vollblut-Proben zur Bestimmung von HbA;; und Homozystein (mit
Eis gekuhlt) und zwei Serum-Proben entnommen. Eine zur Bestimmung der Serum-
lipide (Gesamtcholesterin, LDL, HDL, Triglyzeride), der Nuchternglukose und der
Nierenwerte (Kreatinin, Harnstoff) sowie eine Serum-Probe fir die *H-NMR-

Spektroskopie von oxidiertem LDL.

Nach initialer Blutentnahme bekamen die Probandinnen im Rahmen des oralen
Glukose-Toleranztests (OGTT) 300 ml einer standardisierten Glukosel6sung zu Trin-
ken (Dextro O.G-T., Hoffmann-La Roche, Mannheim, Deutschland). Diese L&ésung
wurde innerhalb von 5 Minuten getrunken und enthielt ein Gemisch aus Mono- und
Oligosacchariden, das nach enzymatischer Spaltung einer Menge von 75 g wasser-
freier Glukose entspricht. Die Uhrzeit der Glukosegabe wurde dokumentiert. Danach
sollten die Probandinnen in den nachsten zwei Stunden keine zusatzliche Nahrung
oder Flussigkeit zu sich nehmen, nicht rauchen und nach Mdglichkeit ruhig und
bequem sitzen ohne UberméaRige kérperliche Aktivitat. Nach 120 Minuten wurde eine
weitere Blutentnahme zur Bestimmung der Blutglukosekonzentration vorgenommen
und die Untersuchung beendet. Die Blutanalyse wurde im Labor des Instituts fur
Klinische Chemie, BG-Kliniken Bergmannsheil, Klinikum der Ruhr-Universitat

Bochum, Transfusions- und Laboratoriumsmedizin durchgefihrt.

3.4 Probenvorbereitung

Das Vollblut wurde unmittelbar nach der vendsen Entnahme bei 5.000 U/min flr
20 min vom Serum abzentrifugiert (Zentrifuge Eppendorf 3200; Firma Eppendorf,
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Hamburg, Deutschland). Der klar gelbliche Serumiberstand wurde mit einer
Pasteurpipette von den roten Blutkdrperchen getrennt. Es wurden ein 2 ml Serum
entnommen und mittels eines Rittlers zur Gewahrleistung der Probenhomogenitat
60 s durchgemischt. 0,5 ml Serum wurde mit 50 pl DO und mit 50 pl einer 0,75%
3-Trimethylsilyl-[2,2,3,3-?H4]-Propionsédure  (TSP) haltigen D,O-Lésung (Sigma-
Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) versetzt und in ein 5 mm high-quality NMR tube
(Goss Scientific Instruments, Great Baddow, Essex, UK) gefillt. Das NMR-Réhrchen
wurde sowohl mit einem Polyethylenstopfen, als auch mit einem Parafilm verschlos-
sen. Nach der Probenvorbereitung wurde die Probe an der Fakultat fir Chemie und

Biochemie der Ruhr-Universitat Bochum vermessen.

3.5 Carotiden-B-Bild-Sonographie zur Intima-Medien-  Dicken-Bestimmung

Die Probandinnen wurden vor der Carotiden-B-Bild-Sonographie zunachst korperlich
untersucht. Im Rahmen dieser Routineuntersuchung wurde der Ruheblutdruck
bestimmt. Die Dickenmessung des Intima-Media-Komplexes (IMD) der Carotiden-
Arterien wurde mit hochauflésender B-Bild-Sonographie durchgefuihrt. Dazu wurde
ein Ultraschallgerat mit hochfrequentem 7,5 MHz-Linear-Schallkopf (CoreVision SSA
350A, Firma Toshiba) verwendet. Die Probandinnen wurden auf einer Liege in
Ruckenlage mit leicht erhobenem Oberkérper gelagert. Der Kopf war nach hinten
Uberstreckt und leicht von der zu untersuchenden Seite weggedreht. Zur Darstellung
der Arteria carotis communis wurden die Halsgefal3e zundchst im Querschnitt von
der Klavikula bis zur Schéadelbasis in kaudal-kranialer Richtung untersucht. Medial in
Hohe des Musculus sternocleidomastoideus wurde der Schallkopf auf dem Gefal3-
querschnitt in eine Langsachse gedreht und die Bifurkation in einer Ebene dar-
gestellt. Die Dickenmessung des Intima-Media-Komplexes erfolgte an drei Stellen,
1,0 cm, 1,5 cm und 2,0 cm proximal der Bifurkation. Die dorsale Gefaldwand der
Arteria carotis communis zeigt zwei parallele echoreiche Schichten unterbrochen von
einer echoarmen Region (Media). Der innere echoreiche Eintrittsreflex stellt den
Ubergang zwischen GefaRlumen und Intima dar. Der Ubergang zur zweiten echo-
reichen Schicht entspricht der Media-Adventitia-Grenze. Gemessen wurde der
Abstand zwischen diesen Linien, der sich aus den Dicken der Intima und Media
(IMD) zusammensetzt. Grol3ere Wandverdickungen in Form von Plagues wurden

gesondert dokumentiert. Das identische Vorgehen wurde zur Untersuchung der Arte-
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ria carotis communis auf der Gegenseite angewendet. Die dopplersonographische
Vermessung der Intima-Media-Dicke (IMD) beider Arteriae carotes communes einer
Probandin ergab somit je Arteria carotis communis drei Messwerte im Abstand von
1,0 cm, 1,5 cm und 2,0 cm proximal der Bifurkation. Es wurde der Mittelwert von drei
IMD-Messungen jeder Seite bestimmt und der jeweils grof3te Messwert in Zenti-
metern dokumentiert. Der dopplersonographische Nachweis von atherosklerotischen

Plaques an den GefaRwanden wurde gesondert registriert.

3.6 'H-NMR-Spektroskopie der Probandinnenseren

Zur Aufnahme der hochaufgelésten 9,5 T (400 MHz) Spektren wurde ein AMX-
400 FT-NMR-Spektrometer der Firma Bruker (Bruker Analytische Messtechnik,
Rheinstetten, Deutschland) mit einem selektiven 5 mm-‘H-Probenkopf verwendet.
Die Rotationsfrequenz der Probe betrug wéahrend der Messung 21 Umdrehungen pro
Minute. Die Halbwertslinienbreite des TSP-Signals wurde als Kriterium zum Aus-
schluss von Magnetfeldinhomogenitaten bestimmt. Die standardisierten Messungen
wurden bei einer kontrollierten Temperatur von 25C aufgenommen. Die Anregungs-
frequenz wurde in einem 90%Impuls eingestrahlt, we Icher in Vormessungen jeweils
bestimmt wurde. Die Séattigungsfrequenz des Wassersignals wurde fur jede Probe
individuell bestimmt. Der Freie-Induktions-Abfall (FID) der Messungen wurde sowohl
mit als auch ohne Apodisationsfunktion einer Fourier-Transformation unterzogen. Im
Anschluss wurden die *H-NMR-Spektren phasen- und basislinienkorrigiert, auf das

TSP-Signal kalibriert und abgespeichert.

3.7 In-vitro Oxidation von nativem LDL

3.7.1 Isolation von Lipoproteinen aus humanem Serum

Zur Isolation der Lipoproteine wurden Serumlipide nach der Methode von Folch et al.
(41) aus humanem Serum extrahiert. Dazu wurde Serum wie bereits in Kapitel 3.3
beschrieben vorbereitet, mit Methanol und Chloroform im Verhéltnis 4 Vol.%:11
Vol.%:5,4 Vol.% gemischt und 30 Minuten bei Raumtemperatur gerthrt. Zur Phasen-
trennung wurden 0,2 Vol. 0,1 mol/l Kaliumchlorid-Lésung zugegeben und das Extrak-
tionsgemisch bei 15.000 U/Min fur drei Minuten in einer Tischzentrifuge zentrifugiert.

Die untere lipophile Phase wurde abgenommen und unter Stickstoffbellftung
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getrocknet, in Ethanol geldst und unter Rihren in eine Pufferlésung (PBS;1:200) ein-
gespritzt.

In einem zweiten Schritt wurden Chylomikronen (d <1,000 g/L), Very-Low-Density-
Lipoprotein (VLDL; d= 1,000 - <1,006 g/L) mit Intermediate-Density Lipoprotein (IDL;
d= 1,006 - <1,019 g/L) und LDL (d= 1,019 - <1,063 g/L) aus humanem Serum uber
diskontinuierliche KBr-Gradienten nach Havel et al.(42) isoliert. Dazu wurden zu-
nachst eine VLDL-Dichtelésung mit d= 1,006 g/L (12,5 g NaCl + 950 ml Aqua destil-
lata) und eine HDL-Dichtelésung mit d= 1,346 g/L (354,0 g KBr + 153,0 g NaCl +
1000 ml Aqua destillata) als Stammldsungen erstellt, aus denen sich durch anteiliges
Mischen die anderen bendétigten Dichteldsungen ergaben. Um die Chylomikronen-
Fraktion zu erhalten, wurden 5 ml Plasma in ein verschliel3bares Plastik-Zentrifugen-
Tube mit definiertem Volumen (Beckmann, Minchen, Deutschland) gefillt und mit
VLDL/IDL-Dichtelésung (d= 1,019 g/L aus 251,5 ml VLDL-Dichtelésung und 10 ml
HDL-Dichtelbésung) tUberschichtet. AnschlielRend wurde mit einem Festwinkelrotor 30
Minuten bei 9500 U/min und 25 zentrifugiert. Die Chylomikronen-Fraktion wurde

durch Schneiden des Réhrchens (Tube) auf einer Schnitthéhe von 1 cm gewonnen.

Zur Isolation der VLDL/IDL-Fraktion wurde der gesamte Chylomikronen-Unterstand
in ein neues Rohrchen uberfihrt, mit VLDL/IDL-Dichtelésung (d= 1,019 g/L) auf-
geflllt und 16 Stunden bei 40.000 U/min und 16 ze ntrifugiert. Die Schnitth6he zur
Gewinnung des VLDL/IDL-freien Unterstandes betrug 1/3 des Ro6hrchens. Von
diesem Unterstand wurden nun 6 ml in ein weiteres neues Rohrchen tberfihrt, mit
6 ml LDL-Dichtelésung (d= 1,107 g/L aus 118 ml VLDL-Dichtelésung und 50 ml HDL-
Dichteldsung) uberschichtet und mit einer Dichtelésung von d= 1,063 g/L (VLDL/IDL-
und LDL-Dichtelésung 1:1) aufgeflllt. Dieser Ansatz wurde 20 Stunden lang bei
40.000 U/min und 16 zentrifugiert. Die Isolation der LDL-Fraktion erfolgte aus dem
Uberstand des bei 1/3 der Lange geschnittenen Zentrifugen-Rohrchens. Die Lipo-
proteine wurden Uber 24 Stunden bei pH 7,4 gegen PBS dialysiert, danach filtriert
und anschlieBend bei 4C unter Lichtausschluss und Stickstoffabschluss aufbewahrt.

EDTA (0,1% w/v) war bei allen Praparationsschritten enthalten.

Der Proteingehalt der Lipoproteine wurde durch Ausfallen mit Trichloressigsaure
nach der Methode von Lowry et al. bestimmt (43). Dabei wurde 1 ml Lipoprotein-

Losung in einem Reagenzglas mit Schliff vorgelegt und mit 5 ml einer alkalischen
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Cu?*-Reagenz (50:1-Gemisch aus 2 %iger Losung von Na,COs und K-Na-Tartrat in
0,1 mol/l NaOH und 0,5%iger Losung von CuSO45H,0) durchmischt. Nach
15-minatiger Inkubation bei 25C wurde zur Probe 0,5 ml Folin-Reagenz (Phosphor-
molybdat/ Phosphorwolframat) hinzugefiigt und der Reaktionsansatz nach dem
VerschlieRen des Reagenzglases sofort kréaftig durchgeschuttelt. Nach 60-mindtiger
Inkubation bei 25T wurde die Extinktion des gebild eten blauen Farbstoffes bei 750
nm an einem Absorptionsspektralphotometer (Perkin-Elmer, Rodgau, Deutschland)
vermessen. Der Pro-teingehalt der Lipoprotein-Lésung wurde dann anhand des
molaren Extinktions-koeffizienten einer Verdinnungsreihe bekannter Proteinkonzen-

tration unter Anwendung des Lambert-Beer'schen Gesetzes ermittelt.

3.7.2 Oxidation von LDL

Das isolierte LDL wurde 24 Stunden lang bei 4C gegen mit Stickstoff gesattigtem
PBS dialysiert und anschlieRend mit EDTA freiem und mit Stickstoff gesattigtem PBS
(pH 7,4) verdinnt. Die Oxidation von LDL wurde mit der Zugabe von frisch her-
gestelltem Kupfersulfat (CuSO45H,0) bei Zimmertemperatur gestartet. Die resultie-
renden Konzentrationen ergaben 0,25 mg/ml oxidiertes LDL und 0,41 pg/ml CuSOQOs,.
Thiobarbitursaure-reaktive Substanzen (TBARS) in der oxidierten LDL-Probe wurden
nach der Methode von Yagi (44) mit Malondialdehydbisdimethylacetal als Standard

bestimmt.

3.8 Ermittlung der Kalibrierfunktion

Aus der Stammldésung des in vitro oxidierten LDL mit einer bekannten Konzentration
von 0,25 mg/ml wurde eine zehnstufige Verdinnungsreihe hergestellt. Die Konzen-
tration von oxidiertem LDL in den Proben wurde dazu jeweils abwechselnd auf 20%
beziehungsweise 50% des vorhergehenden Verdinnungsschrittes eingestellt bis zu
einer Endkonzentration von 2,5 ng/ml, entsprechend 0,01%. der Stamml6sung. Zur
Vorbereitung der Proben wurde jeweils 50 ul TSP/D,O und 50 pl D,O in einem
'H-NMR-Tube vorgelegt, das entsprechend anteilige Volumen der Stammlésung
dazugegeben und mit Aqua destillata auf 600 pl aufgefillt. Die zehn Proben der
Verdunnungsreihe mit jeweils bekannter Konzentration wurden wie in Kapitel 3.6
beschrieben vermessen, phasen- und basislinienkorrigiert und auf das TSP-Signal

kalibriert. Die Intensitat (arbitrary units) der charakteristischen Resonanz von
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oxidiertem LDL bei 1,17 ppm (relativ zu TSP), die in den *H-NMR-Probespektren
gemessen wurde, wurden als Funktion der Konzentration von oxidiertem LDL
graphisch  dargestellt. Mittels linearer Regression des Funktionswertes
resultierte eine Gerade mit bekanntem Anstieg, deren zugrunde liegende Funktion

zur Berechung unbekannter Probenkonzentrationen von oxidiertem LDL diente.

3.9 Statistik

Die statistische Analyse der Daten wurde mit dem Programm SPSS for Windows
Version 13.1. der SPSS Software GmbH (Minchen, Deutschland) durchgefiihrt. Zum
varianz- und regressionsanalytischen Vergleich mehrerer unabhangiger Messwert-
reihen (Laborwerte, IMD, Fragebogen-ltems und demographische Daten) und der
ZielgroRe oxidiertes LDL wurde eine multifaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) durch-

gefuhrt. Das Signifikanzniveau wurde dabei auf p<0,05 festgelegt.
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4 Ergebnisdarstellung

4.1  Auswertung der ‘H-NMR-Spektren

Fur die abschlieRende Auswertung standen 533 Seren der insgesamt 549 in die
Studie eingeschlossenen Probandinnen zur Verfiigung. Die *H-NMR-Spektren der
Probandinnen-Seren wurden digital mit der Software WIN-NMR® Version 6.0 der
Bruker-Daltronik (Bremen, Deutschland) bearbeitet. Dazu wurden alle Spektren mit
dem Programm zuerst automatisch phasen- und basislinienkorrigiert. Das Spektrum
wurde anhand des TSP-Standards (3-Trimethylsilyl-[2,2,3,3-?H,]-Propionsaure) kalib-
riert, so dass das Intensitditsmaximum der TSP-Resonanz den Nullpunkt der chemi-
schen Phasenverschiebungsskala definiert (0,0 ppm). Aus den Resonanz-
Intensitatsmaxima des oxidierten LDLs bei 1,20 ppm, 1,18 ppm und 1,17 ppm wurde
dann die maximale Intensitat der charakteristischen Resonanz bei 1,17 ppm relativ
zur maximalen Intensitdt des TSP-Signals bestimmt. Charakteristische
'H-NMR-Spektren von Seren ohne und mit oxidativ veréndertem LDL werden

beispielhaft in Abbildung 1 und 2 gezeigt.
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Abbildung 1: lH-NMR-Spektrum ohne Resonanzen von oxidiertem LDL

TSP-Resonanz-Intensitatsmaximum bei 0,0 ppm (parts per million)
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4.2 Bestimmung der Serumkonzentration von oxidierte m LDL

Zur Ermittlung der Kalibrierfunktion fur die charakteristische Resonanz von
oxidiertem LDL bei 1,17 ppm wurden zehn Proben mit bekannter Konzentration wie
in Kapitel 3.8 beschrieben vermessen und ausgewertet. Die lineare Regression der
Resonanz-Intensitaten (arbitrary units) relativ zur TSP-Intensitat ergab eine Gerade
mit einem Anstieg des Faktors 0,39 bei einem Determinationskoeffizienten von
r> = 0,95 und p= 0,001. Die resultierende Kalibrierfunktion fir 1,17 ppm (Abbildung 3)
diente im Folgenden zur Berechung unbekannter Probenkonzentrationen von

oxidiertem LDL.
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Abbildung 3: Ausschnitt der Kalibrierfunktion fir d ie charakteristische Resonanz von

oxidiertem LDL bei 1,17 ppm.

Exemplarische Darstellung der Kalibrierfunktion fir das Konzentrationsintervall 0,0 bis
0,25 mg/dl (durchgezogene Linie) mit 95%-Konfidenzintervall (gestrichelte Linien).
X = CoxoL [M@/ml]: Konzentration des oxidierten LDL in mg/ml; y = arbitrary units: die
Resonanzintensitéat von oxidiertem LDL wurde durch die von TSP dividiert

Die Serumkonzentrationen des oxidierten LDL aller Probandinnenseren wurden in
mg/dl berechnet. Dazu wurden fur jedes Spektrum die Werte der maximalen
Resonanz-Intensitat bei 1,17 ppm relativ zum TSP-Resonanzintensitdtsmaximum in
die Gleichung der Kalibrierfunktion eingesetzt. Insgesamt konnte bei 66 von 533
Probandinnen (= 12,4%) oxidiertes LDL nachgewiesen werden. Deskriptiv statistisch

besteht bei diesen 66 Seren eine mittlere Konzentration an oxidiertem LDL von
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0,98 £ 2,77 mg/dl. Minimal wurde eine Konzentration von 0,02 mg/dl und maximal
eine von 18,10 mg/dl gemessen.
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Abbildung 4: Verteilung der Konzentration von oxidi ertem LDL in Probandinnenseren bei der

charakteristischen Resonanz 1,17 ppm

Die Konzentration von oxidiertem LDL bei der Resonanz 1,17 ppm wird in mg/dl
wiedergegeben; Mittelwert = 0,98 mg/dl; SEM = 0,34 mg/dI.

4.3 Korrelation der Serumkonzentration von oxidiert em LDL mit klinischen

Parametern

Der Zusammenhang zwischen der Serumkonzentration von oxidiertem LDL und den
anamnestischen, klinischen und laborchemischen Daten wurde mittels multifaktoriel-
ler Varianzanalyse (ANOVA) untersucht. Als abhéangige Variable diente dabei die
Serumkonzentration von oxidiertem LDL in mg/dl bei der Resonanz 1,17 ppm.
Als unabhangige Variablen wurden die demographischen Daten (Alter, Korper-
gewicht, Korpergréf3e), die Frage-ltems des modifizierten Studienfragebogens, die
Intima-Media-Dicken sowie alle Blutparameter herangezogen. Das ANOVA-Modell
wurde mit einem Signifikanzniveau von p<0,05 definiert und hat den Pearson’schen
Koeffizienten r= 0,634 sowie den multiplen Determinationskoeffizienten r’= 0,402

ergeben.
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4.3.1 Korrelation mit den Fragebogen-ltems

Die Antworten auf die Frage-ltems des modifizierten Studienfragebogens (vgl.
Kapitel 3.1.2) der "Bochumer Studie zu Gesundheit und Krankheit bei Frauen nach
den Wechseljahren" (siehe Abschnitt V Anhang) wurden kodiert und die Daten
anonymisiert. Die Auswertung der demographischen Daten Probandinnenalter,
Kdrpergewicht und Koérpergrésse, welche im Rahmen des Fragebogens erhoben
wurden, ergab ein durchschnittliches Probandinnenalter von 55 + 6 Jahren. Der
errechnete Body-Mass-Index betrug im Mittel 27,0 £ 5,6. Zum Vergleich mit der Ziel-
groésse Konzentration von oxidiertem LDL wurden die Antworten des Fragebogens
mittels ANOVA analysiert. Dabei zeigte sich fir das Frage-ltem 13.12.1
Applikation von Insulin l&nger als drei Monate aus dem Themenblock der aktuellen
Medikamentenanamnese ein signifikanter Zusammenhang mit hohen Serum-
konzentrationen fur oxidiertes LDL. Die Analyse ergab einen Regressions-
koeffizienten von byem= 3,504, p= 0,001. Probandinnen mit einer subkutanen Insulin-
applikation in der Dauermedikation haben demnach hohere Serumspiegel von
oxidiertem LDL (vgl. Abbildung 5). Die Themenblécke Demographische Daten,
Familien- und Eigenanamnese, Nikotinabusus und Ernahrungsgewohnheiten zeigten

keinen signifikanten Zusammenhang zur Serumkonzentration von oxidiertem LDL.

bjem= 3,504
r2= 0,402
p= 0,001

oxidiertes LDL [mg/dl]

Item 13.12.1 [nein/ja]

Abbildung 5: Korrelation der Konzentration von oxid iertem LDL mit Item 13.12.1

Regressionsgerade von x = Beantwortungsmdglichkeit [nein (0)/ ja (1)] des
ltems 13.12.1 (Applikation von Insulin l&nger als drei Monate) und y = Coxp. [Mg/ml]:
Serumkonzentration von oxidiertem LDL in mg/ml. by, = Regressionskoeffizient.
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4.3.2 Korrelation mit der Intima-Media-Dicke

Die maximale Intima-Media-Dicke betrug in der dopplersonographischen Vermes-
sung bei allen Probandinnen im Mittel 0,67 cm + 0,09 cm. Die maximale Intima-
Media-Dicke der Probandinnen, in deren Seren oxidiertes LDL nachweisbar war,
betrug 0,68 cm = 0,1 cm. Insgesamt konnten bei sechs von 533 Probandinnen
atherosklerotische Plaques in einer Arteria carotis communis detektiert werden. Bei
allen sechs Probandinnen wurde auch oxidiertes LDL im Serum nachgewiesen. In
der statistischen Analyse bestand jedoch kein signifikanter Zusammenhang zwischen
IMD-Werten (r*= 0,171; p= 0,175) oder dem Nachweis von atherosklerotischen
Plaques (r?= 0,015; p= 0,903) und einer erhéhten Serumkonzentration fiir oxidiertes
LDL.

4.3.3 Korrelation mit den Ergebnissen der Blutunter ~ suchungen

Bei der laborchemischen Untersuchung der Blutproben wurden folgende Parameter
analysiert: Serumlipide (Gesamtcholesterin, Triglyzeride, LDL, HDL), Nierenwerte
(Kreatinin, Harnstoff), Nichternglukose, Blutzuckerlangzeitwert (HbAl.), sowie
Homozystein. Im Rahmen des oralen Glukosetoleranztests (OGTT) wurde der Blut-
zuckerserumwert 120 Minuten nach Verabreichung einer standardisierten Glukose-

l6sung gemessen.

Die Serumlipide wurden zudem in Bezug auf die pathophysiologische Relevanz ihrer
Serumkonzentrationen deskripitv ausgewertet. Dabei wurde die reale und die
prozentuale Anzahl der Probandinnen mit einer behandlungsbedirftigen Serum-
lipidkonzentration bei Probandinnen mit Nachweis von oxidiertem LDL denen ohne
Nachweis von oxidiertem LDL gegenuber gestellt. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 1 dargestellit.
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Tabelle 1: Verteilung von behandlungsbedirftigen Se rumlipidwerten fir Frauen ab
dem 50. Lebensjahr nach Dérner (45)

Darstellung der Probandinnen mit behandlungsbedurftigen Serumlipidwerten.
Maximaler Referenzwert des Serumlipids Spalte eins von links. Reale und pro-
zentuale Anzahl der Probandinnen ohne Nachweis von oxidiertem LDL (oxLDL
negativ, n = 467) und der Probandinnen mit Nachweis von oxidiertem LDL
(oxLDL positiv, n = 66).

Serumlipid mit max. Probandinnen- | reale Anzahl an | prozentuale Anzahl
Referenzwert Gruppe Probandinnen an Probandinnen
Gesamtcholesterin ox LDL positiv n =17 von 66 25,6 %

= 260 mg/dl ox LDL negativ | n =130 von 467 | 27,8 %
Triglyceride ox LDL positiv n =9 von 66 13,6 %

= 200 mg/dl ox LDL negativ | n=55von 467 | 11,7 %
LDL-Cholesterin ox LDL positiv n =9 von 66 13,6 %

= 190 mg/dl ox LDL negativ | n =96 von 467 | 20,5%
HDL-Cholesterin ox LDL positiv n = 8 von 66 12,1 %

< 46 mg/dl ox LDL negativ | n=73von 467 |15,6%

Die multifaktorielle Varianzanalyse der Blutparameter ergab finf Parameter, die mit
einer erhdhten Serumkonzentration von oxidiertem LDL signifikant korrelieren
(r’= 0,402; p< 0,05). Hierzu gehéren die Serumlipide Triglyceride und HDL, die Dia-
betes-Parameter glykierte Hamoglobin-Unterfraktion A;. (,Blutzuckerlangzeitwert’
HbA1.) und der Serum-Glukosespiegel nach 120 Minuten im oralen Glukose-
Toleranztest (OGTT12) sowie der Nierenfunktionswert Harnstoff. Die resultierenden
Regressionskoeffizienten der Serumlipide byg, = 0,009 und byp. = 0,073 als auch die
der Diabetes-Parameter bypaic = 0,599 und bosrr = 0,004 sind grésser Null und
zeigen einen proportionalen Zusammenhang mit oxidiertem LDL. Probandinnen mit
erhohten Serumwerten fir oxidiertes LDL hatten folglich eine signifikant hohere
Serumkonzentration an Triglyceriden, HDL, HbA;. und hdhere Glukosespiegel im

oralen Glukose-Toleranztest nach 120 Minuten als die tbrigen Probandinnen. Der
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Regressionskoeffizient des Nierenfunktionswertes Harnstoff byst = -0,204 ist kleiner
Null, die Korrelation ist folglich invers: Probandinnen mit erhéhten Serumwerten fur
oxidiertes LDL hatten demnach signifikant niedrigere Harnstoff-Serumwerte als die
Ubrigen Probandinnen. Die Regressionsmodelle von oxidiertem LDL und den
signifikant korrelierenden Blutparametern sind in den folgenden funf Abbildungen
(Abbildungen 6-10) graphisch dargestellt.

5‘ . . b.r= 0,009
<) r’= 0,402
E, 57 p= 0,032
—
(m)
-
n
g
o)
S
.g 0-
T T T T T T T 1
0O 50 100 150 200 250 300 350 40
Triglyzeride [mg/dI]
Abbildung 6: Korrelation der Konzentration von oxi diertem LDL mit Triglyceriden

Regressionsgerade von x = cyr [mg/ml]: Serumkonzentration der Triglyceride in
mg/ml und y = CopL [Mg/ml]: Serumkonzentration von oxidiertem LDL in mg/ml.
btri = Regressionskoeffizient. Die gestrichelte Markierung zeigt das 95%-
Konfidenzintervall.
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Abbildung 7:

Abbildung 8:

oxidiertes LDL [mg/dI]

T
0O 25 50 75 100 125 150 17
HDL [mg/dI]

Korrelation der Konzentration von oxi diertem LDL mit HDL

Regressionsgerade von X = cyp. [mg/ml]: Serumkonzentration von HDL in mg/ml
und y = Coup. [Mg/mI]: Serumkonzentration von oxidiertem LDL in mg/ml.

buo. = Regressionskoeffizient. Die gestrichelte Markierung zeigt das 95%-
Konfidenzintervall.

oxidiertes LDL [mg/dl]

HbA, [%]

Korrelation der Konzentration von oxi diertem LDL mit HbA .

Regressionsgerade von X = cypa1c [%0]: Serumkonzentration der glykierten Hamo-
globin-Unterfraktion Alc (,Blutzuckerlangzeitwert’) in Prozent und y = CoxpL
[mg/ml]: Serumkonzentration von oxidiertem LDL in mg/ml. bypaic = Regressions-
koeffizient. Die gestrichelte Markierung zeigt das 95%-Konfidenzintervall.
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bosrr= 0,004
o . r’= 0,402
(@] =
2 s p= 0,004
= -
A e
| -
(79}
9 L]
g | -
-c [ ]
e e T T,
50 TR
/I T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300
OGTT120, Gluc [M/dl]

Abbildung 9: Korrelation der Konzentration von oxi diertem LDL mit OGTT 159
Regressionsgerade von X = Cogtr120, Gluc [MA/MI]: Serum-Glucose-Konzentration
nach 120 Minuten im oralen Glucose-Toleranztest und y = Coqp. [Mg/ml]:
Serumkonzentration von oxidiertem LDL in mg/ml. bogtt = Regressionskoeffizient.
Die gestrichelte Markierung zeigt das 95%-Konfidenzintervall.
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Abbildung 10: Korrelation der Konzentration von ox idiertem LDL mit Harnstoff

Regressionsgerade von x = cyst [Mg/ml]: Serumkonzentration von Harnstoff in
mg/ml und y = CoxpL [Mg/ml]: Serumkonzentration von oxidiertem LDL in mg/ml.

bust = Regressionskoeffizient.
Konfidenzintervall.

Die gestrichelte Markierung zeigt das 95%-
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Die Blutparameter Nichternglukose, Kreatinin, Homozystein, Cholesterin und LDL
sowie die Ruheblutdruckwerte zeigten in der statistischen Auswertung keinen signifi-
kanten Zusammenhang mit erhdhten Serumkonzentrationen von oxidiertem LDL.

Eine Zusammenfassung dieser Parameter wird in Tabelle 2 wiedergegeben.

Tabelle 2: Parameter ohne signifikante Korrelatio  n mit oxidiertem LDL

Darstellung des mittleren Blutdrucks sowie der mittleren Serumkonzentrationen der
Blutparameter ohne signifikanten Zusammenhang mit erhdhten Serumwerten fur
oxidiertes LDL von Probandinnen ohne Nachweis von oxidiertem LDL (oxLDL
negativ, n = 467) und der Probandinnen mit Nachweis von oxidiertem LDL (oxLDL
positiv, n = 66). sys= systolisch, dia= diastolisch.

ox LDL positiv ox LDL negativ Korrelation

Ruheblutdruck 140/ 88 mmHg | 136/ 86 mmHg r’= 0,048; p= 0,082 sys

r’=0,038; p= 0,120 dia

Nuchternglukose 95,4 mg/dI 97,4 mg/d| r°=0,143; p= 0,316
Kreatinin 0,77 mg/dl 0,77 mg/dl r=0,212; p= 0,092
Homocystein 10,12 pmoll/l 9,96 umol/l r’= 0,107; p= 0,408
Gesamtcholesterin | 239,0 mg/dI 240,7 mg/dl r°=0,226; p= 0,072

LDL-Cholesterin 147,0 mg/dl 152,0 mg/dl r’=0,034; p= 0,786
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5 Diskussion

Mit Hilfe der H-NMR-Spektroskopie der 533 Probandinnen-Seren konnte bei 66
Probandinnen oxidiertes LDL im Serum nachgewiesen werden. Der statistische
Vergleich mit etablierten Parametern von vaskuldren Risikofaktoren ergab einen
signifikanten Zusammenhang zwischen den Serumwerten fir oxidiertes LDL und den
Serumlipiden Triglyceride und HDL, den Diabetes-Parametern Blutzuckerlangzeitwert
(HbA1c), Serum-Glukosespiegel nach 120 Minuten im oralen Glukose-Toleranztest
(OGTT120) und der Applikation von Insulin langer als drei Monate (Frage-ltem

13.12.1) sowie dem Nierenfunktionswert Harnstoff.

Im Folgenden sollen die fir diese Arbeit angewendete Methode diskutiert und die
Ergebnisse vor dem aktuellen wissenschaftlichen Hintergrund interpretiert werden.
Abschliel3end soll die Relevanz von oxidiertem LDL fur die Diagnostik vaskularer

Prozesse bei Atherosklerose und Diabetes mellitus herausgestellt werden.

51 Diskussion der Methodik

In verschiedenen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass nicht nur Makro-
phagen, sondern auch zahlreiche andere Zellklassen wie Endothelzellen, glatte
Muskelzellen, Monozyten, Lymphozyten und Fibroblasten LDL-Partikel oxidativ
modifizieren kdnnen (46). Die Mechanismen der zellvermittelten Oxidation sind
bisher jedoch nur in Teilen bekannt. Gegenwartig lassen sich finf Konzepte abgren-
zen, in denen die Oxidation der LDL-Partikel durch intra- versus extrazellulare
Enzyme (Lipoxygenase, Phospholipase A;), durch reaktive Sauerstoffspezies aus
dem Stickstoffmonoxid (NO)-Stoffwechsel sowie durch die katalytische Aktivitat der

Myeloperoxidase diskutiert werden (47), (48), (49), (50).

Der Oxidationsprozess im LDL-Partikel schreitet nach Anreicherung von Lipidperoxi-
dasen in einer durch Radikale vermittelten Kettenreation rasch voran. Dabei kommt
es zur Oxidation von freiem Cholesterin und im Rahmen der Fettsdureperoxidation
zur Anreicherung von Malondialdehyd (51). Aldehyde binden an Lysin-Reste des
Apoliporoteins B-100 und fiihren somit tiber Anderungen der Elektronegativtat zu

dessen erheblichen strukturellen Veranderungen (52).

Die Quantifizierung oxidierten LDLs im Serum erfolgt bisher vorwiegend Uber

chromatographische Verfahren und Immunoabsorbtionsassays (53). Der Aufwand
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dieser Methoden macht die Diagnostik von oxidiertem LDL kostspielig und zeitauf-
wendig. Um ein groReres Kollektiv auf diesen Parameter hin untersuchen zu kénnen,
entwickelten Jankowski et al. 1998 eine Methode zur Quantifizierung von oxidiertem
LDL in humanem Serum mittels *H-NMR-Spektroskopie (25). Ausgehend von in vitro
Cu?*-oxidiertem LDL konnte ein spezifisches Resonanzmuster (1,17 ppm, 1,18 ppm,
1,20 ppm; relativ zu 3-Trimethylsilyl-(2,2,3,3-?H,)-propionat) identifiziert werden, wel-
ches sich im Serum von Patienten mit schwerer koronarer Herzkrankheit reproduzie-
ren lie3. Vergleichbare Ergebnisse erzielte im Jahr 2002 auch die Forschergruppe
um Brindle und Nicholson (UK). Sie konnten zeigen, dass die Serumkonzentration
einer Substanz mit einem *'H-NMR-Intensitdtsmaximum um 1,30 ppm mit dem
Schweregrad der koronaren Herzkrankheit korreliert und vermuteten, dass es sich
dabei um modifiziertes LDL handelt (54). Es gelang bisher jedoch noch nicht, das
'H-NMR-Resonanzmuster fiir oxidiertes LDL einem Korrelat auf molekularer Ebene
zuzuordnen. Aufgrund des komplexen Oxidationsprozesses innerhalb des LDL-
Partikels resultiert moglicherweise aus einer Summe oxidativer Reaktionen eine

Mischung oxidierter Strukturgruppen.

In der vorliegenden Arbeit konnte bei 12,4 % der untersuchten Probandinnen (66 von
n = 533) oxidiertes LDL in den H-NMR-Spektren anhand der oben genannten
spezifischen Resonanzmuster detektiert werden. Die Auswertung der Probandinnen-
daten ergab *H-NMR-Spektren, bei denen nur ein (1,17 ppm), zwei (1,18 ppm, 1,17
ppm) oder alle drei (1,20 ppm, 1,18 ppm, 1,17 ppm) Resonanz-Peaks vorhanden
waren. Da die Resonanz bei 1,17 ppm bei allen Probandinnen mit Nachweis von
oxidiertem LDL vorhanden war, wurden ausschliel3lich die Intensitats-maxima bei
1,17 ppm zur Berechnung der Serumkonzentration von oxidiertem LDL verwendet.
Zur Erklarung der inhomogenen Verteilung der Resonanz-Peaks kann der oben
beschriebene, komplexe Oxidationsprozess innerhalb der LDL-Partikel heran-
gezogen werden. Dieser konnte in vivo zu einer inhomogenen Konzentration oxidier-
ter Strukturgruppen im LDL-Partikel filhren, so dass das typische *H-NMR-Spektrum
von in vitro Cu®**-oxidiertem LDL nicht vollstandig erreicht wird.

5.2 Oxidiertes LDL und Dyslipoproteinamie

Probandinnen dieser Studie mit zunehmend hohen Serumwerten fur oxidiertes LDL

weisen signifikant haufiger eine Hypertriglycerindmie auf. Interessanterweise konnten
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jedoch keine signifikanten Korrelationen zwischen Serumkonzentrationen von
oxidiertem LDL und Gesamtcholesterin oder LDL-Cholesterin gefunden werden. Im
Vergleich zum Gesamtkollektiv scheinen Probandinnen mit Nachweis von oxidiertem
LDL sogar insgesamt weniger behandlungsbedurftige Serumspiegel fir Gesamt-
cholesterin und LDL-Cholesterin zu haben (Tabelle 1; Kapitel 4.3.3). Die gleiche
Befundkonstellation beschrieben auch Julius et al. in einer Studiengruppe mit 752
Probanden (55). Anhand ihrer Studienergebnisse konnten Julius et al. 2007 des
Weiteren nachweisen, dass hohe Triglycerid-Serumwerte zu einer vermehrten
Bildung atherogener, kleiner und dichter LDL-Partikel (< 25,5 nm) fuhren (55). Es
wird angenommen, dass mogliche Ursachen fur die erhdhte Atherogenitat kleiner
dichter LDL-Partikel eine héhere Oxidationsbereitschaft, eine leichtere Penetration
der Arterienwdnde und eine geringe Affinitdt zum LDL-Rezeptor bei gleichzeitig
hoher Affinitat zum Scavenger-Rezeptor darstellen kénnten (56; 57). Hohe Tri-
glycerid-Serumwerte kdnnen somit die Bildung von oxidiertem LDL durch die Bereit-

stellung leicht oxidierbarer, kleiner LDL-Partikel begtinstigen.

Dem gegenulber steht die in dieser Arbeit ermittelte positive Korrelation von oxidier-
tem LDL und HDL-Cholesterin. Aus den Ergebnissen zahlreicher Studien, in denen
fur HDL eine anti-atherogene Wirkung nachgewiesen werden konnte (58; 59),
resultiert jedoch die Annahme einer negativen Korrelation, das heif3t einer inversen
Beziehung zwischen proatherogenem oxidiertem LDL und kardioprotektivem HDL.
HDL-Cholesterin verflugt Uber zahlreiche antiatherogene Wirkungen: neben dem
reversen Cholesterintransport (Kapitel 1.2) vermag HDL biologisch aktive und zyto-
toxische Lipidperoxidationsprodukte aus LDL, zum Beispiel oxidiertes LDL zu inakti-
vieren und besitzt antiinflammatorische sowie antikoagulatorische Eigenschaften
(60). Es gibt jedoch zunehmend Hinweise, dass HDL von Patienten mit chronischer
systemischer Inflammation, Diabetes mellitus und Atherosklerose paradoxerweise
die vaskulare Inflammation sowie die Oxidation von LDL beglnstigt (61). Dieses
proinflammatorische HDL scheint aufgrund chemischer und struktureller Modifikatio-
nen durch die enzymatische Aktivitat der Myeloperoxidase zu entstehen (62). Zudem
entsteht bei chronischer systemischer Inflammation vermehrt das Akute-Phase-
Protein Serum-Amyloid-A, welches in den HDL-Partikeln Apolipoprotein A-l ersetzen
kann und dadurch die Funktionalitdt des HDL deutlich einschrankt (63). Insbesonde-

re fuhrt der Austausch von Apolipoprotein A-I gegen Serum-Amyloid-A zum Verlust
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der Paraoxonase. HDL verliert dadurch die Fahigkeit Lipidperoxidationsprodukte zu

inaktivieren (64).

Die vorliegenden Ergebnisse lassen vor diesem Hintergrund den Schluss zu, dass
die Oxidation von LDL durch ein Lipidmuster aus Hypertriglycerindmie und
proinflammatorischem HDL begunstigt wird. Bei der routinemalligen Beurteilung der
HDL-Fraktion im Patientenserum zur Dyslipoproteinamie-Diagnostik bei kardio-
vaskularen Erkrankungen bzw. zur Verlaufskontrolle unter einer lipidsenkenden
medikamentdsen Therapie sollte daher nicht nur auf quantitative Aspekte Wert gelegt
werden. Es wéare zukuftig zu prufen, ob die erhGhte Serumkonzentration von oxidier-
tem LDL im Rahmen der Labordiagnostik ein Indikator fur das Vorhandensein von

proinflammatorischem HDL in der HDL-Gesamtfraktion darstellen kénnte.

53 Oxidiertes LDL und Diabetes mellitus

Die Relevanz von Diabetes mellitus fur die Progredienz der koronaren Herzkrankheit
ist hinlanglich bekannt und in vielen grof3en Studien nachgewiesen worden. Zwei
Drittel aller Patienten mit Diabetes mellitus versterben an einer kardiovaskularen
Komplikation (65). Die Situation von Frauen in der Postmenopause, welche in der
vorliegenden Arbeit das untersuchte Kollektiv darstellen, ist unter diesem Aspekt
sehr risikoreich: Ostrogene hemmen die Bildung von oxidiertem LDL und die
Expression proinflammatorischer Zytokine (2), so dass mit dem raschen Abfall der
Ostrogene nach der Menopause gleich zwei inhibierende Ansatzpunkte in dem
Prozess der Atheroskleroseentstehung verloren gehen. Der Ostrogenmangel erhoht
somit das Risiko der Entwicklung einer koronaren Herzerkrankung. Des Weiteren
konnten Huxley et al. 2006 zeigen, dass das relative Risiko fur tddliche Komplikatio-
nen einer koronaren Herzkrankheit bei Frauen mit Diabetes mellitus um 50% hoher

lag als bei den M&nnern der Vergleichsgruppe (66).

Der meist im Erwachsenenalter erworbene Diabetes mellitus Typ 2 ist mit 90-95% die
haufigste Form des Diabetes mellitus (67). Der Erkrankungsverlauf ist schleichend
und durch kaum wahrnehmbare Veranderungen der Stoffwechselfunktionen in der
Frihphase gekennzeichnet. Die zumeist spate Diagnosestellung erfolgt oft erst
anhand sekundarer Folgeerkrankungen von Gefalen, Nerven, Nieren, Augen und
der Haut. Es stellt daher eine Herausforderung dar, die laborchemischen und
klinischen Anzeichen eines Diabetes mellitus Typ 2 mdéglichst friih zuerkennen (68).
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Die international gultigen Kriterien zur Diagnostik eines Diabetes mellitus werden
durch die Amerikanische Diabetes-Gesellschaft (ADA) in Kooperation mit der Welt-
gesundheitsorganisation (WHO) regelmaRig aktualisiert und empfohlen. Demnach
besteht ein Diabetes mellitus, wenn klassische Symptome wie Polyurie, Polydipsie
und unklarer Gewichtsverlust mit einem Gelegenheitswert fir Serumglukose >200
mg/dl oder ein Nuchternglukosewert >126 mg/dl oder Messwerte flir Serumglukose
im OGTT nach 120 Minuten >200 mg/dl vorliegen (69).

In der vorliegenden Arbeit kann ein signifikanter Zusammenhang zwischen der
Serumkonzentration von oxidiertem LDL und den Diabetes-Markern 120-Minuten-
Wert des OGTT (OGTT120), HbA;. und Insulinpflichtigkeit (Item 13.12.1 Applikation
von Insulin langer als drei Monate) gezeigt werden. Dabei kommt dem OGTT120 die
meiste Bedeutung in der Standarddiagnostik des Diabetes mellitus und vor allem in
der Diagnostik der diabetischen Friihformen zu. Der OGTT120 korreliert dartber
hinaus besser mit der diabetesbedingten kardialen Sterblichkeit als der Nuchternglu-
kosewert und besitzt damit tUber seine Funktion als Diagnosekriterium hinaus einen
hohen Stellenwert in der Risikoeinschatzung der Entwicklung sekundérer kardio-

vaskularer Erkrankungen (70).

HbA;. ist eine glykierte Hamoglobin-Unterfraktion in Erythrozyten und dient der
Verlaufkontrolle bei Patienten mit bekanntem Diabetes mellitus. Im Rahmen der
Erythrozytenalterung kommt es nicht-enzymatisch zu einer irreversiblen Bindung von
Glukose an Hamoglobinmolekile. Dieser Prozess findet linear zur Plasmaglukose-
konzentration statt. Da die Uberlebenszeit von Erythrozyten circa zwei bis drei Mona-
te betragt, bildet der HbA;.-Wert die mittlere Plasmaglukosekonzentration fir dieses
Zeitintervall zuverlassig ab (71). Bei fortgeschrittenem Diabetes mellitus Typ 2 kommt
es zunehmend zu einer Stérung der Insulinsekretionskinetik der pankreatischen
3-Zellen. Letztlich ist die korpereigene Insulinproduktion zur Regulation der
postprandialen Hyperglykamie nicht mehr ausreichend, so dass Insulin zusatzlich
therapeutisch substituiert werden muss (72).

Erhbhte Serumwerte flr oxidiertes LDL stehen laut den Untersuchungsergebnissen
dieser Arbeit mit den zuvor genannten Parametern OGTT120, HbAlc und der
therapeutischen Insulinsubstitution und folglich mit den friilhen und fortgeschrittenen

Formen des Diabetes mellitus Typ 2 in einem signifikanten Zusammenhang. Es



5 Diskussion 32

kdnnen somit metabolische Schnittstellen zwischen oxidiertem LDL und konseku-
tiven Diabetesfolgen sowie den pathophysiologischen Mechanismen des Diabetes

mellitus Typ 2 vermutet werden.

Die diabetische Stoffwechselstérung ist unter anderem gekennzeichnet durch die
Entwicklung einer triglyceridreichen Dyslipoproteinamie sowie einer chronischen
Inflammation mit oxidativem Stress. Die Hypertriglyceridamie fihrt Gber die bereits in
Kapitel 5.2 erlauterten Mechanismen zur Entstehung kleiner atherogener LDL-
Partikel sowie zu cholesterinesterreichen VLDL-Remnants, die zu einer verstarkten
zellularen Lipidakkumulation in Makrophagen fiihren (73). Des Weiteren werden bei
dauerhafter hyperglykéamischer Stoffwechsellage hochreaktive Intermedidrprodukte
aus glykierten Proteinen, so genannte AGE-Produkte (advanced glycation end
products) gebildet. Diese fuhren Uber eine intrazellulare Aktivierung des Transkrip-
tionsfaktors NFkB zur Produktion zahlreicher proinflammatorischer Zytokine und
hoch-reaktiver Sauerstoffradikale (74). Die diabetische Stoffwechsellage kann somit
die Voraussetzungen fur eine ausgepragte Lipidperoxidation schaffen und folglich die

Entstehung von oxidiertem LDL begunstigen.

Die Pathogenese des Diabetes mellitus Typ 2 wird durch die beiden Grél3en Insulin-
resistenz der Zielorgane (Skelettmuskulatur, Leber) und Insulinsekretionsdefekt der
pankreatischen R3-Zellen bestimmt (75). Der Insulinresistenz kommt hierbei eine
wichtige Rolle zu, da sie mehrere Jahre unbemerkt einer symptomatischen
Manifestation eines Diabetes mellitus Typ 2 vorausgehen kann. Insulin fihrt Gber den
Insulin-Rezeptor, der zur Familie der Tyrosinkinase-Rezeptoren gehdrt, an den
Zielorganen zur Induktion intrazellularer Signalkaskaden. Hierbei kommt es nicht nur
zur Insulin-vermittelten Glukoseaufnahme in die Zelle, sondern auch zu verschiede-
nen Mechanismen der genetischen Regulierung des Fettstoffwechsels und der
zellularen Insulinsensitivitat (76). Die Insulinresistenz ist somit eine verminderte
zellulare Antwort auf Insulin. Sie bewirkt eine kompensatorisch vermehrte Insulin-
sekretion des Pankreas und resultiert in einer initialen postprandialen Hyperglykamie
mit verzdgerter Hyperinsulinamie (77). In zahlreichen Studien konnte gezeigt werden,
dass insulinresistente Muskel- und Leberzellen sowie pankreatische R3-Zellen
vermehrt intrazellulare Lipidablagerungen aufweisen (78). Nach der Hypothese von
Unger und McGarry kommt dieser ektopen Lipidakkumulation eine entscheidende

Rolle in der Entstehung und Auspragung der Insulinresistenz zu (79), indem es zu
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einem Ungleichgewicht intrazellularer Signalkaskaden zugunsten einer verminderten
Glukoseaufnahme in die Zelle kommt (80). Ein analoger Mechanismus kdénnte auch
in den Endothel- und GefalBmuskelzellen praatherosklerotischer Gefal3e existieren,
auf deren Zelloberflache auch Insulinrezeptoren exprimiert werden. Insulin vermittelt
Uber diese Rezeptoren sowohl pro- als auch antiatherogene Effekte (siehe Abbildung
11/A). Es aktiviert einerseits die PI3K-Akt/PKB-Kaskade (Phosphoinositid-3-Kinase;
Akt-Proteinkinase B) und erzielt somit unter anderem Uber eine vermehrte eNOS-
stimulierte Stickoxid-Produktion (endotheliale Stickoxidsynthase, Kapitel 1.1) eine
Vasodilatation. Gleichzeitig wirkt Insulin Gber den MAP-Kinase-Signalweg (Mitogen
Activated Protein Kinase) mitogen durch die Expression von Adhé&sionsmolekilen
und vasokonstriktiv wirkendem Endothelin-1 (81). Eine ektope Lipidakkumulation
kdnnte ebenso wie eine chronische systemische Inflammation zur Entwicklung einer
Insulinresistenz der Gefél3zellen fihren und letztlich eine endotheliale Dysfunktion
verursachen. Hierbei kommt es intrazellular zur Blockierung der PI3;K-Akt/PKB-
Kaskade, so dass die mitogene, MAP-Kinase vermittelte Insulinwirkung Uberwiegt

und eine proatherogene Situation entsteht (82).
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Der Prozess der ektopen Lipidakkumulation sowie die daran beteiligten Lipid-
fraktionen sind im Detail noch nicht bekannt. Oxidiertes LDL kdnnte in diesem
Zusammenhang jedoch ein entscheidendes Bindeglied darstellen. Uber Scavenger-
Rezeptoren kann oxidiertes LDL ungehemmt in Gefal3zellen eindringen und eine
Lipotoxizitat induzieren. Eine weitere Verstarkerschlaufe besteht darin, dass Uber
den stimulierten MAP-Kinase-Signalweg vermehrt Endothelin-1 produziert wird (siehe
Abbildung 11/B). Endothelin-1 fuhrt Uber eine Aktivierung des membanstandigen
Endothelin-Rezeptors 2 zur Expression von LOX-1 (Lectin-like oxLDL-Rezeptor-1)
(18). LOX-1 ist ebenfalls membranstandig und bewirkt eine weitere intrazellulare
Aufnahme von oxidiertem LDL und begunstigt somit das Fortschreiten der

Lipidakkumulation.

Die in diesem Kapitel dargestellten Zusammenhange machen deutlich, dass oxidierte
LDL-Partikel sowohl in der Pathogenese des Diabetes mellitus, als auch in der
Entwicklung sekundarer diabetischer Folgeerkrankungen ein wichtiges Bindeglied
darstellen. Die in dieser Arbeit signifikante Korrelation von oxidiertem LDL mit
OGTT120 stellt einerseits die mdgliche Bedeutung von oxidiertem LDL fur die
Diagnostik einer Insulinresistenz mit hohem kardiovaskuldren Risikopotential dar.
Andererseits macht sie die Hypothese der ektopen Lipidakkumulation als pathogene-
tisches Teilkonzept der Insulinresistenzentwicklung wahrscheinlich. Die wesentlich
durch oxidiertes LDL vermittelte Lipotoxizitat der Gefal3zellen (Endothelzellen,
Mediamyozyten) kénnte dariiber hinaus einen neuen Stellenwert in der Pathogenese
der Atherosklerose erhalten. Diabetische Folgeerkrankungen resultieren aus einer
chronischen systemischen Inflammation, welche durch oxidativen Stress, AGE-
Produkte und eine hohe Zytokinausschittung gekennzeichnet ist. Zeichen fir dieses
metabolische Umfeld sind hohe Serumwerte fir HbA;. und die Notwendigkeit einer
therapeutischen Insulinsubstitution bei fortgeschrittener Insulinsekretionsstérung.
Wie die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, kann oxidiertes LDL in diesem Zusammen-
hang ebenfalls als Marker fir eine fortgeschrittene diabetische Stoffwechsellage

angesehen werden.

54 Oxidiertes LDL und Nierenfunktionsstorung

Storungen des Fettstoffwechsels und Veranderungen im Lipoproteinmuster

entstehen bereits frih bei einer nur minimal eingeschrankten Nierenfunktion. Im
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Rahmen einer langsam zunehmenden Stdrung der glomerulédren Filtrationsrate
entstehen durch sinkende Serumalbuminspiegel Stérungen in der Clearance und
Synthese proatherogener Lipidfraktionen mit Akkumulation triglyceridreicher HDLg,
LDL, und VLDL-Remnants, die zu einer manifesten Dyslipoproteindmie mit hoch-

atherogenem Lipidprofil und hohem kardiovaskularem Risiko fihren (83).

Die Untersuchungsergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen einen inversen
Zusammenhang der Serumkonzentrationen von oxidiertem LDL und Harnstoff.
Harnstoff dient in der Routinelabordiagnostik zur Verlaufskontrolle einer Nieren-
insuffizienz sowie zur Kontrolle des Proteinstoffwechsels bei Niereninsuffizienz und
ist von drei Faktoren abhangig. Einerseits fuhrt die Senkung der glomeruléren
Filtration zur Retention von Harnstoff im Serum. Andererseits haben auch die
Proteinaufnahme Uber die Nahrung und der Proteinkatabolismus Einfluss auf die
Harnstoff-Serumkonzentration. Eine verminderte Harnstoff-Serumkonzentration, wie
bei den Probandinnen mit erhdohten Serumwerten fur oxidiertes LDL nachgewiesen
wurde, tritt physiologisch nur bei Kindern, Schwangeren und im Rahmen einer
proteinarmen Erndhrung auf. Der pathophysiologische Zustand, den der inverse
Zusammenhang von oxidiertem LDL und Harnstoff abbildet, kann jedoch einer
initialen chronischen Niereninsuffizienz im Stadium | entsprechen (84). Dabei kommt
es zu Beginn einer Niereninsuffizienz durch Stdérungen wahrend der tubuléaren
Ruckdiffusion des zuvor vollstdndig glomerular ultrafiltrierten Harnstoffs zu einer
vermehrten Ausscheidung. Diese Stérungen konnen darin bestehen, dass die
Diurese z.B. durch eine Polyurie verstarkt oder die Nierendurchblutung durch eine
beginnende Nierengefal3sklerose vermindert ist (85). Diese Form der Stérungen ist
charakteristisch fur eine beginnende Nierenschadigung unter einer diabetischen
Stoffwechsellage, welche mit erhdhten Serumwerten fur oxidiertes LDL korreliert
(Kapitel 5.3).

Zur routinemaligen Beurteilung der glomerularen Nierenfunktion wird in erster Linie
Serum-Kreatinin herangezogen, da dieses nicht von variablen Stoffwechsel-
prozessen, sondern nur von der konstanten Muskelmasse abhangig ist. Die
Kreatininkonzentration im Serum steigt jedoch erst an, wenn die glomerulare Filtra-
tionsrate bereits auf 50% oder weniger reduziert ist (86). Marginale Funktions-
einschrankungen, wie sie zuvor beim Harnstoff beschrieben wurden, sind daher am

Serum-Kreatinin-Wert nicht zu erkennen. Vor diesem Hintergrund ist die fehlende
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Korrelation von Kreatinin mit oxidiertem LDL in dieser Studie erklarbar. Des Weiteren
ist bekannt, dass oxidiertes LDL zytotoxische Wirkungen auf die glomerularen
Mesangialzellen austbt (87). In Analogie zum Gefal3endothel exprimieren
Mesangialzellen LDL-Rezeptoren, Uber welche oxidierte LDL-Partikel in die Zellen
aufgenommen werden und dort akkumulieren (88). Diese mesangiale Lipidakkumula-
tion tragt bereits in der Frihphase der Glomerulosklerose zur Nierenfunktions-
schadigung bei (89). Oxidiertes LDL ist unter Bertcksichtigung der oben genannten
Zusammenhange nicht nur bei fortgeschrittener Niereninsuffizienz mit manifester
Dyslipoproteinamie, sondern bereits in der Frihphase von Nierenfunktionsstorungen
bei diabetischer Stoffwechsellage von Bedeutung.

5.5 'H-NMR gestiitzte Diagnostik von oxidiertem LDL —
Ein lohnenswertes Verfahren in der klinischen Labor diagnostik?

5.5.1 Relevanz von oxidiertem LDL fur die Klinische Labordiagnostik der

Atherosklerose

Im vorangehenden Teil der Diskussion wurde beschrieben, dass oxidiertes LDL
bereits in der Frihphase atherosklerotischer, diabetischer und pathologischer renaler
Prozesse eine zentrale Rolle in den bekannten pathophysiologischen Konzepten
einnimmt. Die signifikanten Korrelationen der in dieser Studie mittels *H-NMR-
Analyse bestimmten Serumwerte fir oxidiertes LDL mit Serumlipiden, Diabetes-
Markern und dem Nierenfunktionswert Harnstoff bestatigen diesen Stellenwert.
Insbesondere stellt sich in diesem Zusammenhang die ektope Lipidakkumulation in
vaskularen Endothelzellen, pankreatischen Betazellen und renalen Mesangialzellen
als mogliches pathophysiologisches Bindeglied zur Entstehung von Atherosklerose,
Diabetes mellitus sowie einer initialen chronischen Niereninsuffizienz heraus, da sie
durch Insulinresistenz und hohen Serumspiegeln von oxidiertem LDL direkt induziert
wird (Kapitel 5.3 und 5.4). Des Weiteren deutet das Vorhandensein von oxidiertem
LDL auf ein hochatherogenes Lipidprofil hin, welches durch Hyper-triglyceridamie
und ,kleine“, hochreaktive LDL-Partikel charakterisiert ist. Gleichzeitig kann eine
erhohte Fraktion an proinflammatorischen HDL-Partikeln vorliegen, welche die

Oxidation von LDL begunstigen (Kapitel 5.2).
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Die Bestimmung von oxidiertem LDL in der Laboranalyse von Serumproben kdnnte
somit die Diagnostik von Atherosklerose und Diabetes mellitus um ein funktionelles
Kriterium erweitern. Die Serumkonzentration von oxidiertem LDL kann als bewerten-
des Kriterium fir das Ausmalfd der Inflammation der Stoffwechellage herangezogen
werden, da hohe Serumlipidwerte und Insulinresistenz bei gleichzeitig hohen
Serumwerten fur oxidiertes LDL auf eine proinflammatorische Stoffwechselsituation
schlieBen lassen. Es ergédbe sich somit eine Einschatzung fur die Progressions-

geschwindigkeit sekundéarer sklerosierender Prozesse.

Es bleibt in weiteren Studien zu prufen, welches Potential die ektope Lipidakkumula-
tion in der Pathogenese Atherosklerose assoziierter Prozesse einnimmt und ob sie

auch durch andere Metabolite als durch oxidiertes LDL beeinflusst wird.

5.5.2 Vorteile der *H-NMR-Spektroskopie in der klinischen Labordiagnost ik

Zur Bestimmung von oxidiertem LDL in humanem Serum stehen verschiedene
Methoden zur Verfigung (vgl. Kapitel 1.3). Gemessen an diesen bisher Ublichen
Messmethoden ist die Bestimmung der Serumkonzentration von oxidiertem LDL
mittels 'H-NMR-Spektroskopie schneller und bei entsprechender Standardisierung
der Probengewinnung, der Probenvorbereitung und des Probentransports von
geringem Aufwand. Weitere Vorteile bestehen in dem nur geringen benétigten
Probevolumen von 0,5 ml sowie der Wiederverwendbarkeit der Probe fur andere
Parameterbestimmungen. Moderne *H-NMR-Laborgerate (z.B. Bruker NMR sample
Xpress®) verfugen zudem Uber Barcodescanner-gestitzte ldentifikationssysteme
und eine standardisierte Verarbeitungssoftware, so dass eine unkomplizierte
Bedienung bei hohem Probedurchlauf erfolgen kann. Als nachteilig konnten sich die
relativ hohen Anschaffungskosten und der immer noch deutliche Platzbedarf der
bereits im Verhéltnis zu friher kompakten Gerate erweisen. Insgesamt jedoch stellt
die *H-NMR-Analyse im laborklinischen Alltag eine zukunftsweisende Methode dar,
mit der eine groBe Auswahl an Stoffwechselmetaboliten im Serum und im Urin

effizient detektiert werden kann.
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6 Zusammenfassung

Die Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems besitzen einen herausragenden
Stellenwert fir Morbiditat und Mortalitat in der westlichen Welt. Die Mechanismen der
mikro- und makrovaskularen Verdnderungen im Rahmen der Atherosklerose spielen
dabei eine zentrale Rolle. In der vorliegenden Arbeit wird die Relevanz des vascular
aktiven oxidierten Low-Density-Lipoproteins (oxidiertes LDL) fur die Diagnostik
atherogener Gefal3veranderungen insbesondere im Rahmen von Diabetes mellitus,
Fettstoffwechselstorungen und Nierenfunktionsstérungen untersucht. Die Bestim-
mung der Serumkonzentration von oxidiertem LDL erfolgte mit einer kernresonanz-

gestlitzten Analysemethode, welche von Jankowski et al. entwickelt wurde.

In die Studie wurden 549 postmenopausale Probandinnen eingeschlossen. Anam-
nestische Daten zu den Korpermafien, Vorerkrankungen, Medikamenteneinnahme,
Essgewohnheiten sowie der Konsum von Genussmitteln wurden mit einem Frage-
bogen erhoben. Zur Dickenmessung des Intima-Media-Komplexes (IMD) der Caroti-
den-Arterien wurde eine hochauflésende B-Bild-Sonographie durchgefuhrt und spé-
ter der Ruheblutdruck bestimmt. Mittels Blutenthahme konnten Serumlipide
(Gesamtcholesterin, Triglyzeride, LDL, HDL), Nuchternblutzucker (Glukose), Blut-
zuckerlangzeitwert (HbAic), Nierenwerte (Kreatinin, Harnstoff) und Homozystein
bestimmt werden. Zur differenzierten Diabetes-Diagnostik erfolgte zudem ein oraler
Glukose-Toleranztest (OGTT). Zwei Milliliter des Probandinnen-Serums wurden mit
3-Trimethylsilyl-[2,2,3,3-?H,4]-Propionséure (TSP) versetzt und der *H-NMR-Spektro-
skopie zugefiihrt. Die resultierenden *H-NMR-Spektren wurden phasen- und basis-
linienkorrigiert, auf das TSP-Signal kalibriert (Nullpunkt der chemischen Phasen-
verschiebungsskala= 0 ppm) und zur Berechnung des charakteristischen Resonanz-
intensitdtsmaximums von oxidiertem LDL bei 1,17 ppm vermessen. Zur Erstellung
einer Kalibriergerade wurde natives LDL aus humanem Serum isoliert und in vitro
durch Kupfersulfat oxidiert. Die *H-NMR-Intensitatsmaxima bei 1,17 ppm der daraus
erstellten Verdinnungsreihe mit bekannter Konzentration an oxidiertem LDL dienten
der Bestimmung unbekannter Probenkonzentrationen. Die statistische Analyse der
unabhangigen Variablen Blutparameter, Fragebogen-ltems, IMD, Ruheblutdruck
sowie demographische Daten zu der abhéngigen Zielgro3e oxidiertes LDL erfolgte
durch eine multifaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) mit r* = 0,402 bei p < 0,05.
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Fur die abschlieRende Auswertung standen 533 der insgesamt 549 Probandinnen
zur Verfigung. Mittels *H-NMR-Spektroskopie konnte in 66 Seren (12,4%) oxidiertes
LDL mit einer Konzentration von durchschnittlich 0,98 £ 2,77 mg/dl SD nachgewiesen
werden. Die Korrelation der Serumkonzentrationen von oxidiertem LDL mit den
klinischen Parametern ergab in der ANOVA signifikante Zusammenhénge fur ein
Fragebogen-ltem aus der Medikamentenanamnese (Applikation von Insulin langer
als drei Monate) sowie fir funf Blutparameter: Die Serumlipide Triglyceride (Regres-
sionskoeffizient b = 0,009; p = 0,032) und HDL (b = 0,073; p = 0,001), die Diabetes-
Parameter HbA;. (glykierte Hamoglobin-Unterfraktion A;¢) (b = 0,599; p = 0,037) und
der Serum-Glukosespiegel nach 120 Minuten im OGTT (b = 0,004; p = 0,004) sowie
der Nierenfunktionswert Harnstoff (b = -0,204; p = 0,003).

Die signifikanten Korrelationen der in dieser Arbeit mittels *H-NMR-Spektroskopie
bestimmten Serumwerte fir oxidiertes LDL mit Serumlipiden, Diabetes-Markern und
dem Nierenfunktionswert Harnstoff bestatigen den pathophysiogischen Stellenwert
von oxidiertem LDL bereits in der Frihphase atherosklerotischer, diabetischer und
pathologischer renaler Prozesse. In diesem Zusammenhang konnte die ektope
Lipidakkumulation in vaskularen Endothelzellen, pankreatischen Betazellen und
renalen Mesangialzellen als maogliches pathophysiologisches Bindeglied zur
Entstehung von Atherosklerose, Diabetes mellitus und einer initialen chronischen
Niereninsuffizienz herausgestellt werden, da sie durch Insulinresistenz und hohen
Serumspiegeln von oxidiertem LDL direkt induziert wird. Des Weiteren deutet das
Vorhandensein von oxidiertem LDL auf ein hochatherogenes Lipidprofil hin, welches
durch Hypertriglyceridamie und ,kleine”, hochreaktive LDL-Partikel charakterisiert ist.
Gleichzeitig kann eine erhdhte Fraktion an strukturell und funktionell modifizierten,
proinflammatorischen HDL-Partikeln die Oxidation von LDL beginstigen. Isoliert
niedrige Harnstoffserumwerte deuten im Rahmen einer proinflammatorischen
diabetischen Stoffwechsellage mit Dyslipoproteinamie auf beginnende Sklero-
sierungsprozesse im Glomerulum und in den NierengefaRen hin, welche zu
progredienten Nierenfunktionsstérungen fuhren. Oxidiertem LDL kann fir die
klinische Diagnostik von Atherosklerose und Diabetes mellitus eine hohe Relevanz
bescheinigt werden. Die Bestimmung der Serumkonzentration von oxidiertem LDL
konnte als funktionelles Kriterium das Ausmalfd der Inflammation der proatherogenen

und diabetischen Stoffwechsellage ergdnzend bewerten. Es ergdbe sich somit eine
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Einschatzung der Progressionsgeschwindigkeit sekundarer sklerosierender

Prozesse.

In dieser Studie wurde zur Bestimmung der Serumkonzentration von oxidiertem LDL
erstmalig die *H-NMR-Spektroskopie verwendet. Diese Methode bietet im Vergleich
zu den anderen zur Verfiugung stehenden Methoden (Chromatographie, Antikérper-
Assays) mehrere Vorteile. Sie ermdglicht bei ausreichender Standardisierung der
Probenverarbeitung eine sichere Analyse fir ein groR3es Patientenkollektiv. Das nur
geringe bendotigte Probevolumen von 0,5 ml steht nach der Vermessung fiur weitere
Parameterbestimmungen zur Verfigung. Mittlerweile existieren auf dem Markt
kompakte 'H-NMR-Laborgerate, welche die 'H-NMR-Spektroskopie in der Ent-
wicklung zu einer zukunftsfahigen Methode fur die Diagnostik stoffwechselaktiver

Metabolite voranbringen.
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Anhang 1: Modifizierter Studienfragebogen
Prob. Nr.

Modifizierter Studienfragebogen

Fragebogen zum Selbstausfillen

1. Bitte tragen Sie in die nachfolgenden Kastchen das heutige Datum ein.

Tag Monat Jahr

\ Fragen zur Lebenssituation

2. Wann sind Sie geboren?

Tag Monat Jahr

\ Allgemeiner Gesundheitszustand

3. Ihr Kérpergewicht mit 25 Jahren: kg
aktuell: kg
4. lhre Korpergrof3e mit 25 Jahren: , m

aktuell: , m
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Prob. Nr.

5. Ist bei lhren Eltern oder Geschwistern vor dem 50. Lebensjahr ein Herzinfarkt

aufgetreten?
5.1 Mutter 5.2 Vater 5.3 Schwester 5.4 Bruder
O nein (0) |0Onein (0) |0 nein (0) | O nein (0)
Oja (1) (Oja (1) |Oja (1) |Oja (1)
O weil3 nicht (3) (O weil3 nicht (3) | O weild nicht (3) | O weil3 nicht 3)
O trifft nicht zu  (9) O trifft nicht zu  (9) | O trifft nicht zu  *(9) | O trifft nicht zu  *(9)
(* keine Geschwister)
6. Haben lhre Eltern oder Geschwister jemals einen Schlaganfall erlitten?
6.1 Mutter 6.2 Vater 6.3 Schwester 6.4 Bruder
O nein (0) |0Onein (0) |0 nein (0) |0 nein (0)
Oja (1) (Oja (1) |Oja (1) |Oja (1)
0 weil3 nicht (3) (O weil nicht (3) | O weild nicht (3) | O weil3 nicht 3)
O trifft nicht zu ~ (9) (O trifft nicht zu  (9) | O trifft nicht zu  *(9) | O trifft nicht zu  *(9)
(* keine Geschwister)
7. Sind lhre Eltern oder Geschwister an Zuckerkrankheit (Diabetes mellitus) erkrankt?
7.1 Mutter 7.2 Vater 7.3 Schwester 7.4 Bruder
O.nein (0) |0Onein (0) | 0O nein (0) |0 nein (0)
Oja (1) (Oja (1) |Oja (1) |Oja (1)
0 weil3 nicht (3) (O weil nicht (3) | O weild nicht (3) | O weil3 nicht 3)
O trifft nicht zu ~ (9) (O trifft nicht zu  (9) | O trifft nicht zu  *(9) | O trifft nicht zu  *(9)

(* keine Geschwister)
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Prob. Nr.

8. Hat ein/e Arzt/Arztin jemals Zuckerkrankheit (Diabetes mellitus) bei Ihnen festgestellt?

O nein (0)

Oja(1)
7
wenn ja,

8.1 Wie alt waren Sie, als die Zuckerkrankheit festgestellt wurde?

Jahre alt

8.2 Wie wird der Zucker eingestellt?

O nur mit Diat (1)
O Tabletten und Diat (2)
O Insulin und Diat (3)

8.3 Sind infolge der Zuckerkrankheit bereits Schaden an GeféalRen oder
inneren Organen aufgetreten?

O O
nein (0) ja (1)

7

wenn ja, welche?

Bitte jede Unterfrage beantworten!

nein ja

(0) )
1. Netzhautschaden (diabetische Retinopathie) O O
2. Nierenschaden (diabetische Nephropathie) O O
3. Nervenschaden (diabetische Neuropathie) O O
4. Herzmuskelschéden a O

(diabetische Kardiomyopathie)

5. Offene, schlecht verheilende Hautstellen O O

(z.B. diabetischer Ful)
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Prob. Nr.
9. Hat ein/e Arzt/Arztin jemals einen Herzinfarkt bei Ihnen festgestellt?
Onein(0) Oja(1)

W

wenn ja,

Anzahl Jahr des ersten | Stationdre Behandlung in welcher Klinik ?
Herzinfarkts

10. Hat ein/e Arzt/Arztin jemals einen Schlaganfall bei Ihnen festgestellt?

Onein(0) Oja(1)
v

wenn ja,

Anzahl Jahr des ersten|Stationare Behandlung in welcher Klinik ?
Schlaganfalls

11. Ist von einem/er Arzt/Arztin jemals eine der folgenden Krankheiten bei Ihnen festgestellt
worden?

Bitte in jeder Zeile eine Antwort ankreuzen!

Krankheit Jahr der Diagnose

Entzindliche Gelenk- oder Wirbelsau- | O nein (0) (O ja (1)
lenerkrankung (z.B. Rheumatoide
Arthritis; Morbus Bechterew)

Schilddrisentberfunktion O nein (0) |Oja (1)
(Hyperthyreose)

Uberfunktion der Nebenschilddriisen | nein (0) (O ja (1)
(Hyperparathyreoidismus)

Uberfunktion der Nebennierenrinde | nein (0) [Oja (1)
(Cushing Syndrom)

Leberschrumpfung (Leberzirrhose) O nein (0) |Oja (1)
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Prob. Nr.

Fortsetzung von Frage 11:

Ist von einem/er Arzt/Arztin jemals eine der folgenden Krankheiten bei Ihnen festgestellt

worden?

Leberentziindung, ansteckende Onein(0) (Oja(1)
Gelbsucht (Hepatitis)

Magen- oder Zwdlffingerdarm- O nein(0) (Oja(1)
geschwir, Ulcuskrankheit

Magenschleimhautentziindung Onein(0) (Oja(1)
(Gastritis)

Einschrankung der Nierenfunktion O nein (0) (Oja(1)
Nierenbeckenentziindung O nein (0) (Oja(1)
(Pyelonephritis)

Nierenkolik, Nierensteine Onein(0) (Oja(1)
Gallenblasenentziindung, Gallenkolik | O nein (0) |O ja (1)
oder Gallensteine

Chronische Bronchitis O nein(0) (Oja(1)
Asthma bronchiale (Bronchial- O nein(0) (Oja(1)
asthma, allergisches Asthma)

Venenthrombose O nein(0) (Oja(1)
Bluthochdruck (Hypertonie) O nein(0) (Oja(1)
Durchblutungsstérungen am Herzen, | O nein (0) |Oja (1)
Verengung der Herzkranzgefalle,

Angina pectoris

Herzschwache, Herzinsuffizienz O nein(0) (Oja(1)
Herzklappenfehler O nein(0) (Oja(1)
Durchblutungsstérungen des Ge- Onein(0) (Oja(1)
hirns (nur wenn sie bei lhnen mit

Lahmungen, Geflhlsstérungen oder

Sprachstérungen einhergingen und

nicht durch Migrane bedingt waren)
Durchblutungsstérungen an den Bei- | O nein (0) |Oja (1)
nen, arterielle Verschlusskrankheit,
~Schaufensterkrankheit*

Krampfadern (Varizen mit oder ohne | O nein (0) |Oja (1)
~offene” Beine, Ulcus cruris)

Harnsaureerhohung, Gicht O nein(0) (Oja(1)
Erhohte Blutfette, erhdhtes Onein(0) (Oja(1)
Cholesterin
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Prob. Nr.

Fortsetzung von Frage 11:

Ist jemals von einem/er Arzt/Arztin eine der folgenden Krankheiten bei Ihnen festgestellt
worden?

Blutarmut, Eisenmangel O nein(0) |Oja (1)

Osteoporose O nein(0) |Oja (1)

Gelenkverschleil3, Arthrose der Hift-, | O nein (0) |Oja (1)
Knie oder Wirbelgelenke

Brustkrebs O nein (0) |Oja (1)

andere Krebserkrankung, bosartiger | O nein (0) | O ja (1)
Tumor (ausser Brustkrebs)

Migrane O nein (0) |Oja (1)
Epilepsie O nein (0) |Oja (1)
(Krampfanfélle, zerebrale Anfélle)

Parkinson Krankheit O nein (0) |Oja (1)
Multiple Sklerose O nein (0) |Oja (1)
Essstorung O nein (0) |Oja (1)

(Bulimie, Anorexia nervosa)

Sucht- oder Abhangigkeitserkran- O nein (0) |Oja (1)
kung (Medikamente, Alkohol, Dro-
gen)

Allergisches Kontaktekzem (Haut- O nein (0) |Oja (1)
ausschlag durch Waschmittel, Kos-
metika, Nickel und anderer Metalle
u.a.)

Heuschnupfen, allergische Binde- O nein (0) |Oja (1)
hautentziindung (allergische Rhinitis,
allergische Konjunktivitis)

Neurodermitis (endogenes Ekzem, O nein (0) |Oja (1)
atopisches Ekzem)

Nahrungsmittelallergie O nein(0) |Oja (1)

Allergische Hautquaddeln (Nessel- O nein(0) |Oja (1)
sucht, Urtikaria)

Psychische Erkrankung (z.B. De- O nein (0) |Oja (1)
pression)

Stérungen der Blutgerinnung (ver- O nein(0) |Oja (1)
mehrte Blutungsneigung, verlangerte
Blutungszeit)

Grauer Star (Katarakt) O nein (0) |Oja (1)

Sonstige Erkrankungen, die hier O nein(0) |Oja (1)
nicht genannt wurden
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Fortsetzung von Frage 11:

12.

Prob. Nr.

Ist jemals von einem/er Arzt/Arztin eine der folgenden Krankheiten bei Ihnen festgestellt

worden?

Sonstige Erkrankungen, die hier nicht genannt wurden

wenn ja, welche
1)

2)

3)

4)

5)

Ist bei lhnen jemals eine der folgenden Operationen/Untersuchungen durchgefihrt

worden?

Bitte in jeder Zeile eine Antwort ankreuzen!

Operation Jahr der Operation / Unters.
Magenoperation Onein(0) |Oja(1)

Darmoperation Onein(0) |Oja(1)

Schilddrisenoperation Onein(0) |Oja(1)

Operation der Nebenschild- | O nein (0) |Oja (1)

drisen

Herzkatheteruntersuchung |O nein (0) |0 ja (1)

Ballonaufdehnung der Onein(0) |Oja(1)

Herzkranzgefalle (PTCA)

Bypassoperation Onein(0) |Oja(1)
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Prob. Nr.
13. Haben Sie jemals eines der folgenden Medikamente langer als drei Monate
eingenommen?
Bitte in jeder Zeile eine Antwort ankreuzen!
Medikament Jahr der Ein-
nahme
Cortisonhaltige Tablet-
ten gegen Asthma, Al-
lergien oder zur Verhin-
derung von Absto-
Bungs-reaktionen nach
Organ-
Transplantationen O nein (0) [Oja (1) bis O weil3 nicht (3)
Medikamente gegen
Krampfanfalle . : : I
(Antiepileptika) Onein (0) (Oja(1) bis O weil3 nicht (3)
Mittel gegen zuviel
(';"Sgensa“re (Antazi- 1 hein (0) |Oja ) bis O weiR nicht (3)
Harntreibende Medika-
mente (Diuretika) O nein (0) |Oja (1) bis O weiR nicht (3)
Mittel gegen hohen
Blutdruck (Antihyper- | 1 hein (0) |Oja 1) bis ___ |O weiR nicht (3)
tensiva) —
Mittel zur Senkung der
Blutfette (Lipidsenker) | 1 hain (0) |Oja 1) bis O weiR nicht (3)
Mittel gegen Verengung
der Herzkranzgefalle , . : o
(2.B. Nitrospray) O nein (0) [Oja(1) bis O weil3 nicht (3)
Aspirin O nein (0) |Oja(1) bis O weil3 nicht (3)
Schlafmittel O nein (0) |Oja(1) bis O weil3 nicht (3)
Schmerzmittel O nein (0) [Oja(1) bis O weil3 nicht (3)
Tabletten zur Einstel-
lung des Blutzuckers : : : o
(orale Antidiabetika) O nein (0) |Oja(1) bis O weil3 nicht (3)
Insulin O nein (0) [Oja (1) bis O weil3 nicht (3)
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Prob. Nr.

\ Lebensgewohnheiten

14. Haben Sie friiher geraucht oder rauchen Sie zurzeit?

15.

16.

Bitte kreuzen Sie nur eine Zahl an!

Ich habe noch nie geraucht

(bis auf ganz seltenes Probieren)

Ich rauche zurzeit -
Ja, taglich

Ja, gelegentlich

Ich habe in den letzten 12 Monaten

aufgehdrt zu rauchen

Ich habe friiher geraucht
und rauche seit mindestens

einem Jahr nicht mehr

O (0)

O (1)
0 (2)

O (3)

0 (4)

=> Bitte weiter mit Frage 20!

= Ich habe vor

aufgehort zu rauchen

Jahren

Wie alt waren Sie, als Sie angefangen haben, regelmaRig zu rauchen, wenn auch nur in

kleineren Mengen?

Ich habe im Alter von

Jahren angefangen zu rauchen!

Wie alt waren Sie, als Sie aufgehdort haben, regelmé&fRiig zu rauchen?

Ich habe im Alter von

Jahren aufgehért zu rauchen!
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Prob. Nr.

Nur von aktuellen Rauchern zu beantworten

17. Wie viel rauchen Sie zurzeit durchschnittlich am Tag (Sttickzahl)?

Zigaretten Zigarren, Pfeifen
Zigarillos

Nur von ehemaligen Rauchern zu beantworten

18. Wie viel haben Sie friher
durchschnittlich am Tag
geraucht (Stickzahl)? Zigaretten Zigarren, Pfeifen

Zigarillos

Von allen zu beantworten

19. Geraten Sie (normalerweise) aul3er Atem bzw. ins Schwitzen, wenn Sie 3 Stockwerke
Treppen steigen?
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Prob. Nr.
20. Wie haufig nehmen Sie die einzelnen Nahrungsmittel bzw. Fertigprodukte zu sich?
Bitte denken Sie an die letzten 12 Monate.
Bitte in jeder Zeile eine Antwort ankreuzen!
zwei-  einmal
taglich mehr- etwa bis im
mehr-  bzw. mals einmal dreimal Monat
mals fast inder inder im oder (fast)
taglich taglich Woche Woche Monat seltener nie
(6) ) 4) (3) 2) 1) (0)
1. Blattsalat, Rohkost-
salat, rohes Gemise
(z. B. Tomaten,
Moéhren, Paprika) O O O O O O O
2. Frisches Obst O O O O O O O
3. Vitaminpraparate O O O O O O O

21.

Wie haufig essen oder trinken Sie fett- oder kalorienreduzierte Produkte (Light-
Produkte)? Bitte denken Sie an die letzten 12 Monate.

Bitte in jeder Zeile eine Antwort ankreuzen!

immer

(4)

1. Fettreduzierte Wurst, Wurstwaren O

2. Fettarmen Quark, Joghurt

3. Fettarmen Kase

4. Fettarme Milch
(Trinkmilch, 1,5% Fettgehalt)

O

O

O

haufig
)

manchmal selten nie

(2)
O

O

1) ©)
O |
O m|
O m|
O |
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Fortsetzung von Frage 21:

Prob. Nr.

Wie haufig essen oder trinken Sie fett- oder kalorienreduzierte Produkte (Light-

Produkte)? Bitte denken Sie an die letzten 12 Monate.

Bitte in jeder Zeile eine Antwort ankreuzen!

5. Kalorienarme Fertigmends
(Light-Menus)

immer

(4)

6. Kalorienarme Safte, Limonaden

(Cola light, Diatlimonade, Frucht-

saftgetrédnke ohne Zuckerzusatz) 0O

23. Wie haufig nehmen Sie die einzelnen Getranke zu sich?

Bitte denken Sie an die letzten 12 Monate.

Bitte in jeder Zeile eine Antwort ankreuzen!

mehr-
mals
taglich
(6)

1. Milch, a
Milchgetrénke

2. Kaffee mit Koffein O

(normaler Bohnenkaffee)

3. Koffeinfreien Kaffee O

taglich  mehr-

bzw.
fast
taglich
(5)

O

mals
in der
Woche

(4)

O

haufig

(3)

O

etwa
einmal
in der
Woche

®3)

O

manchmal selten  nie

(2)

zZwei-
bis
dreimal
im
Monat

(2)

O

(1) ©)
O O
O O

einmal

im

Monat

oder (fast)

seltener nie
1) 0)
O O
O O



V Anhang XXIX
Prob. Nr.
Fortsetzung von Frage 23:
Wie haufig nehmen Sie die einzelnen Getranke zu sich?
Bitte denken Sie an die letzten 12 Monate.
Bitte in jeder Zeile eine Antwort ankreuzen!
zwei- einmal
taglich mehr- etwa bis im
mehr-  bzw. mals einmal dreimal Monat
mals fast inder inder im oder (fast)
taglich taglich Woche Woche Monat seltener nie
(6) ©)) (4) 3 2) (1) (0)
4. Schwarzen Tee O O O O O O O
5. Grinen Tee O O O O O O O
6. Alkoholfreies Bier 0O O O O O O O
7. Light-Bier und O O O O O O O
alkoholarmes Bier
8. Bier mit normalem 0O O O O O O O
oder héherem
Alkoholgehalt
9. Wein, Sekt O O O O O O O
10. Hochprozentige O O O O O O O
alkoholische Ge-
tranke (Rum, Wein-
brand, Likor, klare
Schnépse u.a.)
11. Obst- und O O O O O O O

Gemiuseséfte



V Anhang XXX

Prob. Nr.
Fortsetzung von Frage 23:
Wie haufig nehmen Sie die einzelnen Getranke zu sich?
Bitte denken Sie an die letzten 12 Monate.
Bitte in jeder Zeile eine Antwort ankreuzen!
zwei- einmal
taglich mehr- etwa bis im
mehr-  bzw. mals einmal dreimal Monat
mals fast inder inder im oder (fast)

taglich taglich Woche Woche Monat seltener nie

(6) () (4) ®3) (2) (1) (0)

12. Mineralwasser, a O a O a O a
Leitungswasser
13. Erfrischungs- O O O O O O O

getranke, Limonade,
Cola, Fruchtsaft-

getranke)
14. Sportlergetranke O O O O O O O

(z.B. ,Isostar”,

.Gatorate")

Wir danken Ihnen sehr herzlich fur Ihre Mitarbeit!
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