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Referat und bibliographische Beschreibung

Zielsetzung
In der vorliegenden Arbeit sollte die Rolle des Phospholipid-Transferproteins (PLTP),

welches unter anderem den Transfer von Phospholipiden zwischen Lipoproteinen

vermittelt, im Krankheitsbild der Atherosklerose untersucht werden.

Methodik
Die Evaluierung des PLTP erfolgte in klinischen Studien und zusatzlich in

experimentellen Untersuchungen an verschiedenen Mausmodellen.

Ergebnisse
In humanen Studien konnte die Rolle des PLTP an Hand verschiedener

Populationen aufgezeigt werden. So war in einer Studie mit mehr als 1.500 Patienten
und Probanden eine erhohte Plasma PLTP-Aktivitat unabhangig von anderen
Risikofaktoren mit dem Auftreten einer koronaren Herzerkrankung assoziiert.

In einer Interventionsstudie, bei der eine fettreiche Mahlzeit von gesunden
Probanden eingenommen wurde, zeigte sich eine Korrelation des PLTP mit den
postprandial erhohten, atherogenen Lipoproteinen als ein Aspekt seiner Pro-
Atherogenitat.

Eine weitere Hypothese zur Pro-Atherogenitat des PLTP war seine Assoziation zur
malfgeblich die Prognose der Patienten mit atherosklerotischen Erkrankungen
bestimmenden Entzindungsreaktion. Diese Hypothese konnte in Mausmodellen
bestatigt werden. Es bestand ein Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein des
PLTP-Gens und der Inflammation, auch in atherosklerotischen Mausmodellen (LDL-
Rezeptor-knock-out).

Weiterhin wurde die Rolle des PLTP bei Hamodialyse-Patienten untersucht. Deren
Risiko fur die Entwicklung atherosklerotischer Erkrankungen und kardiovaskularer
Komplikationen ist stark erhoht. Die PLTP-Aktivitat war gegenuber einer gepaarten
Kontrollgruppe nahezu verdoppelt, weiterhin korrelierte die PLTP-Aktivitat mit der
Inflammationsreaktion und den Triglyzeriden. Somit bestatigte diese Untersuchung
die Ergebnisse der in den vorherigen Arbeiten generierten Hypothesen.

Letztendlich kénnen jedoch nur prospektive Analysen die Rolle eines Risikofaktors

im Krankheitsbild der Atherosklerose klaren. Hier zeigte sich sowohl bei Patienten



mit koronarer Atherosklerose als auch bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz

keine Assoziation zwischen erhohter PLTP-Aktivitat und schwerwiegenden

kardiovaskularen Ereignissen.

Schlussfolgerungen

1.

Eine Erhohung der PLTP-Aktivitat ist mit dem Vorliegen atherosklerotischer
Erkrankungen assoziiert.

Inflammatorische Effekte des PLTP und die Assoziation zu den postprandial
erhdhten Lipoproteinen sind Aspekte seiner potentiell pro-atherogenen
Wirkung.

Die prognostische Relevanz dieses Enzyms fur Patienten mit
atherosklerotischen Krankheitsbildern in Hinblick auf eine potentielle

therapeutische Beeinflussung gilt es in weiteren Populationen zu prifen.

Dr. med. Axel Schlitt, Habilitation zum Thema ,Bedeutung des Phospholipid-
Transferproteins (PLTP) im Krankheitsbild der Atherosklerose®. Halle, Universitat,
Medizinische Fak., Diss., 88 Seiten, 2006.
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Verzeichnis der Abkilirzungen

ABC-1 ATB-binding cassette transporter-1
ACAT Acyl-Cholesteryl-Acyltransferase

ApoA-| Apolipoprotein A-I

ApoB Apolipoprotein B

ApoE Apolipoprotein E

ApoEO Apolipoprotein E-Gen-knockout

BMI Body mass index (Kérpermassenindex)
CETP Cholesterylester-Transferprotein
CETPtg CETP-transgen

CRP C-reaktives Protein

ELISA Enzyme linked immuno absorbent assay
FACS Fluorescence activated cell sorter

FFS Freie Fettsauren

HD Hamodialyse

HDL High density lipoprotein

HL Hepatische Lipase
HMG-CoA-Reduktase 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A-Reduktase
HPLC High performance liquid chromatography
IDL Intermediate density lipoprotein

IFN-y Interferon-y

IL-18 Interleukin-113

IL-6 Interleukin-6

KHK Koronare Herzerkrankung

LBP Lipopolysaccharid-bindendes Protein
LCAT Lecithin-Cholesteryl-Acyltransferase
LDL Low density lipoprotein

LDLrO LDL-Rezeptor-Gen-knockout

Lp(a) Lipoprotein(a)

LPL Lipoproteinlipase

LPS Lipopolysaccharid

MCP-1 Monozyten-chemotaktisches Protein ("Monocyte

chemotactic protein")



M-CSF Monocyte colony stimulating factor

MFI Mittlere Fluoreszenzintensitat

MMP Matrix-Metallo-Proteinase

NO Stickoxid

ox-LDL Oxidiertes LDL

PAF-AH Platelet-activating-factor-Acetylhydrolase
PLTP Phospholipid-Transferprotein

PLTPO PLTP-Gen-knockout

PLTPtg PLTP-transgen

PCR Polymerase chain reaction

RCT Reverser Cholesterintransport

ROS Reactive oxygen species

SR-BI Klasse B, Typ 1 Scavenger Rezeptor
TNF-a Tumor Nekrose Faktor-a

VCAM-1 Vascular cell adhesion molecule-1
VLDL Very low density lipoprotein

WT Wildtyp



1 Einleitung

Die Behandlung von Patienten mit atherosklerosebedingten Herz-Kreislauf-
Erkrankungen ist eine der haufigsten arztlichen Aufgaben in der westlichen Welt.
Obwonhl es schwierig ist, zur Gesamthaufigkeit atherosklerotischer Gefallkrankheiten
verlassliche Zahlen zu finden, wird angenommen, dass mindestens 30% der
mitteleuropaischen BevoOlkerung an der haufig noch unentdeckten Atherosklerose
leiden. Als schwerwiegendste = Komplikationen dieser Systemerkrankung
reprasentieren Herzinfarkte und Schlaganfalle die Haupttodesursachen in
entwickelten Landern.

Seit mehreren Dekaden sind kardiovaskulare Risikofaktoren wie Diabetes mellitus,
arterielle Hypertonie und Nikotin bekannt, welche mit der Entstehung und
Progression atherosklerotischer Erkrankungen assoziiert sind. Die Bedeutung des
Cholesterins als wichtiger Risikofaktor ist seit der Publikation der Framingham-
Studie unbestritten (1).

Das Phospholipid-Transferprotein (PLTP) ist ein in den Lipoproteinstoffwechsel,
insbesondere den Metabolismus des High-Density-Lipoproteins (HDL) involviertes
Plasmaenzyms. Seine Rolle in der Entwicklung und Progression der Atherosklose ist
bis dato ungeklart.

Einleitend werden in der vorliegenden Habilitationsschrift zunachst das
Krankheitsbild der Atherosklerose und die Rolle des Entzindungsprozesses
(Abschnitt 1.1) sowie der Lipidmetabolismus (Abschnitt 1.2) zusammengefasst. Im
dritten Abschnitt der Einleitung wird das Phospholipid-Transferproteins und seine

physiologischen und pathophysiologischen Aspekte vorgestellt (Abschnitt 1.3).

1.1 Inflammation als wesentliche Komponente der Atherosklerose-

Entstehung

“Atherosclerosis is an inflammatory disease” (2). Dieser Satz von R. Ross bestimmt
unsere heutige Vorstellung der Pathogenese der Atherosklerose. Histopathologisch
und experimentell nachgewiesen, finden sich in atherosklerotischen Lasionen
Reaktionen, welche zusammenfassend als Entzindungserkrankung beschrieben

werden (3).



Die erste pathophysiologisch detektierbare Manifestation der Atherosklerose aulRert
sich in einer verminderten endothelialen Produktion von Stickoxid (NO). Die
beginnende endotheliale Dysfunktion entstent auf dem Boden einer
Endothelschadigung. Diese kann durch hamodynamische Veranderungen (4),
oxidiertes oder enzymatisch verandertes Low-density lipoprotein (LDL) (5),
vasoaktive Amine, Immunkomplexe (6) und weitere Faktoren ausgeldst werden. Die
endotheliale Dysfunktion ist mit einem Ungleichgewicht von Proliferation und Anti-
Proliferation,  Pro- und  Anti-Thrombogenitdt des  Endothels, sowie
GefalRwandkontraktion und -relaxation verbunden (7) und korreliert mit einem
erhohten Auftreten kardiovaskularer Ereignisse (8).

Die Anlagerung und Einwanderung von Leukozyten an/in die Intima sind weitere,
entscheidende, frihe Schritte zur Bildung einer atherosklerotischen Lasion. Im
Rahmen der Endothelschadigung werden spezifische Adhasionsmolekile wie P-
Selektin aus der Gruppe der Selektine oder vaskulares Zelladhasionsmolekiil
(VCAM-1) aus der Familie der Immunglobuline auf den Endothelzelloberflachen den
zirkulierenden Leukozyten prasentiert. Selektine vermitteln den temporaren Kontakt
zwischen Leukozyt und Endothelzelle und werden Uberwiegend auf Endothelzellen
exprimiert, welche Uber atherosklerotischen Lasionen liegen. Vaskulare
Adhasionsmolekule hingegen binden vornehmlich in der fruhen Phase der
Atherogenese Lymphozyten und Monozyten fest an das Endothel und beglnstigen
die Einwanderung dieser Zellen in den subendothelialen Raum (9). Die Rekrutierung
der inflammatorischer Zellen in den subintimalen Raum findet in Anwesenheit von
Lipiden statt, so dass eine subintimale Lipidakkumulation die Einwanderung

inflammatorischer Zellen begunstigt (10).



Abbildung 1.1 beschreibt schematisch die Einwanderung der mafl3geblich in den

atherosklerotischen Prozess involvierten Monozyten.
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Abbildung 1.1.1

Schematische Darstellung der Einwanderung von Monozyten in den subintimalen
Raum und deren Transformation in Makrophagen und Schaumzellen im Rahmen der
Entwicklung einer atherosklerotischen Plaque.

VCAM-1: vascular cell adhesion molecule-1, MCP-1: monocyte chemotactic protein, M-CSF:
monocyte colony stimulating factor, MMPs: Matrix-Metallo-Proteinasen, ROS: Reactive
OXygen species.

Der Einwanderungsprozess der Leukozyten in den subendothelialen Raum wird
uber verschiedene Chemokine und Zytokine reguliert (11). Als zentraler
inflammatorischer Mediator wird das aus aktivierten Lymphozyten freigesetzte
Molekul Interferon-y (IFN-y) diskutiert (12). IFN-y kann die Expression von
Adhasionsmolekulen regulieren und die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine
wie Interleukin-6 (IL-6), Tumor Nekrose Faktor-a (TNF-a) und Interleukin-18 (IL-1 )
induzieren, welche ihrerseits Monozyten, Lymphozyten und Makrophagen aktivieren
und somit den subendothelialen inflammatorischen Prozess unterhalten. Sind
Monozyten/Makrophagen in der Intima lokalisiert, kénnen sie Cholesterin,

insbesondere in Form von oxidiertem LDL (ox-LDL), aufnehmen. Sie verandern sich
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zu Schaumzellen. Molekile an der Zelloberflache der Makrophagen, so genannte
,scavenger receptors®, sind fur die Bindung der modifizierten Lipoproteine
verantwortlich (13). Schaumzellen bilden das histopathologische Korrelat der frihen
atherosklerotischen Lasion, der so genannten Fettstreifenlasion, welche man schon
in der Kindheit und Jugend in der Aorta Verstorbener nachweisen kann. Die Prasenz
von Entzindungszellen und Schaumzellen innerhalb der Intima ist reversibel und
fuhrt in der Regel nicht zur Manifestation einer atherosklerotischen Erkrankung.
Jedoch kann eine Progression der atherosklerotischen Plaque hin zu einer fibrosen
oder komplizierten Plaque stattfinden.

Die atherosklerotische Plaque besteht aus einer Deckplatte, welche fibroses
Bindegewebe und glatte Muskelzellen beinhaltet. Die glatten Muskelzellen der
fibrosen Deckplatte produzieren Wachstumshormone, die ihre Proliferationsrate
erhdhen. Weiterhin produzieren sie Matrixproteine wie Kollagen und Elastin. So tragt
die Deckplatte, die den thrombogenen, lipid- und zellreichen Kern der Plaque vom
Blutstrom trennt, zur Stabilitat der atherosklerotischen Lasion bei (14). Das
Gleichgewicht bestimmter pathophysiologischer Ablaufe determiniert die

Entwicklung der Plaque (siehe Abbildung 1.1.2).

- 3 q\\
y <———Intima
) < Media
|- | <«—Glatte Muskelzellen
—~————FEndothel
1 f«—Adventitia

Gesunde .
Arterie r—

Frihes Stabiler
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5 Rupturierter
; » Plaque

Vulnerabler B Plaque- nach Abheilung
Plaque thrombose
o nach
Fibrose Deckplattenruptur

Deckplatte

Abbildung 1.1.2
Darstellung der atherosklerotischen Stadien und der Entwicklung einer gesunden
Arterie zu einer durch atherosklerotische Plaques erkrankten Arterie
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Die Mehrzahl der arteriellen Gefalthrombosen resultiert aus einer Ruptur der
fibrosen Deckplatte atherosklerotischer Plaques. Insbesondere Plaques mit einem
groldem Lipidpool und einer dinnen Deckplatte sind rupturgefahrdet. An der Stelle
der Ruptur, in der Regel der so genannten "Plaqueschulter”, finden sich gehauft
Makrophagen und T-Lymphozyten (15). Aktivierte T-Zellen produzieren IFN-y,
welches neben seiner Fahigkeit, die Zytokinbildung anzuregen und somit die
Inflammation zu unterhalten, Enzyme in Makrophagen aktiviert, welche den
Kollagengehalt der Plaque abbauen kdnnen (16). Diese Metalloproteinasen kdnnen
von Makrophagen sezerniert werden (17) und unterliegen verschiedenen
Regulationsmechanismen (18). Zytokine selbst kénnen Apoptose von glatten
Muskelzellen und anderen Zellen induzieren und somit zu einer weiteren
Destabilisierung der Lasion fuhren (19).

Verschiebt sich das Gleichgewicht hin zur Destabilisierung der Deckplatte, entsteht
eine rupturgefahrdete, vulnerable Plaque (Abbildung 1.1.2). Tritt im Falle einer
Plaqueruptur der thrombogene Plaqueinhalt mit dem Blutstrom in Kontakt, kann sich
ein Thrombus bilden, welcher das Gefalslumen partiell oder vollstandig verschliel3t
(20) und zur Manifestation schwerwiegender Krankheitsbilder wie akutem
Koronarsyndrom oder cerebrovaskularem Insult fuhrt.

Die wesentliche Bedeutung der fokalen Entzindungsreaktion fur die Atherogenese
und die akute Plaqueruptur ist histopathologisch (21) und experimentell (3)
gesichert. Seit einigen Jahren lassen sich diese Ergebnisse auf die
epidemiologische Ebene Ubertragen, und die Bedeutung der Inflammationsreaktion
ist als wesentlicher prognostischer Faktor mehr und mehr in den Fokus des
wissenschaftlichen Interesses geruckt.

Obwonhl die Atherosklerose ein in der Intima der Blutgefale gelegenes, fokales
Geschehen darstellt, konnten Serummarker der systemischen Entziindungsreaktion
mit Auftreten und Prognose der koronaren Herzerkrankung in Verbindung gebracht
werden. Schon seit Uber 20 Jahren ist eine Erhdhung von Markern der Akuten
Phase-Reaktion wie Fibrinogen bekannt (22), das C-reaktive Protein (CRP) ist
jedoch erst in den letzten Jahren zunehmend in den Blickpunkt des Interesses
geruckt. Eine Erhohung des CRP konnte im Rahmen des akuten Myokardinfarktes
(23) bzw. der instabilen Angina pectoris (24) demonstriert werden. Andere, am

Anfang der Inflammationskaskade stehende Zytokine - wie TNF-a oder IL-6 -

12



scheinen pathogenetisch eine wesentlichere Rolle zu spielen und nicht nur Marker
der Inflammation wie CRP oder Fibrinogen zu sein (25-28).

Die Ursache erhdhter Serumkonzentrationen zirkulierender Zytokine wird kontrovers
diskutiert. Sie kdnnten einerseits durch die atheromatdsen Veranderungen selbst
entstehen und somit deren Quantitat (atheromatdse Last) oder auch Qualitat
(inflammatorische Aktivitat innerhalb der Plaques) anzeigen. Andererseits ist auch
eine nichtvaskulare Herkunft der Zytokine vorstellbar. Die Zytokinerhohung kann
hierbei einen  pro-inflammatorischen  Zustand, welcher direkt in den
atherosklerotischen Prozess involviert ist (z.B. chronische Infektion), widerspiegeln.
Unabhangig von anderen Faktoren erzeugt die vaskulare oder nichtvaskulare
Entzindungsreaktion eine Iokale bzw. systemische Zytokinantwort pro-
inflammatorischer Molekule wie IL-1 B, TNF-a oder IL-6, welche ihrerseits zu einer
gesteigerten hepatischen Produktion der Akutphase-Proteine CRP oder Fibrinogen
fuhren kann (29).

Zusammenfassend ist die Entzundungsreaktion im  Krankheitsbild der
Atherosklerose ein entscheidender pathophysiologischer Mechanismus, der sowohl
fur die Initierung des Krankheitsprozesses als auch flur dessen Progression

maldgeblich ist.
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1.2 Lipoproteinmetabolismus

1.2.1 Struktur und Aufbau der Lipoproteine

Die beim Menschen nachweisbaren Lipide sind eine heterogene Gruppe
hydrophober Molekule. Man unterscheidet die freien Fettsauren (FFS), die vor allem
an Albumin gekoppelt transportiert werden, von den restlichen Serumlipiden, die als
Lipoproteinkomplexe zirkulieren. Lipoproteine sind komplexe Makromolekule, die
aus einem Kern aus hydrophoben Lipiden (Triglyzeride, Cholesterin-Ester) und einer
einschichtigen Hulle aus amphophilen Lipiden (Phospholipide, freies Cholesterin)
bestehen. In der Hille sind verschiedene Apolipoproteine verankert, die fur die
hydrophilen Eigenschaften und fir die Stoffwechselregulation (Bindung an

Rezeptoren, Enzyme etc.) der Lipoproteine essentiell sind (30, 31, 32).

o
Cholesterin-

Abbildung 1.2.1
Schematische Darstellung des Aufbaus von Lipoproteinen (30, 31).

Um den hydrophoben Lipidkern mit Triglyzeriden und Cholesterylestern sind amphophile
Molekile wie Phospholipide oder Apolipoproteine angeordnet, deren lipophile Anteile nach
innen und hydrophile Anteile nach aul3en gerichtet sind. Diese Molekulgruppierung bedingt
die Wasserloslichkeit und somit Transportfahigkeit der Lipoprotein-Makromolekile im
peripheren Blut. Chol: Cholesterin; Phos: Phospholipide; Apo(protein): Apolipoproteine.
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Lipoproteine werden aufgrund ihrer Dichte und ihrer Eigenschaft, im elektrischen
Feld zu wandern, in 5 Hauptklassen unterteilt, welche sich wesentlich in ihrer
Molekulgrofle, sowie ihrer  Apolipoprotein- und Lipidzusammensetzung
unterscheiden: High density lipoprotein (HDL), Low density lipoprotein (LDL),
Intermediate density lipoprotein (IDL), Very low density lipoprotein (VLDL) und
Chylomikronen. Tabelle 1

Eigenschaften (30, 31, 32).

beschreibt die Hauptklassen und ihre wesentlichen

Chylomikronen VLDL IDL LDL HDL
Dichte, g/l <0.95 <1.006 1.006-1.019 1.019-1.063 1.063-1.21
GroRe, @ in nm 100-1000 30-70 27 22 8
Elektrophorese keine Wanderung pra-g B B a
Apolipoproteine | B-48, C, E, A-l, A- B-100, C, E B-100, (C und E) B-100 A-l,A-IIC,D,E
I, A-IV
Protein, % 1-2 10 20 25 50
Cholesterin, % 3-4 15 35 50 20
Phospholipide, 5 18 20 20 25
%
Triglyzeride, % 90 57 25 5 5
Halbwertszeit <1 Stunde 2-4 Stunden 2-4 Stunden 3 Tage Tage
Syntheseort Darm Darm, Leber Blut Leber Darm, Leber
Hauptfunktion Transport der Transport der Auch als VLDL- Transport des Reverser
exogenen endogenen Remnants Cholesterins zu Transport des
Triglyzeride und Triglyzeride von bezeichnet, den Cholesterins von
des exogenen der Leber zu den koénnen in LDL extrahepatischen extrahepatischen
Cholesterins. extrahepatischen metabolisiert oder Geweben. Geweben zur
Geweben. von der Leber Leber.
aufgenommen
werden.
Tabelle 1.2.1

Lipoproteinhauptklassen und ihre wesentlichen Eigenschaften (30, 31, 32)

1.2.2 Komponenten der Lipoproteine

1.2.21 Cholesterin

Cholesterin ist ein essentieller Bestandteil von Zellmembranen und Myelinscheiden.
Es ist Ausgangspunkt der Synthese von Steroidhormonen (Gonaden,
Nebennierenrinde) und Gallensauren (Leber) und wird mit der Nahrung

aufgenommen. Cholesterin wird in einer Tagesmenge von ca.1,2 g hauptsachlich in
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der Leber (70%) und im Dinndarm (30%) gebildet und im peripheren Blut vor allem
in LDL-Partikeln transportiert (30, 31, 32).

1.2.2.2 Triglyzeride

Triglyzeride werden auch als Neutralfette bezeichnet. Sie stellen den wichtigsten
Energiespeicher dar. Ihre Metabolisierung erfolgt durch die Triglyzerid-Lipase
(hormonsensitive Lipase), welche Triglyzeride in freie Fettsauren aufspaltet. Exogen
zugefihrte (Nahrungs-)Triglyzeride werden durch die Pankreaslipase in [-
Monoglyzeride und freie Fettsauren (FFS) aufgespaltet und resorbiert; in der
Dunndarmepithelzelle werden dann erneut Triglyzeride synthetisiert, welche durch
Chylomikronen via Ductus thoracicus in die Blutbahn weitertransportiert werden.
Endogene Triglyzeride (aus Leber und Fettgewebe) werden in VLDL- und IDL-
Partikeln transportiert (30, 31, 32).

1.2.2.3 Freie Fettsauren (FFS)

FFS sind rasch verfugbare Energielieferanten, die insbesondere fiur den
Metabolismus der Muskulatur essentiell sind. lhr Transport erfolgt - an Albumin
gebunden - Uber die Blutbahn (30, 31).

1.2.2.4 Phospholipide

Die Phospholipide sind eine heterogene Gruppe von Lipiden, welche als Bausteine
der Zellmembranen fungieren, aber auch in Signalkaskaden involviert sind. Einer

ihrer wichtigsten Vertreter ist das Sphingomyelin (30, 31, 32).

1.2.3 Enzyme des Lipidstoffwechsels

Der Lipidstoffwechsel kann in 3 Komponenten gegliedert werden, welche in engem
Zusammenhang stehen: Den exogenen Transportweg der intestinal resorbierten
Lipide via Chylomikronen, den endogenen Transportweg der hepatischen Lipide via
VLDL und LDL (IDL) und schlief3lich den so genannten reversen Cholesterintransport

von nicht-hepatischen Geweben zur Leber via HDL (30,31, 32).
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Teilaspekte des komplexen Zusammenspiels der beteiligten Enzyme sind
schematisch in den Abbildungen 1.2.2 und 1.2.3 aufgefuhrt.

Fettgewebe

Chylomikronen- 3 A
Remnants | ————
E FFA
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B 48
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Lipoprotein
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Apoproteine (HDL)
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cCll c Chylomikronen

Chol TG
PL B48 <@

Dinndarm

Abbildung 1.2.2
Der exogene Lipoproteinmetabolismus (30,31,32,33).

Lipide werden Uber den Dinndarm aufgenommen und in Form von Chylomikronen Uber den
Ductus thoracicus in den vendsen Blutstrom gebracht, um fiir die Metabolisierung in allen
Geweben sowie der Leber zur Verfiigung zu stehen.

Chol: Cholesterin; TG: Triglyzeride; PL: Phospholipide; Apoproteine: Apolipoproteine; B48:
Apolipoprotein B48; E: Apolipoprotein E, CII: Apolipoprotein ClIl, Clll: Apolipoprotein CllI;
FFA: Freie Fettsauren (,Free fatty acids®).

1.2.3.1 Pankreas-Lipase

Die Pankreas-Lipase spaltet Nahrungstriglyzeride zu 3-Monoglyzeriden und FFS, die
als Mizellen mit Cholesterin und Gallensduren von den Dunndarmepithelzellen
metabolisiert werden. Die Aktivierung der Pankreas-Lipase erfolgt Uber Gallensauren
im Duodenum (30, 31, 32).

1.2.3.2 Lipoproteinlipase

Die Lipoproteinlipase (LPL) spaltet FFS aus Triglyzeriden von Chylomikronen und
VLDL-Partikeln ab. LPL ist an das Kapillarendothel von Herz- und Skelettmuskulatur
gebunden, weiterhin kann man sie im Fettgewebe nachweisen. Insulin aktiviert
dieses Enzym, welches als weitere Co-Faktoren Heparin (clearing-factor) und das
Apolipoprotein C-Il bendtigt (30, 31, 32).
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1.2.3.3 Hepatische Lipase

Die Hepatische Lipase (HL) findet man an den Zelloberflachen der Leber. HL spaltet
verbleibende Triglyzeride der IDL, welche nach Abspaltung der Triglyzeride die
Charakteristika der LDL erfullen. Weiterhin ist die HL in den HDL-Stoffwechsel
involviert (30, 31, 32).

Fettgewebe

FFA
Lipoprotein
Lipase A

VLDL
E Remnants

= Periphere
\.) Gewebe

Abbildung 1.2.2
Der endogene Lipoproteinmetabolismus (30, 31, 32, 33).

Cholesterin, Triglyzeride, Phospholipide und andere Lipide werden in der Leber synthetisiert
und in Form des VLDL zu den peripheren Geweben transportiert. Hierbei fungieren die
Apolipoproteine (B100, ClI, CllI, E) unter anderem als Rezeptoren.

Chol: Cholesterin; PL: Phospholipide; Apoproteine: Apolipoproteine; B100: Apolipoprotein
B100; E : Apolipoprotein E, CII: Apolipoprotein CII, Clll: Apolipoprotein CllI; FFA: Freie
Fettsauren (,Free fatty acids®).

1.2.3.4 Acyl-Cholesteryl-Acyl-Transferase

Die Acyl-Cholesteryl-Acyl-Transferase ist intrazellular gelegen und verestert freies,
Uberschissiges (intrazellulares) Cholesterin, das als Cholesterylester die
Speicherform des Cholesterins darstellt (30, 31, 32).

1.2.3.5 Lecithin-Cholesteryl-Acyl-Transferase (LCAT)

Die LCAT verestert freies, Uberschussiges (Plasma-) Cholesterin, das von HDL-

Partikeln aufgenommen werden kann (30, 31, 32).
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1.2.3.6 B-Hydroxi-B-Methyl-Glutaryl-CoA-Reduktase

Die B-Hydroxi-B-Methyl-Glutaryl-Coenzym A-Reduktase (HMG-CoA-Reduktase) ist
das Schlusselenzym der endogenen Cholesterinsynthese. Durch die effiziente
Therapie atherosklerotischer Erkrankungen mit spezifischen Inhibitoren dieses
Enzyms, den so genannten HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren oder Statinen, ist der
Stoffwechselweg der HMG-CoA-Reduktase in  den  Mittelpunkt des

wissenschaftlichen Interesses geruckt.

Die Wirkweise auf die Cholesterinbiosynthese ist in Abbildung 1.2.3 aufgefihrt (30,
31, 32, 33).

mehrere Schritte

<= >~HMG-CoA Reduktase
Mevalonat
mehrere Schritee===2> ISOpentenyl
Adenin
i Farnestyl pyroplyosphate \iela
Schritte viele Schritte
Schritte

Ubiquinon Dolichole

Abbildung 1.2.3

Die Cholesterinbiosynthese und Wirkweise der Statine (31, 32, 33).

Statine hemmen den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Cholesterinbiosynthese,
indem sie die durch die HMG-CoA-Reduktase katalysierte Metabolisierung von HMG-CoA zu
Mevalonat hemmen.

1.2.3.7 Cholesterylester-Transferprotein (CETP)

Das im Plasma nachweisbare CETP Ubertragt Cholesterinester von HDL auf VLDL
und Chylomikronen im Austausch mit Triglyzeriden. Seine Rolle in der Pathogenese
der Atherosklerose ist in den letzten Jahren ausfuhrlich untersucht worden und hat
zur Entwicklung spezifischer CETP-Inhibitoren gefuhrt (z.B. Torcetrapid). CETP-
Inhibitoren steigern das HDL-Cholesterin (HDL-C). Dieser Effekt wird aktuell
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hinsichtlich seines therapeutischen Nutzens im Rahmen klinischer Studien bei

Patienten mit atherosklerotischen Erkrankungen gepruft (30, 31, 32, 34).

1.2.3.8 Phospholipid-Transferprotein (PLTP)

Siehe 1.3

124 Pathogenetischer Zusammenhang von Lipoproteinmetabolismus und
Atherosklerose

Die Rolle der Lipoproteine im Krankheitsbild der Atherosklerose ist vielfaltig und in
einer unudberschaubaren Anzahl von Publikationen dargestellt worden. In allen
Stadien der Krankheitsentwicklung spielen Lipoproteine eine entscheidende Rolle.
LDL ist das pro-atherosklerotische Lipoprotein, das in den letzten Jahren in
epidemiologischen Studien im Mittelpunkt des Interesses stand, und HDL ist ein
wichtiger anti-atherosklerotischer Faktor, dem immer mehr Bedeutung zukommt. Der
Zusammenhang zwischen dem prospektiven Wert der Lipoproteine und der
Inflammationsreaktion konnte in einer eigenen Arbeit bei Patienten mit koronarer
Herzerkrankung gezeigt werden (35). Die Zusammenfassung aller Aspekte des
Lipoproteinmetabolismus im Krankheitsbild der Atherosklerose Uberschreitet jedoch
den Rahmen dieser Habilitation. Im Folgenden sollen die wesentlichen, mit PLTP

assoziierten Aspekte vorgestellt, untersucht und diskutiert werden.
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1.3 Phospholipid-Transferprotein

Humanes Phospholipid-Transferprotein (PLTP) ist ein Glykoprotein mit einem
berechneten Protein-Molekulargewicht von 54,7 kDa. PLTP gehort zu einer
Genfamilie lipidtransportierender Proteine, zu denen als andere wichtige Vertreter
das Lipopolysaccharid-bindende Protein (LBP) und CETP gehdéren (36). PLTP ist
eines der Enzyme, welches neben dem CETP und der LCAT wesentlich die
Zusammensetzung der HDL-Partikel nicht nur unter physiologischen Bedingungen,
sondern auch im Rahmen einer Entzindungsreaktion bestimmt (37). PLTP hat

multifaktorielle Aufgaben im Lipoproteinmetabolismus (Abb. 1.3.1.).

Oberflache
der Remnants
m — ( .@p ( PLTP Periphere Zellen
R i Lipidarmes
Chylomikronen SIRE ApoA-I ipi

Remnant-
Rezeptoren

GroRes HDL

Abbildung 1.3.1
Wirkweise des Phospholipid-Transferproteins

PLTP vermittelt den Transfer von Phospholipiden, a-Tocopherol und freiem Cholesterin von
triglyzeridreichen Lipoproteinen zu HDL Uber den Prozess der Lipolyse, moduliert die HDL-
Partikel-GroRe und —Zusammensetzung und ist in den HDL-vermittelten, zellularen Efflux
von Phospholipiden und Cholesterin involviert. PLTP hat die Eigenschaft, LPS auf
Lipoproteine zu Ubertragen und hiermit die schadigende Funktion des LPS zu neutralisieren.
VLDL: Very low density lipoprotein; LDL: Low density lipoprotein; IDL: Intermediate density
lipoprotein; HDL: High density lipoprotein; PLTP: Phospholipid-Transferprotein; CETP:
Cholesterylester Transferprotein; LCAT: Lecithin-cholesterol-acyltransferase; HL: Hepatische
Lipase; LPL: Lipoprotein Lipase; SR-BI: Klasse B,Typ 1 Scavenger Rezeptor; ABC-1: ATB-
binding cassette Transporter-1; LPS: Lipopolysaccharid; a-T: a-Tocopherol.
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Der bekannteste, durch PLTP vermittelte Mechanismus ist der Transfer von
Phospholipiden zwischen Lipoproteinen, welcher dem Enzym seinen Namen gab
(38). In Experimenten mit PLTP-transgenen Mausen fiihrte die Uberexpression von
humanem PLTP zu einem Anstieg von Phospholipiden und Cholesterin in HDL-
Partikeln und somit zu einem Anstieg der so genannten pra-B-Partikel (39-41).
Weiterhin katalysiert PLTP den Transfer und Austausch von a-Tocopherol zwischen
Lipoproteinen und insbesondere zwischen HDL und zellularen Systemen (42-43).
Dieser Mechanismus scheint fur eine verminderte Oxidation von Lipoproteinen bei
gentechnisch modifizierten Mausen, denen das PLTP-Gen fehit (PLTPO), gegentber
Wildtypmausen verantwortlich zu sein (44, 45). Ein weiterer, durch PLTP vermittelter,
potentiell auf die Inflammation Einfluss nehmender Effekt ist der Transfer von

zirkulierendem Lipopolysaccharid zu HDL (46).

1.3.1 PLTP im Krankheitsbild der Atherosklerose
Experimente mit PLTP-Knockout (PLTPO) Mausen konnten erstmalig zeigen, dass

PLTP pro-atherogene Eigenschaften hat. Zwei potentiell involvierte Mechanismen
werden in diesen Modellen diskutiert, zum einen die vermehrte Bildung von
triglyzeridreichen Lipoproteinen (TRL) und zum anderen pro-oxidative Eigenschaften
(47-49).

Humane Studien konnten bis dato die experimentell nachgewiesene Pro-
Atherogenitat des PLTP nur partiell bestatigen. Bei Patienten mit Typ-Il-Diabetes war
die Plasma-PLTP-Aktivitat gegenlber Kontrollpersonen erhdht (50-51). Weiterhin
konnte auch bei Patienten mit Insulinresistenz eine Assoziation mit erhdhter Plasma-
PLTP-Aktivitat gezeigt werden (52). Bezuglich der Korrelation des PLTP mit dem
HDL-Cholesterin (HDL-C), welches von der Uberwiegenden Zahl der Experten als
anti-atherogener Faktor anerkannt ist (53), existieren widerspruchliche Ergebnisse: In
einer Studie war PTLP mit HDL-C positiv korreliert (51), und in einer anderen Studie
war PLTP mit HDL-Partikeln korreliert, welche ApoA-I, aber nicht mit HDL-Partikeln,
welche ApoA-Il beinhalteten (54). Beide Studien wurden - unter der Annahme einer
anti-atherogenen Funktion des HDL-C - der Pro-Atherogenitat des PLTP
widersprechen. In einer anderen Untersuchung wurden jedoch gegenteilige Daten
publiziert (55).
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Eine weitere Eigenschaft des PLTP, die Einfluss auf atherosklerotische Vorgange
nehmen kdnnte und in Mausmodellen beschrieben worden ist, ist seine anti-oxidative
und damit potentiell anti-inflammatorische Wirkung (47-49).

Letztendlich ist die Rolle des PLTP in der Pathogenese atherosklerotischer

Erkrankungen ungeklart.
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2, Zielstellungen

Die im Rahmen dieser Habilitationsarbeit vorgestellten Untersuchungen beschaftigen
sich mit der Physiologie, Pathophysiologie und der klinischen Relevanz des

Phospholipid-Transferproteins im Krankheitsbild der Atherosklerose.

Als atherogener Faktor wird der Effekt von PLTP auf die Bildung postprandialer
triglyzeridreicher Lipoproteine diskutiert; dieser Fragestellung wird unter anderem in

einer Probandenstudie nachgegangen.

Anhand von gentransformierten Mausmodellen wird untersucht, welche Rolle pro-
inflammatorische Eigenschaften des PLTP bei seiner potentiell pro-atherogenen

Wirkung besitzen kdnnten.

Weiterhin wird in zwei klinischen Studien der Stellenwert einer erhohten PLTP-
Aktivitat als kardial-atherogener, prognostisch relevanter Risikofaktor diskutiert: bei
Patienten mit koronarer Herzkrankheit und bei einer Patientengruppe - Patienten mit
terminaler Niereninsuffizienz - bei denen ein betrachtlich gesteigertes Risiko fur das

Auftreten kardiovaskularer Komplikationen bekannt ist.
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3. Studienpopulationen, Material und Methodik

3.1 Patienten und Methodik zum Themenkomplex "Die Rolle des PLTP bei
Patienten mit koronarer Atherosklerose: Querschnittsvergleich zu
gesunden Probanden und prognostische Relevanz bei Patienten mit

angiographisch nachgewiesener Atherosklerose.*

3.1.1 Studienpopulation

Von November 1996 bis Juli 2000 rekrutierten wir 830 Patienten mit stabiler Angina
pectoris, 222 Patienten mit instabiler Angina pectoris und 50 Patienten mit akutem
oder subakutem Myokardinfarkt, die zur diagnostischen Koronarangiographie in die
II. Medizinische Klinik und Poliklinik der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz oder
in das Bundeswehrzentralkrankenhaus Koblenz eingewiesen worden waren.
Patienten mit einer Koronarstenose >30% in einer der grol’en Koronararterien
wurden in die Studie eingeschlossen. Ausgeschlossen wurden Patienten mit anderen
schwerwiegenden Erkrankungen wie Herzklappenerkrankungen, bekannter
dilatativer Kardiomyopathie, Malignomen, Sepsis, autoimmunen Erkrankungen, u. a.
Die Patienten wurden zu klassischen Risikofaktoren befragt, insbesondere zur
Nikotinanamnese, zum Vorliegen eines Diabetes mellitus, einer arteriellen
Hypertonie oder einer Hyperlipoproteinamie. Weiterhin wurden die Medikation bei
Aufnahme und eine positive Familienanamnese fiur das Vorliegen einer koronaren
Herzerkrankung (direkte Anverwandte mit einer koronaren Manifestation vor dem 65.
Lebensjahr) erfragt. Ein Diabetes mellitus wurde bei denjenigen Patienten
diagnostiziert, welche diatetisch, mit oralen Antidiabetika oder mit Insulin behandelt
wurden oder einen Nuchternblutzucker >125mg/dl in wiederholten Kontrollen
wahrend des stationaren Aufenthaltes hatten.

Ein arterieller Hypertonus wurde angenommen, wenn die Patienten Antihypertensiva
einnahmen oder in wiederholten Kontrollen unter standardisierten Bedingungen
einen Blutdruck >160/90mmHg hatten.

Die Diagnose einer Hyperlipoproteinamie wurde gestellt bei Patienten, die
Lipidsenker einnahmen oder ein Gesamtcholesterin >240mg/dl aufwiesen.

444 gesunde Kontrollpersonen wurden sowohl durch Hausarzte rekrutiert, bei denen
sich die Probanden im Rahmen eines Routine-Check-Ups vorstellten als auch durch

Zeitungsannoncen, bei denen das Studiendesign vorgestellt und Probanden Gber 40
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Lebensjahren die freiwillige Teilnahme an der AtheroGene-Studie vorgeschlagen
worden war. Bei den Kontrollpersonen ergaben sich keine Hinweise auf das
Vorliegen einer atherosklerotischen Erkrankung; ein pathologisches Ruhe-EKG galt
als Ausschlusskriterium.

Insgesamt 1091 Patienten (99.1%) wurden fur einen mittleren Zeitraum von 5,1
Jahren (0,1-7,6 Jahre) nachbeobachtet. Der Groldteil der Patienten stellte sich zu
einem Follow-up erneut vor, bei einer kleinen Anzahl wurde das Follow-up
telefonisch durchgefuhrt. Bei 156 der 1091 Patienten trat dokumentiert einer der
kombinierten Endpunkte aus nichttédlichem Myokardinfarkt oder kardiovaskularem
Tod auf, welcher entweder vom behandelnden Hausarzt oder der zuletzt

behandelnden Klinik beschrieben worden war.

Alle Studienpatienten waren Einwohner des Rhein-Main-Gebietes und kaukasischer
Abstammung. Die Studie war von der Ethikkommission des Landes Rheinland-Pfalz
gepruft und bewilligt worden. Jeder Proband wurde vor Beginn der Untersuchungen
muandlich und schriftlich aufgeklart und hatte sein schriftliches Einverstandnis

gegeben.

3.1.2 Labormethoden
Alle Blutentnahmen zur Bestimmung des PLTP und der Serumlipide wurden unter

standardisierten Bedingungen vor der Koronarangiographie unter Einhaltung einer
Nuchternzeit durchgefuhrt. Nach der Blutentnahme wurden die Proben auf Eis
gelagert und schnellstmoéglich mit 4000 rpm fir 10 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde auf Aliquots verteilt und bei -80°C bis zur Analyse gelagert.

Die PLTP-Aktivitat wurde mit einem kommerziell verfigbaren Kit bestimmt
(Cardiovascular Target, Inc, NY, USA), die Analyse erfolgte fir den Untersucher
verblindet bzgl. Patienten und Kontrollen. Der Kit besteht im Wesentlichen aus
Donor- und Akzeptor-Partikeln. Die Zugabe von 3ul Plasma resultiert in einem PLTP-
vermittelten Transfer von fluoreszierenden Phospholipiden. Dieser Transfer wird als
Anstieg der Fluoreszenz-Intensitat gemessen. Der Interassay-Koeffizient der PLTP-
Aktivitats-Variation betragt 3,3+0,5%. Die Testergebnisse wurden durch dreimaliges
Einfrieren und erneutes Auftauen nicht beeinflusst. Zur Validierung des Tests wurde
er mit einer anderen, klassischen Methode der PLTP-Aktivitatsbestimmung
verglichen (38). Die Methoden zeigten einen Korrelationskoeffizienten von r=0,9
(n=30, p=0,01).
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Serum-Lipide wurden direkt ohne vorheriges Einfrieren mit Standardmethoden
bestimmt (Gesamtcholesterin, Roche Diagnostics; HDL-C, Rolf Greiner Biochemical,
LDL-Cholesterin (LDL-C) und mit der Friedewald-Formel errechnet; Triglyzeride
(Roche Diagnostics). ApoA-I und ApoB wurden mit immunoturbodimetrischen Assays
bestimmt (Tina-quant, Roche Diagnostics). Die Lipoprotein(a) (Lp(a) Konzentration
wurde mit einer ELISA-basierten Methode (Immuno Ltd, Dunton Green) gemessen.
Zur Detektion des Homozystein verwendeten wir eine HPLC (High Performance
Liquid Chromatography)-Methode.

3.1.3 Statistische Analyse
Die Plasma-PLTP-Aktivitat war normal verteilt, alle Resultate wurden als Mittelwerte

prasentiert.

Demographische und klinische Variablen wurde mit dem ¥*-Test bei kategorialen und
mit dem ANOVA-Test bei kontinuierlichen Variablen verglichen.

Die schief verteilte Variable "Triglyzeride" wurde als Median-Wert prasentiert und der
Mann-Whitney-Test zum Vergleich der Gruppen durchgefuhrt.

Pearsons Korrelationskoeffizienten wurden fir PTLP und andere Lipidparameter
berechnet. Weiterhin wurde die Assoziation der PLTP-Aktivitat (kontinuierliche
Variable) mit der kategorialen Variable "koronare Herzerkrankung" nach Geschlecht
stratifiziert und mittels ANOVA sowie logistischer Regression nach Adjustierung fur
die klassischen Risikofaktoren und die Lipidvariablen getestet.

Nach Kategorisierung des PLTP in Quintile fihrten wir 4 logistische
Regressionsmodelle durch, im ersten Modell adjustiert fur Alter und Geschlecht, und
in den weiteren Modellen zusatzlich adjustiert fur die weiteren konventionellen
Risikofaktoren (BMI, Nikotin [aktive Raucher], Diabetes mellitus, arterielle
Hypertonie), sowie flir Lipidparameter, Homozystein und Hs-CRP. Auf Grund der
multiplen Kolinearitat der Variablen wurde LDL als Reprasentant der Lipidvariablen-
Gruppe (Gesamtcholesterin, Triglyzeride, LDL-C und ApoB) verwendet. Der Wald-
x*>-Test wurde durchgefiihrt, um die Differenzen ber alle Quintile zu schatzen;
hierbei wurde die Assoziation mittels des Mittelwertes der Odds Ratio quantifiziert.
Die Uberlebensanalyse wurde mittels der Kaplan-Meier-Methode und dem Log-rank-
Test durchgefuhrt. In dieser Analyse wurde ein kombinierter Endpunkt aus

nichttédlichem Myokardinfarkt und kardiovaskularem Tod verwendet. Patienten, die
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aus einer anderen als kardiovaskularer Ursache verstarben, wurden zum Zeitpunkt
des Todes zensiert.

P<0.05 wurde als signifikant bezeichnet, alle Analysen wurden mit dem
Statistikprogramm SPSS (V10.01, V11.5) durchgefuhrt.
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3.2 Probanden und Methodik zum Themenkomplex "PLTP bei gesunden

Probanden nach einer fettreichen Mahlzeit".

3.2.1 Studienpopulation

31 gesunde, junge Probanden ohne klinische oder anamnestische Hinweise auf das
Vorliegen einer atherosklerotischen Erkrankung wurden in die Studie eingeschlossen.
Alle Patienten waren deutsche Staatsburger und Einwohner des Rhein-Main-Gebietes.
Die Studie wurde durch die Ethikkommission des Landes Rheinland-Pfalz bewilligt, die

Teilnahme war freiwillig, und jeder Proband gab sein schriftliches Einverstandnis.

3.2.2 Labormethoden

Die Blutenthahmen wurden unter standardisierten Bedingungen durchgefihrt. Die erste

Blutentnahme erfolgte nach einer mindestens 10-stindigen, nachtlichen
Nahrungskarenz. Nach dieser ersten Blutentnahme mussten die Probanden zlgig (ca.
15 Minuten) eine definierte, fettreiche Mahlzeit zu sich nehmen. Diese Mahlzeit wurde
an die Kdrperoberflache (KOF) des Probanden adaptiert und bestand aus 1.265 kcal/m?
KOF (105g Fett, hiervon 52g geséttigtes Fett und 300mg Cholesterin, 48g
Kohlenhydrate und 32g Protein). Wahrend der folgenden Studienperiode wurden die
Probanden instruiert, keine Kalorien in flissiger oder fester Form zu sich zu nehmen.
Das Trinken kalorienfreier Flussigkeiten war den Probanden erlaubt. Weitere
Blutentnahmen wurden nach 3,5,7 und 10 Stunden durchgeflihrt. Bei einer weiblichen
Probandin konnten die Blutentnahmen zu den Zeitpunkten 5, 7 und 10 Stunden nicht
durchgefuhrt werden, da die Probandin weitere Blutentnahmen ablehnte.

Alle Blutproben wurden direkt auf Eis gelagert, mit 4.000 rpm Uber 10 Minuten
zentrifugiert und anschlieend in Aliquots verteilt. Alle Aliquots fir die Bestimmung von
PLTP und anderer Lipidparameter wurden bei -80°C bis zur Analyse gelagert. Die
Durchfuhrung der Bestimmung von Gesamtcholesterin, HDL-C, LDL-C, ApoA-I, ApoB
und Triglyzeriden erfolgte unverzuglich mit Standardmethoden (siehe 3.1.2). Zur
Bestimmung der PLTP-Aktivitat siehe 3.1.2.

3.2.3 Statistische Analysen

Zum  Vergleich von  Triglyzeriden und PLTP  wurden  Pearson’s
Korrelationskoeffizienten berechnet. P<0,05 wurde als signifikant bezeichnet. Alle

Analysen wurden mit dem Statistikprogramm SPSS, V11.5 durchgeflhrt.
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3.3 Untersuchungen zur proinflammatorischen Wirkung von PLTP in

Mausmodellen

Eine der Hypothesen, mit denen die atherogene Wirkung des PLTP erklart werden
konnte, ist dessen potentiell proinflammatorische Wirkung. Um diese Hypothese zu
uberprufen, wurden in zwei experimentellen Ansatzen die Wirkung inflammatorischer
Reize auf PLTPO(/LDLr0O)-M&ause und deren Kontrollen untersucht. Die Experimente
wurden im Rahmen eines Stipendiums durch die Deutsche Herzstiftung im
Department of Anatomy and Cell Biology des Downstate Medical Center Brooklyn

der State University of New York durch den Habilitanden durchgeftihrt.

3.3.1 Mausmodell, PCR-Protokolle und Blutenthahmen
Drei mannliche und drei weibliche, in den C57BL/6-Stamm rlckgekreuzte PLTPO-

Mause wurden von der Columbia-Universitat (Labor A.R. Tall, New York, USA) zur
Verfugung gestellt. Fur die Durchfuhrung unserer Experimente wurden die
Nachfahren dieser Tiere verwendet. Als Kontrollgruppe fungierten C57BL/6 Mause
(Jacksons Laboratories, USA). Alle Tiere dieser Gruppe wurden mittels einer
Standarddiat (Chow-Diat) ernahrt.

Jeweils zwolf, 16 Wochen alte Wildtyp (WT)- oder PLTPO-Mause waren auf vier
Gruppen von jeweils sechs Tieren verteilt und entweder mit intraperitonealen
Injektionen von 5.000 internationalen Einheiten (IE) Interleukin-6 (recombinant
mouse IL-6, R&D Systems, Inc., USA) oder sterilisierter, isotonischer Kochsalzlésung
fur einen Zeitraum von 6 Wochen an jedem funften Tag behandelt worden.

Die Tierhaltung erfolgte im Tierhaltungsbereich des Downstate Medical Center
Brooklyn der State University New York, USA, durch qualifizierte Tierpfleger unter
Aufsicht von Veterinarmedizinern. Alle Tiere wurden unter standardisierten
Bedingungen in Gruppen von maximal 5 Tieren gehalten, wobei mannliche und
weibliche (Ausnahme bei Kreuzung), sowie PLTPO-, LDLrO-, PLTPO/LDLrO und WT-
Mause getrennt worden waren. Die Haltung der Tiere sowie alle Untersuchungen
entsprachen dem Guide for the Care and Use of Laboratory Animals der US National
Institutes of Health.

Mittels Polymerase-Ketten-Rekation (PCR) und spezifischer Primer wurde das
komplette Fehlen des PLTP-Gens dokumentiert. Zur DNA-Extraktion wurden

Gewebe aus dem Mausschwanz gewonnen und in 0,5ml einer so genannten
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Arbeitslosung in ein 1,5ml Eppendorf-Gefal} eingeflillt. Die Arbeitslésung beinhaltete
100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, 2,5 mM EDTA, 0,5 % SDS und 0,1mg/ml Proteinase
K. Dieser Ansatz wurde in einem Inkubator unter kontinuierlicher Rotation bei 58°C
bis zur kompletten Auflosung des Gewebes geschwenkt (in der Regel Inkubation
uber Nacht). Hiernach wurde das Eppendorf-Gefal® bei 14.000rpm Uber 10 Minuten
zentrifugiert und der Uberstand in ein weiteres Eppendorf-Gefass gefiillt. Es erfolgte
die Zugabe von 500ul Phenol. Nach grundlichem Durchmischen wurde das Gefal
mit 14.000rpm Uber 10 Minuten zentrifugiert und erneut der Uberstand in ein weiteres
Eppendorf-Gefass gefullt. Dieser Vorgang wurde nach Zugabe von 500ul Chloroform
wiederholt und zu der nun gewonnenen DNA 1ml 100%-iger Ethanol hinzugeflgt.
Nach erneuter Zentrifugation wurde der Uberstand entfernt, nach ca. 15 Minuten das
Pellet in 60ul Puffer (mit 3M EDTA) geldst und Uber 2 Stunden bei 58°C inkubiert.
Die so gewonnene DNA-L&sung wurde nun fur die PCR verwendet.

Der PCR-Ansatz fur den Nachweis des PLTP-Gens bestand aus 5ul 10x PCR-Puffer,
2ul 50mM MgCly, 1ul 25mM dNTP, jeweils 2ul spezifischer PLTP-Primer, 30,54l
doppelt destilliertem H,O sowie 0,5ul Tag-Polymerase. Dieser Ansatz wurde mit 4pl
der gewonnen DNA-LO6sung gemischt. Das PCR-Protokoll beinhaltete 1 Zyklus
initiale Denaturierung mit 94°C Gber 3 Minuten, 30 Zyklen mit jeweils einer Minute
DNA-Denaturierung (94°C), einer Minute Anealing (56°C) und 3 Minuten Primer-
Extension (72°C). Abschliefend wurde ein Zyklus Uber 5 Minuten mit 72°C
durchgefuhrt und die gewonnene DNA bis zur weiteren Analyse bei 4°C gelagert.
Nach Herstellung eines 0,8%-igen Agarose-Gels wurden 2pl Ethidiumbromid
hinzugeflgt. Dieses Gel wurde in einen Elektrophorese-Behalter geflllt und nach
Abkuhlen und Einfugen von 12ul einer DNA-Leiter-Losung (100-1000kbp), der
Proben (jeweils 15ul PCR-Produkt) und einer Negativkontrolle in die jeweiligen
Vertiefungen eine Elektrophorese mit 100 V fir ca. 45 Minuten durchgefihrt.
AbschlieRend wurde das Resultat (Bande bei ca. 800kbp bei Vorhandensein des
PLTP-Gens) unter ultraviolettem Licht kontrolliert und dokumentiert.

Blut wurde bei allen Tieren aus der Schwanzvene nach einer nachtlichen
Nahrungskarenz in heparinisierte Kapillarrohrchen (Fisherbrand, USA) entnommen.
FUr die zytometrischen Analysen war Vollblut, fur die Bestimmung der Lipoproteine
und der Zytokine Serum verwendet worden, welches nach Zentrifugation mit 4.000

rom Uber 10 Minuten vom Pellet abgesert worden war. Alle Bestimmungen wurden
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vor Beginn der Behandlungen mit IL-6 oder Kochsalz sowie nach 4 und 6 Wochen
durchgefuhrt.

In einem weiteren Experiment kreuzten wir LDL-Rezeptor-Gen-knock-out-Mause
(LDLrO, Jacksons Laboratories, USA) mit PLTP0-Mausen bis zum Erhalt von Doppel-
knock-out-Mausen (PLTPO/LDLrO). Das Vorhandensein des PLTP-Gens wurde
mittels der oben beschriebenen PCR, das des LDL-Rezeptor-Gens ebenfalls mittels
PCR nachgewiesen.

Der PCR-Ansatz fir den Nachweis des LDL-Reptor-Gens bestand aus 5ul PCR-
Puffer, 50mM MgCl,, 1ul 25mM dNTP, jeweils 2ul spezifischem Primer, sowie 30,5ul
doppelt destillietem H,O wund 0,5yl Tag-Polymerase. Nach einer initialen
Denaturierung mit 94°C uber 2:30 Minuten erfolgten 30 Zyklen mit 94°C uber 1
Minute und 68°C Uber 5 Minuten. Die gewonnene DNA wurde bis zur weiteren
Analyse bei 4°C gelagert.

FiUr die Elektrophorese wurde ein 1%-iges Agarose-Gel verwendet und jeweils 10pl
PCR-Produkt mit 2yl loading buffer in die Vertiefungen des Gels eingefullt. Die
Elektrophorese erfolgte mit 100V Uber ca. 45 Minuten, die entstandenen Banden (ca.
300kbp) wurden unter ultraviolettem Licht analysiert.

Fanf PLTPO/LDLrO-Mause wurden mit funf (PLTP WT/)LDLrO-Mausen verglichen.
Die Tiere erhielten ein cholesterinreiches Futter (Western-diet, 0,15% Cholesterin,
Harlan Teklad, USA). Nach 8 Wochen wurde den Tieren 1ml einer 4%’igen Brewers
Thioglykolat Lésung (Becton Dickinson, USA) zur Auslosung einer Peritonitis
intraperitoneal appliziert. Nach 4 Tagen unter Fortsetzung der Futterung der
cholesterinreichen Diat war die akute Phase der Peritonitis mit Uberwiegen der
Granulozyten beendet, und die chronische Phase der Inflammation mit Uberwiegen
der Makrophagen trat ein. Am flinften Tag nach Injektion der Thioglykolat-Lésung
wurden  den  Tieren nach  Sakrifizierung  unter  sterilen Kautelen
Peritonealmakrophagen entnommen.

Weiterhin bestimmten wir die IL-6-Serumkonzentrationen vor der Applikation des
Thioglykolats, sowie vor Sakrifizierung der Tiere.

Alle fur die PCR verwendeten Reagenzien wurden von der Firma Becton Dickinson,
USA bezogen.
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3.3.2 Zellkulturen und Qil-Red-O-Farbung

Die entnommenen Peritonealmakrophagen waren bis zum nachsten Morgen in 8-
Well-Kammern (Lab-Tek Il, chamber slide system, Nalge Nunc international, USA) in
DMES (Dulbecos modified eagle solution), welches 10% FBS (fetal bovine serum),
1% Streptomycin und 1% Penizillin enthielt, kultiviert worden. Die Entnahme der
Zellen aus 4 der 8 Wells erfolgte nach einer Minute Trypsinierung - 50ul 0,25%’iges
Trypsin (Invitrogen, USA) - und nachfolgender Zugabe von 0,5mlI DMES. Die so
abgelosten Makrophagen wurden in Analogie zu der im Abschnitt 3.3.3
beschriebenen Methode fur periphere Monozyten fur die zytometrische Analyse
prapariert.

Fir die Farbung adharierender Makrophagen wurde das Medium der verbleibenden
4 Wells entfernt und die Zellen mit 10%’igem Formaldehyd fir 10 Minuten fixiert
(LabChem, USA) und dann 3x mit PBS gewaschen. Anschlielend erfolgte die
Zugabe von 60%’igem Propanol zu den adharenten und jetzt fixierten Makrophagen
fur 2 Minuten, um dann abschlieRend die Zellen fur 15 Minuten in 0,2%’igem Oil-
Red-O zu farben (Sigma, USA). Zur Quantifizierung des prozentualen Anteils der
gefarbten Makrophagen (Cholesterinbeladung) wurden von einem fur die Herkunft
der Zellen verblindeten Untersucher funf zufallig gewahlte Bereiche auf dem

Glastrager ausgezahlt.
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Abbildung 3.3.2.1 =zeigt exemplarisch ein Beispiel Kkultivierter Peritoneal-
Makrophagen einer PTLPO/LDLrO-Maus in dem verwendeten, standardisierten
Ausschnitt.

Abbildung 3.3.2.1

Peritonealmakrophagen von PLTPO/LDLr0-Mausen nach Induktion einer Peritonitis
durch intraperitoneale Gabe einer 4%’igen Brewers Thioglykolat Lé6sung nach ca. 12-
stiindiger Kultur. Die rote Farbung zeigt die mit Oil-Red-O gefarbten und somit
cholesterinbeladenen Zellen.

3.3.3. Zytometrische Analysen

Far die zytometrischen Analysen wurden monoklonale Antikdrper gegen F4/80
(FITC, Clone CI:A3-1, Serotec, USA) - ein spezifischer Marker monozytarer
Mauszellen -, I-A° (PE, Clone AF6-120.1, Pharmingen, USA) - ein MHC-Klasse-lI
Oberflachenantigen -, und CD11b (PerCP, Clone M1/70, Pharmingen, USA) - ein
Integrin - verwendet.

Die Antikdrper (jeweils 3ul) wurden mit 100ul Vollblut bei Raumtemperatur fur 30
Minuten inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden 900ul Lysepuffer (Becton
Dickinson, USA) zur Lysierung der Erythrozyten und Fixierung der Leukozyten

zugeflugt. Die Zellen wurden hiernach dreimal in jeweils 1ml PBS (plus 2,5% FBS
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und 0,025% NaN3) gewaschen. Nach jedem Waschprozess wurde die Losung
zentrifugiert und der Uberstand erneut abgesert. Nach drei Waschvorgangen wurde
nach Zentrifugation und Abseren das entstandene Pellet in 1ml PBS resuspendiert
und zur Analyse mittels FACS (,Fluorescence Activated Cell Sorter®) verwendet.
Nach Selektierung der F4/80-positiven Zellen (Monozyten/Makrophagen) mittels
eines Gates wurde auf diesen Zellen die mittlere Fluoreszenzintensitéit (MF1) von |-A®
(Monozyten und Makrophagen) und CD11b (nur Monozyten) bestimmt. Ein Beispiel
der verwendeten FACS-Analyse ist in Abbildung 3.2.1 dargestellt.
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Abbildung 3.3.3.1
Beispiel der durchgefiihrten FACS-Analysen

a) FSC (,forward scatter) fir ZellgroRe, SSC (,sideward scatter®) fir Granularitat,
Darstellung der Mausleukozyten

b) FSC (,forward scatter®) fur ZellgroRe, FL1 F4/80 (FITC), Gate: Monozyten

c) FL2 fir CD11b (PerCP), FL3 fiir I-A° (PE)

d) Mittlere Fluoreszenzintensitét |-A®

e) Mittlere Fluoreszenzintensitat CD11b
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Bei den mit kultivierten Peritonealmakrophagen durchgefihrten FACS-Analysen
wurde nur die MFI von I-A® bestimmt.

Ein ,FAC sort flow* Zytometer der Firma Becton Dickinson, USA wurde verwendet.
Die Kalibrierung aller Kanale erfolgte taglich vor Beginn der Experimente. Zur

Auswertung diente das Cell Quest Software Systems (Becton Dickinson, USA).

3.3.4. Bestimmung von Lipiden und Zytokinen

Gesamtcholesterin und Phospholipide wurden mittels kommerziell erwerbbarer,
enzymatischer Methoden bestimmt (Wako Pure Chemical Industries Ltd., Osaka,
Japan). Zur Analyse der Konzentrationen von TNF-o und I[L-6 wurden
mausspezifische, kommerziell erwerbbare ELISA (Enzym linked immuno absorbent
assay) verwendet (BD Biosciences, USA) und die Analysen entsprechend den

Herstellerangaben durchgefuhrt.

3.3.5 Statistische Analysen
Um den Effekt der Behandlung mit IL-6 oder steriler Kochsalzlosung auf die

Konzentrationen von IL-6, TNF-a, I-A°>, CD11b, Gesamtcholesterin und
Phospholipiden zu untersuchen, wurden Student's T-Tests verwendet. Der
statistische Vergleich des prozentualen Anteils der gefarbten Makrophagen erfolgte
mittels x°~Test. P<0,05 wurde als signifikant bezeichnet. Alle Analysen wurden mit
SPSS, V11.5 durchgeflhrt.
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3.4 Studienpopulation und Methodik zum Studienkomplex "PLTP bei

Hamodialysepatienten, Vergleich mit einer gepaarten Kontrollgruppe™

3.4.1 Studienpopulation

Die Studie schloss 68 Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz ein, die in einem
Median von 2,8 Jahren (25%/75% Perzentile: 1,3/6,1 Jahre) hamodialysiert worden
waren. Bei 23 Patienten war eine diabetische Nephropathie, bei 17 Patienten eine
Glomerulonephritis, bei sechs Patienten eine Nephrosklerose, bei funf Patienten eine
polyzystische Nierenerkrankung und bei funf Patienten eine interstitielle Nephritis die
Ursache der terminalen Niereninsuffizienz. Bei vier Patienten war die Ursache
unbekannt, und bei weiteren acht Patienten waren verschiedene Krankheitsbilder
Hintergrund der terminalen Niereninsuffizienz. Zur Hamodialyse wurden synthetische
Membranen (Polyamide oder Polysulfone) verwendet, die mittlere Dauer der Dialyse
betrug 4,0+0,4 Stunden.

Die Patienten wurden fir einen mittleren Zeitraum von 1,7 Jahren (0,2 bis maximal
2,1 Jahre) nachbeobachtet. Der Grofiteil der Patienten stellte sich im Rahmen der
Dialysetherapie erneut vor, bei einer kleinen Anzahl wurde das Follow-up telefonisch
durchgefuhrt. 26 Patienten verstarben im genannten Zeitraum, der Tod wurde
entweder vom behandelnden Hausarzt oder der zuletzt behandelnden Kilinik

dokumentiert.

68 gesunde Kontrollpersonen wurden nach BMI und Geschlecht den
Dialysepatienten in einem gematchten Protokoll zugeordnet. Zur Rekrutierung der
Kontrollpersonen, zur Definition der Risikofaktoren und zu den demographischen
Daten siehe 3.1.1.

3.4.2 Labormethodik

Das Blut wurde bei allen Personen unter standardisierten Bedingungen entnommen.

Bei den Hamodialysepatienten wurde das Blut vor Beginn der Hamodialyse, in der
Regel 48 Stunden nach der letzten Hamodialyse gewonnen. Zur weiteren
Labormethodik siehe 3.1.2.

3.4.3 Statistische Analyse
PLTP-Aktivitat, CRP und Triglyzeride waren nicht normal verteilt. Alle Werte sind als

Mediane prasentiert bzw. es waren in den Korrelationsanalysen logarithmierte Werte

37



dieser Variablen verwendet worden. Mittels gepaarten T-Tests wurde der Vergleich
der logarithmierten PLTP-Werte von Hamodialysepatienten und Kontrollen
durchgefuhrt.

Zur Evaluierung der Assoziation erhdhter PLTP-Werte mit der Variablen
"Hamodialyse" fuhrten wir zwei logistische Regressionmodelle durch, im ersten
Modell als univariate Variable, im zweiten Modell adjustiert fur Geschlecht, Alter,
Nikotinabusus, Diabetes mellitus und arterielle Hypertonie.

Die Uberlebensanalysen wurden mittels der Kaplan-Meier-Methode und dem Log-
rank-Test durchgeflhrt.

P<0.05 wurde als signifikant bezeichnet. Alle Analysen wurden mit den
Statistikprogrammen SPSS, V12.0 und SAS, V8.1 durchgefuhrt.
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4. Ergebnisse

4.1Phospholipid-Transferprotein bei Patienten mit koronarer Atherosklerose:
»Querschnittsvergleich mit gesunden Probanden und prognostische
Relevanz bei Patienten mit angiographisch nachgewiesener

Atherosklerose*

Die Rolle des PLTP war in einer grol3en epidemiologischen Studie bis dato nicht
untersucht worden. Ziele der Untersuchung lagen darin, PLTP als potentiellen
Risikofaktor fur eine koronare Herzerkrankung und die Assoziationen der PLTP-
Aktivitat mit anderen Risikofaktoren zu bestimmen. Zusatzlich sollte die Frage
beantwortet werden, ob die PLTP-Aktivitat das ereignisfreie Uberleben von Patienten

mit angiographisch nachgewiesener koronarer Atherosklerose anzeigt.

4 1.1 Vergleich von KHK-Patienten und Kontrollen, Basisdaten

Der Vergleich der Basisvariablen von 1.102 Patienten mit angiographisch
nachgewiesener koronarer Herzerkrankung und 444 gesunden Kontrollpersonen ist
in Tabelle 4.1.1 dargestellt. Klassische Risikofaktoren wie aktives Rauchen (25,8%
versus 12,6%), Diabetes mellitus (32,8% versus 9,9%), arterielle Hypertonie (72,3%
versus 28,6%), und Vorliegen einer familiaren Disposition fur eine koronare
Herzerkrankung (38,7% versus 20,8%) fanden sich wie erwartet haufiger bei
Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen. Statine wurden bei Einschluss
in die Studie haufiger in der Gruppe der Patienten eingenommen; ein Aspekt, der die
niedrigeren Gesamtcholesterin- und LDL-C-Konzentrationen bei den Patienten
erklaren kann. In der Patientengruppe waren HDL-C- und ApoA-I-Konzentrationen
niedriger, Lp(a) und Triglyzeride waren nicht erhéht. ApoB war in der

Patientengruppe nicht erhoht.
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Variable KHK-Patienten Kontrollen p-Wert
n=1102 n =444
Alter in Jahren 61,5+ 10,2 599+74 0,001
BMI, kg/m? 27,1+3,8 26,7 + 4,4 0,02
Mannliches Geschlecht, % 74,3 72,3 04
Aktive Raucher, % 25,8 12,6 <0,001
Diabetes mellitus, % 32,8 9,9 <0,001
Arterielle Hypertonie, % 72,3 28,6 <0,001
Positive Familienanamnese, % 38,7 20,8 <0,001
Lipid Status
Gesamtcholesterin, mg/di 220,0 + 45,9 239,2 + 41,4 <0,001
LDL -C, mg/di 141,0 £ 40,1 155,5 £ 35,1 <0,001
HDL -C, mg/di 48,0 + 14,6 59,2+ 16,0 <0,001
LDL/HDL 3,2+1,2 2,8+0,9 <0,001
Triglyzeride, mg/dI* 143 (103/198) 123 (87/166) <0,001
ApoA-, g/l 1,31+0,24 1,62 +0,28 <0,001
ApoB, g/l 1,20 £ 0,29 1,19+ 0,23 0,3
Lp(a), mg/dl 349+37,7 26,9+ 34,7 <0,001
Tabelle 4.1.1

Basisdaten der KHK-Patienten und Kontrollpersonen

Die kategorialen Variablen sind als Prozent der Patienten aufgefihrt und die P-Werte mit
dem Chi-Quadrat-Test errechnet. Kontinuierliche Variablen sind als Mittelwert =+
Standardabweichung oder bei nicht normaler Verteilung* als Mediane (25%/75%-
Perzentilen) dargestellt. Die P-Werte wurden mit ANOVA oder bei nicht normaler Verteilung
mit dem Mann-Whitney-Test berechnet.

4.1.2 PLTP-Aktivitat im Vergleich von KHK-Patienten und gesunden Kontrollen, im

Vergleich der Geschlechter und in Abhangigkeit von der klinischen
Manifestation der KHK

Eine der wesentlichen Fragen dieser Untersuchung war, ob sich in den Populationen

Unterschiede in der PLTP-Aktivitat nachweisen lassen. Zunachst waren Patienten
und Kontrollpersonen verglichen worden. In der Abbildung 4.1.2 ist die Verteilung der

PLTP-Aktivitat - getrennt in Patienten und Kontrollen - graphisch dargestellt. Die
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Patienten mit angiographisch nachgewiesener KHK hatten durchschnittlich hohere

PLTP-Aktivitaten als die Kontrollpersonen.
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Abbildung 4.1.2
Verteilung der Haufigkeit der gemessenen Plasma-PLTP-Aktivitat bei KHK-Patienten
(n=1.102) im Vergleich zu Kontrollpersonen (n=444).

Dieser Unterschied war signifikant. Patienten mit KHK hatten im Mittel hohere
Plasma-PLTP- Aktivitaten im Vergleich zu den gesunden Kontrollpersonen (25,5+9,8
versus 22,4+7,4 pmol/ul/h, p<0,001; siehe auch Tabelle 4.1.3).

Weiterhin war der Zusammenhang von erhohten PLTP-Aktivitaten und dem
Vorliegen einer koronaren Herzerkrankung in Abhangigkeit von anderen
Einflussfaktoren mittels einer multivariaten logistischen Regressionsanalyse
untersucht worden. Der Zusammenhang von KHK und erhdhtem PLTP blieb auch in
dieser Analyse nach Adjustierung fur die Risikofaktoren Alter, Geschlecht, BMI,
Arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus, positive Familienanamnese fir eine KHK,
LDL-C, HDL-C, Triglyzeride, ApoA-lI und Lp(a) bestehen (p<0,001, siehe Tabelle
4.1.3).

PLTP-Aktivitaten waren weiterhin geschlechtsabhangig verglichen worden. Die

PLTP-Aktivitat ergab beim Vergleich von Mannern und Frauen in der
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Patientengruppe keinen signifikanten Unterschied (25,6+9,8 pmol/ul/h  Manner
versus 25,1+10,0 pmol/ul/h Frauen, p=0,439). Jedoch lag bei den Kontrollpersonen
die mittlere PLTP-Aktivitat der Frauen signifikant niedriger als die der Manner
(Manner: 23,5+7,4 pmol/ul/h; Frauen: 19,4+6,7 pmol/ul/h, p<0,001).

Der Korrelation von KHK und PLTP-Aktivitat blieb jedoch geschlechtsunabhangig
bestehen, sowohl bei den weiblichen als auch bei den mannlichen Patienten waren

die PLTP-Aktivitaten signifikant gegenuber der Kontrollgruppe erhoht (Tabelle 4.1.3).

n PLTP, pmol/pl/h p univariate p adjustiert
Gesamtpopulation
444 22,4+7,4%
Kontrollen <0001 <0001
KHK-Patienten 1102 25,5+9,8%
Manner
Kontrollen 323 23,5+7,4%
KHK-Patienten 823 25,6+9,8+ <0,001 <0,001
Frauen
Kontrollen 121 19,446,7%
KHK-Patienten 279 25,1+10,0t <0,001 0,01
Tabelle 4.1.2

Plasma PLTP Aktivitit bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung und bei
Kontrollpersonen

Die univariaten Analysen wurden mittels ANOVA durchgefiihrt, die multivariaten Analysen
mittels logistischer Regression nach Adjustierung flr Alter, Geschlecht, BMI, arterielle
Hypertonie, Diabetes mellitus, positive Familienanamnese fir eine KHK und die
Lipidvariablen LDL-C, HDL-C, Triglyzeride, ApoA-l und Lp(a) (n= 1207). 1: Mittelwert +
Standardabweichung.

272 Patienten der untersuchten Population waren mit einem akuten Koronarsyndrom
in die Klinik eingewiesen worden. Es sollte gepruft werden, ob die Patienten dieser
Gruppe im Vergleich zu den Patienten mit stabiler Angina pectoris unterschiedliche
PLTP-Aktivitaten hatten. Die Manifestation der KHK - chronisch versus akut - hatte
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jedoch keinen Einfluss auf die PLTP-Aktivitat (25,9+9,6 pmol/pl/h bei Patienten mit
stabiler Angina pectoris versus 24,7+10,2 pmol/pyl/h bei Patienten mit akutem

Koronarsyndrom, p=0,281, Daten nicht tabellarisch prasentiert).

4 1.3 PLTP-Aktivitdt im Vergleich mit anderen Risikofaktoren

Mausmodelle und humane Studien konnten die Assoziation des PLTP mit HDL-

Cholesterin und triglyzeridhaltigen Lipoproteinen zeigen (39,40,47-49). Zum
Zusammenhang von PLTP-Aktivitaten und Serumkonzentrationen von HDL-C
und/oder ApoB-haltigen Lipoproteinen in der vorliegenden Population flihrten wir

Korrelationsanalysen durch, welche in Tabelle 4.1.3 dargestellt sind.

PLTP-Aktivitat, pmol/ul/h

KHK-Patienten Kontrollen

Alter in Jahren -0,02 -0,11*
Gesamtcholesterin, mg/dl 0,04 -0,07
LDL-C, mg/dl 0,03 -0,09
HDL-C, mg/dI 0,04 -0,15**
Triglyzeride, mg/dI 0,02 0,17**
ApoA-, gl 0,11* 0.14*

ApoB, g/l 0,01 -0,08

Lp(a), mg/di -0,01 0,08

Tabelle 4.1.3
Korrelationsanalysen von PLTP mit anderen, kontinuierlichen Variablen

*p<0.05, **p<0.01

Bei den Kontrollpersonen konnten wir moderate, aber signifikante, negative
Korrelationen der PLTP-Aktivitat mit HDL-C (r= -0,15, p<0,001) und mit ApoA-I-
Konzentrationen (r= -0,14, p<0,05) aufzeigen. Weiterhin war eine moderate, aber
signifikante Korrelation mit Triglyzeriden zu dokumentieren (r= 0,17, p<0,001). Die
genannten Korrelationen waren nicht bei KHK-Patienten festzustellen. Weiterhin war
PLTP weder in Kontrollen noch bei KHK-Patienten mit LDL-C oder ApoB assoziiert.
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Die klassischen Risikofaktoren aktives Rauchen (p=0,089), arterielle Hypertonie
(p=0,774) und insbesondere Diabetes (24,5+9,2 pmol/ul/h, Nicht-Diabetiker versus
24,519,7 pmol/ul/h, Diabetiker, p=0,433) hatten keinen Einfluss auf die PLTP-Aktivitat
in der von uns untersuchten Population (Daten nicht tabellarisch prasentiert).
Ebenfalls nicht unterschiedlich war die PLTP-Aktivitat bei Patienten mit oder ohne
Statintherapie (25,6+£9,9 pmol/ul/h, Patienten ohne Statine versus 25,0+9,6 pmol/ul/h,
Patienten mit Statinen; p=0,350).

4.1.4 PLTP als Risikofaktor fur eine KHK (univariate und multivariate Analysen)

Um das mit der Plasma-PLTP-Aktivitat erhohte Risiko fur eine koronare
Herzerkrankung zu untersuchen, war die Odds Ratio fur jedes Quintil der Plasma-
PLTP-Aktivitat im Vergleich zum ersten Quintil, basierend auf den Werten der
gesamten Population bestimmt worden. Wie in Tabelle 4.1.4 dargestellt, zeigte sich
im vierten und funften Quintil ein signifikanter Zusammenhang zum Vorliegen einer
KHK. Individuen im vierten Quintil hatten eine Odds Ratio von 1,5, im finften Quintil

eine Odds Ratio von 2,0 im Vergleich zu den Individuen im ersten Quintil.

Quintile PLTP, Anzahl der Odds Unteres Oberes

pmol/ul/h n Fille (%) Ratio Konfidenzintervall Konfidenzintervall

<16,5 317 215 (67,8) 1 -- --
16,5-21,5 321 198 (61,7) 0,8 0,6 1,1
>21,5-26,2 312 222 (71,2) 1,2 0,8 1,6
>26,2 - 32,6 297 226 (76,1) 1,5 1.1 2,2

>32,6 299 241 (80,6) 2,0 1,4 29

Tabelle 4.1.4.1

Odds Ratios der univariaten Assoziationen der in Quintile kategorisierten PLTP-
Aktivitat im Vergleich zum Fall-Kontroll-Status.
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Um den Einfluss anderer Faktoren auf die PLTP-Aktivitat bei Vorliegen einer KHK zu
evaluieren, fuhrten wir verschiedene multivariate Analysen durch.

Wie in Tabelle 4.1.5 dargestellt, war nach Adjustierung fur Alter und Geschlecht jeder
Anstieg der PLTP-Quintile mit einem 1,2-fachen Anstieg der Wahrscheinlichkeit fur
das Vorliegen einer KHK assoziiert (95% Kl 1,1-1,3; p<0,001). Individuen mit PLTP-
Aktivitaten im hochsten Quintil hatten ein 1,9-fach erhdhtes Risiko fur das Vorliegen
einer KHK im Vergleich zu den Individuen im niedrigsten Quintil. Nach Adjustierung
fur weitere Risikofaktoren wie BMI, arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus und
positive Familienanamnese flr eine koronare Herzerkrankung und den Lipidvariablen
LDL-C, HDL-C und Triglyzeride blieb dieser Zusammenhang nahezu unverandert
(Tabelle 4.1.5, Model 2). Nach zusatzlicher Adjustierung fur ApoA-I und Lp(a),
welche in der Untersuchung signifikant bei Patienten mit KHK erhdht waren, blieb der
Zusammenhang zwischen in Quintilen kategorisierter PLTP-Aktivitdt und KHK
ebenfalls bestehen (Modell 3, Tabelle 4.1.4.2).

PLTP-Quintile (pmol/ul/h)

1 2 3 4 5
(<16,5) (16,5-21,5) (>21,5-26,2) (>26,2-32,6) (>32,6) p-Wert
OR (Modell 1) 10 07 1,1 1,5 1,9
<0,001
95% Cl - 0,5-1,0 0,8-1,6 1,1-22 1,3-28
OR (Modell2) 10 0.6 0.9 1,2 2,5
- 04-1,0 0,6-14 08-20  1,2-5/1 0,001
95% Cl 4-1, 6 -1, 8-2, 2-5,
OR (Modell 3) 10 0.6 07 1,9 2,4
<0,001
95% ClI - 0,3-12 0,3-14 0,9-43 11-52
Tabelle 4.1.4.2

Odds Ratios in drei logistischen Regressions-Modellen fiir das Vorliegen einer KHK in
Abhangigkeit von in Quintilen kategorisiertem PLTP

Modell 1: Adjustiert fur Alter und Geschlecht.

Modell 2: Zusatzlich adjustiert fur BMI, Arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus und
positive Familienanamnese fur eine Koronare Herzerkrankung und die
Lipidvariablen LDL-C, HDL-C und Triglyzeride.

Modell 3: Weiterhin adjustiert fir ApoA-l und Lp(a), (n= 1207).

P Ober Trend wurde mit dem Wald Chi-Quadrat Test berechnet, ORs wurden fir
ansteigende PLTP-Quintile in jedem logistischen Regressionsmodell kalkuliert.
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Weiterhin untersuchten wir die Assoziation von der in Quintilen kategorisierten PLTP-
Aktivitat und KHK in Bezug auf Geschlechtsabhangigkeit. Bei diesen Analysen war
jeder Anstieg der PLTP-Quintile mit einem 1,4-fachen Anstieg fur das Vorliegen einer
KHK bei Frauen (95% KI, 1,2-1,6; p<0,001) und mit einem 1,2-fachen Anstieg bei
Mannern (95% KIl, 1,02-1,2; p=0,014) assoziiert (Daten nicht tabellarisch prasentiert).

415 PLTP-Aktivitat als prognostischer Faktor

Um die prognostische Relevanz erhdhter Plasma-PLTP-Aktivitaten zu untersuchen,

verglichen wir zunachst mittels Student’'s T-Test Patienten, welche im Follow-up
einen nichttddlichen Myokardinfarkt oder einen kardiovaskularen Tod erlitten hatten
(n=156) mit Patienten ohne Ereignis. Hierbei war PLTP in der Gruppe der Patienten
mit Erreichen des kombinierten Endpunktes nicht signifikant erhoht (25,6+£10,0
pmol/ul/h bei Patienten ohne Ereignis, 26,0+8,7 pmol/ul/h bei Patienten mit Ereignis;
p=0,624). Zur weiteren Evaluierung der prognostischen Wertigkeit des PLTP flhrten
wir eine Kaplan-Meier-Analyse mit am Median (25,0 pmol/ul/h) kategorisiertem PLTP
durch. In dieser Analyse war die Wahrscheinlichkeit fur das Auftreten des
kombinierten Endpunktes bei den Patienten mit PLTP-Aktivitaten uber dem Median
nicht signifikant erhoht (p=0,367, Abbildung 4.1.5).

1,0
p=0,367

%, PLTP<25pmol/l/Stunde

Kumulativer Endpunkt
w

PLTP>25pmol/pl/Stunde

0 100 200 300 400

Zeit in Wochen

Abbildung 4.1.5

Kaplan-Meier-Kurve fiir den kombinierten Endpunkt aus nichttodlichem
Myokardinfarkt und kardiovaskuldrem Tod in Abhdngigkeit von der PLTP-Aktivitat,
kategorisiert am Median.
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Zusammenfassend konnten die gezeigten Resultate PLTP als unabhangigen
Risikomarker flr das Krankheitsbild der koronaren Atherosklerose identifizieren.

Als Riskofaktor flr zuklnftige kardiovaskulare Ereignisse konnte PLTP nicht
dargestellt werden. In einer Uberlebensanalyse mit dem kombinierten Endpunkt aus
kardiovaskularer Mortalitat und nichttddlichem Myokardinfarkt war die am Median

kategorisierte PLTP-Aktivitat nicht mit dem Auftreten des kombinierten Endpunktes
assoziiert.
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4.2 PLTP-Kinetik bei gesunden Probanden nach einer fettreichen Mahlzeit

In verschiedenen Untersuchungen war ein Zusammenhang von PLTP und den pro-
atherogenen, postprandial erhdhten triglyzeridreichen Lipoproteinen gezeigt worden
(40-46). In der vorliegenden Studie mit gesunden Probanden sollte untersucht
werden, ob ein Zusammenhang von PLTP-Nuchternwerten und den postprandialen
Triglyzeriden als starkstem Marker der postprandialen Lipide besteht, ein weiterer
Mechanismus, mit dem man die Atherogenitat des PLTP erklaren kdonnte. Weiterhin
war die Kinetik der PLTP-Aktivitat nach einer fettreichen Mahlzeit von Interesse.

Die Studienpopulation bestand aus 14 weiblichen und 17 mannlichen Probanden mit
einem mittleren Alter von 31+7,6 Jahren und einem mittleren BMI von 24,5+3,7
kg/m2. Fast die Halfte der Probanden waren Raucher, eine Hyperlipoproteinamie
wurde bei einem Dirittel, ein arterieller Bluthochdruck bei einem Funftel der
Probanden angegeben. Acht von 14 Frauen nahmen orale Kontrazeptiva ein. Die

Basisdaten der Probanden sind in Tabelle 4.2.1 aufgefuhrt.

Alter in Jahren 31,017,6

BMI, kg/m? 24,5+3,7
Maénnliches Geschlecht, % 54,8
Aktive Raucher, % 45,2

Diabetes mellitus, % 0

Arterielle Hypertonie, % 19,4
Hyperlipoproteinamie, % 32,2
Positive Familienanamnese fiir Herz- 25,8

Kreislauf-Erkrankungen, %

Systolischer Blutdruck, mmHg 120,7214,0
Diastolischer Blutdruck, mmHg 80,049,5
57,1

Orale Kontrazeptiva, Frauen, %

Tabelle 4.2.1

Basisdaten der 31 gesunden Probanden zur Studie "Serum-PLTP-Aktivitdt nach einer
fettreichen Mahlzeit"

Kategoriale Variablen sind als Prozente, kontinuierliche Variablen als Mittelwerte =+
Standardabweichung dargestellt.

48



Wir verglichen die im Probandenserum gemessenen Lipidparameter vor, sowie 3, 5,
7 und 10 Stunden nach einer definierten fettreichen Mahlzeit (1.265 kcal/m? KOF).
Wie in Tabelle 4.2.2 dargestellt,
Gesamtcholesterin, LDL-C, HDL-C, ApoA-I, und ApoB nahezu unbeeinflusst von der

waren die Serumkonzentrationen von
Einnahme der fettreichen Mahlzeit. Triglyzeride waren 3, 5 und 7 Stunden nach der

Mahlzeit erhéht und 10 Stunden nach der Mahlzeit erniedrigt im Vergleich zu den

Nuchternwerten.

Nichtern 3 Stunden 5 Stunden 7 Stunden 10 Stunden
Gesamtcholesterin, mg/dl| 192,6+42,1 193,0+42,8 193,9+42,8 195,2+41,2 195,6441,0
LDL-C, mg/dI 111,5£36,6  98,7+40,9* 101,2+37,3 109,5+36,6 115,3+76,1
HDL-C, mg/dI 54,1+2,1 52,5+2,1 53,112,3 54,8+2,3 57,6+2,3
ApoA-l, g/l 1,36+0,05 1,37+0,05 1,36+0,05 1,3740,05 1,37+0,04
ApoB, g/l 0,89+0,05 0,88+0,05 0,88+0,05 0,89+0,05 0,90+0,05
Triglyzeride, mg/dl 102,6441,0 170,2+75,5* 158,0+76,6* 121,9+60,9* 79,0+34,8*
PLTP, pmol/ul/h 27,3+11,7 27,948,7 28,6+9,6 30,5+11,5 28,9+11,6

Tabelle 4.3.2
Lipidparameter im Vergleich der Niichternwerte mit den Werten 3, 5, 7 und 10 Stunden
nach Einnahme der fettreichen Mahlzeit.

Alle Resultate sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt. *p<0,05 mittels
ANOVA und post-hoc-Analyse und Vergleich 3,5,7 und 10-Stundenwerte gegen
Nuchternwerte.

Die PLTP-Aktivitat stieg von nlchtern 27,3+11,7 pmol/ul/h auf 27,9+8,7 pmol/ul/h
nach 3 Stunden, 28,6+9,6 pmol/ul/h nach 5 Stunden und 30,5+11,5 pmol/ul/h nach 7
Stunden an, um dann nach 10 Stunden wieder auf 28,9+11,6 pmol/ul/h abzusinken.
Die Differenzen der PLTP-Aktivitdten waren nicht signifikant unterschiedlich im
Vergleich der Messungen zu unterschiedlichen Zeitpunkten (alle p-Werte>0,05, auch
in den post-hoc-Analysen).

Um die Hypothese zu evaluieren, dass die PLTP-Aktivitat ein Marker fur die
postprandial erhdhten Lipoproteine sei, fuhrten wir Korrelationsanalysen durch, die
PLTP-NUchternwerten

Triglyzeridwerten (r=0,317, p<0,05) zeigten. Die im Nuchternserum gemessene

einen  Zusammenhang von und  postprandialen

PLTP-Aktivitat scheint somit die Konzentration der atherogenen, postprandial

erhdhten, triglyzeridreichen Lipoproteine zu beeinflussen.
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4.3 PLTP hat proinflammatorische Effekte in Mausmodellen

In verschiedenen in-vitro und in-vivo Untersuchungen ist ein pro-oxidativer und somit
potentiell pro-inflammatorischer Effekt des PLTP beschrieben worden (42-46). Es
war zu vermuten, dass dieser Effekt einen Aspekt der Pro-Atherogenitat dieses
Enzyms darstellte. Aus diesem Grund wurden zwei experimentelle Ansatze zur
Inflammation auf dem Hintergrund von Mausen, denen das PLTP-Gen fehlt (PLTPO),
gewahlt. In der ersten experimentellen Reihe wurde eine chronische Inflammation als
Modell des chronischen Entzindungsprozesses der Atherosklerose in Form von
intraperitonealen Interleukin-6(IL-6)-Injektionen hervorgerufen. Im zweiten Teil der
Experimente wurde der Effekt eines Entzindungsreizes auf die Cholesterinbeladung
der Peritoneal-Makrophagen als Modell fur die Cholesterinbeladung der aortalen
Makrophagen in einem zusatzlich atherosklerotischen Mausmodell (LDL-Rezeptor-

knock-out-Mause (LDLrO-Mause) untersucht.

4.3.1 Effekt der intraperitonealen Gabe von Interleukin-6 im Vergleich Wildtyp-

versus
PLTPO-Mause
Zum Vergleich von PLTPO- mit WT-Mausen bestimmten wir zunachst vor Beginn der

Behandlung mit IL-6 oder steriler Kochsalzlosung die in den Tabellen 4.3.1.1 und

4.3.1.2 aufgeflhrten Parameter.

Mausspezies HDL-C Non-HDL-C HDL-PL Non-HDL-C Glukose
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
WT 80+8 23+5 125+11 39+7 76+3
PLTPO 30+6™* 1743 51+9** 31+3 58+7*
Tabelle 4.3.1.1

Cholesterin- und Glukose-Plasmawerte bei PLTP0- und WT-Mausen vor Beginn der
Behandlung mit steriler Kochsalzlésung oder IL-6.

Alle Angaben als Mittelwert+Standardabweichung. WT: Wildtyp-Mause, PLTPO: PLTP-Gen-
knock-out-Mause, C: Cholesterin, PL: Phospholipide. *p<0.05; **p<0.01.

PLTPO-Mause hatten signifikant weniger HDL-Phospholipide (51+9mg/dl PLTPO
versus 125+11mg/dl WT, p<0,01) und HDL-C (30+6mg/dl PLTPO versus
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125+11mg/dl WT, p<0,01). Die Nuichternglukosewerte waren ebenfalls signifikant
niedriger in den PLTPO-Mausen (58+7mg/dl PLTPO versus 76+3mg/dl WT, p<0,05).

Vor Beginn der Behandlung wurden unterschiedliche Inflammationsmarker bestimmt,
wie in Tabelle 4.3.1.2 gezeigt. IL-6 war um mehr als 50% bei PLTPO-Mausen
gegenuber WT-Mausen reduziert (26+12pg/ml PLTPO versus 55+30pg/ml WT,
p<0,05). Hingegen ergab sich kein Unterschied der Konzentrationen von TNF-a
sowie der mittleren Fluoreszenzintensitit von CD11b und I-A° auf peripheren
Monozyten im Vergleich zum Beginn der Behandlung (siehe Tabelle 4.3.1.2).

Mausspezies IL-6 TNF-a CD11b I-A°
pg/mi pg/mi MFI MFI
WT 55+30 201+55 209+54 710+76
PLTPO 26+12* 189+41 219+53 759+63
Tabelle 4.3.1.2

Plasma-Zytokinspiegel und Monozytenmarker vor Beginn der Behandlung mit steriler
Kochsalzlé6sung oder IL-6 in PLTPO- und WT-Mausen.

Alle Angaben als Mittelwert+Standardabweichung. WT: Wildtyp-Mause, PLTPO: PLTP-
Gen-knock-out-Mause *p<0.05. MFI: Mittlere Fluoreszenzintensitat.

Um den Einfluss des PLTP-Gens auf inflammatorische Prozesse zu prufen,
verglichen wir den Effekt der intraperitonealen Gabe von IL-6 zur Induktion eines
Inflammationsprozesses in PLTPO- und WT-Mausen mit der intraperitonealen Gabe
sterilisierter Kochsalzlosung als Kontrolle. Jeweils 12 mannliche, 16 Wochen alte
PLTPO- und WT-Mause wurden in jeweils zwei Gruppen aufgeteilt. Die Gruppe 1
(jeweils sechs PLTPO- und WT-Mause) wurde mit intraperitonealen Gaben von 5.000
IU rekombinantem Maus-IL-6 Uber sechs Wochen an jedem 5. Tag behandelt. Als
Kontrollen wurden den Mausen der Gruppe 2 (jeweils sechs PLTPO- und WT-Mause)
sterile Kochsalzlésungen an den gleichen Tagen fur 6 Wochen injiziert.

Die zu Beginn der Untersuchung gemessenen Parameter wurden nach 4 und 6
Wochen erneut gemessen. Die Abbildungen 4.3.1.1 und 4.3.1.2 zeigen die Resultate
nach 4-wochiger und 6-wochiger Behandlung.

Die Plasmakonzentrationen von IL-6 waren 4 und 6 Wochen nach Beginn der
Behandlung mit rekombinantem Maus-IL-6 sowohl in den PLTPO- als auch in den
WT-Mausen signifikant im Vergleich zu den jeweiligen, mit Kochsalz behandelten

Kontrollgruppen erhoht. Hiermit konnte die Auslosung einer systemischen Erhdhung
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der IL-6-Konzentrationen durch die wiederholte intraperitoneale Gabe von IL-6

nachgewiesen werden.

800
700 —
600 Rk -
U | [@WT (Kochsalz)
BWT (IL-6)
400 —
s o OFLTPO {Kochsalz)
200 L || [aPLTPO(IL-B)
200 4 — -
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IL6, pg/ml THF-a, paml -Ab, MFI CD11b, MFI

Abbildung 4.3.1.1

Effekt der 4-wochigen intraperitonealen Gabe von IL-6 oder steriler isotonischer
Kochsalzlésung auf Plasmazytokine und Monozytenmarker in WT- und PLTPO-
Mausen.

Dargestellt sind Mittelwerte. MFI: Mittlere Fluoreszenzintensitat. *p<0.05, **p<0.01 fir WT
(Kochsalz) versus WT (IL-6) und PLTPO (Kochsalz) versus PLTPO (IL-6).
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Abbildung 4.3.1.2

Effekt der 6-wochigen intraperitonealen Gabe von IL-6 oder steriler isotonischer
Kochsalzlésung auf Plasmazytokine und Monozytenmarker in WT- und PLTPO-
Mausen.

Dargestellt sind Mittelwerte. MFI: Mittlere Fluoreszenzintensitat. *p<0.05, **p<0.01 fur WT
(Kochsalz) versus WT (IL-6) und PLTPO (Kochsalz) versus PLTPO (IL-6).
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Wie in den Abbildungen 4.3.1.1 und 4.3.1.2 gezeigt, war TNF-a nach 4 und 6
Wochen in den Wildtyp-Mausen, aber nicht in den PLTPO-M&ausen, signifikant
gegenuber der Kontrollgruppe erhoht. Das mittels FACS-Analyse bestimmte
Monozytenoberflachenantigen I-A°, ein MHC-Klasse Il Molekiil, war ebenfalls in den
mit IL-6 behandelten WT-Mausen, aber nicht in den PLTPO-Tieren hochreguliert.
Somit konnten wir einen PLTP-spezifischen, pro-inflammatorischen Effekt aufzeigen.
Im Gegensatz zu I-A® war CD11b in keiner der Gruppen durch die intraperitoneale
Gabe von IL-6 oder Kochsalz zu beeinflussen.

Weiterhin bestimmten wir die Konzentration der Lipidparameter und der
Serumglukose 4 und 6 Wochen nach Beginn der Behandlung und konnten keine
relevante Beeinflussung durch die intraperitoneale Gabe von IL-6 oder Kochsalz

zeigen.

4.3.2 Vergleich der Wirkung einer cholesterinreichen Diat und der intraperitonealen

Injektion von Thioglykolat auf die Cholesterinaufnahme und den

Aktivierungszustand von kultivierten Peritonealmakrophagen sowie Vergleich
der IL-6-Serumkonzentrationen bei LDLrO- versus PLTPO/LDLr0-Mausen

Im zweiten Teil der Experimente wurde der Effekt eines Entziindungsreizes auf die

Cholesterinbeladung  der  Peritoneal-Makrophagen als Modell fur die
Cholesterinbeladung der aortalen Makrophagen in einem atherosklerotischen
Mausmodell (LDL-Rezeptor-knock-out-Mause (LDLrO-Mause) auf dem Hintergrund
des Vorliegens des PLTP-Gens untersucht. Der inflammatorische Reiz wurde mittels
einer intraperitonealen Injektion von Thioglykolat induziert. Nach funf Tagen, also
nach Abklingen der akuten Entziindung mit Uberwiegen der Neutrophilen und Beginn
der chronischen Inflammation mit Uberwiegen der Makrophagen, wurden nach
Sakrifizierung unter sterilen Bedingungen Peritonealmakrophagen entnommen.
Diese wurden kultiviert, und nach einer mindestens 12-stindigen Inkubation wurde
der Anteil der Cholesterinaufnahme der Makrophagen mittels Oil-Red-O-Farbung,
sowie der Aktivierungsmarker I-A° auf der Makrophagenoberflache bestimmt.

Weiterhin  untersuchten  wir  die  IL-6-Serumkonzentrationen  vor  der

Thioglykolatinjektion sowie zum Ende der Untersuchung.
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4.3.2.1 Oil-Red-O-Farbung

Der Anteil der Oil-Red-O gefarbten und somit cholesterinbeladenen Makrophagen

war signifikant in der Gruppe der LDLrO- im Vergleich zu PLTPO/LDLrO-Mausen
erhoht (88,2+7,1% versus 48,6£17,1%, p=0,001, Tabelle 4.2.2.1). Diese verminderte
peritoneale Schaumzellbildung in den PLTPO-Mausen kdnnte einen spezifischen
Effekt des Vorhandenseins des PLTP-Gens auf die Bildung atherosklerotischer
Lasionen, die sich im Modell der LDLrO-Maus typischerweise in Form von intimaler

Schaumzellanreicherung manifestiert, anzeigen.

4322 FACS —Analyse von Peritonealmakrophagen

Die zytometrische Analyse zeigte, dass die MFI von Peritonealmakrophagen bei
LDLrO-Mausen signifikant gegenuber PTLPO/LDLrO-Mausen erhoht war (230+73
LDLrO versus 10656 PLTPO/LDLrO, p=0,017, Tabelle 4.3.2.1). Es ist zu vermuten,
dass der geringere Aktivierungsgrad der Peritonealmakrophagen in den PLTPO-
Mausen nach einem Entzindungsreiz auch in den subintimal gelegenen
Makrophagen der atherosklerotischen Lasionen zu finden ist und somit einen
spezifischen, pro-atherosklerotischen Effekt des Vorhandenseins des PLTP-Gens

anzeigt.

4.3.2.3 IL-6-Serumkonzentrationen vor und nach intraperitonealer Injektion von

Thioglykolat
Vor Beginn der Thioglykolatinjektionen und nach 6-wochiger Futterung einer

cholesterinreichen Diat war die IL-6-Serumkonzentration in den LDLrO-Mausen
signifikant gegenuber den LDLrO/PLTP0O-Mausen erhodht (103+30pg/ml LDLrO versus
60+12pg/ml  PLTPO/LDLrO, p=0,037, Tabelle 4.3.2.3). Funf Tage nach
intraperitonealer Thioglykolatgabe war die IL-6-Serumkonzentration in beiden
Gruppen hochreguliert, als Ausdruck einer systemischen Antwort auf den
peritonealen Entzindungsreiz, jedoch war der Unterschied zwischen beiden
Gruppen nicht mehr signifikant (251+51pg/ml LDLrO versus 208+47pg/ml
PLTPO/LDLrO, p=0,077, Tabelle 4.2.2.3).
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Mausspezies IL-6 (pra) IL-6 (post) Oil-Red-O I-A°

pg/ml pg/ml % MFI
LDLrO 103+30 251+51 8817 230473
LDLrO/PLTPO 60+12* 208+47 48+17* 106+56*

Tabelle 4.3.2.3
Effekt der intraperitonealen Injektion von Thioglykolat unter einer cholesterinreichen
Diat im Vergleich bei LDLr0- versus LDLr0/PLTP0-Mausen

Mittelwerte+Standardabweichung,*p<0.05, pra: Vor intraperitonealer Thioglykolatinjektion,
post: 5 Tage nach Thioglykolatinjektion

Zusammenfassend konnte in den durchgefuhrten Experimenten ein spezifischer pro-
inflammatorischer und somit potentiell pro-atherosklerotischer Effekt bei Vorliegen
des PLTP-Gens in den verwendeten Mausmodellen gezeigt werden. Dies war
erstens in erhdhten Serumkonzentrationen von IL-6 und TNF-a, zweitens durch die
vermehrte  Aktivierung des auf peripheren  Monozyten = gemessenen
Oberflachenantigens |-A°, drittens durch den erhdhten Aktivierungsgrad von
Peritonealmakrophagen und viertens durch den erhohten Cholesteringehalt von

Peritonealmakrophagen in Wildtyp versus PLTP0-Mausen nachzuweisen.
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4.4 PLTP bei Hamodialysepatienten: Vergleich mit einer gepaarten

Kontrollgruppe und prognostische Relevanz

Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz haben ein stark erhdhtes Risiko flr
kardiovaskulare Erkrankungen (56). Bei diesen Patienten ist im Gegensatz zur
Restbevolkerung ein niedriges Cholesterin  mit einem schlechteren Outcome
assoziiert, ein Sachverhalt, der bis dato nicht vollstandig aufgeklart werden konnte
(56). Auf diesem Hintergrund sollte in erster Linie die Serum-PLTP-Aktivitat bei
Dialysepatienten im Vergleich zu einer gematchten Kontrollgruppe untersucht
werden. Eine Erhohung konnte einen Teilaspekt des hohen Atheroskleroserisikos
dieser Patienten anzeigen. In zweiter Linie sollte die Assoziation erhohter Serum-
PLTP-Aktivitaten mit einem erhdhten Sterblichkeitsrisiko erfasst werden.

Die Basisdaten der Hamodialysepatienten (HD-Patienten) und der Kontrollpatienten
sind in Tabelle 4.4.1 aufgeflhrt. Das Alter der HD-Patienten war geringgradig héher
im Vergleich zu dem der Kontrollpatienten. Die Diagnosen ,Diabetes mellitus®,
,arterielle Hypertonie® und ,Statineinnahme®“ wurden haufiger bei HD-Patienten
gestellt. Das CRP zeigte signifikant hohere Werte in der Gruppe der HD-Patienten
[6,15mg/l (2,38/13,43) HD-Patienten versus 2,51mg/l (1,49/6,76) Kontrollen,
p<0,001].

HD-Patienten (n=68) Kontrollen (n=68) p-Wert

Mannliches Geschlecht, % 54,4 54,4 1,0
BMI, kg/m? 25,4445 25,4443 0,679
Alter in Jahren 66,0+15 60,2+8,8 0,012
Diabetes mellitus, % 471 1,5 <0,001
Arterielle Hypertonie, % 85,3 33,9 <0,001
Aktive Raucher, % 17,6 11,8 0,468
Statineinnahme, % 22 1 5,9 0,012
CRP%, mg/dI* 6,15 (2,38/13,43) 2,51 (1,49/6,76) <0,001
Triglyzeridet, mg/dl 143,5 (101,2/219) 108 (82,5/162) 0,069
Gesamtcholesterin, mg/dl 154,2+39,2 247,61+45,7 <0,001
LDL-C, mg/dli 82,9+30,5 159,5+40,0 <0,001
HDL-C, mg/dIl 46,0+13,6 65,1£19,4 <0,001

Tabelle 4.4.1
Vergleich der Basisdaten von Himodialysepatienten und gesunden Kontrollpersonen.

Kategoriale Variablen sind als Prozente, kontinuierliche Variablen als Mittelwerte %
Standardabweichung oder bei nicht normaler Verteilungt als Mediane (25%/75%-Perzentile)
dargestellt. P-Werte wurden mittels gepaartem Student’s T-Test oder gepaartem Mann-
Whitney-Test errechnet. *CRP wurde bei 31 Patienten und 68 Kontrollpersonen gemessen.
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Die Gesamtcholesterin-, LDL-C- und HDL-C-Serumkonzentrationen waren bei den
HD-Patienten niedriger, wahrend die Triglyzeridkonzentrationen hoher lagen. Dieser
Sachverhalt ist nur bedingt durch die vermehrte Statineinnahme (22,1% versus
5,9%) der HD-Patienten zu erkléren (siehe Tabelle 4.4.1), sondern eher Ausdruck
des gestorten Lipidmetabolismus bei HD-Patienten.

Die vorliegende Untersuchung sollte zunachst mogliche Unterschiede in der
gemessenen Serum-PLTP-Aktivitdt zwischen HD-Patienten und Kontrollpersonen
aufzeigen.

Bei Patienten unter Hamodialysetherapie wurde nahezu eine Verdoppelung der
Serum-PLTP-Aktivitat im Vergleich zu den gematchten Kontrollpersonen festgestellt
[Kontrolle: Median 43,0 pmol/ul/h (25%/75%-Perzentile 35,3/51,8 pmol/ul/h) bei HD-
Patienten versus 22,4 pmol/ul/h (16,2/29,3 pmol/ul/h) bei Kontrollen; p<0,001)].

Zur weiteren Verdeutlichung sind die Differenzen zwischen den Vergleichspaaren in
Abbildung 4.3.1 aufgeflhrt.
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Abbildung 4.4.1
Paarweiser Vergleich der Serum-PLTP-Aktivititen von Hamodialyse-Patienten und
Fall-Kontrollen
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Zur Untersuchung der Frage, ob der Zusammenhang von Serum-PLTP-Aktivitat und
Hamodialyse durch andere Faktoren beeinflusst oder gar bedingt war, pruften wir die
Unabhangigkeit von anderen Parametern in einem univariaten und in einem
multivariaten  Regressionsmodell (inklusive der klassischen Risikofaktoren
Geschlecht, Alter, Nikotinabusus, Diabetes mellitus, arterielle Hypertonie). In diesen
Modellen war die Serum-PLTP-Aktivitat univariate (p<0,001) und multivariat
(p=0,013) mit der Variable Hamodialyse assoziiert.

Zur weiteren Evaluation der Bedeutung des PLTP bei HD-Patienten fuhrten wir
Korrelationsanalysen durch. Signifikante Korrelationen der PLTP-Aktivitat zeigten
sich bei HD-Patienten mit HDL-C (r=0,333, p=0,014) und Gesamtcholesterin,
(r=0,260, p=0,016). Bei den Kontrollpersonen waren die Triglyzeride signifikant mit
der PLTP-AKktivitat korreliert (r=0,256, p=0,035, Tabelle 4.4.3).

PLTP Aktivitatf, pmol/ul/h

HD-Patienten Kontrollen Gesamtgruppe
R p-Wert r p-Wert r p-Wert
Alter in Jahren -0,049 0,691 -0,061 0,621 0,091 0,292
BMI, kg/m? 0,184 0,134 -0,006 0,962 0,068 0,433
Triglyzeridet, mg/dl 0,075 0,546 0,256 0,035 0,202 0,018
Gesamtcholesterin, mg/dl 0,291 0,016 -0,047 0,704 -0,443 <0,001
LDL-C, mg/di 0,159 0,196 -0,101 0,415 -0,489 <0,001
HDL-C, mg/dl 0,342 0,004 -0,082 0,504 -0,256 0,003
CRP%, mg/dI* -0,057 0,644 0,278 0,131 0,369 <0,001

Tabelle 4.4.3
Pearson’s Korrelationskoeffizienten bei HD-Patienten und Kontrollen.

T Logarithmierte Variablen. *CRP wurde bei 68 Patienten und 31 Kontrollen gemessen.

Unter Bertcksichtigung der Daten des Gesamtkollektivs war PLTP mit CRP (r=0,369,
p<0,001), HDL-C (= -0,256, p=0,003), LDL-C (r=-0,489, p<0,001),
Gesamtcholesterin  (r=-0,443, p<0,001) und Triglyzeriden (r=0,202, p=0,018)
signifikant assoziiert.

Letztendlich entscheidend fur die Identifizierung eines Risikofaktors bei
atherosklerotischen Erkrankungen ist seine Assoziation zum ereignisfreien

Uberleben. Um die prognostische Wertigkeit des PLTP zu untersuchen, fiihrten wir
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eine Kaplan-Meier-Analyse mit am Median (43,0 pmol/ul/h) kategorisiertem PLTP
durch. In dieser Analyse war die Wahrscheinlichkeit fir das Uberleben bei HD-
Patienten mit am Median kategorisierten PLTP-Aktivitaten nicht korreliert (p=0,853,
Abbildung 4.4.2).

1.1
p=0,853

1,04
c
)
a
2 o
7]
a
D
w87
g
ﬁ L PLTP>43pmol/ul/h
Bl
=
3
=

:6- 1

PLTP<43pmol/ui/h
B
0 20 40 60 80 100 120

Zeit in Wochen

Abbildung 4.4.2 )
Kaplan Meier-Kurve fiir das Uberleben terminal niereninsuffizienter Patienten in
Abhingigkeit von der Serum-PLTP-Aktivitat, kategorisiert am Median (43,0 pmol/ul/h).

Diese Daten unterstutzen die Hypothese, dass PLTP sowohl pro-atherogene als
auch anti-atherogenene Eigenschaften besitzt. Welche dieser Eigenschaften
uberwiegt und welche Regulationsmechanismen als Gegenspieler fungieren, scheint
von einem komplexen Zusammenspiel verschiedener Faktoren
(Inflammationsreaktion, Grunderkrankung, HDL-Konzentration und -
Zusammensetzung, Aktivitdt anderer Enzyme wie z.B. CETP, etc.) mitbestimmt zu
werden.

Zur weiteren Evaluation dieser Fragestellung wurden die Daten der
Hamodialysepatienten gepruft. Bei Betrachtung dieser Patientengruppe zeigte sich
eine signifikante Korrelation zum HDL-Cholesterin (r=0,342, p=0,004) aber nicht zu
der Variablen CRP (r=-0,057, p=0,644, Tabelle 4.4.3).
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Zu der Fragestellung der prospektiven Wertigkeit von CRP und HDL-C konnten wir in
einer weiteren Analyse zeigen, dass das am Median kategorisierte CRP (6,15 mg/dl)
mit dem Uberleben der Patienten korrelierte. Patienten mit einem CRP unter dem
Median hatten eine signifikant hoéhere Wahrscheinlichkeit fir das Uberleben
(p=0,047, Abbildung 4.4.3).
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Abbildung 4.4.3 Kaplan Meier-Kurve fur das Uberleben terminal
niereninsuffizienter Patienten in Abhangigkeit von der CRP-
Konzentration, kategorisiert am Median (6,15mg/dl).

Dies wurde in einer univariaten (95%CI 0,034-0,687, p=0,014) und multivariaten
(95%CI 0,030-0,668, p=0,014 unter Einbeziehung der klassischen Risikofaktoren
arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus, Nikotinabusus, Geschlecht und Alter) Cox-
Regressions- Analyse bestatigt (Daten nicht tabellarisch dargestellt). Die
Entzindungsreaktion ist somit in der von uns untersuchten Kohorte fur die Prognose

der Hamodialyse-Patienten entscheidend.
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Im Gegensatz hierzu war das HDL-Cholesterin, ebenfalls stratifiziert am Median
(42,5mg/dl), nicht mit dem Uberleben der Patienten assoziiert (p=0,071, Abbildung
4.4.4).
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Abbildung 4.4.4 Kaplan Meier-Kurve fur das Uberleben terminal
niereninsuffizienter Patienten in Abhangigkeit von der HDL-
Cholesterin-Konzentration, kategorisiert am Median (42,5mg/dl).

Zusammenfassend konnte in dieser Studie erstmalig gezeigt werden, dass eine
erhohte PLTP-Aktivitat einen weiteren Aspekt der uramischen Dyslipidamie darstellt.
Die Serum-PLTP-Aktivitat war mit dem in unserer Untersuchung prognostisch
irrelevanten HDL-Cholesterin, aber nicht mit dem flr den Progress der
Atherosklerose maldgeblichen und prognostisch relevanten Entzindungsprozess,
und somit nicht mit dem ereignisfreien Uberleben der Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz assoziiert. Daraus ist zu schlussfolgern, dass PLTP einen
Risikomarker aber keinen Risikofaktor fur Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz
darstellt. Dies konnte mit seiner in diesem Patientenkollektiv fehlenden

proinflammatorischen Wirkung zu erklaren sein.
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5. Diskussion

Die im Plasma gemessenen Lipoproteine bestehen aus einer heterogenen Gruppe
von Makromolekulen, deren Rolle im Krankheitsbild der Atherosklerose in den letzten
Jahrzehnten mehr und mehr aufgeklart worden ist. Der Metabolismus der pro-
atherogenen, ApoB-assoziierten Lipoproteine, insbesondere des LDL, war hierbei im
Rahmen der zahlreichen Statinstudien im Blickpunkt des wissenschaftlichen
Interesses.

Erst in den letzten Jahren fokussieren sich die Studien vermehrt auf das als anti-
atherogen bezeichnete HDL. Obwohl bisher nicht alle Mechanismen der
atheroprotektiven Rolle des HDL vollstandig aufgeklart sind, scheint der so genannte
"reverse Cholesterintransport (RCT)", der den Prozess des Cholesterintransportes
von peripheren Zellen - insbesondere von Makrophagen - zur Leber beinhaltet, einer
der maldgeblichen, anti-atherosklerotischen Effekte des HDL zu sein (53).

Bei Standardbestimmungen wird HDL als HDL-Cholesterin bestimmt. Wie die
anderen Lipoproteine besteht das im Plasma oder Serum gemessene HDL jedoch
aus verschiedenen Subtypen, deren Grolke, Wanderung im elektrischen Feld und
Zusammensetzung, insbesondere der Anteil der auf inflammatorische oder oxidative
Vorgange wirksamen Bestandteile wie ApoA-l, Paraoxonase, Serum-Amyloid-A
(SAA), etc., unterschiedlich ist. Die Bestimmung des HDL-C kann nur das an HDL-
Partikel gebundene Cholesterin messen, jedoch keine Aussage Uber andere
Bestandteile der HDL-Partikel treffen.

Das Plasma-Enzym PLTP beeinflusst malgeblich Uber seine Phospholipid-
Transferaktivitdt und seine Rolle in der so genannten HDL-Konversion die
Zusammensetzung und Grofle der HDL-Partikel und somit deren Wirkung auf die
Entwicklung atherosklerotischer Erkrankungen (57). Weiterhin hat PLTP Einfluss auf
andere, in den Lipoproteinmetabolismus involvierte Faktoren. PLTP ist in den HDL-
vermittelten, zellularen Efflux von Phospholipiden und Cholesterin involviert. Hierbei
steht seine Wirkung auf die so genannten prap-HDL-Partikel im Vordergrund. PLTP
vermittelt weiterhin den Transfer von Phospholipiden, a-Tocopherol und freiem
Cholesterin von triglyzeridreichen Lipoproteinen zu HDL Uber den Prozess der

Lipolyse.
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Abbildung 5.1 fasst schematisch die wichtigsten Faktoren zusammen, auf die PLTP
unter physiologischen, aber auch pathophysiologischen Bedingungen Einfluss

nimmt.

Abbildung 5.1
Schematische Darstellung der wichtigsten Ansatzpunkte fiir die Wirkung von aktivem
Phospholipid-Transferprotein

PLTP ist in den HDL-Metabolismus involviert, indem es unter anderem die GrofRe und
Zusammensetzung dieser Partikel sowie den zellvermittelten Efflux von Cholesterin
bestimmt. Weiterhin hat PLTP einen Einfluss auf den Metabolismus der Chylomikronen,
sowie der Lipoproteine LDL und IDL. PLTP vermindert den Gehalt des membranassoziierten
a-Tocopherol und kann LPS neutralisieren.

LDL: Low density lipoprotein; IDL: Intermediate density lipoprotein; HDL: High density
lipoprotein; LPS: Lipopolysaccharid.

PLTP ist somit ein multifaktoriell wirkendes Enzym, welches auch Uber andere
Mechanismen, als den seiner Wirkung auf den Lipoproteinmetabolismus, in den

Prozess der Atherosklerose involviert ist.
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5.1 Phospholipid-Transferprotein und seine Rolle im Krankheitsbild der

Atherosklerose: pro- oder anti-atherosklerotische Effekte?

Die Rolle des Phospholipid-Transferproteins in der Atherogenese war Gegenstand
und Diskussion zahlreicher Studien der letzten Jahre. Hierbei war bis dato kein
abschliessender Konsens uber die Rolle des PLTP im Hinblick auf eine pro- oder
eine anti-atherosklerotsiche Wirkung gefunden worden. Im Folgenden soll versucht
werden, die wesentlichen Teilaspekte der Pathophysiologie des PLTP-Metabolismus
im Kranktheitsbild der Atherosklerose auf dem Hintergrund der gezeigten Ergebnisse

zu diskutieren.

511 Tierexperimentelle Untersuchungen sprechen fir eine pro-atherogene
PLTP-Wirkung

Die Funktion des PLTP im Krankheitsbild der Atherosklerose war in zahlreichen in-

vivo Studien der letzten Jahre untersucht worden. Hierbei spielten Mausmodelle eine
entscheidende Rolle. Jiang et al. konnten 2001 zeigen, dass es bei PLTP0O-Mausen
im Vergleich zu WT-Mausen auf dem Hintergrund von Mausmodellen fir
Atherosklerose (ApoB-transgene (ApoBtg)- und LDL-Rezeptor-knock-out (LDLrO)-
Mause) zu einer Reduktion atherosklerotischer Lasionen in der Aorta kommt. Als
potentieller Mechanismus zeigte sich eine reduzierte hepatische Produktion und
Serumkonzentration von ApoB-haltigen Lipoproteinen in PLTP0O-Mausen. Dieser
Effekt konnte in-vitro durch Infektion der Hepatozyten von PLTPO-Mausen mit
Adenoviren, die das PLTP-Gen trugen, korrigiert werden (47).

Experimente mit PLTP-transgenen (PLTPtg) Mausen zeigten in Ubereinstimmung mit
den Untersuchungen mit PLTP0O-M&usen, dass die Uberexpression des PLTP-Gens
zu einer vermehrten Bildung atherosklerotischer Lasionen fiuhrt. Dies war, als
potentiell involvierter Mechanismus, mit einem Anstieg von Phospholipiden und
Cholesterin in HDL-Molekulen assoziiert (58). Andere pro-atherogene Eigenschaften
des PLTP lassen sich aus den Befunden bei PLTPO-Mausmodellen ableiten: in
diesen Mausen finden sich eine verminderte Vitamin-E-Konzentration in atherogenen
Lipoproteinen, eine vermehrte Oxidierbarkeit von Lipoproteinen und eine hohere
Konzentration von Autoantikdrpern gegen ox-LDL (47, 59).

Ein wesentlicher Kritikpunkt der gezeigten Ergebnisse war, dass Mause kein CETP

bilden und die Ubertragung der Ergebnisse von PLTP-modifizierten M&usen auf den
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Menschen fragwirdig erschien, da CETP und PLTP Uberlappende Funktionen im
humanen Lipoproteinmetabolismus besitzen. Zur weiteren Evaluation wurden
deshalb komplexe Mausmodelle entwickelt, die sowohl humanes PLTP (PLTPtg) als
auch humanes CETP (CETPtg) uberexprimierten. Zum Vergleich der Entwicklung
atherosklerotischer Lasionen wurden diese Tiere mit heterozygoten LDLrO-Mausen
gekreuzt. Nach Gabe einer cholesterinreichen (Western-)Diat, unter der LDLrO-
Mause atherosklerotische Lasionen entwickeln, zeigte sich eine vermehrte Bildung
aortaler atherosklerotischer La&sionen in den PLTPtg/CETPtg/LDLrO-Mausen im
Vergleich zu den CETPtg/LDLrO-Mausen bei verminderter Bildung von HDL-C, aber
auch von VLDL-C und LDL-C. Als involvierte Mechanismen waren die Aktivitaten der
HDL-assoziierten und anti-atherogenen Proteine Paraoxonase und Platelet-
activating-factor-Acetylhydrolase (PAF-AH) in den das PTLP-Gen tragenden Mausen
reduziert (60). Somit ist PLTP auch bei Vorliegen von CETP in Mausmodellen ein

pro-atherogener Faktor.

51.2 Humane Studien: PLTP ist ein Risikomarker, aber kein Risikofaktor

Die bis dato vorliegenden humanen Studien zur Rolle des PLTP in
atherosklerotischen Krankheitsbildern waren jedoch nur mit kleinen Gruppen
durchgefuhrt worden und hatten zum Teil widerspruchliche Ergebnisse gezeigt (50-
52, 54).

O’Brien et al. konnten PLTP in humanen Atheromen detektieren. Diese in Plaques
vorliegende Form des PLTP beeinflusste den Lipoprotein-Metabolismus auch in der
atherosklerotischen Lasion (61). Hierbei wurde das in der Plaque nachweisbare
PLTP von Plaque-Makrophagen und Schaumzellen gebildet, eine Hypothese, welche
eine Untersuchung von Desrumaux und Mitarbeitern bestatigte (62). Diese Daten
unterstreichen die Hypothese der bivalenten Funktionen des PLTP im Krankeitsbild
der Atherosklerose.

Weiterhin hat PLTP auch eindeutig anti-atherosklerotische Eigenschaften. Im
Prozess des reversen Cholesterintransportes (RCT) ist insbesondere eine HDL-
Subpopulation, das prap-HDL, involviert. Diese HDL-Partikel nehmen Cholesterin im
Prozess des so genannten Cholesterin-Efflux an Plasma-Zellmembranen peripherer
Zellen auf (63). Eine Wirkung des PLTP - ein potentiell anti-atherosklerorischer Effekt
- ist die Bildung eben dieser prap-HDL-Partikel im Prozess der HDL-Konversion (64).
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In einer grof3en epidemiologischen Studie war die Rolle des PLTP bei Patienten mit
manifester Atherosklerose und gesunden Kontrollpersonen bis dato nicht untersucht
worden, unter anderem auf Grund der aufwendigen Detektionsmethoden fur PLTP.
Eine solche Untersuchung konnte aber die klinische Relevanz des mit pro- und anti-
atherogenen Eigenschaften ausgestatteten PLTP aufklaren helfen.

Aus diesem Grund war die unter 3.1. und 4.1 beschriebene Studie durchgefuhrt
worden. Um in dieser grol3en Patientenzahl PLTP messen zu kdnnen, wurde ein
PLTP-Aktivitatstest verwendet, der in Abschnitt 3.1.2 beschrieben ist. Mit diesem
Test war es effizient und zuverlassig moglich, PLTP-Aktivitaten bei 1.102 Patienten
mit manifester koronarer Herzerkrankung und 444 gesunden Kontrollpersonen zu
bestimmen.

In dieser Studie war die PLTP-Aktivitat bei Patienten mit angiographisch
nachgewiesener KHK signifikant gegenlber gesunden Kontrollpersonen erhdht.
Dieser Zusammenhang von koronarer Herzerkrankung und erhohten PLTP-
Aktivitaten bestand unabhangig von anderen Risikofaktoren, was multivariate
Analysen zeigten. Individuen mit PLTP-Aktivitaten im hochsten Quintil hatten ein ca.
2-fach erhohtes Risiko fur das Vorliegen einer KHK im Vergleich zu den Patienten im
niedrigsten Quintil, nahezu unbeeinflusst von der Adjustierung fur Risikofaktoren im
verwendeten Modell (siehe Tabelle 4.1.5).

Die vorliegenden Daten konnten somit eine Korrelation des PLTP zum Krankheitsbild
der humanen Atherosklerose, zumindest der koronaren Atherosklerose, aufzeigen.
Die Frage der Kausalitat des Zusammenhangs zwischen KHK und erhohter Plasma-
PLTP-Aktivitat war durch die aufgezeigte Korrelation jedoch nicht geklart. Der
Einfluss vorliegender Risikofaktoren konnte eine madgliche Erklarung fur die
gefundene Erhdhung des PLTP bei Patienten mit manifester Atherosklerose in
unserer Studie sein: Statine beeinflussten die PLTP-Aktivitat in unserer Studie nicht,
ein Zusammenhang, der zuvor auch in anderen Untersuchungen gezeigt werden
konnte (54, 65).

Diabetes mellitus hatte ein weitere Faktor sein kdnnen, welcher die erhdhten PLTP-
Aktivitaten bei Patienten hatte erklaren kdnnen, da signifikant mehr Patienten als
Kontrollpersonen Diabetiker waren und dieser Zusammenhang in mehreren Studien
beschrieben worden war (50-52, 66). In der von uns untersuchten Population
unterschied sich die PLTP-Aktivitat jedoch nicht bei Diabetikern im Vergleich zu

Nicht-Diabetikern. Weiterhin hatte in den multivariaten Analysen die Variable
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"Diabetes mellitus" (wie auch die Variable "BMI") keinen Einfluss auf den
Zusammenhang von KHK und erhohten PLTP-Aktivitaten (Tabelle 4.1.5).

Andere als die bisher genannten Zusammenhange mussen somit die Assoziation der
PLTP-Aktivitat zur Atherosklerose in der vorliegenden Studie erklaren. Der Einfluss
auf den Lipoproteinmetabolimus scheint hierbei die wahrscheinlichste Erklarung fur

eine pro-atherogene Rolle des PLTP zu liefern.

5.1.3 Phospholipid-Transferprotein und HDL
Humanes Plasma-PLTP hat multiple Wirkungen auf den HDL-Metabolismus. PLTP

konvertiert in-vitro HDL3-Partikel in groRere Partikel unter Freisetzung von Lipid-
armem ApoA-l (67, 68) (siehe Abbildung 1.3.1.). Weiterhin vermittelt PLTP die
Konversion von HDL,-Partikeln, ebenfalls unter Freisetzung von Lipid-armem ApoA-I
(69). Der durch PLTP vermittelte Prozess der HDL-Konversion wird von mindestens
drei Faktoren reguliert: der HDL-Zusammensetzung bzgl. des Verhaltnisses von
Apolipoproteingehalt zu Proteingehalt, dem Lipidkerngehalt der HDL-Partikel, sowie
dem Aktivitatsgrad des PLTP (70). Weiterhin besteht ein Zusammenhang zwischen
den beiden Hauptwirkungen des PLTP: der effiziente Phospholipid-Transfer scheint
eine Voraussetzung fur eine effiziente HDL-Konversion durch PLTP zu sein (70).

Im Gegensatz zu Mausmodellen, bei denen die PLTP-Aktivitat stark erhoht ist, fuhrte
ein moderater Anstieg der PLTP-Aktivitat in transgenen Mausen fur humanes ApoA-I|
nur zu einem leichten Anstieg von ApoA-I und prap-HDL. Dieses prap-HDL ist zudem
sehr ApoA-l-reich (71). Dieser nur maRige Anstieg von ApoA-l und prap-HDL
bezuglich der Wirkung des PLTP auf den HDL-Stoffwechsel in Abhangigkeit von
seinem Aktivierungsgrad konnte die zum Teil widerspruchlichen Ergebnisse der
Assoziation von PLTP-Aktivitdt und HDL-C-Konzentration in Maus- und humanen
Studien erklaren (40-41, 51, 72-73). Der Aktvierungsgrad bestimmt die
Einflussnahme des PLTP auf das HDL-Cholesterin, dieser Aktivierungsgrad kann in
unterschiedlichen Populationen quantitativ unterschiedlich ausgepragt zu sein.
Zusammenfassend scheint das Gleichgewicht der Faktoren PLTP-Aktivitat und HDL-
Konzentration einem empfindlichen Regulationsmechanismus zu unterliegen, und die
Wirkung des PLTP auf die HDL-Partikel ist eher ein anti- als ein pro-
atherosklerotischer Aspekt.

In der vorliegenden Fall-Kontroll-Studie war nur bei den Kontrollpersonen (r=-0,14),

nicht aber bei den KHK-Patienten (r=0,04), eine geringe negative Korrelation der
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PLTP-Aktivitat mit HDL-C, zu dokumentieren. Demzufolge kann die Wirkung des
PLTP auf HDL keinesfalls seine vermutete Pro-Atherogenitat in unserer Studie
erklaren. Kritisch anzumerken ist, dass die Regulation des HDL-Metabolismus ein
Resultat des Zusammenspiels verschiedener zellularer und plasmatischer Faktoren
ist. Hierzu zahlen Zellrezeptoren wie der Typ 1 Scavenger Rezeptor (SR-BI), der
ATP-binding cassette Rezeptor (ABC-1), Plasmaproteine wie CETP und LCAT, aber
auch die endothelial gebundenen Lipasen (LPL und HL) (53). Diese Faktoren wurden
nicht untersucht, so dass deren Einflussnahme auf die Verbindung von Serum-PLTP-
Aktivitat und HDL-C in den beiden unterschiedlichen Populationen (KHK-Patienten

und Kontrollpersonen) unklar bleibt.

5.1.4 Phospholipid-Transferprotein und ApoB-haltige Lipoproteine

In Mausmodellen war bei PLTPO- im Vergleich zu WT-Mausen eine verminderte
Serumkonzentration und Produktion ApoB-haltiger Lipoproteine beschrieben worden
(47). Weiterhin zeigten Murdoch et al. bei pramenopausalen Frauen eine Assoziation
der PLTP-Aktivitat mit LDL-C (r=0.53) und ApoB (r=0.44) (51).

In unserer Studie war dagegen keine Korrelation von PLTP-Aktivitat und ApoB bzw.
LDL-C in Patienten und Kontrollen zu dokumentieren (siehe Tabelle 4.1.2). Auch bei
den Vergleichen in den Subgruppen Manner und Frauen mit oder ohne KHK zeigte
sich in keiner Subgruppe eine relevante Korrelation der PLTP-Aktivitat mit LDL oder
ApoB (alle r-Werte <0,12, Daten nicht tabellarisch prasentiert), bei allerdings
eingeschrankter Beurteilbarkeit auf Grund der geringeren Fallzahl. Somit scheint die
Assoziation zu den pro-atherogenen, ApoB-haltigen Lipoproteinen keine Erklarung
fur die Assoziation der PLTP-Aktivitat zur KHK zu geben. Die Widerspruchlichkeit zu
den vorherigen Studien konnte durch die unterschiedlichen Detektionsmethoden
erklart werden. In den Publikationen von Murdoch und Mitarbeitern wurde die PLTP-
Aktivitat durch die Ubertragung von markiertem Phosphatidylcholin auf HDLj
gemessen. Weiterhin waren die Anzahl der untersuchten Patienten deutlich niedriger

im Vergleich zu der von uns untersuchten Patientengruppe (51).

5.1.5 Phospholipid-Transferprotein und triglyzeridhaltige Lipoproteine

Als weiterer, potentiell in das Krankheitsbild der Atherosklerose involvierter
Mechanismus, war eine Assoziation des PLTP zu den postprandial erhohten,

triglyzeridreichen Lipoproteinen in Mausmodellen gezeigt worden (47).
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In der vorliegenden Studie bestand jedoch nur eine schwache, wenn auch
signifikante Korrelation von PLTP-Aktivitat und Triglyzeriden, allerdings nur bei
Kontrollen (r=0,16), nicht aber bei Patienten (r=0,02). Eine Limitation bzgl. dieser
Fragestellung in unserer Studie war, dass wir ausschliel3lich Nichternwerte bestimmt
hatten, welche nur eine eingeschrankte Aussage Uber die postprandial erhdhten
Lipoproteine erlauben.

Somit konnten wir aus den Daten dieser Studie, welche eine Assoziation der PLTP-
Aktivitat zur koronaren Atherosklerose zeigte, keine eindeutigen Aussagen uber den
potentiellen Zusammenhang von PLTP und postprandial erhdhten, triglyzeridhaltigen
Lipoproteinen treffen.

Aus diesem Grund fuhrten wir in einem weiteren Ansatz eine Analyse mit gesunden
Probanden durch, bei denen wir Nuchternwerte sowie, nach Einnahme einer
definierten, fettreichen Mahlzeit (1.265 kcal/m? Korperoberflache), postprandiale
Werte der PLTP-Aktivitat und anderer Lipoproteine (Gesamtcholesterin, HDL-C, LDL-
C, Triglyzeride) nach 3, 5, 7 und 10 Stunden bestimmten. Das Ziel dieser
Untersuchung war eine mogliche Assoziation des PLTP zu triglyzeridreichen,
postprandial erhéhten Lipoproteinen zu zeigen.

In dieser Studie wurden die Serumkonzentrationen von Gesamtcholesterin, HDL-C
und LDL-C nicht durch die fettreiche Mahlzeit Uber den Zeitverlauf der
Blutentnahmen nicht beeinflusst. Im Gegensatz dazu kam es zu einem signifikanten
Anstieg der Triglyzeride nach der fettreichen Mahlzeit (siehe Tabelle 4.3.2). Die
PLTP-Aktivitat stieg nicht signifikant bis 7 Stunden an, um nach 10 Stunden wieder
abzufallen.

Diese Ergebnisse widersprechen zum Teil denen einer Arbeit von Mero und
Mitarbeitern 1998 (74). Diese konnten bei Rauchern, aber nicht bei Nicht-Rauchern
einen signifikanten Abfall der PLTP-Aktivitat nach einer fettreichen Mahlzeit zeigen.
Im Vergleich der Gruppen Raucher versus Nichtraucher in der von uns untersuchten
Population zeigte sich jedoch kein Unterschied, in beiden Gruppen kam es
tendenziell zu einem postprandialen Anstieg der PLTP-Aktivitdt (Daten nicht
prasentiert).

Um die Hypothese zu evaluieren, dass die PLTP-Aktivitat ein Marker fur die
postprandial erhohten Lipide ist, flhrten wir Korrelationsanalysen durch. PLTP-

Nuchternwerte und postprandiale Triglyzeride waren signifikant korreliert (r=0,317).
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Somit zeigten wir mit den vorliegenden Daten eine Assoziation der nichtern
gemessenen PLTP-Aktivitat mit der Erhohung postprandialer, triglyzeridreicher
Lipoproteine beim Menschen auf, welche zuvor in Mausmodellen beschrieben
worden war und einen pro-atherosklerotischen Aspekt des PLTP darstellen kénnte
(47).
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5.2 Das Phosphospholipid-Transferprotein hat proinflammatorische

Eigenschaften

Ein weiterer entscheidender Mechanismus der pro-atherogenen Wirkung des PLTP
konnte seine Wirkung auf oxidative und inflammatorische Vorgange darstellen,
welche wir allerdings mit den zuvor diskutierten Studien nicht untersuchen konnten.
Auf diesem Hintergrund pruften wir zunachst, ob PLTP in einem Mausmodell pro-
inflammatorische Eigenschaften besitzt.

Makrophagen monozytaren Ursprungs sind als Schaumzellen die dominante
Zellpopulation sowohl in menschlichen atherosklerotischen Plaques als auch in den
Plaques atherosklerotischer Mausmodelle wie LDLrO- und Apolipoprotein E-knock
out (ApoEO)-Mausen (75). IL-6 reguliert die leukozytare Produktion von Zytokinen
wie TNF-o und IL-1. Diese Zytokine induzieren die endotheliale Expression von
Adhasionsmolekilen wie ICAM-1, VCAM-1 oder E-Selektin (76). Die endotheliale
Expression dieser Adhasionsmolekule wird als einer der ersten und zentralen
Schritte in der Entstehung und Entwicklung einer atherosklerotischen Plaque
angesehen, da dieser Vorgang die Adhasion von Monozyten und anderen
Leukozyten an das aktivierte Endothel und deren Transmigration in den
subintimalen Raum induzieren kann, in dem die Zellen sich zu Schaumzellen nach
Aufnahmen von LDL/ox-LDL entwickeln konnen (77).

Auf diesem pathophysiologischen Hintergrund der Inflammationskaskade im
Krankheitsbild der Atherosklerose untersuchten wir, ob die von uns gezeigte
Assoziation des PLTP mit dem Krankheitsbild der Atherosklerose durch eine
mogliche pro-inflammatorische Wirkung miterklart werden kann. Als Modell wurde die
Wirkung der intraperitonealen Gabe von IL-6 als Induktor einer systemischen
Inflammationsreaktion im Vergleich zu mit steriler Kochsalzlésung behandelten
PLTPO- und WT-Mausen verwendet. Dieses experimentelle Design wurde gewahilt,
da es Aspekte der Inflammationsreaktion im Krankheitsbild der Atherosklerose
simulierte und die systemische (Serumzytokine, Monozytenaktivierung) und lokale
(Peritonealmakrophagenaktivierung) Inflammationsreaktion hierdurch im Vergleich
der Gruppen messbar war. Weiterhin konnten durch die Cholesterinbeladung der
Peritonealmakrophagen Ruckschlusse auf die Cholesterinlast der aortalen

Makrophagen gezogen werden.
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In den von uns untersuchten Mausmodellen hatten PLTPO0-Mause signifikant
niedrigere Basalwerte fur IL-6. Durch die kontinuierliche intraperitoneale Gabe von
5.000 IU rekombinantem Maus-IL-6 wurde eine Inflammationsreaktion induziert.
Nach vier und nach sechs Wochen Behandlung waren die Serumkonzentrationen
des Zytokins TNF-a und der monozytire Aktivationsmarkers [-A° in WT-, aber nicht
in PLTPO-Mausen signifikant in der Gruppe der mit IL-6 behandelten Tiere
gegenuber den mit Kochsalz behandelten Tieren erhoht (Abbildungen 4.3.1.1 und
4.3.3.2).

In einem zweiten Ansatz verglichen wir LDLrO- mit PLTPO/LDLrO-Mausen unter einer
cholesterinreichen Diat. Die IL-6-Serumkonzentrationen waren vor Beginn der
Fatterung einer cholesterinreichen Diat signifikant, nach Injektion einer
Thioglykolatlosung - einem Inflammationsstimulus - nicht signifikant in den LDLrO- im
Vergleich zu PLTPO/LDLrO-M&ausen erhdht.

Der Anteil der Oil-Red-O gefarbten und somit cholesterinbeladenen
Peritonealmakrophagen war in der Gruppe der PLTPO/LDLrO- im Vergleich zu LDLrO-
Mausen signifikant erniedrigt. Diese verminderte peritoneale Schaumzellbildung
bestatigt vorgehende Untersuchungen mit atherosklerotischen Mausmodellen, die als
Marker der Atherosklerose eine verminderte aortale Schaumzellbildung in PLTPO-
Mausen nachweisen konnten (47). In unseren Experimenten konnten wir jedoch
weiterhin zeigen, dass der Aktivierungszustand der Peritonealmakrophagen, der
durch die mittels FACS gemessene mittlere Fluoreszenzintensitat des MHC-Klasse
ll-Molekdils 1-A® verglichen wurde, im Vergleich von PTLPO/LDLr0- zu LDLr0-Mausen
signifikant niedriger war. Dies unterstreicht die Hypothese einer pro-
inflammatorischen Wirkung des PLTP nicht nur im peripheren Blut, sondern auch in
Geweben (61).

Auf dem Hintergrund der Ergebnisse unserer Studie kdnnte ein potentieller pro-
inflammatorischer und damit pro-atherosklerotischer Effekt des PLTP eine
gesteigerte IL-6-Produktion duch Makrophagen und Monozyten sein, wie aus der
von uns gezeigten, verminderten basalen IL-6-Produktion bei PLTP0-Mausen
geschlossen werden kann.

Als Marker des Monozyten- und Makrophagen-Aktivitdtszustandes verwendeten wir
I-A® ein MHC-Klasse lI-Molekiil, welches auf Mausleukozyten exprimiert wird. Deren

Rolle im Kranheitsbild der Atherosklerose ist gut untersucht: MHC-Klasse |I
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Molekule sind essentiell in die Antigenprasentation involviert, ihre Expression wird
durch Zytokine reguliert, und sie sind in den Atheroskleroseprozess involviert (78).
Ein anderer, von uns verwendeter, monozytarer Marker war CD11b. Das
Adhasionsmolekil CD11b ist ein Mitglied der Integrin-Familie und in die Bindung von
Leukozyten an aktiviertes, seinen Rezeptor ICAM-1 exprimierendes Endothel
involviert. In  humanen Studien scheint CD11b zum Krankheitsbild der
Atherosklerose assoziiert zu sein (79). Im Gegensatz dazu ist es in der Entwicklung
atherosklerotischer Lasionen in Mausmodellen von untergeordneter Rolle. In einer
Studie mit einem rein gewebespezifischen Gen-knock-out-Maus-Modell fur CD11b
mittels Knochenmarkstransplantation zeigte das Fehlen des CD11b-Gens keinen
Einfluss auf die Entwicklung atherosklerotischer Lasionen in LDLrO Mausen (80). Die
fehlende Regulation des CD11b auf peripheren Leukozyten in allen Subgruppen in
unserer Studie, insbesondere in den mit IL-6 behandelten Mausen, unterstutzt die
Hypothese, dass CD11b eine untergeordnete Rolle in der Entwicklung
atherosklerotischer Lasionen bei atherogenen Mausmodellen spielt.
Zusammenfassend konnten wir in unseren Experimenten eine proinflammatorische

Wirkung des PLTP als weitere potentielle Ursache seiner Pro-Atherogenitat zeigen.

Nach Publikation unserer Experimente konnten diese Ergebnisse in einer in-vivo
Untersuchung bestatigt und potentielle Mechanismen fur die pro-inflammatorische
Wirkung des PLTP aufgezeigt werden (81): In den von Yan et al. durchgefihrten
Experimenten wurde der Einfluss des HDL auf die LDL-induzierte, monozytare
chemotaktische Aktivitat in Kokulturen untersucht. Hierbei wurde HDL von
LDLrO/PLTPO und ApoBtg/PLTPO im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen mit
Vorliegen des PLTP-Gens verwendet (LDLrO und ApoBtg). Die Autoren konnten
zeigen, dass HDL von PLTPO-Mausen proteinreicher und armer an Phospholipiden
war. Die Fahigkeit des HDL zur Ubertragung von Proteinen und Cholesterylestern
war 4-fach erhoht bei den PTLPO-Tieren im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen,
und die Induktion monozytarer, chemotaktischer Aktivitat war in den Experimenten
mit Kokulturen durch HDL der PLTPO-Mause signifikant gegenuber den
Kontrollmausen reduziert. Weiterhin war das LDL der PLTPO-Mause
widerstandsfahiger gegen Oxidation und induzierte signifikant weniger monozytare
chemotaktische Aktivitdt. Das HDL der PLTPO-Mause konnte in einem weiteren
Ansatz signifikant mehr oxidierte Phospholipide aus LDL mobilisieren. Das Fehlen

des PLTP-Gens bei Mausen verstarkte somit die anti-inflammatorischen
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Eigenschaften des HDL und reduzierte die Fahigkeit des LDL zur Induktion

monozytarer, chemotaktischer Aktivitat in Mausmodellen (81).

Die in den eigenen vorgestellten Experimenten und Studien gezeigten, pro-

inflammatorischen Effekte des PLTP sind in Abbildung 5.1 schematisch prasentiert:
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Abbildung 5.2.1 Mechanismen fiir die proinflammatorische Wirkung des PLTP

PLTP ist mit einem Anstieg von triglyzeridreichen Lipoproteinen (TRL) und mit einem
verminderten Gehalt von Vitamin E in atherogenen Lipoproteinen assoziiert. Ein Anstieg der
PLTP-Aktivitat fuhrt zur Verminderung anti-inflammatorischer und anti-oxidativer
Komponenten (Paraoxonase, ApoA-l, etc.) in HDL-Partikeln. Durch diese Effekte kommt es
zur vermehrten Bildung von Oxidationsprodukten wie z.B. ox-LDL. Dies flihrt zur Aktivierung
von peripheren Monozyten (eventuell auch anderen Leukozytenpopulationen) und (Plaque-
)Makrophagen, die unter anderem vermehrt Zytokine freisetzen und somit die chronische
Inflammation beim Krankheitsprozess der Atherosklerose verstarken kénnen.

Wie in Abbildung 5.1 dargestellt, fuhrt eine erhéhte PLTP-Aktivitat zur Erhéhung von
triglyzeridreichen Lipoproteinen, zur Verminderung von anti-oxidativen und anti-
inflammatorischen Bestandteilen des HDL, sowie zur Verminderung des Vitamin-E-
Gehaltes der Plasmalipoproteine. Durch diese Effekte kommt es unter anderem zur

vermehrten Bildung von ROS wie ox-LDL, welches zur Aktivierung von Monozyten
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und eventuell auch anderen Leukozyten im peripheren Blut und zur Aktivierung von
Plague- und anderen Gewebs-Makrophagen fihrt. Hierdurch kommt es zur
vermehrten  Freisetzung von IL-6 und anderen Zytokinen, die die
Inflammationsreaktion im Krankheitsbild der Atherosklerose induzieren und/oder
verstarken konnen.

Durch diese Mechanismen konnte bei hoher PLTP-Aktivitat, die in experimentellen
Untersuchungen mit einer Assoziation zum HDL-Cholesterin verbunden war (71), die
Zusammensetzung der HDL-Partikel trotz eines hohen HDL-Cholesteringehaltes
ungunstig im Sinne eines proinflammatorischen Effektes verschoben werden.
Zusammenfassend scheinen die pro-inflammatorischen Eigenschaften des PLTP ein
wesentlicher pro-atherosklerotischer Aspekt dieses Enzyms zu sein, der sowohl im
peripheren Blut als auch in Geweben nachweisbar ist.

Abbildung 5.2.1 soll abschliessend schematisch das Wechselspiel der potentiell pro-
und  anti-atherosklerotischen  Aspekte  des  Phospholipid-Transferproteins

zusammenfassen.

psklerotisch:

Abbildung 5.2.2 Wechselspiel der pro- und anti-atherosklerotischen Effekte des
PLTP

PLTP ist Uber seine Steigerung von HDL-Cholesterin und der prap-HDL-Partikel als
Ausdruck eines gesteigerten und effizienteren reversen Cholesterintransports (RCT)
potentiell anti-ahterosklerotisch wirksam. Im Gegensatz dazu reprasentieren die vermehrte
Bildung apoB-haltiger und triglyzeridhaltiger Lipotproteine, sowie die Bildung von
Oxidationsprodukten und Zytokinen potentiell pro-inflammatorische Aspekte.
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5.3 Bedeutung des Phospholipid-Transferproteins bei anderen Populationen

am Beispiel der Hamodialysepatienten

Zur Bestatigung der Atherogenitdt des PLTP und seiner potentiellen pro-
inflammatorischen Eigenschaften untersuchten wir in einer weiteren Studie die
PLTP-Aktivitat in einer Population mit einem stark erhéhten Risiko fir
kardiovaskulare Erkrankungen, in Hamodialysepatienten (HD-Patienten). In einem
matched-pairs Design verglichen wir eine Gruppe von 68 Patienten mit terminaler

Niereninsuffizienz mit einer gesunden Kontrollgruppe.

Der Lipoproteinmetabolismus unterscheidet sich in HD-Patienten wesentlich von dem
anderer Populationen. Die typische Fettstoffwechselstérung des Niereninsuffizienten
ist eine Erhohung der Triglyzeride, eine Erniedrigung des HDL-Cholesterins und eine
Erhéhung von kleinen dichten LDL Partikeln. LDL Cholesterinspiegel korrelieren mit
dem Ausmal} der Proteinurie und sind zu Beginn der Nierenersatztherapie hoher als
nach zunehmender Zeit an der Dialyse (82). Pradiktiv flr Atherosklerose bei HD-
Patienten sind auch Intermediate Density Lipoproteine (83). Der wichtigste Aspekt
des gestorten Lipidmetabolismus bei chronischen Nierenerkrankungen ist jedoch ein
U-formiger Zusammenhang von Gesamtcholesterin  und kardiovaskularen
Ereignissen im  Gegensatz zum linearen = Zusammenhang in  der
Allgemeinbevolkerung und bei Patienten mit manifester Atherosklerose. HD-
Patienten mit sehr hohem, aber auch sehr niedrigem Gesamtcholesterin, haben ein
erhohtes Risiko flr schwerwiegende kardiovaskulare Ereignisse (84, 85). Dieses
Paradoxon wird im Allgemeinen dadurch erklart, dass hohes Cholesterin ein
Surrogatmarker fur gute Ernahrung ist. Vice versa geht die prognostisch relevant
gesteigerte Inflammationsreaktion bei terminal Niereninsuffizienten mit niedrigem

Cholesterin und niedrigem Albumin einher (86).

In unserer Untersuchung zeigten sich in Ubereinstimmung mit den publizierten Daten
im Basisvergleich der Lipidwerte signifikant niedrigere Gesamtcholesterin- und LDL-
C-Serumkonzentrationen in HD-Patienten versus Kontrollen, wahrend die
Triglyzeride bei den HD-Patienten erhdht waren. Wir konnten als weiteren Aspekt
des gestorten Lipidmetabolismus bei HD-Patienten erstmalig eine Erhdhung der
PLTP-Aktivitat aufzeigen. In unseren Analysen zeigte sich nahezu eine

Verdoppelung der PLTP-Aktivitat bei HD-Patienten gegenuber den Kontrollen.
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Weiterhin blieb auch der Zusammenhang zwischen PLTP-Aktivitat und Hamodialyse
in einem multivariaten Modell unter Einschluss klassischer Risikofaktoren nahezu

unbeeinflusst.

Auch in diesem Gruppenvergleich untersuchten wir die Korrelation der PLTP-Aktivitat
mit anderen Parametern. Es zeigten sich signifikante Korrelationen der PLTP-
Aktivitat mit HDL-C und Gesamtcholesterin bei HD-Patienten. Bei den
Kontrollpersonen waren Triglyzeride signifikant mit der PLTP-Aktivitat korreliert.

Um den Zusammenhang der erhdhten Entzindungsaktivitat bei HD-Patienten mit
erhdohter PLTP-Aktivitat zu untersuchen, flihrten wir weitere Korrelationsanalysen
durch. PLTP war mit CRP in der Gesamtgruppe signifikant assoziiert. Kritisch
anzumerken ist jedoch, dass in den Untergruppen, insbesondere bei den HD-
Patienten keine signifikante Korrelation bestand und dass bei nur 31
Kontrollpersonen CRP bestimmt werden konnte.

Der Zusammenhang von Entzindungsreaktion und PLTP-Aktivitat gilt auch fir
andere Populationen (37). In einer erst kurzlich publizierten Studie wurde die
Korrelation von PLTP mit Entzindungsmarkern erstmalig bei KHK-Patienten mit
niedrigem HDL gezeigt (87), so dass nach der vorliegenden Datenlage eine
Assoziation der PLTP-Aktivitdt und der Inflammationsreaktion auch in-vivo unter

bestimmten Bedingungen vorliegen kann. Dies bestatigt die experimentellen Daten.
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5.4 PLTP als prospektiver Marker bei Patienten mit manifester koronarer

Atherosklerose und bei Hamodialysepatienten

Um die Wertigkeit der Assoziation von PLTP-Aktivitdt und Atherosklerose
einschatzen zu konnen, fuhrten wir sowohl bei Patienten mit koronarer
Herzerkrankung als auch bei Dialysepatienten Uberlebensanalysen durch.

Bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung war die am Median kategorisierte PLTP-
Aktivitat nicht mit einem erhdhten Risiko fur das Erleiden eines kombinierten
Endpunktes aus nichttddlichem Myokardinfarkt und kardiovaskularem Tod korreliert
(siehe Abbildung 4.1.5).

Bei Hamodialysepatienten konnten wir trotz der Verdoppelung der PLTP-Werte im
Vergleich zu gepaarten Kontrollpersonen keine Assoziation der PLTP-Aktivitatswerte
mit dem Uberleben zeigen (Abbildung 4.4.2).

Diese Daten unterstutzen die Hypothese, dass PLTP sowohl pro-atherogene als
auch  anti-atherogenene  Eigenschaften  besitzen @ muss, welche  zur
Prognoseneutralitat fuhrt und anscheinend keine einfache positive oder negative
Korrelation von PLTP und Uberleben bei Atherosklerosepatienten mit KHK oder
terminaler Niereninsuffizienz zulaRt. Welche dieser Eigenschaften - Pro- oder Anti-
Atherogenitat - Uberwiegt und welche Regulationsmechanismen als Gegenspieler
fungieren, scheint von einem komplexen, bisher noch wenig durchschauten
Zusammenspiel verschiedener Faktoren (Inflammationsreaktion, Grunderkrankung,
HDL-Konzentration und -Zusammensetzung, Aktivitat anderer Enzyme wie z.B.
CETP, etc.) mitbestimmt zu werden.

Zur weiteren Evaluation dieser Hypothesen untersuchten wir, ob HDL-C oder CRP
mit dem Uberleben der Dialysepatienten korrelierte. Patienten mit einem CRP unter
dem Median hatten eine signifikant hohere Wahrscheinlichkeit fir das Uberleben
(Abbildung 4.4.3). Dies wurde in einer univariaten und multivariaten Cox-
Regressions- Analyse bestatigt. Die Entzindungsreaktion war somit in der von uns
untersuchten Kohorte fur die Prognose der Hamodialyse-Patienten entscheidend.
Diese Daten stehen in Einklang mit den veroffentlichen Studien; die
Entzindungsreaktion ist ein bekannter prospektiver Marker bei Patienten mit
terminaler Niereninsuffizienz (86).

Im Gegensatz hierzu war das HDL-Cholesterin, ebenfalls stratifiziert am Median,

nicht mit dem Uberleben der Patienten assoziiert. Dieser fehlende Zusammenhang
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zwischen niedrigem HDL-C und Uberleben bei Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz war ebenfalls zuvor in anderen Studien gezeigt worden (88)
Bezuglich der Wirkung des PLTP auf die Prognose der Hamodialyse-Patienten lasst
sich folgende Hypothese formulieren: PTLP scheint in der besonderen Situation der
Hamodialyse nur einen untergeordneten Einfluss auf die unter anderem die
Prognose der Patienten bestimmende Inflammationsreaktion zu haben. Im
Gegensatz dazu beeinfluBt PLTP den Cholesterinanteil der HDL-Partikel, welcher
jedoch keinen entscheidenden Einfluss auf das Uberleben der Patienten hat (siehe
Abbildung 4.4.4). Welche der pro-inflammatorischen Eigenschaften des PLTP in der
speziellen Situation der Hamodialyse wirksam oder unwirksam sind, kann jedoch aus
den vorliegenden Daten nicht geklart werden.

Als potentieller Mechanismus ist in einer erst kurzlich erschienenen Arbeit gezeigt
worden, dass HDL-Partikel von Hamodialyse-Patienten verminderte anti-oxidative
Eigenschaften haben (89). Dies kénnte durch verminderte ApoA-I- und Paraoxonase-
Konzentrationen, die bei HD-Patienten in einer Arbeit von Dirican und Mitarbeitern
gezeigt wurden und wiederum durch bei HD-Patienten stark erhdhte PLTP-
Aktivitaten bedingt sein kdnnten, erklart werden (90).

Diese Zusammenhange konnte ein Teilaspekt des fehlenden prospektiven Wertes
des PLTP in den untersuchten Populationen, insbesondere bei Hamodialyse-

Patienten, erklaren.
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5.5 Ausblick und erste Ergebnisse: Phospholipid-Transferprotein bei

Patienten im kardiogenen Schock

Zur weiteren Evaluation der Rolle des PLTP in atherosklerotischen Krankheitsbildern
wahlten wir eine Gruppe von Patienten, deren Prognose entscheidend durch
oxidative und inflammatorische Vorgange bestimmt werden, Patienten im
kardiogenen Schock.

Ein kardiogener Schock entwickelt sich bei 5-10% aller mit akutem Myokardinfarkt
hospitalisierten  Patienten und ist auch heutzutage unter modernster
intensivmedizinischer Therapie mit einer Letalitat von ca. 50% assoziiert (91). Da die
Inflammationsreaktion und oxidative Vorgange im Rahmen des Ischamie-
Reperfusionsschadens sowie die schnelle Revaskularisation des
minderperfundierten Myokards eine entscheidende prognostische Rolle in diesem
Krankheitsbild spielt (92), bestand die Frage, ob die im Serum gemessene PLTP-
Aktivitat mit der Prognose der Patienten assoziiert war.

Wir schlossen vierzig Patienten im kardiogenen Schock, die zur invasiven Diagnostik
und Therapie in die Klinik fur Innere Medizin Il der Martin Luther-Universitat Halle-
Wittenberg eingewiesen wurden, in unsere Studie ein und bestimmten PLTP und
andere Marker aus Blutproben, die bei Einschluf3 in die Studie sowie zum Zeitpunkt
der Entlassung aus dem Krankenhaus bzw. am Todestag entnommen wurden.. Die
Studie war von der Ethikkommision der Martin Luther-Universitat genehmigt worden.

Verstorbene und Uberlebende unterschieden sich nicht hinsichtlich klassischer
Risikofaktoren (Alter, Geschlecht, etc.). Die PLTP-Aktivitat sank im Vergleich aller
Patienten von im Mittel 34,8 pmol/ul/h bei Einschlul® der Patienten im kardiogenen
Schock auf 31,2 pmol/ul/h zum Ende der Studie (Tod oder Entlassung aus dem
Krankenhaus) (p=0,026). Bei den 26 tberlebenden Patienten sank die PLTP-Aktivitat
von im Mittel 36,2 pmol/ul/h bei Einschluss in die Studie auf 31,3 pmol/ul/h bei
Entlassung aus dem Krankenhaus (p=0,012). Im Gegensatz dazu konnte keine
signifikante PLTP-Abnahme bei den 14 im Krankenhaus verstorbenen Patienten
nachgewiesen werden (33,6 pmol/pyl/h bei Einschluf3 in die Studie versus 31,2
pmol/ul/h zum Zeitpunkt der letzten Blutentnahme vor Tod, p=0,799).

Diese Daten deuten an, dass bei Patienten mit kardiogenem Schock das fehlende

Absinken einer initital erhohten PLTP-Aktivitat wahrend des Krankheitsverlaufes mit
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einer schlechteren Prognose assoziiert zu sein scheint. Dies kdnnte durch die pro-

inflammatorische und pro-oxidative Wirkung des PLTP erklart werden.

Auf dem Hintergrund dieser retrospektiv erhobenen Ergebnisse qilt es, die Rolle des
PLTP als Prognosemarker, aber auch als pathophysiologisch relevantes Substrat im
Hinblick auf einen zukunftigen therapeutischen Ansatzpunkt im kardiogenen Schock
sowohl in Mausmodellen als auch in weiteren, dann prospektiven, humanen Studien

zuU untersuchen.
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5.6 Zusammenfassung

Das Phospholipid-Transferprotein (PLTP) ist in zahlreiche physiologische und
pathophysiologische Vorgange involviert, wobei seine Wirkung auf das Lipoprotein
HDL im Vordergrund steht.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die PLTP-Aktivitat bei
Patienten mit manifester koronarer Atherosklerose und bei Dialysepatienten
signifikant und unabhangig von anderen Risikofaktoren im Vergleich zu gesunden
Kontrollpersonen erhdht ist.

Weiterhin war in einer Studie mit gesunden, jungen Probanden die PLTP-Aktivitat
durch eine fettreiche Mahlzeit beeinflusst und mit den postprandialen Triglyzeriden
assoziiert.

In den vorliegenden und anderen Untersuchungen war die PLTP-Aktivitat mit dem
Ausmass der Inflammationsreaktion assoziiert. In Mausmodellen war die
Inflammationsantwort nach intraperitonealer Gabe von IL-6 in PLTPO-Mausen im
Vergleich zu Wildtypmausen signifikant reduziert. Weiterhin war in einem zweiten
Mausmodell der Aktivierungsgrad der Peritonealmakrophagen nach Induktion einer
Peritonitis in PTLPO/LDLrO- im Vergleich zu LDLr0O-Mausen signifikant niedriger.
Sowohl bei Patienten mit angiographisch nachgewiesener Koronarer Herzerkrankung
als auch bei Dialysepatienten waren hohe PLTP-Aktivitaten nicht mit dem
ereignisfreien Uberleben assoziiert.

Die Rolle des PLTP im Krankheitsbild der Atherosklerose ist nicht geklart: PLTP ist
ein pro-atherogener Faktor auf Grund seiner pro-inflammatorischen Eigenschaften
und seiner positiven Korrelation zu den postprandial erhohten, triglyzeridreichen
Lipoproteinen. Dem gegenuber steht jedoch seine Wirkung auf den HDL-Cholesterin-
Metabolismus, der vor allem anti-atherogene Eigenschaften reprasentiert. Dieses
Wechselspiel zwischen Pro- und Anti-Atherogenitat konnte den fehlenden pradiktiven
Wert fir das ereignisfreie Uberleben bei Patienten mit atherosklerotischen
Erkrankungen in unseren Untersuchungen erklaren.

Um diese Fragen weiter zu prifen, missen Populationen untersucht werden, bei
denen die Inflammation einen noch entscheidenderen, prognostischen Stellenwert
besitzt. Hierzu zeigen erste, retrospektiv erhobene Ergebnisse, dass PLTP einen

prognostischen Wert bei Patienten im kardiogenem Schock besitzt.
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7 Thesen

Das Phospholipid-Transferprotein (PLTP) ist ein Risikofaktor fur eine koronare

Herzerkrankung

Das atherogene Potential des PLTP beruht unter anderem auf seinem pro-oxidativen
und pro-inflammatorischen Potential, sowie in seiner Assoziation zu triglyzeridreichen

Lipoproteinen.

PLTP hat Uber seine Rolle in der so genannten HDL-Konversion auch anti-

atherogenes Potential.

Diese bivalenten Eigenschaften des PLTP im Krankheitsbild der Atherosklerose
konnten die fehlende prognostische Relevanz bei Patienten mit Koronarer
Herzerkrankung und Hamodialysepatienten in den vorliegenden Studien erklaren;
eine hohe PLTP-Aktivitat war in diesen Populationen nicht mit dem ereignisfreien

Uberleben assoziiert.

In anderen Populationen, in denen die Prognose der Patienten noch wesentlicher
durch die Inflammationsreaktion bestimmt wird, scheint dies nicht zu gelten: In ersten
Untersuchungen war bei Patienten mit kardiogenem Schock eine erhdhte PLTP-

Aktivitat mit dem Uberleben assoziiert.
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