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1. EINLEITUNG

1.1. Bedeutung und Risikofaktoren der Atheroskleros e

In den westlichen Industrienationen stellen atherosklerotische
Folgeerkrankungen immer noch die haufigste Todesursache dar. Das
Ausmal3 und die Entwicklung einer Atherosklerose sind hierbei eng mit
dem Vorliegen kardiovaskularer Risikofaktoren (RF) verknipft. Als
Hauptrisikofaktoren, deren Bedeutung im Atherogenesegeschehen durch
zahlreiche epidemiologische Untersuchungen [4, 6, 14] sowie durch
Interventionsstudien [12, 14, 45, 87] gesichert ist, gelten dabei: arterieller
Hypertonus, Rauchen, erhohtes LDL-Cholesterin (,Low Density
Lipoprotein“-Cholesterin), niedriges HDL-Cholesterin (,High Density
Lipoprotein“-Cholesterin), Diabetes mellitus und positive
Familienanamnese [59].

Zu den weiteren kardiovaskularen RF zahlen Hypertriglyzeridamie,
Adipositas, korperliche Inaktivitat, erhéhtes Lipoprotein(a), Homocystein,

Fibrinogen sowie CRP (C-reaktives Protein).

1.2. Low Density Lipoproteine (LDL) und LDL-Subtype n

1.2.1. Definition und Darstellung der LDL-Subtypen

In der vorliegenden Arbeit soll der Focus auf die atherogenen Lipoproteine
niedriger Dichte gelenkt werden, die auch unter dem Begriff ,Low Density
Lipoproteine* oder kurz ,LDL" bekannt sind. Hierbei handelt es sich nicht
um eine homogene, sondern um eine heterogene Gruppe von
Lipoproteinen, die sich in Grél3e und Dichte voneinander unterscheiden
[18, 26, 49, 76, 86]. Dabei besteht ein enger, inverser Zusammenhang

zwischen Grol3e und Dichte der Partikel, so dass zum einen grof3e LDL-



Subtypen geringer Dichte, die als ,large-buoyant LDL" bezeichnet werden,
von den LDL-Subtypen intermedidrer Grof3e und Dichte, auch
.ntermediate-dense LDL" genannt, und andererseits von den kleinen LDL-
Subtypen mit hoher Dichte, den ,small-dense” LDL, unterschieden werden.
Zur Auftrennung der Low Density Lipoproteine in die einzelnen LDL-
Subtypen koénnen dabei zwei unterschiedliche Verfahren eingesetzt
werden [5]: Wird die Dichte der LDL-Partikel als Trennkriterium
herangezogen, so konnen die einzelnen LDL-Subtypen durch
Dichtegradientenultrazentrifugation (DGUZ) aufgetrennt werden [17, 18,
36, 39, 48]. Verwendet man dagegen die GrolRe der Partikel als
Anhaltspunkt, so kann hierfir die Gradientengelelektrophorese (GGE)

eingesetzt werden [22, 49, 56, 60].

1.2.2. Bedeutung der LDL-Subtypen im Atherogeneseqgeschehen

Wie bereits unter 1.1. erlautert, stellt eine erhdohte LDL-Cholesterin-
Konzentration einen unabhangigen Risikofaktor fur das Entstehen und die
Progredienz einer koronaren Herzkrankheit (KHK) dar [25]. Es konnte
gezeigt werden, dass durch Absenkung der LDL-Cholesterin-Konzentration
die Anzahl an Neuerkrankungen einer KHK reduziert werden
(Primarpravention) und bei bereits vorliegender KHK durch LDL-Reduktion
deren Fortschreiten und das Auftreten weiterer Ereignisse verhindert
werden kann (Sekundarpréavention) [12, 45, 87].

Epidemiologische Studien [4, 6, 14, 37, 51, 85, 88] und in-vitro
Experimente [52, 61, 84] haben zudem ergeben, dass large-buoyant LDL
[14] und insbesondere small-dense LDL [4, 6, 37, 51, 85, 88] eine grol3ere

atherogene Rolle spielen als intermediate-dense LDL. Fur diese



Beobachtungen lassen sich mehrere Erklarungen finden. Zum einen ist
das Auftreten von small-dense LDL mit erhohten
Triglyzeridkonzentrationen und erniedrigten HDL-Cholesterin-Werten im
Plasma vergesellschaftet [4, 6, 79]. Diese Lipidkonstellation wird auch als
atherogenes Lipoproteinprofil oder atherogener Lipoproteinphanotyp
bezeichnet. Desweiteren zeigen small-dense LDL eine geringere
Bindungsaffinitdt zum LDL-Rezeptor [13, 53, 61] als weniger dichte LDL-
Partikel. Damit konnte das unterschiedliche Bindungsverhalten auch die
gelegentlich beobachtete geringere Katabolismusrate der small-dense LDL
gegenuber den intermediate-dense und large-buoyant LDL erklaren.
Daneben sind small-dense LDL auch  modifikations- und
oxidationsanfalliger [44, 57, 84]. Small-dense LDL weisen eine starkere
Oxidationsbereitschaft [20] durch einen geringeren Anteil an Antioxidantien
auf [21, 42], wodurch auch eine groBere Adharenz an intimale
Proteoglykane hervorgerufen wird [2, 52].

Allerdings gibt es widerspriichliche Erkenntnisse dartber, ob small-dense
LDL einen unabhangigen kardiovaskularen Risikofaktor darstellen.
Diesbeziiglich kamen einige Studien zu dem Ergebnis, dass small-dense
LDL nur in Zusammenhang mit erhohten Triglyzeridwerten und
erniedrigtem HDL-Cholesterin im Plasma ein erhohtes Risiko fur die
Entwicklung einer KHK mit sich bringen [6, 19, 38, 77, 79]. Andere Studien
konnten jedoch zeigen, dass small-dense LDL nicht nur unabh&ngig von
Alter, Body Mass Index, Rauchen und der Therapie mit B-Blockern ein
erhohtes Atherosklerose-Risiko beinhalten, sondern auch unabhangig von

der Triglyzerid- und HDL-Cholesterin-Konzentration einen eigenstandigen



Risikofaktor im Bezug auf die Ausbildung einer KHK darstellen [4, 30, 37,

51, 68, 78, 81].

1.2.3. Einfluss von Diat und Medikamenten auf LDL-Cholesterin und LDL-

Subtypen

Zur Senkung des LDL-Cholesterins bei Hyperlipoproteinamien sowie zur
Pravention einer koronaren Herzkrankheit (KHK) stehen mehrere
Therapiemoglichkeiten (diatetische Malinahmen, lipidsenkende
Medikamente) zur Verfigung.

Dabei sollte als erste therapeutische Mal3nahme, um den LDL-Cholesterin-
Wert abzusenken, bei Ubergewicht eine Gewichtsreduktion durch eine
fettmodifizierte und cholesterinreduzierte Diat sowie durch ausreichende
korperliche Aktivitat erzielt werden. Diese beiden Mal3hahmen flihren nicht
nur zu einer Senkung des Gesamt-LDL-Cholesterins [23], sondern
beeinflussen auch das LDL-Subtypen-Dichteprofil positiv, da es hierdurch
besonders zu einer Absenkung der small-dense LDL kommt [40, 41, 89,
90, 92]. Dies lasst sich durch den bereits dargestellten engen
Zusammenhang zwischen haufig vergesellschaftetem Vorliegen von
Hypertriglyzeridamie, niedrigem HDL und hohem small-dense LDL erklaren
[4, 6, 79], weshalb sich Lebensstilmalinahmen zur Absenkung von
erhohten Triglyzeridwerten auch besonders effektiv auf die Normalisierung
bzw. Verbesserung des LDL-Subtypenmusters auswirken.

Auf der néchsten Therapiestufe kommen verschiedene lipidsenkende
Medikamente (wie HMG-Co-A-Reduktasehemmer = Statine, Fibrate oder
Nikotinsaure) zum Einsatz, die durch unterschiedliche

Wirkungsmechanismen das LDL-Cholesterin absenken, und teilweise
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zusatzlich das LDL-Subtypenprofil positiv verandern konnen. So konnte bei
Patienten mit kombinierter Hyperlipoproteindmie unter Therapie mit
Fibraten eine Normalisierung der Triglyzeridkonzentration erreicht und das
LDL-Profil im Sinne einer Verminderung von small-dense LDL gunstig
beeinflusst werden [11, 29, 47, 72]. Analoge Beobachtungen wurden bei
Verabreichung von Nikotinsaurepraparaten gemacht [44, 55, 58]. Statine,
die vor allem LDL-Cholesterin senken, wirken sich im Falle von Simvastatin
und Atorvastatin auf alle LDL-Subtypen aus. Das Cholesterin wird von
ihnen ausnahmslos in allen LDL-Subfraktionen abgesenkt, das Ausmal}
der small-dense LDL-Absenkung variiert dabei je nach zugrundeliegender
Stoffwechselstérung [11, 32, 47]. Fur Fluvastatin konnte zusatzlich
nachgewiesen werden, dass es small-dense LDL besonders stark
absenken kann [54, 91]. Allerdings handelte es sich hierbei um eine

selektionierte Patientengruppe (small-dense LDL > 25 mg/dl).

1.2.4. LDL-Apheresetherapie

1.2.4.1. Indikation und Beschreibung einer LDL-Apherese

Wenn bei Patienten mit KHK die unter 1.2.3. beschriebenen
Behandlungsarten nicht zu einer ausreichenden LDL-Cholesterin-Senkung
fuhren, stellt die LDL-Apherese eine weitere Therapieform zur Behandlung
der LDL-Hypercholesterinamie dar.

Die Indikation zur LDL-Apherese besteht somit flr Patienten mit KHK,
wenn trotz maximal ausgeschopfter diatetischer und medikamentdser
Therapie keine LDL-Cholesterin-Konzentration unter 100 mg/dl erreicht
wird [9, 46]. Zu dieser Patientengruppe zahlen vorzugsweise Patienten mit

schwerer LDL-Hypercholesterindmie - beispielsweise im Rahmen einer
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heterozygoten familiaren Hypercholesterindmie (FH) - und solche, die
keine LDL-senkenden Medikamente, insbesondere Statine, vertragen [35,
70, 82]. Bei Vorliegen einer homozygoten FH, die mit sehr hohen LDL-
Cholesterin-Spiegeln einhergeht, ist eine LDL-Apherese bereits als
primarpraventive Mal3nahme indiziert [82].

Bei der LDL-Apherese handelt es sich um ein Verfahren, bei dem LDL-
Partikel sowie Lipoprotein(a) unter Verwendung eines extrakorporalen
Blutkreislaufes mit Hilfe verschiedener physikochemischer Methoden
entfernt werden. Hierbei kdnnen LDL-Partikel zum einen direkt aus dem
Vollblut eliminiert werden (= DALI-Verfahren = direct adsorption of lipids,
siehe Abb. 1a und 1.2.4.2.), zum anderen gibt es mehrere Verfahren, die
LDL-Partikel aus dem Plasma entfernen kénnen. Zur Plasmaseparation
kénnen wiederum ein Filter oder eine Zentrifuge verwendet werden. Als
Eliminationsverfahren stehen die HELP-Apherese (siehe Abb. 1b), die
Dextransulfatadsorption  sowie die Immunoadsorption und die
Membrandifferentialfiltration (= MDF) zur Verfigung (siehe Abb. 1c und

1.2.4.2)).
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Abbildung 1a: Vollblut-LDL-Apherese (DALI)

Vollblut-LDL-Apherese (DALI-System)
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Abbildung 1c: weitere LDL-Aphereseverfahren

weitere LDL-Aphereseverfahren

Immuneo-

adsorption Dextransulfat-

adsorption

MDF-LDL-Apherese

1.2.4.2. Beschreibung der eingesetzten LDL-Apherese-Verfahren

Die Heparin-induzierte Extrakorporale LDL-Préazipitation (HELP) basiert auf
dem Prinzip, dass bei hoher Heparinkonzentration und bei saurem pH LDL,
Lp(a) und Fibrinogen prazipitieren (Abb. 1b). Die so entstandenen Heparin-
LDL-Fibrinogen-Préazipitate werden durch einen Polycarbonatfilter vom
Plasma getrennt. Dann wird das Heparin Uber einen Adsorber eliminiert
und der pH wird durch eine Bicarbonatdialyse wieder in den
physiologischen Bereich angehoben, bevor das gereinigte Blutplasma
wieder den Koérper erreicht [75].

Ein anderes LDL-Apherese-Verfahren ist die Dextransulfatadsorption, bei
dem Blutplasma durch Filtration gewonnen und Uber eine Saule geleitet

wird, auf der sich an Zellulose gebundenes niedermolekulares
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Dextransulfat befindet (Abb. 1c, rechts). Bei diesem Vorgang bindet LDL
und Lipoprotein(a) an die Saule, da die positiv geladenen Apolipoprotein-
B-Partikel von dem negativ geladenen Dextransulfat angezogen werden
[34].

Beim Verfahren der Immunoadsorption wird das Blutplasma in eine
Glassaule gepumpt, die mit Sepharosegel mit polyklonalen Antikdrpern
gegen ApoB geflllt ist (Abb. 1c, links). Durch die Antigen-Antikérper-
Reaktion werden die LDL- und Lp(a)-Partikel dort gebunden und das
gereinigte Plasma wird dem Koérper wieder zusammen mit den Blutzellen
zugefihrt [71].

Bei der LDL-Hamoperfusion mit dem DALI-System (direkte Adsorption von
Lipoproteinen) werden die LDL-Partikel direkt aus dem Vollblut an die
innere Oberflache von Polyacrylamidkiigelchen, die wiederum mit

Polyacrylacetat beschichtet sind, geheftet (Abb. 1a) [8, 10].

1.2.4.3. Auswirkungen einer LDL-Apherese auf LDL-Cholesterin und LDL-
Subtypen/-Verteilung

Durch die Behandlung mit einer LDL-Apherese wird eine Senkung des
Gesamt-LDL-Cholesterins von durchschnittich 60% erzielt. In den
darauffolgenden Tagen nach Apherese steigt die LDL-Cholesterin-
Konzentration wieder bis zu ihrem Ausgangswert an. Durch regelmalige
LDL-Apheresetherapie kann die LDL-Cholesterin-Konzentration effektiv
abgesenkt und das weitere Fortschreiten einer KHK aufgehalten werden
[50]. Es konnte gezeigt werden, dass mit dieser Therapiemethode alle
LDL-Subtypen unabhangig vom durchgefuhrten Verfahren aus dem

Plasma entfernt werden [62, 74]. Daruber hinaus war eine besonders gute
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Elimination von small-dense LDL aufféallig, die zu einer Verschiebung (=
Shift) im LDL-Subtypen-Dichteprofil fuhrte. Die Verteilung der LDL-
Subtypen anderte sich durch einen relativen Anstieg der large-buoyant
LDL und eine relative Abnahme der small-dense LDL sofort nach
Apheresebehandlung. Als wahrscheinlichste Erklarung fur diese
Verschiebung im LDL-Subtypen-Profil kommt ein unterschiedlich schnelles
Wiederanstiegsverhalten der einzelnen LDL-Subtypen wahrend und nach

LDL-Apherese in Frage [62].

1.3. Metabolismus der LDL-Subtypen

Der Metabolismus der LDL-Subtypen und insbesondere die Bildung der
atherogenen small-dense LDL sind noch nicht vollig geklart. Es gibt hierzu
wenige Studien mit radioaktiven Tracern, die darauf hindeuten, dass
moglicherweise verschiedene Stoffwechselwege existieren [1, 15, 27, 31,
63, 80, 83]. Die Studie von Campos et al. beschreibt, dass small-dense
LDL direkt aus Vorlauferpartikeln, z.B. den Lipoproteinen mit sehr geringer
Dichte (VLDL) und denen mit intermediadrer Dichte (IDL), gebildet werden
[15]. Im Gegensatz dazu weisen Daten von Aguilar-Salinas darauf hin,
dass small-dense LDL vorzugsweise durch Delipidierung wenig dichter
LDL-Subtypen (large-buoyant LDL, intermediate-dense LDL) entstehen [1].
Andere Studien zeigen jedoch wiederum, dass die Bildung von small-
dense LDL aus der Kombination beider Stoffwechselwege erklart werden

kann [27, 80, 83].
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1.4. Aufgabe und Fragestellung

Da der exakte Metabolismus der LDL-Subtypen noch nicht komplett
verstanden ist und im speziellen Gber die Bildung der small-dense LDL
teilweise widersprichliche Ergebnisse aus den Tracerstudien vorliegen
(sieche 1.3.), sollte in der vorliegenden Arbeit der LDL-Subtypen-
Metabolismus mit einer Nicht-Tracer-Methode untersucht werden:

Im Rahmen der Studie sollten aus der Analyse des
Wiederanstiegverhaltens (Rebound) der LDL-Subtypen nach einer LDL-
Apherese uber 7 Tage hinweg Rickschlisse auf deren Metabolismus
gezogen werden.

Diese Nicht-Tracer-Methode basiert auf dem Konzept, dass sich im
.Steady-state“ befindliche Metabolite (z.B. LDL-Subtypen), deren
Konzentrationen durch eine definierte Stérung verandert werden - wie
geradezu beispielhaft durch eine LDL-Apherese - ihr Steady State
anschlieRend wieder mit einer Dynamik und Geschwindigkeit erreichen, die
nur von der fraktionellen katabolischen Rate (FCR, siehe 2.8.) des
jeweiligen Metaboliten abhangt [3, 24, 66, 67]. Somit kbnnen mit dieser
Methode durch die Analyse des Wiederanstiegsverhaltens der einzelnen
LDL-Subtypen deren metabolische Parameter abgeleitet werden (z.B. die
FCR). Wesentliche Voraussetzung fur diese Methode ist jedoch die
Annahme, dass die Sekretionsrate der untersuchten Metabolite (LDL-
Subtypen) durch die definierte Stérung (z.B. LDL-Apherese) ihrerseits nicht
verandert wird [64].

Zur Beschreibung der LDL-Subtypen und ihres Wiederanstiegs nach LDL-
Apherese sowie zur Abschatzung ihrer metabolischen Parameter muss der

ApoB-Gehalt im jeweiligen LDL-Subtyp durch serielle
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Konzentrationsmessungen bestimmt werden. Dies ist ein besserer
Parameter als Cholesterin fur die Anzahl der LDL-Partikel, da diese
unabh&ngig von Grol3e bzw. Dichte jeweils ein ApoB-Molekil enthalten.
Um zu dokumentieren, dass sich die Zusammensetzung der Lipoproteine
in den einzelnen LDL-Subfraktionen durch die Apherese nicht andert,
wurden zusatzlich die Cholesterinkonzentrationen in den einzelnen LDL-
Subtypen gemessen. Ein weiteres Ziel ist also die Beschreibung des
Verhaltens einzelner Komponenten der LDL-Subfraktionen nach Apherese.
Da aus den oben diskutierten Tracerstudien (siehe 1.3.) aber auch
ableitbar ist, dass die zugrundeliegende Hyperlipoproteindmie die
Bildungswege der small-dense LDL beeinflussen kann, soll ein definiertes
Kollektiv untersucht werden: es werden daher ausschliel3lich Patienten mit
KHK und Familiarer Hypercholesterinamie (FH), die regelmaf3ig mit LDL-
Apherese behandelt werden, in die Studie aufgenommen. Bei jedem
Patienten soll der Wiederanstieg (= Rebound) der LDL-Subtypen nach
Durchfiihrung einer LDL-Apherese bestimmt werden. Die gemessenen
Wiederanstiegsdaten sollen dann dahingehend analysiert werden, wie gut
sie mit simulierten Wiederanstiegskinetiken utbereinstimmen. Fur diese
Simulationen wird ein Computerprogramm verwendet und es sollen fur drei
verschiedene hypothetische Modelle (Modelle A-C), nach denen es
denkbar ist, dass small-dense LDL gebildet werden, Simulationen
durchgefuhrt werden:

- Modell A postuliert dabei eine indirekte Produktion von small-dense LDL
durch Delipidierung weniger dichter LDL-Subtypen (large-buoyant LDL,

intermediate-dense LDL, siehe Abb. 2).
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- Modell B geht von einer direkten und voneinander unabhangigen Bildung
von large-buoyant, intermediate-dense und small-dense LDL aus
VLDL/IDL-Vorlauferpartikeln aus (siehe Abb. 3).

- Modell C beinhaltet die Kombination dieser beiden Stoffwechselwege fir

die Bildung von small-dense LDL (siehe Abb. 4).

Abbildung 2: Modell A

Modell A

LOL-
Worlaufer
(WVLOCL, IDL)

LOL-Subtypen

intermediate
dense
LOL
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Abbildung 3: Modell B

Modell B

LOL-
Vorlaufer
(WLOL, 1DL)

LOL-Subtypen

intermediate
dense
LOL

Abbildung 4: Modell C
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Das Modell mit der besten Ubereinstimmung der beobachteten mit den
simulierten Daten soll dann verwendet werden, um die metabolischen
Parameter wie die fraktionelle katabolische Rate (FCR, siehe 2.8.) und die
Produktionsrate (PR, siehe 2.8.) fur die large-buoyant, intermediate-dense
und small-dense LDL-Subtypen abzuschéatzen.

Weiterhin soll getestet werden, in wieweit die metabolischen Parameter,
welche aus demjenigen Modell abgeleitet werden, das die beobachteten
Daten am besten beschreibt (Modell A, B oder C), mit publizierten Daten

zum LDL-Stoffwechsel Gibereinstimmen.
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2. MATERIAL UND METHODEN
2.1. Studiendesign und Patientenkollektiv

Es wurden sieben Patienten untersucht, die alle an einer angiographisch
dokumentierten koronaren Herzkrankheit (KHK) und einer familiaren
Hypercholesterinamie (FH) leiden (Alter: 589 Jahre, 4 Manner, 3 Frauen,
Pra-Apherese-Konzentrationen: Gesamt-Cholesterin 408+102 mg/dl, LDL-
Cholesterin 342+87 mg/dl, Triglyzeride 109+39 mg/dl, HDL-Cholesterin
46+12 mg/dl). Alle Patienten wurden regelmaf3ig seit mindestens zwei
Jahren in ein- oder zweiwdchigen Intervallen mit einer LDL-Apherese-
Therapie behandelt. Weiterhin hielten alle Patienten eine cholesterinarme
und fettmodifizierte Diat ein. Sechs Patienten wurden zusatzlich seit
mindestens sechs Monaten mit einem Statin behandelt, dessen Dosierung
sich nach der individuell maximal tolerierbaren Dosis richtete (Atorvastatin:
n =5, Simvastatin: n = 1).

Bei allen Studienteiinehmern wurden Mutationen von ApoB
ausgeschlossen und die Diagnose einer heterozygoten FH wurde anhand
von klinischen Kriterien gestellt.

Der Wiederanstieg der 7 LDL-Subtypen wurde anhand von 6 Messungen
nach Apherese bestimmt. Somit wurden die Cholesterin- und ApoB-
Konzentrationen in allen 7 LDL-Subfraktionen sofort nach Apherese (Tag
0) und an den Tagen 1, 2, 3, 5 und 7 nach erfolgter Apherese gemessen.
Alle Patienten wurden in einem personlichen Gesprach ausfuhrlich Gber
die geplante Studie informiert und erteilten anschlieend ihr schriftliches
Einverstandnis. Auch die Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der
Ludwig-Maximilians-Universitat, Minchen, hat dem Studienprotokoll

zugestimmt.
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2.2. Eingesetzte Apherese-Verfahren

Als LDL-Apherese-Verfahren wurde bei einem Patienten die
Immunoadsorption (Plasmaselect, Teterow, Deutschland), bei zwei
Patienten die HELP-Methode (Braun, Melsungen, Deutschland), bei zwei
weiteren Patienten die Dextransulfatadsorption (Kaneka, Osaka, Japan)
[69] und bei den beiden restlichen Patienten die LDL-Hamoperfusion mit
dem DALI-System (Fresenius, St. Wendel, Deutschland) [10] angewendet.
Die Patienten, die mit HELP, Dextransulfatadsorption oder
Immunoadsorption behandelt wurden, erhielten eine Antikoagulation mit
Heparin (1000 - 5500 IU als Bolus und bis zu 3000 IU/h kontinuierlich),
wéahrend den Patienten, die mit dem DALI-System therapiert wurden, eine
Citrat-Dextrose-Losung - wie empfohlen [10] - verabreicht wurde. Die
Apheresedauer wurde dahingehend standardisiert, dass (mit
Zwischenmessung des Gesamt-Cholesterins) eine Postapherese-LDL-
Konzentration von 50 - 60 mg/dl erreicht wurde. Hierfur wurde eine
Behandlungszeit von 1.15 - 3.20 h und ein Plasmavolumen (gesamtes

Blutvolumen) von 2500 - 6000 ml (5200 - 8500 ml) bendtigt.

2.3. Gewinnung und Verarbeitung der Proben

Den Patienten wurde unmittelbar vor und nach Apherese sowie an den
Tagen 1, 2, 3, 5 und 7 nach Apherese jeweils morgens und in nichternem
Zustand 2 x 10 ml Blut in EDTA-ROhrchen abgenommen. Die so
gewonnenen Blutproben wurden bei 3000 Umdrehungen/min fur jeweils 10
Minuten zentrifugiert und das anschlie3end abgehobene Plasma wurde bei

4T aufbewahrt. Die Lipidmessungen daraus erfolgten innerhalb von 48
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Stunden. Die Plasmaproben fur die LDL-Subtypen-Bestimmungen wurden

bis zur Durchfiihrung der DGUZ bei -75C eingefroren .

2.4. Analytische Messung der Lipide

2.4.1. Bestimmung der Gesamt-Cholesterin-, Triglyzerid-, HDL- und LDL-

Cholesterin-Konzentration

Die Gesamt-Cholesterin- und Triglyzerid-Konzentrationen im Plasma
wurden mit enzymatischen Verfahren anhand eines Autoanalyzers (EPOS,
Eppendorf, Hamburg) durchgefuhrt. Das HDL-Cholesterin wurde nach
Féallung der Apolipoprotein B (ApoB) enthaltenden Partikel mit
Dextransulfat und Magnesiumazetat gemessen. Der LDL-Cholesterinwert
wurde nach der Formel von Friedewald berechnet [28], da alle Plasma-
Triglyzeridkonzentrationen unter 400 mg/dl lagen:

LDL-Chol = Gesamt-Chol — HDL-Chol — (Triglyzeride/5)

2.4.2. Nephelometrische Messung von Apolipoprotein B

Die Konzentration von Apolipoprotein B wurde immunnephelometrisch
anhand von Kaninchen-Antikdrpern gegen humanes ApoB bestimmt
(Behring Nephelometer 100 Analyzer, DADE Behring, Marburg; N-

Antiserum Human Apolipoprotein B vom Kaninchen, Behring;).

2.5. Bestimmung der LDL-Subtypen durch Dichtegradie ntenultra-
zentrifugation

Der Dichtegradientenultrazentrifugation liegt die unterschiedliche
Wanderung von aufzutrennenden Partikeln im Zentrifugalfeld zugrunde, die

von Eigenschaften wie Durchmesser und Dichte der Teilchen und von
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Eigenschaften der Zentrifugationslosung wie Viskositat und Dichte sowie
dem Gravitationsfeld abhangt.
Mit diesem Verfahren konnen LDL-Partikel, je nach Modifikation der

Methode, in unterschiedlich viele LDL-Subfraktionen aufgetrennt werden.

2.5.1. Durchfihrung der Dichtegradientenultrazentrifugation

Die LDL-Subtypen wurden mittels isopyknischer
Dichtegradientenultrazentrifugation nach der Methode von Chapman et al.
[17] mit einigen Abwandlungen, die kirzlich von Schamberger et al. [74]
beschrieben wurden, aufgetrennt. Hierbei werden im LDL-Dichtebereich
von 1.019 - 1.063 g/ml sieben verschiedene LDL-Subfraktionen
voneinander isoliert. Die einzelnen Arbeitsschritte werden im Folgenden

genauer beschrieben.

2.5.1.1. Beschichtung der Ultrazentrifugationsréhrchen

Fur die DGUZ kamen Zentrifugationsréhrchen mit einer speziellen
Beschichtung zur Anwendung, die folgendermalen hergestellt wurden: Flr
die Beschichtungslosung wurden 6 g Polyvinylalkohol in 150 ml H,O bidest
unter Rickfluss erhitzt und gerihrt. Hierzu wurde tber einen Tropftrichter
150 ml Isopropanol zugefugt. Die Losung wurde anschlielBend solange
geruhrt und erhitzt, bis die Alkohole vollstdndig reagierten. Dies war an
einem Aufklaren der Losung zu erkennen. Danach lie3 man die
Beschichtungslosung auf Raumtemperatur abkihlen und im Anschluss
wurden die Zentrifugationsrohrchen vollstandig mit der Lésung gefullt. Die
Einwirkzeit betrug 15 Minuten. Dann wurden die Réhrchen getrocknet, mit

H20 bidest gefullt und Gber Nacht stehen gelassen. Abschliel3end wurden
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die Ultrazentrifugationsréhrchen mit H20 bidest gespult und auf ein Gestell

zum Trocknen gegeben.

2.5.1.2. Herstellung der Salzlésungen

Der Dichtegradient in den UZ-Rohrchen wurde mit Salzldsungen aus NacCl
und KBr folgender Dichten hergestellt: d; = 1.006 g/ml, d> = 1.019 g/ml, d3
= 1.063 g/ml und d4s = 1.240 g/ml. Die Berechnung der erforderlichen
Salzmengen zum Erhalt der notwendigen Dichten erfolgte nach der
Radding-Steinberg-Formel:

d2—d:

[9/m|]:m

d; = vorhandene Dichte, d, = gewiinschte Dichte, v = Konstante

Im ersten Schritt wurde als Stammldésung eine NaCl-Lésung der Dichte
1.006 mg/l (d;) hergestellt:

8.38 g NaCl ad 1 | H,O bidest. (v = 0.2826 bei 15C).

Zur Verhinderung einer bakteriellen Besiedlung wurden der Stammlésung
0.1% NaNgz und 0.04% EDTA zugeflgt.

AnschlieBend wurden unter Verwendung der Stammldsung drei weitere
Dichtelésungen hergestellt. Dabei wurde in jedes Aliquot der Stammlésung
KBr zugegeben:

0.01824 g KBr / ml Stammlésung (v = 0.2820 bei 15C) fir d » (1.019 g/ml).
0.08222 g KBr / ml Stammlésung (v = 0.2886 bei 15<C) fiir d 3 (1.063 g/ml).

0.37560 g KBr / ml Stammlésung (v = 0.3050 bei 15C) fiir d 4 (1.240 g/ml).
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2.5.1.3. Vorbereitung der Plasmaproben

Zu 3 ml Plasma mit einer angenommenen Dichte von 1.006 g/ml wurden

0.966 g KBr zugefuigt. Mit Hilfe des Vortex wurde das Salz vollstandig in

L6sung gebracht und so eine Dichte der Probe von 1.210 g/ml eingestellt.

2.5.1.4. Erzeugung des Dichtegradienten

Die Zusammensetzung des Dichtegradienten in einem UZ-RdOhrchen ist in

Abbildung 5 gezeigt. Er besteht aus fiinf Schichten, wobei die Dichte von

unten nach oben abnimmt.

Abbildung 5: Schematische Darstellung der DGUZ
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Die vier unterschiedlichen Salzlésungen und das Plasma wurden zur

Herstellung des Gradienten in je ein kleines 3.5 ml-RAhrchen pipettiert. Der

Inhalt jedes Rohrchens wurde anschlieBend durch eine Rollenpumpe mit
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konstanter Geschwindigkeit Gber diinne Gummischlauche in das jeweilige
Zentrifugationsrohrchen geschichtet. Auf diese Weise entstand ein
diskontinuierlicher Dichtegradient, der sich aus 2 ml NaCIl/KBr-Losung der
Dichte 1.240 mg/dl am Boden, dann dariiber 3 ml Plasma der Dichte 1.210
mg/dl, 2 ml NaCl/KBr-Lésung der Dichte 1.063 mg/dl, 2.5 ml NaCIl/KBr-
Losung der Dichte 1.019 mg/dl und schlief3lich zuoberst 2 ml NaCl/KBr-
Ldsung der Dichte 1.006 mg/dl zusammensetzte. Anschliel3end wurden die
Zentrifugationsrohrchen vorsichtig in die Schwinghaube des ,Swinging-
bucket-Rotors* (SW 40Ti, Beckman) gegeben und dieser in den Rotor der
Zentrifuge eingehéangt. Es konnten jeweils sechs Proben pro Rotor

aufgetrennt werden.

2.5.1.5. Eigenschaften der Ultrazentrifugation

Ein Lauf enthielt jeweils die sechs Plasmaproben desselben Patienten, um
eine inter-assay-Varianz auszuschliel3en. Die Ultrazentrifugation wurde bei
15C mit 40000 Umdrehungen und einer Dauer von 48 Stunden
durchgefuhrt (relatives Zentrifugalfeld bei 40000 U/min.: 202000 g). Zur
Vermeidung einer Durchmischung des Dichtegradienten erfolgte die

Dezeleration des Rotors ohne Bremse.

2.5.1.6. Fraktionierung der LDL-Subtypen und Erstellung des LDL-
Dichteprofils

Die Zentrifugationsréhrchen wurden nach Entnahme des Rotors aus der
Zentrifuge in einen Reagenzglashalter gespannt. Dann wurden mit einer

Eppendorfpipette 15 Fraktionen & 0.5 ml (ohne Durchmischung des

27



Gradienten oder Blasenbildung) jeweils von der obersten Schicht des
Gradienten sukzessive abgehoben.

Anschliel3end wurden die Cholesterinkonzentrationen in den 15 Fraktionen
mit einem Autoanalyzer (EPOS, Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
bestimmt. Hierbei wurden die Proben nach grindlicher Durchmischung und
zehnminutiger  Inkubation  bei  Zimmertemperatur gegen  den
Reagenzienleerwert photometrisch gemessen. Es wurden immer zwei
Messwerte in einer Doppelbestimmung ermittelt, bei denen nur
Abweichungen < 1% akzeptiert wurden, und von denen das arithmetische
Mittel zur weiteren Datenanalyse verwendet wurde.

Dem Dichtebereich der LDL-Partikel (d = 1.019 - 1.063 g/ml) entsprachen
die Fraktionen 5 - 11. Demnach konnten sieben LDL-Subfraktionen isoliert
werden, deren Dichtebereiche in Tabelle 1 zu finden sind (siehe auch
Abbildung 5). In diesen sieben LDL-Subfraktionen wurden die ApoB-
Konzentrationen wieder immunnephelometrisch gemessen (Nephelometer,
Dade, Behring, Deutschland, siehe 2.4.2.).

Die LDL-Subfraktionen 1 und 2 (d = 1.019 - 1.029 g/ml) wurden als grol3e,
leichte LDL (= large-buoyant LDL) definiert, die LDL-Subfraktionen 3 und 4
(d = 1.030 - 1.040 g/ml) als LDL intermediarer Dichte (= intermediate-
dense LDL) und die LDL-Subfraktionen 5 bis 7 (d = 1.041 - 1.063 g/ml) als
kleine, dichte LDL (= small-dense LDL) (siehe Tab. 1). Diese drei Gruppen
von LDL-Subtypen wurden dann auch fir die Beschreibung des

Wiederanstiegs und fir die Kinetiksimulationen verwendet.
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Tabelle 1:

Dichtebereich der sieben LDL-Subfraktionen

LDL-Subfraktion Dichtebereich [g/ml] LDL-Subtyp
LDL-1 1.019-1.024 large-buoyant LDL
LDL-2 1.025-1.029 large-buoyant LDL
LDL-3 1.030-1.034 intermediate-dense LDL
LDL-4 1.035- 1.040 intermediate-dense LDL
LDL-5 1.041 - 1.047 small-dense LDL
LDL-6 1.048 - 1.057 small-dense LDL
LDL-7 1.058 - 1.063 small-dense LDL

Die LDL-Subtypen wurden durch die jeweilige Cholesterin- sowie ApoB-
Konzentration quantifiziert (siehe Abb. 6a). Weiterhin wurde der relative
Anteil des jeweiligen LDL-Subtyps berechnet (= LDL-Subtypenprofil, siehe
Abb. 6c¢), indem die LDL-Cholesterin- bzw. LDL-ApoB-Konzentration des
jeweiligen LDL-Subtyps durch die Gesamt-LDL-Cholesterin- bzw. Gesamt-
LDL-ApoB-Konzentration (LDL-Cholesterin 1-7, LDL-ApoB 1-7) geteilt

wurde.

29



Abbildung 6a: LDL-Cholesterinprofil
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Abbildung 6c¢: LDL-Subtypen-Dichteprofil
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2.5.1.7. Standard

Es wurde eine Standardkurve mit einem Kontrollgradienten ermittelt, der
aus einer NaCl/KBr-Lésung (d = 1.21 g/ml, zu 3 ml NaCl-Stammldsung
0.966 g KBr gegeben), anstatt aus Plasma, konstruiert war. Dieser
Kontrollgradient wurde in sieben Aliquots zu je 1 ml abgehoben. Die
einzelnen Dichten wurden in den erhaltenen Fraktionen bei 15T
gemessen (Densitometer, Anton Paar, Graz, Osterreich). Daraus wurde
eine Referenzkurve erstellt, und aus dieser konnten die Dichten der
jeweiligen LDL-Subfraktionen abgelesen werden. Mit Hilfe dieser
Referenzkurven wurden in Vorversuchen der inter- und intra-assay-
Variationskoeffizient bestimmt [74], die beide < 5% betrugen [74]. In

Tabelle 2 ist zudem die aus 25 Messungen gemittelte Dichte und
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Standardabweichung fir jede LDL-Fraktion des Kontrollgradienten

dargestellt.

Tabelle 2:

Mittlere Dichte d. einzelnen LDL-Fraktionen d. Kontrollgradienten (n = 25)

LDL-Fraktion mittlere Dichte [g/ml] Standardabweichung

1 1.014 0.0005
2 1.017 0.0005
3 1.024 0.0008
4 1.034 0.0007
5 1.047 0.0013
6 1.066 0.0013
7 1.089 0.0024

aus Vorversuchen des Labors, publiziert von Schamberger et al. [74]

2.5.2. Bezugsquellen der Chemikalien und Geréte

Folgende Chemikalien wurden fir die DGUZ verwendet:
- zur Beschichtung der Rohrchen:
- Polyvinylalkohol, Merck, Darmstadt
- Isopropanol (2-Propanol), Merck, Darmstadt
- fur die Salzlésungen des Dichtegradienten:
- Natriumchlorid (NaCl), Merck, Darmstadt
- Kaliumbromid (KBr), Merck, Darmstadt
- Natriumazid (NaN3), Merck, Darmstadt
- Ethylendinitrilotetraessigséaure (EDTA) Dinatriumsalz, Titriplex I,

Merck, Darmstadt
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- fur die Lipidbestimmungen:
- Monotest Cholesterin Reagenzldsung, Boehringer, Mannheim
- Heparin-Natrium Braun 25000 IE/5 ml, Braun Melsungen, Melsungen
- Mangan-lI-chlorid (2 mol/l), Merck, Darmstadt
- Triglyzeride GPO-PAP, Boehringer, Mannheim
- Phospholipide MPR2, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
An Geraten kamen zum Einsatz:
- Ultrazentrifugations-Roéhrchen: Ultra-Clear, 14 x 95 mm, Beckman
- Reagenzrohrchen: 3.5 ml, 55 x 12 mm, Polystyrol, Sarstedt
- Schlauchpumpe: Mikropumpe, ISMATEC
- Rotor: SW 40 Ti, Beckman
- Pasteurpipetten aus Glas, ca. 15 mm, Brand
- Pipette, 100 - 1000 pl, Eppendorf
- EPOS, Autoanalyzer, Eppendorf

- Densitometer, Anton Paar DMA 38, Graz, Osterreich

2.6. Kinetische Modelle

Es wurden drei verschiedene Modelle entworfen, um den LDL-Subtypen-
Metabolismus nach Apherese zu erklaren. Modell A (Abb. 2) besagt, dass
small-dense LDL durch Delipidierung von large-buoyant LDL und
intermediate-dense LDL entstehen. In Modell B (Abb. 3) wird davon
ausgegangen, dass large-buoyant, intermediate-dense und small-dense
LDL direkt aus LDL-Vorlauferstufen (VLDL oder IDL) unabhangig
voneinander gebildet werden. In Modell C (Kombination aus Modell A und

B, Abb. 4) ist die Bildung von small-dense LDL-Subtypen sowohl durch
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Delipidierung aus VLDL/IDL-Vorlaufern als auch durch die Delipidierung

von large-buoyant oder intermediate-dense LDL mdglich.

2.7. Computerprogramm und Modelling

Mithilfe einer Computersimulation wurde berechnet, welches der drei oben
genannten Modelle den Wiederanstieg der large-buoyant, intermediate-
dense und small-dense LDL nach LDL-Apherese am besten beschreiben
kann. Dafir wurde zuerst unter Vorgabe jedes der drei Modelle der zu
erwartende Wiederanstieg der large-buoyant, intermediate-dense und
small-dense LDL durch das Computerprogramm simuliert. Fir das
Modelling wurde angenommen, dass keiner der metabolischen Parameter
(FCR = fraktionelle katabolische Rate, PR = Produktionsrate, Definitionen
siehe 2.8.) durch die LDL-Apherese beeinflusst wird. Zudem wurde
vorausgesetzt, dass alle Stoffwechselraten der jeweiligen Modelle wahrend
der Dauer der Studie konstant blieben. Die initialen Bedingungen (Masse
innerhalb jedes Kompartiments zu Studienbeginn) wurden nach den
Konzentrationsmessungen in jeder einzelnen LDL-Subfraktion festgelegt.
Alle Computersimulationen wurden mit dem SAAM Il Programm (Version
1.1; SAAM Institut, Seattle, Washington, USA) berechnet.

Es wurde dasjenige Modell fur die weiteren Berechnungen verwendet,
welches die beste Ubereinstimmung zwischen erwarteten und
gemessenen Werten, den besten fit“, zulasst. Hierfiir wurde auch das AIC
(= Akaike Information Criterion) berechnet, welches die Qualitdt des Fits
mathematisch ausdriickt: Je niedriger der Wert des AIC, desto besser

stimmen erwartete mit gemessenen Daten Uberein.
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Dieser Modelling-Prozess wurde sowohl mit den Konzentrationsdaten von

ApoB wie auch mit den Cholesterin-Konzentrationsdaten durchgefuhrt.

2.8. Berechnung metabolischer Parameter

Auch die Berechnung der metabolischen Parameter, FCR (fractional
catabolic rate) und PR (production rate), wurden aus dem Modell mit dem
besten Fit abgeschéatzt. Dabei ist die FCR (= fractional catabolic rate) die
Umsatzrate der jeweiligen LDL-Subtypen. Das heildt, sie ist eine relative
GroRe, die angibt, welcher Anteil eines Kompartiments pro Zeiteinheit (d™)
umgesetzt wird, wobei die Poolgro3e durch die jeweilige Konzentration von
large-buoyant, intermediate-dense und small-dense LDL reprasentiert wird.
Die PR (= production rate) ist eine aus Poolgrdl3e und FCR entsprechend
der Formel: PR = FCR x Pool abgeleitete Grof3e, und gibt die pro
Tag produzierte Menge von large-buoyant, intermediate-dense und small-

dense LDL an ([mg/kg/Tag]).

2.9. Statistische Analyse des Wiederanstiegs der LD  L-Subtypen

Da AIC, FCR und PR nicht einer Normalverteilung unterlagen, wurden flr
die statistische Auswertung nicht-parametrische Tests verwendet. Der
Wilcoxon-Test wurde fir verbundene Stichproben (k = 2) angewandt, der
Friedman-Test kam fur mehr als 2 verbundene Stichproben (k > 2) zur
Anwendung. Die jeweiligen FCR fur large-buoyant, intermediate-dense und
small-dense LDL, die aus dem Wiederanstieg der LDL-ApoB- und LDL-
Cholesterin-Subfraktionen stammen, wurden unter Anwendung des

Wilcoxon-Tests fur verbundene Stichproben (k = 2) verglichen.
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3. ERGEBNISSE
3.1. LDL-Subtypenprofil vor LDL-Apherese bei Patien  ten mit FH

Um das LDL-Subtypenprofil der Patienten mit FH zu beurteilen, wurden die
einzelnen LDL-Subtypen mit denen stoffwechselgesunder Probanden

(aus [33], n =44, Alter 41£10, m : w = 16 : 28, LDL-Chol < 159 mg/dIl, TG <
151 mg/dl) verglichen (Abb. 8). Bei beiden Gruppen dominiert der Anteil an
LDL-4, bei den FH-Patienten mit 31,4% und bei dem Normalkollektiv mit
24,7%. Der relative Anteil von LDL-5 ist bei den FH-Patienten hoher als bei

den Gesunden (24,7% vs. 16,1%).

Abbildung 8: LDL-Subtypen vor Apherese

LDL-Subtypen vor Apherese bei FH im Vergleich zu einer Normalpopulation (NLP)

relativer Cholesterinanteil [%0]

31,4

LDL 1 LDL 2 LDL 3 LDL 4 LDL 5 LDL 6 LDL 7

MFH, n=7 LDL-Subtypen
CINLP, n = 44, nach Geiss et al. [33]

In Abbildung 9 sind die Verteilungen der LDL-Subtypen noch einmal unter
Gruppierung zu large-buoyant (LDL-1 und LDL-2), intermediate-dense
(LDL-3 und LDL-4) und small-dense LDL-Subtypen (LDL-5, LDL-6 und

LDL-7) gezeigt. Hierbei fallt der etwas hoéhere Anteil an small-dense LDL
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bei den FH-Patienten auf, der vor allem durch die Unterschiede in LDL-5

zustande kommt (Abb. 8).

Abbildung 9: LDL-Subtypen bei FH im Vergleichzu NL P

LDL-Subtypen bei FH im Vergleich zu einer Normalpopulation (NLP)

relativer Cholesterinanteil [%]

50 b----- - A8 1 -]

large intermediate small
|MIFH, n =7 DINLP, n = 44, nach Geiss et al. [33]| LDL-Subtypen

3.2. Effekt der LDL-Apherese auf Lipide bei FH

3.2.1. Einfluss auf Plasmalipide

Wie in Tabelle 3a gezeigt wird, fiuhrte die LDL-Apherese in der
Patientengruppe zu einer Reduktion des Gesamt-Cholesterins um 57+7%,
des LDL-Cholesterins um 71+7%, des Apolipoprotein B um 68+8%, des
HDL-Cholesterins um 13£9% und der Triglyzeride um 49+17% (p < 0.05
fur alle Variablen, Wilcoxon-Test).

Tabelle 3b gibt die Lipidkonzentrationen im Plasma vor und nach LDL-

Apherese fir die einzelnen Patienten an.
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Tabelle 3a:

Lipoproteinkonzentrationen vor und direkt nach LDL-Apherese sowie vor
der nachst folgenden Apherese (7 Tage spater).

Zudem ist der Wiederanstieg (in %) von Gesamt-Cholesterin, LDL-
Cholesterin, Apolipoprotein B und HDL-Cholesterin an den Tagen 2 und 3

nach Apherese im Vergleich zu den Pra-Apherese-Werten gezeigt.

Gesamt- LDL-Cholesterin  Apo-B HDL-Cholesterin
Cholesterin
Pra-Apherese- 255+29 178128 142421 46+10
Konz. [mg/dl]
Konz. direkt n. 108+9? 51+10° 44+8° 39+8°
Aph. [mg/dl]
Konz. vor nchst. 251+48 171+34 137+25 48+12
Aph. [mg/dl]
Reduktion unter 577 71+7 68+8 1349
Apherese [%)]
Wiederanstieg 7448 67+11 7048 99115
Tag 2 [%] °
Wiederanstieg 7948 7611 7919 99+14

Tag 3 [%]°

% p < 0.05, fur Unterschiede zwischen Pra-Apherese-Konzentration vs.
Konzentration nach Apherese.

® Konzentration an Tag 2 (Tag 3) verglichen mit Tag 7.
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Tabelle 3b:
Lipoproteinkonzentrationen der einzelnen Patienten vor sowie direkt nach

LDL-Apherese.

Patient Gesamt-Chol LDL-Cholesterin ApoB VLDL/IDL-
[mg/dl] [mg/dl] [mg/dl] ApoB [mg/dI]
vor nach vor nach vor nach vor nach
A W. 288 103 215 47 176 41 21 5
F. E. 275 103 213 63 167 49 41 11
K. K. 241 117 167 56 138 43 5 2
L. B. 254 101 176 55 130 36 32 14
S. G. 282 118 165 33 171 52 8 4
S. K. 206 117 137 56 124 59 24 11
S. P. 237 98 171 50 130 40 17 7
MW 255 108 178 51 148 45 17 5
+SD 129 19 +28 +10 +22 18 12 13

3.2.2. Auswirkungen auf LDL-Subtypen

Die LDL-Apherese bewirkte einen Abfall des LDL-Cholesterins in den
large-buoyant, intermediate-dense und small-dense LDL-Subtypen um
jeweils 66.3+12.7% (p < 0.05), 68.3+9.0% (p < 0.05) und 68.7+11.7% (p <
0.05) (siehe Tab. 4a).

In &@hnlichem Umfang wurde auch Apolipoprotein B durch die LDL-
Apherese in den large-buoyant, intermediate-dense und small-dense LDL-
Subfraktionen abgesenkt (60.3£12.4% (p < 0.05), 66.6£5.2% (p < 0.05)

und 68.8+11.3% (p < 0.05), siehe Tab. 4a-b).
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Tabelle 4a:

Wiederanstieg von Cholesterin und ApoB in large-buoyant, intermediate-

dense und small-dense LDL nach LDL-Apherese.

Alle Werte sind Mittelwerte+SD.

vor nach Reduktion ~ Wieder- Wieder-
Apherese Apherese  [%] anstieg anstieg
[mg/dl] [mg/dl] Tag 2° [%] Tag 3° [%)]

Ib LDL-Chol 18.1+5.9 5.8+1.8% 66.3+12.7 79+22 86123

id LDL-Chol 80.3+11.9 25.0£7.2* 68.319.0 67%9 75+14

sd LDL-Chol 72.7+20.6 20.7+4.7° 68.7+11.7 64+12 7515

Ib LDL-ApoB 11.4+3.1 4.5+1.6% 60.3+12.4 85%16 96123

id LDL-ApoB  60.3+7.2 20.0£2.7* 66.6%5.2  69%7 79+13

sd LDL-ApoB  64.8+18.9 19.245.9* 68.8+11.3 6749 78+£15

a

Werten.

signifikant (p < 0.05) unterschiedlich im Vergleich zu Pra-Apherese-

® Der Wiederanstieg bezieht sich auf den Anteil (%) der Cholesterin- bzw.

ApoB-Konzentration von large-buoyant, intermediate-dense und small-

dense LDL, der an Tag 2 und Tag 3 erreicht wird, im Vergleich zum Pra-

Apherese-Wert.
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Tabelle 4b:
ApoB der jeweiligen Patienten in den large-buoyant, intermediate-dense

und small-dense LDL-Subfraktionen vor und nach Apherese.

Patient large-buoyant LDL intermediate-dense LDL small-dense LDL [mg/dl]
[mgydI] (%)° [mg/di] (%)* (%)*
vor nach vor nach vor nach
AL W. 11.6 4.4 55.0 17.5 91.1 18.9
(7%) (11%) (35%) (43%) (58%) (46%)
F. E. 12.0 4.6 61.6 22.4 47.4 11.5
(10%) (12%) (51%) (58%) (39%) (30%)
K. K. 9.0 2.7 68.1 23.8 54.7 16.7
(7%) (6%0) (52%) (55%) (42%) (39%)
L. B. 10.6 3.8 57.8 15.0 48.7 17.3
(9%) (11%) (49%) (42%) (42%) (48%)
S. G. 18.6 7.6 68.3 20.7 96.9 20.2
(10%) (16%) (37%) (43%) (53%) (42%)
S. K. 8.6 5.8 46.7 20.4 58.1 32.4
(8%) (10%) (41%) (35%) (51%) (55%)
S.P. 9.6 2.6 64.9 20.1 56.6 17.7
(7%) (6%) (50%) (50%) (43%) (44%9
Mittelwert+ 11.4+3.1  4.5+1.6 60.3+7.2  20.0+2.7 64.8+18.9 19.2+5.9
SD (8+1.4%) (10+3.2%) (45+7.0%) (4648.3%) (47+7.1%) (43+7.9%)

% bezieht sich auf den Prozentanteil von ApoB

Die Zusammensetzung der LDL-Subtypen wurde durch die Apherese nicht
beeinflusst, da das Cholesterin/ApoB-Verhéltnis vor Apherese nicht
signifikant unterschiedlich zu der Ratio nach Apherese in den large-
buoyant LDL (1.57+0.18 versus 1.35+0.40, p = 0.17), intermediate-dense

LDL (1.33+0.07 versus 1.26+0.34, p = 0.17) oder small-dense LDL-
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Subtypen (1.13+0.09 vs. 1.13+0.29, p = 0.90 fur Unterschiede, Wilcoxon-

Test) war.

Als weiterer Parameter fur die Darstellung der Komposition der LDL-
Subfraktionen wurden die Phospholipide in den einzelnen LDL-Subtypen
gemessen. Die hieraus gewonnenen Ergebnisse zeigten ebenfalls keine
Anderung in Bezug auf die Komposition der LDL-Subtypen (Daten nicht

dargestellt).

3.2.3. Verhalten des LDL-Subtypen-Dichteprofils

Nach LDL-Apherese konnte eine Verschiebung (Shift) im LDL-Subtypen-
Dichteprofil beobachtet werden, d.h. der relative Anteil von small-dense
LDL war gegenuber den anderen grof3eren und weniger dichten LDL-
Subtypen (large-buoyant und intermediate-dense LDL) vermindert. Dieser
Effekt war unabhangig davon, ob die LDL-Subfraktionen durch den
Cholesterin- oder ApoB-Anteil reprasentiert wurden.

Zum Beispiel anderte sich dabei fur Cholesterin der prozentuale Anteil der
large-buoyant LDL am Tag O (direkt nach Apherese) von 10,4% vor
Apherese auf 11,6% nach erfolgter Apherese. Der relative Anteil der
intermediate-dense LDL-Subfraktion stieg von 47,6% auf 48,0%
respektive. Im Gegenzug dazu sank der prozentuale Anteil der small-
dense LDL von 42,0% auf 40,4% (siehe Abb. 10).

Am starksten ausgepragt war dieser Shift bei beiden MessgrofRen am Tag
1 nach Apherese zu beobachten. Hier stiegen die large-buoyant LDL
(relativen Anteile) von 11,6% auf 13,9% und die intermediate-dense LDL

von 48,0% auf 49,8%, wohingegen die small-dense LDL von 40,4%
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relativem Anteil an der LDL-Subtypen-Verteilung auf 36,4% absanken

(siehe Abb. 10).

Abbildung 10: Veranderungen des LDL-Subtypenprofils Uber 7 Tage

(LDL-Subtypen durch den Cholesteringehalt ausgedri ckt)

relativer Anteil [%]
42 40.4 36.4 40.4 42.1 40.3 42

100%

80%

60% | | 496 | —— I o
47.6 48 47.8 46.5 49.3 47.6

40%

20%

7 0 Tag 1 2 3 5 7
(vor n. Aph.)(nach Aph.) (vor n. Aph.)

|-Iarge Olintermediate Dsmall|

Die durch ApoB reprasentierten LDL-Subtypen zeigten einen &hnlichen
Trend: Anstieg von large-buoyant LDL am Tag O nach Apherese von 8,3%
auf 10,2% und von intermediate-dense LDL von 45,0% auf 46,4%,
wahrend die small-dense LDL von 46,7% auf 43,3% absanken. An Tag 1
nach Apherese nahm der relative Anteil der large-buoyant LDL-Subfraktion
von 10,2% auf 12,1%, sowie der intermediate-dense Subtypen von 46,4%
auf 47,8% zu. Die prozentualen Anteile der small-dense LDL-Subtypen

fielen von 43,3% auf 40,1% ab (siehe Abb. 11).
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Abbildung 11: Veranderungen des LDL-Subtypenprofils Uber 7 Tage

(LDL-Subtypen durch den ApoB-Gehalt ausgedriickt)

relativer Anteil [%0]
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3.3. Wiederanstieg der Lipide nach LDL-Apherese bei FH

Sieben Tage nach Apherese (Tag 7) erreichten LDL-Cholesterin und LDL-
ApoB wieder Vor-Apheresewerte, wobei das LDL-Cholesterin dann 171+34
mg/dl und das LDL-ApoB 137+25 mg/dl betrug. Genauso erreichte das
Gesamt-Cholesterin mit 251+48 mg/dl und das HDL-Cholesterin mit 48+12
mg/dl wieder seine Pra-Apheresewerte (siehe Tabelle 3a).

Der Verlauf von Cholesterin, LDL- und HDL-Cholesterin sowie von ApoB
Uber 7 Tage nach Reduktion durch LDL-Apherese ist in Abbildung 12

dargestellt.
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Abbildung 12: Wiederanstieg von Cholesterin, LDL- u nd HDL-

Cholesterin sowie von ApoB nach LDL-Apherese

Konzentration [mg/dl]
260
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Apherese nachst. Aph. (7)

|—-—Cho|esterin <+ LDL-Chol +HDL-Chol +Apo-B |

Die Wiederanstiegsrate unterschied sich dabei zwischen den einzelnen
Lipidparametern und war fur HDL-Cholesterin am hochsten (an Tag 2
99+15% und an Tag 3 99+14% der Ausgangskonzentration), gefolgt von
der Wiederanstiegsrate des Gesamt-Cholesterins mit 74+8% (Tag 2) und
79+8% (Tag 3), des LDL-ApoB mit 70+8% (Tag 2) und 79+9% (Tag 3) und
des LDL-Cholesterins mit 67£11% (Tag 2) und 76+x11% (Tag 3) (siehe

Tab. 3a).
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3.4. Wiederanstieg der LDL-Subtypen nach LDL-Aphere se

Da jedes LDL-Partikel unabhangig von GroRRe bzw. Dichte ein ApoB-
Molekul enthalt, kann hierdurch der Stoffwechsel der LDL-Partikel erfasst
werden (vgl. S. 14). Die im Folgenden gezeigten Wiederanstiegsdaten, aus
denen die metabolischen Parameter berechnet werden (s. 3.5.), werden
daher nur fur die ApoB-Messungen gezeigt. Abbildung 13 beschreibt den
Wiederanstieg der LDL-ApoB-Konzentrationen in den LDL-Subfraktionen

Uber 7 Tage.

Abbildung 13: Wiederanstiegsverhalten der einzelnen LDL-Subtypen

ApoB Konzentration [mg/dl]
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Ob sich zwischen den einzelnen LDL-Subfraktionen Unterschiede im

Wiederanstiegsverhalten zeigen, ist aus dieser Abbildung jedoch schwer
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ersichtlich. Daher werden im Folgenden die Wiederanstiege in Bezug zu
den Ausgangskonzentrationen betrachtet.

In Tabelle 4a wird somit gezeigt, dass der Wiederanstieg (Rebound) fir
LDL-Cholesterin und LDL-Apo-B sich zwischen den einzelnen Subtypen
unterscheidet: die large-buoyant LDL-Subtypen steigen schneller als die
intermediate-dense LDL und die small-dense LDL an. Der prozentuale
Wiederanstieg des Cholesterins betrug in den large-buoyant LDL an Tag 2
nach Apherese 79+22%, in den intermediate-dense LDL 67+9% und in den
small-dense LDL 64+12%. An Tag 3 nach Apherese stieg das Cholesterin
in den large-buoyant LDL-Subtypen auf 86£23% an, in den intermediate-
dense LDL auf 75+14% und in den small-dense LDL auf 75£15%. In
vergleichbarer Weise stieg das ApoB in den large-buoyant LDL-
Subfraktionen an Tag 2 nach Apherese auf 85x16%, in den intermediate-
dense LDL auf 69+7% und in den small-dense LDL-Subtypen auf 67+9%
an. An Tag 3 nach Apherese war das ApoB in den large-buoyant LDL auf
96+23% angestiegen, in den intermediate-dense LDL-Subtypen auf
79£13% und in den small-dense LDL auf 78+15%.

Die Unterschiede des Wiederanstiegsverhaltens zwischen large-buoyant,
intermediate-dense und small-dense LDL uber sieben Tage werden
nochmals graphisch in Abbildung 14 hervorgehoben. Hierbei ist auf der y-
Achse der prozentuale Anteil des Cholesterins aufgetragen, der an den

Tagen 0 bis 6 gegenuber Tag 7 erreicht wurde.
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Abbildung 14: Wiederanstieg (%) der LDL-Subtypen n. LDL-Apherese

% der Praapheresekonzentration
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3.5. Simulation des Wiederanstiegs von ApoB in den LDL-Subtypen
unter Verwendung der Modelle A, Bund C

In den Abbildungen 15 - 17 sind die von den einzelnen Modellen (siehe
Abb. 2. - Abb. 4. und 1.4.) vorhergesagten Werte (Linien) und die
beobachteten Daten (Symbole) dargestellt. Dabei zeigen Abbildung 15 und
16 jeweils einen reprasentativen Patienten (Patient S. P., Abb. 15a - c,
Patient F. E., Abb. 16a - c). Bei beiden Beispielen ist zu erkennen, dass die
von Modell A pradiktierten Werte (Abb. 15a und Abb. 16a) nicht mit den
beobachteten Daten Ubereinstimmen, wahrend Modell B und C eine relativ
gute Ubereinstimmung zwischen simulierten und gemessenen Daten

zeigen.
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Abbildung 15a: Simulation des Wiederanstiegs von Ap

Verwendung von Modell A (Patient S.P.)
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Abbildung 15b: Simulation des Wiederanstiegs von Ap oB unter

Verwendung von Modell B (Patient S.P.)
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Abbildung 15c: Simulation des Wiederanstiegs von Ap

Verwendung von Modell C (Patient S.P.)
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Abbildung 16a: Simulation des Wiederanstiegs von Ap oB unter

Verwendung von Modell A (Patient F.E.)
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Abbildung 16b: Simulation des Wiederanstiegs von Ap oB unter

Verwendung von Modell B (Patient F.E.)

Apo B Konzentration
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Abbildung 16c: Simulation des Wiederanstiegs von Ap oB unter

Verwendung von Modell C (Patient F.E.)

Apo B Konzentration
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Dieses Ergebnis wurde durch die Bestimmung des AIC bestéatigt, welches
ein mathematisches Maf fur die Qualitat der Ubereinstimmung darstellt
(siehe 2.7.), und das fiur Modell B (3.61+1.64) und Modell C (3.63£1.55)

signifikant niedriger war, als fir Modell A (4.01+2.59) (siehe Tabelle 5).

Tabelle 5:

Vergleich der Modelle in Bezug auf das Akaike Information Criterion (AIC).

Patient ApoB

Modell A Modell B Modell C

AW. 3.49 3.32 3.35

F.E. 2.81 2.78 2.82

K.K. 5.16 4.30 4.47

L.B. 2.93 2.85 2.85

S.G. 3.08 2.74 2.79

S.K. 7.15 5.65 5.53

S.P 2.87 2.84 2.84
alle Patienten ? 4.01+2.59 3.61+1.65 3.63+1.55

4 Mittelwert+SD.

p = 0.018 fur Modell A vs. Modell B

p = 0.028 fur Modell A vs. Modell C

p = 0.39 fur Modell B vs. Modell C (Wilcoxon-Test)

p = 0.018 fur Modell A vs. B vs. C (Friedman-Test)
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Modell B und C sind im Hinblick auf die Ubereinstimmung zwischen
beobachteten und vom Modell vorhergesagten Werten adhnlich. Neben der
optischen Beurteilung zeigten auch die berechneten AIC, dass die Werte
zwischen Modell B und Modell C nicht signifikant unterschiedlich waren
(siehe auch Tab. 5).

Demnach wurde Modell A fiur die weiteren Berechnungen der
metabolischen Parameter verworfen und diese fur die Modelle B und C
vorgenommen (siehe Abb. 17a - e).

In den Abbildungen 17a - e sind die von Modell C vorhergesagten und
beobachteten Daten fur die anderen Patienten dargestellt. Auch bei diesen
Patienten zeigt sich eine gute Ubereinstimmung fur die von Modell C

pradiktierten Werte.

3.6. Berechnung des Wiederanstiegs der LDL-Subfrakt ionen nach
Modell C

Obwohl sowohl Modell B als auch Modell C eine gute Ubereinstimmung
zwischen vorhergesagten und beobachteten Daten zeigen, wurde fur die
Berechnung der metabolischen Parameter nur Modell C verwendet. Dieses
Modell ist biologisch plausibler, da Studien mit endogenen Tracern [27]
eine Konversion von large-buoyant LDL zu small-dense LDL zwingend
fordern.

Die Abbildungen 17a - e zeigen daher den berechneten Rebound der

restlichen funf Patienten nach Modell C.
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Abbildung 17a: Wiederanstieg nach Modell C (Patient AW.)
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Abbildung 17b: Wiederanstieg nach Modell C (Patient K.K.)
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Abbildung 17c: Wiederanstieg nach Modell C (Patient
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Abbildung 17d: Wiederanstieg nach Modell C (Patient
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Abbildung 17e: Wiederanstieg nach Modell C (Patient S.K))
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3.7. Berechnung der fraktionellen katabolischen Rat e (FCR) von LDL-
ApoB (nach Modell C)

In Tabelle 6 sind die FCR von LDL-ApoB von allen Patienten dargestellt,
die anhand der Daten des Rebounds nach Modell C berechnet wurden. Bei
allen Patienten war die FCR fur LDL-ApoB der large-buoyant Subtypen mit
1.05+0.86 d™* tendentiell hoher als die FCR fiir LDL-ApoB der intermediate-
dense Subfraktionen mit 0.48+0.11 d™* (p = 0.06, Friedman-Test), wahrend
die FCR fur LDL-ApoB der intermediate-dense LDL-Subtypen signifikant
niedriger war als die FCR des LDL-ApoB der small-dense LDL-Subtypen

mit 0.69+0.24 d™* (p = 0.02, Friedman-Test).
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Tabelle 6:
FCR [dY] von large-buoyant, intermediate-dense und small-dense LDL-

ApoB, nach Modell C berechnet.

Patient large-buoyant intermediate-  small-dense Gesamt-LDL
LDL dense LDL LDL
AW. 0.63 0.60 0.69 0.35
F.E. 1.09 0.66 0.95 0.52
K.K. 0.69 0.39 0.42 0.42
L.B. 1.51 0.47 0.48 0.56
S.G. 0.48 0.46 0.85 0.38
S.K. 0.20 0.36 0.45 0.26
S.P. 2.75 0.45 0.97 0.71
Mittelwert+SD 1.05+0.86 0.48+0.11 0.69+0.24 0.46+0.18

p = 0.06 fur large-buoyant vs. intermediate-dense LDL.

p = 0.40 fur large-buoyant vs. small-dense LDL.

p = 0.02 fur intermediate-dense LDL vs. small-dense (Wilcoxon-Test).

p = 0.02 fur large-buoyant vs. intermediate-dense vs. small-dense LDL

(Friedman-Test).

3.8. Berechnung der Produktionsrate (PR) von LDL-Ap oB (nach
Modell C)

Die PR des Gesamt-LDL-ApoB lag zwischen 19.5 und 33.3 mg*kg*d™. Die
PR von ApoB in den small-dense LDL-Subtypen befand sich im Bereich
zwischen 9.3 und 23.2 mg*kg*d™ (siehe Tabelle 7), was einem Anteil von

35 - 70% an der Gesamtproduktion von LDL-ApoB entspricht.
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Tabelle 7:
PR [mg/kg/d] von large-buoyant, intermediate-dense und small-dense LDL-

ApoB, nach Modell C berechnet.

Patient large-buoyant  intermediate- small-dense Gesamt-LDL
LDL dense LDL LDL
AW. 6.3 21.1 22.9 27.5
F.E. 5.3 16.4 18.0 25.3
K.K. 2.4 10.7 9.3 22.5
L.B. 6.9 111 9.6 26.9
S.G. 1.9 12.3 19.7 20.5
S.K. 1.6 9.9 18.0 19.5
S.P. 10.0 8.6 23.2 33.3
Mittelwert+SD 4.9+2.9 12.9+4.1 17.345.3 25.1+4.4

p = 0.03 fiur large-buoyant vs. intermediate-dense LDL.

p = 0.02 fur large-buoyant vs. small-dense LDL.

p = 0.06 fur intermediate-dense vs. small-dense LDL (Wilcoxon-Test).

p = 0.02 fur large-buoyant vs. intermediate-dense vs. small-dense LDL

(Friedman-Test).

Im Durchschnitt wurde ein Anteil von 56+30% der small-dense LDL durch
direkte Delipidierung von VLDL-/IDL-Vorlauferpartikeln (oder direkte
Sekretion von LDL-ApoB) gebildet, wahrend 44+30% der small-dense LDL
durch Konversion von leichteren LDL-Subtypen (large-buoyant und

intermediate-dense LDL) entstanden (siehe Tabelle 8).
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Tabelle 8:

Produktion der small-dense LDL-Subtypen von ApoB nach Modell C.

Patient Produktion aus VLDL/IDL  Indirekte Produktion
A.W. 28% 2%

F. E. 20% 80%

K. K. 100% 0%

L. B. 98% 2%

S. G. 42% 58%

S. K. 45% 55%

S. P. 63% 37%

MittelwertxSD 56+30% 44+30%




4. DISKUSSION
4.1. LDL-Subtypen unter Apherese

Wie aus Voruntersuchungen zu sehen ist (unter 3.1. beschrieben), weisen
Patienten mit FH ein ahnliches LDL-Subtypen-Dichteprofil auf wie eine
gesunde Normalpopulation. Prinzipiell wurde auch in der vorliegenden
Arbeit fir das FH-Patientenkollektiv ein ahnliches Verteilungsmuster
ermittelt, allerdings lag in dieser Gruppe der Anteil an den small-dense
LDL-Subtypen in Subfraktion 5 etwas hoher. Die zu Grunde liegende
Ursache hierfir ist unklar, liegt aber moglicherweise an der LDL-Apherese
sowie der begleitenden Statintherapie, da Statine die small-dense LDL-
Subtypen bei FH-Patienten nicht so stark absenken wie etwa die large-
buoyant LDL-Subfraktion [33] (siehe auch 4.4.1. und 4.5.). Dies hat aber
keinen Einfluss auf die durchgefiihrten kinetischen Analysen.

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit lag in der Messung und Beschreibung der
Auswirkungen durch LDL-Apherese bzw. des Wiederanstiegs der
Subtypen von LDL-ApoB sowie LDL-Cholesterin zur Erfassung des LDL-
Subtypen-Metabolismus. Die Beschreibung durch Cholesterin ist allerdings
insofern problematisch, da hierdurch keine Partikelzahl reprasentiert wird,
sondern eine Partikelbeladung (siehe auch unter 1.4.). Das bedeutet, dass
eine veranderte Partikelkomposition falschlicherweise eine verédnderte
Partikelbeladung vortduschen koénnte. Allerdings ergaben sich aus den
hierfir durchgefuhrten Untersuchungen (Verhaltnis Phospholipide vs.
Cholesterin vs. ApoB) keine Hinweise auf eine Verdnderung der
Komposition der einzelnen LDL-Subtypen, da die
Phospholipid/Cholesterin/ApoB-Verhaltnisse vor und nach Apherese

konstant blieben.
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4.2. Bisherige  Arbeiten zum LDL-Subtypen-Metabolism  us
(Tracerstudien)

Der Metabolismus der LDL-Subtypen ist in bisherigen Studien sowohl mit
exogen [31, 80, 83] als auch endogen [1, 15, 27, 63] markierten Tracern
untersucht worden. In Tabelle 9 werden die wesentlichen Ergebnisse aus
diesen Untersuchungen im Hinblick auf die Bildung von small-dense LDL
gezeigt, um die Interpretation der in der vorliegenden Studie gewonnenen

Daten zu erleichtern.

Tabelle 9:

Uberblick tiber Studien zum LDL-Subtypen-Metabolismus

Studie [80] [83] [15] [1] [27] [63]
Teng et al. Thompson et Campos et Aguilar-S. et Fisher et al. Packard et al. vorliegende
al. al. al. Promotionsarbeit
1986 1987 1997 1997 1991 2000
Tracer exogen, exogen, [125]]- endogen endogen endogen endogen kein Tracer
[1251]-VLDL u. [131]]-Lipo- [D,]L-Leucin [t3C]Leucin [BH]Leucin [D,]Leucin
proteine
Untersuchungs- Hyper-ApoB FH (n = 5), postmeno- Hyper-ApoB FH (n =7) Kontrollen FH (n = 7) unter
kollektiv (n=7) Kontrollen pausale (n=5) (n =20) Statinen und
(n=2) Frauen regelmaBiger
(n =8) Apherese
LDL-Subtypen leichte u. leichte u. leichte u. leichte u. leichte u. LDL- large-b., interm .-
schwere schwere LDL schwere schwere LDL schwere LDL Phéanotyp dense u. small-
LDL durch durch DGUZ LDL durch durchDGUZ durch DGUZ ANlIBfdurch dense LDL durch
DGUZ DGUZ GGE DGUZ
ubereinstimmend C B, (C) B, (C) A C -- (o}
mit Modell2 C
Konversion® 89% 44% 8% (16% )9 100% 69% -- 44%
75%
Mittelwert  I-b® 1.1 0.23 0.59 0.82 0.47 0.55 1.05
FCR 0.71
i-d 0.32 0.48
s-d 0.4 0.26 0.41 0.22 0.53 0.36 0.69
0.5
Mittelwert I-be 17.1 9.1 5754 11.9 -- 19.3 4.9
PR 5.9
i-de 21.3 12.9
s-d 17.3 14.1 4349 9.8 -- 19.3 17.3
12.8

% bezieht sich auf die in Abbildung 2 - 4 gezeigten Modelle.

® bezieht sich auf den Prozentanteil der small-dense LDL-PoolgréRe, die
von large-bouyant LDL abstammt.

¢ in einigen Studien wurde nicht zwischen large-bouyant und intermediate-
dense LDL unterschieden.

4 pezieht sich auf Frauen, die HRT erhalten.
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¢ PR angegeben in mg/dl.
" A, | und B beziehen sich auf large-buoyant, intermediate-dense und

small-dense LDL durch GGE.

In den bisherigen Arbeiten wurden die verschiedenen LDL-Subtypen
generell in "schwere" und "leichte" LDL-Subspezies unterschieden. Diese
Studien haben gezeigt, dass schwere LDL entweder direkt aus
Vorlauferpartikeln (wie VLDL oder IDL) [15, 83] oder durch Delipidierung
aus leichten LDL gebildet werden koénnen [1], oder aber durch eine

Kombination von diesen beiden Stoffwechselwegen [27, 31, 80, 83].

4.2.1. Abhangigkeit des LDL-Subtypen-Metabolismus vom Untersuchungs-

kollektiv

Der Anteil der schweren LDL, die durch Delipidierung aus leichten LDL
gebildet werden, variiert dabei in den Ergebnissen dieser Untersuchungen
zwischen 8% [15] und 89% [80], abhangig von der zugrundeliegenden
Patientengruppe.

Beispielsweise liegt bei postmenopausalen Frauen der Anteil an ,heavy
LDL", die aus delipidierten ,light LDL* entstehen, ohne fettsenkende
Therapie bei 8% und steigt unter Hormonersatztherapie (= HRT) auf 16%
an [15], wahrend der Anteil bei normolipAmischen 48 Jahre alten Mannern
bei 75% liegt [80, 83]. Bei Patienten mit einer kombinierten
Hyperlipoproteinamie wurde ein noch grof3erer Anteil (89%) schwerer LDL,
die durch Delipidierung aus leichten LDL entstanden, beschrieben [80].
Desweiteren gibt es eine Studie, in der die Bildung von ,heavy LDL"

ausschlief3lich durch Delipidierung von light LDL* erklart wird [1]. Dieses
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Ergebnis wirde demnach zu der Folgerung fuhren, dass schwere LDL
hauptséachlich von leichten LDL stammen [1].

Patienten, die an einer familidren Hypercholesterindmie (FH) leiden, geben
wiederum weniger Hinweise darauf, dass small-dense LDL ausschlie3lich
durch Delipidierung aus leichten LDL entstehen, da die intraventse
Verabreichung von radioaktiv markierten VLDL und IDL keine Klare
Vorlaufer-Produkt-Beziehung zwischen leichten und schweren LDL
aufdecken konnte [80]. Damit unterscheiden sich diese Ergebnisse
wesentlich von denen bei normolipamischen Kontrollgruppen und
Patienten mit Hyperapobetalipoproteindmie [80]. Zudem wurde gezeigt,
dass bei Patienten mit FH die Injektion von radioaktiv markierten leichten
LDL nicht in eine Konversion zu schweren LDL fuhrte. Somit wurde in
diesen Untersuchungen postuliert, dass schwere LDL unabhangig von
leichten LDL hergestellt werden und direkt von weniger dichten
Vorlauferstufen (wie VLDL und IDL) abstammen [80, 83]. Dennoch wurde
auch hier eine Konversionsrate von 44% von light LDL" zu ,heavy LDL"
beschrieben, womit gezeigt wird, dass auch bei Patienten mit FH keine
ausschlief3liche Produktion der ,heavy LDL" durch Delipidierung von LDL-

Vorlauferpartikeln moglich ist.

4.2.2. Vergleich der Ergebnisse von Tracerstudien mit exogen versus

endogen markiertem Tracer

Weiterhin kamen in einer spater erschienenen Studie Fisher et al. [27], bei
der Analyse eines a&hnlichen Untersuchungskollektivs wie Teng et al. [80],

zu dem Ergebnis, dass bei Patienten mit FH 69% der schweren LDL von
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leichten LDL stammen, wobei sie in ihrer Studie nicht exogen, sondern
endogen markierte Tracer (3H Leucin-Tracer) verwendeten.

Daraus lasst sich ableiten, dass die gegenséatzlichen Ergebnisse in Bezug
auf den Stoffwechsel der LDL-Subtypen bei Patienten mit FH von der
jeweils angewandten Methode abhangen und insbesondere davon, ob

exogen oder endogen verabreichte Tracer verwendet wurden.

4.3. Wiederanstiegskinetiken zur Untersuchung des L  DL-Subtypen-
Stoffwechsels

4.3.1. Rebound-Modelle als Nicht-Tracer-Methode

Da die bisherigen Arbeiten also keine stimmigen Vorstellungen vom
Stoffwechsel der LDL-Subtypen ergaben, wurde in der vorliegenden Studie
eine Nicht-Tracer-Methode zur Untersuchung dieser Problematik gewahlt.

Nach LDL-Apherese stiegen in der vorliegenden Arbeit die
Konzentrationen von ApoB und Cholesterin in den large-buoyant LDL-
Subfraktionen schneller an als in den intermediate-dense und small-dense
LDL-Subtypen. Der Wiederanstieg von ApoB und Cholesterin in den
verschiedenen Subtypen konnte dabei am besten mit einem Modell erkléart
werden, welches zum einen die direkte Produktion von large-buoyant,
intermediate-dense und small-dense LDL aus VLDL/IDL-Vorlaufern
beinhaltet, und zum anderen auch die Bildung von small-dense LDL aus
weniger dichten Vorlauferpartikeln, wie large-buoyant und intermediate-
dense LDL, beschreibt (Modell C). Im Gegensatz dazu konnte ein Modell,
das die alleinige Herstellung von small-dense LDL durch Delipidierung aus
weniger dichten LDL-Subfraktionen postuliert (Modell A), den Rebound aus

den beobachteten Daten nicht hinreichend wiedergeben. Ein anderes
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Modell, das die ausschlieBliche Produktion von large-buoyant,
intermediate-dense und small-dense LDL aus LDL-Prakursoren
(VLDL/IDL) vorgibt (Modell B), ergab auch ein gutes Ubereinstimmen der
gemessenen mit den simulierten Daten. Da ein solches Modell jedoch
biologisch nicht plausibel erscheint, wurde es nicht zur Berechnung der

FCR und PR verwendet.

4.3.2. Ergebnisse der angewandten Methode bezogen auf existierende

Tracerstudien

Die vorliegende Untersuchung, die im Gegensatz zu Tracerstudien auf der
Wiederanstiegskinetik von Konzentrationen beruht, unterstiitzt damit die
von Fisher [27] erzielten Ergebnisse und widerspricht auch nicht den
Resultaten von Thompson [83], die eine Konversionsrate von 44% von
Jlight* LDL zu ,heavy” LDL (in der vorliegenden Studie ebenfalls 44%) und
die malgebliche Entstehung durch Delipidierung von LDL-
Vorlauferpartikeln beschreiben.

Bei der Interpretation und dem Vergleich der vorliegenden Ergebnisse mit
anderen Studien mul3 allerdings beachtet werden, dass hier der Rebound
von ApoB in insgesamt sieben LDL-Subtypen untersucht wurde. In den
anderen Studien wurden grundsatzlich nur ,schwere® von ,leichten* LDL-
Subtypen differenziert und nicht, wie in der vorliegenden Arbeit, drei LDL-
Subtypengruppen (large-buoyant, intermediate-dense und small-dense

LDL).
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4.3.3. Weiterfuhrende Turnoverstudie zu Modell C

Um das endgiltige Modell (Modell C) weiter zu prifen, wurde spater (nicht
im Rahmen der Promotionsarbeit) eine Turnoverstudie mit einer
normolipamischen Kontrollperson und stabilen Isotopen durchgefihrt
(Professor Dr. Parhofer, personliche Mitteilung). Hierbei wurde ein
endogen markierter Tracer angewendet [64]. Die Ergebnisse zeigten, dass
die hier errechneten metabolischen Parameter der verschiedenen LDL-
Subtypen ebenso am besten mit Modell C erklart werden konnten. Die
FCR (1.01 d*) und PR (17.1 mg*kg-1*d™) fiir LDL-ApoB waren &hnlich wie
in der vorliegenden Arbeit, wenn man bericksichtigt, dass in der
vorliegenden Studie (siehe Tab. 6 und 7) Patienten mit FH untersucht
wurden, die regelmalig Statine einnehmen. Die Tatsache, dass das
gleiche Modell die Daten von ApoB aus Tracerstudien [27, Parhofer
(personliche Kommunikation)] und aus ,non-steady-state“-Kinetiken

beschreibt, unterstiitzt somit weiterhin die Anwendbarkeit von Modell C.

4.4. Berechnete metabolische Parameter (nach Modell  C)

4.4.1. Vergleich der FCR zwischen den Studien

Die in der vorliegenden Arbeit ermittelten FCR liegen innerhalb des
Bereichs, wie sie auch von anderen Autoren bei Patienten mit FH
beschrieben wurden [27, 66, 80], wobei diese Daten wiederum breit
streuen konnen (Tab. 9). An dieser Stelle soll auch erwahnt werden, dass
die Gesamt-FCR von LDL-ApoB niedriger liegen kann, als eine der
individuellen FCR, da die Modellstruktur eine Konversion zwischen

Subtypen zul&sst (siehe Abbildung 4).
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Die hier ermittelte FCR liegt dabei im oberen Bereich (siehe Tab. 9) der
FCR, die in den Tracerstudien bei Patienten mit FH ermittelt wurden. Wie
weiter unten noch naher dargestellt wird (siehe 4.5.), kbnnte dieses
Ergebnis mit der in dieser Studie angewendeten Methode In
Zusammenhang stehen. Zudem werden die hier beschriebenen Patienten
mit Statinen behandelt, also mit Medikamenten, welche die FCR von LDL
steigern [1, 7, 31, 65].

Desweiteren konnte, wie bei Packard et al. [63], ein Trend zu héheren FCR
bei den large-buoyant LDL-Subtypen gegentber dichteren LDL-Subtpyen
festgestellt werden. Dies wurde bei Packard et al. [63] vor allem bei
Kontrollpersonen mit dem LDL-Phanotyp A (Personen mit Dominanz von
large-buoyant und intermediate-dense LDL-Subtypen) beschrieben.

Um auszuschliel3en, dass die Unterschiede in den FCR von large-buoyant,
intermediate-dense und small-dense LDL auf einer unterschiedlichen
Kontamination der LDL-Subfraktionen mit ApoE beruhen, wurden
nachtraglich (auf3erhalb der Promotionsarbeit) bei vier Patienten die ApoE-
Konzentrationen in allen LDL-Subtypen bestimmt. Dabei waren sowohl vor
als auch nach Apherese in keiner der LDL-Subfraktionen signifikante
Werte an ApoE festzustellen.

In Ubereinstimmung mit Fisher et al. [27], Thompson et al. [83] und
Packard et al. [63], wurden in dieser Arbeit keine hoheren FCR flr
intermediate-dense LDL im Vergleich zu small-dense LDL festgestellt.
Dieses Ergebnis steht somit allerdings in Kontrast zu Tracerstudien bei
postmenopausalen Frauen [15] und bei Patienten mit kombinierter
Hyperlipoproteinamie [1], in denen fUr intermediate-dense/“light* LDL-

Subtypen im Vergleich zu small-dense/“heavy* LDL-Subtypen eine hbhere

67



FCR ermittelt wurde, sowie zu Resultaten aus anderen in vitro-
Experimenten [61]. Der Grund fur diese Differenzen in den FCR ist nicht
klar, beruht aber mdglicherweise auf mehreren Faktoren (Art der
zugrundeliegenden Stoffwechselstorung, angewandte Methodik, Einflisse
lipidsenkender Medikamente), die im folgenden noch n&her diskutiert

werden (siehe 4.5.).

4.4.2. Interpretation der errechneten PR

Da die Produktionsrate (PR) aus der fraktionellen katabolischen Rate
(FCR) berechnet wird, und somit eine abgeleitete Grol3e ist, muss auch die
Interpretation dieser Werte mit Vorsicht vorgenommen werden (Tab. 7).
Dennoch liegen die PR, die in dieser Studie berechnet wurden, innerhalb
des Bereichs, der bereits von anderen Autoren beschrieben wurde, die
Tracermethoden verwendeten [27, 63, 80]. Die in diesen Arbeiten
beschriebenen Daten von Patienten mit FH zeigen, dass ein Anteil von
38% von ApoB die LDL-Fraktion als small-dense LDL erreicht, wahrend
45% von ApoB die LDL-Fraktion als intermediate-dense LDL erreichen [27,

63, 80].

4.5. Limitationen der Studie (Storfaktoren, Fehlerm  6glichkeiten und
Voraussetzungen)

Vorausgehend muss betont werden, dass die dargestellten Ergebnisse nur
fur Patienten mit heterozygoter familidrer Hypercholesterindmie (FH) gultig
sind. Bereits aus den Ergebnissen der Tracerstudien [1, 15, 27, 63, 80, 83]
ist ableitbar, dass die Art der zugrunden liegenden Dyslipoproteindmie die

beschrittenen Stoffwechselwege beeinflusst (vgl. Tab. 9).
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Dies konnte vor allem bei Vorliegen einer Insulinresistenz zutreffen, die
sich durch ein Uberwiegen von small-dense LDL-Subtypen auszeichnet.
Um die Giuiltigkeit von Modell C bei diesen Patienten zu bestimmen,

mussten dann auch konkret diese Patientengruppen untersucht werden.

4.5.1. Begleitmedikation mit Statinen

Modell C postuliert eine unabhangige und direkte Bildung von small-dense
LDL mit einem Anteil von im Mittel 56%, wahrend 44% der small-dense
LDL durch Delipidierung von large-buoyant LDL und intermediate-dense
LDL entstehen. Die Interpretation der Daten mul3 allerdings vor dem
Hintergrund geschehen, dass die hier dargestellten
Wiederanstiegskinetiken von Patienten stammen, die mit Statinen
behandelt werden, und bei denen regelmallig eine LDL-Apherese
durchgefuhrt wird. Jeder dieser Faktoren kann eine Rolle fir den
Metabolismus der einzelnen LDL-Subtypen spielen: Obwohl Statine die
absoluten Werte von allen LDL-Subfraktionen absenken, haben
vorhergehende Studien gezeigt, dass sich die Verteilung der jeweiligen
LDL-Subtypen durch diese Behandlung verandern kénnte [16, 32, 33]. Bei
normotriglyzeriddmischen  Patienten (FH und Kontrollen)  wird
diesbeziglich normalerweise ein leichter relativer Anstieg des Anteils an
small-dense LDL festgestellt (ungefahr 5%). Ob diese Beobachtung auch
eine Auswirkung auf die hier beschriebenen Stoffwechselwege hat, ist
nicht bekannt.

Der Einfluss der Statintherapie auf die abgeschatzten metabolischen

Parameter wurde bereits weiter oben (4.4.2.) diskutiert.
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4.5.2. Prdmissen

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie basieren auf bestimmten
Annahmen (vgl. Einleitung 1.4.), die dem Simulationsprogramm
vorgegeben wurden. Aufgrund der Ergebnisse vorhergehender
Untersuchungen  [64] wird davon ausgegangen, dass die
Gesamtproduktion von ApoB durch die LDL-Apherese nicht an sich
beeinflusst wird. Weiterhin wurde angenommen, dal3 die LDL-Prakursoren
(VLDL- und IDL-Partikel) innerhalb von 24 Stunden (méglicherweise auch
schneller) nach Apherese wieder zu ihren Ausgangswerten zurtickkehren.
Obwonhl die spezifischen Kinetiken des Wiederanstiegs von VLDL- und
IDL-ApoB in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht wurden, sollten die
hier dargestellten Ergebnisse nicht durch kurz anhaltende Anderungen der
Préakursoren beeinflusst worden sein.

In einer friheren Studie wurde gezeigt, dass die FCR von LDL-ApoB bei
einigen Patienten im Anschluss an eine Apherese kurzzeitig ansteigt [64].
Wenn diese Beobachtung in Modell C miteinbezogen wird, verbessert sich
die Ubereinstimmung (Fit) zwischen den ermittelten Daten des Modells und
den beobachteten Daten nicht [Prof. Hugh Barrett, personliche
Kommunikation]. Die Werte der einzelnen Stoffwechselparameter bleiben
ebenso unverandert, aber die assoziierten Fehler nehmen zu. Daher geht
die vorliegende Arbeit von konstanten FCR im Anschluss an eine LDL-
Apherese aus.

In derselben Untersuchung [64] wurde festgestellt, dass die Konversion
von VLDL-ApoB zu LDL-ApoB nach Apherese abnimmt. Auch wenn dieses
Ergebnis nicht statistisch signifikant war, bleibt unklar, ob eine LDL-

Apherese diesen Stoffwechselweg stort. Diese Beobachtung kodnnte
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maoglicherweise erklaren, warum in bisher durchgefiihrten Studien die
ermittelten Stoffwechselparameter aus Reboundanalysen &hnlich, aber
nicht identisch, zu denen aus Tracerstudien sind [66]. Hierbei gilt es
allerdings zu beachten, dass diese, durch LDL-Apherese ausgeldste,
Verdnderung zwar die errechneten Stoffwechselparameter beeinflussen
mag, auf die jeweiligen Stoffwechselwege an sich aber aller
Wahrscheinlichkeit nach keinen Einfluss hat.

Aus der bestehenden Literatur liegen Hinweise vor, dass ein bestimmter
Anteil von LDL-ApoB direkt aus der Leber sezerniert werden kann [43, 63,
83]. Da unsere Modelle A - C keinen solchen Stoffwechselweg vorsehen,
kann die vorliegende Studie keinen Aufschluss dariiber geben, ob ein
bestimmter Teil an small-dense LDL direkt und unabhangig aus der Leber
sezerniert wird. Deshalb kénnen wir in Modell C nicht unterscheiden, ob
die ,direkt” gebildeten small-dense LDL-Subtypen aus der Delipidierung
von VLDL/IDL-Vorlauferpartikeln stammen, oder direkt von der Leber
abgegeben werden. Dennoch zeigen Daten von Patienten mit moderater
Hypercholesterindmie [43], dass large-buoyant LDL-Subtypen mit
intermediate-dense LDL-Subtypen kombiniert (,LDL-I + LDL-II*) eng mit
einer direkten LDL-Sekretion aus der Leber korrelieren. Fir small-dense
LDL (,LDL-11I“, Dichtebereich von 1.044 - 1.060 g/ml) besteht dieser
Zusammenhang nicht. Folglich wirde dieser Stoffwechselweg - sofern
diese Ergebnisse auf Patienten mit familidrer Hypercholesterinamie
Ubertragen werden dirfen - eine eher nur untergeordnete Bedeutung fur

die direkte Bildung von small-dense LDL haben.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Atherosklerotische  Folgeerkrankungen stellen in  den westlichen
Industrienationen noch immer die haufigste Todesursache dar, wobei das
Ausmald und die Entwicklung einer Atherosklerose eng mit dem Vorliegen
kardiovaskularer Risikofaktoren verbunden sind.

Eine erhdhte LDL-Cholesterin-Konzentration (LDL = Low Density
Lipoprotein) stellt einen wichtigen unabhangigen Risikofaktor fir das
Entstehen und die Progredienz einer koronaren Herzkrankheit (KHK) dar.
Zudem kann durch Absenkung der LDL-Cholesterin-Konzentration die
KHK-Inzidenz reduziert und bei bereits vorliegender KHK deren
Fortschreiten und das Auftreten weiterer kardiovaskularer Ereignisse

verhindert werden.

Allerdings stellen die Low Density Lipoproteine (LDL) eine heterogene
Gruppe von Lipoproteinen dar, die durch
Dichtegradientenultrazentrifugation in large-buoyant (d = 1.020 - 1.029
g/ml), intermediate-dense (d = 1.030 - 1.040 g/ml) und small-dense (d =
1.041 - 1.066 g/ml) LDL subfraktioniert werden kénnen.

In Zusammenhang mit dieser Heterogenitat der LDL-Subtypen geht aus
epidemiologischen Studien und in-vitro Experimenten hervor, dass nicht
nur die Hohe des LDL-Cholesterin-Spiegels, sondern im speziellen auch
die Art der LDL-Partikel bei der Atherogenese wichtig sind. So gelten
small-dense LDL als besonders atherogen im Vergleich zu intermediate-
dense LDL. Daneben gibt es aber auch Hinweise, dal3 large-buoyant LDL
gegenuber intermediaren  LDL-Subtypen mit einem  erhOhten

kardiovaskularen Risiko assoziiert sind.
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Die Entstehung und der Metabolismus der unterschiedlichen LDL-
Subtypen sind bisher allerdings nicht klar und nur ansatzweise erforscht.
Dazu durchgefuhrte Traceruntersuchungen ergaben widerspriichliche
Ergebnisse. Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit auf ein
therapeutisches Verfahren (Apherese) zurlckgegriffen, um den

Stoffwechsel der small-dense LDL zu charakterisieren.

Zunachst  koénnen zur Senkung des LDL-Cholesterins  bei
Hyperlipoproteindmien sowie zur Préavention einer KHK verschiedene
Behandlungsmdglichkeiten angewendet werden (fettmodifizierte Didt,
korperliche Betatigung, lipidsenkende Medikamente). Wird bei Patienten
mit KHK durch maximal tolerierbare diatetische und medikamenttse
Therapie dennoch keine LDL-Cholesterin-Konzentration unter 100 mg/dl
erreicht, so kommt als weitere Methode die LDL-Apherese zur Behandlung
der LDL-Hypercholesterinamie zur Anwendung.

Fur die LDL-Apheresetherapie konnte gezeigt werden, dass unabhangig
von der Art des Apherese-Verfahrens, alle LDL-Subtypen abgesenkt und
insbesondere small-dense LDL reduziert werden. Somit verursacht eine
LDL-Apherese eine Verschiebung (Shift) im LDL-Subtypen-Dichteprofil, die
am ehesten dadurch erklart werden kann, dass der Wiederanstieg der
small-dense LDL langsamer ablauft als bei den weniger dichten LDL-
Subfraktionen. Diese Beobachtungen sind die Grundlage das
Wiederanstiegsverhalten der einzelnen LDL-Subtypen nach erfolgter LDL-
Apherese zu verwenden, um den LDL-Subtypen-Metabolismus und
insbesondere die Entstehung der small-dense LDL naher zu bestimmen.

Dabei basiert diese Methode auf dem Prinzip, dal3 im ,steady-state”
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befindliche Lipoproteine durch eine definierte Stérung (LDL-Apherese) aus
ihrem metabolischen Gleichgewicht gebracht werden. Aus der Dynamik mit
welcher danach das urspringliche Steady-State wieder erreicht wird,
kbnnen dann RuUckschlisse auf die zur Bildung benutzten
Stoffwechselwege und auf metabolische Parameter (FCR, PR) gezogen
werden.

Dieses Vorgehen wurde daher in der vorliegenden Arbeit angewendet, um

die Stoffwechselwege der LDL-Subtypen zu untersuchen.

In der vorliegenden Studie wurde der Wiederanstieg (Rebound) der LDL-
Subfraktionen nach Durchfihrung einer Apherese bei sieben Patienten mit
familiarer Hypercholesterindmie (FH), die regelmal3ig mit einer LDL-
Apherese therapiert werden, untersucht (58+9 Jahre, LDL-Cholesterin
342+87 mg/dl, Triglyzeride 109+39 mg/dl). Die Cholesterin- und ApoB-
Konzentrationen wurden in den LDL-Subtypen direkt im Anschluss an die

Apherese und an den Tagen 1, 2, 3, 5 und 7 nach Apherese gemessen.

Die LDL-Apherese verringerte die Cholesterin- und ApoB-Konzentrationen
in den large-buoyant, intermediate-dense und small-dense LDL um 66+13
und 60£12%, 68+9 und 67+5% und 69+12 und 69+11%, re spektive.

Es konnte ein Shift (Verschiebung) im LDL-Subtypen-Dichteprofil
beobachtet werden im Sinne einer relativen Verminderung der small-dense
LDL-Subtypen gegenuber den weniger dichten intermediate-dense und
large-buoyant LDL.

Nach Apherese stiegen die Cholesterin- und ApoB-Konzentrationen

schneller in den large-buoyant LDL (prozentualer Anteil der Pra-
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Apheresekonzentration an Tag 2: 79+21 und 85%16%) als in den
intermediate-dense LDL (6719 und 70+£7%) oder small-dense LDL (64+12

und 67+9%) an.

Mithilfe von Kompartimentmodellen wurden drei Hypothesen zum
Stoffwechsel von small-dense LDL uberprift: Modell A postuliert die
Bildung von small-dense LDL aus der Delipidierung von large-buoyant und
intermediate-dense LDL. Modell B beschreibt die direkte Entstehung von
small-dense LDL aus LDL-Vorlauferpartikeln (VLDL und IDL), und Modell
C geht davon aus, dass beide Stoffwechselwege kombiniert werden
missen, um den Metabolismus der small-dense LDL richtig
wiederzugeben.

Allen Modellen wurde dabei zugrundegelegt, dass die Apherese selbst die
fraktionelle katabolische Rate (FCR) und die Produktionsrate (PR) von
ApoB nicht verandert. Weiterhin wurden fir diese Analyse nur die

Konzentrationsdaten von ApoB verwendet.

Das Wiederanstiegsverhalten konnte durch die Modelle B und C, nicht

aber durch Modell A, beschrieben werden.

Bei Anwendung des Modells mit der besten Ubereinstimmung zwischen
beobachteten Konzentrationsdaten und vom Modell simulierten Daten und
der gréften biologischen Plausibilitat (Modell C), ergaben sich fir die FCR
von ApoB 1.05+0.86 d*, 0.48+0.11 d™ und 0.69+0.24 d™* fir die large-
buoyant, intermediate-dense und small-dense LDL-Subtypen. Die

Produktionsrate der small-dense LDL-Subfraktionen betrug

75



17.3+0.2 mg*kg’*d*. Davon stammten 56% direkt aus LDL-
Vorlauferpartikeln (aus VLDL, IDL oder aus ApoB, welches direkt ins
Plasma sezerniert wurde), wahrend ein Anteil von 44% aus large-buoyant

LDL und intermediate-dense LDL gebildet wurde.

Somit weisen die hier beschriebenen Daten darauf hin, dass small-dense
LDL bei Patienten mit familidrer Hypercholesterinamie aus zwei Quellen
stammen. Sie entstehen zum einen durch direkte Bildung aus LDL-
Vorlauferpartikeln und zum anderen aus den weniger dichten large-

buoyant und intermediate-dense LDL-Subtypen.
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