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1. Zusammenfassung

1.1. Hintergrund der Studie: Die Hypercholesterolamie ist ein Risikofaktor fir
Aortenstenose (AS) und der koronare Herzkrankheit (KHK). Serumcholesterinspiegel
werden durch intestinale Cholesterinresorption und endogene Cholesterinsynthese
bestimmt. Ziel dieser Studie war daher die Untersuchung einer mdglichen Beziehung
zwischen Unterschieden im Cholesterinstoffwechsel und vaskuldren Erkrankungen
bei dieser Patientenuntergruppe.

1.2. Methoden und Ergebnisse: Neben der Identifizierung konventioneller koronarer
Risikofaktoren wurden bei 40 konsekutiven Mannern und Frauen mit Aortenstenose
Phytosterolspiegel (Indikatoren fur die Cholesterinresorption) und Lathosterolspiegel
(Indikatoren fur die Cholesterinsynthese) bestimmt. Koronare Angiogramme vor der
Durchfiihrung eines Aortenklappenersatzes dienten zur Bestimmung des Ausmalies
der KHK. Bei Patienten mit positiver Anamnese fir kardiovaskulare Erkrankungen
war das Verhaltnis von Campesterol zu Lathosterol im Plasma und in
Aortenklappentaschen erhoht. Das Verhéltnis von Campesterol zu Lathosterol im
Plasma nahm mit dem Schweregrad der KHK zu (0-, 1-. 2-, 3-Gefa3-KHK; p < 0,05).
Es zeigte sich eine starke Korrelation zwischen dem Koronargefal3-Score und dem
Verhaltnis von Campesterol zu Lathosterol im Plasma (r = 0,52; p < 0,001) und in
Aortenklappentaschen (r = 0,33; p < 0,03). Mittels linearer Regressionsanalyse
wurde gezeigt, dass das Verhdaltnis von Campesterol zu Lathosterol unter den
getesteten Risikofaktoren der einzige Pradiktor fur eine KHK war (p < 0,01).

1.3. Schlussfolgerungen

Bei Patienten mit Aortenstenose (AS) ist die vermehrte Resorption und reduzierte
Synthese von Cholesterin mit einer positiven Familienanamnese fur kardiovaskulare

Erkrankungen sowie der Entwicklung einer begleitenden KHK assoziiert.



1. 4 Summary

1.4.1 Background: Hypercholesterolemia is a risk factor for aortic stenosis (AS) and
for coronary artery disease (CAD). Serum cholesterol concentrations are determined
by intestinal cholesterol absorption and endogenous cholesterol synthesis. Vascular
effects of differences in cholesterol metabolism in patients with aortic stenosis are so
far unknown. Therefore, the aim of this study was to investigate differences in
cholesterol metabolism in relation to vascular diseases in this subset of patients.
1.4.2. Methods and results:  In addition to identifying conventional coronary risk
factors, we determined plant sterols (indicators of cholesterol absorption) and
lathosterol (indicator of cholesterol synthesis) levels in 40 consecutive men and
women with AS. Coronary angiograms prior to aortic valve replacement determined
the extent of CAD. Patients with a positive history of cardiovascular disease exhibited
an increased campesterol-to-lathosterol ratio in plasma (P < 0.005) and in aortic
valve cusps (P < 0.05). The plasma campesterol-to-lathosterol ratio increased with
CAD severity (0-, 1-, 2-, 3-vessel disease; P < 0.05). Coronary vessel score strongly
correlated with the campesterol-to-lathosterol ratio in plasma (r = 0.52; P < 0.001)
and in aortic valve cusps (r = 0.33; P < 0.03). Logistic regression analysis revealed
that the ratio of campesterol to lathosterol was the sole predictor of CAD among
coronary risk factors tested (P < 0.01).

1.4.3. Conclusions: Enhanced absorption and reduced synthesis of cholesterol is
related to a positive family history of cardiovascular diseases and the development of

concomitant CAD in patients with AS.



2. Einleitung

2.1. Cholesterinhomdostase

Hohe Serumcholesterinspiegel sind ein bedeutender unabhangiger Risikofaktor fur
kardiovaskulare Erkrankungen (1-3) . Grol3e, prospektiv-angelegte klinische Studien
haben fur die Primar- als auch fur die Sekundarpravention belegt, dass unter
Statintherapie ein betrachtlicher Rickgang der kardiovaskularen Morbiditat und
Mortalitéat zu verzeichnen ist (4, 5). Dabei zeigen Ergebnisse groRer Metaanalysen
von Statinstudien, dass kein deutlicher Zusammenhang zwischen der relativen
Risikoreduktion flr kardiovaskuldre Ereignisse und den LDL-Cholesterin
Ausgangswerten besteht und dass trotz der durch Statintherapie erreichten Senkung
des relativen Risikos ein deutliches residuelles Risiko verbleibt (6). Die absolute
Risikoreduktion hangt von der Hohe des Ausgangscholesterins und dem Ausmalfi der
Cholesterinsenkung ab, der genaue Anteil der verschiedenen kardiovaskuléren
Risikofaktoren und genetischer Einflisse auf das residuelle Risiko ist jedoch nicht
bekannt. Eine plausible MalRnahme zur Reduktion des unter Statintherapie
verbleibenden Restrisikos ist einerseits eine Beeinflussung des reversen
Cholesterintransports. HDL besitzt unter physiologischen Bedingungen verschiedene
antiatherogene Eigenschaften. Neben der Hemmung der Oxidation von LDL-
Cholesterin, sowie der Thrombozytenaggregation reduziert HDL die Expression
verschiedener inflammatorischer Zytokine und vaskularer Zelladhasionsmolekile
und verbessert die Endothelfunktion (7). Der zentrale protektive Mechanismus ist
jedoch der reverse Cholesterintransport. Dabei geben Makrophagen in
atherosklerotischen Lasionen Uber ATP-binding cassette transporter 1 (ABCA1l)

Cholesterin an lipidarme Apolipoprotein-A-I-Partikel ab (8). Nach Veresterung des



freien Cholesterins durch die Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase (LCAT) entsteht
zreifes* HDL-Cholesterin das schlief3lich durch den Scavenger Receptor B Typ 1 (SR-
B1) selektiv in die Hepatozyten aufgenommen werden kann (9). Alternativ werden die
Cholesterinester durch das Enzym Cholesterinester-Transferprotein (CETP) von HDL
auf Apolipoprotein B (Apo B)-reiche Lipoproteine (LDL/VLDL) ubertragen und
nachfolgend durch hepatische LDL-Rezeptoren aufgenommen (10, 11). Ein weiterer
Pathway des reversen Cholesterintransports liegt im LDL-receptor related protein
(LRP). Durch dieses Protein kénnen sogenannte Remnants (Uberbleibsel) von VLDL
und Chylomikronen in die Leberzelle aufgenommen werden (12). Aber auch
Oxysterolen, insbesondere 27-Hydroxycholesterin wird eine Transportfunktion im
reversen Cholesterintransport zugeschrieben (13). In der Leber kann Cholesterin
letztlich in Gallensduren umgewandelt und ausgeschieden werden. Eine
medikamentose Beeinflussung des reversen Cholesterintransports lasst sich durch
Statine (bis zu 15 % Steigerung des HDL-C), aber insbesondere durch
Nikotinsaurederivate (steigern HDL-C bis zu 35 %) erreichen. Eine medikamenttse
Hemmung des Cholesterinester-Transfer-Proteins durch CETP-Hemmung wird

derzeit noch kontrovers diskutiert (10, 14).

Eine zweite, mogliche MalRhahme zur Reduktion des kardiovaskularen Risikos ist die
Beeinflussung der Cholestinhomdostase hinsichtlich Cholesterinsynthese und
Aufnahme. Diese Fragestellung soll in der vorliegenden Dissertationsarbeit
ausfuhrlicher diskutiert werden. Grundlegend fir das Verstandnis ist hierbei, dass
der Serumcholesterinspiegel durch die Cholesterinresorption, -synthese und -
exkretion reguliert wird (15-17). Lathosterol, ein Vorlaufer in der Cholesterinsynthese,
ist ein Marker fur die hepatische Syntheserate (18, 19). Serumkonzentrationen von

Phytosterolen wie Campesterol und Sitosterol, die ausschlie3lich Gber die Nahrung



zugefuhrt werden, lassen Ruckschliisse auf die Resorptionsrate von Cholesterin zu

(20, 21).

2.2. Medikamenttse Beeinflussung der Cholesterinhom Oostase

Seit der Einfihrung von Statinen, die das geschwindigkeitsbestimmende Enyzm
der Cholesterinsynthese, die HMG-CoA-Reduktase, hemmen, steht Patienten mit
Hypercholesterinamie eine wirksame Behandlungsoption zur Verfigung, die die
Senkung von Plasmacholesterinspiegeln bewirkt und eine Reduktion der Mortalitét
kardiovaskularer Erkrankungen zur Folge hat (4, 5, 22). Die Ergebnisse einer
Subgruppenanalyse der 4S-Studie deuten jedoch darauf hin, dass Patienten mit
hoher Baseline-Cholesterinresorption nicht auf eine Statintherapie ansprechen (23,
24). Daher wurde, Iinsbesondere flir Patienten mit hohen Phytosterol-
Ausgangswerten, die  zusatzliche @ Anwendung  von Inhibitoren der
Cholesterinresorption vorgeschlagen (23-26). Eine Hemmung der
Cholesterinresorption ist mit einer neuen Wirkstoffklasse, den Azetidionen, mdglich,
welche die Cholesterinresorption tber das NPC1L1-Protein blockieren, was zur
Senkung der Plasmacholesterinspiegel fihrt (27, 28). Eine alternative, nicht
medikamentése Therapie besteht im Verzehr ,funktioneller® Lebensmittel mit
Zusatzen von Phytosterolen oder Phytostanolen, die Cholesterin in
Gallensalzmizellen kompetitiv verdrdngen (29-31). Dies fuhrt zur Verringerung der
intestinalen Cholesterinresorption und Senkung des Gesamtcholesterins im Plasma
um 10 - 15 % . Diese Vorgehensweise ist insbesondere bei Patienten mit hoher
Cholesterinresorption und niedriger Cholesterinsyntheserate von Nutzen (32). Die
Wirksamkeit einer Inhibierung der Cholesterinresorption im Hinblick auf eine
Reduktion schwerer kardiovaskularer Ereignisse bleibt jedoch ungeklart, da

Ergebnisse klinischer Studien zur Untersuchung dieser Frage noch ausstehen. Zur
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Optimierung der therapeutischen Optionen zur Behandlung von erhéhtem
Serumcholesterin mit dem Ziel der Reduktion des kardiovaskularen Risikos ist daher
ein besseres Verstandnis der Cholesteinhomdostase im gesamten Korper von

Bedeutung (33).

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass der Verzehr von
mit Phytosterolen angereicherter Margarine zu erhdhten Phytosterolspiegeln sowohl
im Serum wie auch in den Aortenklappentaschen fuhrt (34). Auf der Grundlage dieser
Daten war das Ziel der vorliegenden Dissertationsarbeit, bei Patienten mit schwerer
Aortenklappenstenose (AS), die keine cholesterinsenkenden Medikamente erhielten,
die Beziehung zwischen hepatischer Cholesterinsynthese (Lathosterol) und
intestinaler Cholesterinresorption (Phytosterole) und einer begleitenden koronaren

Herzerkrankung zu untersuchen.
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2.3. Fragestellung

Es ergeben sich folgende Fragestellungen:

1.

Beeinflusst die Cholesterinhoméostase im Sinne einer vermehrten
Cholesterinresorption und einer verminderten Cholesterinsynthese das
Auftreten einer begleitenden koronaren Herzerkrankung bei Patienten mit
operationspflichtiger Aortenklappenstenose ?

Hierzu wurden die Koronarangiogramme von 40 Patienten mit
operationspflichtiger Aortenklappenstenose hinsichtlich des Schweregrades
einer begleitenden koronaren Herzerkrankung untersucht. Um die
.Plaguelast* des gesamten Koronarsystems in  Relation zur
Cholesterinhnomdostase zu setzten wurde ein Koronarscore nach der
Gefallnomenklatur der American Heart Association in Relation zu

Cholesterinresorption und Synthese gesetzt.

Ist die Cholesterinhombostase im  Sinne  einer  vermehrten
Cholesterinresorption und einer verminderten Cholesterinsynthese mit einer
Familienanamnese mit kardiovaskulare Erkrankungen assoziiert ?

Hierfir wurde beim Aufnahmegesprach im Rahmen des Studieneinschlusses
der Patienten eine umfassende Anamnese mit besonderem Augenmerk auf
kardiovaskulare Risikofaktoren und einer Familienanamnese fur
kardiovaskulédre Erkrankungen erhoben. Die erhobenen Daten wurden in
Relation zur Cholesterinresorption und Synthese bei Aufnahme in die Studie

gesetzt.
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Ist die Cholesterinhombostase im  Sinne  einer  vermehrten
Cholesterinresorption und einer verminderten Cholesterinsynthese ein
maoglicher Pradiktor fir eine begleitende koronare Herzerkrankung bei
Patienten mit operationspflichtiger Aortenklappenstenose ?

Hierzu wurde mittels logistischer Regressionsanalyse die Starke aller
etablierten kardiovaskularen Risikofaktoren sowie des Quotienten
Cholesterinresorption zu Cholesterinsynthese im Hinblick auf die Pradiktion

einer begleitenden koronaren Herzerkrankung ermittelt.

Bestent ein Zusammenhang zwischen dem  Schweregrad der
Aortenklappenstenosen und der Sterolkonzentration im Serum und in
Aortenklappentaschen ?

Hierzu wurde die echokardiografisch ermittelte Aortenklappenéffnungsflache
korreliert mit den Sterolkonzentrationen im Serum und in den operativ

gewonnenen Aortenklappentaschen.
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3. Methoden

3.1. Materialien

3.1.1.

Reagenzien

5a-Cholestan (Serva Feinbiochemika GmbH, Heidelberg)
Cyclohexan (Merck KGaA, Darmstadt)

n-Dekan (Merck, KGaA, Darmstadt)

Pyridin (Merck, KGaA, Darmstadt)

Hexamethyldisilasan (Merck, KGaA, Darmstadt)
Trimethylchlorosilan (Merck, KGaA, Darmstadt)

Aqua bidest.

NaOH 1mol/L (90% Athanol) (Merck, KGaA, Darmstadt)

Athanol (Merck, KGaA, Darmstadt)
3,5-di-tert-butyl-4-hydroxytoluol (BHT) (Merck, KGaA, Darmstadt)
MeOH (Merck, KGaA, Darmstadt)

Epicoprostanol (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen)
Cholesterin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen)
Cholestanol (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen)
Campesterin/Sitosterol (40:60;w/w) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen)

Lathosterol (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen)



14

3.2. Studienpopulation

Patienten im Alter von 18 bis 90 Jahren, die stationar im Universitatsklinikum
des Saarlandes aufgenommen wurden, um sich einem Aortenklappenersatz zu
unterziehen, kamen fir eine Teilnahme an dieser Studie in Frage. Die Aufnahme von
Patienten in die Studie erfolgte von August 2003 bis Februar 2005. Am
Studienbeginn erfolgte eine umfassende Anamnese mit besonderem Augenmerk auf
kardiovaskulare Risikofaktoren, einschlief3lich einer Familienanamnese fur koronare
Herzerkrankungen sowie eine Befragung der Patienten im Bezug auf ihre
Ernahrungsgewohnheiten. Patienten, die lipidmodifizierende Therapien erhielten,
Patienten, die zur Senkung ihrer Serumcholesterolspiegel mit Phytosterolen oder -
stanolen versetzte, so genannte ,funktionelle Lebensmittel* verwendeten, sowie
Vegetarier wurden von der Studie ausgeschlossen. Alle Teilnehmer unterzeichneten
eine Einwilligungserklarung. Das Studienprotokoll wurde von der Ethikkommission

der Universitat des Saarlandes (Nummer 159/04) genehmigt.

3.3. Verfahren

Am Morgen vor dem anberaumten Aortenklappenersatz wurden vendse
Nuchternblutproben entnommen. Blutproben wurden umgehend zentrifugiert und das
Plasma bei -70 €T aufbewahrt. Aortenklappen wurden intraoperativ erhalten.
Aortenklappentaschen wurden im Operationssaal von den Aortenringen entfernt und
mehrfach mit 0,9%iger NaCl-L6ésung gewaschen. Sie wurden anschlieRend bei -
70 T aufbewahrt. Blut- und Gewebeproben wurden ver blindet und in randomisierter
Reihenfolge an das fur die Sterolanalyse zustandige Labor geleitet. Die
Plasmakonzentrationen von Cholesterin, Phytosterolen (Campesterol und Sitosterol)
sowie von Lathosterol wurden wie nachfolgend beschrieben mithilfe von

gaschromatografisch und gaschromatografisch-massenspektrometrischen (GC/MS)
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Analysen bestimmt (35). Plasma-Lipoproteineprofile wurden unter Verwendung
enzymatischer Methoden analysiert (36). Die Bestimmung von HDL erfolgte nach
Préazipitation der Apolipoprotein-B-haltigen Lipoproteine (37); LDL wurden mithilfe der
Friedewald-Formel berechnet (38). Fir die Sterolanalyse in Aortenkappen wurde das
entnommene Material im Vakuum gefriergetrocknet und fur 2 Tage in 1 ml
Chloroform/Methanol (2:1) Uberfiihrt. Ein Aliquot der Chloroform-Methanol-Mischung
wurde wie bereits beschrieben fur die GC/MS-Analyse der Sterole verwendet (34).
Die GC/MS-Analyse wurde im Institut fur klinische Chemie und Pharmakologie

Universitatsklinikum in Bonn wie folgt durchgefthrt:

3.3.1. Probenaufarbeitung

Die Sterole in den Serumproben wurden zur gaschromatographischen Trennung mit
anschlieBender Flammenionisationsdetektion oder massenselektiver Detektion
zunachst in ihre freie Form gebracht. Danach werden die freien Sterole extrahiert und

mittels eines Silylierungsreagenzes in einen Silylsterinather umgewandelt.

> Die tiefgefrorenen Serumproben wurden bei Raumtemperatur aufgetaut.

> 1 ug Epicoprostanol (10 pl einer Stammlésung von 100 pug/ml in Cyclohexan),
50 pg 5a-Cholestan (50 pl einer Stammlésung von 1 mg/ml in Cyclohexan)
wurden als interne Standards zu 100 pl der Serumprobe bei Raumtemperatur
in einem Teflon-beschichteten Reagenzglas mit Schraubverschluss zugesetzt.

» Zur Vermeidung von autoxidativen Prozessen wurden auf3erdem noch 50 ng
3,5-di-tert-butyl-4-hydroxytoluene (BHT) (10 pl aus einer Stammiésung von 50

mg BHT/10 ml MeOH) zugesetzt.
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» Zur alkalischen Hydrolyse wurde das Probengemisch nach Zusatz von 1 ml
90%-iger athanolischer NaOH-Lsg. (1M) im Wasserbad bei 68T Uuber 1
Stunde inkubiert.

» Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur und Zusatz von 500 ul aqua bidest.
wurden die freien Sterole zweimal in 3 ml Cyclohexan extrahiert.

> Die vereinigten organischen Phasen wurden unter Stickstoffbegasung bei
65T getrocknet.

» Die Hydroxylgruppen der Sterole wurden nach Zugabe von 1 ml eines
Trimethylsilylierungsreagenzes (Pyridin-Hexamethyldisilasan-
Trimethylchlorsilan, 9:3:1; v/iv/iv) zum Ruckstand nach 1-stindiger Inkubation
bei 65C zu Trimethylsilylathern derivatisiert.

» Die restlichen Silylierungsreagenzien wurden daraufhin unter
Stickstoffbegasung bei 65C verdampft.

> Der Uberstand wurde in 160 pl n-Dekan gelost.

> 80 pl dieses Gemisches an Sterintrimethylsilyathern in n-Dekan wurden in die
Mikroeinsatze der Glasphiolen fur die GC-MSD-Analyse uberfuhrt.

» Die Ubrigen 80 pl wurden mit 500 pl n-Dekan fur die GC-FID-Analyse verdinnt.

» Die Glasphiolen wurden zur eindeutigen Identifizierung beschriftet.

3.3.2. Beschreibung der Analyseverfahren

Cholesterinvorstufen und pflanzliche Sterole liegen im Serum in einer 10%fach
geringeren Konzentration als ihre Ausgangssubstanz Cholesterin vor. Daher wird die
Konzentration des Cholesterins in Serumproben durch die weniger spezifische,

selektive und sensitive Flammenionisationsdetektion bestimmt, wahrend die
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Cholesterinvorstufen und Phytosterole durch die hochspezifische massenselektive

Detektion erfasst werden.

3.3.3. Durchfuhrung der Analysen

3.3.3.1. Durchfuihrung der Analyse mittels Gaschroma  tographie-

Flammenionisationsdetektion

Das Steroltrimethylsilylathergemisch wurde mit einem HP 7683 Injektor auf eine
vernetzte Methylsilikon DB-XLB 122-1232 Kapillarsaule (J&W, Folsom, USA) (30m x
0,25 mm Innendurchmesser x 0,25 um Schichtdicke) in einem Hewlett Packard
Gaschromatographen (HP 6890) nach splittloser Injektion bei 280<C injiziert. Der
Tragergasfluss — in unserem Falle: Wasserstoff - betrug 1,1 ml/min. Die
Ofentemperatur wurde zu Beginn fir 3 min bei 150C gehalten und dann die
Temperatur mit einer Steigerungsrate von 30C/min auf eine Endtemperatur von
290<C gefuhrt. Diese Temperatur blieb Gber 33 min k onstant. Der interne Standard
5(]-Cholestan wurde mit einer Retentionszeit von 12,0 min und der
Cholesterintrimethylsilylather mit einer Retentionszeit von 15,88 min im
Flammenionisationsdetektor (FID) bei 280C mit einem kombinierten konstanten
Saulen- und Make-up-Fluss (Wasserstoff + Stickstoff; 30 ml/min) detektiert. Die
Steuerung des Gaschromatographen und die Auswertung der Gaschromatogramme
sowie die Quantifizierung erfolgte durch die HP GC ChemStation Software (Version
2.1.1.0) auf einem Kayak XA Pentium II-Computer. Abbildung 1 zeigt eine
gaschromatographische Trennung von 50]-Cholestan und Cholesterin. Zur
Quantifizierung wird der integrierte Flachengehalt des Cholesterinpeaks durch den

Flachengehalt des 5(1-Cholestanpeaks dividiert und mit dem vorgegebenen Gehalt
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an internem Standard von 50 pg multipliziert. Dies ergibt den Gehalt an Cholesterin
in ug pro Probe. Bei einer eingesetzten Menge von 200 pl muss man diesen Betrag
noch auf 100 ml umrechnen, um die Cholesterinkonzentration in mg/dl anzugeben.
Zur Validierung dieser Einpunkt-Eichmethode mit 5a-Cholestan als internem
Standard wurden die Ergebnisse der Serumkonzentrationen von Cholesterin einer
Einpunkt-Eichung gegentber einer erstellten Eichgerade verglichen. Die Ergebnisse
zeigten gute Ubereinstimmung beider Eichverfahren. Abbildung 12 zeigt die
Eichkurve fir Cholesterin mit 5(1-Cholestan als internem Standard in einem
Konzentrationsbereich zwischen 0 und 200 pg/Probe. Zur Prazision der Methode

wurde die gleiche Serumprobe sechsfach aufgearbeitet und gemessen
(Wiederholbarkeit), sowie eine aufgearbeitete Probe nach Silylierung sechsmal
hintereinander injiziert um die Stabilitat des Messinstrumentes zu zeigen. Fur die
Wiederholbarkeit der Einpunkt-Methode ergab sich ein Variationskoeffizient von 1,45
(n=6) und fur die Stabilitatsmessung des GC-FID ein Variationskoeffizient von 1,6
(n=6). Die Nachweisgrenze einer Substanz = wird normalerweise ermittelt, indem
man bekannte niedrige Konzentrationen des Analyten mit substanzfreiem Medium
gegenuberstellt und die minimale Konzentration ermittelt, bei der der Analyt gerade
noch erfasst werden kann. Ein Signal-Rausch-Verhéltnis von 3:1 wird zur
Bestimmung der Nachweisgrenze akzeptiert. Bei der Bestimmung von Cholesterin im
Serum gibt es beziiglich der Nachweisgrenze fir Cholesterin kein Problem. Daher
wird die Nachweisgrenze (limit of detection) fur die GC-FID-Methode auf < 0.1 mg/dI
durch den niedrigsten Punkt unserer Eichkurve festgelegt. Fur die
Bestimmungsgrenze (Limit of quantitation) in biologischen Matrizes wird ein Signal-
Rausch-Verhéltnis von 10:1 festgelegt. Der Einfluss der chromatographischen
Basislinie kann fur den Analyten Cholesterin vollstdndig vernachlassigt werden. Das

Signal-Rausch-Verhaltnis Ubersteigt hier die Bestimmungsgrenze erheblich. Die
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Reinheit der Referenzsubstanzen wurde mittels GC-FID und GC-MSD bestéatigt und

die Stammlésungen wurden bei 4T unter Lichtausschl uss aufbewahrt. Pipetten und

Wageeinheiten wurden turnusmassig validiert.
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Eichkurve fur Cholesterin mit 5a-Cholestan als Internem Standard.
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3.3.3.2 Durchfuihrung der Analyse mittels Gaschromat  ographie-

massenselektiver Detektion

Die saulenchromatographische Trennung des Sterol-/Stanolsilylgemisches erfolgte
auf einer 30 m DB-XLB Kapillarsdule mit Helium als Tragergas. Der Tragergasfluss
betrug 1.0 ml/min. Das Temperaturprogramm startete gleichfalls mit einer
Temperatur von 150C fir 1 min und wurde mit einer Steigerungsrate von 30C/min
auf 290C fortgefuhrt. Die Endtemperatur wurde Uber 30 Minuten gehalten. Die
Injektor- und Transferlinetemperatur wurde auf 280°C fest eingestellt. Die
Multiplierspannung lag bei 2700 Volt. Der Elektronenstrom an der Kathode betrug
220 mA und die Elektronenimpakt-lonisationsspannung wurde auf 70eV festgelegt.
Das Selected-lon-Monitoring fir ausgewéhlte selektive lonen wurde im Daten-
Acquirierungsprogramm so eingestellt, dass der Quadrupolmassenfilter mit einer
Zyklusrate von 2,0 Zyklen/sek innerhalb der gewahlten m/z-Werte arbeitete. Vor
jeder groR3eren Analysensequenz wurde zur Optimierung der Messeigenschaften des
MSD eine vorgegebene automatische Selbstjustierung mittels einer definierten
Substanz (PFTBA) in Form eines ,Autotunes” durchgefuhrt. Der SIM-Modus wurde
mit dem lon m/z 370 fir Epicoprostanol begonnen. In Tabelle 1 sind die

Retentionszeiten und spezifischen Massen flr jede gemessene Substanz aufgelistet.
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Tabelle 1: Parameter zur gaschromatographischen Trennung und massenselektiven

Detektion von Trimethylsilylsterin- und stanolathern

No. | TMSi-Ather von Kategorie Retentionszeit |m/z
[min] Werte

1 Epicoprostanol ISTD 16,9 370

2 Cholestanol Cholesterinmetabolit 18,9 306, 460

3 Lathosterol Cholesterinvorstufe 20,3 458

4 Campesterol Phytosterol 21,3 472

5 Sitosterol Phytosterol 23,8 486

Fur jedes zu messende Sterol wurde eine eigene Eichgerade erstellt, die dartber
Aufschluss gab, ob integrierte Peakflachen und eingesetzte
Substanzkonzentrationen linear verlaufen. Dies ist Voraussetzung fur eine
guantitative Bestimmung. Steigende Mengen an Sterolen, denen je gleiche Mengen
an Epicoprostanol zugesetzt wurden, wurden mittels Gaschromatographie/
Massenspektrometrie im SIM-Modus gemessen und das Verhaltnis der Peakflache
des unmarkierten zu der des jeweiligen Internen Standards gegen die eingesetzten
Substanzmengen (ng) aufgetragen.

Zur ldentifizierung  der jeweiligen Substanzen wurde die Identitdt der
Massenspektren aller Substanzen, die mittels GC-MSD-SIM aus Serumproben
bestimmt wurden, durch den Vergleich der Massenspekiren mit authentischen
Referenzsubstanzen bestatigt. Selbst Analyte, die gaschromatographisch nicht
eindeutig voneinander abgetrennt werden konnten, konnten aufgrund ihrer
spezifischen Massen voneinander unterschieden und quantifiziert werden. Die

Linearitat der Eichkurven, die Spannweite und die Quantifizierungsgrenze (QG)
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wurde fir jede einzelne Substanz Uberprift und wir erhielten fir die Sterole folgende
Charakteristika:

Tabelle 2: Eichgeradencharakteristika und Nachweisgrenzen

Analyt Achsenabschnitt | Steigung |R® Spannweite QG

Cholestanol |-0,0002 0,1486 0,9999 | 0,04-9.0 mg/dl 0,02 pg/dl
Lathosterol |-0,004 0,760 0,9999 |0,01-3.2 mg/dI 0,02 pg/dl
Campesterol |-0,0025 0,2451 0,9999 (0,02-55.6 mg/dl |0,02 pg/dl
Sitosterol -0,0056 0,2221 0,9999 | 0.35-83.9 mg/dl | 0,06 pg/dl

3.4. Evaluierung einer begleitenden KHK

Mit Hilfe der Koronarangiografie wurden Patienten auf eine gleichzeitig
bestehende KHK untersucht. Der Befund der Koronarangiografie wurde im Fall einer
mindestens 50%igen Stenose eines GefélRes als pathologisch interpretiert. Eine
Koronargefal3erkrankung wurde im Koronarangiogramm als Ein-, Zwei- oder Drei-
Gefal3-Erkrankung identifiziert. Zur detaillierten Auswertung des Ausmalles der
Koronargefal3erkrankung errechneten wir ein  ,Koronarscore“ nach der
Koronarsegmenteinteilung der American Heart Association (39). Hiernach wird das
Koronargefal3system in 15 konsekutive Segmente unterteilt. Siehe Abbildung 3.
Entsprechend dem jeweiligen Stenosegrad wurde jedem Koronarsegment ein Score
von O bis 4 Punkten zugeordnet. Die Summe der fur alle KoronargefalRe
angiografisch erhaltenen Punkte ergab den ,Koronargefaf3-Score” fir den jeweiligen
Patienten. Der Koronargefél3-Score erlaubt einen detaillierten Rickschluss auf die

Ausbildung atherosklerotischer Lasionen im gesamten Koronararteriensystem.
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Abbildung 3
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Einteilung der Koronarsegmente nach der American Heart Association.
O Punkte = keine Plaques; 1 <50%; 2 =50-70%; 3> 70 %; 4 =
Verschluss



24

3.5. Evaluierung des Ausmalies einer Aortenklappenst  enose
Zur Ermittlung der Schwere der AS wurde vor dem Ersatz der Aortenklappe
deren Offnungsfliche echokardiografisch bestimmt. Die Berechnung der

Offnungsflache der Aortenklappe erfolgte mittels Kontinuitatsgleichung (40).

3.6. Statistische Methoden

Die Ergebnisse werden als Mittelwerte £+ SD angegeben. Die Testung auf
Unterschiedlichkeit zweier Gruppen erfolgte unter Anwendung von zweiseitigen
Student-T-Tests. Zur Prufung auf Unterschiede zwischen mehr als zwei Gruppen
diente die ANOVA-Analyse, gefolgt von der Durchflihrung des Bonferroni-Tests. Bei
nicht normal verteilten Daten erfolgte eine logarhythmische Transformation mit dem
Ziel der Varianzstabilisierung und konsekutiver Normalverteilung. P-Werte unterhalb
von 0,05 galten als Indikatoren einer statistischen Signifikanz. Fir die Quantifizierung
von Korrelationen wurde der Korrelationskoeffizient nach Spearman verwendet.
Mithilfe einer logistischen Regressionsanalyse wurde eine begleitende KHK in
Relation zu anderen vorliegenden kardiovaskularen Risikofaktoren und insbesondere
die Ausrichtung der Cholesterinhombostase im Sinne einer vermehrten
Cholesterinresoption und einer verminderten Cholesterinsynthese auf Signifikanz
gepruft. Alle statistischen Verfahren wurden unter Einsatz von Software der Firma

SPSS (Chicago, lllinois) vorgenommen.
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4. Ergebnisse

4.1. Patientencharakteristika

Vierzig von 102 Patienten mit AS, die als Kandidaten flir einen
Aortenklappenersatz stationar in unsere Klinik aufgenommen wurden, erfillten die
Einschlusskriterien fur die Studie. Zweiundsechzig Patienten wurden nicht in die
Studie aufgenommen, da sie zur Senkung ihrer Serumcholesterinspiegel
lipidmodifizierende Arzneimittel erhielten oder ,funktionelle Lebensmittel* verzehrten.
Das Alter der Studienteilnehmer lag zwischen 44 und 83 Jahren, die
echokardiografisch ermittelten  Offnungsflachen der Aortenklappen betrugen
zwischen 1,40 und 0,33 c¢cm®. Bei achtzehn Patienten war im Koronarangiogramm
eine begleitende koronare Herzerkrankung zu erkennen. Bekannte kardiovaskulare
Risikofaktoren waren gleichmaf3ig auf die Patientengruppen mit und ohne koronare
Herzerkrankung verteilt. In Tabelle 3 sind die demografischen Baselinedaten

dargestellt.
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4.2. Zusammenhang zwischen Cholesterinresorption und -sy nthese und
koronarer Herzkrankheit

Bei achtzehn von vierzig Patienten wurde angiografisch eine begleitende KHK
diagnostiziert. Sechs Patienten hatten eine koronare Eingefaf3erkrankung, bei vier
Patienten wurde eine koronare ZweigefalRerkrankung diagnostiziert und acht
Patienten hatten eine koronare Dreigefal3erkrankung. Im Bezug auf die
Plasmacholesterinspiegel zeigten sich bei Patienten mit und ohne koronare
Herzkrankheit keine Unterschiede (siehe Tabelle 3). Die absoluten
Plasmakonzentrationen von Phytosterolen (Campesterol, Sitosterol) und
Lipoproteinfraktionen unterschieden sich nicht zwischen Patienten mit und ohne
begleitende KHK (Tabelle 3). Das Verhaltnis von Campesterol zu Lathosterol nahm
jedoch mit steigendem Ausmald von atherosklerotischen Lasionen im
Koronararteriensystem stetig und signifikant zu (p for trend < 0,005; Abb. 4). Diese
signifikante Beziehung beruhte auf der mit zunehmendem Ausmall der
Koronargefal3erkrankung reduzierten Lathosterolkonzentration

(p for trend < 0,001).

Fur die Analyse der Beziehung zwischen Cholesterinmetabolismus und
begleitender KHK wurde fir jeden Patienten anhand der Koronarangiogramme der
Koronargefal3-Score ermittelt. Die Analysen von Plasma- und
Serumsterolkonzentrationen liel3en keinen Schluss auf eine Korrelation zwischen
Cholesterin und dem Ausmal} einer begleitenden KHK zu. Ebenso bestand keine
Korrelation zwischen den absoluten Phytosterol-Plasmakonzentrationen sowie deren
Quotient zu Cholesterin. Zwischen dem Quotien von Resorption und Synthese, deren

Ausmal’ durch Phytosterole (Resorption) und Lathosterol (Synthese)
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28



29

charakterisiert wird, in Plasma und Aortenklappentaschen bestand jedoch eine
signifikante Korrelation. Dies traf sowohl fur den Quotienten von Campesterol zu
Lathosterol in Plasma (r = 0,52; p < 0,001) und den Aortenklappentaschen (r = 0,33;
p < 0,05) als auch auf den Quotienten von Sitosterol zu Cholesterin im Plasma (r =
0,57; p < 0,0005) und den Aortenklappentaschen (r = 0,37; p < 0,05) zu (siehe auch

Abbildung 5 fur den Quotienten von Campesterol zu Lathosterol in Plasma).

Abbildung 5
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Plasma Campesterol/Lathosterol in Relation zu Schweregrad der
begleitenden koronaren Herzerkrankung. r=0.52; p<0,005.
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Wie in der vorausgehenden Analyse der Koronarangiogrammen gezeigt, lag dieser
Beziehung der Plasmasterolkonzentrationen eine negative Korrelation der Synthese
von Lathosterol im Serum zugrunde (r = —0,59; p < 0,0005). Fur die absoluten
Phytosterolkonzentrationen wurde keine Korrelation festgestellt (Campesterol in
Plasma: r = 0,016; p < 0,992; Sitosterol in Plasma: r = 0,09; p < 0,59). Die
Absolutkonzentrationen von Cholesterin (r = 0,27; p < 0,1) und Lathosterol (r = -
0,016; p < 0,92) in Aortenklappentaschen und von Phytosterolen (Campesterol: r =
0,25; p < 0,1); Sitosterol: r = 0,24; p < 0,1) korrelierten nicht signifikant mit den in den

Koronarangiogrammen erkennbaren atherosklerotischen Lasionen.

4.3. Beziehung zwischen Cholesterinresorption und -  synthese und der
Familienanamnese fir koronare Herzkrankheiten

Funfzehn von vierzig Patienten hatten eine positive Familienanamnese fir
kardiovaskulare Erkankungen, definiert als Manifestation einer kardiovaskularen
Erkrankung vor dem 55. Lebensjahr (mannliche Studienteilnehmer) bzw. dem 65.
Lebensjahr (weibliche Studienteilnehmer). Bei den Patienten mit positiver
Familienanamnese fur kardiovaskulare Erkrankungen (n = 15) wurde im Vergleich zu
denen ohne eine solche Anamnese ein erhthtes Verhdltnis von Campesterol zu
Lathosterol im Plasma (1,38 + 1,03 vs. 2,48 = 1,29; p < 0,005) und den
Aortenklappentaschen (1,72 £ 0,99 vs. 2,35 £ 0,99; p < 0,05) nachgewiesen. Siehe
ebenfalls Abbildung 6. Interessanterweise bestand kein Unterschied zwischen den
Konzentrationen von Cholesterin und dessen Vorlaufer Lathosterol im Serum und in

Aortenklappentaschen.
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4.4. Cholesterinresorption und -synthese und Pradik  tion einer begleitenden
koronaren Herzkrankheit im Vergleich zu etablierten kardiovaskularen
Risikofaktoren

Um zu ermitteln, ob Indikatoren der Cholesterinresorption und -synthese bei
Patienten mit AS als Pradiktoren einer begleitenden KHK von Nutzen sind, fuhrten
wir eine logistische Regressionsanlyse durch. Mittels logistischer
Regressionsanalyse wurde ebenfalls untersucht, inwieweit etablierte kardiovaskulare
Risikofaktoren (Alter, Geschlecht, BMI, arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus,
Rauchen, Familienanamnese fur  kardiovaskulare  Erkrankungen  sowie
Gesamtcholesterin im Plasma) zur Vorhersage einer begleitenden KHK
herangezogen werden kdonnen. Mit Ausnahme des Quotienten von Campesterol zu
Lathosterol (p < 0,016; Tabelle 4) hatte keiner der etablierten kardiovaskuléren
Risikofaktoren eine signifikante Vorhersagekraft fir das Auftreten einer begleitenden

KHK.

4.5. Sterolkonzentrationen und Aortenklappenstenose

Die Offnungsflachen der Aortenklappen wurden echokardiografisch bestimmit.
Es wurde untersucht, ob die Ausrichtung des Cholesterinstoffwechsels im Sinne
einer vermehrten Cholesterinresorption und einer verminderten Cholesterinsynthese
mit der Schwere einer Aortenklappenstenose im Zusammenhang steht. Zu diesem
Zweck wurden Sterolkonzentrationen im Plasma und in den Aortenklappentaschen
mit der Aortenklappenoffnungsflache korreliert. Es bestanden negative Korrelationen
zwischen Sterolkonzentrationen in Aortenklappentaschen und der Offnungsflache

der Aortenklappe (Tabelle 5). Es bestand jedoch keine Korrelation zwischen den
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Tabelle 4
Kardiovaskulare Risikofaktoren Odds Ratio 95% Ko  nfidenz-  Signifikanz
intervall

Alter 1.1 .973 - 1.200 0.147
Geschlecht 4.0 446 - 36.278 0.215
Diabetes mellitus 0.4 .038 - 5.128 0.513
Plasma Gesamtcholesterin 1.0 .974 - 1.007 0.238
Arterielle Hypertonie 6.9 .451 - 107.010 0.165
Rauchen 0.9 147 - 5.148 0.879
positive Familienanamnese 0.6 .063 - 4.844 0.591
BMI 1.2 917 -1.467 0.215
Campesterol/Lathosterol im Plasma 3.3 1.252 - 8.499 0.016

Odds Ratios fiir das Vorliegen einer begleitenden koronaren Herzerkrankung fiir etablierte
kardiovaskulare Risikofaktoren und Plasma Campesterol/Lathosterol.

Tabelle 5

Sterolkonzentration in Korrelation zur Klappenéffnungsflache

Aortenklappentaschen
Cholesterin - 0.462; p<0.005
Lathosterol - 0.395; p<0.05
Cholestanol - 0.405; p<0.05
Campesterol - 0.342; p<0.05
Sitosterol - 0.372; p<0.05

Sterolkonzentration in Aortenklappentaschen in Relation zur echokardiographisch
ermittelten Klappenoffnungsflache.
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absoluten Plasmakonzentrationen von Campesterol (r =0,09; p <0,59), Sitosterol
(r = 0,07; p < 0,69) und Cholestanol (r = 0,05; p < 0,78) und der Offnungsflache der
Aortenklappe. Zwischen den absoluten Plasmakonzentrationen von Cholesterin (r =
0,04; p < 0,84) und Lathosterol (r = —0,04; p < 0,80) und der Offnungsflache der

Aortenklappe zeigte sich ebenfalls keine signifikante Korrelation.

5. Diskussion

Die Ergebnisse deuten auf eine unabhangige Beziehung zwischen Anderungen
der Cholesterinhomdostase und KHK bei Patienten mit AS hin. Das Verhéltnis von
Campesterol zu Lathosterol, nicht jedoch etablierte kardiovaskulare Risikofaktoren,
war bei dieser Patientengruppe mit einer begleitenden KHK assoziiert. Darlber
hinaus zeigten die Daten eine positive Korrelation zwischen dem Verhéltnis von
Campesterol zu Lathosterol im Plasma und in den Aortenklappentaschen und einer
positiven Familienanamnese fur kardiovaskulare Erkrankungen. Diese Beobachtung
traf jedoch in dieser Patientengruppe fir den etablierten kardiovaskularen
Risikofaktor Cholesterin und dessen Vorlaufer Lathosterol nicht zu. Aus diesen
Ergebnissen geht daher hervor, dass das Profil der Cholesterinhomoostase mit
Atherogenese und Manifestationen einer koronarer Herzkrankheiten assoziiert ist.
Die vorliegende Dissertationsarbeit zeigte weiterhin eine Korrelation zwischen der
Anreicherung von Phytosterolen in Aortenklappentaschen und der Offnungsflache
der Aortenklappen, was auf die mdgliche Rolle von Phytosterolen in der

Pathogenese von Aortenklappenerkrankungen hindeutet.
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5.1. Cholesterinhomo6ostase und koronare Herzerkrank  ung

Niedrige Lathosterol- und hohe Phytosterolquotienten im Plasma sind bei
gesunden Menschen ohne lipidmodifizierende Medikation Anzeichen einer niedrigen
Cholesterinsyntheserate sowie eines hohen Cholesterinresorptionsgrades. Es liegen
jedoch nur wenige Studien vor, in denen die Cholesterinhomdostase im Bezug auf
kardiovaskulare Krankheiten untersucht wurde. Rajaratnam et al. wiesen einen
Zusammenhang zwischen dem Cholesterinstoffwechsel und koronarer Herzkrankheit
nach (41). In einer Fallkontrollstudie an postmenopausalen Frauen war der Quotient
von Phytosterolen (Campesterol und Sitosterol) zu Cholesterin erhdht, und die
Vorlaufersterole (Lathosterol) sowie deren Quotient zu Cholesterin waren bei
Patienten mit koronarer Herzkrankheit reduziert. Ahnliche Ergebnisse wurden von
Strandberg et al. in der DEBATE (Drugs and Evidence-Based Medicine in the
Elderly)-Studie berichtet (25). Aus dieser populationsbasierten Studie A&lterer
Patienten mit vorausgehender kardiovaskularer Erkrankung zogen die Autoren den
Schluss, dass hohe Cholesterinresorption und eine niedrige Cholesterinsyntheserate
die Haufigkeit wiederkehrender kardiovaskularer Ereignisse erhohten. In einer
Subgruppenanalyse der 4S-Studie zeigten Miettinen et al.,, dass Patienten mit
Cholesterinresoptionsmarkern im hdchsten Quartil, nicht von einer Statintherapie
profitierten (23). Bei Patienten mit Cholesterinresorptionsraten im hochsten Quartil
war die Anzahl koronarer Ereignisse sogar um 15 % erhoht, wéhrend sie im
niedrigsten Quartil um 38 % reduziert war (24). Auf der Basis dieser Ergebnisse
klassifizierten Miettinen und Kollegen Patienten mit hohen Ausgangswerten flr die
Cholesterinsyntheserate als Responder auf eine Statintherapie und solche mit
niedriger Cholesterinsyntheserate als Non-Responder. Erst kirzlich zeigten

Silbernagel et al. (42) sowie Matthan et al. (43) Ergebnisse unterschiedlicher
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Patientenpopulationen, die diese Beobachtungen unterstitzten. In beiden Studien
korrelierte das Verhaltnis von Markern der Cholesterinresorption zu Markern der
Cholesterinsynthese positiv mit KHK und einem erhdhten kardiovaskularen Risiko.
SILBERNAGEL et al. berichteten dartber hinaus in einer Nachfolgeuntersuchung der
LURIC-Studie, dass eine erhohte Sterolresorption direkt mit einer erhdhten
kardiovaskularen Mortalitat assoziiert ist (44). In einer kurzlich veroffentlichen grof3en
Studie zeigten Teupser et al. an Uber 27.000 Patientenproben, dass zwischen dem
Steroltransportergen ABCGS, Serumsterolkonzentration und koronarer
Herzerkrankung ein direkter Zusammenhang besteht (45). Damit konnte erstmals
eine direkte Verbindung zwischen den fir den Transport von pflanzlichen Sterolen
wesentlichen Lipidgenen und dem Risiko fiur koronare Herzerkrankung gezeigt

werden.

Im Gegensatz dazu zeigten sowohl die EPIC-Norfolk-Studie (46), die LASA-
Studie (47), wie auch die kurzlich veréffentlichten Daten der Homburger | like HOMe-
Studie (48), dass erhohte Konzentrationen von Markern der Cholesterinresorption
nicht mit einem erhéhten kardiovaskularen Risiko assoziiert sind. Die untersuchten
Kohorten dieser Studien unterschieden sich jedoch in den Baselinecharakteristika,
was moglicherweise Auswirkungen auf das Krankheitsstadium und nachfolgend die

Starke und Richtung beobachteter Korrelationen hat.

Aus den Ergebnissen dieser Studie geht hervor, dass bei Patienten mit AS eine
begleitende KHK und Familienanamnese fur kardiovaskuldre Erkrankungen mit
hoher Cholesterinresorption und niedriger Cholesterinsyntheserate in Beziehung

steht. Weiteren Analysedaten zufolge war der Quotient von Campesterol zu
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Lathosterol ein besserer Pradiktor flr eine begleitende KHK als etablierte
kardiovaskulare Risikofaktoren.

Eine, wenn auch spekulative, Erklarung fur diese Ergebnisse ist die Tatsache,
dass niedrige Cholesterinsyntheseraten mit hoher Cholesterinresorption einhergehen.
Dadurch wird die lebenslange Plasmaphytosterolbelastung, die einen méglichen,
potentiellen kardiovaskularen Risikofaktor darstellt, erhoht (49-53). Dies ist jedoch
noch immer umstritten und erfordert weitere Untersuchungen in prospektiven Studien

(54-56).

5.2. Cholesterinhomoostase und Aortenklappenstenose

DarlUber hinaus zeigten die Ergebnisse dieser Studie eine Korrelation zwischen
den Phytosterolkonzentrationen in Aortenklappentaschen und dem Grad der
Aortenklappenstenose. Bei Patienten mit Sitosterolamie, einer seltenen, autosomal-
rezessiv vererbten Erkrankung, sind die Phytosterol-Plasmakonzentrationen
aufgrund erhodhter Resorption und verminderter biliarer Exkretion infolge eines
Defekts der ABCG5- oder ABCGS8-Transportergene erhdht. Damit sind frihzeitige
Atheroskleroserkrankungen und erhdhte Risiken fir Koronararterien- und
Aortenklappenerkrankungen assoziiert (57-60).

In  der vorliegenden Studie zeigte sich eine Korrelation zwischen
Sterolkonzentrationen in Aortenklappentaschen und dem Schweregrad der
Aortenklappenstenose, die auf eine mdgliche Beteiligung von Cholesterin, dessen
Vorlaufern sowie Phytosterolen an der Pathogenese von
Aortenklappenerkrankungen hindeutet. Diese Hypothese wurde durch eine bereits
publizierte Studie unterstitzt (61), konnte jedoch durch die kirzlich publizierten
Ergebnisse der SEAS (Simvastatin and Ezetimibe in Aortic Stenosis)-Studie

widerlegt werden (62). In der genannten Studie konnte eine lipidmodifizierende
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Behandlung mit Simvastatin und Ezetimib, die zur Senkung der
Serumkonzentrationen von Cholesterin und Phytosterolen fuhrt, die Progression
einer Aortenklappenstenose im Vergleich zu Placebo nicht aufhalten. Die Ergebnisse
der Studie zeigten jedoch ebenfalls, dass die lipidmodifizierende
Kombinationstherapie zur Reduzierung des sekundaren Endpunkts (isch&mische
Ereignisse) fuhrte, der sich aus den Komponenten nicht tddlicher Myokardinfarkt,
koronare Bypass-Operation (CABG), PCI, stationdre Behandlung einer instabilen
Angina, nicht-hAmorrhagischer Schlaganfall und kardiovaskularer Tod von Patienten
mit Aortenstenose zusammensetzt. Aus diesem Grund sind fir ein besseres
Verstandnis der Rolle von Phytosterolen bei kardiovaskularen Erkrankungen weitere

Studien erforderlich.

5.3. Cholesterinhomoostase und Pradiktion von kardi ovaskularem
Risiko

Trotz der geringen Studienpopulation dieser Querschnittsstudie und der
Tatsache, dass eine logistische Regressionsanalyse wahrscheinlich aufgrund zu
geringer statistischer Power keine signifikante Korrelation zwischen traditionellen
Risikofaktoren und begleitender KHK nachweisen konnte, stellte der Quotient von
Campesterol zu Lathosterol dennoch einen signifikanten Préadiktor fir eine
begleitende KHK dar. GroRRere epidemiologische Studien, wie die Framingham-
Offspring-Studie  und  die  LURIC-Studie, in denen unterschiedliche
Patientenpopulationen untersucht wurden, bestatigen die Daten der vorliegenden
Dissertation, denen zufolge Marker der Cholesterinhomdostase gute Pradiktoren
einer KHK-Grunderkrankung und eines erhdhten kardiovaskularen Risikos sind (42-

44).
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5.4. Einschrankung der Studienergebnisse

Die Studie hat einige Einschrankungen: Die Ernahrungsgewohnheiten der
Studienteilnehmer wurden vor Studienbeginn nicht im Detail Uberprtft. Daher ist nicht
auszuschlieBen, dass Variationen der Essgewohnheiten signifikante Auswirkungen
auf die Konzentrationen der mit der Nahrung zugefuhrten Phytosterole haben.
Dartber hinaus war eines der Einschlusskriterien fur diese Studie eine méRige bis
schwere AS. Aus diesem Grund kann nicht ausgeschlossen werden, dass die

Ergebnisse nur auf Patienten mit Aortenklappenstenose zutreffen.

5.5 Potentielle klinische Bedeutung der Befunde

Die mogliche klinische Bedeutung der Ergebnisse der vorliegenden Dissertation
ist, dass bei Patienten mit verminderter Cholesterinsyntheserate und hoher
Cholesterinresorption das bestehende kardiovaskulare Risiko reduziert werden kann,
wenn nicht nur Wirksubstanzen der endogenen Cholesterinsynthesehemmung
eingesetzt werden, sondern dartber hinaus in Kombination die Cholesterinresorption

gehemmt wird (63). Diese Hypothese mul3 prospektiv klinisch geprift werden (64).

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass das Ausmal einer begleitenden
KHK sowie eine positive Familienanamnese flr kardiovaskulare Erkrankungen positiv
mit dem Verhaltnis von Cholesterinresorption zu Cholesterinsynthese korreliert. Als
Indikator dafur dient der Quotient von Campesterol zu Lathosterol im Serum und im
kardiovaskularen Gewebe. Zudem war ein Cholesterinstoffwechsel mit niedriger
Cholesterinsyntheserate und hoher Cholesterinresorption mit einer begleitenden KHK
assoziiert. Die Ergebnisse der vorliegenden Dissertationsarbeit bestatigen daher,
dass Anderungen der Cholesterinhomoostase im Sinne einer vermehrten

Cholesterinresorption und einer verminderten Cholesterinsynthese bei Patienten mit
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schwerer AS mit der Entwicklung einer begleitenden KHK assoziiert sind. Dariber
hinaus besteht ein Zusammenhang zwischen erhdhten Ablagerungen von Sterolen
im kardiovaskularen Gewebe und progressiver Aortenklappenstenose. Da das Profil
der Cholesterinhomdostase  Auswirkungen auf die Wirksamkeit einer
cholesterinsenkenden Therapie hat, ist anzunehmen, dass die lipidmodifizierende
Behandlung mit einem Statin in  Kombination mit einer Hemmung der
Cholesterinresorption insbesondere bei den Patienten mit bekanntlich geringer
Cholesterinsyntheserate und hoher Cholesterinresorption zu einer Reduktion des
kardiovaskularen Risikos fuhren koénnte. Die Bestimmung der hier verwendeten
Marker fur Cholesterinsynthese und/-resorption kdonnten als Einschlul3kriterien fur

eine solche Studie dienen.
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