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1. ZUSAMMENFASSUNG

Hintergrund der Studie: An der Pathogenese der Atherosklerose und der
Aortenklappenstenose sind inflammatorische, vaskulare sowie zellulare Komponenten
beteiligt. Neben Cholesterol lassen sich Phytosterole wie Campesterol und Sitosterol in
atherosklerotischen Lasionen messen, die madglicherweise (ber ein erhdhtes
Oxidationspotenzial verfugen. Das Ziel der vorliegenden Studie war die Beurteilung der
Beziehung von Phytosterolen und ihren korrespondierenden Oxidationsprodukten im Plasma
und Aortenklappentaschen bei Patienten mit operationspflichtiger Aortenklappenstenose.
Weiterer Gegenstand der Untersuchung war die Beziehung der Phytosterole und
Oxyphytosterole mit begleitender koronarer Herzkrankheit (KHK) sowie positiver

Familienanamnese fir kardiovaskulare Erkrankungen.

Methoden: In die Studie wurden konsekutiv 104 Patienten (3: 68, : 36) im Alter von 40 bis
87 Jahren eingeschlossen, die sich einem elektiven, chirurgischen Aortenklappenersatz
unterzogen haben. Zu Beginn der Untersuchung wurde eine ausfiihrliche Anamnese unter
besonderer  Beriicksichtigung von  etablierten  kardiovaskularen  Risikofaktoren,
Familienanamnese und begleitender Statinbehandlung durchgefiihrt. Die praoperative
Koronarangiographie diente der Beurteilung einer gleichzeitig bestehenden KHK. Eine
vendse Blutprobe wurde am Tag vor der geplanten Operation entnommen. Die resezierten
Aortenklappentaschen wurden mittels Speed-Vac-Concentrator getrocknet. Die Analyse des
Probenmaterials erfolgte mit Hilfe von Gaschromatographie-Flammenionisation (Cholesterol)
und Gaschromatographie-massenselektiver Detektion (Cholesterolvorstufen, Phytosterole

und Oxyphytosterole).

Ergebnisse: Die Konzentrationen der beiden haufigsten Phytosterole, Campesterol und
Sitosterol, korrelieren im Plasma (r = 0,911, p < 0,001), in Aortenklappentaschen (r = 0,945,
p < 0,001) sowie zwischen Plasma und Aortenklappentaschen (r = 0,488, p < 0,001 fur
Campesterol, r = 0,350, p < 0,001 fur Sitosterol). Eine starke Korrelation zeigt sich zwischen
den Phytosterolen und ihren korrespondierenden  Oxidationsprodukten in
Aortenklappentaschen (r = 0,712; p < 0,001 fir Campesterol zur Summe [ Y ] der OH-
Campesterole, r = 0,706; p < 0,001, fur Sitosterol zur ) -OH-Sitosterole), jedoch nur eine
schwache Korrelation im Plasma (r = 0,243; p < 0,05 fur Campesterol zur -OH-
Campesterole, r = 0,317; p < 0,05 fur Sitosterol zur }-OH-Sitosterole). Die Summe der
oxidierten Sitosterole zwischen Plasma und Aortenklappentaschen lasst eine schwache
Korrelation erkennen (r = 0,215, p < 0,05). Fur die Summe der oxidierten Campesterole zeigt

sich zwischen Plasma und Aortenklappentaschen keine Korrelation (r = 0,128, p = 0,199).
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Darlber hinaus zeigen in der Gesamtpopulation der Studie Patienten mit einer begleitenden
KHK  hohere  Phytosterol/Lathosterol-Quotienten  im  Plasma  sowie  hohere
Phytosterolkonzentrationen in den Aortenklappentaschen im Vergleich zu Patienten ohne
KHK. Des Weiteren weisen Patienten mit einer positiven Familienanamnese im Gegensatz
zu Patienten mit negativer Familienanamnese fir kardiovaskulare Erkrankungen einen
statistisch nicht signifikanten Trend zZu hoheren Phytosterol- und
Oxyphytosterolkonzentrationen ebenso wie zu hodheren Phytosterol/Lathosterol-Quotienten
und Phytosterol/Cholesterol-Quotienten auf.

Schlussfolgerungen: Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen starke Korrelationen
der Phytosterole mit ihren korrespondierenden Oxidationsprodukten in den Aortenklappen,
hingegen lediglich schwache Korrelationen im Plasma. Fir die Konzentrationen der
Oxyphytosterole lassen sich allenfalls schwache Korrelationen zwischen den beiden
Kompartimenten beobachten. Die Befunde der dargestellten Studie legen den Schluss nahe,
dass die Oxidation von Phytosterolen im kardiovaskularen Gewebe einen lokalen Prozess
darstellen konnte. Ein weiterer moglicher Erklarungsansatz wére eine Akkumulation von

Oxyphytosterolen in Aortenklappen.



SUMMARY

Background: In the pathogenesis of atherosclerosis and aortic stenosis inflammatory,
vascular and cellular components are involved. In addition to cholesterol, phytosterols such
as campesterol and sitosterol can be measured in atherosclerotic lesions, which are possibly
predisposed to oxidation in several areas of their structure. The aim of this study was to
assess the relationship of phytosterols and their corresponding oxidation products in plasma
and aortic valve cusps in patients with aortic stenosis requiring surgery. Another object of this
assessment was the relationship of phytosterols and oxyphytosterols with a concomitant

coronary artery disease and a positive family history for cardiovascular disease.

Methods: In the following study 104 patients (J: 68, Q: 36) were consecutively included.
Those people were between the age of 40 and 87 and suffered from severe aortic stenosis
requiring a surgical aortic valve replacement. At the beginning of the study, a detailed
medical history with special reference to established cardiovascular risk factors, family
history and concomitant statin treatment was performed. Preoperative coronary angiography
was used to assess a co-existing coronary artery disease. A venous blood sample was taken
on the day before the scheduled surgery. The resected aortic valve cusps were dried by
speed-vac-concentrator. The analysis of the sample material was evaluated by gas
chromatographic flame ionization (cholesterol) and gas chromatographic mass selective

detection (cholesterol precursors, phytosterols and oxyphytosterols).

Results: The concentrations of the two most common phytosterols, campesterol and
sitosterol, correlated in plasma (r = 0.911, p < 0.001), in aortic valve cusps (r = 0.945, p <
0.001) and between plasma and aortic valve cusps (r = 0.488, p < 0.001 for campesterol, r =
0.350, p < 0.001 for sitosterol). Furthermore a strong correlation between phytosterols and
their corresponding oxidation products in aortic valve cusps (r = 0.712, p < 0.001 for
campesterol to the sum [Z] of OH-campesterols, r = 0.706, p < 0.001 for sitosterol for Z-OH-
sitosterol) was established, but only a weak correlation in plasma (r = 0.243, p < 0.05 for
campesterol to Z-OH-campesterols, r = 0.317, p < 0.05 for sitosterol for Z-OH-sitosterol). For
the sum of oxidized sitosterols a weak correlation has been detected between plasma and
aortic valve cusps (r = 0.215, p < 0.05). The sum of the oxidized campesterols showed no
correlation between plasma and aortic valve cusps (r = 0.128, p = 0.199).

In addition, in the total population of the study patients with concomitant coronary artery
disease showed higher phytosterol / lathosterol ratios in plasma and higher phytosterol levels
in aortic valve cusps in contrast to patients without CHD. Furthermore, patients with a

positive family history of cardiovascular disease had a statistically non-significant tendency
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towards higher phytosterol and oxyphytosterol levels as well as to higher phytosterol /
lathosterol ratios and phytosterol / cholesterol ratios in contrast to patients with a negative

family history.

Conclusions: The results of this study show strong correlations of phytosterols with their
corresponding oxidation products in the aortic valve, however only weak correlations in the
plasma. Between the two compartments at most weak correlations of oxyphytosterols can be
observed. The results of this study suggest that the oxidation of phytosterols could represent
a local process in the cardiovascular tissue. Another possible explanation might be the

accumulation of oxyphytosterols in aortic valve cusps.



2. EINLEITUNG
2.1 Kardiovaskulare Erkrankungen: Pravalenz und Definition

Kardiovaskulare Erkrankungen (CVD) sind derzeit die Haupttodesursache in Europa (Abb. 1)
und verantwortlich fir mehr als 4 Milionen Todesfalle jahrlich!®. Die klinischen
Hauptmanifestationen stellen die koronare Herzkrankheit (KHK), der ischamische
Schlaganfall (Apoplex) sowie die periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK) dar?®.

m Koronare Herzkrankheit 20%

m Apoplex 10%

20% m Andere CVD 12%

= Magen-CA 2%

m Kolorektales-CA 2%
10%

7%
13%

206 2%

= Lungen-CA 4%
Andere CA 13%
Atemwegserkrankungen 7%
Verletzungen und Vergiftungen 10%

Alle andere Todesursachen 20%

Abbildung 1: Haupttodesursachen bei Manner in Europa, modifiziert nach™.

Die Ursachen der kardiovaskularen Erkrankungen sind multifaktoriell begriindet. Einige
modifizierbare Risikofaktoren stehen in Beziehung mit der individuellen Lebensfihrung wie
Rauchen, Mangel an Bewegung oder Erndhrungsgewohnheiten. Darlber hinaus stellen
arterieller Hypertonus, Diabetes mellitus Typ Il, Dyslipidamien sowie familidre Disposition
aber auch nicht modifizierbare Faktoren wie Alter und Geschlecht weitere Einflussgréf3en
dar®. Insbesondere Lipide spielen eine wichtige Rolle fiir die Pathogenese der koronaren
Herzkrankheit (Abb. 2)*°.
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Abbildung 2: Zusammenhang zwischen Gesamtcholesterol im Serum und
Inzidenz der KHK in der Framingham-Heart-Studie, modifiziert nach®®.

Die Atherosklerose - eine progressive multifaktorielle Systemerkrankung charakterisiert
durch die Akkumulation von Lipiden sowie fibrosen Matrixbestandteilen - stellt den
wichtigsten urséchlichen pathophysiologischen Prozess kardiovaskularer Erkrankungen
dar®>. Das heutige Verstandnis der Atherosklerose, sieht die Erkrankung als einen
dynamischen Wechselwirkungsprozess zwischen inflammatorischen, vaskuldaren sowie
zellularen Komponenten®. Dabei spielt Cholesterol insbesondere in seiner oxidierten
modifizierten Form eine zentrale Rolle.

Die schematische Darstellung des Verlaufs der Atherosklerose lber die Lebensspanne
ist in Abbildung 3 dargestellt. Ausgangspunkt atherosklerotischer Lé&sionen ist die
endotheliale Dysfunktion - lokale Funktionsdefekte der Tunica intima®®. Bereits ab der ersten
Lebensdekade ist das Wachstum atherosklerotischer Lésionen aufgrund von
Lipidablagerungen in Form von Schaumzellen sowie fatty streaks erkennbar®® °*. Die
fortschreitende Akkumulation extrazellularer Lipide fihrt zur Ausbildung eines dichten
Lipidkerns, dem Atherom®®. Ab der vierten Lebensdekade dominieren fibrose Plaques,
gekennzeichnet durch die Zunahme glatter Muskelzellen sowie Kollagenfasern.
Komplikationen im Sinne einer Ruptur der Lasion fihren zur Ausbildung einer instabilen,
komplizierten Plaque mit der Folge eines Hamatoms/Hamorrhagien oder Bildung eines
Thrombus*®. Die daraus resultierende klinische Symptomatik manifestiert sich am Herzen in

Form von Angina Pectoris-Beschwerden, akutem Koronarsyndrom oder dem Tod.
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Verlauf der Atherosklerose
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ab 1. Dekade ab 3. Dekade ab 4. Dekade
glatte Th b
Wachstum vorwiegend durch Lipidakkumulation Muskel- rombose
g R zellen und Hamatom
Kollagen

Abbildung 3: Verlauf der Atherosklerose, modifiziert nach*®.

2.2 Hypercholesterolamie - Medikamentdse Modulation

Hohe Cholesterolserumkonzentrationen sind ein unabhdngiger Risikofaktor fir die
Entwicklung der koronaren GefaRerkrankung (CAD)*® ** 11712 GroRe, klinische prospektiv-
randomisierte Studien konnten fir die Primar- sowie Sekundarpravention zeigen, dass die
Senkung des Gesamtcholesterols sowie LDL-Cholesterols durch Statine mit einer Reduktion
kardiovaskularer Morbiditat und Mortalitat einhergeht®> 3¢ #: % Aus diesem Grund sind
Statine, kompetitive Hemmer der 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym-A-Reduktase (HMG-
CoA-Reduktase), Therapie der ersten Wahl| zur medikamentdsen Lipidsenkung®.

Einen zusatzlichen Beitrag zur effektiven Reduktion des Serumcholesterols leisten Statine
aufgrund der Steigerung der hepatischen LDL-Cholesterol Rezeptoren (LDL-R), dem
Hauptmechanismus der LDL-Cholesterol Elimination aus der Zirkulation *°. Meta-Regression-
Analysen von Studien zeigen eine Risikoreduktion fir koronare Herzerkrankungen von 22%
pro 1,0 mmol/L LDL-Cholesterol Abnahme® %,

Erganzend werden Statinen eine Reihe von Cholesterol-unabhangigen Wirkmechanismen -

sogenannte ,pleiotrope Effekte“ - zugeschrieben® 0 13°

. Neben dieser antiatherogenen
Effekte, konnte gezeigt werden, dass eine Hemmung der endogenen Cholesterolbiosynthese
eine Erh6hung der intestinalen Sterolabsorption zur Folge hat, resultierend in einem bis zu
dreifach htheren Anstieg der Plasma-Phytosterolkonzentration®.

Dariber hinaus machten die Ergebnisse der Subgruppenanalyse der 4S-Studie darauf

aufmerksam, dass Patienten mit einer hohen Baseline-Cholesterolresorption vermutlich nicht
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von einer Statintherapie profitieren®® °®*

. Miettinen und Kollegen gaben den Anstol3 eine
Differenzierung der Patienten in ,Responder auf Statintherapie® (niedrige
Cholesterolresorption, hohe Cholesterolsynthese) und ,Non-Responder auf Statintherapie®
(hohe Cholesterolresorption, niedrige  Cholesterolsynthese)  durchzufihren®.  Sie
schlussfolgerten, dass Cholesterolspiegel bei Patienten mit erhdhter Resorption und
verminderter Synthese weniger adaquat gesenkt werden und eventuell zur Erhéhung des
kardiovaskularen Risikos fuihren. Infolge dieser Erkenntnis wurde empfohlen bei Patienten
mit einer hohen Baseline-Sterolresorption, die ein Viertel der Population ausmachen®, eine
zusétzliche Behandlung mit Inhibitoren der Cholesterolresorption anzuwenden® ®* 3102,

Zur Hemmung der intestinalen Cholesterolresorption kann Ezetimib, ein Wirkstoff aus der
Klasse der Azetidione, verwendet werden. Der Wirkmechanismus besteht in der Blockade
des NPC1L1-Proteins auf Ebene des intestinalen Biirstensaums® "> %2 Die ESC/EAS
Guidelines fiir die Diagnose und Therapie der Dyslipidamie® empfehlen Ezetimib ergénzend
zu Simvastatin, falls das LDL-Therapieziel durch die maximal tolerierte Statindosis nicht

erreicht werden kann.

2.3 Phytosterole
2.3.1 Definition und Physiologie

Die Modifikation der Ernahrungsgewohnheiten bildet die Basis der cholesterolsenkenden
Behandlungsmaflinahmen. Eine Mdglichkeit der nicht-medikamentésen Cholesterolsenkung
besteht im Verzehr sogenannter funktioneller Lebensmittel“. Diese mit Zusatzen von
Phytosterolen und Phytostanolen angereicherten Produkte sind heutzutage ein verbreiteter,
nicht verschreibungspflichtiger Ansatz zur Senkung des Serumcholesterolspiegels. Um eine
signifikante Reduktion des Serumcholesterols von 10-15% zu erreichen, ist ein
Phytosterolkonsum von 2-3 g/Tag erforderlich®® *°. Meta-Analysen von 14 randomisierten,
kontrollierten Studien konnten fir den Effekt von Phytosterolen im Vergleich zu
Phytostanolen  keinen  signifikanten  Unterschied auf die  Cholesterolsenkung
dokumentieren'®. Im Gegensatz dazu beobachteten Musa-Veloso und Kollegen in einer
weiteren Meta-Analyse, dass die maximale LDL-Cholesterolreduktion flr Phytostanole
(16,4%) und Phytostanolester (17,1%) signifikant hoéher war als die maximale LDL-
Cholesterolreduktion fiir Phytosterole (8,3%) und Phytosterolester (8,4%)®".

Phytosterole sind im Pflanzenreich das natirliche Aquivalent zu Cholesterol und zéhlen zu
der grofen Familie der Isoprenoide. Als Membranbestandteile im pflanzlichen Organismus
regulieren sie die Fluiditdt und Permeabilitdt der Membran und dienen dariber hinaus als

Substrate fiir die Synthese einer Vielzahl von sekundédren Metaboliten®. Die chemische
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Struktur pflanzlicher Sterole unterscheidet sich von Cholesterol durch eine zusétzliche
Methyl- oder Ethylgruppe am C-24-Atom oder eine weitere Doppelbindung in der Seitenkette
(Abb. 4). Die beiden haufigsten Phytosterole sind Sitosterol und Campesterol und machen
ca. 60% bzw. 30% der diatischen Zufuhr pflanzlicher Fette aus*’. Pflanzliche Stanole
hingegen bilden die gesattigte Form pflanzlicher Sterole und kommen in viel geringeren

Konzentrationen im Kérper vor*®®.

Cholesterol Campesterol Sitosterol
HO/@E?A( How Ho/dgg\j\r
Cholestanol Campestanol Sitostanol

Abbildung 4: Chemische Strukturen von Cholesterol, Phytosterolen und ihren gesattigten Formen,
modizifiert nach**.

Als Hauptquellen gelten fettreiches Gemise und Gemuseprodukte wie Olivendl,
Kérnerprodukte, Samen, Friichte und Nusse''®. Die typische Erndhrung der westlichen
Bevélkerung beinhaltet 200-500 mg Cholesterol und 200-400 mg pflanzliche Sterole'®. Die
Aufnahme und Speicherung des diatischen Cholesterols liegt bei 55-60% - die Absorption
der Phytosterole/Phytostanole hingegen bei weniger als 5%, wobei durch rasche Elimination
letztlich weniger als 1% einbehalten wird ™.

Im Darm werden die Sterole zunachst in Mizellen aufgenommen, bevor sie mit den
Enterozyten des Birstensaums interagieren und die Aufnahme in die Zelle erfolgen kann
(Abb. 5). Der exakte molekulare Mechanismus ist bislang nicht vollkommen entschlisselt. Es
ist allerdings bekannt, dass sowohl Cholesterol als auch Phytosterole tber das Niemann-
Pick C1 Like 1 Protein (NPC1L1) absorbiert werden. Innerhalb der Enterozyten wird
Cholesterol durch die Acetyl-Coenzym A Acetyltransferase 2 (ACAT2) verestert und an der
basolateralen Seite der Membran unter Beteiligung des mikrosomalen Triglyzeride Transfer
Proteins (MTP) in Chylomikronen verpackt. Anschlielend erfolgt die Sekretion in das

lymphatische System. Unverestertes Cholesterol wird ebenso wie Phytosterole
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energieaufwendig Uber die ATP-binding-cassette transporter G5 und G8 (ABCG5/ABCGS)
zuriick ins Darmlumen gepumpt. Der Groliteil der Phytosterole wird damit Uber die Fazes
ausgeschieden, was in einer limitierten Nettoabsorption resultiert. Lediglich ein geringer
Anteil der pflanzlichen Sterole unterliegt der Resorption und wird rasch lber die Galle

eliminiert* ™11,
Darmlumen Enterozyt Lymph-
System
o ¢
Y ABCG5 \f\ y CM e —
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Abbilgllémg 5: Absorption und intrazellularer Metabolismus von Sterolen und Phytosterolen, modifiziert
nach ~.

Welcher  Schritt der Prozesskaskade den zentralen Wirkmechanismus des
cholesterolsenkenden Effekts der Phytosterole vermittelt, ist derzeit noch nicht hinreichend
geklart. Im Allgemeinen reduziert der Konsum von pflanzlichen Sterolen und Stanolen die
LDL-Konzentration durch verminderte intestinale Cholesterolabsorption und flhrt
infolgedessen zu einem Anstieg der endogenen Cholesterolbiosynthese und einer

Hochregulation der LDL-Rezeptorexpression® B8,

Dartber hinaus ist die sogenannte
Ltransintestinale Cholesterol Exkretion (TICE)* '° Gegenstand aktueller Forschungen und
beschreibt einen weiteren Erklarungsansatz des hypocholesterolamischen Effekts
pflanzlicher Sterole in einer Gallen-unabhéngigen Ausscheidung von Cholesterol*® ** 2,

Ferner deuten tierexperimentelle sowie in vitro Untersuchungen darauf hin, dass
Phytosterole neben den cholesterolsenkenden Eigenschaften zudem uber Krebs-protektive
Eigenschaften verfiigen'®. Als mdégliche antikanzerogene Effekte werden multiple
Mechanismen wie die Hemmung des Tumorwachstums, die Inhibition der
Tumormetastasierung sowie die Férderung der Apoptose diskutiert'*?. Derzeit stehen noch
eindeutige Belege fur den Nutzen von Pflanzensterolen hinsichtlich einer Krebspravention

aus”.
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2.3.2 Functional Food

Die erste Studie, die pflanzlichen Sterolen eine Rolle in der Regulation der
Cholesterolhomoostase zusprach, wurde von Peterson et al. publiziert, datiert auf das Jahr
1951. In dieser Untersuchung wurden Hihner mit unterschiedlicher Nahrung gefittert -
supplementiert mit 0,5-1% Soja-Sterolen, mit 0,5-1% Cholesterol oder einer Mischung aus
beidem. In der Gruppe der mit Soja-Sterol gefitterten Hihnern konnte eine signifikante
Reduktion der hepatischen sowie plasmatischen Cholesterolkonzentration festgestellt
werden™. Im Laufe der darauffolgenden Jahre wurde das Interesse des
cholesterolsenkenden Effekts von oral zugefiihrten Phytosterolen zunehmend grof3er und

2.9 |n den 90er Jahren stellte sich

Bestandteil unzahliger wissenschaftlicher Arbeiten
aufgrund zunehmender Kosten im Gesundheitswesen die Idee der Entwicklung von
Lebensmitteln zur Verbesserung des Gesundheitszustandes und zur Risikoreduktion
verbreiteter Erkrankungen als innovativer Trend der Lebensmittelentwicklung heraus®®. Das
erste auf dem europaischen Markt erhaltliche sogenannte ,Functional Food“ war ein
Streichfett, welches durch die Supplementierung pflanzlicher Sterolester zu einer Senkung
des Cholesterolspiegels im Blut fiihrte*’. In den folgenden Jahren wurden Phytosterole als
Nahrungsmitteladditiva in die Herstellung weiterer Lebensmittel integriert, darunter Milch-,
Joghurt- und Kaseprodukte, Brot sowie Soja- und Fruchtgetranke'®. Der tagliche Verzehr
von 2 g pflanzlichen Sterolen und Stanolen reduziert das LDL-Cholesterol im Serum bis zu
10%"°. Als Folge dessen sprachen verschiedene maRgebende wissenschaftliche
Organisationen weltweit Empfehlungen aus, den Gebrauch von Phytosterolen sowie
Phytostanolen als Teil der Ernahrung zwecks LDL-Cholesterol-Senkung zu nutzen. Zu den
genannten Organisationen zéhlten u.a. das ,National Cholesterol Education Panel* %, die

«54

,American Heart Association“** und die ,European Food Safety Authority* ?*. Die Fiille an

Evidenz fur den cholesterolsenkenden Effekt pflanzlicher Fette resultiert letztlich in der

Weiterempfehlung pflanzlicher Sterole und Stanole durch aktuelle Ernahrungsleitlinien®: 2 ™,

2.3.3 Phytosterole - eine Kontroverse

Phytosterole und Phytostanole in Form von ,Funtional Food“ stellen einen globalen
Wachstumsmarkt dar und schreiben insbesondere in Deutschland progredient steigende
Verkaufszahlen. So war es mdglich den Umsatz von 1995 bis 2009 annahernd zu
verdoppeln, womit im Jahr 2009 4,52 Milliarden Euro Einnahmen durch Functional Food
verbucht werden konnten (Abb.6)'**. Nichtsdestotrotz sind in erster Linie die

Nahrungserganzungen mit pflanzlichen Sterolestern ein kontrovers diskutiertes Thema'*" 2%

126
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Abbildung 6: Umsatz mit Functional Food in Deutschland in den Jahren 1995 bis 2009 [in
Milliarden Euro], modifiziert nach*.

Aufgrund der weiten Verbreitung und der Vielzahl unterschiedlicher Produkte von
Nahrungsmitteladditiva, wurden Sicherheitsbedenken geauliert, dass eine kumulative
Aufnahme zu unphysiologisch hohen Phytosterolkonzentrationen fuhrt und diese wiederrum
die intestinale Resorption von Carotinoiden und fettloslichen Vitaminen beeintréchtigen
kénnten*’. Reduzierte Carotinoidkonzentrationen sind mit Gesundheitsrisiken wie
kardiovaskularen Erkrankungen aber auch Krebs assoziiert®. Da die aktuelle Studienlage
jedoch keine einheitlichen Ergebnisse liefert bezlglich der Effektivitat hoéherer

Konzentrationen'® 38 %8

, gilt als VorsichtsmalRhahme eine Tageszufuhr von 3 g nicht zu
tiberschreiten?. Phytostanolester reduzieren nicht nur das Serumcholesterol, sondern
ebenfalls die Konzentration der Phytosterolestern, bewirken jedoch im Gegensatz zu
Phytosterolen keine Senkung der Gallensauresynthese®®. Die Ansprechbarkeit des LDL-
Cholesterols hangt nicht nur von der Hohe der konsumierten Phytosterole und Phytostanole
ab. Die genetisch bedingten individuellen Charakteristika des Cholesterolmetabolismus jedes
Einzelnen bestimmen ebenfalls das AusmaR der Cholesterolreduktion’” ***. Fuentes und
Kollegen”® konnten bei 30 Studienteilnehmern mit familiarer Hypercholesterolamie
beobachten, dass Personen mit hoher Cholesterolresorption - gemessen an der
Sitosterol/Cholesterol-Ratio - unter Phytosterolgabe eine starkere Reduktion des LDL-
Cholesterols zeigten.

Der Verzehr von Nahrungsmitteladditiva in Form von Functional Food hat neben dem
cholesterolsenkenden Effekt auch eine Erhdhung der pflanzlichen Sterole sowie Stanol zur
Folge'®®. Erste Hinweise auf eine atherogene Wirkung von Phytosterolen lieferten
Bhattacharyya und Connor im Jahre 1974 mit der Erkenntnis Uber die pathophysiologischen
Mechanismen der Sitosterolamie, einer &uflerst seltenen autosomal-rezessiven

Erkrankung’. Der genetische Defekt im STLS-Lokus auf Chromosom 2021 bewirkt den
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Funktionsdefekt eines der beiden Transportergene ABCG5 und ABCGS8, welche fiur die
gleichnamigen intestinalen Halbtransporter in Darm und Leber codieren. Die daraus
resultierende vermehrte Resorption und verminderte Exkretion von Phytosterolen geht mit
erhohten Plasmakonzentrationen im Bereich von 12 - 40 mg/dl (normal < 1 mg/dl) einher -
pathognomonisch fir diese Erkrankung. Zu den charakteristischen Befunden der
Sitosterolamie z&hlen Xanthome, Arthralgien, frihzeitige - haufig letal verlaufende -
Atherosklerose und kardiovaskuldare Erkrankungen'®. Hypersplenismus, chronisch
hamolytische Andmie ebenso wie Thrombozytopenien sind weitere klinische Merkmale
homozygoter Trager*. Der Cholesterolplasmaspiegel der betroffenen Menschen liegt im
Normbereich, im Gegensatz zur familiaren Hypercholesterolamie, der haufigsten Ursache fiir
Xanthome. Diese Erkenntnisse fuhrte zu der Theorie, dass pflanzliche Sterole selbst ein
besonders atherogenes Potential haben kénnten und in Assoziation mit kardiovaskularen
Erkrankungen stehen'®.

In einer vorausgegangenen klinischen Studie unserer Arbeitsgruppe konnte demonstriert
werden, dass Patienten, die mit Phytosterolestern angereicherte Margarine konsumierten,
uber eine fiinffach erhohte Sterolkonzentration im Aortenklappengewebe verfiigten'?®. Dies
ist kongruent mit den Ergebnissen einer weiteren Studie, deren Untersuchungsgegenstand
die Veranderungen des Cholesterolmetabolismus in Bezug auf vaskulare Erkrankungen war.
Anhand dieser Studie konnte unsere Arbeitsgruppe'®® zeigen, dass eine gesteigerte
Absorption (gemessen an Campesterol) und eine verminderte Synthese von Cholesterol
(gemessen an Lathosterol) im Zusammenhang steht mit einer positiven Familienanamnese
fur kardiovaskulare Erkrankungen und der Entwicklung einer begleitenden koronaren
Herzkrankheit bei Patienten mit Aortenklappenstenose. Dies unterstiitzt die Hypothese, dass

Phytosterole in der Pathogenese von Aortenklappenverdnderungen involviert sein kénnten.

Da die Wirkung der Phytosterole sowie Phytostanole im Hinblick auf die Entstehung
kardiovaskularer Erkrankungen strittig ist, war das Ziel der vorliegenden Dissertationsarbeit
weitere Erkenntnisse Uber den Stellenwert der Phytosterole im menschlichen Organismus

bei Patienten mit Aortenklappenersatz zu erhalten.

2.4 Oxyphytosterole

Auf Basis der wohl bekannten cholesterolsenkenden Eigenschaft von Phytosterolen erstreckt
sich ihre weltweite Vermarktung heutzutage auf mehr als 40 Patente ebenso wie mehr als 15
verschiedene Phytosterolprodukte. Phytosterole sind bedingt durch ihre chemische Struktur
anfallig fur die Oxidation in verschiedenen Bereichen ihres Sterolgertists mit der Folge der

Entstehung einer Vielzahl verschiedener pflanzlicher Steroloxidationsprodukte (POP)*. Die
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Anwesenheit von erhdhten Oxidationsprodukten der Phytosterole im Plasma von Patienten
mit Sitosterolamie, die Uber ein ausgepragtes atherosklerotisches Profil verfiigen, steigerte
das Interesse an oxidierten Phytosterolen als proatherogener Mediator des kardiovaskuléren
Risikos’® ®. Ferner gibt das Vorhandensein von a- und R-Epoxysitosterol im Plasma von
Patienten mit Waldenstroms Makroglobulinamie, einer malignen Lymphomerkrankung
weiteren Anlass fur eine kritische Begutachtung der Phytosterole hinsichtlich
gesundheitsschadlicher Einfliisse™?.

Aufgrund der strukturellen Kongruenz beruht der Grof3teil der Erkenntnisse uber die
Oxidationsprozesse von pflanzlichen Sterolen auf Studien zur Erforschung von Cholesterol®.
Die Serumkonzentration von Oxyphytosterolen im Organismus ist auf drei verschiedene
Quellen zuriickzufuhren. Die erste Quelle bildet die intestinale Resorption pflanzlicher
Oxidationsprodukte Uber die Nahrungsaufnahme wie beispielsweise in Form von
Weizenmehl®, Kaffee'™, gebratenen Kartoffeln®, Pflanzensl oder industriell hergestellten
Nahrungsmitteladditiva wie functional food*. Dariiber hinaus kénnen die mittels Kosmetika in
die Haut gelangten Phytosterole Uber Photooxidationsprozesse, eine durch UV-Licht
katalysierte Reaktion, in Oxyphytosterole umgewandelt werden®. AuRerdem sind oxidierte
Phytosterole meist am C5-Atom geséttigt oder in der Seitenkette modifiziert. Dies bedingt
eine niedrige Absorptionsrate, sodass der Hauptanteil erst nach Aufnahme von
Phytosterolen durch enzymatische Prozesse oder Autooxidation im Kérper generiert wird**.
Dieser Prozess stellt die dritte Quelle der im Organismus vorkommenden Oxyphytosterole
dar. Die nicht-enzymatische durch reaktiven Sauerstoff oder freie Radikale hervorgerufene
Oxidation betrifft insbesondere den Sterolring und kann durch verschiedene Faktoren wie
Hitze, Licht, Luft, Wasser oder Ubergangsmetalle initiiert werden™.  Die
Hauptoxidationsprodukte der Ringstruktur von Sterolen sind Hydroxy- (OH-), Keto- (=0),
Epoxy- sowie Triolderivate und sind in Abbildung 7 dargestellt. Die enzymatische Oxidation
hingegen ist vorwiegend in der Seitenkette lokalisiert und schlie3t Enzyme wie Cytochrom
P450 Monooxygenase, Dehydrogenasen oder Hydroxylasen ein®**. Ungeachtet der Art der
Detektion wird die Oxyphytosterolkonzentration im Plasma auf 0,3 bis 4,5 ng/mL geschatzt.
Dies entspricht im Vergleich zu Oxysterolen (oxidiertes Cholesterol) einem 10 bis 100-fach
geringeren Wert*3,

Die Tatsache, dass Oxysterole eine zentrale Rolle in der Pathogenese kardiovaskularer
Erkrankungen spielen, wurde bereits durch eine Vielzahl von Studien belegt'’ ** **. Dem
gegenlber bleibt die Frage - welche Rolle Oxyphytosterole im Zusammenhang mit

Atherosklerose spielen - ein zentrales Thema vieler Debatten®'.

Da derzeitige  Untersuchungsergebnisse lediglich  auf  zytologischen  sowie

tierexperimentellen Studien basieren, war das Ziel der vorliegenden Dissertationsarbeit die
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Rolle pflanzlicher Oxidationsprodukte im menschlichen Organismus bei Patienten mit

Aortenklappenersatz zu analysieren.

HO

7a-OH R 7B-OH 7-Keto R

10 OH HO 0

5a, 6a-Epoxy R 58, 6B-Epoxy R Triol R

P HO ;
o o OH

OH

Abbildung 7: Chemische Struktur der haufigsten Oxyphytosterole, modifiziert nach®.

2.5 Fragestellung der Arbeit

Besteht ein Zusammenhang zwischen der Konzentration der Phytosterole bzw.
Oxyphytosterole in Plasma und Aortenklappe bei Patienten mit operationspflichtiger

Aortenklappenstenose?

Besteht eine Beziehung zwischen der Hohe der Phytosterolkonzentration bzw.
Oxyphytosterolkonzentration - in Plasma und Aortenklappe - und Kkoronarer

Herzkrankheit?

Besteht eine Beziehung zwischen der Hohe der Phytosterolkonzentration bzw.
Oxyphytosterolkonzentration - in Plasma und Aortenklappe - und positiver

Familienanamnese fiir kardiovaskulare Erkrankungen?

Besteht eine Beziehung zwischen der Hohe der Cholestanol/Cholesterol-Ratio - in

Plasma und Aortenklappe - und dem Risiko flr kardiovaskulare Erkrankungen?
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 Materialien

3.1.1 Reagenzien

7a,3-OH-Campesterol/Sitosterol
7-Keto-Campesterol/Sitosterol
d4-70a,B-OH-Campesterol/Sitosterol
ds-7-Keto-Campesterol/Sitosterol

Butylhydroxytoluol [25 mg/mL], (Merck, KGaA, Darmstadt)
Ethanolisches NaOH [1 mol/L], (Merck, KGaA, Darmstadt)
Aqua bidest.

Phosphorséaure 85% (Merck, KGaA, Darmstadt)
pH-Indikator Streifen 5 -10 (Merck, KGaA, Darmstadt)
Natriumchloridldsung [9 mg/mL] (Merck, KGaA, Darmstadt)
Ethanol (Merck, KGaA, Darmstadt)

Methanol (Merck, KGaA, Darmstadt)

Dichlormethan (VWR, Darmstadt)

n-Hexan (Merck, KGaA, Darmstadt)

n-Dekan (Merck, KGaA, Darmstadt)

2-Propanol (Merck, KGaA, Darmstadt)

Pyridin (Merck, KGaA, Darmstadt)

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

MeOH (Merck, KGaA, Darmstadt)

Epicoprostanol (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen)
Cholesterol (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen)
Cholestanol (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen)
Campesterol/Sitosterol (40:60; w:w) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen)
Lathosterol (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen)
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3.2 Methoden

3.2.1 Studiendesign

Die Voraussetzung zur Teilnahme an der Studie war die stationare Aufnahme von Patienten
im Alter von 18 bis 90 Jahren am Universitatsklinikum des Saarlandes, die sich bei
hochgradiger Aortenklappenstenose einem elektiven, chirurgischen Aortenklappenersatz
unterzogen. Die Aufnahme in die Studie erfolgte im Zeitraum von April 2011 bis August
2012. Zu Beginn der Studie wurde eine ausfuhrliche Anamnese unter besonderer
Berlcksichtigung der kardiovaskuldren Risikofaktoren (arterieller Hypertonus, Diabetes
mellitus, Rauchverhalten, Body Mass Index, Alter, Geschlecht) durchgefiihrt. Die genetische
Pradisposition fur Herz-Kreislauf-Erkrankungen wurde anhand der Familienanamnese fir

kardiovaskuléare Erkrankungen erfasst (Tabelle 1).

Definition: Positive Familienanamnese fir
kardiovaskulare Erkrankungen

Verwandtschaft 1. Grades

Geschlecht und Alter

Q < 65 Jahre
& <55 Jahre

Erkrankungen

Myokardinfarkt
KHK

Pl6tzlicher Herztod
Apoplex

Tabelle 1: Definition der positiven Familienanamnese flr kardiovaskulare Risikofaktoren.

Dariber hinaus wurde die Anwendung von lipidmodifizierenden Therapieformen
dokumentiert. Besonderes Augenmerk wurde dabei auf die Einnahme von Statinen gelegt.
Die Studienteilnehmer unterzeichneten eine Einverstandniserklarung mit der sie einwilligten
eine Blutprobe sowie einen Teil der entnommenen Herzklappe zur Ermittlung von
Cholesterol, Cholesterolvorstufen, Phytosterolen sowie Oxyphytosterolen zur Verfiigung zu
stellen. Das Studienprotokoll der vorliegenden Arbeit wurde durch die Arztekammer des

Saarlandes genehmigt.
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3.2.2 Probenentnahme und Lagerung

Am Morgen vor dem operativen Aortenklappenersatz erfolgte bei stationarer Aufnahme eine
vendse Blutentnahme. Unmittelbar im Anschluss wurde die Blutprobe zentrifugiert und das
Plasma des Patienten gewonnen. Zum Schutz vor Autoxidationsprozessen wurden zu 1 mL
Plasma 10 pL methanolisches Butylhydroxytoluol (BHT; 25 mg/mL Methanol), ein
Antioxidans, hinzugefiigt. Daraufhin wurde das Plasma bei - 80°C bis zum Zeitpunkt der
Analyse eingefroren.

Nach Entnahme der Aortenklappe durch den Operateur wurden die Taschenanteile der
Aortenklappe bereits im Operationssaal vom Aortenring separiert und wiederholt mit
0,9%iger Natriumchlorid-Lésung von Blutresten gesaubert. Die Aufbewahrung des
Klappenmaterials erfolgte ebenfalls bei -80°C.

In verblindeter Form sowie randomisierter Reihenfolge wurden die Blut- und Klappenproben
dem Institut fur klinische Chemie und klinische Pharmakologie am Universitatsklinikum Bonn
- Prof. Dr. Dr. rer. nat. Dieter Lutjohann - flir die Analyse der neutralen und oxidierten Sterole
zugestellt. Die Analyse erfolgte durch die Mitarbeiter des Institutes unter Mithilfe der
Doktorandin. Die  Bestimmung der verschiedenen  Sterole erfolgte  mittels
Gaschromatographie-Flammenionisationsdetektion (GC-FID) sowie Gaschromatographie-
massenselektiver Detektion (GC-MSD).

Die Aortenklappen wurden vor der Probenaufbereitung und der Analyse der einzelnen
Sterole zunachst fur 24 Stunden bei Raumtemperatur unter Vakuum in einem Speed-Vac-
Concentrator getrocknet (Abb.8A). AnschlieRend wurde die atherosklerotische Plaque
(Abb.8B) mechanisch vom Klappengewebe (Abb.8C) getrennt. Fir die Bestimmung der
Sterol-, Phytosterol- und Oxyphytosterolkonzentrationen wurde im weiteren Verlauf das
Gewebe der Aortenklappen verwendet. Dieser Separationsvorgang hatte den Zweck die
ermittelte Sterolkonzentration auf das Trockengewicht des Gewebes beziehen zu kénnen,

ohne dass der Anteil an verkalktem Material zu falsch niedrigen Sterolkonzentrationen fiihrte.

Abbildung 8: Aortenklappentasche®
A: Verkalkte Tasche der Aortenklappe,
B: Verkalktes Material nach mechanischer Separation
C: Gewebe der Aortenklappe nach mechanischer Separation.
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3.2.3 Probenaufbereitung

3.2.3.1 Probenaufbereitung der neutralen Sterole

Die neutralen Sterole wie Cholesterol, Cholesterolvorstufen und Phytosterole wurden vor der
Quantifizierung zunachst in ihre freie Form gebracht. AnschlieRend erfolgte die Extraktion
der freien Sterole und die Umwandlung in Trimethylsilyl-(TMSi)-Ether mit Hilfe von
Silylierungsreagenz.

Zu Beginn der Probenaufbereitung der neutralen Sterole wurden die Plasmaproben bei
Raumtemperatur aufgetaut. AnschlieBend wurden 1 pg Epicoprostanol (10 uL einer
Stammldsung von 100 pg/mL in Cyclohexan geldst) und 50 ug 5a-Cholestan (50 uL einer
Stammldsung von 1 mg/mL in Cyclohexan geldst) als interne Standards zu 100 pL der Probe
hinzugegeben. Zum Schutz vor Autoxidationsprozessen wurde die Probenldsung mit 50 ng
methanolisches Butylhydroxytoluol (BHT) (10 pL aus einer Stammlésung von 50 mg BHT /
10 mL MeOH) versetzt. Fur die alkalische Hydrolyse (Verseifung) wurde 1 mL einer 90%igen
ethanolischen NaOH-Losung (1M) zur Probe hinzugeben und diese fir 1 Stunde im
Wasserbad bei 68°C hydrolysiert. Im Anschluss erfolgte die Abkihlung bei Raumtemperatur,
der Zugabe von 500 pyL Aqua bidest. und die zweimalige Extraktion der freien Sterole in 3 mL
Cyclohexan. Die Trocknung der vereinigten organischen Phasen erfolgte unter
Stickstoffbegasung bei 65°C. Die Derivatisierung der Hydroxylgruppen der Sterole zu ihren
TMSi-Ethern wurde nach Zusatz von 1 mL Trimethylsilylierungsreagenz (Pyridin-
Hexamethyldisilazan-Trimethylchlorsilan 9:3:1, v/v/v) bewirkt. Die TMS-Reaktion wurde durch
1-stiindige Inkubation bei 65°C durchgefuihrt. Im Folgenden wurden die restlichen
Reagenzien unter Stickstoffbegasung verdampft und der Rickstand in 160 uL n-Dekan
gelost. 80 uL des resultierenden Gemisches wurden fir die GC-MSD-Analyse in die
Mikroeinsatze der Glasphiolen Ubertragen. Die restlichen 80 uL wurden fur die GC-FID-
Analyse mit 500 uL n-Dekan versetzt. Zur eindeutigen Identifizierung erfolgte die genaue
Beschriftung der Glasphiolen™*®.

Zur Ermittlung der Sterolkonzentrationen in den Aortenklappen wurde das Klappengewebe
zunachst fir 48 Stunden in Folch-Reagenz (Chloroform/Methanol im Verhaltnis 3:1, mit 0.25
mg/mL BHT) gegeben. Der interne Standard wurde zu 2 mL dieses Extrakts hinzugefiigt und

in Analogie zu der Probenaufbereitung des Plasmas verfahren®.

3.2.3.2 Probenaufbereitung der Oxyphytosterole

Fur die Quantifizierung der Oxyphytosterole mussten diese - analog zu den nicht-oxidierten

Sterolen - zunéchst in freie Form gebracht werden und die freien Sterole extrahiert werden.
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Im Gegensatz zur Aufbereitung der neutralen Sterole erfolgte daraufhin eine Festphasen-
Extraktion zur Trennung der nicht-oxidierten Sterole von den oxidierten Sterolen. Die
Uberfihrung der Oxyphytosterole in Trimethylsilyl (TMSi)-Ether wurde ebenfalls mittels
Silylierungsreagenz bewirkt.

Bei Raumtemperatur wurden die tiefgefrorenen Plasmaproben zunachst aufgetaut. 50 pL
einer mit Deuterium-markierten internen Standardmischung (6.55 ng d4-7a-OH-Campesterol,
4.41 ng d4-70-OH-Sitosterol, 12.67 ng d4-7B-OH-Campesterol, 16.47 ng d,-73-OH-Sitosterol,
14.45 ng d;-7-Keto-Campesterol und 23.74 ng d,;-7-Keto-Sitosterol) wurden bei
Raumtemperatur zu 1 mL Plasma gegeben. Um die Entstehung von Artefakten durch
Cholesterol und Phytosterole zu minimieren, wurden die Proben 5 Minuten mit Stickstoff
begast. Fur die alkalische Hydrolyse (Verseifung) wurden 2 mL einer 90%igen
ethanolischen NaOH-Lésung (1M) zur Probe hinzugeben und bei Raumtemperatur und
kontinuierlicher Bewegung vier Stunden unter Ausschluss von Licht gegeben. Nach
Hinzugabe von 1 mL destilliertem Wasser wurde der pH-Wert der Probe durch die weitere
Zugabe von von 210 uL Phosphorséaure (ortho-Phosphorsaure 85%: Aqua dest 1:1 (v/v)) auf
pH 7.0 eingestellt. Anschlie@end wurde noch 2 mL Natriumchlorid-Losung (9 mg/mL)
hinzugegeben. Die Extraktion der Oxyphytosterole wurde mit 2*3 mL Dichlormethan
(Loésungsmittel) wie folgt durchgefuhrt. Die Probe wurde zunachst fur 30 Sekunden
durchmischt, gefolgt von einer 10-minttigen Zentrifugation (2000 min-1 x g). Im Anschluss
wurde die Dichlormethan-Phase in ein neues Reagenzglas tUberfihrt. Die organische Phase
wurde in Dunkelheit belassen und der Extraktionsprozess ein weiteres Mal wiederholt. Im
Anschluss wurden die vereinigten organischen Phasen unter Stickstoffoegasung bei 65°C
verdampft und der trockene Rickstand in 1 mL n-Hexan geldst.

Oxysterole und Oxyphytosterole wurden daraufhin durch eine Festphasen-Extraktion von
Cholesterol und Phytosterolen getrennt. Die Kieselgel-Kartuschen wurden mit 3 x 1 mL n-
Hexan aquilibriert. Im Anschluss wurden die Proben auf die Saule gegeben und mittels
Schwerkraft durch die Saule beférdert. Die Auswaschung der neutralen Sterole, Cholesterol
und Phytosterole, erfolgte mit Hilfe von 8 x 1 mL 0,5% 2-Propanol-Lésung (in n-Hexan, v/v).
Die Oxyphytosterole wurden von der Saule mittels 3 x 1 mL 30%iger 2-Propanol-Lésung (in
n-Hexan, v/v) gewaschen. Die Derivatisierung der Hydroxylgruppen der
Oxyphytosterole zu ihren TMSi-Ethern wurde nach Zugabe von 1 mL
Trimethylsilylierungsreagenz (Pyridin-Hexamethyldisilazan-Trimethylchlorsilan 9:3:1, v/v/v)
bewirkt. Die TMS-Reaktion wurde durch 1,5-stiindige Inkubation bei 90°C durchgefihrt.
Infolgedessen wurden die restlichen Reagenzien unter Stickstoffoegasung verdampft und
der Ruckstand in 30 yL n-Dekan geldst und 10 yL TMS hinzugegeben. Das resultierende
Gemisch wurde fir die GC-MSD-Analyse in die Mikroeinsatze der Glasphiolen Ubertragen.

Zur eindeutigen Identifizierung erfolgte wiederrum die genaue Beschriftung der Glasphiolen.
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Zur Ermittlung der Oxyphytosterolkonzentrationen in den Aortenklappen wurde das
Klappengewebe zunachst fir 48 Stunden in Folch-Reagenz (Chloroform/Methanol im
Verhéltnis 3:1, mit 0.25 mg/mL BHT) gegeben. 2 mL dieses Extrakts wurden zum
deuterierten internen Standard hinzugefligt und in Analogie zu der Probenaufbereitung des

Plasmas verfahren.*

3.2.4 Beschreibung der Analyseverfahren

Die Gaschromatographie diente zunachst der Auftrennung und Identifizierung der Sterole
und Oxyphytosterole aus den Probe. Fir die genaue qualitative und quantitative Bestimmung
der einzelnen Komponenten des Stoffgemisches erfolgte im Anschluss die Kopplung mit
zwei verschiedenen Detektionssystemen. Im Plasma kommt Cholesterol im Gegensatz zu
den Cholesterolvorstufen sowie pflanzlichen Sterolen in 10°fach héherer Konzentration vor.
Im Vergleich zu den oxidierten pflanzlichen Sterolen liegt Cholesterol in 10°fach héherer
Konzentration vor. Aus diesem Grund wurde flur die Analyse des Cholesterols die weniger
spezifische aber robustere Methode der Flammenionisationsdetektion (FID) verwendet.
Cholesterolvorstufen, Phytosterole sowie Oxyphytosterole wurden hingegen mit der
sensitiveren, hochselektiven und hochspezifischen massenselektiven Detektion (MSD)
bestimmt.

Fir die Evaluation der Sterolkonzentrationen im Probenmaterial wurde zudem fir die
verschiedenen Sterole jeweils eine Standardkurve erstellt. Die Quantifizierung der einzelnen
Eichpunkte der verschiedenen Sterole oder Oxyphytosterole erfolgte mittels

Flammenionisationsdetektion gegen 5a-Cholestan (Interner Standard; ISTD).

3.2.5 Durchfiihrung der Analysen
3.2.5.1 Analyse der neutralen Sterole

3.2.5.1.1 Durchfuhrung der Analyse mittels Gaschromatographie-

Flammenionisationsdetektion

Fur die Trennung des Steroltrimethylsilylethergemisches mittels gaschromatographischer
Flammenionisationsdetektion wurde das Analysat nach splittloser Injektion durch einen HP
7683 Injektor bei 280°C gasformig auf eine vernetze Methylsilikon DB-XLB 122-12322
Kapillarsadule (J&W, Folsom, USA) (30 m x 0,25 mm Innendurchmesser x 0,25 pm
Schichtdicke) in einem Hewlett Packard Gaschromatographen (HP 6890) aufgebracht. Als
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Tragergas diente Wasserstoff mit einer Flussrate von 1.1 mL/min. Zu Beginn der Saule
kondensierten die verschiedenen Sterolether. Die Ofentemperatur wurde zunachst 3 min bei
150°C belassen und anschlieRend mit einer Steigerungsrate von 30°C/min bis zu einer
Zieltemperatur von 290°C erhoht, welche fir 33 min konstant gehalten wurde. Bei einem fir
die verschiedenen Sterolether charakteristischen Siedepunkt wurden die Substanzen wieder
von dem Saulenmaterial geldst und mittels Gasfluss zum Detektor getragen. Im
Flammenionisationsdetektor wurden die Sterolether verbrannt und die ionisierten Fragmente
in eine elektronische Ladung Ubertragen und aufgezeichnet. Die Detektion des internen
Standards 5a-Cholestan erfolgte mit einer Retentionszeit von 12,0 min und der
Cholesteroltrimethylsilylether  mit  einer  Retentionszeit von 1588 min im
Flammenionisationsdetektor (FID) bei 280°C. Dabei lag ein kombinierter konstanter Saulen-
und Make-up-Fluss (Wasserstoff + Stickstoff, 30 mL/min) vor. Der Gaschromatograph, die
Auswertung der Gaschromatogramme und die Quantifikation wurden mittels Software GC
Chem Station Rev. B 02.01-SR1 [260] Agilent Tehnologies des Computer Intel(R)
Pentium(R) 4 CPU 2,8 GHz 2,79GHz 512MB RAM gesteuert'*®.

Die Quantifizierung von Cholesterol erfolgte durch Division des integrierten Flacheninhalts
des Cholesterolpeaks durch den Flacheninhalt des 5a-Cholestanpeaks und Multiplikation mit
dem vorgegebenen Gehalt des internen Standards (50 pjg). Dabei wurde der
Cholesterolgehalt der Probe in ug angegeben. Da das Probenvolumen 100 pL betrug, konnte
man direkt in mg/100 mL bzw. mg/dL umrechnen. Die Aufbewahrung der Stammlésung
wurde bei 4°C unter Lichtausschluss gewéhrleistet und die Validierung der Pipetten sowie

Wageeinheiten erfolgte turnusmassig™*®.

3.2.5.1.2 Durchfuhrung der Analyse mittels Gaschromatographie-

massenselektive Detektion

Die Sterolsilylgemische wurden zunachst auf einer 30 m DB-XLB Kapillarsdule unter
Verwendung von Helium als Tragergas mit einem Tragergasfluss von 1,0 mL/min
saulenchromatographisch aufgetrennt. Das Temperaturprogramm wurde mit einer
Temperatur von 150°C gestartet und steigerte sich nach 1 min mit einer Anstiegsrate von
30°C/min. Die Zieltemperatur betrug 290°C und wurde fir 30 min belassen. Die
Voreinstellung der Injektor- sowie Transferlinetemperatur lag bei 280°C und die
Multiplierspannung wurde auf 2700V justiert. Die Elektronenimpakt-lonisationsspannung lag
bei 70eV. Die Regulation des Selected-lon-Monitorings (SIM) erfolgte so, dass die
Quadrupolmassenfilter innerhalb der gewahlten m/z-Werte (spezifische Masse) eine Rate

von 2,0 Zyklen pro Sekunde aufwies. Zwecks Optimierung der Analyseleistung wurde vor
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jeder grol3eren Analysesequenz eine automatische Selbstjustierung vorgenommen, das sog.
Autotune. Der SIM-Modus startete bei einem m/z-Wert von 370 fur Epicoprostanol. Die
spezifischen Retentionszeiten und die charakteristischen Massenfragmente (m/z Wert) der
gemessenen Substanzen sind Tabelle 2 dargestellt.

TMSi-Ether Kategorie m/z Werte Retentionszeit [min]
Epicoprostanol ISTD 370 14,205
Cholestanol Cholesterolmetabolit 306,460 15,71
Lathosterol Cholesterolvorstufe 458 16,70
Campesterol Phytosterol 472 17,39
Sitosterol Phytosterol 486 19,25

Tabelle 2: Retentionszeiten und charakteristische Massenfragmente (m/z Werte) fir die Detektion der
Trimethylsilylsterol- und stanolether durch GC-MSD, modifiziert nach*®.

Fur die Beurteilung der Linearitdt der integrierten Peakflache und eingesetzten
Substanzkonzentration, wurde fir jedes zu ermittelnde Sterol eine eigene Eichgerade
angefertigt. Linearitat war die Voraussetzung flr eine quantitative Bestimmung. Durch die
GC-MSD im SIM-Modus erfolgte die Messung steigender Mengen an Sterolen, denen je
gleiche Mengen an Epicoprostanol fur die Bestimmung der Cholesterolvorstufen und
pflanzlichen Strerole zugesetzt wurden. Daraufhin wurde das Verhaltnis der Peakflache des
unmarkierten zu der des jeweiligen internen Standards berechnet und mit Hilfe der
Geradengleichung konnten die Konzentrationen berechnet werden. Fir die Identifizierung
der jeweiligen Substanzen wurde die Identitdt der Massenspektren aller Substanzen -
ermittelt durch GC-MSD-SIM aus den Plasmaproben - mit den Massenspektren der
authentischen Referenzsubstanzen verglichen und bestatigt. Substanzen bei denen keine
eindeutige gaschromatographische Trennung mdglich war, konnten auf Basis ihrer
spezifischen Massen voneinander differenziert und nachfolgend gemessen werden. Fir die
Uberprufung der Linearitéat, der Spannweite sowie der Quantifizierungsgrenze (QG) der
Eichkurven jeder einzelnen Substanz ergaben sich die in Tabelle 3 aufgefihrten

charakteristischen Eigenschaften®®.

Analyt Achsenabschnitt Steigung R2 S?ﬁg?%vaite [pgl(jL]
Cholestanol - 0,0002 0,1486 0,9999 0,04-9,0 0,02
Lathosterol - 0,004 0,760 0,9999 0,01-3,2 0,02
Campesterol - 0,0025 0,2451 0,9999 0,02 - 55,6 0,02
Sitosterol - 0,0056 0,2221 0,9999 0,35-83,9 0,06

Tabelle 3: Eichgeradecharakteristika und Nachweisgrenzen, modifiziert'**.
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3.2.5.2 Analyse der Oxyphytosterole

3.2.5.2.1 Durchfuhrung der Analyse mittels Gaschromatographie-

Flammenionisationsdetektion

Fur die Quantifikation der Oxyphytosterole in der Standard Kurve mittels
gaschromatographischer Flammenionisationsdetektion wurden die Substanzen nach
splittloser Injektion durch einen HP 7683 Injektor bei 280°C auf einer vernetzen Methylsilikon
DB-XLB 122-12322 Kapillarsaule (J&W, Folsom, USA) (30 m x 0,25 mm Innendurchmesser
X 0,25 pm Schichtdicke) in einem Hewlett Packard Gaschromatographen (HP 6890)
aufgetrennt. Als Tragergas diente Wasserstoff mit einer Flussrate von 1,1 mL/min. Die
Ofentemperatur wurde 3 min bei 150°C belassen und anschlieBend mit einer
Steigerungsrate von 30°C/min bis zu einer Zieltemperatur von 290°C erhoht, welche fir
22,33 min konstant gehalten wurde. Die Steuerung des Gaschromatographen wurde durch
die Software GC Chem Station Rev. B 02.01-SR1 [260] Agilent Tehnologies des Computer
Intel(R) Pentium(R) 4 CPU 2,8 GHz 2,79GHz 512MB RAM durchgefuhrt. Die Proben wurden
durch einen automatischen Sampler Typ 7683 Auto Sampler und Injektor (HP) injiziert. Die
Quantifizierung beinhaltete den internen Standard und das Ergebnis der Oxyphytosterole.*

Der interne Standard, 5a-Cholestan, wurde mit einer Retentionszeit von 12,0 min und das
TMS-Derivat - 7a-OH-Campesterol - mit einer Retentionszeit von 16,42 min im
Flammenionisationsdetektor (FID) bei 280°C detektiert. Dabei lag ein kombinierter
konstanten Saulen- und Make-up-Fluss (Wasserstoff + Stickstoff) vor. In Abbildung 9 ist eine
gaschromatographische Trennung vom internen Standard 5a-Cholestan und den
Oxyphytosterol-TMSi-Ethern - 7a- OH-Campesterol, 73-OH-Campesterol, 7a-OH-Sitosterol,
7B-OH-Sitosterol, 7-Keto-Campesterol und 7-Keto-Sitosterol - dargestellt. Fir die
Quantifizierung wurde der integrierte Flacheninhalt des Oxyphytosterolpeaks durch den
Flachengehalt des 5a-Cholestanpeaks dividiert und mit dem vorgegebenen Gehalt an
internem Standard von 50 pjg multipliziert. Das Ergebnis Uber den Gehalt der

Oxyphytosterole wurde letztlich in ng angegeben.
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Abbildung 9: Gaschromatogramm eines Plasmasterolgemisches zur Quantifizierung von Oxyphytosterolen in der
Standardkurve mittels GC-FID.

3.2.5.2.2 Durchfuhrung der Analyse mittels Gaschromatographie-

massenselektiver Detektion

Die saulenchromatographische Trennung der Oxyphytosterole in den Verdinnungsreihen
der Standardkurve sowie im Probenmaterial erfolgte auf einer 30 m DB-XLB Kapillarsaule
(J&W, Folsom, USA) unter Verwendung von Helium als Tragergas mit einer konstanten
Flussrate von 0,8 mL/min. Die splittlose Injektion der Probe erfolgt bei 270°C mit einem
Injektionsvolumen von 2 pL. Das Temperaturprogramm startete mit einer Temperatur von
150°C und steigerte sich nach 3 min mit einer Anstiegsrate von 30°C/min auf 290°C. Die
gesamte Messdauer betrug 34 min. Die Injektor- sowie Transferlinetemperatur wurden auf
280° festgelegt und die Multiplierspannung auf 1400V eingestellt. Die Elektronenimpakt-
lonisationsspannung lag bei 70eV. Das Selected-lon-Monitoring (SIM) wurde so adjustiert,
dass die Quadrupolmassenfilter innerhalb der gewahlten m/z-Werte (charakteristischen
Massenfragmente) mit einer Rate von 2,0 Zyklen pro Sekunde arbeiteten. Vor jeder
Analysesequenz wurde zum Zweck der Optimierung der Analyseleistung eine automatische
Selbstjustierung, das sog. Autotune, durchlaufen. Die TMS-Ether (7a-OH-Campesterol, 7a-
OH-Sitosterol, 7B-OH-Campesterol, 7p-OH-Sitosterol, 7-Keto-Campesterol und 7-Keto-
Sitosterol) wurden im Selected-lon-Monitoring (SIM) Modus mittels der GC-MSD identifiziert.
Die spezifischen Retentionszeiten und die charakteristischen Massenfragmente (m/z Wert)

der gemessenen Substanzen sind in Tabelle 4 aufgefiihrt*.
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Oxyphytosterole Kategorie m/z Werte Retentionszeit [min]

d4-7a-OTMS-Campesterol ISTD 474.4 15.486
7a-OTMS-Campesterol OPS 470.4 15.535
ds-70-OTMS-Sitosterol ISTD 488.6 16.91
70-OTMS-Sitosterol OPS 484.5 16.972
d4-7B-OTMS-Campesterol ISTD 474.5 18.22
7B-OTMS-Campesterol OPS 470.5 18.308
d,-7B-OTMS-Sitosterol ISTD 488.6 20.088
7B-OTMS-Sitosterol OPS 484.4 20.181
d4-7-Keto-Campesterol ISTD 491.5 26.421
7-Keto-Campesterol OPS 486.5 26.571
d;-7-Keto-Sitosterol ISTD 505.6 29.999
7-Keto-Sitosterol OPS 500.5 30.173

Tabelle 4: Retentionszeiten und charakteristische Massenfragmente (m/z Werte) flr die Detektion der
Trimethylsilylether der Oxyphytosterole und deuterierten Oxyphytosterole durch GC-MSD.

ISTD = interner Standard, POP = oxidierte Phytosterole

Die Darstellung des GC-MS Totalionenchromatogramms (TIC) des hdchst konzentrierten
Kalibrierpunktes der Kalibrierkurve ist in Abbildung 10 aufgeflihrt. Die charakteristischen
Massenfragmente (m/z  Werte) der TMS-Ether der Oxyphytosterole (do) mit
korrespondierendem deuterierten, internen Standard (ds) sind in Abhangigkeit von der
Retentionszeit abgebildet. Fir die quantitative Bestimmung der Oxyphytosterole im
Probenmaterial, wurde zunachst fur jedes zu ermittelnde Oxyphytosterol eine eigene
Kalibriergerade - anhand einer Verdiunnungsreihe - angefertigt. Am Beispiel von 7a-OH-
Campesterol soll dies exemplarisch veranschaulicht werden. Durch die GC-MSD im SIM-
Modus (Abb. 11) erfolgte die Messung steigender Mengen von 7a-OH-Campesterol, denen
je gleiche Mengen an ds;-7a-OH-Campesterol zugesetzt wurden. Daraufhin wurde das
Verhéltnis der Peakflache des Analyten zu der Peakflache des internen Standards
berechnet. Anhand acht ermittelter Punkte, deren Gehalt an Analyt bekannt war, wurde eine
Kalibriergerade erstellt, deren Geradengleichung berechnet werden konnte. Der von einer
Probe unbekannten Gehalts erhaltene Quotient aus der Flache des Analyten durch die
Flache des internen Standards konnte nun in die erhaltende Geradengleichung eingesetzt
werden. Durch anschlieRende Umformung der Gleichung konnte die unbekannte

Konzentration ermittelt werden.
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Abbildung 10: GC-MS Totalionenchromatogramm (TIC) der Trimethylether der Oxyphytosterole (do) mit internem
Standard (d4) einer Standardkurve (Isotopenverdinnungsverfahren): (1) da/do-7a-OH-Campesterol, (2) d4/de-7a-
OH-Sitosterol, (3) d4/do-7-OH-Campesterol, (4) da/do-7B-OH-Sitosterol, (5) d4/do-7-Keto-Campesterol, (6) da/do-7-
Keto-Campesterol.
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Abbildung 11: GC-MS Chromatograph einer Standardkurve im SIM-Modus von 7a-OH-Campesterol und d4-7a-
OH-Campesteraol.

32



Die Darstellung des GC-MS Totalionenchromatogramms einer authentischen
Herzklappenprobe eines Studienteilnehmers ist in Abbildung 12 aufgefuhrt. Dabei wurde die
Summe aller Signale, welche von den detektierten lonen im vorliegenden Spektrum
hervorgerufen wurde, im TIC aufgezeichnet. Da dies zur Signaliberlagerung der
Massenfragmente einzelner Verbindungen fiihrte, war fir Identifikation und Quantifikation
der TMS-Ether die Analyse im SIM-Modus erforderlich. In Abbildung 13 sind exemplarisch
7a-OH-Campesterol und 7B-OH-Campesterol mit ihren korrespondierenden deuterierten,
internen Standards (d4) im SIM-Modus dargestellt. Fir die Bestimmung der Konzentrationen
der Oxyphytosterole wurde die zuvor ermittelte Kalibriergerade jedes einzelnen
Oxyphytosterols verwendet.
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Abbildung 12: GC-MS Totalionenchromatogramm (TIC) der Trimethylether der Oxyphytosterole (do) mit internem
Standard (d4) einer authentischen Klappenprobe (Isotopenverdiinnungsverfahren): (1) d4/do-7a-OH-Campesterol,

(2) da/do-70-OH-Sitosterol, (3) da/do-7B8-OH-Campesterol, (4) da/do-7p-OH-Sitosterol, (5) da/do-7-Keto-
Campesterol, (6) da/do-7-Keto-Campesterol.
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Abbildung 13: GC-MS Chromatograph einer authentischen Herzklappenprobe im SIM-Modus von 7a-OH-
Campesterol und d4-7a-OH-Campesterol sowie 73-OH-Campesterol und d4-7p-OH-Campesterol.

Die Validierung der Messmethode der Oxyphytosterole erfolgte nach Husche et al.** und
zeigte, dass die Methode empfindlich, genau und prazise war sowie geeignet fur die
vorliegenden Messungen

Fur die Identifizierung der jeweiligen Substanzen wurde die Identitat der Massenspektren
aller Substanzen mit den Massenspektren der authentischen Referenzsubstanzen verglichen
und bestatigt. Substanzen bei denen keine eindeutige gaschromatographische Trennung
mdglich war, konnten auf Basis ihrer spezifischen Massen voneinander differenziert und
nachfolgend quantifiziert werden. Fiir die Uberpriifung der Linearitat, der Spannweite sowie

Quantifizierungsgrenze (QG) jeder einzelnen Substanz ergaben sich die folgenden

Charakteristika:
Oxyphytosterole Kalibrierungskurve R2 Sp[ﬁg?%vlf:]ite [nglgL]
7a-OH-Campesterol y = 0.690x + 0.202 0.9987 0.005 - 1.302 23
7a-OH-Sitosterol y =0.467x + 0.236 0.9995 0.009 - 2.423 34
7B-OH-Campesterol y =0.230x + 0.201 0.9995 0.035-6.919 53
7B-OH-Sitosterol y =0.198x + 0.226 0.9988 0.014 - 4.075 51
7-Keto-Campesterol y =0.212x + 0.256 0.9953 0.017 - 5.018 591
7-Keto-Sitosterol y = 0.054x + 0.180 0.9938 0.065 - 42.17 812

Tabelle 5: Eichgeradecharakteristika und Nachweisgrenzen, modifiziert nach*.
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3.2.6 Evaluierung einer begleitenden KHK

Vor dem operativen Aortenklappenersatz mussten sich die Patienten einer Reihe von
diagnostischen Verfahren unterziehen. Die Koronarangiographie diente der Beurteilung einer
gleichzeitig bestehenden koronaren Herzkrankheit. Als pathologisch wurden Gefal3e mit
einer mindestens 50%ige Stenose diagnostiziert. Der Schweregrad der KHK (Ein-, Zwei-
oder Dreigefal3erkrankung) wurde anhand des Koronarangiogramms bewertet.

3.2.7 Evaluierung des Ausmalies einer Aortenklappenstenose

Fur die Evaluation des Schweregrads der Aortenklappenstenose wurde im praoperativen
Verlauf die Klappenoéffnungsflache mithilfe der Echokardiographie bestimmt. Die

Kontinuitatsgleichung diente der Berechnung der Offnungsflache der Aortenklappe®.

3.2.8 Statistische Methoden

Die dargestellten Daten werden als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Die
statistische Auswertung des Unterschieds zwischen zwei Gruppen wurde mithilfe des
ungepaarten, zweiseitigen Student-t-Tests erhoben. Die Testung auf Unterschiedlichkeit
zwischen mehr als zwei Gruppen erfolgte mittels einfaktorieller Varianzanalyse (ANOVA) mit
nachfolgender Korrektur nach Bonferroni. Als statistisches Signifikanzniveau wurde p < 0,05
angenommen. Der Korrelationskoeffizient nach Pearson diente der Quantifikation von
Korrelationen zweier Variablen. Alle statistischen Verfahren wurden unter Verwendung des

Statistikprogramms - IBM SPSS Statistics 21 (Chicago, lllinois, USA) - vorgenommen.
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4. ERGEBNISSE

4.1 Patientencharakteristika

In die vorliegende Studie wurden im Beobachtungszeitraum von April 2011 bis August 2012
105 Patienten einbezogen. Eine Patientin konnte aufgrund ihres erheblich von der
Grundgesamtheit der Studienpopulation abweichenden Lipidprofils nicht berlcksichtigt
werden und wurde aus der Analyse ausgeschlossen. Die Charakteristika der
Studienpopulation sind in Tabelle 6 dargestellt.

Patientenkollektiv n = 104

Demografische Daten

Alter [in Jahren] 69,8 +10,3
Geschlecht
Frauen 36 (34,6%)
Manner 68 (65,4%)
Risikofaktoren
Arterieller Hypertonus 85 (81,7%)
Diabetes mellitus
Typ | 2 (1,9%)
Typ Il 26 (25,0%)
Koronare Herzkrankheit 46 (44,2%)
Eingefal3erkrankung 17 (16,3%)
Zweigefalerkrankung 15 (14,4%)
Dreigefa3erkrankung 14 (13,5%)
Rauchen 48 (46,2%)
Body Mass Index [kg/m?] 28,4 + 6,2
Positive Familienanamnese 22 (21,2%)
Kreatinin [mg/dL] 1,1+04
Lipidmodifizierende Medikamente
Statine 68 (65,4%)
Keine Statine 36 (34,6%)
Kardiale Parameter
Klappenoéffnungsflache [cm?] 0,77 £0,22
Peak-to-Peak-Gradient [mmHg] 51,9+223
Delta P max [mmHg] 77,4+24.8
Delta P mean [mmHg] 46,5+ 15,2

Tabelle 6: Patientencharakteristika - ,Gesamtpopulation der Studie®.
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4.2 Messparameter und Quotienten

Mithilfe der gaschromatographischen Flammenionisationsdetektion und massenselektiven
Detektion wurden Cholesterol, Cholesterolvorstufen, Phytosterole sowie Oxyphytosterole im
Plasma und den Aortenklappen der Studienteilnehmer bestimmit.

Eine Ubersicht Uber die quantifizierten Messparameter sowie berechneten Quotienten
inklusive Mittelwerte und Standardabweichungen sind in Tabelle 7 in Abhangigkeit von
Plasma und Klappe aufgefihrt.

Parameter Plasma Klappe

Mittelwert + Standardabweichung Mittelwert + Standardabweichung

Gesamtcholesterol 187,4 + 42,3 mg/dL 28,645 + 14,587 pg/mg
Cholestanol 0,397 + 0,120 mg/dL 65,208 + 34,641 ng/mg
Lathosterol 0,175+0,131 mg/dL 18,727 £ 12,117 ng/mg
Campesterol 0,366 + 0,222 mg/dL 54,863 + 37,741 ng/mg
Sitosterol 0,252 + 0,150 mg/dL 42,573 + 28,389 ng/mg
7a-OH-Campesterol 0,140+ 0,184 ng/mL 0,058 + 0,035 ng/mg
7a-OH-Sitosterol 0,066 + 0,044 ng/mL 0,011 + 0,006 ng/mg
7B-OH-Campesterol 0,220 + 0,096 ng/mL 0,478 + 0,030 ng/mg
7B-OH-Sitosterol 0,514 + 0,190 ng/mL 0,018 + 0,010 ng/mg
7-Keto-Campesterol 0,920 £ 0,339 ng/mL 0,271 £ 0,098 ng/mg
7-Keto-Sitosterol 2,486 + 0,863 ng/mL 0,392 £ 0,126 ng/mg
> -OH-Campesterol 1,281 + 0,485 ng/mL 0,376 £ 0,126 ng/mg
> -OH-Sitosterol 3,067 £ 1,044 ng/mL 0,422 +£0,135 ng/mg
> -Oxyphytosterole 4,347 £1,433 ng/mL 0,798 + 0,260 ng/mg
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Quotienten Plasma Klappe

Mittelwert + Standardabweichung Mittelwert + Standardabweichung
Campesterol/Cholesterol 1,975+ 1,120 pna/mg 1,927 £ 1,066 ng/ug
Sitosterol/ Cholesterol 1,354 + 0,695 pna/mg 1,500 £ 0,699 ng/ug
Cholestanol/ Cholesterol 2,131+ 0,437 pna/mg 2,339+0,481 ng/ug
Campesterol/Lathosterol 3,585 + 3,949 mg/mg 3,738 + 3,531 ng/ng
Sitosterol/Lathosterol 2,426 + 2,580 mg/mg 2,851 + 2,377 ng/ng
Cholestanol/Lathosterol 3,711 + 3,023 mg/mg 4,421 + 2,620 ng/ng
70-OH-Campesterol/ Cholesterol 0,077 £ 0,118 ng/mg 2,315+1,534 ng/mg
70-OH-Sitosterol/ Cholesterol 0,036 + 0,022 ng/mg 0,461 + 0,249 ng/mg
7B-OH-Campesterol/ Cholesterol 0,122 + 0,057 ng/mg 1,861 + 1,223 ng/mg
7B-OH-Sitosterol/ Cholesterol 0,285+ 0,113 ng/mg 0,702 + 0,338 ng/mg
7-Keto-Campesterol/ Cholesterol 0,507 + 0,177 ng/mg 11,945 + 7,096 ng/mg
7-Keto-Sitosterol/ Cholesterol 1,377 £ 0,500 ng/mg 16,771 £ 8,552 ng/mg
> OH-Campesterol/ Cholesterol 0,705 + 0,264 ng/mg 16,120 + 8,887 ng/mg
> OH-Sitosterol/ Cholesterol 1,698 + 0,608 ng/mg 17,934 + 8,853 ng/mg
> Oxyphytosterol/ Cholesterol 2,403 + 0,818 ng/mg 34,055 + 17,361 ng/mg

(B) Mittelwert und Standardabweichung der Quotienten der quantifizierten Messparameter in Plasma und Klappe

Tabelle 7: Ubersicht (iber die quantifizierten Messparameter (A) und berechneten Quotienten (B).

4.3 Zusammenhang zwischen Phytosterolen und Oxyphytosterolen

in Plasma und Klappe

Die Bestimmung der Konzentrationen von Sterolen und Oxyphytosterolen in der
Aortenklappe erfolgte nach Separation der verkalkten Anteile der atherosklerotischen
Plaques. Mithilfe dieser Calcium-Trenntechnik konnte gezeigt werden, dass Cholesterol- und
Phytosterolkonzentrationen (pro Gewicht) in verkalkten Anteilen der atherosklerotischen
Plaques etwa 25-88% niedriger sind im Vergleich zum Klappengewebe. Der Zusammenhang
zwischen den Konzentrationen verschiedener Phytosterole im Plasma, in der Klappe sowie
zwischen Plasma und Klappe, ebenso wie der Zusammenhang der Phytosterole zu ihren
korrespondierenden Oxidationsprodukten, wurde mithilfe des Korrelationskoeffizienten nach

Pearson bestimmt.
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4.3.1 Zusammenhang der Phytosterole zwischen Plasma und

Klappe

In der Untersuchungsstichprobe liel3 sich im Plasma der Patienten eine hochsignifikante
Korrelation zwischen den Konzentrationen von Campesterol und Sitosterol beobachten (r =
0,911, p < 0,001; Abb.14A). Des Weiteren zeigte sich eine hochsignifikante Korrelation
zwischen den Campesterol- und Sitosterolkonzentrationen in der Aortenklappe (r = 0,945, p
< 0,001; Abb.14B).

Zwischen Plasma und Klappe zeigte sich eine schwache Korrelation der Phytosterole
(Campesterol: r = 0,488, p < 0,001; Sitosterol: r = 0,350, p < 0,001; Abb.14C/D).
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Abbildung 14: Korrelationen von Campesterol und Sitosterol im Plasma (A) und in der Klappe (B); Korrelationen
von Campesterol zwischen Plasma und Klappe (C) und Sitosterol zwischen Plasma und Klappe (D).
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4.3.2 Zusammenhang der Oxyphytosterole zwischen Plasma und
Klappe

In den Aortenklappen der Untersuchungsstichprobe war eine signifikante Korrelation
zwischen den Konzentrationen von Campesterol und der Summe der oxidierten
Campesterole festzustellen (r = 0,712, p < 0,001, Abb.15A). Dabei lagen im Einzelnen die
Korrelationen zwischen Campesterol und 7a-OH-Campesterol bei r = 0,602 (p < 0,001), 7B-
OH-Campesterol bei r = 0,629 (p < 0,001) und 7-Keto-Campesterol bei r = 0,637 (p < 0,001).
Die Korrelation der Sitosterolkonzentrationen mit der Summe der korrespondierenden
Oxyphytosterole war ebenfalls signifikant (r = 0,706, p < 0,001; Abb.15B) und lag im Bereich
von r = 0,600 (p < 0,001) flr 7a-OH-Sitosterol, r = 0,726 (p < 0,001) fur 7-Keto-Sitosterol und
r=0,673 (p <0,001) fir 73-OH-Sitosterol.

Ein schwacher Zusammenhang zwischen den Konzentrationen von Campesterol und der
Summe der oxidierten Campesterole war im Plasma zu beobachten (r = 0,243, p < 0,05;
Abb.15C). Zwischen der Sitosterolkonzentration und den korrespondierenden
Oxidationsprodukten lie3 sich im Plasma lediglich eine schwache Korrelation feststellen.
(Sitosterol: r =0,317, p < 0,05; Abb.15D). Es zeigte sich keine Korrelation der Summe der
oxidierten Campesterole zwischen Plasma und Klappe (> -OH-Campesterole: r = 0,128, p =
0,199, Abb. 15E). Lediglich eine schwache Korrelation war flr die Summe der oxidierten
Sitosterole zwischen Plasma und Klappe zu beobachten (3 -OH-Sitosterole: r = 0,215, p <
0,05; Abb.15F).
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und im Plasma (C,D); Korrelation der Oxyphytosterole zwischen Plasma und Klappe (E,F).
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4.4 Beziehung zwischen Plasmacholesterol und Statinen

Die Analyse der Mittelwerte mittels Student-t-Test zeigte bei Patienten mit Statineinnahme im
Vergleich zu Patienten ohne Statineinnahme eine 21,4 % geringere Cholesterolkonzentration
im Plasma (Statine: 174,49 + 38,30 vs. ohne Statine 211,75 + 38,97; t = 4,69, df = 102, p <
0,001; Abb.16).

Fir das Vorlaufermolekil Lathosterol konnte eine 52,2 % geringere Plasmakonzentration bei
Patienten mit Statinmedikation beobachtet werden (Statine: 0,14 + 0,11 vs. ohne Statine:
0,23 +0,14; t = 3,35, df = 102, p = 0,001).

300

p <0.001
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Cholesterol im Plasma[mg/dL]

Keine Statine (n= 36) Statine (n=68)

Abbildung 16: Cholesterolkonzentration im Plasma [mg/dL] in Abh&ngigkeit von der Medikation.

Um die Ergebnisse der Analyse unabhdngig von dem Einfluss der Statinmedikation
beurteilen zu kénnen, wurde neben der Betrachtung der Gesamtpopulation der Studie eine
Subgruppenanalyse der Patienten ohne Statine durchgefiihrt.

Die Patientencharakteristika der Subgruppe - ,Patienten ohne Statine“ sind in Tabelle 8

dargestellt.
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Patienten ohne Statine (n =36)

Demografische Daten

Alter [in Jahren] 67,56 +11,0
Geschlecht
Frauen 16 (44,4%)
Méanner 20 (55,6%)
Risikofaktoren
Arterieller Hypertonus 26 (72,2%)
Diabetes mellitus
Typ | 0 (0%)
Typ Il 7 (19,4%)
Koronare Herzkrankheit 7 (19,4%)
Eingefalierkrankung 2 (5,6%)
ZweigefalRerkrankung 2 (5,6%)
DreigefaRerkrankung 3 (8,3n)
Rauchen 15 (41,7%)
Body Mass Index [kg/m3] 281+45
Positive Familienanamnese 9 (25,0%)
Kreatinin [mg/dL] 1,0+04
Kardiale Parameter
Klappenéffnungsflache [cm?] 0,77 £ 0,29
Peak-to-Peak-Gradient [mmHg] 54,6 + 24,0
Delta P max [mmHg] 78,6 + 33,7
Delta P mean [mmHg] 47,6 £ 19,5

Tabelle 8: Patientencharakteristika der Subgruppe - ,Patienten ohne Statine*.

45 Beziehung zwischen  koronarer  Herzkrankheit und

Phytosterolen sowie Oxyphytosterolen

Die Beziehung zwischen KHK und Phytosterol- sowie Oxyphytosterolkonzentrationen im
Plasma und in der Klappe wurden mittels Student-t-Test fir unabhangige Stichproben
analysiert.

Bei 46 (von 104) Patienten der Untersuchungsstichprobe wurde praoperativ mittels
Angiografie eine begleitende KHK diagnostiziert. Bei 17 Patienten lag eine koronare
EingefaRerkrankung zugrunde, 15 Patienten hatten eine koronare Zweigefal3erkrankung und
weitere 14 Patienten eine koronare DreigefaRerkrankung (Tabelle 6).

In der Gruppe der ,Patienten ohne Statine“ wurde bei 7 (von 36) Patienten eine koronare

Herzkrankheit diagnostiziert. Bei 2 Patienten lag eine koronare Eingefal3erkrankung
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zugrunde, 2 Patienten hatten eine koronare ZweigefaRerkrankung und weitere 3 Patienten
eine koronare Dreigefal3erkrankung (Tabelle 8).

4.5.1 Phytosterole

Die Plasmakonzentrationen der Phytosterole lagen bei Patienten mit begleitender KHK im
Trend hoher als bei Patienten ohne KHK. Dieser Effekt war in der Gesamtpopulation der
Studie (Campesterol: KHK: 0,39 + 0,25 vs. keine KHK: 0,35 + 0,20, p = 0,438; Sitosterol
KHK: 0,26 £ 0,17 vs. keine KHK: 0,25 + 0,13, p = 0,789) sowie bei Patienten ohne Statine
(Campesterol: KHK: 0,51 £ 0,42 vs. ohne KHK: 0,37 + 0,23, p = 0,436; Sitosterol KHK: 0,37
+ 0,34 vs. keine KHK: 0,28 + 0,17, p = 0,507) zu beobachten. Die Unterschiede zeigten
jedoch keine statistische Signifikanz (Abb.17A/B).

In der Aortenklappe lagen in der Gesamtpopulation hohere Campesterolkonzentrationen
(KHK: 65,00 + 42,84 vs. keine KHK: 46,82 + 31,25; p = 0,018) und Sitosterolkonzentrationen
(KHK: 48,93 + 32,47 vs. keine KHK: 37,53 + 23,78; p = 0,041) bei Patienten mit begleitender
KHK vor. Dies entsprach einer 38,8 % hoheren Konzentration fur Campesterol und einer
30,4 % hoheren Konzentration fur Sitosterol bei Patienten mit KHK im Vergleich zu Patienten
ohne KHK (Abb.17C). In der Subgruppenanalyse der Patienten ohne Statine liel3 sich dieser

Trend ebenfalls bestatigen, wenn auch ohne relevante Signifikanz (Abb.17D).

44



Alle Patienten Patienten ohne Statine

A 1.00 u keine KHK (n=58) B 1.00 mkeine KHK (n=29)
KHK (n=46) KHK (n=7)
3 o080 T 080
j=2
£ E
©
g 060 - } £ 060
[7] [7]
K] S
o o
E 040 - E 0.40 |
@ o2
[ [
] 2
§ 0.20 ? 020
g 2
o o
0.00 0.00 :
Campesterol Sitosterol Campesterol Sitosterol
C 140 - p=.018 mkeine KHK (n=58) D 140 p=.076 mkeine KHK (n=29)
— KHK (n=46) KHK (n=7)
120
o 120 °
g =.041 a
& 100 - ,p—| E‘ 100
- X
5 pu
S5 1 g 80 -
=2 ® °g
2 2w 2 2 60+
8 &
8 40 § 40 -
> S
= =
& o 20 -
o] T 1 0 T
Campesterol Sitosterol Campesterol Sitosterol

Abbildung 17: Phytosterolkonzentrationen im Plasma [mg/dL] (A,B) und der Klappe [ng/mg] (C,D) in Abhangigkeit
einer begleitenden KHK - in der Gesamtpopulation der Studie und bei Patienten ohne Statine.

4.5.2 Verhaltnisse der Phytosterole zu Lathosterol

Fur die Beurteilung der Verhaltnisse der pflanzlichen Sterole zu Lathosterol, wurde der
Quotient aus Campesterol zu Lathosterol ebenso wie Sitosterol zu Lathosterol bestimmt.
Dabei gilt Lathosterol, ein Vorlaufer der Cholesterolsynthese, als Marker der hepatischen
Syntheserate *°. Serumkonzentrationen von Campesterol sowie Sitosterol dienen hingegen
der Quantifizierung der intestinalen Cholesterolresorption®®.

In Bezug auf Lathosterol waren in der Gesamtpopulation signifikant geringere
Plasmakonzentrationen bei Patienten mit KHK zu beobachten (KHK: 0,13 * 0,11 vs. keine
KHK: 0,21 + 0,14, p = 0,003). Die Subgruppenanalyse der Patienten ohne Statine liel3 die
gleiche Tendenz erkennen. Signifikante Unterschiede konnten jedoch nicht beobachtet
werden. Fir die Lathosterolkonzentration in den Aortenklappen lieRen sich zwischen

Patienten mit und ohne begleitender KHK keine signifikante Unterschiede dokumentieren.
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Das Plasmaverhéltnis von Campesterol zu Lathosterol war in der Gesamtpopulation der
Studie bei Patienten mit begleitender KHK signifikant hoher als im Vergleich zu Patienten
ohne KHK (KHK: 4,95 + 5,07 vs. keine KHK: 2,50 * 2,28; p = 0,004). Dies entsprach einem
98,0 % hoheren Quotienten fiir Patienten mit KHK. Das Verhaltnis von Sitosterol zu
Lathosterol war im Plasma ebenfalls signifikant erhoht (KHK: 3,23 + 3,25 vs. keine KHK: 1,79
+ 1,65, p = 0,008) und entsprach einem 80,4 % hoheren Quotienten fur Patienten mit KHK im
Vergleich zu Patienten ohne KHK (Abb.18A). Die gleiche Tendenz lie3 sich auch bei
Patienten ohne Statine (Abb.18B) feststellen, allerdings ohne statistische Signifikanz.

In der Aortenklappe waren die Phytosterol zu Lathosterol Quotienten bei Patienten mit KHK
hoher als bei Patienten ohne KHK. Dabei lag der Campesterol zu Lathosterol Quotient in der
Gesamtpopulation bei Patienten mit KHK 29,0 % hoher (KHK: 4,27 + 4,50 vs. keine KHK:
3,31 + 2,48, p = 0,170), der Sitosterol zu Lathosterol Quotient 23,6 % hdher (KHK: 3,19 +
3,06 vs. keine KHK: 2,58 + 1,63, p = 0,196; Abb. 18C) im Vergleich zu Patienten ohne KHK.
Der gleiche Trend liel3 sich in der Subgruppe erkennen (Abb. 18D). Die Unterschiede in der
Klappe waren allerdings nicht signifikant.

Der Intergruppenvergleich fur KHK ergab in der Gesamtpopulation im Plasma einen
signifikanten Unterschied des Verhéltnisses von Campesterol zu Lathosterol (p < 0,001)
hinsichtlich des AusmalRes der atherosklerotischen L&sionen im Koronararteriensystem.
Dabei waren hdhere Plasmalevel bei Patienten mit KHK Grad Ill im Vergleich zu Patienten
ohne KHK (p < 0,001) sowie bei Patienten mit KHK Grad Ill im Vergleich zu KHK Grad | (p =
0,048; Abb.18E) zu beobachten. In Bezug auf den Sitosterol zu Lathosterol Quotienten im
Plasma zeigte der Intergruppenvergleich ebenfalls signifikant hohere Level bei Patienten mit
KHK Grad Il im Gegensatz zu Patienten ohne KHK (p = 0,001; Abb.18F). Diese
Beziehungen waren auf die signifikant geringere Plasma-Lathosterolkonzentration bei
Patienten mit KHK Grad Ill im Vergleich zu Patienten ohne KHK zurtickzuftuhren (p = 0,001).

Auch in der Subgruppenanalyse zeigte sich ein hoherer Plasmaspiegel des
Campesterol/Lathosterol-Quotienten bei Patienten mit KHK Grad Il im Vergleich zu
Patienten ohne KHK (p = 0,029). Die gleiche Tendenz war im Plasma fir den

Sitosterol/Lathosterol-Quotienten ohne statistische Signifikanz zu beobachten.

46



Alle Patienten Patienten ohne Statine

A 12 mkeine KHK (n=58) B 14 mkeine KHK (n=29)
p =0.004 KHK (n=46) KHK (n=7)

10 4 _ ° 12
2 -
& £ 10
3 p =0.008 5.
[T BE g
® g S
28 6 £=
BE 2%
e 3E®
2= 4. ]
% g 4
£ z
= 2 o
o 2

0 0

Campesterol/Lathosterol-Ratio ~ Sitosterol/Lathosterol-Ratio Campesterol/Lathosterol-Ratio  Sitosterol/Lathosterol-Ratio

C 18 = keine KHK (n=58) D 18 ® keine KHK (n=29)
© KHK (n=46) " KHK (n=7)
% 14 2 14
¥ & 12
[ s
£g 10 g8 10
® o %o
28 3 ]
s¥ £ 8
S5 %
=92 6 dJ @ 6
o ° =g _
85 4 =
§ i
o]
z 2 s 2
& 0 x 0 .
Campesterol/Lathosterol-Ratio - Sitosterol/Lathosterol-Ratio Campesterol/Lathosterol-Ratio ~ Sitosterol/Lathosterol-Ratio
E p <0.000 F 7o p=0.001
12.0 I ] f
© -
p =0.048 ot
& E 60
© [ | o}
a 100 o
E
: s o
c
2 g0 o
= =
° °
S 3 4.0
3 g
= I
2 60 2
2 g 30
o Q
£ s
S5 40 5
= = 20
[ 2
i g
n
né 20 2 10
E 7]
[&]
0.0 0.0
keine KHK KHK-I KHK-1I KHK-I keine KHK KHK-1 KHK-1I KHK-III
Koronare Herzkrankheit Koronare Herzkrankheit

Abbildung 18: Phytosterol/Lathosterol-Quotienten im Plasma (A,B) und in der Klappe (C,D) in Abh&ngigkeit einer
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4.5.3 Verhaltnisse der Phytosterole zu Cholesterol

In Bezug auf die Plasmacholesterolspiegel zeigten sich bei Patienten mit begleitender KHK
in der Gesamtpopulation geringere Konzentrationen (KHK: 172,52 + 40,70 vs. keine KHK:
199,18 £ 40,02, p = 0,001). Die Subgruppenanalyse der Patienten ohne Statine lie3 die
gleiche Tendenz erkennen. Signifikante Unterschiede konnten allerdings nicht dokumentiert
werden. Fur die Cholesterolkonzentration in den Aortenklappen waren in keiner der beiden
Gruppen zwischen Patienten mit und ohne KHK signifikante Unterschiede zu beobachten.
Das Verhdltnis von Campesterol zu Cholesterol im Plasma war in der Gesamtpopulation der
Studie bei Patienten mit begleitender KHK hoher als im Vergleich zu Patienten ohne KHK
(KHK: 2,23 + 1,28 vs. keine KHK: 1,77 + 0,94, p = 0,041). Dies entsprach einem 26,0 %
hoheren Quotienten fur Patienten mit KHK (Abb.19A). Die gleiche Tendenz konnte auch fur
das Plasmaverhalinis von Sitosterol zu Cholesterol in der Gesamtpopulation festgestellt
werden, wenn auch ohne statistische Relevanz (Abb.19B).

In der Aortenklappe waren die Phytosterol zu Cholesterol Quotienten bei Patienten mit KHK
hoher als bei Patienten ohne KHK. Dabei lag der Campesterol zu Cholesterol Quotient in der
Gesamtpopulation bei Patienten mit KHK 14,9 % hoéher (KHK: 2,08 + 1,32 vs. keine KHK:
1,81 £ 0,80, p = 0,209), der Sitosterol zu Cholesterol Quotient 7,6 % héher (KHK: 1,56 + 0,89
vs. keine KHK: 1,45 + 0,51, p = 0,455; Abb. 19C). Der gleiche Trend lieR3 sich in der
Subgruppe erkennen (Abb. 19D). Die Unterschiede in der Klappe waren allerdings nicht

signifikant.
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Abbildung 19: Phytosterol/Cholesterol-Quotienten im Plasma [ug/mg] (A,B) und in der Klappe [ng/ug] (C,D) in
Abhéngigkeit einer begleitenden KHK - in der Gesamtpopulation der Studie und bei Patienten ohne Statine.

4.5.4 Oxyphytosterole

Fur die Beurteilung der Beziehung zwischen Oxyphytosterolen und KHK wurden die
gemessenen oxidierten Campesterole (7a-OH-, 73-OH-, 7-Keto-Campesterol), ebenso wie
die oxidierten Sitosterole (7a-OH-, 7B-OH-, 7-Keto-Sitosterol) in der Summe
zusammengefasst. Bei einem Patienten konnten im Plasma keine
Oxyphytosterolkonzentrationen quantifiziert werden.

Die Analyse der Oxyphytosterole in der Gesamtpopulation zeigte im Plasma fur die Summe
der oxidierten Campesterole keinen signifikanten Unterschied zwischen Patienten mit und
ohne KHK (KHK: 1,26 + 0,51 vs. keine KHK: 1,29 + 0,47, p = 0,760). Hinsichtlich der Summe
der oxidierten Sitosterole konnten hohere Konzentrationen bei Patienten mit einer
begleitenden KHK dokumentiert werden (KHK: 3,18 £ 1,21 vs. keine KHK: 2,98 £ 0,89, p =
0,336). Dies war sowohl in der Gesamtpopulation als auch bei Patienten ohne Statine
festzustellen. Der Effekt zeigte jedoch keine statistische Signifikanz (Abb.20A/B).

Die Analyse der Oxyphytosterole in der Klappe ergab im Trend hdohere

Oxyphytosterolkonzentrationen bei Patienten mit begleitender KHK im Vergleich zu
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Patienten ohne KHK. Dieser Effekt war fur die Summe der oxidierten Campesterole bei allen
Patienten signifikant (KHK: 0,41 + 0,15 vs. keine KHK: 0,35 + 0,13; p = 0,043) und entsprach
einer 17,1 % hoheren Konzentration bei Patienten mit KHK (Abb.20C). In der
Subgruppenanalyse der Patienten ohne Statine wurde der gleiche Effekt beobachtet, wenn

auch ohne relevante Signifikanz (Abb.20D).
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Abbildung 20: Summe der oxidierten Campesterole und Sitosterole in Plasma [ng/mL] (A,B) und in der Klappe
[ng/mg] (C,D) in Abh&ngigkeit einer begleitenden KHK - in der Gesamtpopulation der Studie und bei Patienten
ohne Statine.

4.5.5 Verhaltnisse der Oxyphytosterole zu Cholesterol

Fur die Beurteilung der Beziehung zwischen den Oxyphytosterol/Cholesterol-Quotienten und
KHK, wurden die verschiedenen oxidierten Campesterole (7a-OH-, 7B-OH-, 7-Keto-
Campesterol), ebenso wie die oxidierten Sitosterole (7a-OH-, 73-OH-, 7-Keto-Sitosterol) in

der Summe zusammengefasst.
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Weder in der Gesamtpopulation noch in der Gruppe der Patienten ohne Statine lieRen sich
im Plasma signifikante Unterschiede hinsichtlich des Verhéltnisses der oxidierten
Campesterole zu Cholesterol beobachten.

In der Gesamtpopulation der Studie zeigte sich im Plasma bei Patienten mit KHK ein
signifikant hoheres Verhaltnis der Summe der oxidierten Sitosterole zu Cholesterol (KHK:
1,89 + 0,69 vs. keine KHK: 1,54 + 0,49, p = 0,003). Dem zugrunde lagen die signifikant
hdheren Verhaltnisse von 73-OH-Sitosterol (KHK: 0,32 £ 0,14 vs. keine KHK: 0,25 £ 0,08, p
= 0,003) sowie 7-Keto-Sitosterol zu Cholesterol (KHK: 1,53 + 0,56 vs. keine KHK: 1,25 +
0,41, p = 0,004) bei Patienten mit KHK (Abb.21A). Dieser Trend war in der Subgruppe der
Patienten ohne Statine ebenfalls zu beobachten, wenn auch ohne statistische Relevanz
(Abb.21B).

In der Aortenklappe waren in der Gesamtpopulation sowie in der Subgruppenanalyse keine
signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Verhaltnisse der Oxyphytosterole zu Cholesterol
festzustellen (Abb.21C/D).
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Abbildung 21: Oxyphytosterol/Cholesterol-Quotienten im Plasma [ng/mg] (A,B) und in der Klappe [ng/mg] (C,D)
in Abhangigkeit einer begleitenden KHK - in der Gesamtpopulation der Studie und bei Patienten ohne Statine.
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4.6 Beziehung zwischen einer positiven Familienanamnese fir
kardiovaskulare  Erkrankungen und  Phytosterolen  sowie

Oxyphytosterolen

Die Beziehungen zwischen einer positiven Familienanamnese fur kardiovaskulare
Erkrankungen und den Phytosterol- sowie Oxyphytosterolkonzentrationen wurden mittels
Student-t-Test fur unabhangige Stichproben analysiert.

Bei 22 (von 104) Patienten der Gesamtpopulation wurde eine positive Familienanamnese
dokumentiert (Tabelle 6). In der Subgruppenanalyse lag bei 9 (von 36) Patienten ohne

Statine eine positive Familienanamnese vor (Tabelle 8).

4.6.1 Phytosterole

Die Plasmakonzentrationen der Phytosterole lagen bei Patienten mit positiver
Familienanamnese im Trend hdher als bei Patienten mit negativer Familienanamnese. Dabei
war in der Gesamtpopulation der Studie die Plasmakonzentration der Campesterole bei
Patienten mit positiver Familienanamnese 20,0 % héher und in der Subgruppe 45,7 % hdher.
Diese Unterschiede konnten keine statistische Signifikanz erreichen.

In der Aortenklappe waren bei Patienten mit positiver Familienanamnese im Trend hohere
Konzentrationen von Campesterol und Sitosterol festzustellen. Dabei lag in der
Gesamtpopulation die  Campesterolkonzentration bei  Patienten mit  positiver
Familienanamnese 19,3 % hoéher und in der Subgruppe 32,6 % hoher. Eine statistische

Signifikanz der Unterschiede konnte jedoch nicht dokumentiert werden (Tabelle 9).

Alle Patienten Patienten ohne Statine
Campesterol n MW + SD p n MW £ SD p
FA negativ 71 0,35+0,21 24 0,35 £0,23
Plasma FA positiv 22 0422028 0236 9 051 0,38 0,165
FA negativ 71 50,87 36,95 24 47,71%27,19
Klappe FA positiv 22 6071:4006 2% 9 63zazsozo 020
Sitosterol n MW + SD p n MW + SD p
FA negativ 71 0,24 +£0,13 24 0,26 +0,17
Plasma FA positiv 22 o0gozozi 102 9 0,38 % 0,30 0,155
FA negativ 71 39,27 27,92 24 40,15+ 23,22
Klappe FA positiv 22 482520025 1% 9 sosizaziy 2%

Tabelle 9: Phytosterolkonzentration im Plasma [mg/dL] und in der Klappe [ng/mg] in Abhangigkeit der
Familienanamnese fur kardiovaskulare Erkrankungen - in der Gesamtpopulation der Studie und bei Patienten ohne
Statine.

FA = Familienanamnese, n = Anzahl der Patienten, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, p = zweiseitiges
Signifikanzniveau
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4.6.2 Verhaltnisse der Phytosterole zu Lathosterol

Fir die Konzentration von Lathosterol war in Plasma und Aortenklappen kein signifikanter
Unterschied hinsichtlich der Patienten mit und ohne positive Familienanamnese zu
beobachten. Der Effekt konnte sowohl in der Gruppe aller Patienten, als auch in der
Subgruppenanalyse festgestellt werden.

In der Gesamtpopulation der Studie lag das Verhdaltnis von Campesterol zu Lathosterol im
Plasma bei Patienten mit positiver Familienanamnese héher im Vergleich zu Patienten mit
negativer Familienanamnese (positiv: 4,18 + 4,44 vs. negativ: 3,15 + 2,81, p = 0,200). Dies
entsprach einem 32,7 % hoheren Quotienten fir Patienten mit positiver Familienanamnese.
Das Verhaltnis von Sitosterol zu Lathosterol war im Plasma bei Patienten mit positiver
Familienanamnese 36,4 % hoher als bei Patienten mit negativer Anamnese (positiv: 2,85 *
2,74 vs. negativ: 2,09 £ 1,68, p = 0,232). Fur die Gruppe der Patienten ohne Statine konnte
die gleiche Tendenz beobachtet werden. Bei den Unterschieden war jedoch kein
signifikanter Effekt zu dokumentieren (Abb.22A/B).

In der Aortenklappe konnten ebenfalls héhere Phytosterol zu Lathosterol Quotienten bei
Patienten mit positiver Familienanamnese dokumentiert werden. Dabei lag der Campesterol
zu Lathosterol Quotient in der Gesamtpopulation 31,6 % hoher bei positiver
Familienanamnese im Vergleich zu negativer Familienanamnese (positiv: 4,66 + 6,13 vs.
negativ: 3,54 + 2,52, p = 0,219). Fur das Verhaltnis von Sitosterol zu Lathosterol zeigte sich
bei Patienten mit positiver Familienanamnese ein um 32,7 % hoherer Quotient im Vergleich
zu Patienten mit negativer Familienanamnese (positiv: 3,57 + 4,00 vs. negativ: 2,69 + 1,74, p
= 0,147; Abb.22C). Die Unterschiede waren jedoch nicht signifikant. In der
Subgruppenanalyse konnte die gleiche Tendenz ebenfalls ohne relevante Signifikanz
beobachtet werden (Abb.22D).
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Abbildung 22: Phytosterol/Lathosterol-Quotienten im Plasma (A,B) und in der Klappe (C,D) in Abhangigkeit der
Familienanamnese fiir kardiovaskulare Erkrankungen - in der Gesamtpopulation der Studie und bei Patienten
ohne Statine.

4.6.3 Verhaltnisse der Phytosterole zu Cholesterol

Die Cholesterolkonzentrationen in Plasma und Aortenklappen zeigten keine signifikanten
Unterschiede in Bezug auf Patienten mit und ohne eine positive Familienanamnese flr
kardiovaskulare Erkrankungen. Dies war im Gesamtkollektiv der Studie sowie in der
Subgruppe zu beobachten.

Bezlglich des Verhéltnisses von Campesterol zu Cholesterol im Plasma waren weder in der
Gesamtpopulation noch in der Gruppe der Patienten ohne Statine signifikante Unterschiede
zu dokumentieren. Im Trend konnte jedoch in beiden Gruppen ein héheres Verhaltnis fir
Patienten mit positiver Familienanamnese dokumentiert werden (Abb.23A/B).

In der Aortenklappe lie3en sich in der Gesamtpopulation sowie in der Subgruppenanalyse
ebenfalls keine signifikanten Unterschiede feststellen. Die Tendenz zeigte ein hdheres
Verhéltnis der Phytosterole zu Cholesterol bei Patienten mit positiver Familienanamnese
(Abb. 23C/D).
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Abbildung 23: Phytosterol/Cholesterol-Quotienten im Plasma [ug/mg] (A,B) und in der Klappe [ng/ug] (C,D) in
Abhéngigkeit einer positiven Familienanamnese fir kardiovaskulare Erkrankungen - in der Gesamtpopulation der
Studie und bei Patienten ohne Statine.

4.6.4 Oxyphytosterole

Fur die Beurteilung der Beziehung zwischen Oxyphytosterolen und positiver
Familienanamnese fir kardiovaskulare Erkrankungen, wurden die verschiedenen oxidierten
Campesterole (7a-OH-, 73-OH-, 7-Keto-Campesterol), ebenso wie die oxidierten Sitosterole
(7a-OH-, 7B-OH-, 7-Keto-Sitosterol) in der Summe zusammengefasst.

Die Plasmakonzentrationen der Summe der Oxyphytosterole waren bei Patienten mit
positiver Familienanamnese hdher als bei Patienten mit negativer Familienanamnese. Dabei
lag in der Gesamtpopulation die Plasmakonzentration der Summe der oxidierten
Campesterole bei Patienten mit positiver Familienanamnese 8,8 % hdher und in der
Subgruppe 12,0 % hdéher. Eine statistische Signifikanz der Unterschiede konnte jedoch nicht
festgestellt werden.

In der Aortenklappe waren bei Patienten mit positiver Familienanamnese im Trend hdhere

Konzentrationen der Summe der oxidierten Campesterole und Sitosterole festzustellen.
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Dabei lagen in der Gesamtpopulation die oxidierten Campesterolkonzentrationen bei
Patienten mit positiver Familienanamnese 8,3 % hoher und in der Subgruppe 23,5 % hoher.
Eine statistische Signifikanz der Unterschiede konnte nicht dokumentiert werden (Tabelle
10).

Alle Patienten Patienten ohne Statine
>-OH-Campesterol n MW + SD p n MW + SD p
FA negativ 70 1,25+ 0,46 23 1,33+0,54
PI 4 4
asma FA positiv 22 1,36%0,59 0,348 9  1,49%0,66 0,480
FA negativ 71 0,36%0,14 24 0,34+0,11
Klappe FA positiv 22 039014 0,497 9  042%018 0,113
>-OH-Sitosterol N MW + SD p n MW % SD p
FA negativ 70 2,99+ 1,00 23 3,18+ 1,01
Plasma FA positiv 22 332+1,25 0,219 9  353+143 0,451
FA negativ 71 0,410,13 24 0,41%0,07
Klappe FA positiv 22 045014 0,207 9  045%008 0.173

Tabelle 10: Oxyphytosterolkonzentrationen im Plasma [ng/mL] und in der Klappe [ng/mg] in Abhangigkeit der
Familienanamnese fiir kardiovaskulare Erkrankungen - in der Gesamtpopulation der Studie und bei Patienten ohne
Statine.

FA = Familienanamnese, n = Anzahl der Patienten, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, p = zweiseitiges
Signifikanzniveau

4.6.5 Verhaltnisse der Oxyphytosterole zu Cholesterol

Fur die Beurteilung der Beziehungen zwischen den Oxyphytosterol/Cholesterol-Quotienten
und der positiven Familienanamnese fir kardiovaskulare Erkrankungen, wurden die
verschiedenen oxidierten Campesterole (7a-OH-, 7p-OH-, 7-Keto-Campesterol), ebenso wie
die oxidierten Sitosterole (7a-OH-, 7B-OH-, 7-Keto-Sitosterol) in der Summe
zusammengefasst.

Hinsichtlich des Verhaltnisses der oxidierten Campesterole zu Cholesterol lieBen sich im
Plasma weder in der Gesamtpopulation noch in der Gruppe der Patienten ohne Statine
signifikante Unterschiede beobachten. Im Trend konnte jedoch in beiden Gruppen ein
hoheres Verhaltnis fir Patienten mit positiver Familienanamnese dokumentiert werden
(Abb.24A/B).

In der Aortenklappe waren in der Gesamtpopulation sowie in der Subgruppenanalyse keine
signifikanten Unterschiede festzustellen. Die Tendenz zeigte ein hdheres Verhaltnis der
oxidierten Phytosterole zu Cholesterol bei Patienten mit positiver Familienanamnese
(Abb.24C/D).
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Alle Patienten Patienten ohne Statine
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Abbildung 24: Oxyphytosterol/Cholesterol-Quotienten im Plasma [ng/mg] (A,B) und in der Klappe [ng/mg] (C,D)
in Abhéangigkeit der Familienanamnese fiir kardiovaskulare Erkrankungen - in der Gesamtpopulation der Studie
und bei Patienten ohne Statine.
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4.7. Verhaltnis von Cholestanol zu Cholesterol

Die Beziehung zwischen der HOhe des Cholestanol-Cholesterol-Quotienten und dem
Vorliegen einer begleitenden KHK sowie einer positiven Familienanamnese wurde mittels
Student-t-Test fur unabhangige Stichproben analysiert.

Die Analyse der Konzentration von Cholestanol im Plasma und den Klappen ergab keine
signifikanten Unterschiede bei Patienten mit KHK im Vergleich zu Patienten ohne KHK,
ebenso wie bei Patienten mit positiver Familienanamnese im Vergleich zu negativer
Familienanamnese.

In der untersuchten Studienpopulation konnten fir Patienten mit KHK im Vergleich zu
Patienten ohne KHK keine signifikanten Unterschiede beziglich des
Cholestanol/Cholesterol-Quotienten herausgestellt werden. Weder im Plasma noch in der
Klappe lieRen sich Unterschiede beobachten. Dies konnte auch in der Subgruppenanalyse
der Patienten ohne Statine bestétigt werden.

Hinsichtlich des Vergleichs von Patienten mit und ohne positive Familienanamnese fur
kardiovaskulare Erkrankungen waren ebenfalls keine signifikanten Unterschiede des
Quotienten aus Cholestanol zu Cholesterol zu dokumentieren. Dies war im Plasma und den
Klappen der Gesamtpopulation der Studie sowie Patienten ohne Statine festzustellen
(Tabelle 11).

Alle Patienten Patienten ohne Statine
KHK N MW=SD P n MW % SD P
KHK positiv 46 2,19% 0,50 7 227%0,75
Plasma KHK negativ 58 2,080,37 0,220 29 2,09%0,42 0,550
KHK positiv 46 2,25%0,43 7 2,32%0,66
Klappe KHK negativ 58 2,410,551 0,098 29 2,35%0,49 0.889
Positive Familienanamnese n MW £ SD p n MW £ SD p
FA positiv 22 2,24%0,50 9 2,22%050
Plasma FA negativ 71 2,08 0,41 0,138 24 2,07%0,48 0.438
FA positiv 22 2,50%0,55 9 256%0,48
Klappe FA negativ 71 2,09 0,44 0,070 24 2,24%051 0,108

Tabelle 11: Cholestanol/Cholesterol-Quotient im Plasma [ug/mg] und in der Klappe [ng/ug] in Abhangigkeit einer
begleitenden KHK und einer positiven Familienanamnese fur kardiovaskulére Erkrankungen - in der Gesamtpopulation
der Studie und bei Patienten ohne Statine.

KHK = koronare Herzkrankheit, FA = Familienanamnese fur kardiovaskulare Erkrankungen, n = Anzahl der Patienten,
MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, p = zweiseitiges Signifikanzniveau
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5. DISKUSSION

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Zusammenhang zwischen Phytosterolen
sowie ihren Oxidationsprodukten im Plasma und der Aortenklappe bei Patienten mit
operationspflichtiger Aortenklappenstenose untersucht. Die Daten zeigen eine Anreicherung
von oxidierten Phytosterolen in verkalkten Aortenklappen. Phytosterole zeigen eine
signifikante Korrelation mit ihren korrespondierenden Oxidationsprodukten in den
Aortenklappen, hingegen lediglich schwache Korrelationen im Plasma. Dartber hinaus
konnten allenfalls schwache Korrelationen der oxidierten Phytosterole zwischen Plasma und

Klappe festgestellt werden.

Ein weiterer Gegenstand der Dissertationsarbeit war die Untersuchung der Beziehung
zwischen Phytosterolen/Oxyphytosterolen sowie den Markern der Cholesterolhoméostase
und dem Vorliegen einer begleitenden koronaren Herzkrankheit. Aus den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit geht hervor, dass erhohte Phytosterol zu Lathosterol Quotienten im
Plasma bei Patienten mit AS in Assoziation mit einer begleitenden KHK stehen. In der
Gesamtpopulation konnte im Plasma sowohl fiir die Campesterol zu Lathosterol Quotienten
als auch Sitosterol zu Lathosterol Quotienten hdhere Werte bei Patienten mit KHK
beobachtet werden. Des Weiteren zeigte sich eine Assoziation zwischen erhdhten
Phytosterolkonzentrationen im Aortenklappengewebe bei Patienten mit AS und einer
begleitenden KHK. Diese Effekte bestatigten sich in der Subgruppenanalyse als nicht

signifikante Trends.

Darlber hinaus wurden Phytosterole/Oxyphytosterole und Marker der
Cholesterolhomdostase in Beziehung zu dem Vorliegen einer positiven Familienanamnese
fur kardiovaskulare Erkrankungen gesetzt. Es zeigte sich ein nicht signifikanter Trend zu
hoheren Phytosterol- und Oxyphytosterolkonzentrationen ebenso wie zu hdheren
Phytosterol/Lathosterol-Quotienten und Phytosterol/Cholesterol-Quotienten bei Patienten mit
positiver Familienanamnese. Dies konnte sowohl in der Gesamtpopulation als auch in der

Subgruppenanalyse dokumentiert werden.

Ferner wurde die Beziehung zwischen Cholestanol sowie dem Cholestanol/Cholesterol-
Quotienten und Patienten mit KHK und einer positiven Familienanamnese untersucht. Die
Ergebnisse dieser Studie konnten weder fiir die Absolutwerte von Cholestanol, noch fir das
Verhéltnis zu Cholesterol in Plasma und Aortenklappen eine Assoziation mit einer
begleitenden KHK oder positiven Familienanamnese fiir kardiovaskuldare Erkrankungen
feststellen. Dies galt sowohl fir die Gruppe aller Patienten, also auch fir die Gruppe der
Patienten ohne Statinbehandlung. Damit unterstreichen die Daten die Ergebnisse friher

publizierter Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe'® und stehen im Widerspruch zur
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Hypothese, dass Cholestanol, bzw. der Quotient aus Cholestanol/Cholesterol mit dem

Auftreten von kardiovaskuldren Erkrankungen assoziiert ist® % 120,

5.1 Zusammenhang zwischen Phytosterolen und Oxyphytosterolen

in Plasma und Klappe

Inflammatorische Prozesse ausgeldst durch Verkalkung und Steroleinlagerung spielen eine
entscheidende Rolle bei der Initiation und Progression der Atherosklerose®. Folge dessen ist
eine atherosklerotische Arterienverkalkung in Form von KHK, pAVK sowie Verkalkung der
Aorta®. Zum ersten Mal konnten Sterol- und Oxyphytosterolkonzentrationen im
Aortenklappengewebe nach Separation der verkalkten Anteile der atherosklerotischen
Plagques bestimmt werden. Vorausgegangene Daten - basierend auf der Auswertung von
kalzifiziertem Gewebe - zeigen eine grof3e Variation der Konzentrationen der einzelnen
Proben sowie geringere Sterolkonzentrationen bezogen auf das Trockengewicht®. Die
hochsignifikanten Korrelationen von Sitosterol und Campesterol im Plasma, den
Aortenklappen sowie zwischen Plasma und Aortenklappen bestatigen die Ergebnisse

3. 1% Dies untermauert die Hypothese, dass Phytosterole im

vorausgegangener Studien
Aortenklappengewebe aus diatischen Sterolen stammen, welche Uber die Nahrung
aufgenommen werden. Dabei gelangen Phytosterole analog zu Cholesterol als
Komponenten von Chylomikronen und VLDL in die Blutbahn und ins Gewebe® .
Interessanterweise korrelieren bei Patienten mit hochgradiger AS Phytosterole mit ihren
korrespondierenden Oxidationsprodukten in der Klappe, allerdings nur schwach im Plasma.
DarlUber hinaus konnten allenfalls schwache Korrelationen der Oxyphytosterole zwischen
Plasma und Aortenklappen festgestellt werden. Zusammenfassend deuten die vorliegenden
Ergebnisse darauf hin, dass die Oxidation von Sterolen im kardiovaskularen Gewebe einem
lokalen Prozess unterliegt, der unabhéngig von der Statinbehandlung ablauft. Einen
denkbaren, wenn auch spekulativen, Erklarungsansatz dieser Ergebnisse kann das stabile,
abgegrenzte Milieu innerhalb des von der atherosklerotischen Plaque umgebenen
Klappengewebes darstellen. Dies kénnte nach Ablagerung der Phytosterole im Laufe des
Lebens zu hoheren Korrelationen der Phytosterole mit ihren zugehérigen
Oxidationsprodukten fuhren. Darlber hinaus herrschen im Plasma eine Reihe verschiedener
Einflussfaktoren vor, darunter Stoffwechselprodukte, Entziindungsmediatoren, weitere
Lipidfraktionen sowie Wechselwirkungsprozesse mit Sauerstoff und Kohlendioxid. Es ist
annehmbar, dass diese plasmatischen Variablen einerseits eine reduzierte
Oxidationsbereitschaft der Phytosterole bedingen kodnnen oder andererseits zu einem

vermehrten Abbau der Oxyphytosterole aber auch Phytosterole im Plasma fiihren kénnen.
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5.2 Beziehung zwischen Phytosterolen und kardiovaskularen

Erkrankungen

5.2.1 Phytosterole

Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit geht hervor, dass ein erhéhter Phytosterol zu
Lathosterol Quotient im Plasma - im Sinne einer vermehrten Cholesterolresorption und
verminderten Cholesterolsynthese - bei Patienten mit AS in Assoziation mit einer
begleitenden KHK steht. So wurden in der Gesamtpopulation der Studie fur das Verhaltnis
von Campesterol zu Lathosterol und das Verhaltnis von Sitosterol zu Lathosterol hohere
Plasmalevel bei Patienten mit begleitender KHK dokumentiert. Unterstiitzt wird dies durch
die Ergebnisse des Vergleichs der einzelnen KHK-Auspragungen in der Gesamtpopulation.
Dieser ergab signifikant hohere Phytosterol zu Lathosterol Quotienten bei Patienten mit einer
koronaren Dreigefal3erkrankung im Vergleich zu Patienten ohne KHK. Zu beachten ist die in
der Gesamtpopulation der Studie verminderte Lathosterolkonzentration im Plasma bei
Patienten mit KHK. Dies ist auf die Statintherapie der Patienten mit begleitender KHK
zurtckzufuhren, die eine verminderte Cholesterolsynthese und damit eine Verminderung der
Vorlaufermoleklle des Cholesterols bedingt. Nichtsdestotrotz lasst sich nach Abzug der
Statinwirkung in der Subgruppe der Patienten ohne Statine ein nicht signifikanter Trend zu
hoheren Phytosterol zu Lathosterol Quotienten feststellen und der in der Gesamtpopulation
beobachtete Effekt erkennen. Dies konnte sowohl im Plasma als auch in der Klappe
beobachtet werden. Es ist anzunehmen, dass die fehlende Signifikanz der geringen Fallzahl
der Subgruppe geschuldet sein konnte.

Hinsichtlich der Aortenklappe zeigten sich in der Gesamtpopulation hdhere
Phytosterolkonzentrationen bei Patienten mit KHK im Gegensatz zu Patienten ohne KHK.
Auch in der Subgruppe war der gleiche, wenn auch nicht signifikante, Trend zu beobachten.
Patienten mit positiver Familienanamnese fir kardiovaskulare Erkrankungen zeigten im
Plasma und Aortenklappen einen nicht signifikanten Trend zu hdheren
Phytosterolkonzentrationen ebenso wie zu héheren Phytosterol/Lathosterol-Quotienten und
Phytosterol/Cholesterol-Quotienten. Dies war fiir die Gesamtpopulation der Studie sowie fir

Patienten ohne Einnahme von Statinen festzustellen.
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5.2.1.1 Phytosterole - Assoziation mit kardiovaskularen
Erkrankungen

5.2.1.1.1 Klinische Studien

Die im Rahmen der vorliegenden Dissertationsarbeit dargestellten Daten sind vergleichbar
mit den zu erwartenden Werten friherer Studien. Dabei wurden bereits in
vorausgegangenen Arbeiten erhohte Phytosterolkonzentrationen ebenso wie eine veranderte
Cholesterolhomgostase in Assoziation mit koronarer Herzkrankheit, kardiovaskularen
Ereignissen bis hin zu erhdéhter Mortalitat gesetzt.

Die hohe Konzentration zirkulierender Phytosterole ebenso wie die friihzeitige - haufig letal
verlaufende - Atherosklerose und kardiovaskularen Erkrankungen bei Patienten mit
Sitosterolamie, hat zu Untersuchungen der Beziehung zwischen Phytosterolen im
physiologischen Bereich und dem Risiko fir KHK gefiihrt'®. Es konnte erstmals in einer
klinischen Studie von Glueck und Kollegen eine Assoziation zwischen erhohten
Phytosterolkonzentrationen und einem Anstieg im kardiovaskularen Risiko bei Patienten
ohne Sitosterolamie gezeigt werden®.

Ferner zeigten Rajaratman et al.®®

in einer multivariaten Analyse an postmenopausalen
Frauen eine unabhédngige Assoziation zwischen Phytosterolen und KHK. Des Weiteren
wurde beobachtet, dass die Pravalenz einer KHK bei postmenopausalen Frauen unabhéngig
und positiv mit der Ratio aus Campesterol zu Cholesterol sowie Sitosterol zu Cholesterol und
invers mit Lathosterol assoziiert ist. Diese Ergebnisse konnten durch eine weitere klinische
Studie von Sutherland et al. '® bestatigt werden, welche Frauen und Manner jeder
Altersklasse mit einbezog.

Sudhop et al.'®® untersuchten die Beziehung zwischen einer positiven Familienanamnese
fur kardiovaskulare Erkrankungen und den Serumkonzentrationen der Phytosterole bei
Patienten mit KHK. Sowohl Campesterol und Sitosterol, als auch die Ratio zu Cholesterol
waren bei Patienten mit positiver Familienanamnese signifikant erhdht. Fir die
Cholesterolvorlaufer, Cholestanol sowie die Ratio aus Cholestanol zu Cholesterol konnten
keine signifikanten Unterschiede beobachtet werden.

I.>" in einer klinischen Fall-Kontroll-Studie an 459

Weiterhin untersuchten Matthan et a
Teilnehmern der Framingham Offspring Studie (6. Zyklus) die Beziehung zwischen der
Cholesterolhomdostase und KHK sowie dem kardiovaskularen Risiko. Die Ergebnisse
dieser Studie deuteten darauf hin, dass Veranderungen in der Cholesterolhomdostase im
Sinne einer erhdhten Cholesterolabsorption (Plasma Campesterol, Sitosterol und
Cholestanol Konzentrationen) und einer verminderten Cholesterolsynthese (Plasma
Desmosterol und Lathosterolkonzentrationen) mit einem erhdhten Risiko flr kardiovaskulére

Erkrankungen assoziiert sind. Dariber hinaus stellten die Ergebnisse einer Fall-Kontroll-
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Analyse der PROCAM-Studie heraus, dass bei Mannern mit bereits erh6htem Risiko fur eine
koronare Herzkrankheit erhohte Sitosterolkonzentrationen sowie erhéhte
Sitosterol/Cholesterol-Quotienten mit einem dreifach hoheren Anstieg des Risikos fur
koronare Ereignisse assoziiert sind*. AuRerdem konnte in einer prospektiven Analyse einer
Folgeuntersuchung der LURIC Studie von Silbernagel et al.”® gezeigt werden, dass eine
erhdhte Resorption und verminderte Synthese von Cholesterol als Pradiktor einer erhdhten
kardiovaskularen Mortalitat dient. Dies wurde durch die Ergebnisse einer weiteren Studie von

Silbernagel et al.®’

unterstitzt, in der eine Assoziation zwischen der erhdhten Schwere der
KHK und einer erhdhten Cholesterolresorption / verminderten Cholesterolsynthese
beobachtet wurde. In einer vorausgegangenen klinischen Studie unserer Arbeitsgruppe
konnte demonstriert werden, dass Patienten, die mit Phytosterolestern angereicherte
Margarine  konsumierten, Uber eine finffach erhdhte  Sterolkonzentration im
Aortenklappengewebe verfiigten'?®. Dies ist kongruent mit den Ergebnissen einer weiteren
Studie, deren Untersuchungsgegenstand die Veranderungen des Cholesterolmetabolismus
in Bezug auf vaskuldare Erkrankungen war. Anhand dieser Studie konnte unsere
Arbeitsgruppe®® zeigen, dass eine gesteigerte Absorption (gemessen an Campesterol) und
eine verminderte Synthese von Cholesterol (gemessen an Lathosterol) im Zusammenhang
steht mit einer positiven Familienanamnese fir kardiovaskulare Erkrankungen und dem
Vorliegen einer  begleitenden  koronaren  Herzkrankheit bei  Patienten  mit
Aortenklappenstenose.

Zusatzlich war es moglich bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz festzustellen,
dass eine veranderte Cholesterolhombostase im  Sinne einer vermehrten
Cholesterolresorption und einer verminderten Cholesterolsynthese mit erhohter

kardiovaskularer Mortalitéat assoziiert ist®.

5.2.1.1.2 Tierexperimentelle Studien

Neben den Ergebnissen klinischer Studien deuten einige tierexperimentelle Untersuchungen
auf die pro-atherogene Wirkung von Phytosterolen hin. In einer experimentellen Studie an
M&ausen beobachtete unsere Arbeitsgruppe®® einen Anstieg der pro-atherogenen
Monozytensubpopulation ebenso wie eine verminderte Reduktion atherosklerotischer
Lasionen bei Mausen, die eine mit Phytosterolester-angereicherte im Gegensatz zu
Phytostanolester-reichen Nahrung erhielten. Dies flhrte zu Vermutungen, dass Phytosterole
aufgrund ihrer additiv proinflammatorischen Wirkung einen Beitrag zur Atherosklerose
leisten. Zusétzlich zeigte unsere Arbeitsgruppe’® in einer experimentellen Untersuchung an

ApoE -/- Mausen, dass eine diatische Supplementierung mit Phytosterolestern zur Induktion
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endothelialer Dysfunktionen und einem Anstieg des ischamischen Areals nach Verschluss
der Arteria cerebri media bei Wild-Typ-M&usen - im Vergleich zu Ezetimib bei
vergleichbarem Serumcholesterol - fihrte.

5.2.1.1.3 Molekulargenetische Studien

In einer Studie von Teupser und Kollegen' konnte an mehr als 27.000 Patienten erstmals
eine direkte Beziehung zwischen den fur den transmembranen Transport von Phytosterolen
zustandigen Genen und dem Risiko fur koronare Herzkrankheit beobachtet werden. So
konnte gezeigt werden, dass drei Polymorphismen auf den Genloci ABCG8 und ABO, die mit
Phytosterolkonzentrationen assoziiert sind, in unabhangiger Assoziation mit koronarer

Herzkrankheit stehen.

Obwonhl diese Vielzahl von Hinweisen in Form von Klinischen Studien, epidemiologischen
Ergebnissen und auch experimentellen Untersuchungen stark auf die pro-atherogenen
Effekte von pflanzlichen Sterolen und einer verdnderten Cholesterolhomgostase hindeuten,

ist die Datenlage weiterhin nicht eindeutig.

5.2.1.2 Phytosterole - keine Assoziation mit kardiovaskularen

Erkrankungen

Im Kontrast dazu stehen die Ergebnisse einiger Studien, die keine Assoziation zwischen
erhdhten Phytosterolkonzentrationen und Atherosklerose nachweisen konnten. Die
systematische Beurteilung sowie Metanalyse von Genser und Kollegen®? - basierend auf 17
Studien unterschiedlichen Studiendesigns konnte keinen Zusammenhang zwischen dem
pflanzlichen Sterollevel und kardiovaskularen Erkrankungen feststellen. Die Dallas Heart
Studie, eine Fall-Kontroll-Studie von Wilund et al.*®, konnten keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich der Cholesterolabsorptionsmarker bei Patienten mit und ohne
positive Familienanamnese feststellen. Zu beachten ist, dass die Charakterisierung der
Teilnehmer dieser Studie nicht auf Basis der personlichen Krankengeschichte erfolgte,
sondern anhand der Familienanamnese flr koronare Herzkrankheit. Darlber hinaus wurde
nicht bei allen Patienten ein Kalzifikationsscore der Koronararterien erhoben, was die
Aussagekraft der Studie reduziert. Des Weiteren war das durchschnittliche Alter der

Studienteilnehmer jinger als bei vorausgehenden Arbeiten. Demzufolge sind Ausmalfd und
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Schwere der kardiovaskularen Erkrankung als niedriger zu erwarten und ein mdglicher
Erklarungsansatz fur die fehlende Assoziation.

Die Ergebnisse der LASA Studie®’ unterstellen Phytosterolen dariiber hinaus neutrale bis
protektive Effekten beziglich der Entwicklung einer koronaren Herzkrankheit. Ebenso
berichten Escurriol und Kollegen®, fiir die Kohorte der spanischen EPIC Studie’ eine
atheroprotektive Wirksamkeit der Phytosterole. Die Heterogenitét der Baseline-Kriterien der
vorliegenden Studien - wie mittleres Alter oder Lipoproteinprofil im Plasma - sind als kritisch
zu bewerten. Es ist anzunehmen, dass Unterschiede dieser Charakteristika und
,confounding factors® Einfluss auf das Stadium der Erkrankung haben und sich in Folge

dessen im AusmaR und Richtung beobachteter Beziehungen auswirken'?’.

5.2.1.3 Fazit

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigten, dass in der Gesamtpopulation der Studie
erhbhte  Phytosterol zu Lathosterol Quotienten im Plasma sowie erhohte
Phytosterolkonzentrationen im Aortenklappengewebe bei Patienten mit AS in Assoziation mit
einer begleitenden KHK stehen. Diese Effekte bestatigten sich in der Subgruppenanalyse als
nicht signifikante Trends. AuRerdem zeigten Patienten mit einer positiven Familienanamnese
fur kardiovaskuldre Erkrankungen im Gegensatz zu Patienten mit einer negativen
Familienanamnese einen nicht signifikanten Trend zu hdéheren Phytosterolkonzentrationen
ebenso wie zu hoheren Phytosterol/Lathosterol-Quotienten und Phytosterol/Cholesterol-
Quotienten im Plasma und Aortenklappen.

Der genaue Stellenwert der potenziell pro-atherogenen Wirkung der Phytosterole einerseits
und der cholesterolsenkenden Effekte andererseits ist im Hinblick auf die Entstehung
kardiovaskularer Erkrankungen derzeit noch umstritten und bedarf in Zukunft weiterer

prospektiv klinischer Studien®? 2,

5.3 Beziehung zwischen Oxyphytosterolen und kardiovaskularen

Erkrankungen

5.3.1 Oxyphytosterole

Die Erkenntnis, dass Patienten mit Sitosterolamie einerseits Uber ein ausgepragtes
atherosklerotische Profil verfigen und andererseits tUber erhdhte Oxidationsprodukte der

Phytosterole im Plasma, rickte das Interesse der oxidierten Phytosterolen als pro-
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atherogener Mediator des kardiovaskularen Risikos zunehmend ins Zentrum

wissenschaftlicher Untersuchungen %,

Aufgrund ihrer chemischen Struktur sind
Phytosterole anféllig fir die Oxidation in verschiedenen Bereichen ihres Sterolgerusts mit der
Folge der Entstehung verschiedener pflanzlicher Steroloxidationsprodukte (POP)*. Inwieweit
erhohte Oxyphytosterolkonzentrationen eine  Verbindung zwischen erhohten
Phytosterolkonzentrationen und einem erhghten atherosklerotischen Profil darstellen, bleibt
zentrales Thema vieler Debatten®'.

Neben dem Zusammenhang der Phytosterol- sowie Oxyphytosterolkonzentrationen
zwischen Plasma und Aortenklappe, wurde in der vorliegenden Arbeit die Beziehung
zwischen Oxyphytosterolen und KHK sowie einer positiven Familienanamnese fir
kardiovaskulare Erkrankungen untersucht. Die Ergebnisse der Studie deuten darauf hin,
dass eine Assoziation zwischen KHK und erhdhten Konzentrationen oxidierter Campesterole
in der Aortenklappe der Gesamtpopulation besteht. Dies liel3 sich in einem nicht signifikanten
Trend auch fir die Subgruppe der Patienten ohne Statine erkennen. Darliber hinaus zeigte
sich in der Gruppe aller Patienten eine Beziehung zwischen dem erhdhten Plasmaverhaltnis
der oxidierten Sitosterole zu Cholesterol und einer begleitenden KHK. In der
Subgruppenanalyse lieR sich dieser Effekt ebenfalls im Trend bestéatigen, jedoch ohne
Signifikanz. In Bezug auf eine positive Familienanamnese fur kardiovaskulare Erkrankungen
war ein nicht signifikanter Trend zu erhéhten Oxyphytosterolkonzentrationen und erhéhten
Verhaltnissen der Oxyphytosterole zu Cholesterol in Plasma und Aortenklappe der

Gesamtpopulation und Subgruppe festzustellen.

Der Grof3teil der Erkenntnisse bezliglich der Oxidationsprozesse von pflanzlichen Sterolen
beruht - aufgrund der strukturellen Ahnlichkeiten - auf Studien zur Erforschung von
Oxysterolen®. Der zytotoxische Einfluss von oxidiertem Cholesterol sowie seine zentrale
Rolle in der Pathogenese kardiovaskularer Erkrankungen konnte bisher in einer Vielzahl von
Studien belegt werden® ** % **_ |n den vergangenen Jahren wurde eine Vielfalt méglicher
biologischer Wirkungen, einschlieBlich der Modulation der Cholesterolhoméostase, anti-
inflammatorische sowie anti-kanzerogene Aktivitdten und anti-diabetische Eigenschaften in
Verbindung mit spezifischen Oxyphytosterolen gebracht®. Hinsichtlich der potentiell
schadlichen Effekte pflanzlicher Oxidationsprodukte wie Atherogenitat oder Toxizitéat sind in

der Literatur bislang widerspriichliche Ergebnisse zu finden®.
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5.3.2. Oxyphytosterole - Assoziation mit kardiovaskularen
Erkrankungen

Eine Reihe von experimentellen Studien deutet auf die potenziell schadlichen Effekte der
Oxyphytosterole sowie die Assoziation mit kardiovaskuléaren Erkrankungen hin.

So zeigten Plat und Kollegen in einer experimentellen Studie an weiblichen LDLR +/-
Mausen, dass der Verzehr von Oxyphytosterolen - ebenso wie der Verzehr von Oxysterolen
- das AusmalR schwerer atherosklerotischer L&sionen steigert®. Weiterhin zeigten
Grandgirard und Kollegen® in einer tierexperimentellen Untersuchung an Hamstern, dass
oxidierte Phytosterole in unterschiedlichen Gewebe wie Plasma, Aorta, Leber, Nieren und
Herz aufgenommen werden und dort dosisabhéngig akkumulieren. Die Zytotoxizitat von
Oxyphytosterolen im Vergleich zu Oxysterolen wurde zudem in einer experimentellen Studie
von Adcox und Kollegen? untersucht. Vor dem Hintergrund, dass Lipid-beladene
Schaumzellen (Makrophagen) friilhe Vorstufen atherosklerotischer Lasionen bilden, wurde
das Experiment auf Basis der kultivierten Makrophagen Zellreihen C57BL/6 durchgefuhrt. Es
konnte beobachtet werden, dass Oxidationsprodukte von (-Sitosterol sowie -Campesterol
das Wachstum kultivierter Makrophagen inhibieren und ein ahnliches Toxizitatsmuster wie
Oxysterole aufweisen. Diese Ergebnisse legten die Uberlegung nahe Lebensmittel mit hohen
Phytosterolkonzentrationen hinsichtlich ihres potenziellen Beitrags als erndhrungsbedingte
Risikofaktoren sowie hinsichtlich des Uberkonsums von assoziierten 6lhaltigen Lebensmittel
und deren Oxidationsprodukten zu Gberwachen.

Neben der potenziell proatherogenen Wirkung der Oxyphytosterole konnten weitere
zytotoxische Effekte wie die Reduktion der Lebensfahigkeit der Zellen, die Induktion der
Apoptose ebenso wie die Reduktion des Glutathionspiegels beobachtet werden®® ¥’
Inwieweit die beschriebenen zytotoxischen Effekte eine Rolle in der Entstehung von
Atherosklerose spielen, ist derzeit noch nicht geklart und muss in weiteren experimentellen

sowie prospektiv klinischen Studien gezeigt werden.

5.3.3. Oxyphytosterole - keine Assoziation mit kardiovaskularen

Erkrankungen

Eine Reihe weiterer Studien konnte im Gegensatz dazu keine Assoziation zwischen
Oxyphytosterole und kardiovaskularen Erkrankungen darstellen.

So konnte eine Studie von Vejux et al.**®

an menschlichen Monozyten (U937) weder flr
Phytosterole noch flr Oxyphytosterole Oxysterol-dhnliche Effekte feststellen. Ein ,in
vivo* Experiment von Abramson-Zetterberg und Kollegen' hatte bei M&usen, die mit
oxidierten Phytosterolen angereichertes Futter erhielten, keine genotoxische Wirkung durch
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Oxyphytosterole verzeichnen kénnen. Eine Studie von Tomoyori et al.'® zeigte in einer
tierexperimentellen Untersuchung an ApoE defizienten Mausen, dass exogen zugefiihrte
POP aus der Nahrung gut resorbiert werden und in erheblichem Mal3 im Gewebe
akkumulieren. Fur die Entstehung von Atherosklerose konnten jedoch keine Hinweise
gefunden werden. Zu beachten ist allerdings, dass die Effekte der Oxyphytosterole mit
denen von Phytosterolen verglichen wurden und nicht mit einer atherogenen Kontrolldiat.
DarlUber hinaus war die Dauer der Studie im Vergleich zu der Untersuchung von Plat und
Kollegen® wesentlich kiirzer, was die Vergleichbarkeit ebenso wie die Aussagekraft dieser

Studie einschrankt.

5.3.4 Fazit

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten auf eine Assoziation zwischen erhohten
Konzentrationen oxidierter Campesterole in Aortenklappen von Patienten mit AS und
kardiovaskularen Erkrankungen hin. Weiterhin sprechen die Befund fir die Beziehung
zwischen erhohten Quotienten oxidierter Sitosterole zu Cholesterol im Plasma und dem
Vorliegen einer KHK. Diese Effekte zeigten sich in der Gesamtpopulation der Studie und
bestétigten sich in der Subgruppenanalyse als nicht signifikanter Trend. Ferner deuten die
Ergebnisse auf einen nicht signifikanten Trend zu héheren Oxyphytosterolkonzentrationen im
Plasma und Aortenklappen bei Patienten mit AS und einer positiven Familienanamnese hin.

Bislang gibt es nur limitierte Daten bezlglich der Effekte von Oxyphytosterol-angereicherter
Nahrung auf Atherosklerose. Die Ergebnisse verschiedener Studien in Zusammenschau mit
der erhdhten Oxyphytosterolkonzentration bei Patienten mit Sitosterolamie lassen jedoch
Spekulationen Uber pro-atherogene Effekte pflanzlicher Oxidationsprodukte zu. Um eine
genaue Aussage Uber die biologischen Effekte von oxidierten Phytosterolen treffen zu
kénnen, bedarf es - neben ,in vitro* Experimenten an humanen Zellen - prospektive klinische
Studien, die Informationen Uber die langfristigen Auswirkungen von physiologisch relevanten

POP-Konzentrationen bei Menschen ohne Sitosterolamie aufzeigen.

5.4 Verhaltnis von Cholestanol zu Cholesterol

Cholestanol stellt die 5a-geséttigte-Form des Cholesterols® dar und wird als Marker der
intestinalen Cholesterolaufnahme beschrieben®.
Silbernagel et al.** untersuchten in einer kirzlich verdffentlichten Studie die Cholestanol zu

Cholesterol Ratio in Bezug auf die Assoziation mit 6 Einzelnukleotid-Polymorphismen in
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ABCGS8 und ABO und in Bezug auf die Assoziation mit CVD in einer Meta-Analyse. Sie
suggerierten, dass eine hohe Cholesterolabsorption, gemessen an der Cholestanol-zu-
Cholesterol-Ratio, eher als zirkulierende Phytosterole, signifikant mit dem Risiko fur CVD
assoziiert ist. Diese Beziehung konnte lediglich an einer kleinen Anzahl von vier
Beobachtungsstudien festgestellt werden. In diesen epidemiologischen Studien ist das
Studiendesign ebenso wie die Anpassung von Storvariablen als heterogen zu bewerten.
Aufféallig war insbesondere, dass erhebliche Unterschiede in den Phytosterolkonzentrationen
zwischen den einzelnen Studien zu sehen waren, die am ehesten auf unterschiedliche
Messmethoden zuriickzufilhren sind'®®. Ohne eine standarisierte Messmethode der
Phytosterole sind vergleichende Studien sowie Meta-Analysen bisher publizierter Studien
daher kritisch zu bewerten®.

In einer Fall-Kontroll-Studie von Sudhop et al.'®

wurde die Beziehung zwischen einer
positiven Familienanamnese fur kardiovaskulare Erkrankungen und den Serum
Phytosterolkonzentrationen im Plasma bei Patienten mit KHK untersucht. Fur die
Cholesterolvorlaufer, Cholestanol sowie die Ratio aus Cholestanol zu Cholesterol konnten
hingegen keine signifikanten Unterschiede beobachtet werden.

Auch die Ergebnisse der vorliegenden Studie konnten weder fir die Absolutwerte von
Cholestanol, noch fur das Verhaltnis zu Cholesterol in Plasma und Aortenklappen eine
Assoziation mit einer begleitenden koronaren Herzkrankheit feststellen. Dies gilt sowohl fur
die Gruppe aller Patienten, also auch fir die Gruppe der Patienten ohne Statinbehandlung.
Weiterhin lieR3 sich keine Assoziation des Cholestanol zu Cholesterol Quotienten mit positiver

Familienanamnese fir kardiovaskulare Erkrankungen dokumentieren.

5.5 Limitationen der Studienergebnisse

Die vorliegende Studie bringt einige Limitationen mit sich. Zu Beginn der Studie wurden die
Essgewohnheiten der Studienteilnehmer nicht detailliert kontrolliert. Aufgrund dessen kann
nicht ausgeschlossen werden, dass Unterschiede in den Erndhrungsgewohnheiten zu
Veranderungen der Konzentrationen der Phytosterole sowie Oxyphytosterole fiihren. Des
Weiteren besteht die vorliegende Studienpopulation aus Patienten mit einer
operationspflichtigen mittel- bis schwergradigen Aortenklappenstenose. Mdoglicherweise
gelten die aufgezeigten Beziehungen lediglich fur das untersuchte Patientenkollektiv und
lassen sich nicht auf die gesunde Gesamtbevdlkerung Gbertragen.

Zum Schutz vor Autoxidationsprodukten wurden Antioxidantien (BHT) den Proben

hinzugefiigt. Dennoch war kein hundertprozentiger Ausschluss von Autoxidationsprozessen
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moglich, da die Aufbereitung und Bearbeitung der Proben nicht unter volligem Ausschluss
von Sauerstoff erfolgte.

5.6 Potentielle klinische Bedeutung der Befunde und Ausblick

AbschlieRend ist festzuhalten, dass in der Gesamtpopulation der Studie eine vermehrte
Cholesterolresorption und eine verminderte Cholesterolsynthese - gemessen durch den
Plasmaquotienten aus Campesterol zu Lathosterol sowie Sitosterol zu Lathosterol - mit einer
begleitenden KHK bei Patienten mit operationspflichtiger AS assoziiert sind. Dies bestatigte
sich in der Subgruppenanalyse im Plasma als nicht signifikanter Trend. Die mdgliche
klinische Bedeutung der vorliegenden Ergebnisse besteht zum einen in der diagnostischen
Verwendung und zum anderen in der differenzierten Behandlung von Patienten in
Abhangigkeit ihres Cholesterolhomgdostase-Profils. So wére es denkbar - insbesondere bei
kardiovaskularen Risikopatienten - das Verhaltnis aus Campesterol zu Lathosterol als
Standardparameter fur die Abschatzung der Resorptions- und Syntheseleistung hinsichtlich
des Cholesterols zu verwenden™* '**. Auf Basis dieser Abschatzung kénnten individuelle
Behandlungskonzepte - abgestimmt auf den Metabolismus jedes einzelnen Patienten -
entwickelt werden. Patienten mit vermehrter intestinaler Cholesterolresorption kénnten so
neben der Standardmedikation der Cholesterolsenker zusatzlich auf Wirksubstanzen der

Cholesterolresorption zurtickgreifen.

Die Rolle der Phytosterole hinsichtlich atherosklerotischer Prozesse wird in der Literatur
derzeit noch kontrovers diskutiert. Der Nettoeffekt des Phytosterolkonsums in Bezug auf die
Cholesterolsenkung in Kombination mit der Erhéhung der Phytosterolkonzentrationen im
Plasma ist aktuell unzureichend geklart. Die Effekte der Phytosterole missen in Studien mit
klinisch relevanten Endpunkten untersucht und aufgezeigt werden®’.

Bevor eine Aussage Uber potentielle klinische Bedeutungen der Oxyphytosterole im
kardiovaskularen Gewebe gemacht werden kann, ist es erforderlich einige zentrale
Fragestellungen zu klaren. Zunachst ware zu beantworten ob und in welchem Ausmal3
dieser lokale Prozess an der Pathogenese der Atherosklerose beteiligt ist. Dartber hinaus
sind plasmatische sowie lokale Faktoren herauszustellen, die einen Einfluss auf die
Oxidation der Phytosterole durch eine Steigerung oder Inhibition haben. In einem weiteren
Schritt wére wichtig zu klaren, welche genetischen Grundlagen diesem Prozess zugrunde
liegen. Experimentelle Studien bevorzugt an humanen Zellen und Gewebe, Klinische
prospektive Langzeitstudien sowie epidemiologische Untersuchungen sind notwendig um

eine adaquate Beantwortung einer Reihe noch ungeklarter Fragen zu erméglichen.
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Die weitere Verbreitung der Phytosterol-angereicherten Nahrungsmittel fordert die
Aufklarung und Evaluation der biologischen Effekte der Oxyphytosterole, die uber
unterschiedliche Stoffwechselwege aus Phytosterolen gebildet werden. Da oxidierte
Phytosterole auf der einen Seite in Assoziation mit pro-atherogenen Effekten stehen und auf
der anderen Seite in Relation zu potenziell positiven Effekten beschrieben werden, ist es von
groBer Bedeutung dem Nettoeffekt aller moglichen Wirkungen besonderes Augenmerk zu
schenken. Insbesondere prospektiv randomisierte klinische Langzeitstudien muissen die
Rolle der Oxyphytosterole im menschlichen Organismus fur ein besseres Verstandnis der
biologischen in vivo Effekte und Auswirkungen auf den Metabolismus klaren. Da eine Reihe
von Studien Unterschiede hinsichtlich der Aufnahme, des Metabolismus und der
Akkumulation der verschiedenen Oxyphytosterole aufgezeigt haben, muss eine differenzierte

108 Um dies zu

Betrachtung in Bezug auf mégliche toxische Wirkungen erfolgen®
gewahrleisten, missen zunéchst Methoden zur qualitativen und quantitativen Bestimmung
der POP in Nahrungsmitteln, didtischen Produkten sowie biologischen Proben in Einklang
gebracht werden. Eine Standarisierung der Quantifikation der Oxyphytosterole macht eine
Vergleichbarkeit unterschiedlicher Studien mdglich und gewahrleistet eine sensitive, genaue
Methodik zur Erhebung von zuverlassigen, reproduzierbaren Daten fur die
Basisuntersuchungen in Agrarwissenschaften, Ernahrungswissenschaften sowie klinischer

Forschungen'®.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der dargestellten Studie starke Korrelationen der
Phytosterole mit ihren korrespondierenden Oxidationsprodukten in den Aortenklappen,
hingegen lediglich schwache Korrelationen im Plasma. FiUr die Konzentrationen der
Oxyphytosterole lassen sich allenfalls schwache Korrelationen zwischen Plasma und
Aortenklappen beobachten. Schlussfolgernd deuten die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
auf die lokale Entstehung oder Akkumulation von Oxyphytosterolen im kardiovaskularen

Gewebe hin.
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