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1 Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Der Einfluss von Triglyceriden (TG) auf die Atherosklerose ist nicht eindeutig geklart. Einige
epidemiologische Studien weisen darauf hin, dass ein Zusammenhang zwischen
postprandialer Triglyceridserumkonzentration und kardiovaskuldren Ereignissen besteht. In
Untersuchungen, in denen die Wirkung von Omega-3-Fettsdauren (w3-FS) getestet wurde,
zeigte sich in hoheren Dosierungen ein senkender Einfluss auf die Nlchtern-Triglyceride. Bei
der Pathogenese von atherosklerotischen Plaques spielen Makrophagen eine wichtige Rolle.
Ob hohe Blutfettspiegel ausreichen um einen inflammatorischen Reiz mit
Monozytenaktivierung auszulésen ist bisher nicht bekannt.

Im Rahmen der hier durchgefiihrten randomisierten placebokontrollierten Cross-Over-Studie
sollte daher geklart werden, ob w3-FS dazu geeignet sind auch in der postprandialen Phase
die Triglyceride zu senken und eine Monozytenaktivierung zu attenuieren.

Hierflr wurden im Zeitraum zwischen dem 01.09.2009 und dem 27.11.2010 30 Patienten mit
Koronarer Herzkrankheit (KHK) und ausgeschlossener Diabeteserkrankung fir je drei
Wochen mit 4g/Tag Omega-3-Sauremethylester 90 bzw. Placebo behandelt. Vor und nach
jeder Behandlungsphase erfolgte ein oraler Triglycerid-Toleranz-Test (oTTT) mit 80 g Fett. In
der mit w3-FS behandelten Gruppe zeigte sich ein Abfall der Niichtern-Triglyceride im
Vergleich zum Vortest von 137,1 + 12,9 mg/dl auf 112,2 + 8,6 mg/dl (p < 0,05). Die
Messungen der Blut-Triglyceride wahrend des oTTT zeigten eine Kurve mit Hohepunkt des
Triglyceridanstieges nach 4 Stunden (184,0 + 7,37 % vom Ausgangswert / nichtbehandelte
Kontrollen). In der Verum-Gruppe waren nach Behandlung die maximal erreichten
Triglycerid-Spiegel (205,9 + 17,1 mg/dl) signifikant niedriger als davor (244,8 + 24,6 mg/dl)
(p<0.05) und gegenliber der Placebo-Gruppe (242,4 + 21,0 mg/dl) (p<0.05). Dabei dhnelte
der relative TG-Konzentrationsanstieg unter Verum (192,8 + 12,7 % vom Ausgangswert) dem
unter Placebo.

Zur Identifikation von Monozytenaktivierung bzw. Veranderung leukozytdrer und
monozytarer Subpopulationen wurden die Oberflichenmarker CD11b, CD14, CD16 (Cluster
of Differentiation 11b, 14 und 16) sowie CCR2 (C-C Chemokine Rezeptor 2) nach oTTT im

Zeitverlauf mittels Durchflusszytometrie gemessen. AuRerdem wurden s-ICAM-1
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(soluble Intercellular Adhesion Molecul 1), ein Biomarker fir endotheliale
Entzlindungsreaktionen, und 8-Isoprostan, als Marker des oxidativen Stresses bestimmt.
Dabei zeigte sich bei keinem der gemessenen Parameter ein eindeutiger Einfluss weder

durch die Fettaufnahme und den TG-Anstieg noch durch die Behandlung mit w3-FS.

Zusammenfassend kann man sagen, dass w3-FS nicht nur die Nlchtern-Triglyceride sondern
auch die postprandialen Triglyceride im Blut signifikant senken. Eine durch eine hohe
Triglyceridserumkonzentration ausgeloste Makrophagenaktivierung oder Entziindungs-
reaktion liel sich durch die verwendeten Methoden nicht nachweisen. Ebenfalls wurde kein

Einfluss von w3-FS auf die gemessenen inflammatorischen Parameter festgestellt.
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1 Abstract

Effects of omega-3-fatty acids on postprandial triglycerides and monocyte
activation

Data regarding the importance of triglycerides in the development of atherosclerosis are
conflicting. Epidemiologic studies suggest an association between postprandial serum
triglyceride concentrations and cardiovascular events. Omega-3 fatty acids (w3-FA) reduce
fasting serum triglyceride concentrations when administered in high dose rates.
Macrophages play an important role in the development of atherosclerosis. It is unknown if
high serum triglyceride concentrations themselves are able to stimulate vascular
inflammation with monocyte and macrophage involvement.

Therefore in the present randomized placebo-controlled cross-over-study we investigated if
omega-3-fatty acids can reduce postprandial serum triglyceride concentrations. A second
goal was to measure a possible effect of w3-FA on triglyceride induced activation of
monocytes.

In the period between 01-09-2009 and 27-11-2010 30 non-diabetic patients with coronary
heart disease (CHD) were treated for 3 weeks with 4 g/day w3-FA or placebo. Before and
after every treatment period an oral triglyceride tolerance test (oTTT) with 80 g fat was
performed. Omega-3-fatty acids reduced fasting triglycerides from 137.1 + 12.9 mg/dl to
112.2 + 8.6 mg/dl (p < 0.05). Measurements of triglycerides during the oTTT showed a
maximum after 4 h (184.0 + 7.37 % from controls). In the treatment-group maximum serum
triglyceride concentrations where significant lower after treatment (from 244.8 + 24.6 mg/d|
to 2059 * 17.1 mg/dl) (p<0.05) and also when compared to the placebo group
(242.4 £ 21.0 mg/dl) (p<0.05). The relative triglyceride increase was similar in the w3-FA
group when checked against placebo.

In order to detect an effect on monocyte activation, we measured surface markers
CD11b, CD14, CD16 (cluster of differentiation 11b, 14 and 16) and CCR2 (C-C chemokine
receptor 2) following oTTT using flow cytometry. Additionally serum concentrations of

s-ICAM-1 (soluble intercellular adhesion molecule 1), a biomarker for endothelium
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inflammation, and 8-lsoprostan, a marker of oxidative stress, were investigated. Neither

oTTT intake nor the treatment with w3-FA showed a clear influence on those parameters.

In conclusion w3-FA are able to reduce not only the fasting triglycerides but also
postprandial serum triglyceride concentrations. No influence was detected of triglycerides or

w3-FA on inflammatory parameters or monocyte activation.
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2.1 Atherosklerose: Bedeutung, Risikofaktoren und Therapieansatze

Die Atherosklerose ist eine systemische entziindliche GefaBerkrankung der Arterien
multifaktorieller Genese. Je nach betroffener Gefdliregion gibt es vielfdltige mogliche
Krankheitsmanifestationen. Die Atherosklerose hat in ihren verschiedenen Formen, wie z. B.
dem Ischdmischen Insult oder der Koronaren Herzkrankheit (KHK), besonders in der
westlichen Welt einen bedeutenden Anteil an der Gesamt-Morbiditdt und —Mortalitat [71].
In der Entwicklung der Atherosklerose spielen sowohl genetische als auch erworbene
beziehungsweise von der Lebensweise abhangige Faktoren eine wichtige Rolle [50][104]. Die
Entstehung und Progression der Atherosklerose wird beglinstigt durch Risikofaktoren wie
arterielle Hypertonie, Tabakrauchen, Alter, Diabetes mellitus, chronische Niereninsuffizienz,
Adipositas, Bewegungsmangel und Dyslipoproteindmie, insbesondere erhohtes LDL-
-Cholesterin (Low Density Lipoprotein) und erniedrigtes HDL-Cholesterin (High Density
Lipoprotein) [11][26]. Ob erhoéhte TG (Triglyceride) als ein eigenstandiger Risikofaktor
anzusehen sind, ist dagegen weiterhin umstritten [61].

Die evidenzbasierte Therapie von Erkrankungsformen der Atherosklerose zielt, neben der
gerinnungshemmenden und der interventionellen bzw. chirurgischen Behandlung von schon
aufgetretenen Stenosen, hauptsachlich auf eine friihzeitige Reduktion dieser Risikofaktoren
ab, um ein Fortschreiten der Krankheit zu verzégern. Die Forschung in diesem Bereich
beschaftigt sich daher sowohl mit der Aufklarung der Pathogenese der Atherosklerose als
auch mit der Identifikation weiterer Risikofaktoren, um die Behandlungsmaéglichkeiten dieser

Erkrankung zu verbessern.
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Abbildung 1 : Risikofaktoren der Atherosklerose



2 Einleitung

2.2 Die Pathogenese der Atherosklerose

Um die Genese atheromatoser Gefalllasionen zu beschreiben formulierte die Arbeitsgruppe
um R. Ross Ende der siebziger Jahre die ,,Response-to-Injury“-Hypothese [90]. Diese Theorie
besagt, dass eine Schadigung der GefaBintima durch mechanische, toxische und
entzlindliche Faktoren zu einem Remodeling-Prozess der GefaBwand fihrt. Hierbei kommt
es, durch Zytokine und andere Botenstoffe gesteuert, zu einer Einwanderung glatter
Muskelzellen sowie zu Fetteinlagerungen in die Intima. Im weiteren Verlauf des Prozesses
wandeln sich ebenfalls in die GefaBwand eingewanderte Makrophagen in Schaumzellen um.
Diese Hypothese ist im Grundsatz heute noch giltig, wurde jedoch aufgrund neuer
Erkenntnisse leicht modifiziert. Das Frihstadium der Atherosklerose wird heutzutage als ein
durch Einlagerung von Lipoproteinen in die Intima hervorgerufener entziindungsahnlicher
Prozess verstanden. Den geschadigten Zustand des Endothels, der die Plaquebildung
beglinstigt, beschreibt man dabei als endotheliale Dysfunktion.

Oxidierten Lipoproteinen, wie oxLDL (oxidiertes Low Density Lipoprotein), schreibt man
hierbei eine wichtige entziindungsfodernde Rolle zu. Die Oxidierung erfolgt in vivo
wahrscheinlich sowohl unter dem Einfluss von freien Radikalen als auch als enzymatisch
katalysierter Prozess. Alle Zelltypen, die in atherosklerotischen Plaques vorkommen, also
Endothelzellen, glatte Muskelzellen und Makrophagen exprimieren ein oder mehrere dabei
beteiligte Enzyme, wie z.B. Lipooxigenasen [108].

Die proinflammatorischen Eigenschaften der oxidierten LDL-Partikel fiihren zu einer
vermehrten Expression von Adhdsionsmolekiihlen auf der Oberfliche von Endothelzellen
und zu einer vermehrten Bildung von Botenstoffen [31]. Hierdurch werden Leukozyten
angelockt.

Die Adhasionsmolekiile unterstiitzen die Migration von Makrophagen ins Endothel. Dabei
kommt es initial zu einer lockeren Integrin-vermittelten Bindung der Monozyten an die
GefaRwand. Sie rollen entlang der Endothelzellen bis es zu einer festeren Bindung kommt
und sie die Endothelschicht durchwandern. Dies bezeichnet man als Diapedese. Die
Monozyten nehmen das oxidierte LDL auf und wandeln sich in Schaumzellen um, die in
ihrem Zytoplasma kleine Fetttropfchen enthalten.

Im weiteren Verlauf der atherosklerotischen Plaquebildung entstehen aus absterbenden

Zellen Fett-Nekrose-Nester in der Intima. Durch sie werden weitere Makrophagen angelockt.
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Mediatoren, die von den Endothel- und Schaumzellen gebildet werden, sorgen fir eine
Einwanderung von glatten Muskelzellen aus der Tunica Media in die Tunica Intima. Diese
bilden extrazellulare Matrix und wandeln so die atheromatdse in eine fibrése Plaque um.

Bei den Prozessen, die zur Aktivierung und Einwanderung der Makrophagen in die Intima
fihren, spielt die Wechselwirkung von Endothelzellen und Makrophagen mittels einer

Vielzahl von Chemokinen und Oberflachenrezeptoren eine entscheidende Rolle.

2.3 Bedeutung von Rezeptoren und Botenstoffen in der Pathogenese

Monozyten-Rekrutierung und -Aktivierung

Im Rahmen von Entziindungsreaktionen erfolgt die Rekrutierung von Monozyten vermittelt
durch Chemokine, wie den Monozyten Chemotaxischen Proteinen (MCP) [51]. Diese werden
von Monozyten mittels ihres G-Protein gekoppelten oberflichengebundenen
C-C Chemokinin Rezeptor 2 (CCR2) erkannt und gebunden.

Auch bei der endothelialen Entziindungsreaktion wahrend der Atherogenese spielt MCP und
CCR2 eine bedeutende Rolle bei der Anlockung, der Aktivierung und der subendothelialen
Migration von Monozyten in prdatherosklerotische Lasionen. Das bedeutenste Chemokin
dieser Gruppe ist hierbei MCP-1 [123]. Die CCR2-Expression auf Monozyten und damit die
Sensitivitdt dieser Zellen auf MCP-1 ist beeinflussbar, z.B. durch verschiedene andere
Botenstoffe, wie Interferon y oder TNFa (Tumornekrosefaktor a) [98][103]. Ebenfalls konnte
nachgewiesen werden, dass bei Patienten mit Hypercholesterindmie durch oxidiertes LDL die
Genepression von CCR2 deutlich hochreguliert ist [15][33]. Es ist anzunehmen, dass dieser

Vorgang zu dem erhdhten vaskularen Risiko in dieser Patientengruppe beitragt.

Chemokines

e.g. IL-8, MCP-1
Selectins Adhesion molecules
e.g. E-selectin e.g. VCAM-1, ICAM-1

Leukocytes

Blood vessel lumen
3) Activation
1) Capture
: 2) Rollmg
4) Arrest
Blood ﬂow

g o o £

5) Firm adhesion
= . 6) Transmigration

Endothelial cells

Abbildung 2 aus [114]: Einflussfaktoren auf Monozyten auf dem Weg von ihrer Rekrutierung,
iiber das Anhaften und Rollen am Epithel und der festen Adhéasion bis zur Transmigration durch
das Epithel
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Initiale Bindung und Rollen

Die der Rekrutierung folgende lockere Bindung der Monozyten mittels E- und P-Selektinen
ermoglicht den Zellen mit dem Blutfluss auf den Epithelzellen entlangzurollen
(Abb. 2 Vorgang 1 und 2) bis es zu einer festen durch Ahdsionsmolekiile vermittelten
Bindung kommt. Inflammatorische Chemokine und oxLDL beeinflussen die Expression dieser

Selektine auf den Endothelzellen [21].

Monozyten Arrest und Diapedese

Flr die feste integrinvermittelte Bindung sind VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule-1)
und ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule-1) auf der Endothelseite sowie ihre
monozytaren Bindungspartner VLA-4 (Very Late Antigen-4) und MAC-1 (Macrophage-1-
Antigen) verantwortlich. Diese Adhdsionsmolekiile und ihre Bindungspartner spielen auch
bei der dem Arrest (Abb. 2 Vorgang 4 und 5) folgenden Transmigration (Vorgang 6) eine
entscheidende Rolle [89].

MAC-1 ist ein Heterodimer bestehend aus CD18 und CD11b (Cluster of Differentiation 18
und 11b), das mit ICAM-1 interagiert. MCP-1 fiihrt bei Monozyten, neben der
chemotaktischen Komponente, zu einer vermehrten Prasentation von MAC-1-Integrinen aus
intrazellularen Vesikeln an der Zelloberflache der Monozyten [60]. Ein weiterer Stimulus fir
den Einbau von MAC-1-Molekilen in die Oberflichenmembran sind Hyperlipiddmie und
oxLDL [61][115]. Aufgrund der Stimulierbarkeit der CD11b-Expression, gilt CD11b auch als
Marker monozytarer Aktivierung. Man geht davon aus, dass aktivierte Monozyten mit
erhohter MAC-1-Prasentation ein erhohtes atherogenes Potential besitzen und
moglicherweise als Friihindikator einer endothelialen Dysfunktion angesehen werden
kdnnen. So wurden bei KHK-Patienten mit zwei oder mehr kardiovaskuldaren Risikofaktoren
und bei Patienten mit instabiler Angina Pectoris auf Monozyten eine verstarkte monozytare
CD11b-Expression festgestellt [10][20].

ICAM-1 kommt neben seiner membrangebundenen Rezeptorform auch in einer gel6sten
Form als sICAM-1 (soluble Intercellular Adhesion Molecul 1) vor. Dieses wird mittels
proteolytischer Abspaltung durch Cathepsine, Elastasen und Metalloproteinen aus ICAM-1
gebildet [24][88]. Inflammationsprozesse fiihren zu einer vermehrten Bildung von sICAM-1,
entsprechend der dabei verstarkten ICAM-1-Expression auf Endothelzellen [63]. Es zeigte

sich, dass die Plasmakonzentration von sICAM-1 mit dem Risiko fiir kardiovaskulare
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Ereignisse korreliert, so dass diskutiert wird, ob eine erhohte sICAM-1-Plasmakonzentration

sogar als selbststandiger atherosklerotischer Risikofaktor zu betrachten ist [87].

2.4 Einfluss monozytarer Subpoplationen auf die Atherogenese

Monozyten werden heute nicht mehr als einheitliche Zellfamilie betrachtet. Es hat sich
stattdessen herausgestellt, dass sich Monozyten untereinander teilweise sehr deutlich in
ihrer Expression von Oberflachenantigenen unterscheiden. Verschiedene Studien zeigten
einen Einfluss dieser durch Oberflachenantigene definierten monozytaren Subpobulationen
auf die Atherogenese.

Wahrscheinlich prasentieren alle Monozyten auf Ihrer Oberflaiche den Marker CD14. Dieser
zellmembrangebunde Rezeptor bindet sowohl Komplexe aus Lipopolysaccariden (LPS) und
LPS-Binding-Proteinen als auch Peptidoglycane von grampositiven Bakterien [18][119]. Auf
diese Weise nimmt CD14 eine wichtige Funktion bei der Erkennung und Immunreaktion
gegen gram-negative und gram-positive Bakterien ein. Nach Kontakt mit LPS exprimieren
Monozyten verstarkt CD14 [52]. Daher gilt die CD14-Expression auf Monozyten als ein
Marker fiir monozytare Aktivierung. Bei Patienten mit Diabetes mellitus und KHK konnte
eine Studie vermehrtes Vorkommen von CD14 auf Monozyten nachweisen, verglichen mit
einer Kontrollgruppe mit Diabetes aber ohne KHK [80]. Dieses Ergebnis ist umso
bemerkenswerter, da Statine, die von den meisten KHK-Patienten eingenommen werden,
die Expression von CD14 vermindern [91].

Eine Subpopulation von ca. 10% aller Monozyten bei Gesunden exprimieren neben CD14 den
FC-Fragment Rezeptor CD16 und wird daher als CD16*-Monozyten bezeichnet. Diese
Monozyten besitzen im Vergleich zu denen ohne CD16 eine gesteigerte Phagozytose-
-Aktivitat, eine erhohte Adhédsionsrate an Endothelzellen und sezernieren verstarkt TFNa.
Deshalb werden sie auch als proinflammatorische Monozyten bezeichnet [8][94][100].
Man geht davon aus, dass diese Gruppe eine Zwischenstufe zwischen jungen
CD14*CD16-Monozyten und Makrophagen darstellt, da sie eine hohere Expressionsrate an
HLA-DR-Antigenen (Human Leukocyte Antigen, Genort: DR) besitzt und somit reifer
erscheint [125]. Bei Untersuchungen von Monozyten von KHK-Patienten wurde eine
vermehrte Expression von CD16 festgestellt, ein Indiz dafiir, dass CD16 eine Bedeutung in

der Pathogenese der Atherosklerose hat [41]. Im Gegensatz dazu fanden neue Studien eine
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erhohte Inzidenz von koronaren Ereignissen bei KHK-Patienten mit prozentual vermehrten
CD16-Monozyten. Dieser scheinbare Widerspruch ist moglicherweise mit plaque-
destabilierenden Eigenschaften von CD16™-Monozyten zu erklaren [9][122].

Innerhalb der Gruppe der CD16*-Monozyten wird haufig noch zwischen einer Gruppe mit
hoher und einer mit niedriger CD14-Expression unterschieden. CD16*-Monozyten mit
geringer CD14-Expression fallen dabei dadurch auf, dass Sie kaum CCR2 aber dafiir vermehrt
den Fraktalin Rezeptor CY3CR1 exprimieren [58][126]. Bei dieser Unterscheidung gilt es zu
beachten, dass es bisher keine einheitlichen Standards fiir die Trennung dieser Subgruppen

gibt und es daher zu Unterschieden zwischen Studien kommt.

2.5 Oxidativer Stress und Atherosklerose

Oxidativer Stress ist ein gemeinsamer Mechanismus kardiovaskuldrer Risikofaktoren, wie
Rauchen, Hypercholesterindmie, Diabetes und Ubergewicht. Die oxidativen Radikale wie
H,0,, O2 und OH-, werden hauptsachlich in Makrophagen, Endothelzellen und glatten
Muskelzellen gebildet [56]. Sie flihren zu einer Oxidation von LDL zu oxLDL. Dies bedingt
einerseits eine vermehrte Prasentation von Adhasionsmolekiilen und Freisetzung von
Chemokinen wie MCP-1 und unterhalt und verstarkt so den entziindlichen Prozess [15],
andererseits schadigt oxLDL die Endothelzellen und wird durch Makrophagen
aufgenommen. Diese wandeln sich dadurch in Schaumzellen um. Mehrere Mechanismen
fliihren zu der Bildung von Sauerstoffradikalen, die neben ihrer schadigenden Wirkung auch
Signalfunkton besitzen [22]. Endothelzellen, Makrophagen und glatte Muskelzellen
generieren Oy mit Hilfe der NAD(P)H-Oxidase. Stimulierung dieser Zellen mittels TNFa, IL-1
(Interleukin-1) oder im Falle von Endothelzellen auch durch mechanische Reize, wie z. B.
arterielle Hypertonie, fihren zu einer erhohten Radikal-Produktion Uber die NAD(P)H-
Oxidase [29]. Lipoxygenasen von Makrophagen tragen zur Produktion von
Sauerstoffradikalen bei, indem sie mehrfachungesattigte Fettsduren oxidieren. Die Deletion
dieses Gens in Apolipoprotein-E-defizienten Mausen verzégert die Entstehung friher
atherosklerotischer Lasionen [16]. Weitere Radikale werden durch unvollstdndige Oxidation
im mitrochondrialen Citratzyclus gebildet.

Eine Moglichkeit den oxidativen Stress objektiv zu quantifizieren besteht liber die Messung

von lIsoprostaglandinen. Im Gegensatz zu Prostaglandinen, die durch Cyclooxygenasen
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gebildet werden, sind Isoprostaglandine nicht-enzymatischen Ursprungs und entstehen als
Folge der Oxidation von Arachidonsauren durch freie Sauerstoffradikale [68]. Sie kommen im
Blut bei erhéhtem oxidativem Stress vor, oder artifiziell in falsch gelagerten Proben.
8-Isoprostan gilt als guter Marker flir oxidativen Stress und wird dabei normalerweise
stellvertretend fiir die gesamte Gruppe der Isoprostane gemessen [30].

Trotz deutlicher Anzeichen eines direkten Zusammenhangs zwischen erhéhtem oxidativem
Stress und vaskuldren Erkrankungen atherosklerotischer Genese, haben Studien bisher
keinen klaren Erfolg bei Behandlung von KHK-Patienten mittels Antioxidantien hinsichtlich
der Anzahl nichttédlicher und todlicher kardiovaskularer Ereignisse aufzeigen kénnen [44].
Es konnte jedoch nachgewiesen werden, dass eine diese Ereignisse reduzierende
Behandlung bekannter kardiovaskularer Risikofaktoren, wie Rauchen, Hypercholesterindamie,
Diabetes und Ubergewicht zu einer Absenkung des Isoprostanspiegels und somit indirekt zu

einer Verminderung des oxidativen Stresses fiihrt [69].

2.6 Einfluss der Triglyceride auf die Atherogenese

Man geht davon aus, dass die verschiedenen Risikofaktoren der Atherosklerose zur
Schadigung des GefaRendothels beitragen und einen wichtigen modulierenden Einfluss auf
die dem Intimadefekt folgende Entziindungsreaktion besitzen. Erhéhte TG werden seit
langem als moglicher eigenstandiger Risikofaktor der Atherosklerose diskutiert. Ihr Einfluss
auf die Pathogenese bleibt aber bisher umstritten.

Ein Grund hierflr ist, dass Hypertriglyceridamie selten alleine auftritt, sondern haufig mit
anderen Fettstoffwechselstorungen und dem Metabolischen Syndrom assoziiert ist [74].

In Studien Uber den Einfluss von TG auf die Atherogenese erfolgte die Bestimmung der
Triglyceride bisher meist nach einer 12-stiindigen Nahrungskarenz. Die bisherigen Richtlinien
orientieren sich daher an niichtern gemessenen TG und empfehlen, dass bei Patienten mit
behandlungsbediirftigen Fettstoffwechselstorungen, wie z. B. bei Primarer Hyper-
triglyceriddmie oder bei gemischten Hyperlipeddmien, dieser Wert moglichst unter
150 mg/d| gesenkt werden soll.

Ahnlich wie bei der Glukosekonzentration bestehen auch bei der Plasma-
triglyceridkonzentration erhebliche vor allem postprandiale Schwankungen. Nach

Fettaufnahme kommt es zu einem Anstieg der TG-Konzentration im Blut mit einem
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Maximum nach 4 h. Auch 8 h postprandial liegt die TG-Konzentration noch tiber dem Niveau
der nlchtern gemessenen Ausgangswerte [59]. Eine Bestimmung der Triglyceride nach
Nahrungskarenz ist somit fiir einen Grofiteil des Tages nicht aussagefdhig, da sie die
postprandialen Schwankungen der TG-Konzentration im Blut nicht bertcksichtigen [61].
Neue groBe Kohortenstudien deuten darauf hin, dass es eine hohere Korrelation von
postprandialen TG-Konzentration und vaskuldaren Ereignissen, als mit Nlchtern Triglyceriden
gibt [25]. Besonders prospektive Studien, die das kardiale Risiko durch erhéhte postprandiale
TG betrachteten, kamen zu diesem Schluss [64].

Die ,,Women’s Health Study“ (Abb. 3) verglich den pradikativen Wert von niichtern
gemessenen und postprandialen TG-Konzentrationen in Bezug auf tddliche und nicht
todliche kardiovaskuldare Ereignisse bei 26509 gesunden Frauen Uber einen medianen
Follow-up-Zeitraum von 11,4 Jahren. Nur die postprandialen TG zeigten in dieser Studie eine
starke Korrelation mit den gemessenen Endpunkten nach Adjustierung der Daten
hinsichtlich weiterer kardialer Risikofaktoren [7]. Die ,,Copenhagen City Heart Study”, an der
7587 Frauen und 6394 Manner teilnahmen, bestdtigte dieses Ergebnis auch fiir das

mannliche Geschlecht [76].

Nichtern TG Postprandiale TG
Myokardinfarkt = a
Ischdmischer Schlaganfall ——®— =
Revaskularisierung . (]
Kardiovaskuldrer Tod . m
Alle kardiovaskularen _._ u
Ereignisse
| UL | 1 T T L || | 1T I T I T 1T |
0.5 1.0 10 0.5 1.0 10
Adjustiert HR (95% Kl) Adjustiert HR (95% Kl})

Abbildung 3 aus [7]: Korrelation vaskulidrer Ereignisse mit niichtern und postprandial
bestimmten TG in der ,Womens Health Study“, bereinigt beziiglich des Risikos auf weitere
kardiale Risikofaktoren.

Zurzeit geht man davon aus, dass TG moglicherweise selbst nicht direkt atherogen wirken,
jedoch wegen ihrer engen Korrelation mit atherogenen Faktoren wie Remnants und apo-ClI|
ein erhohtes KHK-Risiko anzeigen konnen [61]. Zu den triglyceridreichen Lipoproteinen, die
unabhangig von LDL proatherogen wirken, gehdren VLDL (Very Low Density Lipoprotein),
VLDL-Remnants und Chylomikronen-Remnants. Chylomikronen sind aufgrund ihrer GroRRe

und ihrer daraus folgenden verlangsamten Aufnahme in die GefaBintima wahrscheinlich
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selbst nur geringgradig atherogen [102]. Es wird vermutet, dass die Chylomikronen-
-Remnants fiir das erhohte kardiovaskuldare Risiko hoher postprandialer TG-Spiegel
verantwortlich sind, da sie Cholesterin und TG zu den atherosklerotischen Plaques
transportieren [105].

Remnant-Partikel entstehen im Rahmen der durch die Lipoproteinlipase (LpL) kathalysierten
Lipolyse von TG aus Chylomikronen und VLDL. Die triglyceridreichen Lipoproteine verlieren
dabei zunehmend an GroRe und werden so zu Remnants. Moglicherweise kénnen diese
dann dhnlich wie oxLDL in die Intima eingelagert werden und so zur Bildung von
Schaumzellen aus Makrophagen beitragen (Abb. 4) [127].

Die Elimination der artherogenen Remnants aus dem Blutstrom geschieht im Wesentlichen
Uber LDL-Rezeptoren der Leber. Bei Hypertriglyceridamie ist jedoch die Clearance von

Remnants aus dem Blut verlangsamt [124].

© LDL-Partikel i i ICAM-1
O Chylomikronen-Remnants a MCP
= CD11b/CD18-Rezeptorkomplex P 1 CCR2

Abbildung 4 : Stark vereinfachtes Schema der Bildung einer atheromatésen Plaque von der
Aktivierung der Monozyten iiber ihre Einwanderung in die Gefiflintima und der Aufnahme von
LDL-Partikeln und Chylomikronen-Remnants bis zu ihrem Absterben und der Ausbildung von Fett-
Nekrose Nestern.

Das Enzym Lipoproteinlipase wird hauptsachlich durch Skelett- und kardiale Muskelzellen
sowie durch Fettgewebszellen exprimiert. Wie wichtig es fiir den Fettstoffwechsel ist, zeigt
dass eine Deletion des entsprechenden Gens im Tierversuch zur Hypertriglyceridamie fihrt
[4]. Die Expression der Lipoproteinlipase wird durch physische Aktivitdt beeinflusst.
Inaktivitat fuhrt zu einer verminderten Fettaufnahme in Skelettmuskelzellen und daraus
folgend zu einer Verfettung von Herz und Leber, wodurch es zur Entwicklung einer

pathologischen Glucosetoleranz kommt [113].
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Bei der Lipolyse von Chylomikronen werden oxidierte Phosphorlipide freigesetzt, die zum
oxidativen Stress beitragen und Monozyten aktivieren kdnnten. Hierflr sprechen die
Ergebnisse von Arbeiten verschiedener Forschergruppen, die einen Einfluss von hohen
TG-Konzentrationen auf die Aktivierung von Leukozyten und insbesondere von Monozyten
aufzeigen konnten. Zum Beispiel konnte bewiesen werden, dass erhohte TG zur Expression
von CD11b und CD18 auf Monozyten fiihren [28]. In Endothelzellen wurde dagegen eine
gesteigerte Expression entziindungsfordernder Gene wie fiir ICAM-1, VCAM-1, MCP und IL-6
nach Inkubation mit postprandialen TG nachgewiesen [75]. Auch haben sich lipolytische
Produkte als direkt cytotoxisch und apoptoseférdernd bei isolierten Makrophagen gezeigt

[117].

GefalRlumen

Remnant (mit ApoB)
Lipoprotein-
Rezeptor

o ®
o0 Produkte
([ ]

I der Lipolyse

I
!

- Verstarkung der
Entziindungsreaktion
- Adhésion

Makrophage - Koagulation

—_——

Endothelzellen

Hypothese der

Remnant Hypothese ’ )
toxischen Lipolyse
Abbildung 5 aus [27]: Mégliche Mechanismen der Beeinflussung der Pathogenese von
atheromatdsen Lisionen durch triglyceridreiche Lipoproteine.

Die Remnant Hypothese geht davon aus, dass durch den Abbau von TGRL (Trigylceridreiche
Lipoproteine) durch die LpL kleinere Remnant-Lipoproteine aus Triglyceriden und Cholesterin
entstehen, die ab einer gewissen Grofie die Endothelwand iiberwinden kénnen und von
Makrophagen aufgenommen werden. Diese wandeln sich dadurch in Schaumzellen um.

Die zweite Hypothese postuliert, dass bei der Lipolyse der TRGL durch die LpL toxische Produkte,
wie inflammatorische Lipide und Sauerstoffradikale entstehen. Diese rufen eine Entziindungs-
reaktion mit verstirkter Expression von Adhisionsmolekiilen und Cytokininen hervor und férdern
koagulative Prozesse.
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2.7 Omega-3-Fettsauren und KHK

Schon sehr lange gibt es Hinweise auf eine protektive Wirkung von erhéhtem Fischverzehr
auf die kardiovaskuldare Mortalitdat. Bei einer epidemiologischen Studie, die von 1950 bis
1974 durchgefihrt wurde, fiel auf, dass die in Gronland lebende Bevdlkerung trotz ihres
groReren Fettverzehrs ein signifikant niedrigeres Myokardinfarktrisiko besitzt als jene in
Danemark [48]. Dieser scheinbare Widerspruch wurde als Inuit-Paradoxon bezeichnet. Bei
ndherer Betrachtung zeigte sich, dass die Inuit im Vergleich mit den Danen mehr als flinfmal
mehr Omega-3-Fettsduren (w3-FS) hauptsachlich Eicosapentaensdure (EPA) und Docosa-
hexaensaure (DHA) in ihrer Nahrung zu sich nahmen. Weitere Studien konnten in der Folge
eine inverse Korrelation zwischen hohem Fischkonsum und tédlichen kardialen Ereignissen
bestatigen. Dazu gehorten unter anderem zwei groRe Kohortenstudien: die ,,Nurses® Health
Study” [40] und die ,,US Physicians™ Health Study” [1].

Die ,Nurses’ Health Study” untersuchte mittels Fragebdogen die Lebens- und
Ernahrungsgewohnheiten von 84.688 Krankenschwestern ohne bekannte KHK. Innerhalb des
Beobachtungszeitraumes von 16 Jahren wurden bei Krankenschwestern mit hohem
Fischkonsum signifikant weniger kardiovaskuldre Ereignisse beobachtet, verglichen mit
denen die selten (1 x pro Monat) Fisch alRen [40]. Die ,,US Physicians™ Health Study”, an der
20.551 mannliche Arzte teilnahmen, fand fiir Probanden, die hiufiger als einmal pro Woche
Fisch alRen, ein geringeres Risiko an einem plotzlichen Herztod zu sterben. Das Risiko einen
Myokardinfarkt zu erleiden war dagegen nicht signifikant vermindert [1].

Auf diesen Ergebnissen aufbauend untersuchten zwei groflen Studien, die ,GISSI-
-Prevenzione Trial” Studie (11324 Studienpatienten) und die ,,OMEGA Trial“ Studie (3851
Studienpatienten), die Auswirkung einer Langzeitbehandlung mit 1g w3-FS pro Tag bei
Patienten nach koronarem Ereignis zusatzlich zu einer guideline-gerechten Therapie
[32][86].

Wahrend die doppelblinde, randomisierte und placebokontrollierte ,,OMEGA Trial“ Studie
Uber einen Beobachtungszeitraum von einem Jahr keinen Vorteil einer Substitution von
w3-FS zusatzlich zur Standardtherapie aufzeigen konnte, fand die randomisierte ,GISSI-

Ill

-Prevenzione Trial”“ Studie eine deutliche Risikoreduktion von ungefahr 30 % fur todliche
kardiovaskulare Ereignisse durch die Substitutionstherapie (Reduktion des Risikos von 6,8 %

in der Kontrollgruppe auf 4,8 % in der mit w3-FS substituierten Gruppe).
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Eine japanische Studie, die ,Japan EPA Lipid Intervention Study” (JELIS), zeigte ebenfalls eine
signifikante Risikoreduktion von 19 % fiir koronare Ereignisse bei Patienten mit bekannter
KHK und Hypercholesterindamie durch eine Kombinationsbehandlung mit 1800 mg EPA und
Statin gegeniliber einer Statin Monotherapie lGber einen mittleren Beobachtungszeitraum
von 4,6 Jahren. Eine unterschiedliche Reduktion der Cholesterinkonzentration in den
verschiedenen Behandlungsgruppen wurde im Rahmen dieser Studie nicht beschrieben
[121]. Angesichts der Widerspriiche zwischen den verschiedenen Studien kann bisher keine
definitive Aussage hinsichtlich der Wirkung von w3-FS in der Sekundarprophylaxe des

Herzinfarktes getroffen werden.
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Abbildung 6 aus [121]: Risiko fiir schwere koronare Ereignisse bei

Patienten mit Hypercholesterinimie und Z. n. Herzinfarkt in der JELIS-

Studie. Kontroll-Gruppe: Monotherapie mit Statin

EPA-Gruppe: Kombinationstherapie von Statin und EPA
Die moglichen kardioprotektiven Effekte von w3-FS kdnnten mit einer antiinflammatorischen
Wirkung auf Monozyten in Zusammenhang stehen. Allerdings ist die Studienlage auch in
dieser Hinsicht bisher uneinheitlich [72]. Wahrend einige Studien bei Patienten mit
erhohtem kardiovaskuldrem Risiko eine Reduktion inflammatorischer Cytokine wie
beispielsweise Interleukin 18 [106] oder gelosten Adhasionsmolekiilen wie sICAM-1 [39]

unter einer Substitutionstherapie mit w3-FS aufzeigten, konnten derartige Ergebnisse durch

andere vergleichbare Studien nicht bestatigt werden [67][92].
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2.8 Senkung der Triglyceridkonzentration durch Omega-3-Fettsduren

Im Gegensatz zu der noch umstrittenen Wirkung von w3-FS in der Sekundarprophylaxe des
Herzinfarktes und der Herunterregulierung entziindlicher Prozesse wurde in verschiedenen
Studien einheitlich eine Absenkung der Triglyceridkonzentration im Blut durch w3-FS
beschrieben, wenn diese in einer Dosierung von (3-4 g/Tag) verabreicht wurden.

Eine Metaanalyse einiger Studien zum Effekt von w3-FS auf die TG-Konzentration konnte
eine durchschnittliche Senkung der Niichtern-TG um 27 % feststellen [6]. Der Effekt auf den
Spiegel der TG scheint dabei umso starker zu sein, je héher der TG-Ausgangswert ist. Harris
et al. beobachteten eine TG-Reduktion von bis zu 45 % bei einem Patientenkollektiv mit
schwerer Hypertriglyceridamie (500 bis 2000 mg/dl) [36]. Eine randomisierte und
placebokontrollierte Studie belegte eine deutliche Uberlegenheit einer Kombinations-
therapie von Statinen und hochdosierten w3-FS im Vergleich zu einer Statin-Monotherapie
beziuglich der TG-Senkung. Die Kombinationstherapie mit 4 g w3-FS fihrten in dieser Studie
zu einer signifikanten TG-Reduktion um 35 % gegentiber der Alleingabe von Statinen [23].
Fur die niedrigere Dosierung von 1 g w3-FS /Tag, die bei der ,,OMEGA Trial“ und der ,,GISSI-
-Prevenzione Trial“ Studie verwendet wurde, ist eine triglyceridsenkende Wirkung nicht
beschrieben.

Verglichen mit Studien, die bei niedrigen Dosierungen von w3-FS einen kardioprotektiven
Effekt feststellten, tritt die triglyceridsenkende Wirkung erst nach Gabe deutlich héherer
Dosen von w3-FS auf. Ein kausaler Zusammenhang zwischen TG-Senkung und kardio-
protektivem Effekt ist daher sehr unwahrscheinlich. Man geht eher davon aus, dass die
triglyceridsenkende Wirkung und der in einigen Studien beschriebene kardioprotektive
Effekt von w3-FS am ehesten Uber unterschiedliche Mechanismen zustande kommen.
Wahrend der Effekt von w3-FS auf Nichtern-TG gut erforscht ist, gibt es bisher nur wenige
Studien, die die Auswirkung von w3-FS auf die postprandiale Kinetik von TG untersucht
haben.

Omega-3-Fettsauren sind eine Untergruppe der ungesattigten Fettsduren, die sich innerhalb
ihrer Subgruppe hinsichtlich ihrer Kohlenstoffkettenlange und damit auch leicht in ihren
Eigenschaften unterscheiden. Fiir die w3-FS EPA und DHA zeigten einige Studien, dass sie
fast ausschlieflich einen senkenden Effekt auf TG besitzen ohne einen ausgepragten Effekt
auf Gesamtcholesterin und LDL-Cholesterin auszuliben [17][65]. Daher lassen sich durch

Medikamente auf Basis dieser w3-FS die TG relativ unabhangig von anderen Fetten senken.
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2.9 Zielsetzungen der Studie

Die vorliegende randomisierte doppelblinde Cross-Over-Patientenstudie hatte zum Ziel
herauszufinden, inwieweit beim Menschen die Einnahme von 4g Omega-3-Saurenethylester
90 (Zodin®) pro Tag die postprandiale Kinetik der TG beeinflusst. Hierfiir verwendeten wir
einen im Rahmen der ,,Homburg Cream and Sugar Study” (HCS-Studie) etablierten oralen
Triglycerid-Toleranz-Test (oTTT) [118]. Ebenfalls erwarteten wir von dieser Studie
Erkenntnisse, inwieweit hohe postprandiale TG-Spiegel im Blut einen direkten Einfluss auf
die Aktivitdt von Monozyten besitzen oder den oxidativen Stress fordern. Eine weitere
Fragestellung war, ob die Gabe von w3-FS (iber einen Zeitraum von 3 Wochen eine
Auswirkung auf die moglicherweise erhdhte Aktivitat von Monozyten im Rahmen des oTTT
hat.

Um die monozytare Aktivitdit zu quantifizieren fahrten wir durchflusszytometrische
Messungen der Oberflachenmarker CD11b, CCR2, CD14 und CD16 auf Monozyten durch.
Zusatzlich bestimmten wir sICAM-1 als Marker einer endothelialen GefdRreaktion und
8-Isoprostan zur Quantifizierung des oxidativen Stresses durch erhdhte postprandiale
TG-Spiegel im Rahmen des oTTT.

Zur Steigerung der Aussagekraft und Minimierung der interindividuellen Schwankungen
entschieden wir uns zu einem placebokontrollierten Cross-Over-Studiendesign in einem

moglichst homogenen Studienkollektiv (Postinfarkt-Patienten ohne Diabetes).
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3.1 Studienkollektiv

Nach vorheriger Genehmigung durch die zustandige Ethikkommission (Votum Nr. 170/07),
wurden aus dem Datensatz der ,,Homburg Cream und Sugar Study” (HCS-Studie) (insgesamt
n=515 Patienten) diejenigen Studienteilnehmer ausgewahlt, deren postprandialer
Triglycerid-Anstieg im Rahmen der HCS-Studie oberhalb des Medians lag und bei denen kein
Diabetes nachgewiesen worden war (n=117). Diese Vorauswahl wurde telefonisch zu ihrem
Interesse und der Eignung fir die Teilnahme an der ,Polyunsaturated Fatty Acid Study”
(PUFA-Studie) befragt. Zur Uberpriifung der Eignung wurde der Datensatz der HCS
verwendet [118].

Aus dem angefragten Kollektiv waren 30 Patienten, die alle Kriterien erfiillten, bereit an der

Studie teilzunehmen.

Die Zulassung von Patienten zu der Studie erfolgte entsprechend der folgenden Ein- bzw.

Ausschlusskriterien:

3.1.1 Einschlusskriterien

o Manner und Frauen mit stabiler koronarer Herzerkrankung

o Lebensalter > 18 Jahre

o schriftliche Einverstandniserklarung

o relativer Serum-Triglyceridanstieg oberhalb des Medians in der HCS-Studie
o etablierte Leitlinien-gerechte Therapie der KHK

(Statin, Aspirin und Renin-Angiotensin-Aldosteron-System-Hemmer)
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3.1.2 Ausschlusskriterien

O

Uberempfindlichkeit gegen Erdnuss oder Soja

Therapie mit Antikoagulanzien

bekannter IDDM, NIDDM oder oGTT Werte > 200 und/-oder HBAlc>7 %
akutes Koronarsyndrom

kreislaufwirksame Rhythmusstorung

therapiebedirftige pulmonale Hypertonie

arterielle Hypotonie (RR systolisch < 90 mmHG)

Vorliegen hochgradiger Klappenvitien

schwere Erkrankungen mit akuter Beeintrachtigung des Patienten

(z. B. gastrointestinale Beschwerden, floride Infektionen, Exsikkose,

Schmerzzustande, kardiale Dekompensation, kirzlich durchgefiihrte Operationen)

schwere Leber- und Nierenfunktionsstérungen

(Erhohung der Transaminasen um > 2,5-faches der Norm, GFR < 30 ml/min)
Unvertraglichkeit fur Lipidbelastungen

intestinale Malabsorption

Unvertraglichkeit fir Milch und Milchprodukte

akute und chronische Pankreatitis

symptomatische Choleozystolithiasis

Schluckstérungen jedweder Art mit Gefahr der Aspiration

Schwangerschaft oder Stillzeit

Patienten mit malignen Erkrankungen

Patienten, die nicht in der Lage sind schriftlich in die Studie einzuwilligen
Patienten mit psychischen Erkrankungen, einschlieRlich Alkohol-Abusus

Drogenkonsum

und
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3.2 Studienablauf

Die 30 an der Studie teilnehmenden Patienten wurden im Zeitraum vom September 2009 bis
September 2010 in die Studie eingeschlossen.

Nach der Durchfiihrung eines Aufklarungsgespraches, der schriftlichen Einwilligung der
Patienten zu der Teilnahme an der PUFA-Studie und der Befragung mittels eines kurzen
Fragenbogens hinsichtlich Lebensweise, Medikamenten und Ernahrungsgewohnheiten
(Anhang 1), wurden nach mindestens 10 Stunden Nahrungskarenz die Blutparameter venos
bestimmt und ein oraler Triglycerid-Toleranz-Test (oTTT) durchgefiihrt.

AnschlieBend an den oTTT wurden die Patienten fiir 21 Tage gemall der Randomisierung
(siehe 3.2.2) doppelblind mit taglich 4 g Omega-3-Saurenethylenester bzw. Placebo
zusatzlich zu lhrer davon unbeeinflussten Begleitmedikation behandelt. Nach einem
erneutem oTTT mit Parameter-Bestimmung folgte eine mindestens dreiwdchige Wash-Out-
-Phase um eine gegenseitige Beeinflussung der Medikamentenphasen untereinander zu
verhindern.

Danach wurden Placebo- und Verum-Gruppe gemaB des Cross-Over-Designs der Studie
getauscht, ehe nach einem erneuten Test direkt anschlieBend an die Wash-Out-Phase eine

zweite dreiwodchige Behandlungsphase folgte, an deren Anschluss die Parameter regetestet

wurden.
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Abbildung 7 : Schema des Studienablaufes
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3.2.1 Randomisierung und Verblindung

GemalR den Eigenschaften und Erfordernissen einer doppelblinden und placebo-
kontrollierten Cross-Over-Studie wurden die Patienten in Placebo- bzw. Verum-Gruppe
randomisiert und erhielten in einer ersten Phase entsprechend lhrer Gruppeneinteilung
Omega-3-Saurenethylester 90 oder Placebo. In einer zweiten Medikamentenphase wurden
die Verum- und Placebo-Gruppe getauscht. Die Randomisierung wurde durch die Apotheke
des Universitatsklinikums des Saarlandes durchgefiihrt.

Um den gewilinschten doppelblinden Charakter der Studie zu gewahrleisten, wurden
einheitliche Medikamentendosen verwendet, die mit Patientennummer und Phasennummer
beschriftet waren. Fir eine notfallmaRige Entblindung im Falle einer Medikamenten-
unvertraglichkeitsreaktion oder Ahnlichem standen dem Durchfiihrenden der Studie zu den

jeweiligen Medikamenten gehérende versiegelte Begleitbriefe zu Verfligung.
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3.2.2 Oraler-Triglycerid-Toleranz-Test (oTTT)

Der oTTT misst die Triglyceridtoleranz des Patienten durch Trinken eines triglyceridreichen
Getranks und anschlieender mehrzeitiger Bestimmung der Blutfettwerte. Fiir diese Studie
wurden 250 ml Landliebe Schlagsahne (entspricht 80 g Fett) (Tabelle 1) als definierte
Triglyceridbelastung verwendet. Die Blutfettwerte wurden als Basiswert nach 10 Stunden
Nahrungskarenz und unmittelbar vor der Triglyceridbelastung (TOh) sowie 3, 4 und 5
Stunden nach Exposition bestimmt. Wahrend des Testes wurden die Patienten gebeten
nichts auBer Wasser zu sich zu nehmen. Diese Art von oralem Triglycerid-Toleranz-Test
wurde im Rahmen der HCS-Studie an dem Universitatsklinikum des Saarlandes etabliert und

charakterisiert [118].

Brennwert 1279 kJ / 310 kcal

EiweiR: 2,48

Kohlenhydrate 3,2g

Fett 32,0g
davon gesattigte Fettsauren 210g

Ballaststoffe 00¢g

Natrium 0,04g

Tabelle 1: Durchschnittliche Zusammensetzung von 100 ml Landliebe Schlagsahne
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Abbildung 8 : Schema des oTTT und der Messwerte

gBB: grofdes Blutbild aus EDTA-Blut, FW: Fettwerte (TG, Cholesterin, HDL, LDL) aus
Heparinplasma, PW: Plasmawerte (CRP, Kreatinin, Leberwerte, Elektrolyte) aus
Heparinplasma, MAM: Monozyten-Aktivations-Marker (CCR2, CD11b, CD14, CD16),
sICAM1, 8IP: 8-Isoprostan
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3.2.3 Omega-3-Saurenethylester 90 versus Placebo-Gabe

Im Rahmen des Cross-Over-Designs der Studie wurden die Studienteilnehmer fir je drei
Wochen mit Omega-3-Sduerethylester 90 und Placebo behandelt. Zwischen den
Behandlungsphasen wurde eine Wash-Out-Phase von mindestens 3 Wochen eingehalten,
um eine gegenseitige Beeinflussung von Medikament und Placebo auszuschliefen. Die

Reihenfolge der Gabe wurde randomisiert.

Omga-3-Saurenethylester 90

Omeega-3-Saurenethylester 90 (1000 mg) ist ein unter dem Handelsnamen Zodin
zugelassenes Medikament. Es besteht zu 46 % aus Eicosapentaensdure (EPA, 20:5 w-3) und
zu 38 % aus Docosahexaensdure (DHA, 22:6 w-3). Somit sind pro Kapsel 840 mg des
Wirkstoffgemischs EPA/DHA enthalten. Die Wirkstoffe werden hauptsachlich aus Fischol
gewonnen. Im Gegensatz zu Fischdl liegen die w3-FS in diesem Praparat frei von gesattigten
Fettsauren vor und sind nicht an Glycerol sondern an Ethanol verestert, wodurch eine fast
vierfach hohere Wirkstoffkonzentration als in Fischol erreicht wird. [128]

Das Medikament hat eine niedrige Rate an bekannten unerwiinschten Arznei-
mittelwirkungen (UAW) oder Interaktionen (Tabelle 2). In einigen Studien konnte gezeigt
werden, dass die Wirkstoffe EPA und DHP fast ausschlieBlich die Triglyceride senken ohne
Gesamtcholesterin- und LDL-Konzentration relevant zu beeinflussen [17][65]. Hieraus ergibt
sich die Moglichkeit die Bedeutung der Triglyceride weitgehend unabhéangig von Cholesterin

und LDL zu untersuchen.

Placebo

Als Placebo fiir diese Studie diente Omacor-Placebo von Pronova BioPharma, Lysakar,
Norway. Die Placebo-Kapseln waren duBerlich identisch mit dem w3-FS-Praparat und

enthielten 1 g Olivendl. Sie waren auf Freiheit von DHA und EPA getestet.
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Dosierung und Verabreichung

Die Patienten nahmen entsprechend ihrer Behandlungsphase jeweils morgens und abends 2
Tabletten Placebo bzw. Omega-3-Saurenethylester 90 ein. Dies entsprach einer Tages-
dosierung von 4 g Olivendl bei dem Placebo-Praparat bzw. 3360 mg des Wirkstoffgemischs
EPA/DHA bei Verum. Soweit moglich wurden am Ende jeder dreiwdéchigen
Behandlungsphase die nicht eingenommenen Tabletten der Patienten gezahlt, um so einen

Eindruck Gber die Compliance der Studienteilnehmer zu bekommen.

Risiken und Nebenwirkungen:

- haufig (1/100 - 1/10) Véllegefiihl (Dyspepsie), Ubelkeit;

- gelegentlich (1/1.000 — 1/100) gastroenteritische Beschwerden, Schwindel,
Storungen des Geschmacksempfindens, Bauchschmerzen,
Gastritis, Oberbauchschmerzen,

Uberempfindlichkeitsreaktionen (Hypersensitivitat)

- selten (1/10.000 — 1/1.000) Hyperglykdmie, Kopfschmerzen, gastrointestinale Schmerzen,
Lebererkrankungen (Anstieg der Transaminasen),

Akne und juckender Hautausschlag

- sehr selten (< 1/10.000) Hypotonie, untere gastrointestinale Blutung, Urtikaria, Leukozytose,

LDH-Anstieg, Trockenheit der Nasenschleimhaute

Arzneimittelwechselwirkungen: mit Antikaogulanzien

Tabelle 2 : Unerwiinschte Arzneimittelwirkungen und Arzneimittelinteraktionen von
Omega-3-Siurenethylester 90 [128]
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3.3 Erhobene Parameter

Folgende Parameter wurden aus vendsem Blut zu den angegeben Zeitpunkten bestimmt:

aus Heparinplasma:
e Glucose, Triglyceride, Cholesterin und HDL (TOh/ T3h/ T4h/ T5h);
das LDL wurde mit Hilfe der Friedewald-Formel errechnet
e Natrium, Kalium, Kreatinin, Harnstoff, EiweiR, Albumin, CK, CRP,
ASAT, ALAT, y-GT, Alkalische Phosphatase, Lipase und LDH (TOh)
e s|CAM und 8-Isoprostan wurde mittels Enzyme Linked Immunosorbent
Assay (ELISA) aus bei -80°C eingefrorenem Plasma bestimmt (TOh / T5h)

(nicht alle Probanden)

aus EDTA-Blut:

e Differentialblutbild (TOh/ T3h/ T5h)

e Die MFI (Mean Fluorescence Intensity= gemittelte Fluoreszenzintensitat)
folgender Zelloberflaichenmarker mittels Durchflusszytometrie zu den
Zeitpunkten (TOh/ T3h/ T5h):

o MFlvon CD14, CD16, CCR2 und CD11b auf Monozyten

o MFlvon CD11b auf Granulozyten
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3.4 Bestimmung des Blutbildes und der Laborwerte aus Blutplasma

Differenzialblutbild und die Standard-Blutplasmawerte (Glucose, Triglyceride, Cholesterin,
HDL, LDL, Natrium, Kalium, Kreatinin, Harnstoff, EiweiR, Aloumin, CK, CRP, ASAT, ALAT, y-GT,
Alkalische Phosphatase, Lipase und LDH) wurden fiir diese Studie vom Zentrallabor der
Universitat des Saarlandes bestimmt. Die Messung des Blutbildes wurde dabei mittels des
Hamatologie-Analysegerates XE-5000 von Sysmex (Norderstedt, Deutschland) durchgefihrt.
Fir die Blutplasmawerte wurde die analytische Systemplattform Cobas 8000 von Roche

(Grenzach-Wyhlen, Deutschland) verwendet.

3.5 Durchflusszytometrische Messungen

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode bei der Zellen durch Erfassung ihrer
verschiedenen optischen Eigenschaften nach relativer GroRe, relativer Granularitat und
spezifischer Fluoreszenz qualifiziert werden. Hierfir werden im FACS (Fluorescence-
-Activated-Cell-Sorter) einzelne Zellen mit Laserlicht bestrahlt, das von den Zellen in
verschiedene Richtungen gebrochen wird.

Nach vorne gestreutes Licht wird detektiert und gibt Uber die relative ZellgroRe
(Forwardscatter) Auskunft. Licht, das an den Zellstrukturen im rechten Winkel

weggebrochen wird, enthalt Information lber die relative Granularitat (Sidescatter).

Sidescatter (SSC)

- Granularitat

Forwardscatter (FSC)
- Zellgrole

YY VY

Abbildung 9 aus , Der Experimentator: Inmunologie“ 3.Auflage [54]:
Strahlengang-Skizze eines Durchflusszytometers fiir die Bestimmung der Parameter
SSC (Granularitat) und FSC (Zellgrofie).

D
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Anhand der relativen GroRe und Granularitdt lassen sich im Scatterplot Leukozyten aus
lysiertem Vollblut in Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten unterteilen. Lasst man mit
Fluoreszenzfarbstoff beladene Antikérper an Antigenen der Zellen binden, kann man Uber
die Menge des emittierten spezifischen Fluoreszenzlichtes eine quantitative Aussage Uber

das Vorkommen durch die Antikdrper gebundenen Antigene auf oder in den Zellen treffen.
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g

-

8SC-H
EPU 800 1000
M ol il

400
g

200
I T R T WY T B 1

C 200 400 00 800 1000

Abbildung 10 : Scatterplot aus EDTA-Vollblut mit Aufteilung der

Zellpopulationen nach Grofe (FSC) und Granularitit (SSC).

Ausgewihlte Zellpopulationen: R1 = Monozyten, R2 = Granulozyten,

nicht ausgewaihlte Zellengruppe links unten im Scatterplot: Lymphozyten.

Die weitere Unterscheidung von Subpopulationen erfolgt mittels

Fluoreszensfarbstoff beladenen Antikérpern
Je nach Verteilungsmuster der Oberflaichenmolekiile auf den Zellen lassen sich
Subpopulationen von Zellen definieren und unterscheiden. Verwendet man dabei
unterschiedliche Antikorper und Fluorochrome lassen sich so mehrere Oberflachen-
molekile gleichzeitig bestimmen.
Die FACS-Messungen erfolgten mit 50 pl direkt nach Abnahme gekiihltem EDTA-Vollblut.
Dieses wurde innerhalb von 20 Minuten nach Entnahme mit 2 ml FACS-Puffer (1 x PBS
[Phosphat gepufferte Kochsalzlosung], 5 % FCS [Fotales Kélberserum], 0,5 % BSA
[Rinderserumalbumin], 0,07 % Natriumazid) gewaschen. Hierflir wurde es mit gekiihltem
FACS-Puffer vermischt, dann bei einer Beschleunigung von 400 g und bei 4°C fir 3 Minuten
zentrifugiert und anschlieRend der Uberstand bis auf das zuriickbleibende Zellpellet

abgesaugt. Dieses wurde in 50 pl FACS-Puffer resuspendiert und dann mit den Antikérpern

fiir 45 min gekihlt und abgedunkelt inkubiert.
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Fir die Studie wurden zwei Antikérpermischungen verwendet.

Zum einen kam eine Dreifach-Immuntypisierung mit 5 pl anti-CD11b-FITS [MCA551F, AbD-
-Serotec], 5 ul anti-CD14-APC [MCA596APC, AbD-Serotec] und 2,5 p anti-CD16-PE zum
Einsatz. Als anti-CD16-PE wurde urspriinglich ,MCA2537PE“ von AbD-Serotec benutzt, da die
Produktion jedoch wahrend der Studie eingestellt wurde kam es zu einem Umstieg auf
,555407“ von BD Bioscience.

Zum anderen verwendeten wir eine Zweifach-Immuntypisierung mit 5 pl anti-CCR2-APC
[FAB151A, R&DSystems] und 5 ul anti-CD11b-FITS [MCA551F, AbD-Serotec].

Nach der Inkubation wurde ein Lyse der Erythrozyten in den Ansdtzen durch Beimischung
von 1 ml 1/10 verdinnter Lysing-Solution [349202, BD Bioscience] bei Raumtemperatur und
Dunkelheit initiiert und nach 10 min durch Zugabe von 1 ml FACS-Puffer gestoppt. Im
Anschluss wurden die Ansatze, wie oben beschrieben, zwei weitere Male gewaschen und
danach direkt mit Hilfe eines Durchflusszytometers (FACS Calibur [4CA E4379, BD
Bioscience]) gemessen. Die Messergebnisse wurden mit ,,CellQuest Pro Software” von

BD Bioscience ausgewertet.

3.6 Enzyme Linked Immunosorbent Assays (ELISA)

Enzyme Linked Immunosorbent Assays sind Verfahren, mit denen Substanzen durch eine
Anikorper-Antigenreaktion mit enzymmarkierten Antikdrpern quantitativ bestimmt werden

kénnen.

3.6.1 sICAM-1 ELISA

Zur quantitativen Bestimmung von sICAM-1/CD54 wurde in dieser Studie das
,Human sICAM-1/CD54 Immunoassay“-Kit von R&D Systems verwendet. Dieser Assay ist ein
Sandwich-ELISA. Die Wells sind mit einem fixierten Antikorper ausgekleidet, durch den
sICAM-1 gebunden wird. Ein weiterer freier gegen sICAM-1 gerichteter Antikorper ist mit
dem Enzym Meerrettich-Peroxidase verlinkt. Nach Waschschritten wird durch Zugabe der

Substrate (H,02 und Tetramethylbenzin) eine Enzymreaktion in Gang gesetzt, die in den
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Wells einen Farbumschlag von gelb auf blau hervorruft. Diese Reaktion wird durch Zugabe
von Schwefelsdure gestoppt, ehe sie sich durch Substratmangel selbst limitiert. Dies hat ein
erneutes Umschlagen der Farbe nach Gelb zur Folge.

Die Auspragung des Farbumschlages korreliert mit der Menge des gebundenen Enzyms und
entspricht der Menge von gebundenem sICAM-1. So ldsst sich mit Hilfe einer Standardkurve
erstellt aus Probenmessungen mit definierten sICAM-1-Konzentrationen (iber die Messung
der Lichtabsorption die Konzentration von sICAM-1 in einer Probe bestimmen.

Die Messungen wurden mit Plasmaproben durchgefiihrt, die nach Abnahme abzentrifugiert
und danach bei -80°C gelagert worden waren. Fir diesen ELISA wurden die Proben nach dem
Auftauen 20-fach verdlnnt. Der im ELISA-Kit mitgelieferter Standard wurde mit 1 ml
destilliertem Wasser rekonstituiert und daraus Verdiinnungen von 50 ng/ml, 25 ng/ml, 12,5
ng/ml, 6,25 ng/ml, 3,13 ng/ml und 1,56 ng/ml hergestellt. In jedes Well wurde 100 pL
sICAM-1 Conjugate (verbundener sICAM1-AK mit Peroxidase) pipettiert und dann dem
Plate-Set-Up entsprechend entweder 100 pl Standart-Kontrolle oder Probe hinzugefiigt.
Dieser Ansatz wurde fur 1% Stunden auf einem Microplate-Shaker bei 500 rpm inkubiert und
anschliefRend die Wells viermal mit Wash-Buffer gewaschen. Die Colour-Reagenzien A (H203)
und B (Tetramethylbenzidin) wurden zu gleichen Teilen gemischt und jedem Well 200 ul
dieses Gemisches hinzugefiigt. Nach 30 Minuten Inkubation im Dunkeln wurde in jedes
Well 50 pl Stopplosung pipettiert und dann die Platte mittels eines Microplate-Readers
(ELISA Reader Model 550, Bio-Rad Laboratories) bei einer Wellenlange von 450 nm mit einer

A-Korrektur bei 540 nm ausgelesen.

3.6.2 8-Isoprostan EIA (Enzymgekoppelter Inmunadsorptionstest)

Die Bestimmung von 8-Isoprostan erfolgte mittels dem ,,8-Isoprostane EIA Kit“ von Cayman
(Iltem No. 516351). Das Prinzip dieses Kits ist das eines kompetitiven Immunassays. Bei
Enzymtests dieses Typs konkurrieren der zu analysierende Stoff und ein ihm &hnlicher
enzymmarkierter Stoff (Tracer) um Antikérperbindungsstellen. Je héher die Konzentration
des zu analysierenden Stoffes gegeniliber dem Tracer ist, desto weniger enzymmarkierter

Tracer wird gebunden. Die Reaktionsgeschwindigkeit der durch das Enzym katalysierten
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Reaktion, nach dem Auswaschen der freien Tracermolekiile, korreliert daher umgekehrt mit
der Konzentration des zu analysierenden Stoffes. Beim diesem EIA wird eine Verbindung aus
8-Isoprostan und der Acetylcholinesterase von Electrophorus electricus als Tracer benutzt.
Die Acetylcholinesterase spaltet Acetylthiocholin, wodurch Thiocholin entsteht. Dieses
reagiert mit Ellman-Reagenz (5,5'-Dithio-bis(2-nitrobenzoesaure)) nichtenzymatisch zu
5-Thio-2-Nitrobenzoesaure, einem Stoff mit starker Lichtabsorption bei 412 nm.
Die zur Messung verwendeten Plasmaproben waren nach Abnahme abzentrifugiert und
danach bei -80°C bis zur Durchflihrung des Tests gelagert worden. Fiir den Test wurden sie
nach dem Auftauen auf Eis im Verhaltnis 1 : 5 mit Eicosanoid Affinity Column Buffer
verdlinnt. In diesem Versuch wurde freies 8-lsoprostan gemessen; eine Lyse des an Lipide
veresterten 8-lsoprostans vor der Messung fand nicht statt. Mithilfe des sich im Kit
befindenden 8-Isoprostan-Standarts wurde eine 8-teilige Verdiinnungsreihe von 500 pg/ml
bis 0,8 pg/ml angelegt. Je 50 ul der Standartreihe oder Probe wurden in die dafir
vorgesehenen mit Mause-Anti-Kaninchen-Immunoglobulin-G beschichteten Wells verteilt.
Danach wurde jedem dieser Wells 50 pl Tracer und 50 pl Kaninchen-8-Isoprostan-Antikorper
beigefiigt. Um die Auswertung zu ermoglichen wurden auBerdem 8 Wells wie folgt
verwendet:
- 2 Wells wurden als Blanko freigelassen
- 3 Wells wurden zum Messen der maximalen Bindungsfahigkeit benutzt
(Hinzuftgen von Buffer statt Probe oder Standard)
- 2 Wells wurde benutzt um die nicht antikorpervermittelte Bindung festzustellen
(100 pl Buffer und 50 pl Tracer)
- mit 1 Well wurde das Absorpstionsmaximum bestimmt
(Hinzuftgen von 5ul Tracer nach den Waschschritten
Die Ansidtze wurden 18 Stunden lang bei 4°C inkubiert und anschlieBend fiinfmal mit
Wash-Buffer gewaschen. Danach wurden jedem Well 200 ul Ellman-Reagenz hinzugefligt
und die Platte hinterher im Dunklen Uber 90 Minuten auf einem Microplate-Shaker

entwickelt. Die Auslesung der Platte erfolgte bei einer Wellenldange von 415 nm.
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3.7 Statistische Auswertung

Statistische Auswertungen erfolgten mithilfe von SPSS (Version 18.0), Graphpad Prism 6, und
Microsoft Excel 2010. Kontinuierliche MessgroRen wurden mittels des Kolmogorov-Smirnov
Tests auf ihre Normalverteilung untersucht. Zur Beurteilung der Ergebnisse des oTTT zu den
verschiedenen Messzeitpunkten in Bezug auf die Ausgangswerte wurden Varianzanalysen
durchgefiihrt. Unterschiede der TG-Konzentration, der Expression von
Monozytenoberflaichenmolekiilen und der Entziindungsmarker zwischen Placebo-Gruppe,
Verum-Gruppe und Kontrollen wurden nach ANOVA (analysis of variance) Analyse mittels
Wilks Lambda- und Dunnett- Test untersucht. Als Signifikant wurden hierbei p-Werte von
<0,05 betrachtet. In der vorliegenden Arbeit werden die Studienergebnisse als Mittelwert +

Standardfehler (sem) (standard error of the mean) angegeben.
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4 Ergebnisse

4.1 Patientencharakteristika

Kurz nach Eintritt in die Studie brach einer der 30 Patienten aus personlichen Griinden seine
Teilnahme ab. Ein weiterer Patient beendete die Studie, da er im Rahmen des oTTTs an
wiederkehrender Ubelkeit und durchfallartigen Fettstiihlen litt. Dies geschah in
gegenseitigem Einvernehmen nach Abschluss der ersten Medikamenteneinnahmephase, bei
der es sich um Verum handelte. Eine vergleichende Placebo-Kontrolle fiir diesen Patienten
fehlt daher. Alle anderen Patienten beendeten die komplette Studie.

Die 29 Patienten, deren Daten in die Auswertung der Studie eingingen, hatten ein
Durchschnittsalter von 66,7 + 1,4 Jahren. Der GroRteil dieser Patienten war mannlich
(22 Patienten / 76 %). Keiner der in der Studie eingeschlossenen Patienten hatte Diabetes.
Im oralen Glukosetoleranz-Test (oGTT) waren allerdings 18 Patienten mit einer gestdrten
Glukosetoleranz (140-200 mg/dl 2 h nach Exposition) auffallig.

Vier der Patienten hatten Adipositas Grad | (BMI 30-34,9), einer Adipositas Grad Il (BMI 35-
39,9). Der durchschnittliche BMI aller Patienten lag bei 27,4 + 0,6. Die durchschnittliche
Waist-to-Hip-Ratio der Manner war 0,99 + 0,01, die der Frauen bei 0,85 + 0,03.

Die basale Serum-TG-Konzentration der Patienten vor Medikation lag bei 133,0 £ 7,9 mg/dl,
die basale Konzentration des LDL-Cholesterins war 96,4 + 3.2 mg/dI.

Fast alle Probanden der Studie waren gemaR der ,Leitlinie zur Diagnose und Behandlung der
chronischen koronaren Herzerkrankung der deutschen Gesellschaft fiir Kardiologie”
behandelt. Alle Patienten nahmen Aspirin und/oder Clopidogrel als Thrombozyten-
aggregationshemmer, 28 Patienten (96,6 %) einen Betablocker, 24 Patienten (82,8 %)
nahmen einen ACE-Hemmer oder einen ATi1-Antagonisten und 26 (89,7%) ein Statin.

Keiner der Patienten nahm ein Fibrat oder ein anderes Medikament, von dem eine
Beeinflussung der TG bekannt ist. Weitere Charakterisierungsmerkmale der Patientengruppe

kénnen der nachfolgenden Tabelle (Tabelle 3) entnommen werden.
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Patienteneigenschaften

Patienten (n=29), 9 + sem

Alter in Jahren

66,714

Maénnlich — Anzahl [%]

22 [75,9 %]

Weiblich — Anzahl [%]

7 [24,1%]

Body-Mass-Index (BMI) 27,4+£0,6
Adipositas Grad | — Anzahl [%] 4 [13,8 %]
Adipositas Grad || — Anzahl [%] 1 [3,4 %]
Bauchumfang (cm) 100,6 £+ 2,0
Hiaftumfang (cm) 105,5+1,2
Waist-Hip-Ratio (WHR) Méanner 0,99 £0,01
Waist-Hip-Ratio (WHR) Frauen 0,85+0,03
Blutdruck systolisch (mmHg) 128,9+3,3
Blutdruck diastolisch (mmHg) 68,4+1,6
Puls (1/min) 66,7+1,7

Bekannter Bluthochdruck — Anzahl [%]

29 [100 %]

Bekannte Hyperlipiddmie — Anzahl [%]

28 [96,6 %]

KHK in der Familienanamnese — Anzahl [%]

12 [41,4 %]

Raucher — Anzahl [%]

4 [13,8 %]

Ex-Raucher — Anzahl [%]

14 [48,3 %]

Diabetes — Anzahl [%]

0 [0%]

Gestorte Glucosetoleranz — Anzahl [%)]

18 [62,1 %]

Betablocker — Anzahl [%]

28 [96,6 %]

Statine — Anzahl [%]

26 [89,7 %]

ASS / Clopidogrel — Anzahl [%]

29 [100 %]

ACE-Hemmer / AT;-Antagonisten — Anzahl [%)]

24 [82,8 %]

Diuretika — Anzahl [%]

13 [44,8 %)

Tabelle 3: Patientencharakteristika
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4.2 Triglyceride (Abb. 11)

Vor und nach Placebo-Einnahme wurden kaum veranderte Nichtern-TG gemessen
(vor: 128,8 + 9,1 mg/dl, danach: 131,5 + 12,4 mg/dl). Dagegen kam es nach der Einnahme
von 4g w3-FS fiir 3 Wochen zu einer signifikanten Absenkung der Nichtern-TG von 137,1
12,9 mg/dl auf 112,2 + 8,6 mg/dl (p < 0,05). Dies entspricht einer Senkung um 22,2 %
(Abb. 11c).

Im Verlauf des oTTT kam es sowohl vor als nach Verum bzw. Placebo zu einem Anstieg der
TG-Werte mit Hohepunkt 4 Stunden nach Fettbelastung.

Dieser Hohepunkt lag unter Placebo-Medikation bei 242,4 + 21,0 mg/dl und entspricht damit
prozentual einer Zunahme der TG auf 197,2 + 12,0 % des Ausgangswertes. Nach der w3-FS
Einnahme fiel dieser TG-Hochstwert mit 205,9 + 17,1 mg/dl um 18,9 % niedriger aus als
zuvor (244,8 + 24,6 mg/dl). Die Absenkung des Triglyceridspiegel-Hohepunkts nach w3-FS
Einnahme war sowohl gegeniiber dem Vortestwert ohne Medikation als auch gegentiiber den
TG-Werten unter Placebo signifikant (jeweils p < 0,05) (Abb. 11d).

Um herauszufinden, ob die TG Uber den gesamten postprandialen Zeitraum genauso
deutlich abgesenkt werden wie zum Zeitpunkt des TG-Maximums, berechneten wir die
Flache unter den TG-Kurven (iber die gesamte Testzeit von 5 Stunden. Auch hier zeigte sich
eine signifikante Verminderung auf 873,1 nach Verum sowohl im Vergleich zu 1033,1 nach
Placebo Einnahme als auch zu dem Vortest ohne Medikation (1042,2) (jeweils p < 0,05)
(Abb. 11e).

Im Gegensatz dazu ergaben sich bei Betrachtung des relativen Anstieges der TG wahrend des
oTTTs gegenliber den Nichtern-TG-Werten keine bedeutenden Veranderungen durch die
Einnahme von w3-FS im Vergleich zu den Werten nach Placebo und den Vortests. Nach
Verum-Einnahme kam es zu einem Anstieg des TG-Spiegels um 192,8 + 12,7 % des
Ausgangswertes innerhalb von 4 Stunden und damit zu einem nur unwesentlich geringerem

als unter Placebo (197,2 + 12,0 %) (Abb. 11f).
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Abbildung 11 :

Graphische Darstellung der Verdnderungen der TG-Konzentration der Patienten wihrend des oTTTs, vor
und nach Einnahme von 4g w3-FS pro Tag bzw. Placebo fiir 3 Wochen.

Nach Einnahme von w3-FS kam es zu einer signifikanten Absenkung der TG-Konzentration iiber den
gesamten Messzeitraum des oTTTs im Vergleich zu den Vortests (Abb. 11b). In der Placebo-Gruppe wurden
dagegen keine relevanten Verinderungen nachgewiesen (Abb. 11a). Die Absenkung der TG-Konzentration
nach Einnahme von w3-FS war gegeniiber den Vorwerten und der Placebo-Gruppe sowohl Niichtern
(Abb. 11c), beim Erreichen des TG-Maximums nach 4h (Abb. 11d) und auch iiber die Integrale der
TG-Kurven (Abb. 11e) signifikant.

Eine signifikante Anderung des relativen TG-Anstieges durch w3-FS oder Placebo iiber den Zeitraum des
oTTTs konnte dagegen nicht nachgewiesen werden (Abb. 11e).



4 Ergebnisse ‘

37

4.3 Cholesterin und Glucose (Abb. 12)

Der oTTT und die Behandlung mit w3-FS beeinflussten weder das HDL noch das
Gesamt-Serum-Cholesterin wesentlich. Die Messwerte des Serum-Gesamtcholesterins
schwankten in den 4 Messungen zu den Zeitpunkten 0, 3, 4 und 5 Stunden nach
Sahneaufnahme nur gering und lagen alle im Mittel im Bereich zwischen 165 mg/dl und
175 mg/dl. Die Behandlung mit w3-FS sorgte fiir eine geringe Absenkung um 3,0% des
nichtern gemessenen Cholesterins von 169,1 + 6,0 mg/dl auf 162,2 + 4,3 mg/d| gegenlber
dem Vortest und um 2,0% im Vergleich mit der Placebo-Messung (165,6 + 5,0 mg/dl)
(jeweils p > 0,05). Auch wahrend dem oTTT wurden in der mit w3-FS behandelten Gruppe
leicht erniedrigte Cholesterinwerte festgestellt. Diese leichten Verdnderungen unter Verum
zeigten in den statistischen Auswertungen jedoch keine Signifikanz gegeniliber der Placebo-
Gruppe (Abb. 12b).

Das HDL reagierte nicht auf den oTTT und schwankte um 50 mg/dl. Nur in der Verum-Gruppe
wurden auf 56 mg/dl erhohte HDL-Werte vor Sahnetrunk gemessen. Dieser geringe HDL-
Anstieg war aber ebenfalls nicht signifikant gegenliber den Vortests (Abbildung 12d). Die
anhand der Friedewald-Formel errechneten LDL zeigten ebenfalls keine Anderung (iber die
Zeit des oTTTs (Abb. 12c).

Die Serumglucose fiel im Verlauf des oTTTs minimal gleichmalig ab von anfanglich
103,8 mg/dl auf 92,6 mg/dl nach 5 Stunden. Verum- oder Placebo-Einnahme zeigte darauf
keinen Einfluss (Abb. 12a).
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Abbildung 12:

Uber den Zeitraum des oTTTs fiel die Serum-Glukose-Konzentration im Mittel leicht ab. Dieser Verlauf
wurde durch die Vorbehandlung der Patienten mit Placebo oder w3-FS nicht wesentlich beeinflusst
(Abb. 12a).

Eine relevante Beeinflussung der Gesamt-Cholesterin-Konzentration durch den oTTT konnte im
Messzeitraum ebenfalls nicht nachgewiesen werden. Nach der Behandlung der Patienten mit w3-FS waren
Niichtern und im weiteren Verlauf des oTTTs die Gesamt-Cholesterinwerte leicht im Vergleich mit dem
Vortest abgesenkt, dies war jedoch statistisch nicht signifikant (p > 0,05) (Abb. 12b).

Das HDL-Cholesterin zeigte keine Verinderungen im Rahmen des oTTTs. Nach der Behandlungsphase mit
®3-FS wurden leicht erhéhte HDL-Niichtern-Werte gemessen. Im Vergleich zu den Vortests war diese
Veridnderung aber ebenfalls nicht signifikant (p > 0,05) (Abb. 12d).

Die LDL-Cholesterin-Konzentration wurde weder durch den oTTT noch durch die Vorbehandlung der
Patienten mit Placebo oder w3-FS in einem relevanten Ausmaf3 beeinflusst (Abb. 12c).
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4.4 Entziindungsparameter (Abb. 13, Abb. 14)

In den Messungen vor Verum-Gabe stieg bei Patienten im Verlauf der Durchfiihrung des
oTTTs das Verhdltnis zwischen neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten von
urspringlich 1,86 + 0,20 (TOh) um 32% in den ersten 3 Stunden auf 2,47 + 0,28 (p < 0,001)
an, bevor es erneut abfiel. Die Behandlung mit w3-FS Gber 3 Wochen modifizierten diesen
Verlauf in keiner relevanten Weise (Anstieg von 1,85 + 0,14 auf 2,40 + 0,23, p < 0,01). Analog
zum Verhaltnis von Granulozyten und Lymphozyten bestimmten wir auch den Quotienten
aus Lymphozyten und Monozyten. Hier zeigte sich in der Messung vor der Einnahme von
w3-FS ebenfalls ein initialer Anstieg von 6,08 + 0,40 auf 8,78 + 1,02. Ahnlich wie bei dem
Verhdltnis von Granulozyten zu Lymphozyten kam es in der Folge zu einem erneuten
Absinken der Werte nach 3 Stunden, das aber im Vergleich deutlich geringer ausfiel. Eine
Beeinflussung dieses Verlaufs durch w3-FS lieB sich weder gegenliber den Vormessungen
noch gegenilber den Testergebnissen nach Placebo-Einnahme feststellen (Abb. 13a und

13b).

Die durchflusszytometrisch erhobenen Marker fir gesteigerte Monozytenaktivitat zeigten im
Messzeitraum keine durch den oTTT ausgelOosten signifikanten Verdanderungen. Bei den
Messungen diente CD14 zur besseren Charakterisierung der Monozytenpopulation. Dieser
Marker wurde auch zur Klassifizierung von CD16 positiven Monozyten in Subgruppen mit
geringer und mit hoher CD14 Expression verwendet.

Eine Beeinflussung dieser Subgruppen und der Expression von CD11b, CD14 und des
MCP1-Rezeptors CCR2 auf den Monozyten durch den hohen Blutfettgehalt lie sich nicht
feststellen. Die Einnahme von w3-FS hatte ebenfalls keine nachweisbare Wirkung auf diese

Aktivationsmarker von Monozyten (Abb. 13c bis 13f).
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Abbildung 13:

Im Verlauf des oTTTs stieg das Granulozyten-/Lymphozyten- Verhaltnis in den ersten 3 Stunden um 32%
und fiel im weiteren Verlauf erneut ab (p < 0,001). Die Behandlung mit 4g ®w3-FS oder Placebo iiber 3
Wochen hatte hierauf keinen relevanten Einfluss (Abb. 13a).

Das Monozyten-/Lymphozyten- Verhiltnis zeigte einen initialen Anstieg im oTTT Verlauf mit erneutem
geringem Absinken in der Folge. Dieser Verlauf wurde durch Placebo oder Verum ebenfalls nicht beeinflusst
(Abb. 13b).

Im Messzeitraum zeigten sich keine signifikanten Veranderungen der durchflusszytometrisch erhobenen
Oberflachenmarker fiir gesteigerte Monozytenaktivitit. Weder die Expression von CD11b, CD14 und CCR2
noch die CD16 Expression auf den Monozyten-Subgruppen mit hoher und niedriger CD14-Expression
zeigten signifikante Veridnderungen im Rahmen des oTTTs oder infolge der Einnahme von Placebo bzw.
®3-FS (Abb. 13 ¢, 13d, 13e und 13f).
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Anhand einer Stichprobe von 20 Patienten
wurden zusatzlich mogliche Veranderungen
der Plasmakonzentration von sICAM1, als
Surrogatmarker  der  Stimulation und
Schadigung von Endothelzellen bestimmt.
AulRerdem wurde 8-Isoprostan zur
Bestimmung des oxidativen Stresses im
Serum von 9 Patienten untersucht.

Das entscheidende Kriterium fir die Auswahl
der Stichproben war in beiden Fallen ein
deutliches Ansprechen der Patienten auf
w3-FS im Sinne einer ausgepragten TG-
-Reduktion. Fanf Stunden nach
Fettaufnahme zeigten sich bei keinem der
beiden Marker signifikante Veranderungen
gegenlber den Ausgangsmessungen. Auch
die Behandlung mit w-3FS hatte auf diese
Parameter keinen entscheidenden Einfluss
(Abb. 14a und 14b).

Zusatzlich erfolgte zu Beginn eines jeden
Testtages die Bestimmung des CRP-Wertes,
der im klinischen Alltag zurzeit neben der
Leukozyten-Messung der weitverbreitetste
Inflammationsparameter ist. An den
einzelnen Testtagen sollte so ein akutes
Entziindungsgeschehen bei den Patienten
mit einer moglichen Relevanz fir andere
Inflammationsparameter ausgeschlossen
werden. Auch auf diesen Parameter zeigte
sich kein Effekt durch eine vorhergehende
Einnahme von w3-FS Uber 3 Wochen im
Vergleich zu den Messungen vor Behandlung

oder nach Placebo-Einnahme (Abb. 14c).
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Abbildung 14:

SICAM-1- und die 8-Isoprostan-Werte veridnderten
sich in keiner relevanter Weise im Verlauf des
oTTT. Auch die Einnahme von w3-FS hatte keine
signifikanten Anderungen zur Folge. Das CRP
wurde durch Verum- oder Placebo-Einnahme nicht
wesentlich beeinflusst.
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5 Diskussion

In der vorliegenden Studie wurde die postprandiale TG-Toleranz bei Patienten mit koronarer
Herzkrankheit ohne Diabetes und ohne Hyperlipidamie mittels eines standardisierten oralen
Tests gemessen. Nach diesem oralen Triglycerid-Toleranz-Test (oTTT) kam es bei den
Patienten zu einem maximalen Anstieg der TG um 78% nach 4 Stunden. Eine signifikante
Beeinflussung der Cholesterinwerte (Gesamtcholesterin, HDL und LDL) durch den oTTT liel8
sich nicht feststellen. Die Behandlung der Patienten mit 4g w3-FS liber 3 Wochen im Rahmen
der vorliegenden doppelblinden Cross-Over-Studie senkte nicht nur die Niichtern-TG um
18%, sondern auch die postprandialen TG um 16% signifikant. Andere Fettwerte wurden
durch die Gabe von w3-FS nicht nennenswert beeinflusst. Weder der Anstieg der TG im
Rahmen des oTTT noch die Behandlung mit w3-FS hatten einen Einfluss auf die Leukozyten-
-Zusammensetzung, die Expression der in dieser Studie bestimmten monozytaren
Oberflachenstrukturen (CD11b, CCR2, CD14 und CD16), die Expression endothelialer

Adhasionsmolekiihle (sICAM-1) oder den oxidativen Stress (8-Isoprostan).
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5.1 Diskussion der Methodik

5.1.1 Probandenkollektiv und Studiendesign

Um trotz der niedrigen Probandenanzahl von nur 30 Patienten eine hdchstmagliche
Aussagekraft dieser Studie zu erreichen, wurde sie in einem randomisierten placebo-
kontrollierten doppelblinden Cross-Over-Design durchgefiihrt. Das elaborierte Studiendesign
ermoglicht es trotz des relativ kleinen Probandenkollektivs wissenschaftliche Aussagen zu
treffen. Trotzdem bleibt die vergleichsweise geringe StudiengréRe von 30 Patienten eine der
Limitationen dieser Studie.

Die Probandengruppe wurde telefonisch bewusst aus einer verhaltnismaRig homogenen
Vorauswahl (Probanden der HCS-Studie mit KHK, Hypertriglyceriddmie und ohne Diabetes)
rekrutiert [118]. Gewisse Einflussfaktoren wie Fibrat-Einnahme wurden als
Ausschlusskriterium bei der Rekrutierung des Studienkollektivs gewertet. Andere
Einflussfaktoren wie Statin-Medikation und Erndhrungsgewohnheiten wurden mittels
Fragebogen erhoben, um die Interpretierbarkeit dieser Studie zu erleichtern und innerhalb
dieser Gruppe fundierte Aussagen treffen zu kénnen.

Durch die Einschrankungen bei der Auswahl des Probandenkollektivs ist eine
Ubertragbarkeit der Studienergebnisse auf andere Bevélkerungsgruppen nur bedingt
moglich. Ebenfalls zu beachten ist, dass ein GroRteil der Studienteilnehmer mannlich war

(76%) und Frauen in den Ergebnissen dieser Studie somit unterreprdsentiert sind.
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5.1.2 Auswahl des Studienmedikaments und der Dauer der Behandlungsphasen

Omega-3-Saurenethylester 90 wurde aus mehreren Griinden als Studienmedikation fir die
vorliegende Studie ausgewahlt:

Erstens ist das Medikament bereits fiir die Indikation Hypertriglyceridamie und zur
Sekundarprophylaxe nach Herzinfarkt in Verbindung mit einer leitliniengerechten Therapie
zugelassen.

Zweitens wurden bisher nur wenige unerwiinschte Arzneimittelwirkungen und
Arzneimittelinteraktionen fiir dieses Medikament beschrieben (siehe Tabelle 3, Seite 25)
[128].

Ein weiterer Vorteil der Wirkstoffe EPA und DHA dieses Medikaments ist die in Studien
bestatigte Senkung der TG ohne nennenswerte Beeinflussung des Gesamtcholesterins oder
der LDL-Konzentration [17][65]. So konnten wir in dieser Studie den Einfluss von w3-FS auf
die postprandialen TG-Erhohung sowie mogliche Auswirkungen des oTTT und der
Medikation auf die Aktivitat von Monozyten weitgehend unabhadngig von diesen Parametern
untersuchen.

Andere Studien hatten gezeigt, dass es bereits nach nur einem Monat Behandlung mit 4g
w3-FS zu einer signifikanten Reduktion des niichtern gemessenen TG-Spiegels kommt [36].
Fiir die vorliegende Studie wurde daher eine 3-wochige Behandlungsphase in gleicher Dosis
fiir ausreichend empfunden. Zwischen die Behandlungsphasen wurde eine Wash-Out-Phase
von ebenfalls 3 Wochen gelegt, wie es in vielen Medikamentenstudien mit Cross-Over-
-Design Ublich ist, um eine gegenseitige Beeinflussung der Messergebnisse unter Placebo

oder Verum zu vermeiden.
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5.1.3 oTTT und Messzeitraum

Zur Messung der postprandialen Triglyceride gibt es noch kein einheitliches
Standardverfahren. In den bisher zu diesem Thema durchgefiihrten Studien finden sich
daher Unterschiede in der Herbeiflihrung eines postprandialen Zustandes [59][75][78][109].
In einigen Studien wurden genormte Testmahlzeiten verabreicht [12][28][81].

Diese Form ermdoglicht es jedoch nicht die TG separat zu untersuchen, da in den Mahlzeiten
neben anderen Fetten ebenfalls groRere Mengen an Kohlenhydraten und Proteinen
enthalten sind. Solche Studien kdnnen daher keine eindeutige Aussage dazu machen,
welcher der verschiedenen Nahrungsbestandteile in den Testmahlzeiten fur die
beobachteten Effekte verantwortlich ist.

Einige Studien verwenden zur Herbeiflihrung einer postprandialen Hypertriglyceridamie
Schlagsahne. Nach den Erfahrungen hinsichtlich Dosierung und Vertraglichkeit in der HCS-
Studie wurde auch in der vorliegenden Studie ein Sahnetrunk von definierter Menge

verabreicht und das im Rahmen der HCS Studie etablierte Messprotokoll verwendet [118].

Da Glucose in der Lage ist eine erhéhte Monozytenaktivitat und Entzindungsvorgange mit
einer Monozytenbeteiligung, wie z. B. eine verstarkte Expression CD11b, zu stimulieren [93],
benutzen wir in unserem Test glucosefreie Sahne, deren Kohlenhydratanteil nur aus Laktose
besteht (siehe Tabelle 1, Seite 23). Die verabreichte Fettmenge entsprach in dieser Studie
80 g. Andere Studien, die die postprandiale Kinetik von TG untersuchten, arbeiteten
teilweise mit geringeren Fettmengen oder passten die applizierte Menge an das
Korpergewicht oder Kérperoberflache der Probanden an [12][112].

Als Einschrankung flir die Ergebnisse dieser Studie muss die mit anderen Studien
vergleichsweise kurze Nachbeobachtungszeit von 5 h nach Fettaufnahme genannt werden
[59][78][81][111]. Innerhalb dieses Zeitraumes wurden die Studienparameter engmaschig
mit Messungen vor der Fettapplikation und nach 3, 4 und 5 Stunden (iberwacht.

Der limitierte Zeitraum der Uberwachung lasst die Méglichkeit offen, dass entscheidende
Veranderungen der Messparameter spater als 5 Stunden nach oTTT in dieser Studie nicht

erfasst worden sind.



5 Diskussion ‘

46

Das Maximum des TG-Spiegels nach Fettbelastung wurde in dieser Studie nach 4 Stunden
erreicht. Zwischen dem TG-Maximum und der letzten in dieser Studie durchgefiihrten
Messung lag also nur eine Stunde. Es ist moglich, dass TG-getriggerte Entziindungsvorgange,
die auf Proteinebene in dieser Studie gemessen wurden, sich erst zu einem spateren
Zeitpunkt manifestieren und daher in dieser Studie keine Beriicksichtigung finden.
Eventuelle frihe Abweichungen der Parameter vor 3 h sind durch das verwendete

Messprotokoll moéglicherweise ebenfalls unbemerkt geblieben.

5.1.4 Analysemethoden

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Molekiile (CCR2, CD11b, CD14, CD16,
sICAM-1 und 8-Isoprostan), die in der Literatur mit einer atherogenen endothelialen
Entzlindungsreaktion in Verbindung gebracht werden im vendsen Blut untersucht
[9][10][15][41][51][69][80][87]. Neben diesen Inflammationsmarkern werden auch die
Leukozytenkonzentration und das Leukozyten-Verhaltnis als Indiz fir inflammatorische
Prozesse betrachtet [5]. Sie wurden in dieser Studie ebenso bericksichtigt. Fir Nachweis
und Quantifizierung von Entziindungsreaktionen bestehen verschiedene Mdglichkeiten. Die
von uns in dieser Studie erhobenen Parameter werden auf unterschiedlichen Ebenen mit

einer endothelialen Dysfunktion in Zusammenhang gebracht:

Differenzialblutbild Leukozyten- Konzentration und -Verhaltnis

CCR2 monozytarer Chemokinrezeptor

CD11b monozytarer Oberflachenaktivationsmarker
CD14 + CD16: monozytare Subgruppen

sICAM-1 gelostes endotheliales Adhasionsmolekiil
8-Isoprostan Marker flir oxidativen Stress

Wir betrachteten bewusst Cytokinrezeptoren, Oberflachenaktivationsmarker von
Monozyten, Adhdsionsproteine und monozytare Subpoplulationen. Dies sollte garantieren,
dass eine mogliche endotheliale Entziindungsreaktion, ausgeldst durch erhéhte TG und

eventuell beeinflusst durch w3-FS, mit hoher Wahrscheinlichkeit nachgewiesen wird. Es
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besteht jedoch trotzdem die Maoglichkeit, dass Inflammationsprozesse (iber andere

Mechanismen in dieser Studie unerkannt geblieben sind.

Bei Durchfiihrung der Studie wurde sehr darauf geachtet eine artifizielle Aktivierung der
Monozyten ex vivo nach der Blutabnahme zu verhindern und somit erzeugte
Falschergebnisse zu vermeiden. Die Messung der monozytdaren Oberflachenstrukturen
erfolgte deshalb direkt anschlieBend an die Abnahme des EDTA-Vollblutes und der
unverziglichen Aufbereitung bei 4°C Kiihlung im Labor.

Da es nicht moglich war sICAM-1 und 8-Isoprostan direkt zu bestimmen, wurde Serum zu
diesem Zweck direkt nach Probenabnahme abzentrifugiert und bei -80°C bis zur

Durchfiihrung der Messungen mittels standardisierten ELISA-Kits gelagert.

Diese Studie beschéftigte sich ausschlieBlich mit im Blut zirkulierenden Monozyten und
Entziindungsmarkern, im  Gegensatz zu anderen Studien, die endotheliale
Entziindungsreaktionen direkt an Endothelgewebe untersucht haben. Es existieren bereits
einige Studien, die eine Entziindungsreaktion im Bereich des Endothels mit Hilfe von
erhohten Entziindungsmarkern im Blut nachweisen konnten [20][37][45][80][87]. Trotzdem
ist nicht ausgeschlossen, dass gerade aktivierte Monozyten aufgrund ihrer vermehrten
Adhédsion am Endothel aus dem Blutstrom entfernt werden und so in unseren Messungen

keine Berlicksichtigung fanden.
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5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Einfluss des oTTT auf Triglyceride und Cholesterinwerte

Getriggert durch den in dieser Studie verwendeten oTTT kam es zu einem maximalen
Anstieg der Triglyceride auf 189,3 + 5,7 % des Ausgangswertes nach 4 h bei Patienten mit
KHK ohne Diabetes, die zu 89,7 % mit Simvastatin behandelt wurden und einem
anschlieBenden Riickgang der gemessenen Werte. Innerhalb des Nachbeobachtungs-
zeitraums dieser Studie von 5 h wurden die TG-Werte vor oTTT nicht erneut erreicht.

Da fast alle Studien zur postprandialen TG-Toleranz unterschiedliche Messprotokolle
verwenden und oftmals keine genauen Angaben (ber die postprandiale TG-Kinetik angeben
sind, ist ein Vergleich mit anderen Studien zu diesem Thema schwierig.

Im Rahmen der ,Copenhagen City Heart Study” wurden bei 66 gesunden Probanden ein
Fetttoleranztest Uber 6 Stunden durchgefiihrt und die TG stiindlich bestimmt. Auch in dieser
Studie kam es wie in der PUFA-Studie zu einem postprandialen Maximum der
TG-Serumkonzentration nach 4 Stunden [76]. Bis zur vollkommenen Normalisierung der
TG-Werte nach einer Mahlzeit dauert es laut einer Metaanalyse zu diesem Thema langer als
8 Stunden [59].

Es ist inzwischen bekannt, dass verschiedene Erkrankungen, Medikamente und
Verhaltensweisen einen Einfluss auf die postprandiale TG-Kinetik besitzen.

In Studien, die die postprandiale TG-Kinetik bei Patienten mit Diabetes Mellitus [42],
Adipositas [14], Hypercholesterinamie, KHK [81] wund arterieller Hypertonie [47]
untersuchten, zeigte sich ein verstarkter TG-Anstieg. Jedoch ldsst sich aufgrund des
Studiendesigns dieser Studien nicht erschlieBen, ob diese Faktoren zu erhoéhten
postpranidalen TG fiihren, oder diese Erkrankungen bei Personen mit einer veranderte
TG-Toleranz vermehrt auftreten. Ebenfalls ist ein kausaler Zusammenhang Uber eine
gemeinsame noch nicht bekannte Ursache denkbar.

In Interventionsstudien konnte gezeigt werden, dass bei (ibergewichtigen Méannern eine
deutliche Gewichtsreduktion [84] und akute sportliche Aktivitdt bei Jugendlichen [53] zu
einer verminderten postprandialen TG-Serumkonzentration fiihrt. Einige Medikamente wie
z.B. Fibrate [101] oder Metformin [43] haben einen dhnlichen Effekt auf die postprandiale

TG-Toleranz.
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Eine Behandlung mit Statinen Uber 4 Wochen fihrte in einer Studie bei Mannern ohne
Hyperlipiddamie zu einer signifikanten Reduktion sowohl der Niichtern-TG (-30 %) als auch
der, nach Gabe einer Testmahlzeit gemessenen, postprandialen TG (-27 %) [78].

In vorliegender PUFA-Studie waren 89,7 % der Probanden auf eine Dauertherapie mit
Statinen eingestellt. Aus diesem Grund ist daher von einer Vorreduktion der TG bei diesen
Patienten auszugehen.

In der von uns durchgefiihrten Studie kam es im Rahmen des oTTT zu keinen signifikanten
Veranderungen des Gesamtcholesterins, des LDL- und des HDL-Cholesterins.

Nicht bei allen Studien, die sich mit induzierter postprandialer Triglyceriddmie beschaftigen,
werden Angaben zu diesen Werten gemacht. Ein Vergleich mit anderen Studien hinsichtlich
der Cholesterinwerte ist daher schwieriger als bei den TG-Werten. Eine niederlandische
Studie, die einen korperoberflaichenadaptierten TG-Toleranztest auf Sahnebasis benutzte,
konnte jedoch ebenfalls keinen signifikanten Einfluss ihres Testes auf Gesamtcholesterin,

LDL und HDL feststellen [112].



5 Diskussion

50

5.2.2 Beeinflussung der Fettwerte durch w3-FS

In Studien zur Auswirkung der Einnahme von w3-FS auf die Niichtern-TG wird bei taglicher
Einnahme von 3-4g w3-FS eine signifikante Reduktion der TG bis zu 45 % beschrieben
[36][85]. Dabei scheint die Absenkung umso starker auszufallen, je hoher die urspriinglichen
TG-Werte sind.

Ob eine Hoch-Dosis-Therapie mit w3-FS auch eine Auswirkung auf postprandiale TG hat, war
bisher nur unzureichend untersucht. Es gab jedoch Hinweise darauf, denn eine Studie
beschrieb schon vor lber 20 Jahren reduzierte postprandiale TG-Anstiege im Blut nach
4-wochiger fischolreicher Diat [35].

Die vorliegende randomisierte, doppelblinde Cross-Over-Studie zeigt nun, dass eine
Behandlung von KHK-Patienten mit Dyslipiddmie und ohne Diabetes mit w3-FS in einer
Dosierung von 4 g pro Tag lber einen Zeitraum von 3 Wochen nicht nur die Nichtern-TG
signifikant senkt (18 %), sondern ebenfalls die postprandialen TG in einer vergleichbaren
GroRenordnung (16 %) reduziert.

Zur Wirkung von w3-FS auf postprandiale TG gibt es bisher kaum Vergleichsstudien. Plat et
al. verglichen den Effekt der Einnahme von 1,2 g EPA Uber einen Zeitraum von 6 Wochen auf
die TG-Toleranz mit dem didtischer MalBnahmen und Gewichtsreduktion an einer Gruppe
von 11 Probanden. In dieser Studie fanden Sie trotz der sehr niedrig gewahlten Dosierung
eine geringgradige Reduktion der postprandialen TG durch w3-FS, jedoch keine signifikante
Reduktion der niichtern gemessenen TG [84].

In Studien zur Wirkung von hochdosierten w3-FS auf Nichtern-TG wurde dagegen bei
Patienten mit schwerer Hypertriglyceridamie (500 - 2000 mg/dl) eine Absenkung um bis zu
45 % gemessen [36][85]. Bei Patienten mit milderen Formen der Hypertriglyceriddamie (150 -
500 mg/dl) kam es in Studien zu einer Absenkung von etwa 30 % [99]. Dies lasst darauf
schlieflen, dass die prozentuale Reduktion von Niichtern-TG durch 4 g w3-FS umso starker
ausfallt, je schwerer die vorrausgegangene Hypertriglyceridamie ist.

Im Gegensatz dazu liel§ sich in dieser Studie wahrend des postprandialen Maximums keine

prozentual verstarkte Absenkung der TG beobachten.
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In den oben genannten Studien wurden die Niichtern-TG deutlich starker gesenkt als in der
vorliegenden Studie. Hierflr konnten verschiedene Griinde die Ursache sein:

Zum einen war ein sehr groBer Teil der Studienpatienten im Rahmen ihrer KHK-Therapie
bereits mit Statinen vorbehandelt (89,7%), die selbst eine deutliche triglyceridsenkene
Wirkung sowohl niichtern als auch postprandial besitzen [78].

Desweitern lagen in unserer Studie die TG-Ausgangswerte der Patienten vor Gabe von 4 g
w3-FS mit 137,1 + 12,9 mg/dl deutlich unterhalb derer der Probanden der Studien zur
Medikamentenwirkung auf die Niichtern-TG bei schwerer Hypertriglyceridamie.

Drittens wurde die starkste TG-Senkung in der Studie von Harris et al. erst nach einer
Behandlungsphase von 4 Monaten erzielt, auch wenn nach bereits einem Monat eine
deutliche TG-Reduktion nachweisbar war [36].

Bei Ende des Nachbeobachtungszeitraumes von 5 Stunden waren in der vorliegenden Studie
die urspriinglichen Nichtern-TG-Spiegel noch nicht wieder erreicht. Daher lasst sich anhand
dieser Studie keine Aussage dariber treffen, ob die Gabe von hochdosierten w3-FS zu einer
beschleunigten postprandialen Normalisierung des TG-Spiegels fihrt, verglichen mit der in
einer Metastudie ermittelten Zeit von (ber 8 Stunden bis zur vollkommenden
Normalisierung der TG-Werte ohne w3-FS Gabe [59].

Nach den Ergebnissen der von uns durchgefiihrten PUFA-Studie senken 4 g w3-FS nicht nur
die Nichtern-TG sondern ebenfalls die postprandialen TG. Sie sind damit zur Therapie der

postprandialen Triglyceriddmie geeignet.

Gesamtcholesterin und HDL wurden in dieser Studie vor und wahrend des oTTT nicht
wesentlich durch die Behandlung mit 4 g w3-FS beeinflusst. Das LDL-Cholesterin wurde nur
in Ausnahmefallen (Triglyceride > 400 mg/dl) direkt bestimmt und ansonsten mittels der

Friedwaldformel berechnet. Auch hier wurden keine signifikanten Veranderungen registriert.

Die Studienlage tber den Einfluss der Wirkstoffe EPA und DPH auf Cholesterin ist allerdings
nicht einheitlich. Wahrend manche Studien, ahnlich wie unsere Studie trotz Verwendung von
triglyceridsenkenden Dosierungen, keine starkere Beeinflussung des LDLs und des
Gesamtcholesterins feststellen konnten [17][65], kam es in anderen Studien mit
hochdosierten w3-FS zu einem signifikanten Anstieg der HDL-Konzentration und einer

Reduktion des Gesamtcholesterins und des LDLs [36][85].



5 Diskussion

52

5.2.3 Auswirkung des oTTTs auf inflammatorische Marker

Eine Entziindungsreaktion der Gefalle, die mit Aktivierung von Monozyten einhergeht, spielt
bei der Pathogenese der Atherosklerose eine entscheidende Rolle [34].

In unserer Studienhypothese gingen wir davon aus, dass die Lipolyse von Chylomikronen-
und VLDL-Remnants in der postprandialen Phase mit einer Freisetzung von Fettsauren und
oxidierten Phosphorlipiden einhergeht. Wir nahmen an, dass diese im Rahmen einer frithen
Phase der endothelialen Dysfunktion eine Entziindungsreaktion bei den Zellen der
angeborenen Immunantwort auslésen und so zu einer anhand von Oberflachenstrukturen
nachweisbaren Aktivierung von Monozyten fiihren [97]. Dafiir sprach, dass in ex vivo Studien
bereits eine derartige Monozytenaktivierung durch  postprandiale lipolytische
triglyceridreiche Lipoproteine feststellt werden konnte [19].

Unsere Studie konnte im Gegensatz zur Studienhypothese keinen stimulierenden Einfluss
postprandialer Triglyceride auf die Expression der monozytaren Oberflachenantigene C11b,
CCR2, CD14 und CD16 im Messzeitraum von 5 Stunden finden. Somit ergibt sich aus dieser
Studie kein Hinweis auf eine Stimulation von Monozyten durch postprandiale TG.

Ebenfalls wurden im Rahmen der Studie im Blut der Probanden keine erhdhten
Serumkonzentrationen von sICAM-1 nach oTTT gemessen. Wir fanden also keinen
Anhaltspunkt darauf, dass postprandiale TG, im Rahmen einer frihen Stufe der
endothelialen Dysfunktion eine vermehrte Expression von ICAM-1 auf Endothelzellen
auslosen.

Im Gegensatz hierzu konnte eine Arbeitsgruppe der Universitat Utrecht nach Durchfiihrung
eines TG-Toleranztests in mehreren Versuchsreihen vermehrte CD11b Oberflachenmolekdle
auf Monozyten durchflusszytometrisch nachweisen. Dabei kam es zu einem initialen Anstieg
nach 1 Stunde und einem Maximum nach 6 Stunden [2][110]. Die Versuche in Utrecht
wurden an gesunden Probanden durchgefiihrt. Eine lipidsenkende Therapie galt als
Ausschlusskriterium. In einer weiteren Studie dieser Arbeitsgruppe zur Auswirkung einer
Rosuvastatin-Therapie auf Leukozyten in der postprandialen Phase kam es erst nach 8
Stunden zu einem signifikanten Anstieg der MFI von CD11b auf Monozyten [111]. Eine
andere Arbeitsgruppe beschrieb einen CD11b Anstieg auf Monozyten nach Verabreichung

einer fettreichen Testmahlzeit [28].
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Zur Auswirkung postprandialer Triglyceride auf ICAM-1 gibt es widersprichliche Daten. In
einem Tierversuch konnte bei Ratten nach einer fettreichen Diat liber 4 Wochen eine
vermehrte ICAM-1-Expression in der Aortenwand feststellen werden [70]. Auf postprandial
erhohte sICAM-1-Spiegel beim Menschen fand sich dagegen in einer Studie zur Auswirkung

von fettigem Essen an normal- und ibergewichtigen Jungen kein Anhalt [55].

Da es bisher keinen Standard zur Erzeugung postprandialer Triglyceriddmien gibt, fallt
aufgrund unterschiedlicher Test- und Messprotokolle der direkte Vergleich zwischen Studien
schwer. Fir ihre Tests benutzte die Arbeitsgruppe der Universitat Utrecht einem dem oTTT
dhnlichen TG-Toleranztest, bei dem die Probanden Sahne mit 40% Fettgehalt tranken. Die
Menge wurde dabei nach der Kérperoberfliche bemessen [110]. Diese Studien erfolgten
jedoch teilweise ohne Kontrollgruppen, daher sind die Ergebnisse schwierig einzuordnen
bzw. zu interpretieren [2]. Auffdllig an den Ergebnissen der Arbeitsgruppe der Universitat
Utrecht ist, dass Statine scheinbar die postprandiale Expression von CD11b auf Monozyten
verzégern und es unter Statin-Therapie erst nach 8 Stunden zu einem milden Anstieg der
MFI von CD11b auf Monozyten kommt [111].

In der vorliegenden Studie nahmen 89,7 % aller Teilnehmer im Rahmen ihrer KHK-
-Sekundarpravention Statine zur Cholesterinsenkung ein. Daher ist es moglich, dass der
Nachbeobachtungszeitraum der vorliegenden Studie mit 5 Stunden zu kurz war um derartige
Effekte beobachten zu kénnen.

Dass Statine einen verzogernden und abschwachenden Effekt auf die triglyceridinduzierte
CD11b Expression von Monozyten haben, ist angesichts der pleiotropischen Wirkweise
dieser Medikamentenklasse nicht unwahrscheinlich. Hierfiir spricht, dass Weber et al. in
ihrer Studie eine geminderte CD11b-Expression bei Patienten mit Hypercholesterinamie
unter Therapie mit Statinen fanden [116].

Es ist bekannt, dass HMG-CoA-Reduktasehemmer nicht nur den Cholesterinstoffwechsel
beeinflussen, sondern auch eine relevante antiinflammatorische Effektkomponente besitzen
[96]. In verschiedenen Studien wurden unter Statin-Therapie erniedrigte
Serumkonzentrationen von CRP und von inflammatorisch wirksamen Cytokinen beobachtet
[3]. So wurde fiir verschiedene Statine ein Einfluss beobachtet sowohl auf die Monozyten
Migration und Adhdsion sowie die Ausschittung von MCP-1 und sICAM-1 als auch auf die

Expression von Monozyten-Oberflachenmolekilen wie TLR4 [62].
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In der anderen Studie zur postprandialen CD11b-Expression wurden standardisierte
Mahlzeiten verwendet. Diese bestanden Ulberwiegend aus Fetten, aber auch aus
Kohlenhydraten und Proteinen. Daher kann nicht ausgeschlossen werden, dass die in dieser
Studie gemessenen Entziindungsreaktionen auf andere verwendete Nahrungsbestandteile
zurlickzufiihren sind [28]. Besonders erhohte Glucose-Spiegel kdnnten Ergebnisse in diese
Richtung beeinflusst haben [73][93]. In der vorliegenden Studie fiel die Serumglucose
wahrend des Zeitraumes der oTTT-Messung leicht innerhalb ihrer physiologischen Grenzen
ab. Diese Veranderung war aber so gering, dass von einem biologischen Einfluss auf die
gemessenen Entziindungsmarker eher nicht auszugehen ist. Der beobachtete Abfall der
Blutglucose wahrend der Zeit des oTTTs ist am ehesten durch die lange Phase ohne
relevante Zuckeraufnahme der Patienten, vom Abend des Vortages bis zur letzten
Blutabnahme um etwa 13 Uhr des Testtages, zu erklaren.

Das Maximum der Hochregulierung von ICAM-1, stimuliert durch Endotoxin, wird auf
Endothelzellen von Ratten erst nach 9-12 Stunden erreicht [77]. Es ist dementsprechend
gut moglich, dass Veranderungen von sICAM-1, das durch proteolytische Abspaltung aus
ICAM-1 gebildet wird, erst nach Ende des Nachbeobachtungszeitraumes unserer Studie

auftraten.

Alle in der PUFA-Studie gemessenen Oberflachenrezeptoren (CD14, CD16, CD11b, CCR2) und
sICAM-1 werden aufgrund vielfaltiger Studienergebnisse in einen direkten Zusammenhang
mit der Pathogenese der Atherosklerose gebracht [10][20][41][80][87][123]. Des Weiteren
ist die pathophysiologische Bedeutung von Monozyten fiir die Atherosklerose unumstritten.
Allerdings konnen atherosklerotische Vorgidnge beim Menschen nur schwer sichtbar
gemacht werden. Unsere negativen Ergebnisse hinsichtlich der o.g. Parameter kénnten auch
damit zusammen hédngen, dass aufgrund der verstarkten Aktivierung eine verstarkte
Anheftung von Monozyten an das Endothel stattfindet und daher ein Teil dieser Zellen nicht
im peripheren Blut messbar ist. In wieweit die im peripheren Blut messbaren Monozyten
reprasentativ sind fiir die am Endothel gebundenen, an der Atherogenese beteiligten

Monozyten und Makrophagen, ist leider bisher unzureichend untersucht.
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Im Rahmen der Studie wurde das Verhiltnis zwischen neutrophilen Granulozyten und
Lymphozyten bestimmt. Dies gilt bisher als der wichtigste bekannte Lymphozyten-
-Parameter zur Vorhersage der Langzeitmortalitdt eines kardialen Ereignisses [5]. Nach
Fettaufnahme kam es in dieser Studie zu einem signifikanten Anstieg dieses Verhaltnisses
und ebenfalls des Verhaltnisses zwischen Monozyten und Lymphozyten.

In den Studien der Arbeitsgruppe der Universitat Utrecht wurde eine vergleichbare
Anderung des Granulozyten- und Lymphozyten-Verhéltnisses gefunden [109][110]. Auch hier

kam es zu einem Anstieg der Neutrophilen mit Maximum 3 Stunden nach Sahnetrunk.

Im Fall der vorliegenden Studie ist es jedoch wahrscheinlich, dass die Veranderungen in der
Leukozyten-Zusammensetzung des Blutes nicht durch den Anstieg der Blutfette
hervorgerufen wurden. Eher lassen sich diese Verdanderungen auf eine tageszeitabhangige
Regulation des Immunsystems zurlckfiihren. Dies konnte eine andere Arbeit der
Forschungsgruppe unter Prof. Dr. U. Laufs aufzeigen, in der die Auswirkung des von uns
benutzen oTTTs (250 ml Sahne, Zusammensetzung siehe Tab. 1, Seite 23) gegeniber 250 ml
Wasser auf vaskuldre Entziindungsmarker und Monozytenaktivation an gesunden
Probanden untersucht wurde [95]. Diese tageszeitabhdngigen Schwankungen in der
Lymphozyten-Zusammensetzung stehen moglicherweise mit den Schwankungen des

Kortisolspiegels in Zusammenhang [83].
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5.2.4 Einfluss von w3-FS auf Entziindungsmarker

Wahrend einige Studien zur Auswirkung von w3-FS auf die humoralen Entziindungsmarker
CRP und auf sICAM-1, als Marker einer endothelialen Aktivierung existieren, findet sich in
der Literatur bisher eine nur unzureichende Studienlage zum Effekt einer hochdosierten
Gabe von w3-FS Gber mehrere Wochen auf monozytare Oberflachenstrukturen.

In unserer Studienhypothese gingen wir von einer Reduktion inflammatorischer
Entziindungsmarker aus, insbesondere von einer Attenuierung eines maoglichen
postprandialen Anstieges der gemessenen Inflammationsmarker.

Jedoch konnten wir in der vorliegenden Studie weder pra- noch postprandial eine
signifikante Auswirkung der Einnahme von 4 g w3-FS pro Tag auf die untersuchten
Oberflachenmarker monozytarer Aktivitat (CD11b, CD14, CCR2 und CD16) sowie auf
monozytdre Subgruppen, oder die humoralen Entzindungsmarker sICAM-1 und CRP
feststellen. Die oben beschriebenen Veranderungen der Lymphozyten-Zusammensetzung
wahrend des Zeitraumes des oTTTs wurden ebenfalls nicht durch w3-FS-Einnahme
beeinflusst.

Soweit bekannt untersuchte bisher nur eine andere Studie die Effekte w3-FS auf
postprandiale Entziindungsvorgange. In dieser Studie verglichen Plat et al. den Effekt einer
Substitution von 1,2 g w3-FS mit dem einer diatisch forcierten Gewichtsreduktion [84]. Bei
dieser Studie wurde eine Reduktion von MCP-1 durch w3-FS festgestellt, jedoch keine
Auswirkung auf sICAM-1 und CRP. Diese Ergebnisse sind mit denen der PUFA-Studie
kongruent. Anzumerken ist jedoch, dass angesichts der in Studie von Plat et al. sehr geringen
w3-FS-Dosierung und der GroRe von nur 11 Probanden, die Ergebnisse nur eingeschrankte
Aussagefahigkeit besitzen. Aber auch in Studien, die w3-FS hochdosiert einsetzten, liel} sich
keine signifikante Auswirkung auf den CRP-Spiegel feststellen [17][49].

Im Gegensatz hierzu stellte eine Metanalyse von 18 randomisierten Studien zur Wirkung von
w3-FS auf die Konzentration geloster Adhasionsmolekiile fest, dass sICAM-1 bei Gesunden
und bei Patienten mit Dyslipidaemie durch w3-FS signifikant gesenkt wird [120]. Dass ein
derartiger Effekt in der vorliegenden PUFA-Studie nicht nachweiRbar war, kénnte an dem
hohen Prozentsatz der Studienteilnehmer unter Dauertherapie mit Statinen und deren

antinflammatorischen Wirkungskomponente gelegen haben.
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5.2.5 Messung des oxidativen Stresses

In unserer Studienhypothese gingen wir davon aus, dass postprandial erhéhte TG zu
verstarktem systemischen oxidativen Stress fliihren und diese Reaktion moglicherweise
durch w3-FS beeinflusst wird. Um den oxidativen Stress in der vorliegenden Studie zu
guantifizieren benutzen wir 8-lsoprostan. Dieses gehort zur Klasse der Isoprostaglandine, die
bei der nicht-enzymatischen Oxidation von Arachidonsadure durch freie Sauerstoffradikale im
Korper gebildet werden und als gute Surrogatparameter fiir den oxidativen Stress gelten
[30][68]. Entgegen unserer Erwartungen konnten wir in dieser Studie keine erhdhten
Plasmaspiegel von 8-Isoprostan nach Fettbelastung feststellen.

In der Literatur findet sich hinsichtlich der Fragestellung, ob erhéhte Konzentrationen von
Fettsduren zu oxidativem Stress flihren, eine uneinheitliche Studienlage.

Wahrend bei einigen Studien fettreiche Mahlzeiten zu einem Anstieg von Markern fir
oxidativen Stress fuhrten [79][107], konnten andere Studien keinen Einfluss von Fetten auf
den oxidativen Stress feststellen oder zeigten gar eine Verminderung des oxidativen Stresses

nach Fettaufnahme [82].

Ex-vivo-Studien haben gezeigt, dass Fettsauren ein desto hoheres oxidatives Potential
besitzen, je mehr ungesattigte Verbindungen sie aufweisen [13]. Daher besteht die
Moglichkeit, dass w3-FS als mehrfach ungesattigte FS selbst zu einer Erhéhung des
oxidativen Stresses fiihren kénnten.

In-vivo-Studien zu diesem Thema ergaben unterschiedliche Ergebnisse. Eine Studie zeigte,
dass die Substitution von w3-FS zu vermehrter Isoprostanbildung nach Sport fiihrt [57]. Eine
andere Studie fand keinen Unterschied zwischen Fettbelastungen mit gesattigten und
ungesattigten Fettsauren (EPA und DHA) auf der Plasmakonzentration von 8-Isoprostan [38].
In zwei weiteren Studien wurde eine Reduktion des oxidativen Stresses nach Substitution
von w3-FS festgestellt [46][66].

In der vorliegenden Studie wurde die Konzentration von 8-Isoprostan im Plasma durch die

Einnahme von 4g w3-FS (iber den Zeitraum von 3 Wochen nicht signifikant beeinflusst.
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6 Schlussfolgerung

In der vorliegenden randomisierten placebokontrollierten Cross-Over-Studie fihrte die
Einnahme von 4 g w3-FS pro Tag Gber einen Zeitraum von 3 Wochen bei KHK-Patienten ohne
Diabetes und mit zusatzlicher Statin-Langzeittherapie zu einer signifikanten, prozentual
vergleichbaren Reduktion sowohl der Niichtern-TG als auch der postprandialen TG. Dieses
Ergebnis zeigt, dass 4 g w3-FS in diesem Patientenklientel nicht nur zur Senkung der
Nuchtern-Triglyceridkonzentration sondern auch von postprandialen TG geeignet sind.

Die TG-Senkung durch w3-FS erfolgte dabei selektiv ohne Beeinflussung des
Gesamtcholesterins oder des HDL- und des LDL-Cholesterins. Dadurch sind w3-FS sehr gut
fir weiterfihrende Langzeitstudien geeignet, welche untersuchen inwieweit Patienten von
einer selektiven triglyzeridsenkenden Therapie profitieren kdnnen. Solche Studien wiirden
zum Verstandnis des Einflusses erhohter TG-Spiegel auf die Pathogenese der Atherosklerose

beitragen.

Im Gegensatz zu unserer Studienhypothese konnten wir keinen Effekt von postprandialen TG
auf monozytare Aktivierung und Entziindungsprozesse nachweisen. Ebenfalls zeigte sich
keine Modifikation von entzlindlichen Prozessen oder der Monozyten-Aktivierung durch die
Einnahme von 4 g w3-FS pro Tag.

Ein GroRteil aller Studienteilnehmer nahmen Statine ein. Aufgrund der antiinflam-
matorischen Wirkung dieser Substanzgruppe ist nicht auszuschlieRen, dass in unserer Studie
mogliche postprandiale inflammatorischen Effekte abgeschwacht oder verzogert auftreten
sein konnten und so wahrend des Nachbeobachtungszeitraums nicht detektiert wurden.
Weitergehende vergleichende Studien postinflammatorischer Effekte bei Patienten ohne
Statineinnahme sind daher sicherlich sinnvoll.

Falls in dieser Studie die gleichzeitige Einnahme von Statinen tatsachlich dafir
verantwortlich sein sollte, dass keine Effekte auf inflammatorische Parameter festgestellt
werden konnten, scheint in Bezug auf die gemessenen Entziindungsparameter eine
Kombinationstherapie von w3-FS mit Statinen keinen Vorteil gegeniber einer

Statinmonotherapie zu besitzen.
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