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Zusammenfassung/Abstract 1

1 Zusammenfassung

Epidemiologische Studien geben Hinweise darauf, dass die Messung der postprandialen

Serumtriglyceride eine höhere Aussagekraft bezüglich des kardiovaskulären Risikos hat

als die Messung beim nüchternen Patienten.

Atherosklerose ist eine entzündliche Krankheit, bei der es zu Ansammlungen von Li-

piden und bindegewebigen Anteilen in der Arterienwand kommt. Hierbei spielen Mo-

nozyten, die sich durch Aufnahme von Lipoproteinen zu Schaumzellen entwickeln, eine

entscheidende Rolle.

Diese Arbeit beschäftigt sich dem E�ekt einer postprandialen Triglyceridämie auf in-

�ammatorische, insbesondere monozytäre Parameter der Atherosklerose, mit dem Ziel

eine mögliche Triglycerid�induzierte Monozytenaktivierung zu identi�zieren. Hierzu wur-

den zunächst 23 Probanden ohne bekannte kardiovaskuläre Vorerkrankungen untersucht.

Ein Teil dieser Probanden fungierte in einem weiteren Versuchsdurchlauf als Negativkon-

trolle. Auÿerdem wurden 30 Probanden mit koronarangiographisch gesicherter koronarer

Herzkrankheit (KHK) untersucht. Zur Induktion einer Triglyceridämie wird ein oraler

Triglyceridtoleranztest (oTT) bestehend aus 250ml Sahne mit einem Fettanteil von 30-

32% eingesetzt. Zur Negativkontrolle wurde statt Sahne Wasser aufgenommen.

Nach oTT kam es zu einem signi�kanten Anstieg der Serumtriglyceridkonzentration,

der sich bei der Negativkontrolle nicht zeigte. Unabhängig von der Triglyceridbelastung

kam es zu einem relativen Anstieg der neutrophilen Granulozyten zugunsten eines Ab-

falls der Lymphozyten und der Monozyten, wobei die Leukozytenkonzentration an sich

unverändert blieb. Die Expression des Ober�ächenproteins CD11b auf Monozyten blieb

stets unverändert. Die Expression von CD14 auf Monozyten blieb bei den gesunden Pro-

banden nach oTT gleich, nach Wasser �el sie ab. Bei KHK�Patienten �el sie nach oTT

ab. Die Zusammensetzung der zirkulierenden Monozyten bezüglich ihrer Subpopulatio-

nen, die anhand der Expression von CD14 und CD16 de�niert sind, blieb sowohl 5 h

nach der Aufnahme von Sahne als auch von Wasser unverändert. Es konnte keine trigly-

ceridbedingte Veränderung der monozytären Genexpression von IL6, IL1b, MCP1 und

TNFa beobachtet werden. Die unveränderten Serumkonzentrationen von TNFa und von
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sICAM deuten darauf hin, dass es nach oTT weder zu erhöhter systemischer In�am-

mation noch zu verstärkter endothelialer Aktivierung kommt. Die Serumkonzentration

des CCR2�Liganden MCP1 zeigte sowohl nach oTT als auch nach Wasser einen Abfall.

Die Konzentration des Chemokins Fractalkine blieb stets unverändert. Bezüglich der Ex-

pression der entsprechenden Chemokinrezeptoren auf zirkulierenden Monozyten ergab

die vorliegende Arbeit, dass die Expression von CCR2 und CX3CR1 durch orale Tri-

glyceridaufnahme moduliert wird. Die MFI beider Rezeptoren sank in der Gruppe der

Negativkontrolle signi�kant innerhalb der Beobachtungszeit, während sie nach dem oTT

unverändert blieb. Dies impliziert, dass die Expression dieser Chemokinrezeptoren einer

zirkadianen Rhythmik unterliegt, welche durch Triglyceridbelastung moduliert wird.

Insgesamt bietet die vorliegende Arbeit wenig Anhalt für einen Ein�uss postprandialer

Triglyceride auf zirkulierende Monozyten und in�ammatorische Moleküle. Insbesondere

zeigt sich keine quantitative Korrelation zwischen der postprandialen Triglyceridkonzen-

tration und den untersuchten Parametern der Monozytenaktivierung.
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Abstract

Epidemiologic studies suggest that postprandially obtained trigylceride levels play a more

important role for the cardiovascular risk evaluation than fasting triglycerides.

Atherosclerosis is an in�ammatory disease which is characterized by an accumulation

of lipids and connective tissue in the arterial vessel wall. Monocytes, which form foam�

cells by taking up lipoproteins, play a crucial role in the formation and progression of

atherosclerotic plaques.

Working on the postprandial e�ect of triglyceridemia on in�ammation and particularly

on monocytes, this study aims to identify potential triglyceride�induced monocyte acti-

vation. First, 23 healthy subjects without any cardivascular disease were tested. A part of

them formed a control group. Furthermore we investigated 30 patients with coronary he-

art disease proofed by angiography. An oral triglycerid tolerance (oTT) test consisting of

250ml fresh whipping cream (fat content 30-32%) was used to induce a triglyceridemia.

In the control group water was used instead of cream.

After oTT triglyceride levels increased signi�cantly, while they remained unchanged

in the control group. The neutrophil count increased, whereas lymphocyte and mono-

cyte counts decreased after oTT as well as after water. The leukocyte count remained

unchanged. The expression of CD11b on monocytes always remained unchanged. The

expression of CD14 remained unchanged in healthy subjects after oTT and decreased in

the control group. In patients with CAD it decreased after oTT. The frequency of the

monocyte subsets, de�ned according to their expression of CD14 and CD16, remained

unchanged after water as well as after oTT. Triglycerid�dependend alterations of the

gene�expression of IL6, IL1b, MCP1 and TNFa were not observed. The constant serum

concentrations of TNFa and sICAM suggest that the oTT does neither leads to an incre-

ased systemic in�ammation, nor to an endothelial activation. The serum concentration

decreased after oTT as well as after water. The serum concentration of fractalkine always

remained unchanged. Concerning the expression of chemokine receptors on monocytes,

this study showed that the oral fat load modulates the expression of CCR2 and CX3CR1.

The MFI of these receptors decreased signi�cantly in the control group whereas it remai-
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ned unchanged after oTT. That implies that the expression of these chemokine receptors

exhibit a circadian variation which is modulated by oral fat load.

In summary this study does not provide evidence for an in�uence of postprandial

triglycerides on circulation monocytes and in�ammatory cytokines. In particular there

was no quantative correlation between the postprandial triglyceride concentration and

the investigated parameters of monocyte activation.



Einleitung 5

2 Einleitung

2.1 Bedeutung der Atherosklerose

Atherosklerose ist eine Erkrankung der Gefäÿwände, bei der es zu plaqueförmigen Ver-

dickungen und Verhärtungen kommt. Sie betri�t verschiedene Gefäÿregionen. Klinische

Folgen ergeben sich in Abhängigkeit vom betro�enen Gefäÿbett. Zum Beispiel kann Athe-

rosklerose im zentralen Nervensystem Schlaganfälle und zerebrale Ischämien verursachen.

In der Peripherie ist Atherosklerose die Ursache für Durchblutungsstörungen, die sich in

Form von Claudicatio intermittens oder Gangrän äuÿern können. Die Atherosklerose der

Herzkranzgefäÿe führt zur koronaren Herzkrankheit (KHK), welche Myokardinfarkte und

Herzinsu�zienz zur Folge haben kann.

Insbesondere die Manifestationen der Atherosklerose am Herzen sind von groÿer epide-

miologischer und gesundheitspolitischer Bedeutung: Atherosklerotisch bedingte Krank-

heiten des Herzens führen die deutsche Todesursachenstatistik des deutschen Statisti-

schen Bundesamtes an: 2010 verstarben 72 734 Menschen infolge einer chronisch ischämi-

schen Herzkrankheit121;122. Das entspricht 8,5% der Verstorbenen dieses Jahres. In der

Statistik folgen der akute Myokardinfarkt mit einem Anteil von 6,5% und die Herzinsuf-

�zienz mit einem Anteil von 5,6% aller Todesursachen121. Die Daten der Bundesrepublik

Deutschland sind beispielhaft für die Industrienationen und die ganze Welt.

Atherosklerotische bedingte kardiovaskuläre Erkrankungen führen nicht nur zu einem

Verlust an Lebenszeit sondern auch an Lebensqualität. In das Konzept der Disability

Adjusted Life Years (behinderungsbereinigte Lebensjahre, DALY) gehen sowohl die An-

zahl der durch frühzeitigen Tod verlorenen Lebensjahre als auch der Grad der durch eine

Krankheit verursachten Behinderung ein. 2002 nahm die KHK weltweit Platz 6 in diesem

Konzept ein. Es wird geschätzt, dass sie 2030 Platz 3 einnehmen wird74.

Atherosklerotisch bedingte Krankheiten beeinträchtigen die Gesellschaft überdies durch

die enormen Kosten, die sie verursachen. Sowohl die direkten als auch die indirekten Kos-

ten, die durch kardiovaskuläre Krankheiten und Apoplexie verursacht werden, steigen

ständig an. Kardiovaskuläre Krankheiten kosten mehr als irgendwelche anderen Krank-

heiten135.
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2.2 Die Pathophysiologie der Atherosklerose

Bei der Atherosklerose kommt es zu Ansammlungen von Lipiden und bindegewebigen

Anteilen in der Arterienwand. Die frühesten atherosklerotischen Läsionen werden Fett-

streifen genannt. Sie bestehen aus den sogenannten Schaumzellen, die sich im subendothe-

lialen Raum der Arterienwand ansammeln. Schaumzellen sind Makrophagen, die sich aus

Monozyten durch Aufnahme von modi�zierten (zum Beispiel oxidierten) Lipoproteinen

entwickeln. Fettstreifen werden beim Menschen ab der ersten Lebensdekade beobachtet

und sind ohne direkte klinische Folgen. Es besteht jedoch die Möglichkeit, dass sich aus

dem Fettstreifen eine fortgeschrittene �bröse atherosklerotische Läsion entwickelt. Diese

besteht aus einem lipidreichen nekrotischen Kern und einer �brösen Kappe, die vor al-

lem aus glatten Muskelzellen und extrazellulärer Matrix besteht. Diese Plaques werden

zusehends komplexer. Es kommt zu Kalzi�zierungen und Ulzerationen an der lumenzuge-

wandten Seite. Abbildung 1 auf der nächsten Seite zeigt die Entwicklung einer komplexen

atheromatösen Läsion.

Atherosklerotische Plaques können über verschiedene Mechanismen klinisch apparent

werden. Zum Einen können fortgeschrittene Plaques durch ihre Gröÿe Gefäÿe stenosieren.

Eine andere klinisch wichtige Komplikation einer atherosklerotischen Plaque ist seine

Ruptur, die zur Thrombenbildung führt und eine akute Minderperfusion distal der Läsion

nach sich zieht66.

Die Atherosklerose stellt eine multifaktorielle Erkrankung dar, zu deren Manifestation

verschiedene kardiovaskuläre Risikofaktoren beitragen. Die kumulative Inzidenz von Ri-

sikofaktoren führt zu einer überadditiven Steigerung des kardiovaskulären Risikos87. Die

klassischen kardiovaskulären Risikofakoren werden in modi�zierbare wie Zigarettenrau-

chen, arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus und Dyslipidämie in Form eines erhöhten

LDL�Cholesterins und eines erniedrigten HDL�Cholesterins und in nicht�modi�zierbare

wie positive Familienanamnese für kardiovaskuläre Erkrankungen, männliches Geschlecht

und Alter unterteilt.
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(a) Endotheliale Dysfunktion (b) Bildung eines Fettstreifens

(c) Fortgeschrittene atheromatöse Läsion (d) Instabile �bröse Plaque

Abbildung 1: Die Atherogenese modi�ziert nach Ross107

2.3 Der entzündliche Charakter der Atherosklerose

Man war lange der Meinung, dass vor allem die Einlagerung von Lipiden für die Athe-

rosklerose verantwortlich sei. Heute stimmt man überein, dass weit mehr zelluläre und

molekulare Mechanismen an der Atherosklerose beteiligt sind und sie nicht nur eine

Sto�wechsel� sondern auch eine entzündliche Krankheit ist107.

Der Zusammenhang zwischen kardiovaskulären Risikofaktoren, In�ammation, Athero-

sklerose und kardiovaskulären Erkrankungen wird wie folgt beschrieben: Die Risikofak-

toren führen in den Gefäÿen zu oxidativem und mechanischem Stress. Dadurch kommt
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Risikofaktoren

↓

Oxiadativer und mechanischer Stress

In�ammation

↓

Frühe endotheliale Dysfunktion

↓

Atherothrombose

Progressive kardiovaskuläre Erkrankung

↓

Gewebeschaden

(Myokardinfarkt, Schlaganfall, Niereninsu�zienz, periphere arterielle Insu�zienz)

↓

Pathologisches Remodelling

↓

Endorganschädigung

↓

Endorganversagen

(chronische Herzinsu�zienz, terminale Nierenisu�zienz)

↓

Tod

Abbildung 2: Das kardiovaskuläre Kontinuum, modi�ziert nach Dzau32
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es zur endothelialen Dysfunktion, welche sich auf vasoaktive Mediatoren auswirkt, in-

�ammatorische Prozesse hervorruft und vaskuläres Remodelling bewirkt. Infolge davon

entsteht eine frühe Gewebsdysfunktion. Diese bildet die Grundlage für Atherothrombose

und progressive kardiovaskuläre Krankheiten. Diese äuÿern sich in Form von Gewebe-

schäden zum Beispiel als Myokardinfarkt, Schlaganfall, Niereninsu�zienz oder pAVK.

Im Rahmen eines pathologischen Umbaus dieser Läsionen entstehen Endorganschäden

bis hin zum Organversagen, das schlieÿlich zum Tode führt32.

Abbildung 2 auf der vorherigen Seite fasst dieses kardiovaskuläre Kontinuum zusam-

men.

2.3.1 Die Rolle der Leukozyten im Allgemeinen für die Atherosklerose

Die pathogenetische Bedeutung von Leukozyten

Von allen Leukozyten spielen vor allem die T�Lymphozyten und die zirkulierenden Mo-

nozyten bei der Atherosklerose eine entscheidende Rolle45. Sie wandern in die Arterien-

wand ein. Die Monozyten di�erenzieren sich nach der Migration in Makrophagen, welche

sich durch die Aufnahme von oxidierten LDL�Cholersterin�Partikeln zu sogenannten

Schaumzellen entwickeln. Die Schaumzellen bilden zusammen mit einer variablen An-

zahl an T�Lymphozyten den Fettstreifen106 und stehen so am Anfang der Atherogenese.

Auch die reife atheromatöse Plaque enthält aus Monozyten entstandene Makrophagen

und T�Lymphozyten sowohl in der Kernregion als auch in seiner �brösen Kappe73. Ist

diese dünn und makrophagenreich, wird sie instabil und es droht eine Plaqueruptur.

Leukozyten sind also in allen Stadien der Atherosklerose vertreten, was nochmals den

in�ammatorischen Charakter der Atherosklerose unterstreicht.

Die Aussagekraft der Leukozytenzahl im Blut

Im Blut zirkulieren nur 5-10% der Leukozyten. Daher bildet ihre Konzentration im Blut

nicht automatisch das Risiko für Atherosklerose und ihre Folgeerscheinungen ab. Allein

klinische Studien ermöglichen es, zu prüfen, ob die Zellkonzentrationen im Blut eine

prädiktive Qualität haben. Es konnte gezeigt werden, dass sich anhand hoher Anzahlen
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sowohl von Leukozyten insgesamt als auch von neutrophile Granulozyten und Monozy-

ten im Blut die Inzidenz und die Prognose atherosklerotisch bedingter kardiovaskulärer

Krankheiten abschätzen lassen.

Eine erhöhte Leukozytenkonzentration im Blut wird mit einem erhöhten Risiko für

KHK�bedingte Morbidität und Mortalität assoziiert. Auch nach Adjustierung für ande-

re Risikofaktoren insbesondere für Zigarettenrauchen bleibt diese Assoziation bestehen.

Eine erhöhte Leukozytenkonzentration kann also als unabhängiger Risikofaktor betrach-

tet werden25;26;68. Was das Di�erentialblutbild betri�t, so wird eine erhöhte Anzahl der

neutrophilen Granulozyten und der Monozyten mit einer erhöhten KHK�Inzidenz asso-

ziiert68. Nach Myokardinfarkt gehen eine Erhöhung der neutrophilen Granulozyten und

der Monozyten sowie eine Verminderung der Lymphozyten mit einer erhöhten Sterb-

lichkeit einher. Die erhöhte Konzentration der neutrophilen Granulozyten hat dabei die

stärkste Aussagekraft30.

2.3.2 Die Rolle der Monozyten für die Atherosklerose

Monozyten sind in allen Stadien der Atherosklerose präsent. Man geht davon aus, dass

Monozyten über transendotheliale Migration in die Arterienwand gelangen, was jedoch

noch nicht direkt beobachtet werden konnte63. Nach dem klassischen Modell beinhaltet

sie folgende Schritte62 :

Abbildung 3: Rekrutierung von Monozyten
in eine atherosklerotische Läsi-
on, modi�ziert nach Hanson46

• Einfangen und Rolling (Selectine)

• Aktivierung (endothelständige Che-

mokine)

• Arrest (Adhesionsmoleküle)

• feste Adhäsion (Integrine)

• Diapedese
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Die Einwanderung von Monozyten ist aber nicht nur ein Phänomen der frühen athe-

rosklerotischen Läsion. Auch in fortgschrittene Plaques werden Monozyten rekrutiert.

Dabei ist die Akkumulation der Monozyten proportional zur Gröÿe der atheroskleroti-

schen Läsion124. Es ist bisher unbekannt, ob eine Aktivierung zirkulierender Monozyten

eine verstärkte Atherosklerose widerspiegelt. Untersuchungen der Genexpression zirkulie-

render Monozyten weisen auf Unterschiede zwischen Patienten mit atherosklerotischem

Gefäÿsystem und solchen ohne Atherosklerose hin114.

CD14

Neben neutrophilen Granulozyten exprimieren vor allem Monozyten und Makrophagen

den Rezeptor CD14 (cluster of di�eration) für Lipopolysaccharid (LPS), der daher zur

Identi�kation dieser Zellen genutzt wird. Es handelt sich um ein GPI�verankertes Ober-

�ächenmolekül ohne Transmembrandomäne. CD14 benötigt also Co�Rezeptoren zur Si-

gnaltransduktion.

Monozyten exprimieren nach der Stimulation mit LPS mehr CD1459. Daher gilt die

Expression von CD14 als Marker monozytärer Aktivierung.

Das Ober�ächenmolekül CD 14 ist über verschiedene Mechanismen an der Atherogene-

se beteiligt. Zum Einen ist es an der MAC�1�(Macrophage antigen�1 )�vermittelten Ad-

häsion von Monozyten an aktiviertem Endothel beteiligt10. Darüber hinaus bindet CD14

im Zusammenspiel mit TLR4 minimal modi�ziertes LDL (mmLDL), das im Gegensatz

zu oxidiertem LDL (oxLDL) nicht von Scavanger-Rezeptoren erkannt wird. Dadurch wird

die Fähigkeit der Makrophagen zur Phagozytose apoptotischer Zellen reduziert, wohin-

gegen die Aufnahme von oxLDL verstärkt wird81.

HMG�CoA�Reduktase�Inhibitoren (Statine) inhibieren die Expression von CD14109.

Obwohl Statine zur Medikation der meisten KHK�Patienten gehören, konnte eine Studie

bei KHK�Patienten mit Diabetes mellitus eine höhere MFI von CD14 auf zirkulierenden

Monozyten als bei Patienten mit Diabetes mellitus ohne KHK zeigen95.
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CD11b

CD11b bildet zusammen mit CD18 das b2�Integrin MAC�1. MAC�1 bindet an ICAM�1

und fördert so die Adhäsion von Monozyten an Endothelzellen. Des Weiteren ist es an

der endothelialen Migration von Monozyten beteiligt77. MAC�1 spielt also eine wichtige

Rolle in der Atherogenese.

MAC�1 liegt intrazellulär in Vesikeln vor und wird bei der Aktivierung von Leukozyten

rasch in die Zellober�äche integriert79. Verschiedene Stimuli, unter anderem oxLDL138

und MCP1(Monocyte�chemotractant�protein�1 )132, führen zu einer verstärkten Expres-

sion von CD11b auf Monozyten. Daher nutzt man die durch�usszytometrische Bestim-

mung von CD11b auf der Zellober�äche zirkulierender Monozyten zur Abschätzung des

Grades ihrer Aktivierung. Dabei spiegelt die Expression der zirkulierenden Monozyten

die CD11b�Expression von Schaumzellen wider27.

Chemokine und ihre Rezeptoren

Die Interaktion von Chemokinen und ihren Rezeptoren spielt eine entscheidende Rolle

für die Migration von Monozyten in die Intima und ist damit ein wichtiger Schritt der

Atherogenese.

Chemokine sind relativ kleine Proteinesequenzen, die eine wichtige Rolle im angebore-

nen Immunsystem spielen. Es handelt sich um Peptide, die aus 70 bis 125 Aminosäuren

bestehen und viele basische Aminosäurereste tragen. Sie werden anhand der Anzahl und

der Lage ihrer N�terminalen Cysteinreste klassi�ziert. Dabei werden Cysteinreste mit C

und andere Aminosäurenreste mit X angegeben. Folgende vier Chemokingruppen sind

derzeit bekannt: CXC�, CC�, C� und CX3C�Chemokine108. Chemokine wirken über G�

gekoppelte Rezeptoren auf Leukozyten. Die leukozytäre Reaktion ist abhängig von der

Stärke und dem Muster der Expression von Chemokinrezeptoren.

MCP1 und CCR2 Das Monocyte chemotractant protein�1 (MCP1, Synonom: CCL2)

gehört zur Gruppe der CC�Chemokine und wird von Endothelzellen und Monozyten

produziert. MCP1 wirkt über verschiedene Mechanismen proatherogen,

Die Inkubation von Monozyten mit MCP1 steigert deren CD11b�Expression und er-
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leichtert so ihre Endotheladhäsion132. In den makrophagenreichen Läsionen des Fettstrei-

fens kann die Expression von MCP1 nachgwiesen werden88. Da minimal oxidiertes LDL

im Gegensatz zu nativem LDL die Expression von MCP1 steigert24, geht man davon

aus, dass MCP1 das Bindeglied zwischen oxidierten Lipoproteinen und einer vermehr-

ten Chemoattraktion von Monozyten, die sich zu Schaumzellen entwickeln, darstellt21.

Auch Chylomikronen und ihre remnant�particles steigern die MCP1�Synthese in glatten

Gefäÿmuskelzellen29.

Über diese theoretischen Pathomechanismen hinaus belegen tierexperimentelle Befun-

de die Bedeutung von MCP1 und seines Rezeptors CCR2 für die Atherogenese. Es konnte

gezeigt werden, dass bei Apolipoprotein�E�de�zienten Mäusen, die den MCP1�Rezeptor

CCR2 nicht exprimieren, unter einer stark fetthaltigen Diät die atherosklerotischen Lä-

sionen signi�kant verkleinert sind14. Analog dazu ist der Gehalt von Makrophagen und

Lipiden in diätinduzierten, atherosklerotischen Initialläsionen geringer bei Mäusen, die

kein MCP1 exprimieren44. Eine verstärkte MCP1-Exposition über vermehrte Genexpres-

sion oder exogene Zufuhr führt hingegen zu einer Vergröÿerung der atherosklerotischen

Läsionen1;110

Fractalkine und CX3CR1 Fractalkine ist ein Chemokin, das als membrangebundener

Rezeptor auf aktivierten Endothelzellen exprimiert wird. Darüber hinaus, wird über Pro-

teolyse lösliches Fractalkine freigegeben9. Der Fractalkine�Rezeptor CX3CR1 wird vor

allem auf natürlichen Killerzellen, T�Lymphozyten und Monozyten exprimiert52. Über

die Interaktion von membrangebundenem Fractalkine und CX3CR1 kommt es integrinu-

nabhängig zur Endotheladhäsion von Leukozyten35. Lösliches Fractalkine bewirkt eine

transendotheliale Migration von Lymphozyten und Monozyten52. Darüber hinaus hat

Fractalkine eine antiapoptotische Wirkung auf Monozyten und Schaumzellen60. Es liegt

also nahe, dass die Interaktion von Fractalkine und CX3CR1 eine wichtige Rolle in der

Atherogenese spielt.

Dieser Verdacht wurde durch Untersuchungen an humanen Arterien erhärtet. Die Ex-

pression von Fractalkine ist in komplexen atherosklerotischen Plaques besonders hoch43.

Auch im Tiermodell konnte die proatherogene Rolle von CX3CR1 und Fractalkine bestä-
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tigt werden. Bei Apolipoprotein�E�de�zienten Mäusen, die kein Fractalkine exprimieren,

ist die Gröÿe atherosklerotischer Initialläsionen signi�kant kleiner als bei solchen Mäuse,

die Fractalkine exprimieren23;61. Umgekehrt weisen CX3CR1�de�ziente, Apolipoprotein�

E�de�ziente Mäuse geringere atherosklerotische Läsion der Arteria brachiocephalica auf

als Apolipoprotein�E�de�ziente Mäuse, die CX3CR1 exprimieren128.

Cytokine

TNFa TNFa ist ein proin�ammatorisches Cytokin. Es wird hauptsächlich von Mono-

zyten und Makrophagen produziert, wiewohl es auch von anderen Zelltypen sezerniert

wird. Dabei führen verschieden Stimuli zu einer vermehrten Produktion von TNFa, wobei

LPS der stärkste Induktor ist134.

Es liegt nahe, dass TNFa neben vielen anderen in�ammatorischen Prozessen auch

an der Atherosklerose beteiligt ist, da die Expression von TNFa in atherosklerotischen

Plaques durch Makrophagen130, glatte Muskelzellen und zu einem geringeren Anteil

durch Endothelzellen8 nachgewiesen werden konnte. TNFa wirkt auf verschiedene Arten

proatherogen.

TNFa fördert in vielen Zelltypen, unter anderem in Makrophagen und Endothelzellen,

die Produktion reaktiver Sauersto�spezies129. Diese beeinträchtigen die Aktivität von

Sticksto�monooxid und begünstigen möglicherweise so die Schädigung und den Funkti-

onsverlust des Gefäÿendothels16.

TNFa spielt eine wichtige Rolle bei den Umbauvorgängen des Gefäÿendothels in den

frühen Stadien der Atherosklerose. Es reguliert die Expression vieler Mediatoren wie

Wachstumsfaktoren105;134, Adhäsionsmolekülen123, Cytokinen134, Matrixmetalloprote-

inasen64. Darüber hinaus hat TNFa einen direkten Ein�uss auf das Wachstum der glatten

Gefäÿmuskulatur und auf den Prozess der Migration120.

Monozyten und Makrophagen sind nicht nur die Hauptproduzenten von TNFa, sondern

auch die Hauptzielzellen des Cytokins. TNFa induziert in diesen Zellen seine eigene

Synthese134. Darüber hinaus wirkt es auf Monozyten antiapoptotisch71. In vitro konnte

eine chemotaktische Wirkung von TNFa auf Monozyten beobachtet werden136.



Einleitung 15

Das Ausmaÿ der Bedeutung von TNFa für die Atherogenese konnte tierexperimen-

tell gezeigt werden: Apolipoprotein�E�de�ziente Mäuse, die TNFa exprimieren zeigen

doppelt so groÿe atheromatöse Areale wie Apolipoprotein�E�de�ziente Mäuse, die kein

TNFa exprimieren15.

TNFa spielt nicht nur eine wichtige Rolle in der Atherogenese, seine Konzentration im

Blut korreliert auch mit klinischen Manifestationen der Atherosklerose. Sie korreliert mit

der Intima�Media�Dicke der Arteria carotis communis als Marker präklinischer Athe-

rosklerose118. Bei Patienten mit frühzeitiger Koronarsklerose konnte eine erhöhte Kon-

zentration des Cytokins im Serum festgestellt werden55, wobei die TNFa�Konzentration

nicht mit dem Ausmaÿ der atherosklerotischen Veränderungen korreliert34;55. Die TNFa�

Konzentration im Plasma ist ein Prädiktor für rekurrente kardiovaskuläre Ereignisse nach

Myokardinfarkt101.

Interleukine Interleukine sind Cytokine, die als Kommunikationsproteine von Leukozy-

ten entdeckt wurden.

IL1b ist die prädominante zirkulierende Isoform von IL1 beim Menschen. IL1b gilt als

proatherogenes Interleukin und wird sowohl von glatten Muskelzellen und Endothelzellen

als auch von Monozyten und Makrophagen exprimiert. IL1 stimuliert die Expression von

Adhäsionsmolekülen auf Endothelzellen, verstärkt die Gefäÿpermeabilität und induziert

die Proliferation von glatten Muskelzellen. Darüber hinaus fördert IL1 die Blutgerinnung

und induziert die Sekretion proin�ammatorischer Cytokine aus glatten Muskelzellen so-

wie aus Monozyten und Makrophagen5.

Auch IL6 nimmt über verschiedene Mechanismen an der Atherogenese teil: IL6 wird

von Monozyten und Makrophagen sowie von Zellen der betro�enen Gefäÿe exprimiert.

IL6 fördert die endotheliale Dysfunktion, die Proliferation glatter Muskelzellen, die Mi-

gration, Rekrutierung und Aktivierung in�ammatorischer Zellen116. Man geht davon aus,

dass IL6 ein Biomarker der Atherosklerose ist133.
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Subpopulationen der Monozyten

De�nition der Monozytensubpopulationen Die klassischen Monozyten exprimieren

das Ober�ächenmolekül CD14 (siehe Seite 11) stark, jedoch nicht den Fcg�Rezeptor III,

CD16. 1989 wurde erstmals eine Subpopulation von Monozyten, die auch CD16 ex-

primiert, beschrieben (CD16pos�Monozyten)? . Diese werden seit einigen Jahren an-

hand ihrer CD14�Expression wiederum unterteilt in CD14lowCD16pos�Monozyten und

CD14highCD16pos�Monozyten (siehe Abb. 6 auf Seite 32)? . Problematisch hierbei ist,

dass dieses Gating der Monozyten (siehe Abb. 5 auf Seite 31) keinen einheitlichen Regeln

folgt und es damit geringfügige Schwankungen zwischen verschiedenen Studien gibt.

Seit einigen Jahren werden die den beschrieben humanen Monozytensubpopulationen

äquivalenten murinen Monozytensubpopulationen untersucht.

Eigenschaften der CD16pos�Monozyten Die meisten Studien beschäftigen sich mit

den CD16pos�Monozyten im Allgemeinen. Da diese Eigenschaften von Gewebsmakropha-

gen zeigen, gelten sie als die reiferen Monozyten. Man betrachtet sie als eine Zwischenstufe

zwischen den stark CD14�exprimierenden Monozyten, die kein CD16 exprimieren und

den Makrophagen, die weniger CD14, dafür aber CD16 exprimieren142. Es konnte gezeigt

werden, dass auch die Makrophagen, die sich in der atheromatösen Plaque be�nden, CD16

exprimieren50.

Ein Merkmal der CD14lowCD16pos Monozyten ist, dass sie den MCP1�Rezeptor

CCR2 weniger stark exprimieren als klassische Monozyten137. Die Expression des Fractal-

kine�Rezeptors CX3CR1 hingegen ist höher als auf CD16�negativen Monozyten4. Inwie-

fern sich dieser Unterschied auf das tatsächliche Migrationsverhalten der Monozyten auf

MCP1 und Fractalkine hin auswirkt, ist noch nicht abschlieÿend geklärt3;126

Die CD16pos Monozyten gelten als proin�ammatorische Monozyten.Es gibt Hinweise

darauf, dass CD16pos Monozyten für einen Groÿteil der monozytären TNFa�Synthese

verantwortlich sind11. Bei Patienten mit einem hohen Anteil CD16�positiver Mono-

zyten ist die TNFa�Konzentration im Blut erhöht115. Die Produktion des antiin�am-

matorischen IL�10 ist in diesen Zellen hingegen vermindert36. Die CD14highCD16pos�

Monozyten wiederum gelten als die hauptsächlichen IL�10�Produzenten119 und damit
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als eher antiin�ammatorisch.

Man vermutet, dass die CD16pos�Monozyten als in�ammatorische Monozyten an der

Pathogenese der Atherosklerose teilhaben. Wenn sie dies tun, so ist bislang unklar, ob

über eigene Migration in atherosklerotische Plaques oder über andere Mechanismen100.

2.3.3 Atherosklerose und Lipide, insbesondere Triglyceride

Lipide sind hydrophobe Substanzen. Um im Blut transportiert werden zu können, lagern

sich verschiedenartige Lipide mit einem variablen Proteinanteil, der aus den sogenannten

Apolipoproteinen besteht, zu den sogenannten Lipoproteinen zusammen. Tabelle 1 zeigt

ihre Zusammensetzung.

Cholesterin und Lipoproteine

Lipoprotein Zusammensetzung [%] Apolipoprotein

freies Cholesterin Cholesterinester Triglyceride

LDL 7�10 35�40 7�10 B100

HDL 3�4 12 3�5 A�I, A�II

VLDL 5�10 10�15 50�65 B�100, C, E

Chylomikronen 1�3 3�5 84�89 B�48, C, E

Tabelle 1: Zusammensetzung der Lipoproteine58;87

Das LDL�Cholesterin stellt normalerweise 60-70% des Gesamtserumcholesterins dar87.

Durch Oxidation, Glycierung, Aggregation oder andere Prozesse modi�ziertes LDL, ist

die Hauptursache von Verletzungen des Endothels und der darunter liegenden glatten

Muskulatur. Die Aufnahme von oxLDL ist unabdingbar für die Entwicklung von Makro-

phagen zu Schaumzellen. Darüber hinaus wirkt modi�ziertes LDL als chemotaktischer

Reiz für Monozyten. In�ammatorische Mediatoren wir TNFa und IL1 begünstigen die

Bindung von LDL an das Endothel und die glatte Gefäÿmuskulatur107. Die Konzentration

des LDL�Cholesterins im Serum ist mit dem Risiko, an KHK zu erkranken oder rekur-

rente kardiovaskuläre Ereignisse zu erleiden, assoziiert57. Das LDL�Cholesterin ist daher
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das primäre Ziel einer cholesterinsenkenden Therapie. Die Senkung des LDL�Cholesterins

durch Statine führt zu einem reduzierten kardiovaskulären Risiko87.

Das HDL�Cholesterin stellt üblicherweise 20-30% des Gesamtserumcholesterins87. Sei-

ne Konzentration im Serum korreliert invers mit dem kardiovaskulären Risiko. Dabei geht

ein niedriges HDL oft mit der Inzidenz anderer kardiovaskulärer Risikofaktoren einher.

Eine Steigerung der Konzentration des HDL�Cholesterins senkt das kardiovaskuläre Ri-

siko87.

VLDL wird als Vorläufer von LDL in der Leber produziert. Sein Anteil am Gesamt-

serumcholesterin liegt bei 10-15%. Insbesondere den degradierten, cholesterinesterreichen

VLDL�Partikeln, den sogenannten VLDL�remnants, wird eine proatherogene Wirkung

zugeschrieben87.

Chylomikronen werden nach Aufnahme einer fettreichen Mahlzeit im Verdauungstrakt

gebildet. Ihr Anteil am Serumcholesterin ist nahrungsabhängig und daher variabel. Auch

hier wird vor allem den Remnant�Partikeln eine proatherogene Rolle zugesprochen87.

Triglyceride

Die pathogenetische Rolle der Triglyceride für die Atherosklerose ist unklar. Der prädi-

kitive Stellenwert der Nüchtern�Triglyceridkonzentration im Plasma für das kardiovas-

kuläre Risiko wird seit langer Zeit kontrovers diskutiert80. Einerseits zeigen viele Stu-

dien, dass eine erhöhte Nüchtern�Triglyceridkonzentration im Plasma mit einem erhöh-

ten kardiovaskulären Risiko einhergehen. Andererseits wird diese Korrelation nach Ad-

justierung für andere Risikofaktoren, insbesondere für eine niedrige Konzentration des

HDL�Cholesterins im Plasma, deutlich abgeschwächt127;54;113. Damit liefert die Trigly-

ceridkonzentration keine zusätzlich zu den über die klassischen Risikofaktoren gewonnene

Information bezüglich des kardiovaskulären Risikos. Sie gilt vielmehr als Biomarker der

Atherosklerose und nicht als unabhängiger Risikofaktor40;80.

Die Plasmatriglyceridkonzentration unterliegt deutlichen Schwankungen53;80. Insbe-

sondere kommt es zu einem postprandialen Anstieg, der vier bis fünf Stunden nach Nah-

rungsaufnahme sein Maximum erreicht83.Die aktuellen Leitlinien der European Society of

Cardiology (ESC) und der American Heart Association (AHA) sehen eine Bestimmung
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des Plasmalipidpro�ls in nüchternem Zustand zur Abschätzung des kardiovaskulären Ri-

sikos vor127;42;87. Diese Messung ist jedoch nur für einen kleinen Anteil des Tages reprä-

sentativ und berücksicht die postprandial erreichten Triglyceridkonzentrationen nicht80.

Abbildung 4: Women's Health Study : Die postprandialen Triglyceride korrelieren mit dem
kardiovaskulären Risiko7

Im Rahmen der �Women's Health Study� wurde festgestellt, dass die Plasmatriglyce-

ridkonzentration von Frauen nach einer mindestens achtstündigen Nüchternphase keinen

unabhängigen kardiovaskulären Risikofaktor darstellt. Bei Frauen, die sich in einem ma-

ximal achtstündigen postprandialen Zustand be�nden, stellt die Plasmatriglyceridkon-

zentration einen unabhängigen kardiovaskulären Risikofaktor dar (siehe Abb. 4). Dabei

ist die Aussagekraft am höchsten, wenn die Mahlzeit zwischen zwei und vier Stunden

zurückliegt7;83. Die �Copenhagen City Heart Study� zeigt für beide Geschlechter eine

Korrelation zwischen der postprandialen Triglyceridkonzentration im Plasma und der

kumulativen Inzidenz von Myokardinfarkt, ischämischer Herzkrankheit und Tod90.

Im Rahmen Multiple Risk Factor Intervention Trial (MRFIT) wurde hingegen eine

ähnliche prädiktive Aussagekraft der nüchternen und postprandialen Triglyceridkonzen-

tration für das kardiovaskuläre Risiko gefunden33.

Die Erkenntnisse der �Women's Health Study� und der �Copenhagen City Heart Study�

legen nahe, dass die postprandiale Triglyceridkonzentration im Plasma eine atherogen-
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tische Rolle spielt und Rückschlüsse auf das kardiovaskuläre Risiko zulässt. Diese These

wird durch Studien gestützt, die den Zusammenhang zwischen postpradialer Triglyceri-

dämie und klinischen Manifestationen der Atherosklerose betrachten. So konnte gezeigt

werden, dass die postprandiale Triglyceridkonzentration mit der Intima�Media�Dicke der

Arteria carotis communis korreliert118.

Weder in der �Women's Health Study� noch in der �Copenhagen City Heart Study�

erfolgte eine randomisierte Bestimmung der nüchternen und postprandialen Triglyceride.

Die Mahlzeiten, welche die Probanden vor der Blutentnahme zu sich nahmen, unterlagen

keiner Kontrolle.

Die Homburg Cream and Sugar�Study (HCS�Studie) untersucht prospektiv die Be-

deutung postprandialer Trigylceride für das kardiovaskuläre Risiko bei Patienten mit

koronarer Herzkrankheit. Hierzu wurde ein standardisierter oraler Triglyceridtest ent-

wickelt (siehe S. 28). Dieser wurde bei 514 konsekutive Patienten mit klinisch stabiler

angiographisch dokumentierter KHK durchgeführt139.

2.4 Fragestellung der Arbeit

Inwiefern sich die postprandiale Triglyceridämie auf monozytäre und andere proathero-

gene in�ammatorische Prozesse auswirkt, ist noch nicht abschlieÿend geklärt. Die vorlie-

gende Arbeit geht folgenden Fragen nach:

• Reagieren gesunde Probanden mit Veränderungen von monozytären und anderen

in�ammatorischen proatherogenen Markern auf die orale Aufnahme eines Test-

getränks, das reich an Triglyceriden ist und keine Glucose enthält? Wie ist im

Unterschied dazu die Reaktion auf die Aufnahme von Wasser im Sinne einer Nega-

tivkontrolle?

• Reagieren KHK�Patienten (Teilnehmer der HCS�Studie) anders als gesunde Pro-

banden auf die Aufnahme eines triglyceridreichen, glucosefreien Testgetränks was

monozytäre und andere in�ammatorische proatherogene Marker betri�t?
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3 Material, Probanden und Methoden

3.1 Material

Antikörper

Produkt Hersteller

Anti�human CCR2�Allophycocyanin Clone 48607 R&D Systems, Mineapolis,

USA

Mouse anti human CD11b:FITC Clone ICRF44 AbD Serotec, Martinsried

Mouse anti human CD14:APC, Clone UCHM1 AbD Serotec, Martinsried

Mouse anti hunan CD16:RPE, Clone 3G8 AbD Serotec, Martinsried

Mouse anti hunan CD16:RPE, Clone 3G8 Becton Dickinson,

Franklin Lakes, USA

FITC labeled Anti�human CX3CR1 Clone 2A9-1 Medical and Biological

Laboratories Co.,LTD.

Naka�ku Nagoya, Japan

Kits

Produkt Hersteller

READY-SET-GO!Human CCL2/MCP1/MCAF eBioscience, NatuTec,

Frankfurt

Quantikine Human CX3CL1/Fractalkine R&D Systems, Mineapolis,

USA

Dynal Monocyte Negative Isolation Kit Dyanal, invitrogen,

Karlsruhe

Absolutely RNA Microprep Kit Stratagene, La Jolla,

CA, USA

Omniscript RT Kit Qiagen, Hilden

Fortsetzung auf der nächsten Seite
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Quantikine Human sICAM�1/CD54 Immunoassay R&D Systems, Mineapolis,

USA

Quantikine HS Human TNF�a/TNFSF1A R&D Systems, Mineapolis,

USA

Medien, Lösungen, Pu�er

Produkt Zusammensetzung

/Hersteller

FACS�Pu�er 1xPBS

5% FCS

0,5%BSA

0,07% Natriumazid

steril �ltriert

Isolationspu�er 1xPBS

0,1% BSA

0,6% Natriumcitrat

PBS A.dest

8g/l NaCl

0,2g/l KCl

1,44g/l Na2HPO4

0,24g/l KH2PO4

pH=7,4

RPMI 1640 invitrogen, Karlsruhe

Stop Solution MCP1 1M H3PO4

Waschpu�er MCP1 1xPBS

0,05% Tween

Fortsetzung auf der nächsten Seite
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Chemikalien und sonstige Reagenzien

Produkt Hersteller

Albumin bovin Fraction V pH7 Serva Electrophoresis,

Heidelberg

BD FACS Lysing Solution Becton Dickinson,

Franklin Lakes, USA

di�Kaliumhydrogenphophat VWR International,

Darmstadt

Dimethyl sulfoxide, minimum 99,5%GC Sigma�Aldrich Chemie,

München

DNAse Stratagene, La Jolla,

CA, USA

DNAse I, RNAse�free Roche, Karlsruhe

Ethanol absolute for analysis Merck, Darmstadt

Kaliumchlorid>99,5% Carl Roth, Karlsruhe

LPS Sigma�Aldrich Chemie,

München

LSM 1077 Lymphocyte PAA Laboratories

GmbH Pasching

Österreich

Natriumazid Sigma�Aldrich Chemie,

München

Natriumchlorid>99,8% Carl Roth, Karlsruhe

Natriumphosphat Sigma�Aldrich Chemie,

München

Power SYBR Green PCR Master Mix Applied Biosystems,

Foster City, CA, USA

Fortsetzung auf der nächsten Seite
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Primer Random p(DN)s Roche, Mannheim

RNAsin RNAse�Inhibitor Promega, Madison, WI,

USA

Schwefelsäure 95-97% Merck, Darmstadt

Taq�DNA�Polymerase peqLab Biotechnologie,

Erlangen

tri�Natrium�Dihydrat Merck, Darmstadt

Türk's Lösung für Leukozytenzählung Merck, Darmstadt

Tween 20 Sigma�Aldrich Chemie,

München

Wasser, vollentsalzt und destilliert Braun

Verbrauchsmaterialien

Produkt Hersteller

CryoPure Röhrchen Sarstedt AG, Nümbrecht

MicroAmp FastOptical 96-Well Reaction Plate (0,1ml) Applied Biosystems,

Foster City, CA, USA

Optical Adhesive Covers Applied Biosystems,

Foster City, CA, USA

S�Monovette 2,7ml K3E 1,6mg EDTA Sarstedt AG, Nümbrecht

S�Monovette 7,5ml LH 19 I.E./ml Blut Sarstedt AG, Nümbrecht

S�Monovette 4,7ml Z-Gel Sarstedt AG, Nümbrecht

Zellkulturtestplatte 6 Techno Plastic Products,

Schweiz

Fortsetzung auf der nächsten Seite
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Geräte und Hilfmittel

Produkt Hersteller

Biofuge pico Heraeus Holding, Hanau

Centrifuge Napco 2019R Napco, Winchester,

VA, USA

DU 730 Life Science UV/Vis Spectrophotometer Beckman Coulter,

Fullerton, CA, USA

DynaMag�15 Magnetic Particle Concentrator invitrogen, Karlsruhe

ELISA reader Model 550 Bio-Rad Laboratories,

Hercules, CA, USA

FACSCaliburTM Becton Dickinson,

Franklin Lakes, USA

Hera cell 150 Heraeus Holding, Hanau

Hera safe KS12 Heraeus Holding, Hanau

Labofuge 400R Heraeus Holding, Hanau

Megafuge 1.OR Centrifuge Heraeus Holding, Hanau

Olympus CK2 Olympus Deutschland

GmbH, Hamburg

StepOnePlus Real�Time PCR System Applied Biosystems,

Foster City, CA, USA

Wasserbad Gesellschaft für

Labortechnik mbH,

Burgwedel

Fortsetzung auf der nächsten Seite
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Primer für realtime PCR

Produkt und Sequenz Hersteller

18�S:

for:TTG ATT AAG TCC CTG CCC TTT GT Euro�ns MWG Operon,

rev:CGA TCC GAG GGC CTA ACTA Ebersberg

hsMCP1:

for:GCC TCC AGC ATG AAA GTC TC Euro�ns MWG Operon,

rev:CAG ATC TCC TTG GCC ACA AT Ebersberg

hsIL1b:

for:GGA CAA GCT GAG GAA GAT GC Euro�ns MWG Operon,

rev:TCC ATA TCC TGT CCC TGG AG Ebersberg

IL6:

for:ATG CAA TAA CCA CCC CTG Euro�ns MWG Operon,

rev:GAG GTG CCC ATG CTA CAT TT Ebersberg

hsTNFa:

for:ATG AGC ACT GAA AGC ATG ATCC Euro�ns MWG Operon,

rev:GAG GGC TGA TTA GAG AGA GGTC Ebersberg

3.1.1 Auswertungs- und Statistikprogramme

• Microsoft R© Exel 2002

• StepOneTMSoftware v2.0 für PCR

• BD Cell Quest TMPro

• SPSS 18.0 German
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3.2 Charakterisierung des Probandenkollektivs

Die Probanden, die an der Studie teilnahmen, lassen sich in folgenden Gruppen einteilen:

• Gruppe �Gesunde oTT�: 23 gesunde Probanden, die einen oTT durchführten

• Gruppe �Gesunde nüchtern�: 10 Teilnehmer aus Gruppe �Gesunde oTT�, die als

Negativkontrolle fungierten

• Gruppe �KHK oTT�: 30 Patienten mit stabiler KHK, die im Rahmen der HCS�

Studie einen oTT durchführten

Diese Gruppen werden im Folgenden näher charakterisiert.

Der E�ekt von Triglyceriden wurde an einer Gruppe von 23 Probanden ohne bekannte

Krankheiten untersucht. Insbesondere galten kardiovaskuläre Erkrankungen, maligne Er-

krankungen sowie akute oder chronische in�ammatorische Erkrankungen als Ausschluss-

kriterien. Darüber hinaus wurde keine Patienten mit Fettresorptions�, Fettsto�wechsel-

störungen und Laktoseintoleranz in die Studie eingeschlossen. Um entzündliche Prozes-

se auszuschlieÿen wurde die CRP�Konzentration im Serum zum Zeitpunkt t=0 h er-

mittelt. Bei 12 der 23 Probanden lag sie unterhalb der Nachweisgrenze (<0,6mg/dl).

Für diese Probanden wurde eine CRP�Konzentration von 0,3mg/dl angenommen. Unter

dieser Voraussetzung lag der Median bei 0,6mg/dl (Interquartilenabstand: [0,3mg/dl �

0,9mg/dl]).

Als Negativkontrolle diente eine Gruppe, die sich aus zehn Teilnehmern der Gruppe

�Gesunde oTT� zusammensetzte. Wieder wurde die CRP�Konzentration im Serum zum

Ausschluss eines in�ammatorischen Prozesses ermittelt. Diese lag bei sechs der Proban-

den mit <0,6mg/dl unterhalb der Nachweisgrenze. Wiederum wurde hier eine CRP�

Konzentration von 0,3mg/dl angenommen. So ergab sich ein Median von 0,3mg/dl (In-

terquartilenabstand: [0,3mg/dl � 1,25mg/dl]).

Des Weiteren wurde an 30 Teilnehmern der Homburg Cream and Sugar�Study der Ef-

fekt postprandialer Triglyceride untersucht. Einschlusskriterium für diese Probanden war

die koronarangiographisch gesicherte Diagnose einer symptomatischen KHK - unabhän-

gig von einer erfolgten Intervention - und ein Stenosegrad in mindestens einem Koronar-
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gefäÿ von nicht weniger als 40%. Die gering stenosierten Ein�Gefäÿ�Erkrankungen unter

60% stellten die absolute Ausnahme dar, so dass eine überdimensionale Streuung der

Patienten den Schweregrad der KHK betre�end vermieden wurde.

Als de�nitives Ausschlusskriterium galt eine geplante oder in den letzten sechs Wochen

durchgeführte Bypass-Operation, ein weniger als vier Wochen zurückliegender Herzin-

farkt, das Vorliegen einer dekompensieren schweren Herzinsu�zienz der NYHA-Klasse IV

in Verbindung mit Ruhedyspnoe oder einer Ejektionsfraktion von unter 20%. Eben-

falls ausgeschlossen blieben Patienten mit endokrinologischen Krankheitsbildern wie ei-

ner unbehandelten Hyperthyreose und Patienten mit Erkrankungen, welche mit einer

Fettresorptions�, Fettassimilations� oder Fettsto�wechselstörung einhergehen, Laktosein-

toleranz, schweren Leber- und Nierenfunktionstörungen, malignen Grunderkrankungen

sowie chronischem Alkoholabusus.

3.3 Methoden

3.3.1 Der orale Triglyceridtoleranztest

Um die E�ekte postprandialer Triglyceride auf proatherogene Parameter messen zu kön-

nen, wurde ein oraler Triglyceridtoleranztest (oTT) eingesetzt. Dieser Triglyceridtole-

ranztest wurde im Rahmen der HCS�Studie entwickelt139 und wird wie folgt durchge-

führt: Am Untersuchungstag nimmt der Proband in nüchternem Zustand 250ml �üssige

Schlagsahne ohne den Zusatz weiterer Sto�e zu sich. Dabei wird Sahne mit einem hohen

Fettanteil von 30-32% (hier: Marke �Landliebe�) verwendet. Tabelle 3 zeigt ihre Zusam-

mensetzung. Laut Herstellerangaben ist das Fettsäurespektrum der Milch abhängig von

der Fütterungsart der Kuh, die durch jahreszeitliche Begebenheiten bestimmt und da-

durch variabel ist. Die angegebenen Kohlenhydratkonzentration wird durch die in der

Milch vorkommenden Laktose gebildet. Der Zusatz des Stabilisators Carrageen, welcher

ein Aufrahmen der Sahne vermeiden soll, hat keinen Ein�uss auf die Kohlenhydratkonzen-

tration der Sahne. Carrageen ist die einzige beigesetzte Zutat. Der Fettgehaltes unterliegt

Schwankungen zwischen 31,9 g/100ml und 32,5 g/100ml, welche für die Testergbnisse des
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oTT für unerheblich angesehen wird. Auch Schwankungen in der Eiweiÿzusammenset-

zung in Abhängigkeit von der Laktationsperiode werden als irrelevant betrachtet.

Unmittelbar vor der Aufnahme der Sahne erfolgt eine erste Blutentnahme, die der Er-

mittlung von Basisparametern dient. Der Zeitpunkt dieser ersten Blutentnahme wird als

Zeitpunkt t=0 h de�niert. Es folgen weitere Blutentnahmen zu den Zeitpunkten t=3 h

und t=5h. Diese dienen der Untersuchung der postprandialen E�ekte. Im Zeitraum zwi-

schen t=0 h und t=5h nimmt der Proband keine kalorien� oder ko�einhaltigen Speisen

oder Getränke zu sich. Ausschlieÿlich Wasser darf in dieser Zeit getrunken werden.

Im Sinne einer Negativkontrolle fanden sich zehn der Probanden an einem weiteren

Tag ein, um das Testprotokoll dahingehend modi�ziert zu durchlaufen, dass sie nun statt

Sahne Wasser zu sich nahmen.

Durchschnittliche Nährwerte pro 100 g / 100ml

Brennwerte 1276 kJ/ 310 kcal

Eiweiÿ 2,3 g

Kohlenhydrate 3,1 g

davon Zucker 3,1 g

Fett 32,0 g

davon gesättigte Fettsäuren 21,0 g

Ballaststo�e 0,0 g

Natrium 0,04 g

Tabelle 3: Zusammensetzung von Schlagsahne der Marke �Landliebe�

3.3.2 Lipidpro�l, Blutbild, Di�erentialblutbild, CRP

Das Lipidpro�l (Triglyceride, Gesamtcholesterin, HDL�Cholesterin), das Blutbild, das

Di�erentialblutbild, die Glucosekonzentration im Plasma sowie der CRP�Spiegel im Plas-

ma wurden in der Routinediagnostik des Universitätsklinikums des Saarlandes ermittelt.

Tabelle 4 auf der nächsten Seite führt die in der Routinediagnostik verwendeten Metho-

den auf. Die Konzentration des LDL�Cholesterins wurde mit Hilfe der Friedewaldformel
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LDL�Cholesterin = Gesamtcholesterin−HDL�Cholesterin− Triglyceride
5

errechnet. Dabei geht man davon aus, dass ein Fünftel der Triglyceridkonzentration

der Konzentration an VLDL�Cholesterin entspricht. Ab einer Triglyceridkonzentrati-

on>400mg/dl liefert die Friedewaldformel keine zuverlässigen Ergebnisse mehr.

Parameter Messtechnik Gerät

Glucose Hexokinase Modular

Cholesterin CHOD�PAP Modular

(cholesterol oxidase-p-aminophenazone)

HDL-Cholesterin Enzymatischer Test (HDL-C plus 3. Gen.) Modular

Triglyceride GPO�PAP Modular

(glycerol phosphate oxidase-p-aminophenazone)

CRP Turbidimetrie Modular

Blutbild Sysmex XE 5000

Di�erentialblutbild Sysmex XE 5000

Tabelle 4: In der Routinediagnostik verwendete Methoden

3.3.3 Durch�usszytometrie

Technik der Durch�usszytometrie von Leukozyten

Die Durch�usszytometrie (FACS) ist eine Methode, die simultan verschiedene Eigen-

schaften von Zellen, nämlich ihre relative Gröÿe, ihre relative Granularität sowie ihre

spezi�sche Fluoreszenz misst. Dazu werden suspendierte Zellen an einem Laserstrahl

geeigneter Wellenlänge vorbeigeleitet.

Über die Lichtbeugung, die entlang der Achse des einfallenden Lichts gemessen wird

(Vorwärtsstreulicht, forward scatter, FSC) wird die relative Gröÿe der Zellen erfasst. Die

Lichtbrechung wird im 90◦�Winkel zum einfallenden Licht gemessen (Seitwärtsstreulicht,
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sideward scatter, SSC) und gibt Auskunft über die Zellkomplexität und �granularität.

Anhand dieser Parameter können Leukozyten aus lysiertem Vollblut derart dargestellt

werden, dass zwischen Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten unterschieden wer-

den kann (siehe Abb. 5).

Abbildung 5: Gating von Leukozyten im durch�usszytometrischen Scatterplot

Die Möglichkeit der Messung spezi�scher Fluoreszenz nutzt man zur relativen Quanti�-

zierung von Ober�ächenmolekülen. Als Grundlage dafür dient eine Antigen�Antikörper�

Reaktion, wobei der Antikörper gegen das zu bestimmende Antigen gerichtet und mit

einem Fluorochrom markiert ist. Antikörper, die an unterschiedliche Fluorochrome ge-

koppelt sind, können simultan verwendet werden. In dieser Arbeit wurden die Fluoro-

chrome FITC, PE und APC genutzt. In der Durch�usszytometrie werden die Elektronen

der Fluorochrome zunächst durch einen monochromatischen Laserimpuls auf ein höhe-

res Energieniveau gehoben. Nach dem Puls fallen sie wieder auf ihr Ausgangsniveau

zurück. Dabei wird Energie in Form von Photonen frei. Die emittierte Photonenkonzen-

tration verhält sich proportional zu der Menge an gebundenen Antikörpern pro Zelle.

Sie wird als mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) angegeben. In dieser Arbeit wurde die
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Expression der Ober�ächenmoleküle CD11b und CD14 als Indikator monozytärer Akti-

vierung bestimmt. Darüberhinaus wurde die Expression der Chemokinrezeptoren CCR2

und CX3CR1 untersucht.

Anhand spezi�scher Expressionsmuster von Ober�ächenmolekülen ist es möglich, Sub-

populationen von Zellen zu identi�zieren. In dieser Arbeit wurde insbesondere die Coex-

pression von CD14 und CD16 auf Monozyten untersucht. Dabei wurden folgende Sub-

populationen von Monozyten betrachtet: Diejenigen Monozyten, die CD16 und wenig

CD14 exprimieren (�CD14lowCD16pos�Monozyten�), diejenigen Monozyten, die CD16

und viel CD14 exprimieren (�CD14lowCD16pos�Monozyten) sowie die Gesamtheit der

CD16�exprimierenden Monozyten (�CD16pos�Monozyten�), welche die Summe der bei-

den erstgenannten Subpopulationen darstellt (siehe Seite 16 und Abb. 6). In der vorliegen-

den Studie wird der prozentuale Anteil der jeweiligen Subpopulation an der Gesamtheit

der CD14�exprimierenden Monozyten betrachtet.

Abbildung 6: Gating der Monozytensubpopulationen:
CD16pos Monozyten: rechte oberer Quadrant
CD14lowCD16pos�Monozyten: Feld 1
CD14highCD16pos�Monozyten: Feld 2
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Anfärbung von Ober�ächenmolekülen

Zunächst werden 50 ml Vollblut, das mittels EDTA antikoaguliert ist, spätestens 15min

nach Entnahme mit 2mlFACS�Pu�er vermischt. Es erfolgt eine Zentrifugation bei 4 ◦C

und 400 g über 3Minuten. Anschlieÿend wird der Überstand komplett abgesaugt. Nun

werden die Zellen mit 50 ml eines Antikörpergemisches (Tabelle 5) durchmischt und

45Minuten lang im Dunkeln auf Eis inkubiert.

Antikörper (Fluorchrom) Volumen [ml] pro 50 ml Vollblut

Anti�CD11b (FITC) 5

Anti�CD14 (APC) 4

Anti�CD16 (PE) 2,5

FACS�Pu�er ad 50 ml

Anti�CCR2 (FITC) 5

Anti�CD14 (APC) 4

Anti�CD16 (PE) 2,5

FACS�Pu�er ad 50 ml

Anti�CX3CR1 (FITC) 20

Anti�CD14 (APC) 4

Anti�CD16 (PE) 2,5

FACS�Pu�er ad 50 ml

Tabelle 5: Verwendete Antikörpergemische für die FACS�Färbung

Danach wird 1ml 1:10 mit destilliertem Wasser verdünnte FACS�Lysing�Solution zu-

gegeben und mit den gefärbten Zellen vermischt. Die FACS�Lysing�Solution enthält

Diethylenglycol, so dass die Erythrozyten während einer zehnminütigen Inkubation bei

Raumtemperatur unter leicht hypotonen Bedingungen lysiert werden. Danach gibt man

1ml FACS�Pu�er zu, mischt und zentrifugiert 3min bei 4 ◦C und 400g. Der Überstand

wird vorsichtig abgegossen und es folgt ein Waschschritt, bei dem 2ml FACS�Pu�er

mit dem Pellet gemischt werden. Wiederum wird wie oben beschrieben zentrifugiert und

der Überstand vorsichtig abgegossen. Die Zellen werden in 200 ml FACS�Pu�er resuspen-



Material, Probanden und Methoden 34

diert. Nun kann die Messung am FACS�Gerät (FACSCalibur Becton Dickinson) erfolgen.

Während der beschriebenen Prozedur ist darauf zu achten, dass die Proben immer (auÿer

während der Erythrozytenlyse) auf Eis aufbewahrt werden und der FACS�Pu�er stets

gekühlt ist. Des Weiteren sind Fluorochrome vor Licht zu schützen.

3.3.4 Experimente an isolierten Monozyten

Isolation

Die Isolation von Monozyten aus Vollblut erfolgt, indem zunächst durch Dichtegradien-

tenzentrifugation mononukleäre Zellen (PBMCs) gewonnen werden. Anschlieÿend werden

alle Zellen, die keine Monozyten sind, mittels magnetischer Partikel (Dynabeads) entfernt.

Diese sind an Antikörper gebunden, die speziell gegen Antigene gerichtet sind, die sich

nicht auf Monozyten, wohl aber auf anderen mononukleären Zellen, Granulozyten oder

Erythrozyten be�nden. Es handelt sich also um eine Negativisolation von Monozyten.

Zur Dichtegradientenzentrifugation wird mittels Heparin antikoaguliertes Vollblut un-

mittelbar nach Entnahme 1:1 mit eiskaltem PBS verdünnt. Von diesem Gemisch werden

je 30ml vorsichtig auf 15ml Separationslösung (LSM 1077 Lymphocyte) geschichtet. Da-

bei handelt es sich um ein Medium aus hydrophilen Polymeren der Dichte D=1,007 g/ml

(bei 20 ◦C). Das Medium und das verdünnte Blut bilden zwei Phasen, die sich nicht ver-

mischen sollen. Es folgt eine 15�minütige Zentrifugation bei 15 ◦C und 800 g, die ohne

Bremse beendet wird. Nun sind vier Phasen sichtbar: Erythrozyten und Granulozyten,

Separationslösung, ein sogenannter bu�y coat, der die mononukleären Zellen enthält und

Plasma. Ziel ist es, nun den bu�y coat abzupipettieren und in ein neues Reaktionsbehält-

nis zu überführen. Es folgen zwei Waschschritte, bei denen zunächst PBS zugegeben und

dann bei 4 ◦C und 300 g 8min lang zentrifugiert wird. Der Überstand wird jeweils verwor-

fen. Nach dem zweiten Waschschritt wird das Pellet, das die isolierten PBMCs enthält,

in 1ml Isolationspu�er (siehe Absatz 3.1) resuspendiert. Davon werden 10 ml zunächst in

PBS und anschlieÿend in Türk's Lösung je 1:10 verdünnt. Diese 1:100�verdünnte Lösung

dient zum Zählen der Zellen mit Hilfe einer Neubauer�Zählkammer.
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Die im Folgenden beschriebene Monozytenisolation erfolgt mit Hilfe eines Isolations-

kits (siehe Absatz 3.1). Die folgenden Mengenangaben beziehen sich auf eine Menge von

107 PBMCs. Man gibt zu den in 1ml Isolationspu�er suspendierten Zellen 20 ml Block-

reagenz und 20 ml Antikörpergemisch und lässt 20min bei 4 ◦C inkubieren. Dabei wird

die Probe geschüttelt. Die Probe wird anschlieÿend mit 2ml Isolationspu�er gewaschen

und 8min lang bei 4 ◦C und 300 g zentrifugiert. Der Überstand wird verworfen. Das Pel-

let wird mit 100 ml Dynabeadlösung und 900 m Isolationspu�er gemischt und bei 4 ◦C

15min lang inkubiert. Dabei wird die Probe wieder geschüttelt. Anschlieÿend wird 1ml

Isolationpu�er dazugegeben. Die Probe wird für 2min in den Magneten gestellt. Wäh-

renddessen werden die Zellen, an die Magnetpartikel gebunden sind, aus der Lösung

gezogen und bleiben am Rand des Reaktionsgefäÿes haften. Der Überstand enthält die

negativ�isolierten Monozyten. Er wird vorsichtig mit einer serologischen Pipette in ein

anderes Gefäÿ überführt. Die verbleibenden Magnetbeads werden wieder mit 1ml Iso-

lationspu�er gut vermischt und für 2min in den Magneten gestellt. Abermals wird der

Überstand vorsichtig abpipettiert und zu dem ersten Überstand gegeben. Dieses Gemisch

wird 5min bei 4 ◦C und 300 g zentrifugiert. Der Überstand wird verworfen. Das Pellet, das

die negativisolierten Monozyten enthält, wird unabhängig von der Anzahl der PBMCs

in 1ml RPMI 1640 resuspendiert. Davon werden 10 ml 1:10 mit Türk's Lösung verdünnt

und in der Neubauer�Zählkammer gezählt.

Stimulation

Die Stimulation erfolgt, um mögliche dezente in�ammatorische Prozesse zu extrapolieren.

Hierzu werden die wie oben beschrieben isolierten Monozyten (2x106 Zellen in je 1ml

RPMI 1640 incl.10% FCS) in eine Zellkulturschale gegeben und über drei Stunden mit

10 ng LPS/ml bei 37 ◦C stimuliert.

Nach der Inkubation wird der Überstand abpipetiert. Die in der Zellkulturschale ver-

bleibenden Zellen werden lysiert und der Prozedur der RNA�Isolation zugeführt.
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RNA�Isolierung

Um die mRNA aus Monozyten zu erhalten, isoliert man die Gesamt�RNA sowohl aus

nativen als auch aus stimulierten negativisolierten Monozyten (siehe S. 34).

Die RNA�Isolation wir mit Hilfe des Absolutely RNA Microprep Kit (siehe Absatz

3.1) durchgeführt. Zur Lyse werden zunächst 105 Zellen werden in 100 ml Lysepu�er mit

0,7 ml b�Mercaptoethanol aufgenommen und 1min lang mit einer Pipette vermischt. Die

so entstandenen Zelllysate werden bei -80 ◦C gelagert. Die weiteren Arbeitsschritte der

RNA�Isolation erfolgen nach dem Prinzip der Spin�Column�Technik .

Die isolierte RNA wird bei 280 nm photometrisch quanti�ziert. Die Reinheit der RNA

wird durch das Verhältnis der optischen Dichte bei 260 nm zur optischen Dichte bei

280 nm bestimmt.

Reverse Transkription

Um die cDNA der aktuell exprimierten Gene aus der isolierten RNA zu gewinnen, bedient

man sich des Prinzips der reversen Transkription. Das bedeutet, dass man eine DNA�

Synthese ermöglicht, bei der RNA als Matrize dient. Dazu benötigt man einen Primer,

der jegliche RNA ampli�zieren kann (random�primer), Triphosphate von Nucleinsäuren,

den RNAse�Inhibitor RNAsin und das Enzym Reverse Transkriptase.

Die wie oben beschrieben gewonnene RNA wird mit Hilfe des Omniscript RT Kits

(siehe Absatz 3.1) in cDNA umgeschrieben. Dabei wird die RNA zunächst mit sterilem

destilliertem Wasser auf eine Konzentration von 20 mg/ml verdünnt. Davon werden 12 ml

zur reversen Transkription eingesetzt. Diese werden mit 8 ml Mastermix (siehe Tab.6)

versetzt und dann 1 h im Wasserbad bei 37 ◦C inkubiert. In dieser Zeit �ndet die re-

verse Transkription statt. Anschlieÿend werden die Proben bei 93 ◦C für 5min auf ein

Metallblockthermostat gestellt, bevor sie bei -20 ◦C eingefroren werden.

Real�time�PCR

Die real�time�PCR ist eine Vervielfältigungsmethode für Nucleinsäuren, die auf dem

Prinzip der herkömmlichen Polymerasekettenreaktion (PCR) beruht. Zusätzlich bietet sie

die Möglichkeit einer relativen Quanti�zierung auch während der Ampli�zierung (real�

time) mittels Fluoreszenzmessung.
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Reagenz Volumen/Probe [ml]

10x Bu�er RT 2

dNTP�Mix (5mM) 2

Random Primer 2

RNAsin 1

Omniscript RT 1

Tabelle 6: Master�Mix für reverse Transkription

Um die Expression bestimmter Gene zu quanti�zieren, wird die cDNA zur Polyme-

rasekettenreaktion eingesetzt. Das bedeutet, dass sie mit zwei für das nachzuweisende

Genprodukt spezi�schen Primern (forward und reverse), Nucleotidtriphosphaten und ei-

ner thermostabilen DNA�Polymerase versetzt wird. Durch Erhitzen (95 ◦C) werden die

Stränge der cDNA getrennt. Bei der sogenannten annealing�Temperatur hybridisieren

die Primer mit der Einzelstrang�cDNA und es kommt zur DNA�Synthese. Es folgen Zy-

klen aus Erhitzen und Abkühlen, wodurch sich der beschriebene Vorgang wiederholt. So

wird das untersuchte DNA�Fragment exponentiell vervielfältigt.

Um die DNA zu quanti�zieren, nutzt man SYBR�Green, einen Fluoreszenzfarbsto�,

der mit DNA�Doppelsträngen interkaliert. Die Fluoreszenz steigt dabei proportional zur

Menge doppelsträngiger DNA an. Um aus der Fluoreszenz eine relative Konzentration

abzuleiten, bedient man sich einer Verdünndungsreihe eines cDNA�Gemischs aus Proben

unbekannter Konzentration. Um die Expression des untersuchten Gens quantitativ ein-

zuordnen, muss man seine relative Konzentration in Relation zur relativen Konzentration

eines sogenannten housekeeping�Gens setzen. Das ist ein Gen, das konstitutiv exprimiert

wird. Es wird nicht reguliert. Das housekeeping�Gen, im Fall dieser Arbeit das Gen für

18S�rRNA, dient als interner Standard.

Bei der Untersuchung regulierter Gene (IL6, IL1b, TNF�a und MCP�1) wurden 1:10

verdünnte cDNA�Proben eingesetzt, bei der Untersuchung des housekeeping�Gens (18S�

rRNA) 1:100 verdünnte cDNA�Proben. Je 3 ml der verdünnten Probe werden mit 22 ml

Mastermix (siehe Tab.7) in eine 96�well�Platte pipettiert. Es folgt eine Zentrifugation
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Reagenz Volumen/Probe [ml]

steriles destilliertes Wasser 13,5

Primer forward (1:20 verdünnt) 0,5

Primer reverse (1:20 verdünnt) 0,5

SYBR�Green 7,5

Tabelle 7: Master Mix für real�time�PCR

bei 300 Umdrehungen/min über 1min. Die PCR wird in 45 Zyklen zu je 15 Sekunden

bei 95 ◦C und zu 60 Sekunden bei einer Annealing�Temperatur von 60 ◦C durchgeführt.

3.3.5 Enzyme linked immunosorbent assay(ELISA)

ELISA ist eine Methode zum quantitativen Nachweis eines bestimmten Proteins. Hierzu

benötigt man zwei Antikörper, die beide selektiv an ein Antigen des nachzuweisenden

Proteins binden. Der sogenannte coating�Antikörper wird fest an eine Mikrotiterplat-

te (96�well�plate) gebunden. Die Probe wird in die Vertiefungen der Platte gegeben.

Während einer Inkubation bindet das Antigen in der Probe an den coating�Antikörper.

Ungebundene Reste der Probe werden in einem anschlieÿenden Waschschritt entfernt.

Nun werden die Proben mit einem spezi�schen Antikörper, an den ein Enzym gekoppelt

ist, inkubiert. Wieder werden ungebundene Anteile durch Waschen entfernt. Nun wird

ein zum Enzym passendes chromogenes Substrat zugegeben. Die optische Aktivität des

entstandenen Reaktionsproduktes kann gemessen werden. Zur Quanti�zierung bedient

man sich einer Standardkurve aus einer Messserie von Proben bekannter Konzentration,

die immer gleichzeitig auf derselben Platte wie die zu analysierenden Proben gemessen

werden.

In dieser Arbeit wurde Serum zum ELISA eingesetzt. Die Durchführung erfolgte mit

Hilfe von Testkits (siehe Absatz 3.1).
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3.3.6 Statistische Methoden

Zur statistischen Auswertung der Messwerte für Triglyceride sowie für die Parameter des

Di�erentialblutbildes wurden die absoluten Messwerte betrachtet.

Im Gegensatz dazu wurden die Messwerte der durch Durch�usszytometrie, ELISA

und PCR erhobenen Daten jeweils relative zum Ausgangswert betrachtet. Das heiÿt, es

wurde Quotient aus dem entsprechenden Messwert und dem Messwert zum Zeitpunkt

t=0 h desselben Probanden gebildet.

In der statistischen Auswertung kamen folgende Methoden zum Einsatz:

• Um die Werte der gemessenen Parameter zwischen zwei Gruppen zu vergleichen,

wurde ein ungepaarter, zweiseitiger t�Test eingesetzt.

• Um absolute Messwerte zu zwei Zeitpunkten innerhalb einer Gruppe zu beurteilen,

wurde ein gepaarter zweiseitiger t�Test eingesetzt.

• Um einen Wert eines Parameters in Relation zum Ausgangswert zu beurteilen,

wurde der Wilcoxon�Test eingesetzt. In diesem Falle wurden alle Messwerte im

Verhältnis zum Messwert zum Zeitpunkt t=0 h betrachtet.

• Um die Werte eines Parameters im Verlauf von drei Messzeitpunkten innerhalb

einer Gruppe zu beurteilen, wurde die einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) ein-

gesetzt. Um die Werte der Messzeitpunkte t=3 h und t=5h mit den Werten zum

Zeitpunkt t=0 h zu vergleichen, wurde eine Dunnett�post�hoc�Test durchgeführt.

• Um zu prüfen, ob die Werte zweier Parameter miteinander korrelieren, wurde ein

Korrelationskoe�zient nach Pearson berechnet.

Bei der Ergebnisdarstellung werden quantitative Parameter in der Form �Mittelwert ±

Standardfehler (SE)� angegeben. Der Standardfehler wird in Diagrammen in Form ei-

nes Balkens angegeben. Signi�kante Veränderungen werden in Diagrammen wie folgt

gekennzeichnet:
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p<0,05 *

p<0,01 **

p<0,001 ***

Ist p>0,05, so gilt ein Testergebnis als nicht�signi�kant.

Die Anzahl n der in die Statistik eingegangen Werte, entspricht, sofern nicht anders

angegeben, der jeweiligen Grundgesamtheit.
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4 Ergebnisse

4.1 Gesunde Probanden (oTT und nüchtern)

4.1.1 Grundcharakteristika

Charakteristikum Mittelwert± SE

Alter 26,43± 1,06 Jahre

Geschlecht 48%männlich; 52%weiblich

Gröÿe 1,74± 0,03m

Gewicht 70,00± 2,76 kg

BMI 23,03± 0,62 kg/m2

BSA 1,83± 0,05m2

Gesamtcholesterin 182,3± 7,64mg/dl

HDL 63,17± 3,93mg/dl

LDL 105,3± 6,34mg/dl

Tabelle 8: Gruppe �Gesunde oTT�

Charakteristikum Mittelwert± Standardfehler

Alter 25,8± 1,66 Jahre

Geschlecht 60%männlich; 40%weiblich

Gröÿe 1,78± 0,04m

Gewicht 73,7± 5,06 kg

BMI 22,96± 1,06 kg/m2

BSA 1,9± 0,09m2

Gesamtcholesterin 167,7± 6,34mg/dl

HDL 59,7± 5,07mg/dl

LDL 95,2± 6,47mg/dl

Tabelle 9: Gruppe �Gesunde nüchtern�
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4.1.2 Lipidpro�l

Bei den gesunden Probanden der Gruppen �Gesunde oTT� und �Gesunde nüchtern� wur-

de ein Lipdidpro�l zu den Zeitpunkten t=0 h, t=3 h und t=5h erstellt. Die Konzentration

der Triglyceride im Plasma der Probanden aus Gruppe I, die einen oTT durchführten,

lag zum Zeitpunkt t=0 h bei 89,7± 8,05mg/dl. Zum Zeitpunkt t=3 h lag der Plasmatri-

glyceridspiegel bei 155,48± 13,31mg/dl, zum Zeitpunkt t=5 h bei 130,65± 12,3mg/dl .

Das entspricht einem Anstieg auf 177± 9% nach 3 h und einem anschlieÿenden Rückgang

auf 155± 12% des Ausgangstriglyceridspiegels nach 5 h.

In Gruppe �Gesunde nüchtern�, die als Negativkontrolle fungierte und daher keinen

oTT durchführte, lag die Triglyceridkonzentration im Plasma zum Zeitpunkt t=0 h bei

82,5± 10,49mg/dl, zum Zeitpunkt t=3 h bei 78,0± 9,93mg/dl und zum Zeitpunkt t=5 h

bei 77,6± 9,36mg/dl. Gruppe II zeigt also keine statistisch signi�kante Veränderung der

Triglyceridkonzentration im Plasma (siehe Abb. 7).
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Abbildung 7: Die Triglyceridkonzentration steigt in der Gruppe �Gesunde oTT� signi�-
kant an (p<0,005).
In der Gruppe �Gesunde nüchtern� bleibt sie unverändert.

In Gruppe �Gesunde oTT� lag zum Zeitpunkt t=0 h die Konzentration des Gesamtcho-

lesterins im Plasma bei 182,3± 7,64mg/dl. Dabei betrug die Konzentration des LDL�
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Cholesterins 105,3± 6,34mg/dl und die des HDL�Cholesterins 63,17± 3,93mg/dl. So-

wohl die Konzentration des Gesamtcholesterins als auch die Konzentrationen des LDL�

Cholesterins und des HDL�Cholesterins waren zu den Zeitpunkten t=3 h und t=5h ge-

genüber des Ausgangswertes nicht statistisch signi�kant verändert.

In Gruppe �Gesunde nüchtern� lag zum Zeitpunkt t=0 h die Konzentration des Ge-

samtcholesterins im Plasma bei 167,7± 6,34mg/dl. Hierbei betrug die Konzentration des

LDL�Cholesterins 95,2± 6,47mg/dl und die des HDL�Cholesterins 59,7± 5,07mg/dl.

Auch hier zeigte sich keine signi�kante Veränderung der Parameter gegenüber des Aus-

gangswertes zu den Zeitpunkten t=3 h und t=5h.

4.1.3 Di�erentialblutbild
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Abbildung 8: In den Gruppen �Gesunde oTT� und
�Gesunde nüchtern� bleibt die Konzen-
tration der Leukozyten unverändert.

Für alle Probanden der Gruppen

�Gesunde oTT� und �Gesunde

nüchtern� wurde zu jedem Mess-

zeitpunkt die Konzentration der

Leukozyten im Vollblut bestimmt

und ein Di�erentialblutbild an-

gefertigt. Zum Zeitpunkt t=0 h

ergab sich für Gruppe �Gesun-

de oTT� eine Leukozytenkonzen-

tration von 6,42± 0,28×109/l, in

der Gruppe �Gesunde nüchtern�

lag sie bei 6,55± 0,37×109/l. In

beiden Gruppen zeigte die Leukozytenkonzentration im Verlauf keine signi�kante Verän-

derung (siehe Abb. 8).

Im Di�erentialblutbild zeigten sich in beiden Gruppen folgende Veränderungen: Die

Konzentration der neutrophilen Granulozyten lag zum Zeitpunkt t=0 h in Gruppe �Ge-

sunde oTT� bei 3,01± 0,18×109/l. Es kam zu einem Anstieg auf 142± 9% der Ausgangs-

konzentration nach 3 h und auf 136± 8% der Ausgangskonzentration nach 5 h (p<0,001).

Der relative Anteil der neutrophilen Granulozyten an den Gesamtleukozyten lag zum
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Zeitpunkt t=0 h bei 47,07± 1,87%. Er stieg zum Zeitpunkt t=3 h auf 59,82± 1,5% und

zum Zeitpunkt t=5 h auf 57,47± 1,44% (p<0,001)(siehe Abb. 9).

In Gruppe �Gesunde nüchtern� lag die Konzentration der neutrophilen Granulozyten

zum Zeitpunkt t=0 h bei 3,23± 0,26×109/l und lag nach 3 h bei 128± 13%, nach 5 h bei

123± 10% der Ausgangskonzentration (p=0,12). Der relative Anteil der neutrophilen

Granulozyten an den Gesamtleukozyten lag zum Zeitpunkt t=0 h bei 48,7± 2,66%. Er

stieg zum Zeitpunkt t=3 h auf 59,2± 3,39% und zum Zeitpunkt t=5 h auf 57,1± 2,35%

(p<0,05)(siehe Abb. 9).

Die Lymphozyten zeigten in Gruppe �Gesunde oTT� eine Ausgangskonzentration von

2,61± 0,19×109. Davon ausgehend �el die Konzentration auf 82± 5% nach 3 h und er-

reichte zum Zeitpunkt t=5 h wieder 89± 5% der Ausgangskonzentration (p<0,005). Der

relative Anteil der Lymphozyten an den Gesamtleukozyten lag zum Zeitpunkt t=0 h bei

40,37± 2,05%. Er �el zum Zeitpunkt t=3 h auf 30,13± 1,26% und zum Zeitpunkt t=5 h

auf 32,52± 1,31% (p<0,001)(siehe Abb. 10).

Zum Zeitpunkt t=0 h zeigten die Lymphozyten in Gruppe �Gesunde nüchtern� eine

Konzentration von 2,55± 0,23×109/l. Zum Zeitpunkt t=3 h lag sie bei 87± 7%, zum

Zeitpunkt t=5 h bei 93± 7% der Ausgangskonzentration (p=0,08). Der relative Anteil der

Lymphozyten an den Gesamtleukozyten lag zum Zeitpunkt t= 0h bei 38,9± 2,62%, zum

Zeitpunkt t=3 h bei 31,2± 2,59%, zum Zeitpunkt t=5 h bei 33,6± 2,1% (p=0,094)(siehe

Abb. 10).

Die Monozyten zeigten in Gruppe �Gesunde oTT� eine Ausgangskonzentration von

0,54± 0,03×109/l. Zum Zeitpunkt t=3 h lag sie bei 91± 3% , zum Zeitpunkt t=5 h bei

90± 3% der Ausgangskonzentration. Der relative Anteil der Monozyten an den Gesamt-

leukozyten lag zum Zeitpunkt t=0 h bei 8,53± 0,54%, nach 3 h bei 7,37± 0,52% und

nach 5 h bei 7,23± 0,52% (siehe Abb. 11).

In Gruppe �Gesunde nüchtern� lag die Ausgangskonzentration der Monozyten bei

0,56± 0,04×109/l. Sie lag zum Zeitpunkt t=3 h bei 81± 3% und nach 5 h bei 84± 5%.

Der Anteil der Monozyten an allen Leukozyten lag zum Zeitpunkt t=0 h bei 8,6± 0,5%.

Er �el nach 3 h auf 6,5± 0,45% und nach 5 h auf 6,8± 0,47% (p<0,01)(siehe Abb. 11).
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(a) Der relative Anteil der neutrophilen Granulozyten an allen
Leukozyten steigt in den Gruppen I und II an.
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(b) Die Konzentration der neutrophilen Granuloyzten steigt in
der Gruppe �Gesunde oTT� an. In der Gruppe �Gesunde
nüchtern� zeigt sie keine signi�kante Veränderung.

Abbildung 9: Die neutrophilen Granulozyten in den Gruppen �Gesunde oTT� und �Ge-
sunde nüchtern�
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(a) In der Gruppe �Gesunde oTT� fällt der relative Anteil der
Lymphozyten an alle Leukozyten. In der Gruppe �Gesunde
nüchtern� zeigt er keine signi�kante Veränderung.
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(b) In der Gruppe �Gesunde nüchtern� fällt die Konzentration
der Lymphozyten. In der Gruppe �Gesunde nüchtern� zeigt
sie keine signi�kante Veränderung.

Abbildung 10: Die Lymphozyten in den Gruppe �Gesunde oTT� und �Gesunde nüchtern�
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(a) Der relative Anteil der Monozyten an allen Leukozyten
bleibt in der Gruppe �Gesunde oTT� unverändert. In der
Gruppe �Gesunde nüchtern� fällt er ab.
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(b) Die Konzentration der Monozyten bleibt in den Gruppen
�Gesunde oTT� und �Gesunde nüchtern� unverändert.

Abbildung 11: Die Monozyten in den Gruppen �Gesunde oTT� und �Gesunde nüchtern�
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4.1.4 Monozyten

Subpopulationen

In der Gruppe �Gesunde oTT� lag der Anteil der CD14lowCD16pos�Monozyten an allen

Monozyten zum Zeitpunkt t=0 h bei 4,19± 0,31%, der Anteil der CD14highCD16pos�

Monozyten bei 2,46± 0,29%, was einem Anteil von 6,65± 0,51% CD16pos�Monozyten

an allen CD14�exprimierenden Monozyten entspricht. In der Gruppe �Gesunde nüch-

tern� stellten zum Zeitpunkt t=0 h die CD14lowCD16pos�Monozyten 4,87± 0,64%, die

CD14highCD16pos�Monozyten 2,74± 0,53% der Monozyten. Der Anteil der CD16pos�

Monozyten an allen CD14�exprimierenden Monozyten lag also bei 7,61± 0,99%.

Unabhängig von der Aufnahme von Sahne beziehungsweise Wasser zeigte sich in beiden

Gruppen zu den Zeitpunkten t=3 h und t=5h keine statistisch signi�kante Veränderung

der Zusammensetzung der Monozyten bezüglich dieser Subpopulationen im Vergleich zu

den Ausgangswerten.

CD14 und CD11b
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Abbildung 12: Die mittlere Fluoreszenzintensität von
CD14 bleibt in der Gruppe �Gesunde
oTT� nach oTT unverändert. In der
Gruppe �Gesunde nüchtern� fällt sie
im Verhältnis zum Ausgangswert si-
gni�kant ab (p<0,01).

Die MFI von CD11b auf Mono-

zyten war sowohl in der Grup-

pe �Gesunde oTT� als auch in

der Gruppe �Gesunde nüchtern�

zu den Messzeitpunkten t=3 h

und t=5h gegenüber des Aus-

gangswertes nicht signi�kant ver-

ändert.

CD14 zeigte in der Gruppe �Ge-

sunde oTT� eine gleichbleibende

MFI zu allen Messzeitpunkten.

Zum Zeitpunkt t=0 h lag sie bei

534± 33. In der Gruppe �Gesun-

de nüchtern� sank die MFI von
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CD14 auf Monozyten bezüglich ihres Ausgangwert von 486± 57 auf 84± 4% nach 3 h

und auf 81± 6% nach 5 h (siehe Abb. 12)(p<0,01)

Chemokine und ihre Rezeptoren

0%

20%

40%

60%

80%

100%

120%

0 1 2 3 4 5

t [h]
C

C
R

2 
(r

el
at

iv
e 

M
F

I)

Gesunde oTT
Gesunde nüchtern

*** ***

(a) In der Gruppe �Gesunde oTT� bleibt die mittlere
Fluoreszenintensität von CCR2 auf Monozyten
unverändert. In der Gruppe �Gesunde nüchtern�
fällt sie signi�kant ab.
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(b) Die MCP1�Konzentration im Serum fällt in den
Gruppen �Gesunde oTT� und �Gesunde nüchtern�.

Abbildung 13: Die Expression von CCR2 auf Mono-
zyten und die Serumkonzentration von
MCP1 in den Gruppe �Gesunde oTT�
und II

In der Durch�usszytometrie wur-

de die Stärke der Expression der

Chemokinrezeptoren CCR2 und

CX3CR1 auf Monozyten gemes-

sen. Die Plasmakonzentration ih-

rer Liganden, MCP1 und Frac-

talkine, wurde mittels ELISA be-

stimmt.

In der Gruppe �Gesunde oTT�

zeigte CCR2 zu allen drei Mess-

zeitpunkten eine nicht signi�kant

veränderte MFI. In der Grup-

pe �Gesunde nüchtern� war ein

Rückgang der MFI von CCR2

auf 74± 4% des Ausgangswer-

tes zum Zeitpunkt t=3 h und ein

anschlieÿender Wiederanstieg auf

81± 4% des Ausgangswertes zu

verzeichnen. In der Gruppe �Ge-

sunde oTT� lag die Konzentra-

tion des CCR2�Liganden MCP1

zum Zeitpunkt t=3 h bei 79± 6%

des Ausgangswertes, zum Zeit-

punkt t=5 h bei 82± 8% des Aus-

gangswertes (n=12, p<0,05). In

der Gruppe �Gesunde nüchtern�
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�el die Konzentration von MCP1 im Serum auf 75± 4% gegenüber der Ausgangskon-

zentration zum Zeitpunkt t=3 h und auf 78± 3% zum Zeitpunkt t=5 h (p<0,01) (siehe

Abb. 13).

0%

20%

40%

60%

80%

100%

120%

0 1 2 3 4 5

t [h]

C
X

3C
R

1 
(r

el
at

iv
e 

M
F

I)

Gesunde oTT
Gesunde nüchtern

***
***

*

(a) Die mittlere Fluoreszenzintensität von CX3CR1 auf Mono-
zyten fällt in den Gruppen �Gesunde oTT� und �Gesunde
nüchtern� signi�kant ab.
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(b) Die Fractalkine�Konzentration im Serum zeigt in der Grup-
pe �Gesunde oTT� keine Veränderung.

Abbildung 14: Die Expression von CX3CR1 auf Monozyten in den Gruppen �Gesunde
oTT� und �Gesunde nüchtern� und die Serumkonzentration von Fractal-
kine in der Gruppe �Gesunde oTT�
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Die MFI von CX3CR1 auf Monozyten lag in der Gruppe �Gesunde oTT� zum Zeit-

punkt t=3 h bei 87± 5%, zum Zeitpunkt t=5 h bei 91± 4% des Ausgangswertes (n=10,

p<0,01). In der Gruppe �Gesunde nüchtern� zeigte sich zum Zeitpunkt t=3 h eine MFI

von 80± 2%, zum Zeitpunkt t=5 h eine MFI von 74± 4% des Ausgangswertes (p<0,001).

Die Konzentration des CX3CR1�Liganden Fractalkine im Serum wurde lediglich in der

Gruppe �Gesunde oTT� bestimmt. Die Messwerte zu allen drei Messzeitpunkten unter-

schieden sich nicht signi�kant voneinander (siehe Abb. 14).

sICAM im Serum

Bei 13 Probanden der Gruppe �Gesunde oTT� wurde die Serumkonzentration von sICAM

bestimmt. Diese lag zum Zeitpunkt t=0 h bei 7,47± 0,51 ng/ml und zeigte sich zu den

Zeitpunkten t=3h und t=5h nicht signi�kant verändert.

TNFa im Serum

Bei 13 Probanden der Gruppe �Gesunde oTT� und allen Probanden der Gruppe �Ge-

sunde nüchtern� wurde die Konzentration von TNFa im Serum mittels ELISA zu allen

Messzeitpunkten bestimmt. In keiner der beiden Gruppen zeigte sich eine signi�kante

Veränderung der TNFa�Konzentration im Serum nach oTT.

Genexpression von Monozyten

Aus dem Blut von zehn Teilnehmern der Gruppe �Gesunde oTT� wurden zu den Zeit-

punkten t=0h und t=5h Monozyten isoliert. Sowohl aus den nativen Monozyten als auch

aus Monozyten, die über 3 h bei 37 ◦C mit LPS (10 ng/ml) stimuliert wurden (n=10),

um gegebenenfalls in�ammatorische Prozesse in extrapolierter Form darzustellen, wurde

mRNA extrahiert. Diese diente nach reverser Transkription als Grundlage der Untersu-

chung der Genexpression mittels real�time�PCR. Dabei wurde Genexpression der folgen-

den Cytokine untersucht:

• IL1b

• IL6
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• MCP1

• TNFa
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(a) Die Expression von IL6 bleibt
nach oTT unverändert.

0%

50%

100%

150%

200%

250%

0 5

t [h]
IL

1 
be

ta
 m

R
N

A
 (

re
la

tiv
)

unstimuliert
stimuliert

(b) Die Expression von IL1b bleibt
nach oTT unverändert.
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(c) Die Expression von MCP1 bleibt
nach oTT unverändert.
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(d) Die Expression von TNFa bleibt
nach oTT unverändert.

Abbildung 15: Die Expression der Gene für IL6, IL1b, MCP1 und TNFa zeigt in nativen
und stimulierten Monozyten nach oTT keine signi�kante Veränderung.
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Die cDNA des housekeeping�Gens 18S diente als interner Standard. Die Stärke der Ex-

pression des jeweils untersuchten Gens wurde im Verhältnis zur gleichzeitigen Expression

der 18S�mRNA betrachtet.

Die Konzentration der 18S�mRNA bei stimulierten Monozyten war vergleichbar mit

der Konzentration bei unstimulierten Monozyten. Die Expression der untersuchten in-

�ammatorische Proteine hingegen war bei den stimulierten Monozyten um ein bis vier

Zehnerpotenzen höher als bei den unstimulierten Monozyten.

Weder im nativen noch im stimulierten Zustand zeigte eines der untersuchten Gene zum

Zeitpunkt t=5 h eine signi�kante Veränderung der Stärke der Expression im Vergleich

zum Zeitpunkt t=0 h (siehe Abb. 15).

4.2 Patienten mit koronarer Herzkrankheit

4.2.1 Grundcharakteristik

Charakteristikum Mittelwert±Standardfehler

Alter 65,62± 1,72 Jahre

Geschlecht 83%männlich; 17%weiblich

Gröÿe 1,69± 0,02m

Gewicht 85,93± 3,34 kg

BMI 31,86± 3,79 kg/m2

BSA 13,02± 1,69m2

Gesamtcholesterin 180,63± 6,67mg/dl

HDL 47,83± 2,56mg/dl

LDL 109,73± 6,04mg/dl

Nüchernglucose 1,99± 0,03mg/dl

Medikation Anteil der KHK�Patienten[%]

ASS 100

b�Blocker 93

Fortsetzung auf der nächsten Seite
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ACE�Hemmer/ Angiotensinantagonisten 100

Diuretika 45

Thiazid 30

Statin 90

Tabelle 10: Gruppe �KHK oTT�: Teilnehmer mit KHK

4.2.2 Lipidpro�l

Bei den im Rahmen der HCS�Studie untersuchten Patienten mit koronarer Herzkrank-

heit (Gruppe �KHK oTT�) wurde zu den Messzeitpunkten t=0h, t=3 h und t=5h die

Konzentration der Triglyceride im Plasma bestimmt. Die Konzentrationen des Gesamt-

cholesterins, des HDL�Cholesterins und des LDL�Cholesterins im Plasma wurden nur

zum Zeitpunkt t=0 h bestimmt.
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Abbildung 16: Die Triglyceridkonzentration steigt in der Gruppe �KHK oTT� signi�kant
an.

In der Gruppe �KHK oTT� lag zum Zeitpunkt t=0 h die Triglyceridkonzentration im

Plasma bei 149,03± 11,68mg/dl. 3 h nach der oralen Aufnahme von 250ml Sahne lag die

Triglyceridkonzentration bei 233,93± 18,03mg/dl, nach 5 h bei 278,9± 23,95mg/dl. Dies
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entspricht einem Anstieg auf 161± 8% des Ausgangswertes nach 3 h und auf 188± 9%

des Ausgangswertes nach 5 h. Die Triglyceridkonzentration im Plasma zeigte also zum

Zeitpunkt t=5 h eine steigende Tendenz (siehe Abb. 16).

Zum Zeitpunkt t=0 h lag die Konzentration des Gesamtcholesterins der Probanden der

Gruppe �KHK oTT� bei 180,63± 6,67mg/dl, die Konzentration des HDL�Cholesterins

bei 47,83± 2,56mg/dl, die Konzentration des LDL�Cholesterins bei 109,73± 6,04mg/dl.

4.2.3 Di�erentialblutbild

Bei zehn Teilnehmern der Gruppe �KHK oTT� wurde zu den Zeitpunkten t=0h und

t=3h die Konzentration der Leukozyten im Vollblut gemessen und ein Di�erentialblutbild

erstellt.

Die Konzentration der Leukozyten lag zum Zeitpunkt t=0 h bei 8,83± 0,56×109/l und

war demgegenüber zum Zeitpunkt t=3 h nicht signi�kant verändert (siehe Abb. 17).
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Abbildung 17: In der Gruppe �KHK oTT� bleibt die Konzentration der Leukozyten im
Zeitverlauf konstant.

Die Konzentration der neutrophilen Granulozyten stieg bezüglich ihres Ausgangswertes

von 5,74± 0,33×109/l auf 112± 3% (n=10, p<0,05). Der relative Anteil der neutrophilen

Granulozyten an den Gesamtleukozyten stieg von einem Ausgangswert von 65,3± 1,9%



Ergebnisse 56

auf 68,7± 1,72% zum Zeitpunkt t=3 h (p<0,05)(siehe Abb. 18).
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(a) Der prozentuale Anteil der neutrophilen
Granulozyten an allen Leukozyten steigt
in der Gruppe �KHK oTT� an.

0

1

2

3

4

5

6

7

0 1 2 3 4 5

t [h]

N
eu

tr
op

hi
le

 [1
0^

9/
l]

KHK oTT

*

(b) Die Konzentration der neutrophilen
Granulozyten steigt in der Gruppe
�KHK oTT� an.

Abbildung 18: Die neutrophilen Granulozyten in der Gruppe �KHK oTT�
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(a) Der prozentuale Anteil der Lymphozyten
an allen Leukozyten fällt in der Gruppe
�KHK oTT� ab.
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(b) Die Konzentration der Lymphozyten
zeigt in der Gruppe �KHK oTT�
keine signi�kante Veränderung.

Abbildung 19: Die Lymphozyten in der Gruppe �KHK oTT�.
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Zum Zeitpunkt t=0 h lag die Lymphozytenkonzentration bei 2,1± 0,22×109/l und zeig-

te im Zeitverlauf keine signi�kante Veränderung. Der relative Anteil der Lymphozyten

an allen Leukozyten �el von einem Ausgangswert von 23,50± 1,58% auf 20,3± 1,63%

zum Zeitpunkt t=3 h (n=10, p<0,05)(siehe Abb. 19).

In der Gruppe �KHK oTT� lag die Konzentration der Monozyten zum Zeitpunkt t=0 h

bei 0,75± 0,06×109/l, ihr relativer Anteil an den Gesamtleukozyten bei 8,6± 0,62%.

Beide Parameter zeigten zum Zeitpunkt t=3 h keine signi�kante Veränderung (siehe

Abb. 20).
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(a) Der prozentuale Anteil der Monozyten
an allen Leukozyten bleibt in der
Gruppe �KHK oTT� unverändert.
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keine Veränderung.

Abbildung 20: Die Monozyten in der Gruppe �KHK oTT�

4.2.4 Monozyten

Subpopulationen

Bei 27 der Probanden der Gruppe �KHK oTT� wurde durch�usszytometrisch der Anteil

der CD14lowCD16pos�Monozyten, der CD14highCD16pos�Monozyten und der Anteil
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der CD16pos�Monozyten an der Gesamtheit der CD14�exprimierenden Monozyten be-

stimmt. Zum Zeitpunkt t=0 h stellten die CD14lowCD16pos�Monozyten 3,4± 0,33%

und die CD14highCD16pos�Monozyten 3,21± 0,42% der Monozyten. Das entspricht ei-

nem Anteil von 6,61± 0,71% CD16pos�Monozyten an allen CD14�exprimierenden Mo-

nozyten. Zum Zeitpunkt t=3 h waren die Anteile der Subpopulationen nicht signi�kant

verändert.

CD14 und CD11b

Die Expression der Ober�ächenmoleküle CD11b und CD14 auf Monozyten wurde in

der Gruppe �KHK oTT� zu den Zeitpunkten t=0 h und t=3h durch�usszytometrisch

ermittelt. Dabei zeigte sich zu beiden Messzeitpunkten eine nicht signi�kant veränderte

MFI von CD11b. Die MFI von CD14 lag zum Zeitpunkt t=0 h bei 689± 35 und zum

Zeitpunkt t=3 h bei 90± 5% des Ausgangswertes ( p<0,05) (siehe Abb. 21).
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Abbildung 21: Die mittlere Fluoreszenzintensität von CD14 fällt in der Gruppe �KHK
oTT� im Zeitverlauf.

CCR2 und MCP1

Die Expression des Chemokinrezeptors CCR2 wurde durch�usszytometrisch zu den Zeit-

punkten t=0h und t=3h ermittelt. Die MFI zeigte zu beiden Messzeitpunkten keinen

signi�kanten Unterschied (siehe Abb. 22).

Die Konzentration des CCR2�Liganden MCP1 im Serum wurde mittels ELISA zu den
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Zeitpunkten t=0 h und t=5h bestimmt. Zum Zeitpunkt t=5 h lag die Konzentration bei

81± 5% des Ausgangswertes (p<0,001) .
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Abbildung 22: Die mittlere Fluoreszenzintensität von CCR2 bleibt in der Gruppe �KHK
oTT� unverändert.

4.3 Korrelationsanalysen

Um zu prüfen, ob eine lineare quantitative Beziehung zwischen den Triglyceriden im

Plasma und den gemessenen monozytären und humoralen Markern besteht, wurden Kor-

relationsanalysen nach Pearson eingesetzt. Für das Merkmal �Triglyceride� auf der einen

Seite und das Merkmal �Marker� (gilt für jeden gemessenen Parameter) auf der anderen

Seite wurden Korrelationsanalysen für folgende Messergebnisse angestellt:

• Die absoluten Messergebnisse zu allen Messzeitpunkten

• Die absoluten Unterschiede zwischen den Messergebnissen zu den Zeitpunkten

t=3 h sowie t=5 h und dem Ausgangswert zum Zeitpunkt t=0 h

• Das Verhältnis der Messergebnisse zu den Zeitpunkten t=3 h und t=5h zu dem

Messergebnis zum Zeitpunkt t=0 
h

Dabei zeigte sich bei keinem der gemessenen Parameter eine signi�kante Korrelation

mit den Plasmatriglyceriden.
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden keine triglyceridabhängigen Veränderungen der Ex-

pression der monozytären Ober�ächenmoleküle CD11b und CD14 beobachtet. Auch die

Zusammensetzung der Monozyten bezüglich ihrer Subpopulationen blieb unverändert.

Ebenso konnte kein Ein�uss der oralen Triglyceridbelastung auf Cytokine im Serum be-

obachtet werden.

Das Di�erentialblutbild unterlag unabhängig von der oralen Triglyceridbelastung in-

nerhalb des Beobachtungszeitraumes folgenden Veränderungen: Es kam zu einem Anstieg

der neutrophilen Granulozyten, während es sich ein Abfall der Lymphozyten und der Mo-

nozyten zeigte.

Die Expression der Chemokinrezeptoren CCR2 und CX3CR1 zeigten bei den nüchter-

nen Probanden einen Abfall, der nach Triglyceridbelastung aufgehoben wurde.

5.1 Vergleich mit anderen Studien bezüglich der Methodik

Aus der Literatur sind bereits einige Studien bekannt, die sich mit dem Zusammenhang

zwischen postprandialer Triglyceridämie nach oraler Lipidbelastung und proatherogenen

Parametern beschäftigen. Die methodische Herangehensweise an die Frage, ob postpran-

diale Triglyceridämie proatherogen wirkt, ist jedoch nicht einheitlich.

5.1.1 Der Beobachtungszeitraum

Der Beobachtungszeitraum nach oraler Triglyceridbelastung umfasst in anderen Studien

4 h19;20;65;86 bis 10 h2. In der vorliegenden Studie wurden die gesunden Probanden 5 h

lang nachbeobachtet. Die teilnehmenden KHK�Patienten unterzogen sich im Rahmen

der HCS�Studie zum Zeitpunkt t=3 h einem oralen Glucosetoleranztest. Da dieser die

Reaktion proin�ammatorischer Parameter wie zum Beispiel die CD11b�Expression beein-

�ussen könnte86;97;112, wurde der Beobachtungszeitraum bei diesen Patienten bezüglich

proin�ammatorischer Parameter auf 3 h beschränkt.
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Die Erkenntnisse der vorliegenden Studie sind möglicherweise durch den Beobachtungs-

zeitraum limitiert. Die in der Literatur beschriebenen potentiell proin�ammatorischen Ef-

fekte postprandialer Triglyceridämie treten teilweise später als fünf Stunden nach oraler

Triglyceridbelastung oder dauern länger als fünf Stunden an2;12;13;28;69;97;91;92

5.1.2 Die Analysemethoden

Es gibt verschiedene Herangehensweisen, um proatherogene in�ammatorische Prozesse

nachzuweisen und zu quanti�zieren. Die meisten Studien, die sich mit postprandialen

proatherogenen Vorgängen beschäftigen, untersuchen die Konzentration von Adhäsions-

molekülen, Selektinen, Cytokinen, Chemokinen, Interleukinen und anderen proin�amma-

torischen Molekülen im Plasma oder Serum12;13;19;28;65;67;69;86;97;99;104;111;94. Drei Studien

betrachten die Expression der Ober�ächenmoleküle CD11b2;91;92, CD11a, CD66b und

CD62L91;92 auf Monozyten mittels Durch�usszytometrie. Des Weiteren werden die Leu-

kozytenkonzentration und das Di�erentialblutbild als Indikator in�ammatorischer Pro-

zesse herangezogen2;67;91;92;93;94

Die vorliegende Arbeit nähert sich der Atherogenese von verschieden Seiten, wobei das

Hauptaugenmerk auf die Monozyten gerichtet wurde. Bei den betrachteten Parametern

handelte es sich um:

• Di�erentialblutbild

• Expression von Ober�ächenmolekülen auf zirkulierenden Monozyten (FACS)

• Monozytäre Subpopulationen (FACS)

• Genexpression nativer und stimulierter zirkulierender Monozyten (real�time�PCR)

• Konzentration von sICAM und TNFa im Serum (ELISA)

Bei der Arbeit mit Monozyten wurde auf eine Minimierung der ex vivo�Aktivierung

geachtet: Die Proben wurden nach Blutentnahme innerhalb von 20min den Versuchen

zugeführt, da Voruntersuchungen ergaben, dass es mit einer Wartezeit zu einer Verzerrung

der Ergebnisse kommt. In der Zeit der Anfärbung zur durch�usszytometrischen Analyse
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wurden die Zellen auf Eis gelagert. Zentrifugationen fanden bei 4 ◦C statt. Lediglich in

der Zeit der Erythrozytenlyse befanden sich die Proben bei Raumtemperatur. Bei der

Isolation von Monozyten zur RNA�Extraktion wurde ebenfalls darauf geachtet, dass die

Proben gekühlt wurden.

5.1.3 Das Probandenkollektiv

Die Studien, die sich mit postprandialer Triglyceridämie beschäftigen, untersuchen gesun-

de Probanden2;12;13;111;92;93;94, Probanden, bei denen kardiovaskuläre Risikofaktoren wie

arterielle Hypertonie65, Adipositas67;99, Diabetes mellitus 219;86 oder das metabolische

Syndrom28;104 vorliegen, sowie Probanden, die an einer KHK leiden69;91. Das Vorliegen

von Risikofaktoren geht sowohl mit einer veränderten postprandialen Triglyceridkinetik

als auch mit einer veränderten postprandialen Reaktion von proatherogenen Molekülen

im Serum einher19;65;67;86;97.

Es ist also zu beachten, dass allein die Auswahl des Probandenkollektivs eine Ursache

für eine Variabilität der Ergebnisse sein kann.

5.1.4 Die Testmahlzeiten zur Induktion einer postprandialen Triglyceridämie

Zusammensetzung

Bislang gibt es keinen Goldstandard eines Testes zur Untersuchung der E�ekte der post-

prandialen Triglyceridämie. In der Literatur sind verschiedene Ansätze zu �nden: Es wer-

den Testmahlzeiten eingesetzt, die neben Triglyceriden auch Proteine und Kohlenhydrate

enthalten, wie zum Beispiel eine Fast�food�Mahlzeit oder Pizza12;13;28;65;67;69;86;97;99;111.

Diese Testmahlzeiten beein�ussen folglich nicht ausschlieÿlich den Triglyceridmetabolis-

mus. Dies erschwert die Interpretation der Ergebnisse, da unklar bleibt, welche Nah-

rungsbestandteile für die beobachteten E�ekte verantwortlich sind. Insbesondere wur-

de mehrfach gezeigt, dass durch die Aufnahme von Glucose in�ammatorische Parame-

ter wie die Experssion von CD11b auf zirkulierenden Monozyten112 oder die TNFa�

Serumkonzentration86;97 beein�usst werden. In einigen Studien wird Schlagsahne mit
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einem Glucoseanteil von 3%2;91;92 verwendet. Dies entspricht einem Anteil von 3,75 g

Glucose/m2 BSA91. Weitere Studien setzen zur Induktion einer Triglyceridämie Schlag-

sahne mit einem Anteil von 5 g Kohlenhydrate/m2 BSA ein19;20.

In der vorliegenden Studie wurde glucosefreie Schlagsahne zur Induktion einer post-

prandialen Triglyceridämie eingesetzt (Zusammensetzung siehe Tabelle 3 auf Seite 29).

Dieses Testgetränk erwies sich als geeignet, einen signi�kanten Anstieg der Serumtri-

glyceride herbeizuführen, ohne die Serumkonzentrationen von Cholesterin und Glucose

postprandial zu beein�ussen. Sahne bietet darüber hinaus den Vorteil einer optimalen Do-

sierbarkeit. Lediglich das Fettsäurespektrum der Schlagsahne ist schlecht kontrollierbar,

da es jahreszeitlichen Schwankungen unterliegt. Unterschiede in der Zusammensetzung

der Fettsäuren sind ein potentieller Störfaktor, da postprandiale proin�ammatorische

Reaktionen von der Art der aufgenommenen Fettsäuren abhängen12.

Applizierte Triglyceridmenge

Bezüglich der applizierten Triglyceridmenge �nden sich zwei verschiedene Arten von

Testprotokollen: solche, die applizierte Triglyceridmenge an die Körperober�äche oder

an das Körpergewicht adaptieren2;12;13;19;20;67;69;97;91;92;93;94 und solche, die eine feste

Triglyceridmenge applizieren28;65;99;111. Auch in der vorliegenden Studie war die appli-

zierte Triglyceridmenge für alle Teilnehmer gleich, unabhängig von Körpergewicht und

�ober�äche. Dabei zeigten weder das Ausmaÿ des Anstiegs der Triglyceridkonzentrati-

on im Serum noch die postprandialen Reaktionen der gemessenen proin�ammatorischen

Parameter eine Korrelation mit der applizierten Menge pro m2 BSA beziehungsweise pro

kg Körpergewicht. Daher scheint es eine probate und praktische Lösung zu sein, einen

Triglyceridtoleranztest mit einheitlicher Triglyceridmenge einzusetzen.

Auch bezüglich der applizierten Fettmenge �nden sich Variationen zwischen den ver-

schiedenen Testprotokollen. Die Studien, die mit einem Triglyceridtoleranztest einheitli-

cher Fettmenge arbeiten, applizieren zwischen 50 g Fett65 und 58 g Fett111. Die Protokol-

le, die die applizierte Fettmenge an die Körperober�äche adaptieren, variieren im Bereich

von 48,5 g Fett pro m2 BSA67 bis 75 g Fett pro m2 BSA19;20, wobei der Groÿteil der Stu-

dien 50 g Fett pro m2 BSA einsetzt2;104;91;92;93;94. In der vorliegenden Studie wurde ein
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Triglyceridtoleranztest mit 80 g Fett eingesetzt. Dies entsprach in der Gruppe �Gesunde

oTT� 44,28± 1,17 g/m2 BSA, in der Gruppe �KHK oTT� 40,44±0,69 g/m2 BSA.

Es ist nicht geklärt, ob groÿe Triglyceridmengen per se proin�ammatorische Prozes-

se induzieren oder ob sie E�ekte extrapolieren, die auch bei der Aufnahme kleinerer

Triglyceridmengen auftreten.

5.2 Vergleich mit anderen Studien bezüglich der Ergebnisse

5.2.1 Die induzierte Triglyceridämie

Nicht alle Publikationen geben eine detaillierte Auskunft über die postprandiale Triglyce-

ridkinetik, so dass hier kein Vergleich der Studien bezüglich des absoluten und relativen

Anstiegs der Serumtriglyceride möglich ist. Au�ällig ist jedoch, dass es einen Zusam-

menhang zwischen dem Ausmaÿ des postprandialen Anstiegs der Triglyceride und vielen

unterschiedlichen Faktoren gibt. Zum Einen zeigen unterschiedliche Probandenkollekti-

ve unterschiedliche Reaktionen auf orale Triglyceridbelastung. Verglichen mit gesunden

Kontrollprobanden zeigt sich ein stärkerer oder prolongierter Anstieg der Serumtriglyce-

ride bei Patienten mit folgenden kardiovaskulären Risikofaktoren oder Erkrankungen:

• Diabetes mellitus 219;20;86

• arterielle Hypertonie65

• Hyperlipidämie89

• Adipositas67

• KHK96

Darüber hinaus wird durch verschiedener Interventionen wie Sport67, diätetische Maÿ-

nahmen99 sowie die Behandlung mit Fischöl99, Fibraten104 oder Statinen91 der indivi-

duelle Anstieg der Serumtriglyceride infolge oraler Fettaufnahme alteriert.

Auch in der vorliegenden Arbeit unterscheidet sich die postprandiale Triglyceridkinetik

zwischen den KHK�Patienten und den gesunden Probanden. Da diese beiden Gruppen
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jedoch nicht bezüglich ihrer Grundcharakteriska gematcht waren, kann keine Aussage

darüber getro�en werden, welche Faktoren ausschlaggebend für den beobachteten Unter-

schied sind.

Noch ist unklar, welche Bedeutung die Unterschiede in der postprandialen Triglyce-

ridkinetik zwischen verschiedenen Probandenkollektiven haben. Führt das Vorliegen von

kardiovaskulären Risikofaktoren wie Diabetes mellitus 2 oder Adipositas zu einer alte-

rierten postprandialen Triglyceridkinetik? Oder aber fördert eine veränderte Triglycerid-

toleranz die Entwicklung der genannten kardiovaskulären Risikofaktoren? Oder gibt es

eine gemeinsame Ursache für beides?

5.2.2 Auswirkungen auf das Di�erentialblutbild

Andere Studien, die sich mit der Bedeutung postprandialer Triglyceride für das Di�e-

rentialblutbild beschäftigt haben, sind entweder nicht negativkontrolliert2;91 oder nicht

komplett konsistent in ihrer Aussage über den E�ekt postprandialer Triglyceride auf das

Di�erentialblutbild92;93;94. Drei negativkontrollierten Studien sagen aus, dass die Auf-

nahme von Triglyceriden zu einer signi�kanten Erhöhung der Leukozyten führt, die sich

bei den Negativkontrollen, die nur Wasser zu sich nehmen, nicht zeigt. Ob das Di�erenti-

alblutbild in signi�kanter Weise von postprandialen Triglyceriden im Vergleich zu Wasser

beein�usst wird, wird unterschiedlich befunden: Eine Studie �ndet keine Unterschiede, so-

wohl was neutrophile Granulozyten als auch Lymphozyten als auch Monozyten betri�t92.

Zwei Studien beschreiben einen signi�kanten Anstieg der neutrophilen Granulozyten im

Zusammenhang mit oraler Triglyceridaufnahme93;94.

In der vorliegenden Studie zeigten sich Veränderungen im Di�erentialblutbild, die in

einem Anstieg der neutrophilen Granulozyten zugunsten eines Abfalls der Lymphozyten

und eines Abfalls der Monozyten bestand, wobei die Leukozytenkonzentration an sich

unverändert blieb (siehe Abb. 8 bis 11 und Abb. 17 bis 20). Bei Probanden, die einen

oTT durchführten, traten diesselben Veränderungen auf wie in der Gruppe �Gesunde

nüchtern�.

Alles in allem deuten die bisherigen Untersuchungen darauf hin, dass das Di�erential-

blutbild zirkadianen Schwankungen unterliegt, die durch Triglyceridaufnahme am Mor-
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gen nicht moduliert werden.

5.2.3 Auswirkungen auf zirkulierende Monozyten

Schon vorangehende Studien beschäftigten sich mit dem Zusammenhang zwischen post-

prandialen Triglyceriden und dem Aktivierungsgrad zirkulierender Monozyten. Hierbei

wurde mehrfach ein triglyceridabhängiger Anstieg der MFI von CD11b auf peripheren

Monozyten beschrieben2;91;92. Eine dieser Studien beschreibt überdies eine Korrelati-

on zwischen der Di�erenz der Triglyceridkonzentration und der Di�erenz der MFI von

CD11b auf Monozyten vor und nach oraler Fettaufnahme92. Im Gegensatz dazu blieb in

der vorliegenden Studie durch�usszytometrisch bestimmt Expression auf zirkulierenden

Monozyten gleich, unabhängig davon, ob eine Triglyceridaufnahme stattfand oder nicht.

Dieser Widerspruch lässt sich möglicherweise dadurch erklären, dass der Beobachtungs-

zeitraum in der vorliegenden Arbeit mit 5 Stunden kürzer war als in diesen Studien, die

einen signi�kanten Anstieg der CD11b�Expression auf Monozyten zum Teil erst nach 6

Stunden92 oder nach 8 Stunden91 beschreiben. Des Weiteren ist zu vermerken, dass der

Kohlenhydratanteil von 3% der Sahne, die in diesen Studien als Testgetränk verwendet

wurde, als Störvariable nicht völlig auszuschlieÿen ist. Andere mögliche Ansatzpunkte

zur Erklärung der unterschiedlichen Ergebnisse sind weitere Unterschiede in der Zusam-

mensetzung des Testgetränkes (Fettsäuren, Cholesterin und andere Bestandteile), Unter-

schiede in der aufgenommenen Triglyceridmenge, die in der vorliegenden Arbeit �x war,

und in den genannten Studien BSA�adaptiert sowie Unterschiede im Probandenkollek-

tiv. Letztendlich können auch Unterschiede, die die Verarbeitung der Proben im Labor

betre�en als Fehlerquelle nicht ausgeschlossen werden.

Die MFI von CD14 auf Monozyten zum Zeitpunkt t=0 h lag in der vorliegenden Stu-

die bei KHK�Patienten wesentlich höher als in der Population der gesunden Kontroll-

probanden. Die Kontrollprobanden waren bezüglich ihrer Grundcharakteristika nicht mit

der Gruppe der KHK�Patienten gematcht. Es kann also keine Aussage darüber getro�en

werden, ob die erhöhte MFI von CD14 bei den Probanden der Gruppe �KHK oTT� Aus-

druck tatsächlich ihrer kardiovaskulären Grunderkrankung ist. Ebenso kommen andere

Variablen wie etwa des Alters als Ursache für eine veränderte Expression von mono-
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zytären Ober�ächenproteinen in Frage117. Die MFI von CD14 blieb bei den gesunden

Probanden der Gruppe �Gesunde oTT�, die einen oTT durchführten, gleich, während sie

bei Probanden der Gruppe �Gesunde nüchtern�, die nüchtern blieben, im Zeitverlauf sinkt

(siehe Abb. 12 auf Seite 47). Möglicherweise moduliert also die Aufnahme von Triglyce-

riden die zirkadiane Rhythmik der Expression von CD14, indem sie einen morgendlichen

Abfall verhindert. Interessanterweise sank aber auch die MFI von CD14 auf Monozyten

von Probanden der Gruppe �KHK oTT�, die als KHK�Patienten einen oTT durchführten

(siehe Abb. 21 auf Seite 57). Es ist allerdings nicht auszuschlieÿen, dass es sich hierbei

möglicherweise um einen E�ekt der Statineinnahme (90% der Patienten) handelt109.

Die Zusammensetzung der zirkulierenden Monozyten bezüglich ihrer Subpopulatio-

nen, die anhand der Expression von CD14 und CD16 de�niert sind (siehe Seite 16 f. und

Abb. 6 auf Seite 32), blieb sowohl 5 h nach der Aufnahme von Sahne als auch von Wasser

unverändert. Auch konnte keine Korrelation zwischen den Serumlipiden und dem prozen-

tualen Anteil dieser Subpopulationen an den Gesamtmonozyten beobachtet werden. Eine

andere Studie hingegen beschreitb eine positive Korrelation zwischen CD14lowCD16pos-

Monozyten und der Cholesterinkonzentration im Plasma sowie der Plasmatriglycerid-

konzentration109. Diese geht jedoch mit einer groÿen Schwankungsbreite einher, was ihre

Validität einschränkt.

Es konnte keine triglyceridbedingte Veränderung der monozytären Expression von IL6,

IL1b, MCP1 und TNFa beobachtet werden (siehe Abb. 15 auf Seite 51). Aufgrund dieses

Negativbefundes wurde die Untersuchung der monozytären Genexpression in der Gruppe

der Negativkontrolle nicht für notwendig erachtet.

Bezüglich der Expression von Chemokinrezeptoren auf zirkulierenden Monozyten er-

gab die vorliegende Arbeit, dass die Expression von CCR2 und CX3CR1 durch orale

Triglyceridaufnahme beein�usst wird. Die MFI beider Rezeptoren sank in der Grup-

pe der Negativkontrolle signi�kant innerhalb der Beobachtungszeit. Nach oTT sinkt die

MFI dieser Chemokinrezeptoren weniger stark. Postprandiale Triglyceride scheinen also

die zirkadiane Expression von CCR2 und CX3CR1 zu modulieren und wirken so mögli-

cherweise proatherogen.

Insgesamt bietet die vorliegende Arbeit jedoch wenig Anhalt für eine vermehrte Akti-
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vierung zirkulierender Monoyten durch postprandialer Triglyceride.

5.2.4 Auswirkungen auf humorale Parameter

Die Literatur bietet bezüglich der postprandialen Reaktion proin�ammatorischer, humo-

raler Parameter, ein äuÿerst heterogenes Bild. Tabelle 11 zeigt anhand von proatheroge-

nen Molekülen im Serum beispielhaft, inwiefern Studienergebnisse variieren.

Parameter Anzahl der Studien, die eine

im steigende gleichbleibende fallende

Serum postprandiale Serumkonzentration messen

sICAM 312;19;86 267;111 199

TNFa 313;65;86 228;67 199

Tabelle 11: Beispiele für die Heterogenität der Studienergebnisse

Es bleibt unklar, wieso verschiedene Studien mit ähnlicher Fragestellung zu unter-

schiedlichen Ergebnissen kommen. Als Ursache kommen die oben aufgeführten methodi-

schen Unterschiede in Betracht. Insbesondere Studien, deren Testmahlzeiten neben Tri-

glyceriden relevante Mengen anderer Inhaltssto�en enthalten, können ihre Beobachtun-

gen nicht eindeutig auf die Triglyceridämie zurückführen. Hier kommen Kohlenhydrate

und Proteine ebenso als Ursache für proatherogene E�ekte in Betracht.

Des Weiteren wurde mehrfach beobachtet, dass proatherogene E�ekte in Abhängig-

keit vom Probandenkollektiv in unterschiedlicher Ausprägung auftreten. Beispielsweise

wurde bei Patienten mit arterieller Hypertonie ein postprandialer Anstieg proin�amma-

torischer Moleküle im Serum beobachtet, der bei einer gesunden Kontrollpopulation nicht

auftritt65. Auch die Glucosetoleranz beein�usst die Dynamik der postprandialen TNFa�

Konzentration86;97. Eine andere Studie beobachtete bei gesunden Probanden einen post-

prandialen Anstieg von Fractalkine im Serum. Bei KHK�Patienten bleibt die Fractalki-

nekonzentration gleich. Bei Patienten, bei denen sowohl KHK als auch Diabetes mellitus

vorliegen, steigt die Fractalkinekonzentration an69. Es bleibt jedoch zu evaluieren, welche

pathophysiologische und prognostische Bedeutung solche Unterschiede haben.
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Triglyceridabhängige E�ekt auf humorale Parameter sind also o�ensichtlich sehr stör-

anfällig. Die vorliegende Studie arbeitet mit einem Testgetränk, das auÿer Triglyceri-

de keine potentiellen in�ammatorischen Stimuli enthält. In der Gruppe �Gesunde oTT�

und II wurden gesunde Probanden betrachtet, die in ihren Grundcharakteristika eine

geringe Variationsbreite zeigten. Anhand der in der vorliegenden Arbeit beobachteten

humoralen Parameter konnte kein proin�ammatorischer E�ekt postprandialer Triglyce-

ride dargestellt werden. Die Serumkonzentrationen von TNFa als Indikator systemischer

In�ammation und von sICAM als Indikator endothelialer Aktivierung zeigten nach oTT

keine signi�kante Veränderung. Auch bezüglich der Chemokine MCP1 und Fractalkine

zeichnet sich keine triglyceridabhängige Veränderung der Serumkonzentration ab: Die

Konzentration von MCP1 fällt sowohl bei den Probanden, die einen oTT durchführten

als auch in der Gruppe der Negativkontrolle ab, die Konzentration von Fractalkine bleibt

nach oTT gleich.

5.3 Implikationen für die Atheroskleroseforschung

5.3.1 Zirkulierende Monozyten als Surrogatparameter der Atherosklerose

Atherosklerotische Vorgänge können beim Menschen nur schwer sichtbar gemacht wer-

den. Will man eine Aussage über atherogenes Geschehen tre�en, nutzt man Surrogatpa-

rameter. Die pathophysiologische Bedeutung von Monozyten für die Atherosklerose ist

unumstritten. Zirkulierende Monozyten passieren mit dem Blutkreislauf das Gefäÿlumen,

so dass sie als Reporter für atherosklerotische Vorgänge in Frage kommen. Allerdings zir-

kuliert nur ein kleiner Teil der Monozyten. Inwiefern die leicht zugänglichen peripheren

Monozyten jedoch tatsächlich die aktiven, an der Atherogenese beteiligten Monozyten

und Makrophagen repräsentieren, ist also weitestgehend unklar. Es liegen nur wenige

Daten zu der Frage vor, inwiefern die Eigenschaften zirkulierender Monozyten Surrogat-

parameter der Atherosklerose geeignet sind.
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Ober�ächenmoleküle

Eine der Methoden, die eingesetzt werden, um den Aktivierungsgrad von Monozyten

abzuschätzen, ist die Messung der Expression von Ober�ächenmolekülen wie CD14 und

CD11b. Letztendlich ist unklar, inwiefern eine solche Messung auf zirkulierenden Mono-

zyten geeignet ist, um eine Aussage über die aktuelle atherosklerotische Aktivität der

Gesamtmonozyten tre�en zu können.

Bekannt ist, dass Patienten nach Myokardinfarkt eine höhere Expression von CD11b

und CD14 auf ihren Monozyten zeigen als gleichaltrige Kontrollprobanden78. Auch bei

Diabetikern mit KHK wurde im Vergleich zu alters� und geschlechtsadjustierten Kontroll-

probanden eine höhere CD14�Dichte auf zirkulierenden Monozyten nachgewiesen95. Bei

Patienten mit instabiler Angina pectoris konnte eine höhere CD11b�Expression auf Mo-

nozyten gezeigt werden, die aus dem Coronarsinus gewonnen wurden als auf Monozyten,

die aus der Aorta gewonnen werden76. Eine Studie hingegen, die Ober�ächenmolekü-

le auf Monozyten von KHK�Patienten ohne akutes kardiovaskuläres Ereignis verglichen

mit alters�, geschlechts� und medikationkontrollierten Patienten ohne KHK untersuchte,

beschreibt eine gleiche MFI von CD14 für beide Gruppen und eine niedrigere MFI von

CD11b bei den KHK�Patienten verglichen mit der Kontrollgruppe114.

Es ist also ersichtlich, dass viele verschiedene Faktoren die Expression von Ober�ä-

chenmolekülen auf zirkulierenden Monozyten beein�ussen. Ihre Messung ist also sehr

wahrscheinlich nicht spezi�sch für atherosklerotische Prozesse. Auch ist nicht bekannt,

ob eine Korrelation der Expression bestimmter Ober�ächenmoleküle auf peripheren Mo-

nozyten und auf atherogenetisch aktiven Monozyten besteht. Es bleibt zu prüfen, ob die

Bestimmung monozytärer Ober�ächenmoleküle eine sensitive und Methode zur Erken-

nung atherosklerotischer Prozesse ist. Des Weiteren stellt sich die Frage, ob es monozytäre

Ober�ächenmoleküle gibt, deren Expression spezi�sch für die atherosklerotische Prozesse

ist.

Monozytäre Subpopulationen

Die Bedeutung für das kardiovaskuläre Risiko der monozytären Subpopulationen, die be-

züglich der Expression von CD14 und CD16 de�niert sind, ist nur unvollständig geklärt.
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Es gibt nur wenige klinischen Studien, die den prozentualen Anteil dieser Subpopulatio-

nen mit klinischen Daten korrelieren.

Für nierentransplantierte Patienten konnte gezeigt werden, dass der prozentuale An-

teil der CD14lowCD16pos�Monozyten an allen Monozyten mit der Intima�Media�Dicke

der Arteria carotis als Indikator subklinischer Atherosklerose korreliert131. Diese Korre-

lation geht jedoch mit einer hohen Schwankungsbreite einher, so dass es diesbezüglich

weiterer Untersuchungen bedarf. Eine weitere Studie konnte eine Korrelation zwischen

der Intima�Media�Dicke und der Konzentration der CD16pos�Monozyten herausarbei-

ten, welche jedoch nach Adjustierung für den BMI nicht bestehen blieb103. Möglichweise

besteht ein kausaler Zusammenhang zwischen Übergewicht, CD16pos�Monozyten und

Atherosklerose. Hier sind weitere pathophysiologische Untersuchungen notwendig.

Für Diabetespatienten wurde gezeigt, dass das Vorliegen einer KHK den prozentualen

Anteil der CD16pos�Monozyten nicht beein�usst. Auch gegenüber einer Kontrollpopula-

tion ohne Diabetes und ohne KHK lagen die CD16pos�Monozyten in gleichen Anteilen

vor95. In einer anderen Studie wurde für KHK�Patienten ein im Mittel höherer prozen-

tualer Anteil der CD14highCD16pos�Monozyten als bei gesunden Kontrollen gezeigt115.

Die Di�erenz der Mittelwerte ist hierbei gering. Es bleibt also zu überprüfen, ob dieser

signi�kante Unterschied auch relevant und reproduzierbar ist.

Bei Dialysepatienten wurde der Anteil der CD14highCD16pos�Monozyten als unab-

hängiger Risikofaktor für kardiovaskuläre Ereignisse herausgearbeitet49. Auch bei Pa-

tienten mit chronischer Niereninsu�zienz ohne Dialyse waren die CD14highCD16pos�

Monozyten mit dem Auftreten kardiovaskulärer Ereignisse assoziiert102.

Insgesamt ist bis heute nicht geklärt, welche Rolle die monozytären Subpopulationen

für atherosklerotische Erkrankungen spielen. Insbesondere herrscht kein Konsens dar-

über, welche der anhand der Expression von CD14 und CD16 de�nierten Subpopulatio-

nen von Bedeutung ist. Diesbezüglich sind sowohl weitere pathophysiologische als auch

klinische Untersuchungen notwendig.
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Genexpression

Es erscheint plausibel, dass sich die Genexpression zirkulierender Monozyten und athe-

rosklerotische Gefäÿläsionen durch ihre direkten Kontakt miteinander gegenseitig beein-

�ussen. In der Tat wurde mehrfach gezeigt, dass das Vorhandensein kardiovaskulärer

Risikofaktoren sowie das Vorliegen atherosklerotisch bedingter Krankheiten mit einer

veränderten Genexpression in zirkulierenden Monozyten assoziiert sind56;114;141.

Jedoch sind die diesbezüglichen Studienergebnisse nicht konkordant. So wird beispiels-

weise von dem Finkel�Biskis�Jinkins�Osteosarcoma�Gen einmal berichtet, es werde bei

Patienten mit einer atherosklerotischen Grunderkrankung verstärkt exprimiert56. Eine

andere Studie hingegen �ndet die Expression dieses Gens bei KHK�Patienten suppri-

miert114.

Darüber hinaus ist bis heute unklar, inwiefern ein kausaler Zusammenhang zwischen

der monozytären Genexpression und der Atherosklerose besteht. Es liegen keine Da-

ten darüber vor, ob die Expression bestimmter Gene in zirkulierenden Monozyten einen

Prädiktor für kardiovaskuläre Ereignisse darstellt. Es kann nicht beurteilt werden, ob die

berichteten Alterationen der monozytären Genexpression Ursache oder Ausdruck athero-

sklerotischer Veränderungen sind. Auch liegt zum aktuellen Zeitpunkt kein Modell eines

pathophysiologischen pathways unter Berücksichtigung der monozytären Genexpression

vor. Diesbezüglich sind weitere molekularbiologische Untersuchungen und klinische Be-

obachtungen notwendig.

5.3.2 Postprandiale Mechanismen der Atherosklerose

Die vorliegende Arbeit konnte keinen deutlichen postprandialen, triglyceridabhängigen

E�ekt auf zirkulierende Monozyten und in�ammatorische Cytokine etablieren. Nichtsde-

stotrotz geben epidemiologische Studien Hinweise darauf, dass die postprandialen Trigly-

ceride einen kardiovaskulären Risikofaktor darstellen (siehe S. 18 f.). Bislang fehlen Daten

prospektiver, kontrollierter Studien, die postprandiale Triglyceride als kardiovaskulären

Risikofakor validieren. Auch bezüglich der potentiellen postprandialen proatherogenen

Mechanismen gibt es keine einhellige Meinung. Da es sich bei der Atherosklerose um eine
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komplexe, multifaktorielle Pathologie handelt, kann man sich der Frage nach postpran-

dialen proatherogenen Mechanismen von verschiedenen Seiten nähern.

Oxidativer Streÿ und endotheliale Dysfunktion

Die vorliegende Arbeit beschäftigte sich mit dem Ein�uss postprandialer Triglyceride

auf monozytäre und humorale in�ammatorische Parameter der Atherosklerose. Andere

potentielle postprandiale, proatherogene E�ekte wie eine Aktivierung des Gefäÿendothels

und erhöhter oxidativer Stress wurden hier nicht betrachtet.

Endothelzellen regulieren über rezeptorvermittelte und nicht�rezeptorvermittelte Me-

chanismen den Vasotonus, In�ammation, Lipidmetabolismus, Zellwachstum und Zellmi-

gration sowie die Interaktion mit der extrazellulären Matrix41. Kardiovaskuläre Risiko-

faktoren führen insbesondere über oxidativen Streÿ zur Beeinträchtigung dieser Funktio-

nen, also zur endotheliale Dysfunktion. Dieser Schritt bildet den Anfang des kardiovasku-

lären Kontinuums32. Eine nicht�invasive Methode zur Quanti�zierung der Endothelfunk-

tion ist die Messung der �ussabhängigen Vasodilatation18. Hierbei wird das Ausmaÿ der

Vasodilatation bei postischämischer Hyperämie quanti�ziert. Diese ist beim Vorliegen

einer endothelialen Dysfunktion beeinträchtigt.

Es konnte gezeigt werden, dass die Inkubation von humanen Endothelzellen mit post-

prandialen triglyceridreichen Lipoproteinen deren Expression von Adhäsionsmolekülen

und Selectinen steigert, im Gegensatz zu nativen triglyceridreichen Lipoproteinen89. Das

bedeutet, dass die Endothelfunktion in vitro durch postprandiale Triglyceride alteriert

wird.

Auch in vivo konnte mittels der �ussabhängigen Vasodilatation eine Beeinträchtigung

der Endothelfunktion infolge oraler Triglyceridbelastung gemessen werden6;20;39;70;72;89.

Dabei hält die Reaktion der �ussabhängigen Vasodilatation auf orale Triglyceridbelas-

tung bei Patienten mit einer nüchternen Triglyceridkonzentration über 180mg/dl länger

an als bei normolipämischen Probanden89.

Es wird vermutet, dass die postprandiale Beeinträchtigung der Endothelfunktion durch

erhöhten oxidativen Stress hervorgerufen wird6;20. Es wurde beobachtet, dass Leukozyten

postprandial vermehrt Sauersto�radikale produzieren. Diese korrelierte hierbei mit der
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postprandialen Veränderung der Endothelfunktion6.

Die vorliegenden Studienergebnisse sprechen dafür, dass sich die Endothelfunktion

durch postprandiale Triglyceride verschlechtert. Als Ursache hierfür kommen sowohl Ver-

änderungen der Endothelzellen als auch ein erhöhter oxidativer Stress in Betracht. Als

Verursacher des oxidativen Stresses kommen Leukozyten in Frage. Über welchen Mecha-

nismus postprandiale Triglyceride zur leukozytären Produktion von Sauersto�radikalen

führen, ist noch nicht geklärt.

Monozytenmigration

Den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit zufolge wird die zirkadiane Rhythmik in der

Expression von CCR2 und CX3CR1 auf zirkulierenden Monozyten durch postprandiale

Triglyceride moduliert . Es stellt sich die Frage, inwiefern dies von funktioneller Bedeu-

tung ist. Dazu muss das Migrationsverhalten von Monozyten in Abhängigkeit von oraler

Triglyceridbelastung untersucht werden. Hierzu gibt es verschiedene Möglichkeiten. Ei-

nerseits es möglich, Monozyten vor und nach oTT aus Vollblut zu isolieren. Diese Zellen

werden dann in einen Migrationsassay eingesetzt. Bei dieser Methode ist nicht auszu-

schlieÿen, dass die Zellen von Interessen bereits in vivo in eine atheromatöse Plaque

migriert sind. Eine andere Untersuchungsmethode umgeht diese Fehlerquelle: Die Mono-

zyten werden vor dem oTT aus Vollblut isoliert. Vor und nach oTT wird Serum oder

Plasma gewonnen. Die nativen Monozyten werden mit den jeweiligen Plasmaproben in-

kubiert und anschlieÿend in einem Migrationsassay eingesetzt. Bei dieser Methode bleibt

zu prüfen, inwiefern postprandial gewonnenes triglyceridreiches Serum in vitro sich auf

die monozytäre Expression von Chemokinrezeptoren auswirkt.

Sind postprandiale Triglyceride tatsächlich ein kardiovaskulärer Risikofaktor?

Es ist denkbar, dass nicht die postprandialen Triglyceride selbst einen Risikofaktor dar-

stellen. Sie können ebenso Ausdruck anderer Risikofaktoren sein. Die gemessenen post-

prandialen Triglyceride in der �Women's Health Study� 7;83 und der �Copenhagen City He-

art Study� 90 entstanden nicht infolge einer standartisierten Triglyceridzufuhr. Die Nah-

rungsaufnahme geschah individuell. Die resultierenden postprandialen Triglyceridwerte
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spiegeln also die individuellen Essgewohnheiten wider, welche möglicherweise ihrerseits

Ausdruck eines kardiovaskulären Risikoverhaltens sind.

In der �Women's Health Study� wurden die Teilnehmerinnen gebeten, nüchtern zu er-

scheinen7. Die Daten für postprandiale Triglyceride wurden bei Frauen erhoben, die die-

ser Bitte nicht nachkamen. Es kann spekuliert werden, dass diese Probandinnen tenden-

ziell eher non�compliant waren und sich somit von der Grundgesamtheit unterschieden.

Dies wäre eine mögliche Ursache für eine Verzerrung der Daten.

Um zu ermitteln, inwiefern postprandiale Triglyceride einen kardiovaskulären Risiko-

faktor darstellen, sind prospektive Studien wie die �Homburg Cream and Sugar Study�

notwendig.

5.3.3 Zirkadiane Rhythmik proatherogener Parameter

In der Deutung der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wurde vielfach auf zirkadiane

Rhythmen verwiesen.

Kardiovaskuläre Krankheiten werden durch zirkadiane Rhythmen beein�usst. So tre-

ten kardiovaskuläre Ereignisse gehäuft am frühen Morgen auf22;85. Im Tiermodell konnte

gezeigt werden, dass auch die Infarktgröÿe und die Ischämie�Reperfusions�Toleranz in

Abhängigkeit vom Zeitpunkt des Eintretens eines Infarktes abhängen31. Als Ursache

hierfür werden sowohl extrinsische als auch intrinsische Faktoren angesehen. Zirkadiane

Rhythmen sind für in�ammatorische proatherogene Parameter wie zum Beispiel IL6 und

TNFa47;75;98 bedeutsam. Darüber hinaus konnten für glatte Gefäÿmuskelzellen und Kar-

diomyozyten tageszeitliche Schwankungen des Genexpressionmusters gezeigt werden140.

Im Tiermodell wurde gezeigt, dass nach Ablation der kardiomyozytärer zirkadianen Uhr

die tageszeitlichen Schwankungen der Ischämie�Reperfusions�Toleranz verloren gehen31.

Interessanterweise zeigt auch der postprandiale Metabolismus tageszeitliche Schwan-

kungen auf51;84. Inwiefern die zirkadianen Rhythmen von kardiovaskulären Erkrankun-

gen, proin�ammatorischen Parametern und postprandialem Metabolismus zusammmen-

hängen, ist unklar.
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Zirkadiane Veränderungen des Di�erentialblutbildes

Zirkadiane Rhythmen das Di�erentialblutbild betre�end wurden bereits beschrieben, oh-

ne in die klinische Praxis einzugehen47;82;125. In der vorliegenden Studie begannen die

Messungen zum Zeitpunkt t=0 h zwischen 7Uhr und 8Uhr und endeten fünf Stunden spä-

ter, also zwischen 12Uhr und 13Uhr. Für diesen Zeitraum wurden tageszeitliche Schwan-

kungen wie folgt beschrieben: Die neutrophilen Granulozyten steigen an, während die

Lymphozyten und die Monozyten abfallen47;82. Die in der vorliegenden Studie gemesse-

nen Tendenzen in der Dynamik der Konzentrationen der Leukozytenpopulationen stehen

also im Einklang mit den beschriebenen tageszeitlichen Rhythmen. Die Ergebnisse der

bereits genannten Studien, die sich mit den Auswirkungen postprandialer Triglyceride

befassen2;91;92;93;94 unterscheiden sich von den Ergebnissen der vorliegenden Studie, in-

dem sie einen fraglichen triglyceridabhängigen Anstieg der Lymphozyten beschreiben. Es

ist nicht bekannt, in welchem Zeitraum diese Messungen durchgeführt wurden und ob der

beschriebene Lymphozytenanstieg nicht möglicherweise Ausdruck des nachmittaglichen

Anstieges ist47.

Es ist bis heute nicht geklärt, welche pathophysiologische Bedeutung die tageszeitlichen

Veränderungen des Di�erentialblutbildes für die Atherosklerose haben.

Chemokine und ihre Rezeptoren

Auch zirkadiane Rhythmen bezüglich der untersuchten Chemokine und ihrer Rezepto-

ren sind bislang noch nicht eingehend erforscht. Versuche an Peritonealmakrophagen

von Mäusen deuten darauf hin, dass in diesen Zellen CCR2 kontinuierlich exprimiert

wird, während die Expression seines Liganden MCP1 einem festen circadianen Rhyth-

mus folgt48. Bei Ratten konnten Hinweise auf eine tageszeitliche Rhythmik der MCP1�

Konzentration im Plasma gefunden werden17.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dass die Expression von

CCR2 und CX3CR1 auf zirkulierenden Monozyten einer zirkadianen Rhythmik unter-

liegt. Sie fällt im Laufe des Vormittags ab. Im Zusammenhang mit oraler Aufnahme von

Triglyceriden wurde dieser Abfall verhindert. Die Serumkonzentration von MCP1 scheint

ebenfalls einer zirkadianen Rhythmik zu unterliegen, welche jedoch nicht durch Trigly-



Diskussion 77

ceridaufnahme beein�usst wird. Es gibt bislang keinen Anhaltspunkt für tageszeitliche

Schwankungen der Fractalkine�Konzentration im Serum.

Es bedarf weiterer Untersuchungen, um die zirkadianen Rhythmen der Serumkonzen-

tration von Chemokinen sowie der Expression ihrer Rezeptoren genauer zu charakterisie-

ren. Darüber hinaus bleibt die Frage o�en, inwiefern solche tageszeitlichen Schwankungen

und ihre Modulierbarkeit beispielsweise durch Triglyceride von pathophysiologischer Be-

deutung sind.

Der Ein�uss der Nahrungsaufnahme auf zirkadiane Rhythmen

Es gibt Hinweise, dass die Nahrungsaufnahme zirkadiane Rhythmen beein�usst37. Es

konnte gezeigt werden, dass bei Ratten die zirkadiane Rhythmik der Plasmakonzentra-

tionen von Adiponectin, TNFa sowie MCP1 und in geringerem Ausmaÿ von IL1 und IL6

durch eine fettreiche Diät durchbrochen wird17. Beim Menschen konnte eine Modulation

der IL6�Serumkonzentration durch die Aufnahme von Triglyceriden bislang nicht beob-

achtet werden28;94. Versuche an Mäusen ergaben, dass das Ausmaÿ der Modulation zir-

kadianer Rhythmen durch Nahrungsaufnahme vom Zeitpunkt der Fütterung abhängt38.

Die Aufnahme von Triglyceriden am Morgen scheint in Bezug auf einige Parameter,

insbesondere die Chemokinrezeptorexpression auf Monozyten, zirkadiane Rhythmen mo-

dulieren zu können. Es bleibt unbekannt, ob es zu anderen Zeitpunkten des Tages Phasen

gibt, in denen monozytäre und humorale in�ammatorische Parameter sensibler auf orale

Triglyceridbelastung reagieren. Solches zu untersuchen stellt eine groÿe Herausforderung

an das Studiendesign dar: Es ist schwierig, zu einem anderen Zeitpunkt als nach der

Nachtruhe, Probanden in nüchternem Zustand zu rekrutieren. Bleiben die Probanden

nicht nüchtern, so stellt die Nahrungsaufnahme vor dem Test einen Störfaktor dar. Blei-

ben die Patienten allerdings nüchtern, so ist nicht auszuschlieÿen, dass die Nüchternphase

selbst als Störvariable agiert. Man müsste also eine Cross�over�Studie durchführen, in

der sich die Probanden einmal nüchtern und einmal nicht nüchtern einem oTT unterzie-

hen.
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