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Einleitung

Ein Bereich dieser Arbeit ist in der Metabolomik angesiedelt. Der Begriff Metabolomik
beschreibt im Allgemeinen laut [1,2] das Gebiet der Analyse komplexer biologischer
Proben und den sog. einzigartigen chemischen Fingerabdruck [3]. Dies geschieht im
Rahmen einer Zuordnung und Quantifizierung aller Metaboliten in einer solchen Pro-
be.

Seit Jahrhunderten sind Forscher daran interessiert, Krankheiten an Korperfliissigkei-
ten wie zum Beispiel Urin, Blut oder Gewebeproben zu diagnostizieren. Dabei wurde
beispielsweise bereits im 16. Jahrhundert von U. Pinder Urin nach Merkmalen fiir Er-
krankungen klassifiziert [1]. Im Jahr 1974 wurden die ersten Metaboliten in Gewebe-
proben mit Hilfe der NMR-Spektroskopie detektiert [4]. Die Forschungen an der Diag-
nose von Erkrankungen konnten in den letzten Jahrzehnten aufgrund fortschreitender
Technologien zur Analyse von Korperfliissigkeiten intensiviert werden. Dabei spielen
vor allem die NMR (engl. Nuclear magnetic resonance, Kernspinresonanz)-
Spektroskopie und die Massenspektrometrie eine grofie Rolle. Mit Hilfe beider Metho-
den kénnen Substanzen einer Probe identifiziert und quantifiziert werden. Die Starke
der Massenspektrometrie liegt in der Sensitivitit und die Starke der NMR-
Spektroskopie in dem deutlich geringeren Fehler bei der Quantifizierung und der ho-
heren Reproduzierbarkeit. Hierbei konnen teilweise an die tausende Signale den Sub-
stanzen zugeordnet werden und die Konzentrationen bestimmt werden. Sogenannte
Hochdurchsatz-Verfahren ermdéglichen das Messen einer grofsen Anzahl von Proben.
Die Identifizierung von Biomarkern, d. h. Merkmalen in der untersuchten Korperfliis-
sigkeit, die kennzeichnend fiir bestimmte Krankheiten sind, spielt eine immer grofsere
Rolle. Dabei ist sowohl die Diagnose als auch die Fritherkennung einer Krankheit Ziel
vieler Forschungen. Neben Herzerkrankungen, wie beispielsweise Koronare Herzge-
faflerkrankung (engl.: coronary artery disease, CAD) [5] und Nierenerkrankungen wie
ADPKD (autosomal-dominante polyzystische Nierenerkrankung) [6], ist auch die
Volkskrankheit Diabetes immer haufiger Thema aktueller Studien [7,8,9], da die An-
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zahl der Erkrankten immer weiter ansteigt [10]. Dabei werden sowohl Zusammenhan-
ge zwischen den kleinen Metaboliten als auch den grofseren Partikeln, wie den Lip-
oproteinen, und Diabetes untersucht. Lipoproteine sind nicht-kovalente Aggregate aus
Lipiden und Proteinen, die Lipide und Cholesterol im Blut transportieren. Auffalligkei-
ten im Lipoproteinprofil weisen haufig auf Stoffwechselerkrankungen hin. Im Rahmen
dieser Arbeit werden Blutplasmaproben eines aus 618 Studienteilnehmern bestehen-
den Kollektivs von gesunden Personen, Prdadiabetikern und Diabetikern in Hinblick
auf Biomarker fiir die Diabetesfritherkennung mit Hilfe der NMR-Spektroskopie un-
tersucht. Diese Proben stammen von Blutspendern des Blutspendedienstes. Ein zweiter
Teil dieser Arbeit widmet sich den Hochdruck-NMR-Messungen an Serum und Lip-
oproteinen. Dabei wird an die Proben ein hoher Druck angelegt, um die Lipoproteine
biophysikalisch zu charakterisieren und somit die lokale Viskositit und die Beweg-
lichkeit der Fettsduren zu analysieren. Die Untersuchung von Proteinen, Nukleoprote-
inen und Membranen mit Hilfe von Hochdruck-Messungen spielt bereits seit vielen
Jahrzehnten eine entscheidende Rolle. Hierbei kénnen wichtige Informationen iiber die
Struktur, Dynamik und Faltung von Proteinen gewonnen werden. Daher lasst die Ana-
lyse der Hochdruck-NMR-Messungen an Lipoproteinen und Serum neue Informatio-
nen beziiglich deren Struktur und charakteristischen Eigenschaften erwarten.

In Abschnitt 1 werden die Grundlagen, die fiir die Analyse der Messergebnisse beno-
tigt werden, erlautert. Hierbei wird sowohl der Begriff Metabolomik, die Krankheit
Typ-2-Diabetes, Blut und dessen Bestandteile, wie Lipide und Lipoproteine, Grundla-
gen der NMR-Messungen an Blutproben und Hochdruck-NMR-Messungen als auch
statistische Methoden dargestellt. Anschlieflend wird kurz das Design der untersuch-
ten Studie zur Diabetesfritherkennung gezeigt.

Abschnitt 2 fasst die wichtigsten Eigenschaften der Probenherstellung, des
Messaufbaus und der Prozessierung der Daten zusammen. Dieser Abschnitt gliedert
sich in einen die Diabetesstudie betreffenden Teil und einen, der die Probenvorberei-
tung der Serum- und Lipoprotein-Proben, den Aufbau der NMR-Hochdruckanlage
und die Prozessierung der Hochdruckdaten darstellt.

Anschlieffend werden in Abschnitt 3 die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Ergeb-
nisse sowohl beziiglich der Diabetesstudie als auch der Hochdruck-NMR-Messungen
an Serum und Lipoproteinen gezeigt. Um mittels logistischer Regressionsanalyse Kor-
relationen zwischen Substanzen in der Probe und der Diabeteserkrankung zu finden,
wurden mit Hilfe einer Fitroutine der Firma numares, ehemals LipoFIT analytic, Lip-
oproteinprofile der Proben berechnet. Zusatzlich konnten die Veranderungen der
NMR-Spektren der Blutplasmaproben mit Hilfe sogenannter Riickstellproben, d. h.

retrospektive Proben der Studienteilnehmer, qualitativ analysiert werden.
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Ein zweiter Teil dieser Arbeit widmet sich den Ergebnissen der Hochdruck-NMR-
Messungen an Serum und Lipoproteinen. Hochdruck-NMR-Spektroskopie kann, wie
bereits erwahnt, wichtige Informationen iiber lokale mechanische und dynamische
Eigenschaften von Proteinen liefern und ermdglicht die Stabilisierung von Faltungsin-
termediaten [11]. Somit konnen die strukturellen Eigenschaften der Lipoproteine un-
tersucht werden. Hierbei wird das Verhalten verschiedener Signale, wie beispielsweise
die Signale der Methyl- und Methylengruppen und des Cholesterols, beobachtet. Hier-
zu werden sowohl die Druckabhéngigkeit der Signalintegrale als auch der chemischen
Verschiebung dieser Signale analysiert. Das Verhalten wird anschlieflend erldutert und
mit Hilfe von thermodynamischen Analysen interpretiert. Diese Daten wurden mit
Hilfe aktueller Forschungsgrundlagen untersucht [12,13].

Diese Ergebnisse werden in Kapitel 4 mit den aktuellen Resultaten anderer Arbeits-
gruppen verglichen und mit Hilfe dieser Forschungsgrundlagen analysiert und disku-
tiert. Abschlieffend werden die Ergebnisse dieser Arbeit zusammengefasst und Mog-

lichkeiten weiterer interessanter Untersuchungen gezeigt.






1.  Grundlagen

Dieses Kapitel liefert die theoretischen Grundlagen, die fiir die Abschnitte 2, 3 und 4
benotigt werden. Im Besonderen wird hierbei in Abschnitt 1.1 auf das Gebiet der Me-
tabolomik eingegangen. Anschliefiend werden die Formen des Diabetes Mellitus klas-
sifiziert. Dabei wird vornehmlich der Diabetes Mellitus Typ 2 und seine Charakteristi-
ka behandelt. In Abschnitt 1.3 werden die chemischen Eigenschaften von Blut, Lipiden
und Lipoproteinen dargestellt. Der Abschnitt 1.4 widmet sich den physikalischen
Grundlagen der NMR-Spektroskopie von Blutplasma und —serum und den darin ent-
haltenen Lipoproteinen. Des Weiteren wird das physikalische Prinzip von Hochdruck-
NMR-Spektroskopie erldutert. Die fiir die statistische Auswertung der im Rahmen die-
ser Arbeit durchgefiihrten Studie zur Fritherkennung von Typ-2-Diabetes (kurz: Diabe-
tesstudie) notwendigen Grundlagen liefert Abschnitt 1.5. SchliefSlich wird noch kurz

das Design der Diabetesstudie beschrieben.

1.1 Metabolomik

Dieser Abschnitt basiert auf [1,2,14,15,16]. Wie bereits in der Einleitung erwahnt, ist die
Wissenschaft seit geraumer Zeit daran interessiert, Krankheiten mit Hilfe von Korper-
fliissigkeiten (z. B. Urin und Blut) zu diagnostizieren (vgl. Bild 1). Die Abbildung zeigt
eine von U. Pinder 1506 veroffentlichte Zuordnung von Urinmerkmalen zu verschie-
denen Krankheiten. Heute wird dieser Bereich als Metabonomik bezeichnet und fasst
laut Nicholson im Allgemeinen das Messen einer Stoffwechselreaktion in Korperfliis-
sigkeiten eines Lebewesens auf biologische Stimuli oder genetische Veranderungen
zusammen [1,2]. Mit Hilfe der nahe verwandten Metabolomik werden analytische Un-
tersuchungen komplexer biologischer Proben und dem einzigartigen chemischen Fin-
gerprint des Stoffwechsels beschrieben [1,2,3]. Dies geschieht im Rahmen einer Zuord-

nung und Quantifizierung aller Metaboliten in einer solchen Probe.



6 Grundlagen

Bild 1: Diagnostik verschiedener Krankheiten mit Hilfe der Urineigenschaften von U. Pinder
aus dem Jahr 1506 (aus [1]).

Metabolomik umfasst nicht nur die Messung der Probe mit Hilfe von analytischen Me-
thoden wie NMR-Spektroskopie und Massenspektrometrie (kurz MS), sondern auch
die Methoden der Mustererkennung, auch als Chemometrik bekannt. Metabolomik
bezeichnet folglich im Allgemeinen die Untersuchung des Metabolismus und dient
somit der Analyse der grundlegenden Prinzipien des Stoffwechsels, dem Verstandnis
von Stoffwechselstérungen, der Untersuchung von Krankheiten und der Identifizie-
rung von Biomarkern.

Im Bereich der NMR-basierten Metabolomik konnen in einer Probe mit Korperfliissig-
keit zur gleichen Zeit alle Wasserstoff-enthaltenden Molekiile mit Hilfe von "H-NMR-
Spektroskopie und die Kohlenstoff-Isotope *C mit Hilfe der *C-NMR-Spektroskopie
gemessen werden. Das bedeutet, dass bis zu mehreren tausend Metaboliten einer Pro-
be gleichzeitig detektiert werden konnen. Ein weiterer Vorteil der NMR-Spektroskopie
ist, dass im Vergleich zur Massenspektrometrie keine physikalische oder chemische
Probenvorbehandlung notwendig ist und die Proben somit nicht zerstort werden. Ein
NMR-Spektrum einer solchen Probe mit relativ kleiner Probenmenge (mindestens
50 puL) kann innerhalb weniger Minuten aufgenommen werden, was eine Untersu-
chung von Studien mit grofier Probenzahl ermoglicht. Als weiteres Merkmal der NMR-
Spektroskopie ist aufserdem das hohe Maf§ an Reproduzierbarkeit einer Messung zu

nennen.
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Bei der Massenspektrometrie werden die zu analysierenden Metaboliten von der Probe
mittels HPLC (engl.: High performance liquid chromatography) getrennt und an-
schlieffend detektiert. Hierbei ist jedoch die Identifikation einzelner Molekiile wegen
des Ubergangs in die Gasphase schwierig. Im Allgemeinen kdnnen bei beiden analyti-
schen Methoden die Metaboliten identifiziert und quantifiziert werden. Mithilfe statis-
tischer Auswertemethoden zur Mustererkennung ist es nach der Messung moglich,
Zusammenhdnge zwischen Metaboliten und Krankheiten zu analysieren, das heifst

sogenannte Biomarker zu identifizieren.

1.2  Typ-2-Diabetes Mellitus

In folgendem Abschnitt werden die grundlegenden Informationen zu der Stoffwech-
selerkrankung Diabetes Mellitus insbesondere Typ-2-Diabetes Mellitus zusammenge-
fasst, welche zur Diskussion der in Abschnitt 3.1 dargestellten Ergebnisse nétig sind.
Hierbei wird auf die Definition, Klassifikation und Diagnostik dieses Diabetestyps ein-
gegangen. Des Weiteren werden die Risikofaktoren und die Folgeerkrankungen erlau-
tert, welche die Notwendigkeit einer Fritherkennung des Typ-2-Diabetes darlegt. Die
Abschnitte 1.2.1 bis 1.2.3 basieren auf [17,18,10,19].

1.2.1 Definition, Klassifikation und Diagnostik des
Typ-2-Diabetes

Die Stoffwechselerkrankung Diabetes Mellitus umfasst alle Diabetestypen mit dem
Leitbefund der Hyperglykamie, d. h. eine erh6hte Glucose-Konzentration im Blut. Dia-
betes Mellitus wird grundlegend in zwei Formen untergliedert: Zum einen der auto-
immune, ,insulinabhangige” Typ-1-Diabetes, der vorwiegend bei Kindern und Ju-
gendlichen auftritt. Durch eine Autoimmunreaktion des Korpers werden die fiir die
Insulinproduktion verantwortlichen Betazellen der Bauchspeicheldriise zerstort. Dies
fiihrt zu einem Insulinmangel. Zum anderen der insulin-unabhédngige Typ-2-Diabetes,
welcher auch als Altersdiabetes bekannt ist. Diese Stoffwechselstorung ist die haufigste
Form des Diabetes und umfasst nahezu 90 % aller Diabetiker.

Dieser Diabetestyp kennzeichnet sich meist durch eine Kombination aus relativem In-
sulinmangel und einer Insulinresistenz. Dies bedeutet, dass Insulin im Gegensatz zum
Typ-1-Diabetes Mellitus produziert wird, aber an den Zellmembranen nicht richtig
wirken kann.

Bild 2 zeigt die korpereigene Regulation des Blutzuckerspiegels mit Hilfe des Hormons
Insulin und dessen Gegenspieler Glucagon [20]. Bei erhohtem Glucosespiegel wird in
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Bild 2: Regulation des Blutzuckerspiegels mit Hilfe der Hormone Insulin und Glucagon. Bei
erhéhtem Glucosespiegel wird in den Betazellen der Bauchspeicheldriise die Insulinsekretion
veranlasst. Insulin bewirkt eine Aufnahme des Blutzuckers aus dem Blut in das Gewebe. In der
Leber wird Glucose zu Glycogen umgewandelt, was den Blutzuckerspiegel weiter erniedrigt.
Bei zu niedrigem Blutzuckerspiegel wird dieser mit Hilfe des Hormons Glucagon erhoht, wel-
ches von den Alphazellen der Bauchspeicheldriise ausgeschiittet wird. Glucagon bewirkt eine
Umwandlung von Glycogen zu Glucose, wodurch Glucose frei wird und somit der Blutzucker-
spiegel erhoht und normalisiert wird. * ist ein nicht durch Glucose sekretionsanregendes Mittel
und FFA steht fiir freie Fettsduren (Abbildung nach [20]).

den Betazellen der Bauchspeicheldriise die Insulinsekretion veranlasst. Insulin bewirkt
eine Aufnahme des Blutzuckers aus dem Blut in das Gewebe (Muskeln, Gehirn etc.).
Des Weiteren wird in der Leber Glucose zu Glycogen umgewandelt, was den Glucose-
spiegel weiter erniedrigt. Bei zu niedrigem Blutzuckerspiegel wird dieser mit Hilfe des
Hormons Glucagon erhoht, welches, wie Insulin, von den Betazellen der Bauchspei-
cheldriise ausgeschiittet wird. Glucagon bewirkt eine Umwandlung von Glycogen zu
Glucose, wodurch Glucose frei und somit der Blutzuckerspiegel erh6ht und normali-
siert wird.

Im Anfangsstadium dieser Erkrankung versucht der Kérper mit dem sog. Hyperinsu-
linismus dem erhdhten Blutzuckerspiegel entgegenzuwirken. Wenn die Insulinmenge
trotz dieser hohen Insulinproduktion nicht mehr ausreicht, spricht man von einer Ma-
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nifestation des Diabetes. In schweren Formen kann es zu einer volligen Zerstorung der
Betazellen durch eine Glucose- und Lipotoxitait kommen. Bereits viele Jahre vor der
Manifestation des Typ-2-Diabetes treten pradiabetische Vorstufen auf, welche auf eine
gestorte Glucoseregulation hinweisen.

Man unterscheidet eine gestorte Glucosetoleranz (engl.: Impaired Glucose Tolerance,
IGT) und eine abnorme Niichternglucose (engl.: Impaired Fasting Glucose, IFG). Des
Weiteren gibt es als starkste Form des Pradiabetes eine Kombination aus IGT und IFG.
Die Diagnose des Typ-2-Diabetes erfolgt meist {iber einen oralen Glucosetoleranztest
(0GTT), bei dem die Niichternplasmaglucose im Blut untersucht wird und anschlie-
Bend 75 g Glucose, in Wasser gelost, eingenommen werden. Nach zwei Stunden wird
erneut die Plasmaglucose bestimmt. Nach den in Tabelle 1 zu sehenden Kriterien wer-

den die Patienten in die jeweiligen Klassen eingeteilt.

Tabelle 1

Klassifikation der (Pra-)Diabetes-Klassen mit Hilfe des oralen Glucosetoleranztests.»®
Venose Blutplas- mg/dL (mmol/L) Kapillare Vollblut- mg/dL (mmol/L)
maglucose glucose

oGTT, t=0 min oGTT, t=0 min

Diabetes (Niichtern) >126 (>7,0) Diabetes (Niichtern)  >110 (>6,1)
abnorme Niichtern- >110 (> 6,1) abnorme Niichtern- >100 (>5,6)
glucose? glucose?

oGTT,nach2h oGTT,nach2h

Diabetes >200 (>11,1) Diabetes >200 (>11,1)
gestorte Glucosetole-  >140 (>7,8) gestorte Glucosetole-  >140 (>7,8)
ranzb ranzb

Quelle: [19].
« Englisch: Impaired Fasting Glucose, IFG.
b Englisch: Impaired Glucose Tolerance, IGT.
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1.2.2 Risikofaktoren und gesundheitliche Folgen
des Typ-2-Diabetes

Zu den bisher bekannten Risikofaktoren fiir Typ-2-Diabetes zahlen laut Internationa-
lem Diabetes Verband (engl.: International Diabetes Federation, kurz: IDF) unter ande-
rem Ubergewicht, ungesunde Ernéhrung, Bewegungsmangel, Insulinresistenz, Ethnizi-
tat, genetische Veranlagung und hoheres Lebensalter [10]. Die Risikofaktoren unter-
gliedern sich in zwei Gruppen, die modifizierbaren, welche in erster Linie durch den
Lebensstil beeinflusst werden, und die nicht-modifizierbaren Risikofaktoren.

Da Typ-2-Diabetes einen schleichenden Verlauf nimmt und fiir den Erkrankten meist
ohne Beschwerden auftritt, kann eine zu spate Diagnose zu schwerwiegenden gesund-
heitlichen Folgeerkrankungen fithren. Wie bereits in Abschnitt 1.2.1 erldutert, kann es
durch den dauerhaft erhohten Blutzuckerspiegel zu einer Schadigung der Organe und
des Gewebes kommen. Zu den haufigsten Folgeerkrankungen zdhlen unter anderem
Herz-Kreislauf-Erkrankungen (engl.: cardiovascular disease, kurz: CV,), Nierenerkran-
kungen (Diabetische Nephropathie), Nervenerkrankungen (Diabetische Neuropathie)
und Augenerkrankungen (diabetische Retinopathie).

1.2.3 Epidemiologie

Wie bereits in der Einleitung angedeutet, findet laut dem Internationalen Diabetes
Verband weltweit eine rasante Ausbreitung des Typ-2-Diabetes statt [10]. Weltweit
litten im Jahr 2011 etwa 371 Millionen Menschen an Diabetes, was in etwa 5,3 Prozent
der Weltbevolkerung entspricht, wobei die Dunkelziffer mit etwa 187 Millionen Diabe-
tesféllen relativ hoch ist. Man erwartet einen Anstieg auf 522 Millionen Diabetiker bis
zum Jahr 2030. In Deutschland sind etwa 5,2 Millionen Diabetiker in Behandlung und
etwa ein Drittel der Bevolkerung ist bereits an Pradiabetes erkrankt. Die Top 10 Liste
aller Lander mit den hochsten Diabeteserkrankten fithrt China mit 92 Millionen Diabe-
tikern an, gefolgt von Indien, USA, Brasilien, Russland, Mexiko, Indonesien, Agypten,
Japan und Pakistan. Deutschland steht an zweiter Stelle der Liste der europaischen
Lander [10].

1.3  Blut, Lipide und Lipoproteine

In diesem Abschnitt werden die grundlegenden Funktionen des Bluts und die chemi-
schen Grundlagen von Lipiden veranschaulicht. Anschliefend werden die im metabo-

lischen Stoffwechsel eine wichtige Rolle spielenden Lipoproteine grundlegend charak-
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Bild 3: Zusammensetzung des Bluts. Blutserum erhilt man durch Zentrifugieren nach der

Gerinnung (a) und Blutplasma durch Zentrifugieren vor der Gerinnung (b) (nach [21]).

terisiert. Lipoproteine sind nicht-kovalente Aggregate aus Lipiden und Proteinen, die

als Transportmittel fiir Lipide und Cholesterol im Blut fungieren.

1.3.1 Blut

Dieser Abschnitt fasst die grundlegenden Eigenschaften des Bluts aus
[17,21,22,23,24,25,26,27] zusammen. Blut dient als Korperfliissigkeit, die den Transport
von Atemgasen, Nahr- und Spurenstoffen, homdoostatische Funktionen, wie beispiels-
weise die Regulation der Korpertemperatur, des pH-Werts und die Osmolaritit, Ge-
rinnungsfunktion und Abwehrfunktionen gewahrleistet. Es wird haufig auch als , fliis-
siges Gewebe” oder ,fliissiges Organ” bezeichnet. Arterien sind Blutgefdfie, die vom
Herz wegfiihren, und Venen solche, die zum Herz hinfiihren. Das Herz ist eine Art
Pumpe, die den gesamten Korper mit Blut versorgt. Ein Mensch besitzt etwa 5 bis 6
Liter Blut, was circa 70 bis 80 ml pro Kilogramm entspricht. Aufgrund von Blut-
puffern, die den pH-Wert konstant halten, hat das Blut einen stabilen pH-Wert von 7,4.
Wie in Bild 3 und Bild 4 zu sehen, setzt sich Blut vor der Gerinnung aus einem zellula-
ren Bestandteil (etwa 44 %) und dem Blutplasma (circa 56 %) zusammen, welches eine
wassrige Losung aus 90 % Wasser mit Proteinen, Salzen und niedermolekularen Sub-
stanzen enthalt. Die zelluldren Bestandteile werden in drei Gruppen untergliedert: die
Erythrozyten, welche auch als die roten Blutkdrperchen bezeichnet werden, die weifSen
Blutkorperchen (Leukozyten), die der Abwehr von Krankheiten, Blutgruppen etc. die-
nen, und die Blutplédttchen (Thrombozyten), die fiir die Blutgerinnung verantwortlich
sind.

Das Blutplasma enthélt im Gegensatz zum Serum noch alle Gerinnungsfaktoren. Das
Blutplasma besteht wie oben angefiihrt zu 90 % aus Wasser und zu 10 % aus geldsten
Stoffen. Dazu zahlen vor allem Blutproteine, wie beispielsweise Albumine, Lipoprotei-

ne, Immunglobuline und Fibrinogen, anorganische Elektrolyte (Na*, K*, Cl, Ca?, Mg?,
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Bild 4: Zusammensetzung des Bluts: Blut besteht aus zellulidren Bestandteilen (Erythrozyten,
Leukozyten, Thrombozyten) und vor der Gerinnung aus Blutplasma, welches sich zu 90 % aus
Wasser und zu 10 % aus Feststoffen zusammensetzt (nach [25,26]).

Bikarbonat und Phosphate), Hormone, Nahrstoffe und Abbauprodukte des Stoffwech-
sels (siehe Tabelle 2).

Die Plasmaproteine konnen mit Hilfe der Tragergelelektrophorese in fiinf Gruppen
eingeteilt werden: Albumin, al-, a2-, - und y-Globuline (vgl. Bild 5, [28]). Albumin
zahlt als einziges Plasmaprotein nicht zu den Globulinen. Es dient dem Transport von
Ca? und der Aufrechterhaltung des kolloidosmotischen Drucks. Globuline sind in
Wasser unlosliche Eiweifsstoffe, die in verdiinnten Neutralsalzlosungen 16slich sind.
Die Aufgaben der Globuline liegen vorwiegend im Transport von Proteinen und
schlecht wasserloslichen Substanzen, wie beispielsweise Vitamine, Zucker und Lipi-

den, in der pH-Wert-Regulation, der Blutgerinnung und der Immunabwehr.

=1 Albumine
=1 Globuline | §
~ 65-80g/l : i o
Proteine : 2
(100 %) B bibal v : i3
et e L U

korperchen i S : |

60% 4% 75% 12% 16,5%
Lo Hamatokrit
Zentrifugierung a Densitometrie

Bild 5: Kurve einer Eiweif-Elektrophorese: Mit Hilfe dieser Methode konnen die Plasmaprotei-
ne in die Gruppen Albumin, al-, a2-, - und y-Globuline untergliedert werden (aus [28]).
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Wie bereits erwdhnt, erfolgt der Transport der Lipide durch die Lipoprotein-
Komplexe, den sog. Lipoproteinen. Dies sind Komplexe aus der Bindung von Lipiden
an bestimmte Proteine, den Apolipoproteinen, welche diese Aggregate zusammenhal-
ten. Die Lipoproteine konnen wegen ihrer physikalischen Eigenschaften mit Hilfe der
Elektrophorese in verschiedene Klassen eingeteilt werden. VLDL und IDL wandern in
der pra--Bande, LDL in der $-Bande und HDL in der a-Bande. Die Chylomikronen
bleiben an dem Auftragungsort liegen. Eine Alternative zu dieser Methode ist die Ul-
trazentrifugation. Die Grundlagen und Eigenschaften der Lipoproteine werden in Ab-
schnitt 1.3.3 genauer erlautert.

Die Untersuchung des Bluts gibt Aufschluss tiber den Metabolismus des Korpers und

somit auch tiber den Gesundheitszustand bzw. Krankheiten.

Tabelle 2

Wichtige Bestandteile des Blutplasmas und deren Funktion.
Gruppe Inhaltsstoffe Funktion
Proteine Albumine Transport

Kolloidosmotischer Druck
Globuline Immunfunktion
Elektrolyte Na* Osmotisches Gleichgewicht
K+ Membranfunktion
Mg? Cofaktor von Enzymen
Ca?t
Nahrstoffe Glucose Substrate fiir den Stoffwechsel
Freie Fettsauren
Metabolite Laktat
Harnstoff
Hormone Insulin Signalstoffe
EPO
Lipoproteine Apolipoproteine Transport
Proteine
Cholesterol
Phospholipide
Triglyceride

Quelle: [22].
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1.3.2  Struktur und Eigenschaften der Lipide

Lipide spielen fiir alle Lebensformen eine wichtige Rolle. Sie dienen zum Beispiel der
Energiespeicherung und formen die Strukturkomponenten in den Membranen [29,30].
Lipide werden in den bereits erwdhnten Lipoproteinen zu den Geweben oder Organen
transportiert. Diese Partikel setzen sich zusammen aus einem polaren Mantel aus
Phospholipiden, freiem Cholesterol und Apolipoproteinen. Der Kern der Lipoproteine
besteht aus unpolaren, lipophilen Cholesterolestern und Triglyceriden. Die fiir den
Aufbau und damit die Wirkungsweise der Lipoproteine in Abschnitt 1.3.3 notwendi-
gen Grundlagen der Lipide werden in diesem Abschnitt, der auf [17,29,30,31,32] ba-
siert, erlautert.

Als Lipide werden verschiedenste organische Molekiile bezeichnet, die sich zwar im
Aufbau unterscheiden, aber alle gut in organischen und relativ schlecht in wéassrigen
Losungsmitteln 10slich sind. Dazu zdhlen Fettsduren, Triglyceride, Cholesterol und
Cholesterolester (Steroide) und Phospholipide.

o}

OH

Bild 6: Strukturformel von Lipiden: (a) Cholesterol, (b) Cholesterolester und (c) Freie Fettsiure
hier: Olsiure (nach [17,301).
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Bild 7: Strukturformel von Lipiden: (a) Triglyceride, (b) Phosphoglycerid und (c) Sphingolipid.
KG steht in der Abbildung fiir Kopfgruppe und R fiir Kohlestoffe (nach [17,301).

Fettsduren kommen im menschlichen Organismus sowohl in freier Form, d. h. ohne
Veresterung, als auch als Bestandteil von Acylglycerin, Phosphoglycerid, Sphingolipi-
den und Cholesterolestern vor. Fettsduren enthalten eine Kohlenwasserstoffkette und
eine Carboxyl(COOH)gruppe (vgl. Bild 6 (c)). Befindet sich keine Doppelbindung zwi-
schen den C-Atomen, so spricht man von gesattigten Fettsduren, andernfalls von unge-
sattigten Fettsauren.

Triglyceride setzen sich zusammen aus Glycerol und Fettsauren und dienen unter an-
derem der Energieversorgung des Korpers. Die Strukturformel eines Triglycerids ist in
Bild 7 (a) zu sehen.

Einen dhnlichen Aufbau besitzen die Phospholipide, jedoch wird bei diesen Lipiden
die dritte Fettsdure durch einen Phosphorsdureester ersetzt. An diese Phosphatgruppe
binden wiederum unterschiedliche Alkohole, wie beispielsweise Cholin und Serin.
Phosphoglyceride, bei denen an den Glycerolrest nur zwei Fettsduren binden, zeichnen
sich durch ihre Amphiphilitat aus, d. h. sie besitzen einen hydrophilen Kopf (Alkohol)
und zwei hydrophobe Kohlenwasserstoffketten (Fettsaureester) (vgl. Bild 7 (b)). Phos-
pholipide dienen im Allgemeinen dem Aufbau von Biomembranen, indem sie Phos-
pholipiddoppelschichten bilden.

Sphingolipide sind ebenso Bestandteil der Zellmembran. Im Gegensatz zu den Phos-
pholipiden liefert nicht Glycerol den Alkohol, sondern Sphingosin (Bild 7 (c)). Je nach
Modifikation dieses Alkohols kann man die Sphingolipide in verschiedene Klassen
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Bild 8: Schematischer Aufbau der Lipoproteine. Diese weisen einen polaren Mantel aus Phos-
pholipiden, freiem Cholesterol und Apolipoproteinen auf. Der Kern der Partikel besteht aus
unpolaren, lipophilen Cholesterolestern und Triglyceriden (nach [33]).

einteilen: die Ceramide, Sphingomyeline und Glycosphingolipide, welche in Cerebro-
side und Ganglioside klassifiziert werden.

Eine spezielle Lipidklasse bilden die Steroide, zu denen Cholesterol und Cholesteroles-
ter zdhlen. Eine Strukturformel von Cholesterol und Cholesterolester ist in Bild 7 (a)
und (b) gezeigt. Cholesterol ist ein wichtiger Bestandteil von Zellmembranen und ist
fiir die Synthese von Steroidhormonen und der Gallensdure verantwortlich. Da es hyd-
rophobe Eigenschaften hat, wird es durch Bindung an Lipoproteine, vor allem an das
LDL (siehe Abschnitt 1.3.3), im Blut transportiert.

1.3.3 Lipoproteine

Wie bereits in Abschnitt 1.3.2 erwédhnt, erfolgt der Transport der Lipide zum Gewebe
und den Organen in Form der sog. Lipoproteine. Mit Hilfe der Apolipoproteine wird
deren Zusammensetzung und Zielsteuerung geregelt. Bild 8 zeigt den schematischen
Aufbau der Lipoproteine. Dieser Abschnitt basiert auf [17,30,34].
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1.3.3.1 Klassifikation und Struktur der Lipoproteine

Historisch bedingt erfolgt die Einteilung der Lipoproteine nach ihrer Dichte mit Hilfe
der Ultrazentrifugation in fiinf Hauptklassen. Somit ergibt sich folgende Klassifizie-
rung:

e Chylomikronen mit der geringsten Dichte

e VLDL (engl.: very low density lipoprotein)

e IDL (engl.: intermediate density lipoprotein)

e LDL (engl.: low density lipoprotein)

e HDL (engl.: high density lipoprotein) mit der grofsten Dichte,

wobei HDL haufig in HDL2 und HDL3 untergliedert wird.

Eine Ubersicht einiger Eigenschaften und der Zusammensetzung dieser fiinf Haupt-
klassen ist in Tabelle 3 zu sehen. Chylomikronen besitzen einen Durchmesser von
100 — 1000 nm und eine geringe Dichte. Chylomikronen bestehen zu 85-90 % aus Trig-
lyceriden, 3-6 % aus Cholesterol, 4-9 % aus Phospholipiden und zu 1 % aus Proteinen.
Die Lipoproteinpartikel VLDL sind mit einer Grofie von 30 — 100 nm deutlich kleiner.
Die Hauptbestandteile des VLDL sind Triglyceride (etwa 60 %) und Phospholipide (15-
20 %). Cholesterol und Proteine sind zu 15 % bzw. 10 % enthalten.

Tabelle 3
Eigenschaften der fiinf Lipoproteinklassen.
Chylomikro- VLDL IDL LDL HDL
nen
Dichte <0,95 <1,006 1,006-1,019 1,019-1.063 1,063-1,21
Grosse [o in nm] 100-1000 30-70 27 22 8
Elektrophorese keine Wande- Pra-p B B a
rung
Haupt- B-48, C, E, A- B-100, C, E B-100, wenig B-100 A-L AL C,
Apoproteine I, A-II, A-IV Cund E D,E
Anteil Protein 1% 10 % 20 % 20 % 50 %
Cholesterol 3-6 % 15 % 35 % 45 % 20 %
Phospholipide 49 % 18 % 20 % 25 % 25 %
Triglyzeride 85-90 % 57 % 25 % 10 % 5%
Halbwertszeit <60 min 2-4h 2-4h 2 Tage Tage
Synthese Darm Leber VLDL- VLDL- Darm, Leber
Katabolismus  Katabolismus
Hauptfunktion Transport der  Transport der Cholesterol- reverser
exogenen endogenen Transportzu  Transport des
Triglyzeride Triglyzeride den extrahe- Cholesterols
von Leber zu patischen von extrahe-
den extrahe- Geweben patischen
patischen Geweben zur
Geweben Leber

Quelle: [17,30,35].
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Bild 9: Skizze des Aufbaus der Lipoproteinklassen VLDL, IDL, LDL, HDL2 und HDL3 mit
dem Sphingomyelin (SM, hellblau), Phosphatidylcholin (PC, dunkelblau), Triglycerid (TG,
griin), Cholesterolester (CE, in orange) und freiem Cholesterol (FC, rot) (nach [36]).

Die Synthese der VLDL-Partikel erfolgt in der Leber und die Halbwertszeit im Blut
liegt bei etwa vier Stunden. IDL ist ein Zwischenprodukt bei der Umwandlung von
VLDL zu LDL. Man bezeichnet diese Lipoproteinklasse deshalb auch als VLDL-
Remnants. Thr Durchmesser betrdgt etwa 30 — 50 nm und ihre Halbwertszeit bis zu
sechs Stunden. LDL setzt sich zusammen aus 45 % Cholesterol, 25 % Phospholipiden,
20 % Proteinen und 10 % Triglyceriden. LDL spielt aufgrund des hohen Cholesterolan-
teils eine entscheidende Rolle beim Cholesteroltransport im Korper, da die Korperzel-
len zwar selbst Cholesterol synthetisieren konnen, aber ein sehr hoher Anteil des Cho-
lesterols durch die Aufnahme von LDL zur Verfiigung gestellt wird. Der kleinste Lip-
oproteinpartikel ist mit einem Durchmesser von 7 — 10 nm das HDL. Es besteht zur
Haélfte aus Proteinen. Die andere Halfte beinhaltet 30 % Phospholipide, 15 % Cho-
lesterol und 5 % Triglyceride. HDL wird in der Leber gebildet und hat eine Halbwerts-
zeit von bis zu vier Tagen.

Wie bereits in der Arbeit von Baumstark [17] erwédhnt, hat Ala-Korpela et al. einen
groflen Beitrag zum Verstandnis des Aufbaus der Lipoproteine geleistet. Bild 9 zeigt
das Ergebnis aus [36]. Laut [36] und [37] besteht die duflere Membran aus zwei Berei-
chen. Zum einen der dichte Bereich, in dem sich gehauft Cholesterol und Sphingomye-
lin befinden (Lipid Rafts). Diese bilden eine dichte Hiille nach auflen. Im Gegensatz

dazu besitzt der zweite, phosphoglycerid-reiche Bereich eine geringere Dichte und


file:///D:/Drarbeit/Bilder/lipos.png

1.3 Blut, Lipide und Lipoproteine 19

a) , b)

Exogen Endogen
Nahrungsfette
Gallensauren
[ Choldsterin ] ( LbL \
s LDLR é >§>
b /7 Periphere
/g/' Gewebe
ApoCs 1 ApoE \
\ a’

; époB 48 a ;

Chylomikrone Chﬂgmﬂﬁ{‘:n' :

FFA

)
)i W
A A

o7

Muskel Fettgewebe Muskel Fettgewebe

J
L)

Bild 10: Lipoproteinstoffwechsel: (a) Exogener Lipidtransport charakterisiert den Transport
von Lipiden, die durch Nahrungsmittel aufgenommen werden. Dies erfolgt in erster Linie durch
Chylomikronen. Die Chylomikronen werden im Diinndarm aus den Nahrungsfetten syntheti-
siert. Anschlieflend konnen die Muskeln und das Fettgewebe iiber die Blutbahn mit Fettsiuren
versorgt werden. Das Endprodukt der Chylomikronen nach der Lipoproteinlipase (kurz: LPL)
sind die triglyceridirmeren Chylomikronen. (b) zeigt den endogenen Lipidtransport, bei dem die
Lipide mit Hilfe der VLDL-, LDL- und IDL-Partikel aus dem Darm in die peripheren Gewebe
transportiert werden (aus [38]).

ermoglicht somit ein ,Diffundieren” der hydrophoben Lipide (Cholesterolester, Trig-
lyceride,..) aus dem Kern in den Aufienbereich des Lipoproteins.

1.3.3.2 Lipoproteinstoffwechsel

Den Lipoproteinstoffwechsel kann man grundlegend in drei Systeme einteilen: exoge-
ner und endogener Lipidtransport und der reverse Cholesteroltransport. Exogener
Lipidtransport charakterisiert den Transport von Lipiden, die durch Nahrungsmittel
aufgenommen werden (siehe Bild 10 (a)). Dies erfolgt in erster Linie durch Chylomik-
ronen. Wie in Bild 10 (a) zu sehen, werden im Diinndarm die Chylomikronen aus den
Nahrungsfetten synthetisiert. Anschlieflend konnen die Muskeln und das Fettgewebe
iiber die Blutbahn mit Fettsduren versorgt werden. Das Endprodukt der Chylomikro-
nen nach der Einwirkung der Lipoproteinlipase (kurz: LPL) sind die triglyceridarme-

ren Chylomikronen-Remnants, welche in der Leber aufgenommen werden konnen.



20 Grundlagen

Fiir den zweiten Lipidtransportpfad (vgl. Bild 10 (b)), den endogenen Lipidtransport
aus der Leber in die Peripherie, werden VLDL, LDL und IDL benétigt. In der Leber
wird VLDL synthetisiert, welches die Lipide in die Peripherie transportiert. VLDL
wird in die cholesterolreichen VLDL-Remnants umgewandelt. Diese konnen entweder
durch Rezeptoren in der Leber aufgenommen werden oder zu IDL und anschliefsend
nach Abgabe von Triglyceride und dem Apolipoprotein ApoE zu LDL umgewandelt
werden.

Der Riicktransport des Cholesterols aus dem Gewebe bei dem sog. reversen Cho-
lesteroltransport erfolgt durch das HDL. Dabei spielt die Leber eine wichtige Rolle, da
sie das einzige menschliche Organ ist, das Cholesterol mit Hilfe der Galle ausscheiden
kann. HDL wird, wie bereits erwadhnt, in die Subfraktionen HDL2 und HDL3 unter-
gliedert. Diese Subfraktionen haben beide das Apolipoprotein ApoA, welches fiir die
Form des Lipoproteins verantwortlich ist. HDL2 und HDL3 unterscheiden sich gering-
fiigig in ihrer Zusammensetzung. HDL3 ist cholesteroldrmer als HDL2 und kann somit
Cholesterol mit Hilfe des Enzyms LCAT (Lecithin-Cholesterol-Acetyltransferase) aus
der Peripherie aufnehmen. Cholesterol wird durch das Enzym LCAT in Form von
Cholesterolestern im HDL verpackt und nun als HDL2 zuriick zur Leber transportiert,

wo es dann mit Hilfe des ApoA-Rezeptors aufgenommen werden kann.

1.3.4 Forschungsergebnisse verschiedener Gruppen

Die Charakterisierung der Lipoproteine und deren Konzentration in Blutproben mit
Hilfe von NMR-Spektroskopie werden von verschiedenen Gruppen untersucht. Zum
Einen veroffentlichte Otvos et al. im Jahre 1994 ein Patent zum Thema ,,Methoden und
technische Vorrichtungen zur Messung der Lipoproteinklassen und —subklassen (engl.:
Method and apparatus for measuring classes and subclasses of lipoproteins) [39].
Hierbei wurde die Quantifizierung der Lipoproteinsubklassen mit Hilfe eines NMR-
basierten Modells, das die Linienform der Lipoproteine mittels Referenzspektren der
Lipoproteinsubklassen anndhert und anschlieffend die Konzentration der einzelnen
Subklassen bestimmt, durchgefiihrt. In den folgenden Jahren entwickelte Otvos et al.
Methoden zur Friitherkennung verschiedener Erkrankungen, wie beispielsweise der
Koronaren HerzgefafSerkrankung [40,41]. 2013 wurde ein Patent zur Fritherkennung
von Typ-2-Diabetes mit Hilfe eines Index, der sich aus mindestens vier der folgenden
Lipoprotein-Parametern zusammensetzt, veroffentlicht: Konzentrationen des grofsen
VLDL, kleinen LDL und grofsen HDL und die Partikelgrofien des VLDL, LDL und
HDL [42]. Zur Berechnung des Lipoproteinprofils dient das CHs-Signal im '"H-NMR-
Spektrum.
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Ala Korpela et al. publizierte im Jahr 1994 eine Methode zur Quantifizierung von Lip-
oproteinen und deren Lipidbestandteile aus dem Blutplasma mittels 'H-NMR-
Spektroskopie [43]. Hierbei wurden die Lipoproteinprofile mit Hilfe von experimentell
ermittelten Signalen der 11 Lipoproteinsubklassen modelliert. Dabei wurde analog zu
Otvos et al. der CHs-Bereich zur Quantifizierung der Lipoproteinsubklassen verwendet
[43]. Wang und Ala Korpela veroffentlichten 2012 Ergebnisse einer Studie zur Identifi-
kation von Korrelationen zwischen dem Lipoproteinsubklassenprofil und dem Schwe-
regrad der Glucosetoleranz [7]. Dabei wurden iiber neuntausend Serumproben mit
Hilfe von NMR-Spektroskopie untersucht. Die 14 Lipoproteinsubklassen wurden mit
Hilfe der HPLC vermessen. Zusatzlich wurde ein Matsuda Index bestimmt, der sich
aus der Glucose- und Insulin-Konzentration wéahrend des oralen Glucosetoleranztests
zusammensetzt und somit die Insulin-Sensitivitdt abschétzt. Als statistische Methode
wurde von Wang et al. die ANOVA verwendet. Damit wurden Unterschiede in den
Serumlipiden und in den Partikeln der Lipoproteinsubklassen und deren Hauptlipid-
bestandteile beziiglich ihres Glucosetoleranz-Schweregrades analysiert. Diese Untersu-
chungen ergaben, dass abnorme Glucosetoleranz signifikant mit einer erhchten Kon-
zentration von VLDL-Subklassenpartikeln und deren Bestandteilen korreliert [7]. Des
Weiteren wurde ein Anstieg des kleinen HDL und eine Abnahme des grofien HDL bei
Patienten mit Hyperglykdamie beobachtet [7]. Dies zeigt, dass es je nach Schweregrad
der Glucosetoleranz sowohl zu einer veranderten Konzentration der Lipoproteinsub-
klassen und deren Bestandteile als auch zu einer verdnderten Zusammensetzung die-
ser Bestandteile fithrt. Wang et al. zeigte 2011, dass die Aminosauren Isoleucin, Leucin,
Valin, Tyrosin und Phenylalanin signifikant mit der Entwicklung von Typ-2-Diabetes
korrelieren [9]. Eine Fritherkennung von Typ-2-Diabetes gelang mit einer Kombination
der drei Aminosauren Isoleucin, Phenylalanin und Tyrosin. Mit steigender Konzentra-
tion dieser Aminosauren steigt das Risiko an Diabetes zu erkranken. Dazu wurden
etwa zweitausend gesunde Personen iiber zwolf Jahre beobachtet, von denen 201 Per-
sonen Diabetes entwickelten. Die Aminosauren, Amine und andere polaren Metaboli-
ten wurden mit Hilfe von LC-MS, d. h. Fliissigchromatographie mit Massenspektro-
metrie-Kopplung, bestimmt. Als statistische Methode wurde ein logistisches Regressi-
onsmodell gewdhlt. Die Ergebnisse wurden an einer weiteren Studie validiert.

numares, ehemals LipoFIT analytic, patentierte das NMR-basierte Verfahren zur Quan-
tifizierung der Lipoproteinsubklassen mit Hilfe von Korperfliissigkeiten im Jahr 2005
[44]. Dazu werden diffusionsgewichtete NMR-Spektren der Probe aufgenommen. Der
CHs-Bereich der Spektren wird mit Hilfe von 15 Kurven der Lipoproteinsubklassen

modelliert. Diese Subfraktionen werden, wie in Tabelle 4 zusammengefasst, klassifi-
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ziert. Somit kann fiir jede Probe ein Lipoproteinprofil erstellt werden, welches fiir jede

Person charakteristisch wie ein Fingerabdruck ist.

Tabelle 4

Lipoproteinsubfraktionen L1 bis L15 und ihre Partikeldurchmesser und Dichte.
NMR Lipoprotein- Zugehorige Lipoprotein- Teilchendurch- Durchschnittliche
subfraktionen subfraktion messer [nm] Dichte [g/ml]
L1 Kleines HDL 7-8,5 1,200

L2 Mittleres HDL 8,5-10 1,120

L3 GrofSes HDL 10-13 1,090

L4 Sehr grofies HDL 13-16 1,063

L5 Sehr kleines LDL 16-19 1,060

L6 Kleines LDL 19-21 1,045

L7 Mittleres LDL 21-22 1,035

L8 Grofses LDL 22-25 1,027

L9 Sehr grofies LDL 25-30 1,019

L10 IDL 30-40 1,015

L11 Kleines VLDL 40-60 1,010

L12 Grofies VLDL 60-80 1,006

L13 Remnants 80-100 1,000

L14 Kleine Chylomikronen 100-150 0,980

L15 Grofie Chylomikronen >150 0,960

Quelle: [45,46].

Eine Ubersicht aktueller Publikationen zum Thema Charakterisierung von Lipoprotei-
nen mit Hilfe von 'H-NMR-Spektroskopie ist in R. Mallol et al. gezeigt [47].

1.4 NMR-Spektroskopie

Im folgenden Abschnitt werden die NMR-spektroskopischen Grundlagen fiir die in
Kapitel 2 und 3 benétigten Methoden gezeigt. Hierzu wird zunéachst auf die 1D-'H-
NMR-Spektroskopie an Blut und Lipoproteinen, basierend auf [14,17], eingegangen.
Die NMR-Spektroskopie spielt aufgrund ihrer hohen Informationsdichte, der reprodu-
zierbaren und schnellen Messung fiir die NMR-basierte Metabolomik eine wichtige
Rolle. Die fiir die Auswertung der Hochdruck-NMR-Daten in Abschnitt 3.2 notwendi-
gen theoretischen Grundlagen werden im Anschluss in Abschnitt 1.4.2 veranschau-
licht.
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Bild 11: 1D-'H-NMR-Spektrum von humanem Blutplasma. Gezeigt ist der Bereich von 5,5
bis 0,5 ppm aufgenommen bei T=310 K an einem 600 MHz-Spektrometer der Firma BRUKER
mit der Pulssequenz noesygpprld. Einige Signale stammen von den Fettsiureresten (1) und
dem Antikoagulant EDTA (2) (nach [17,48,47]).

141 1D-'H-NMR-Spektroskopie an Blut und Lipo-
proteinen

Blutplasma und —serum beinhaltet sowohl nieder- als auch hochmolekulare Substan-
zen, was in einem 1D-'H-NMR-Spektrum zu breiten Signalen, die von den Proteinen
und Lipoproteinen stammen, und tiberlagerten scharfen Peaks von den kleinen Meta-
boliten fiihrt (vgl. Bild 11). Im Gegensatz dazu hat ein NMR-Spektrum von Urin keine
breiten Signale, sondern bis zu tausend scharfe Peaks von niedermolekularen Substan-
zen. Bild 11 zeigt ein 1D-'H-NMR-Spektrum von EDTA-Blutplasma. Die bereits er-
wiahnten verbreiterten Signale der Proteine und Lipoproteine sind deutlich zu erken-
nen. Der breite Untergrund zwischen 3,5 und 0,5 ppm ist unter anderem auf das Pro-
tein Albumin zuriickzufiihren. Das unterdriickte Wassersignal liegt zwischen
4,5 und 5,0 ppm. Die dem Antikoagulant EDTA, welcher zur Hemmung der Blutgerin-
nung dient, zuzuordnenden Signale fithren zu zusatzlichen Peaks [48].
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Als Referenzsignal werden meist TSP (3-Trimethylsilylpropionat) oder DSS (2,2-
Dimethyl-2-Silapentan-5-sulfonsdure) verwendet. Die relative Konzentration einer
Substanz kann direkt iiber das Integral eines Signals, welches direkt proportional zur
Protonenanzahl dieser Substanz ist, bestimmt werden. Die absolute Konzentration be-
stimmt man durch Zugabe eines internen Standards mit bekannter Konzentration.

Die Zuordnung der Peaks zu den Substanzen erfolgt mittels chemischer Verschiebung,
Multiplizitdt, Spike-In-Experimenten [49], Vergleichsspektren der jeweiligen Substan-
zen und Datenbanken. Nach der Zuordnung konnen dann beispielsweise im Rahmen
metabolomischer Auswerteverfahren Biomarker fiir bestimmte Krankheiten identifi-
ziert werden.

Es ist, wie bereits in der Arbeit von Baumstark [17] gezeigt, mit Hilfe der NMR-
Spektroskopie moglich, die Lipoproteine und ihre Lipoproteinsubklassen zu analysie-
ren und quantifizieren. Mit Hilfe der in Abschnitt 2.2.1 beschriebenen Probenherstel-
lung zur Fraktionierung der Lipoproteine in ihre Lipoproteinklassen mit Hilfe von
sequentieller Ultrazentrifugation konnen dann die einzelnen Lipoproteinfraktionen
charakterisiert werden. Des Weiteren ist eine Quantifizierung der Lipoproteinsubklas-
sen mittels Fitroutinen im Bereich der Methylgruppen-Signale im NMR-Spektrum nach
numares [44,50,51] und anderen Fitroutinen nach [43,52] moglich.

Statistische Auswerteverfahren kdnnen im Anschluss angewendet werden, um Korre-
lationen der Lipoproteinsubfraktionen mit Krankheiten zu analysieren. Auf diese Wei-
se wurde beispielsweise ein Zusammenhang zwischen den Lipoproteinsubklassen und
Gefaflerkrankungen erkannt [5,53,54].

1.4.2 Hochdruck-NMR-Spektroskopie

Die folgende Zusammenfassung iiber die Grundlagen der Hochdruck-NMR-
Spektroskopie basiert auf [11,12,55,56,57].

Seit den 60er und 70er Jahren des letzten Jahrhunderts spielen Hochdruck-Messungen
eine entscheidende Rolle bei der Untersuchung von Proteinen, Nukleoproteinen und
Membranen. Hierbei konnen wichtige Informationen tiber die Struktur, Dynamik und
Faltung von Proteinen gewonnen werden.

Bei Anlegen von Druck auf ein Protein unterscheidet man folgende Druckeffekte, die
schematisch in Bild 12 dargestellt sind. Zum einen ergibt sich eine Volumenverande-
rung bei Betrachtung eines Subensembles, wie in Bild 12 (a) gezeigt. Dieser Effekt kann
durch die isothermale Kompressibilitat S beschrieben werden, welche durch folgende
Gleichung definiert ist [12]
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? Bild 12: Druckeffekte bei Anlegen
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ist die Proteindenaturierung (c) zu

nennen (aus [55]).
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>

Br = —%(%)T (1.1)

wobei V; dem molaren Teilvolumen des Proteins in wassriger Losung entspricht.

Zum anderen resultiert aus einer Druckerhdhung eine Verschiebung des konformatio-
nellen Gleichgewichts von mehreren Subensembles (vgl. Bild 12 (b)). Proteine in wass-
rigen Losungen existieren in verschiedenen Konformationen von Subensembles, dem
nativen Subensemble N und dem intermediar gefaltetem Subensemble I, welche sich in
ihrer raumlichen Struktur der Faltung, der thermodynamischen Stabilitat AG = G; — Gy
und ihrem molaren Teilvolumen AV = V; — Vj unterscheiden.

Durch Anlegen eines hydrostatischen Drucks verschiebt sich das Gleichgewicht, das
sich zwischen den Konformationen eines Proteins eingestellt hat, in Richtung eines

kleineren Partialvolumens. Dafiir gelten nach [12] folgende Gleichungen

K = L] = e_AG/RT

[N]

(1.2)

1
AG = Gy — Gy = AG(po) + AV  (p — po) — EAﬁ’(P —Do)? (1.3)

mit den Gibbs Energieanderungen von N nach I AG und AG(p,) bei den Driicken p und
Po(0,1 MPa), der Anderung des molaren Teilvolumens AV, bei p = 0,1 MPa, der Ande-
rung des Kompressibilitdtsfaktors AB’, der Gaskonstanten R und der absoluten Tempe-
ratur T.

Als weitere Druckeffekte sind, wie in Bild 12 (c) zu sehen, die Proteindenaturierung zu

nennen. Dieser Effekt ist beispielsweise bei dem Peptid Amyloid-g zu finden [58].
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Mit Hilfe der NMR-Spektroskopie in Verbindung mit einer Hochdruckanlage ist die
Beobachtung von Auswirkungen bei Anlegen eines hohen Drucks in atomarer Auflo-
sung moglich. Diesbeziiglich wurde viele Jahre an einer Verbesserung der Spektren-
qualitét geforscht. Das Problem resultiert aus dem geringen Probenvolumen (ca. 50 uL)
und der , dickwandigen Kapillare” (Zitat aus [11]), welches zu Feldinhomogenititen
innerhalb der Probe und somit zu einer schlechten Sensitivitit fithrt. Neuere Metho-
den, wie beispielsweise die Verwendung von Keramik-Zellen, ergaben eine Verbesse-
rung der Spektrenqualitédt [59,60], indem ein Probenvolumen von bis zu 350 pL mog-
lich ist. Genaueres zu den Hochdruck-Messmethoden findet sich in Abschnitt 2.2.2.
Bild 13 zeigt ein Phasendiagramm eines Proteins. Auf den Achsen sind die freie Stabili-
sierungsenthalpie AG gegen die Temperatur und den Druck aufgetragen. Das Phasen-
diagramm ist in zwei Bereiche unterteilt, welche die Eigenschaften der Proteine cha-
rakterisieren. Zum einen der reversible Bereich, bei dem bei Atmosphdrendruck und -
temperatur die Sekundarstruktur der Proteine erhalten bleibt.

Da Wasser bei einem Druck von 200 MPa bis zu einer Temperatur von T = —18 °C
fliissig bleibt, konnen mit Hilfe von Hochdruck-Messungen Kaltedenaturierung von
Proteinen beobachtet werden. Mittels Hochdruck-NMR-Spektroskopie kénnen somit
Konformationsgleichgewichte von Proteinen, wie bereits genannt die Dynamik, Struk-

tur von Faltungsintermediaten, und die Faltung, beobachtet werden.

o [MPa] 250 T K]

Bild 13: Phasendiagramm eines Proteins. Die Anderung der Gibbs Energie AG ist gegen die
Temperatur T und den Druck p aufgetragen. Somit sind die Konformationen des Proteins ab-

hingig von der Temperatur und dem hydrostatischen Druck bestimmt (aus [11]).
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1.5  Statistische Methoden

Fiir die Kollektivbeschreibung und Analyse der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten
Studie sind verschiedene statistische Auswertemethoden vonnoten, die in diesem Ab-
schnitt grundlegend erldutert werden. Die Abschnitte 1.5.1 bis 1.5.3 basieren auf
[61,62,63,64,65,66,67,68,69].

1.5.1 Ubersicht statistischer univariater Tests

Bei der Suche nach Unterschieden oder Korrelationen innerhalb einer statistischen Da-
tenanalyse ist die Wahl des geeigneten Signifikanztests von grofler Bedeutung. Dieser
Abschnitt soll einen allgemeinen Uberblick iiber die statistischen univariaten Tests ge-
ben und die Wahl der Tests in dem Abschnitt 3.1.3 verdeutlichen. Univariat bedeutet,
dass eine Funktion nur von einer Variablen abhingt. Im Gegensatz dazu hangt bei
multivariaten Daten die Funktion von mehreren Variablen ab (vgl. Abschnitt 1.5.2 und
1.5.3).

Tabelle 5 zeigt eine Zusammenfassung der haufigsten Signifikanztests. Je nach Stich-
probenanzahl, Abhdngigkeitsstatus der Stichproben, Signifikanzniveau und (Populati-
ons-)Verteilung kann mit Hilfe dieser Tabelle der passende Test zur statistischen Ana-
lyse gewahlt werden. Bei Signifikanztests ist zu beachten, dass die Hypothese und das
Signifikanzniveau vor der Datenanalyse aufgestellt werden. Man bestimmt hierbei eine
Hypothese und nimmt an, dass dies nicht zutrifft, was als Nullhypothese bezeichnet
wird. Diese Vorgehensweise wird als deduktive Schlussweise bezeichnet. Untersucht
man beispielsweise den Unterschied einer Messgrofie innerhalb zweier Gruppen, so
nimmt man als Nullhypothese an, dass sich die Messgrofien beider Gruppen nicht un-
terscheiden.

Das Messniveau wird laut [61], wie in Tabelle 5 zu sehen, in die Kategorien binér, no-
minal, ordinal und zensiert eingeteilt. Bindre Daten, sind Daten die die Studienteil-
nehmer mit ja oder nein beschreiben. Nominale Daten sind beispielsweise Patientenei-
genschaften wie die Haarfarbe oder das Geschlecht. Die Reihenfolge, die Abstande und
die Verhiltnisse spielen innerhalb der Kategorie keine Rolle. Teilt man die Studienteil-
nehmer zum Beispiel nach ihrem Gesundheitszustand (Ergebnis des Glucosetoleranz-
tests von 1 bis 5 je nach Grad der Diabeteserkrankung, vgl. Abschnitt 1.6) ein, so nennt
man dies ordinale Daten. Hierbei ist die Reihenfolge der Kategorien entscheidend fiir
die Datenbeschreibung. Eine weitere Form der Daten bezeichnet man als metrische
Daten ohne oder mit natiirlichem Nullpunkt [62]. Hierzu zdhlen beispielsweise Ge-
burtsdatum oder Gewicht.
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Bei der Stichprobenanzahl unterscheidet man eine, zwei oder mehr als zwei Stichpro-
ben. Der t-Test (auch Student’s t-Test) findet beispielsweise in vielen medizinischen
Studien Anwendung [61]. Bedingung fiir die Verwendung dieses Tests ist, dass die
Daten stetig und normalverteilt sind. Des Weiteren diirfen nicht mehr als ein Stichpro-
benpaar verglichen werden. Diese genannten statistischen Methoden bezeichnet man
wie oben angefiihrt als univariate Analysemethoden, da die Messgrofie eindimensional
ist [70]. Das bedeutet nicht, dass die Messgrofien aber nicht voneinander abhangen
diirfen. Wie bereits erwdhnt, ist die Analyse mehrdimensionale Messgrofsen als mul-
tivariates statistisches Verfahren definiert [71]. In den folgenden Abschnitten 1.5.2 und
1.5.3 werden zwei Vertreter dieser multivariater Analysemethoden beschrieben, wel-
che in Abschnitt 3.1 bei der statistischen Auswertung der im Rahmen der Arbeit unter-

suchten Studie Verwendung finden.

Tabelle 5
Ubersicht statistischer univariater Tests zur Wahl des geeigneten Signifikanztests je

nach Stichprobenanzahl und Verteilung.

Stichproben | Messniveau der Zielva- | t-Test
riable
An | Status | Bindr Nominal | Ordinal oder stetig | Stetig und nor- | zen-
zah (nicht normalver- malverteilt siert
1 teilt)
1 - Binomialtest | y2-Test (Vor-)Zeichentest t-Test -
x?2-Test Wilcoxon Vorzei-
chenrangtest
2 unab- x?-Test x2-Test Wilcoxon Rang- Ungepaarter t- Log-
hédngig | Fisher’s Fisher’s summen- Test Rang-
exakter Test | exakter test=Mann-Whitney Test
Test U-Test
>2 | unab- | y2-Test x?-Test Kruskal-Wallis-Test | F-Test (ANOVA) | Log-
hangig | Fisher’s Fisher’s Rang-
exakter Test | exakter Test
Test
2 abhén- | McNemar Friedman Test Gepaarter t-Test
gig Test
>2 | abhdn- | Cochran’s Q ANOVA fiir
gig Messwertwie-
derholungen

Quelle: [61].
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1.5.2 Hauptkomponentenanalyse

Die Hauptkomponentenanalyse (engl.: Principal Component Analysis, kurz: PCA) ist
ein Methode der multivariaten Statistik. Sie wird bei grofien Datenmengen verwendet,
um Muster zu erkennen und die Dimension des Datensatzes zu reduzieren. Man kann
kurz zusammenfassen, dass die Hauptkomponentenanalyse eine Rotation des Koordi-
natensystems in Richtung maximaler Varianz durchfiihrt, ohne dass dabei Informatio-
nen verloren gehen.

Nach Pearson (1901) und Hotelling (1933) wird aus einem Datensatz mit n Messwerten
und p Zufallsvariablen X; mit j = 1,---,p eine neue Basis mit maximaler Varianz be-
rechnet [65].

Dabei erfolgt zuerst eine Zentrierung der Spalten mit Hilfe einer Subtraktion der

arithmetischen Mittelwerte 1 der Spalten

X11—H1 - Xip — Hp
Xn1 —H1 - Xnp — Hp
mit
n
_1 Z
W= L (1.5)

i=1

und j = 1,..,p. AnschlieSend wird die Kovarianzmatrix Ki

n
1
Kje = Kov(x;, x) = mZ(xij — ;) G — M)
= (1.6)

mit j, k € {1, ...,p}, dem arithmetischen Mittel ; und
K=—'_777¢ RP*P (1.7)
n—1 )

mit Z aus (1.4) bestimmt.
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Bild 14: Hauptkomponentenanalyse mit den zwei orthogonalen Hauptkomponenten (rote

Linien). Die erste Hauptkomponente gibt die Richtung der maximalen Varianz an (nach [64]).

Die Kovarianzmatrix ist symmetrisch und auf der Diagonalen stehen die Varianzen

mit
1 n
Var(x,x) = mzl (xij — 1;)? (1.8)
i=

Die Varianz kann als ein ,,Maf3 fiir die Abweichung der Komponenten des Vektors zu
ihrem arithmetischen Mittel” (Zitat aus [63]) gesehen werden. Somit entspricht die
Kovarianzmatrix einem Vergleich der Varianzen zweier Vektoren. Um nun den Eigen-
vektor mit der maximalen Varianz zu finden, muss das sog. Eigenwertproblem gelost

werden. Dazu werden die Eigenwerte A4 und Eigenvektoren x fiir
C-x=21-x (1.9)

gesucht.

Hat man die Eigenwerte und Eigenvektoren, so werden diese vom hochsten Wert ab-
warts mit Hilfe eines Scree-Plots sortiert (vgl. Bild 14). Der Eigenvektor mit dem grof3-
ten Eigenwert wird als Hauptkomponente bezeichnet und gibt die Richtung der ma-
ximalen Varianz an. Als Bedingung gilt aufierdem, dass diese Hauptkomponenten or-
thogonal sind. Anwendung findet die PCA beispielsweise in der Bildverarbeitung, in

der Statistik zur Mustererkennung und Dimensionsreduktion.
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1.5.3 Logistische Regression

Dieser Abschnitt beschreibt die wichtigsten theoretischen Grundlagen der logistischen
Regression. Das Prinzip der logistischen Regression oder Logit Modell basiert auf dem
Modell der linearen Regression [68]. Hierbei wird der ,Einfluss einer oder mehrerer
erkldarender Variablen Xy, -+, X,,, wie beispielsweise das Geschlecht oder das Gewicht,
auf eine stetige Zielvariable Y (z. B. systolischer Blutdruck) analysiert” (Zitat aus [68]).
Untersucht man nur eine erkldrende Variable X, so wird dieses Modell als einfache

lineare Regression bezeichnet. Dann gilt nach [72] folgende Gleichung
Y=a+pX (1.10)

mit dem Regressionsparameter f8, der Konstanten a, der erklarenden Variablen X und
der Zielvariable Y.

Betrachtet man nun mehrere erkldrende Variablen Xi,---, X,,, so wird die Gleichung
(1.10) durch die jeweiligen Regressionsparameter und die erkldarenden Variablen er-

ganzt:
Y=a+ X+ + BnXm (1.11)

Bei medizinischen Studien, bei denen die statistische Bedeutung mehrerer Variablen
auf eine Zielvariable analysiert werden soll, spielt dieses Modell eine wichtige Rolle.
Mochte man dagegen den Einfluss erkldarender Variablen auf eine bindre Zielvariable Y
(z. B. Y = 1 Diabetiker, Y = 0 gesund) charakterisieren, so kann das lineare Regressi-
onsmodell meist nicht verwendet werden und man wéhlt stattdessen die sog. logisti-
sche Regression. Aufierdem berechnet man bei diesem Modell keine Vorhersage son-
dern die Eintrittswahrscheinlichkeit fiir Y, d. h. die Wahrscheinlichkeit p(Y = 1). Die
Zielvariable Y kann die beiden Werte 0 und 1 annehmen und folglich die Wahrschein-
lichkeit p(Y) beliebige Werte zwischen 0 und 1.

Als Odds bezeichnet man die Chance im Vergleich zu Y = 1, das Ereignis Y =0 zu
erhalten

- (1.12)

mit beliebig positiven Werten. Der sog. Logit, d. h. der Logarithmus des Odds, ergibt

sich aus:
logit(p) =1 (—p ) =a+pBX
ogit(p 08 1-p a (1.13)

was durch Auflosen nach p
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ea+BX

p (1.14)

T 14 eathx

ergibt, wobei die rechte Seite in Gleichung (1.14) als logistische Funktion definiert

wird. Erweitert man nun den Term a + X durch
a+ piXy + -+ P& (1.15)

so kann man fiir die Wahrscheinlichkeit von Y = 1 mehrere erklarende Variablen be-
rechnen. Als weiterer Begriff im Rahmen von klinischen Studien ist das Odds-Ratio OR
definiert. Dieser Wert gibt das Verhéltnis der Chancen (Odds) von exponierten und

nichtexponierten Personen an und wird mit

bestimmt.
Untersucht man den Einfluss mehrerer erklarender Variablen auf eine Zielvariable, so

wird das sog. adjustierte Odds-Ratio wie folgt berechnet:
OR; = eFi (1.17)

mit dem zugehorigen Regressionskoeffizient f;. Dieses adjustierte Odds-Ratio gibt an,
wie stark die erklarenden Variablen bzw. Risikofaktoren und die Zielvariable (z. B.

Diabetiker ja/nein) zusammenhangen.

1.6 BRK-Studienbeschreibung

Im Rahmen eines Forschungsprojekts ,Testmethoden fiir die Diabetes-
Fritherkennung” wurden 11.655 Humanplasma-Proben von 618 Studienteilnehmern,
welche fiinf Gruppen zugeordnet wurden (Normalbereich, IFG, IGT , IFG und IGT und
Diabetes, siehe Tabelle 6), in Kooperation mit der Firma numares organisiert, gepflegt,

bereinigt und anschlieffend nach der Probenpréaparation gemessen.
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Tabelle 6
Einteilung der oralen Glucosetoleranztestergebnisse in die (Pra-)Diabetesklassen.»®

oGTT-Ergebnis? Gesundheitszustand
1 Normbereich

2 IFG

3 IGT

4 IFG + IGT

5 Diabetiker

2 oGTT: oraler Glucosetoleranztest.
b IFG steht fiir abnorme Niichternglucose und IGT fiir gestorte Glucosetoleranz.

Aufgrund der im Jahr 2006 vom Blutspendedienst des BRK gegriindeten , Biobank der
Blutspender” standen innerhalb dieses Projekts retrospektive Plasmaproben von Blut-
spendern, d. h. sog. Riickstellproben, die bis zum Jahr 2001 zurtickreichen, zur Verfii-
gung. Diese Proben werden fiir Forschungszwecke aufbewahrt und kénnen somit zur
Untersuchung von Krankheitsverlaufen herangezogen werden und diesbeziiglich der
Biomarkerforschung dienen. Die Studienteilnehmer dieser Diabetes-Studie wurden mit
Hilfe eines sog. Findrisk-Fragebogen ausgewahlt [8,18]. Dazu fiillten 60000 Blutspen-
der diesen Fragebogen aus.

Der Findrisk-Fragebogen soll das Risiko, in den ndchsten 10 Jahren an Typ-2-Diabetes
zu erkranken, vorhersagen (vgl. Bild 15). Personen, mit einem Findrisk-Wert von gro-
Ber oder gleich 12 und eine zusétzliche Personengruppe, lieflen ihren HbAlc-Wert un-
tersuchen. Der HbAlc-Test gibt an, wie viel Glucose an das Hamoglobin gebunden ist.
Man misst somit den mittleren Blutzuckerspiegel der letzten zwei bis drei Monate. An-
schlieffend wurden die Personen mit erhéhtem HbAlc-Wert zum oralen Glucosetole-

ranztest eingeladen. Hierbei wird der Niichtern-Plasmaglucosewert zum Zeitpunkt

I
l@ 3343

Findrisk-Wert <7 7- 12-14 15-20 =20

Diabetesrisiko 1% 4% 17%  33% 50%

Bild 15: Schematische Skizze des Findrisk-Wertes und dessen Abschiitzung fiir das Diabetes-
risiko. Bei einem Findrisk-Wert zwischen 15 und 20 erkrankt etwa jeder dritte innerhalb von
10 Jahren an Typ-2-Diabetes. Ab einem Wert von iiber 20 liegt die Wahrscheinlichkeit bereits
bei 50 % (nach [18]).
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t = 0 min und der Wert zwei Stunden nach der Einnahme von 75 g Glucose in Wasser
gemessen. Somit standen 618 Studienteilnehmer mit zugehorigen retrospektiven Pro-
ben und 172 oGTT-Proben von einer zusatzlichen Gruppe (mit oGTT-Ergebnissen von
normal bis Diabetes) zur Verfiigung. Tabelle 7 zeigt die zugehorigen patientenspezifi-
schen Daten, die zur Patientenstatistik und Auswertung der gemessenen Daten vom
BRK-Blutspendedienst dienen. Dazu zdhlen beispielsweise patientenspezifische Daten
wie Alter, Geschlecht, Gewicht, Grofse, BMI und viele mehr. Der BMI (engl.: Body
Mass Index) wird nach folgender Formel bestimmt:

_ Gewicht[kg]

BMI = (GroRe[m])? (1.18)

Dabei gilt laut WHO [19] ein BMI bis 25 als normal und ab 25 als {ibergewichtig. Mit
einem BMI {iiber 30 leidet man an Adipositas. Somit kann der BMI als Kenngrofse fiir
das Korpergewicht in Bezug auf die Korpergrofle in der statistischen Auswertung die-
nen. Des Weiteren stehen sog. Erhebungsfragebdgen zur Verfiigung. Diese Fragebogen
beinhalten eine Gesundheitsuntersuchung vor Beginn der Blutspende. Dabei wird au-
Berdem kontrolliert, welche Medikamente eingenommen werden und welche Krank-
heiten vorliegen. Diese Fragebogen konnen bei der anschlieffenden Auswertung zu-

sédtzliche Informationen zu den jeweiligen Patienten liefern.

Tabelle 7

Patientenspezifische Daten und zugehorige Kategorie der Variablen. < d

Daten Kategorie nach Abschnitt 1.5.1
Label (DS-Nummer)? nominal
KNR (7-stellige Ziffer)® nominal
Geburtsdatum metrisch
Geschlecht nominal
Grofie metrisch
Gewicht metrisch
BMIc¢ metrisch
Alter metrisch
Blutspende-Institut nominal

Glucose-Wert zu t=0 min [mg/dL] metrisch
Glucose-Wert zu t=120 min in metrisch
[mg/dL]

Findrisk-Wert metrisch
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Taillenumfang metrisch
oGTT-Ergebnist ordinal
HbAlc metrisch

@ DS-Nummer: Nummer des Diabetesstudienteilnehmers.
b KNR: Kundennummer.

¢ BMI: Body-Mass-Index.

4 siehe Tabelle 6.






2. Material und Methoden

In diesem Abschnitt werden die Herstellung der Plasmaproben der Diabetesstudie und
die NMR-Messmethoden dargelegt. Anschlieffend wird die Primérprozessierung der
mit Hilfe der NMR-Spektroskopie gewonnenen Daten erlautert. Des Weiteren wird die
Auftrennung des Serums in die Lipoproteinklassen mit Hilfe der sequentiellen Ultra-
zentrifugation dargestellt. Der Aufbau der NMR-Hochdruckanlage sowie die Messver-

fahren und Prozessierung der NMR-Spektren werden im Anschluss gezeigt.

2.1 Diabetesstudie

Die in Abschnitt 1.6 beschriebene Diabetesstudie wurde in Kooperation mit der Firma
numares durchgefiihrt. Das Labor und das NMR-Spektrometer der Firma standen fiir

die Probenherstellung und der NMR-Datengewinnung der Studie zur Verfiigung.

2.1.1 Probenherstellung

Das fiir die NMR-Messung notwendige Probenmaterial wurde vom Blutspendedienst
des BRK bereitgestellt. Dazu haben sowohl die Proben, die wahrend des oGTT ent-
nommen wurden, als auch die Riickstellproben folgendes Verfahren durchlaufen.
500 m! Blut wird dem Blutspender nach Ausfiillen des bereits erwahnten Erhebungs-
fragebogens, der der Dokumentation des Gesundheitszustands und der Medikamen-
teneinahme dient, und nach einer arztlichen Untersuchung entnommen. 10 ml davon
werden in EDTA-Ro6hrchen pipettiert. EDTA hemmt, wie bereits in Abschnitt 1.3.1 er-
wiahnt, die Blutgerinnung. Anschlieffend wird das EDTA-RShrchen 15 Minuten bei
500 g zentrifugiert, um das Plasma vom zelluldren Anteil zu trennen. Fiir die Riick-
stellproben wurde das EDTA-Plasma im auf —42 °C gekiihlten Probenlager der Bio-
bank der Blutspender des BSD aufbewahrt. Anschliefsend wurden die Proben in gefro-
renem Zustand in Probenrohrchen, wie in Bild 16 (a) gezeigt, zu einem —80 °C Gefrier-
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Bild 16: (a) Beispiel fiir die vom Blutspendedienst erhaltenen Humanplasmaproben mit Eti-
kettierung zur Zuordnung der Probe zu den patientenspezifischen Daten iiber die DS-
Kennung. DS_198_10 ist beispielsweise die zehnt-ilteste Probe des Studienteilnehmers 198.
(b) 5 mm NMR-Rohrchen wie es im Rahmen der NMR-Messungen verwendet wurde [45].

schrank transportiert, wo sie bis zur Probenherstellung gelagert wurden. Fiir die Mes-
sungen der Proben mit NMR-spektroskopischen Methoden ist keine weitere Proben-
praparation bis auf das Auftauen der Probe und Pipettieren von 400 ul Probenvolu-
men in ein 5 mm NMR-Rohrchen wie in Bild 16 (b) zu sehen vonnéten. Dem Proben-
material wurden keine internen Standards hinzugefiigt. Dies bietet die Moglichkeit
einer anschlieffenden Messung des Plasmas mit Hilfe anderer Verfahren. Zudem wer-
den vor und nach jeder Messung Referenzspektren vermessen, um die Qualitdt wah-
rend der Messserie zu gewahrleisten. Auflerdem dient diese Probe der Einstellung der
idealen Messparameter (vgl. Abschnitt 2.1.2). Dabei handelt es sich um 400 uL Citrat-
Plasma mit DSS in einem 5 mm-NMR-Réhrchen.

2.1.2 NMR-Messverfahren

Im Rahmen des Diabetes-Projekts wurde eine verbesserte NMR-Messmethode an ei-
nem 600 MHz AVANCE II+ BRUKER NMR-Spektrometer mit TXI-Probenkopf, der mit
einem automatischen Probenwechsler namens Sample Jet der Firma BRUKER ausge-
stattet ist, etabliert. Die Verwendung des Sample Jet Probenwechslers ermoglicht eine
schonende Messung der Proben, da die Proben permanent gekiihlt werden. Zur Quali-
tatssicherung wurde zu Beginn und zum Ende jeder Messreihe eine Referenzprobe
gemessen. Die gesamten NMR-Messungen der Diabetesstudie wurden an dem bereits
erwahnten 600 MHz NMR-Spektrometer durchgefiihrt.
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noesygpprld

ledbpgppr2sid
(20% Gradientenstirke)

ledbpgppr2sid
(40% Gradientenstirke)

Methylengruppen

Methylgruppen

1,4 1,3 1,2 1,1 1,0 0,9 0,8 ppm
Bild 17: Methylen (1,3 ppm) - und Methylbereich (0,85 ppm) von 1D-'H-NMR-Spektren
einer Humanplasma-EDTA-Probe. Die Spektren wurden bei einer Temperatur von T=310 K
an einem 600 MHz-Spektrometers mit den Pulssequenzen noesygpprld (rote Linie) und den
beiden diffusionsgewichteten Pulssequenzen ledbpgppr2sld mit einer Gradientenstirke von
20 % (orange Linie) bzw. 40 % (blaue Linie), einer Diffusionszeit von 100 ms und einer Gradi-
entenpulslinge von 2 ms bzw. 4 ms aufgenommen. Die Spektren besitzen die gleiche Skalie-

rung.

Im Rahmen des Diabetes-Projekts wurden somit 11655 Plasmaproben mit je drei NMR-
Spektren vermessen. Bild 17 zeigt drei 1D-'H-NMR-Spektren einer Humanplasma-
EDTA-Probe, welche bei einer Temperatur von T =310K an einem 600 MHz-
Spektrometers mit den Pulssequenzen noesygpprld (rote Linie) und den beiden diffu-
sionsgewichteten Pulssequenzen ledbpgppr2sld mit einer Gradientenstdrke von 20 %
(orange Linie) bzw. 40 % (blaue Linie), einer Diffusionszeit von 100 ms und einer Gra-
dientenpulsliange von 2 ms bzw. 4 ms aufgenommen wurden. Bild 18 zeigt ein Beispiel
fiir eine solche Pulssequenz ledbpgppr2s aus [17].

Tabelle 8 zeigt die Parameter der durchgefiihrten 1D-'H-NMR-Pulssequenzen noe-
sygpprld und ledbpgppr2sld.
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Bild 18: Skizze einer Pulssequenz ledbpgppr2sld mit den wichtigsten Messparametern: die
Wartezeit d1 (blau), dem Anregungspuls p1 (blau), der Gradientenstirke g, der Gradienten-
pulslinge 6 und der Diffusionszeit A (aus [17]).

Tabelle 8
NMR-Messparameter der Diabetesstudien-Experimente.

Noesygpprld Ledbpgppr2sld Ledbpgppr2sld
Spektrometer 600 MHz 600 MHz 600 MHz
Temperatur 310 310 310
Pulsprogramm noesygpprld ledbpgppr2sld  ledbpgppr2sld
Wartezeit 4s 0.7s 0.7s
Mixing-Zeit 0,01s - -
FID 32768 32768 32768
Spektrale Breite [ppm] 20,022 20,022 20,022
Anregungspuls p1 90°
Gradientenstirke - 20 % 40 %
Gradientenpulslinge - 2 ms 4 ms
Diffusionszeit - 100 ms 100 ms
Dimpfung [dB] 0 0 0

Das Einstellen der Messparameter erfolgte, wie bereits erwdhnt, mit Hilfe einer Plas-
ma-Referenzprobe mit dem internen Standard DSS. Es wurde eine Bestimmung der
Dauer des 90°-Pulses durchgefiihrt und die optimale Transmitterfrequenz O1 zur Was-
serunterdriickung mit Vorsattigung bestimmt. Im Folgenden werden kurz die Metho-
den der Wasserunterdriickung, welche grundlegend in zwei Verfahren unterteilt wer-



2.1 Diabetesstudie 41

,_
=~
[
(%]
Aelleklionskoellizient

tuning
e

i P

[E} [b] 0 i, Fregquenz i

Bild 19: (a) Schaltkreisskizze zur Veranschaulichung des Tunings und Matchings. Beim Mat-
ching wird die Impedanz der Spule an die Impedanz des Kondensators mit der variablen Kapa-
zitdt Cm angepasst. Als Tuning bezeichnet man das Abstimmen der Spule mit Hilfe des Kon-
densators mit variabler Kapazitit Ci, so dass die Resonanzbedingung erfiillt ist. In (b) ist eine
sog. Wobble-Kurve abgebildet, welche zur Justierung der Tuning- und Matching-Schrauben
dient (aus [74]).

den konnen, dargestellt, zum einen die Wasserunterdriickung mit Hilfe von beispiels-
weise Vorsattigung wahrend der Akquisition und zum anderen durch geeignete Pro-
zessierung des gemessenen NMR-Spektrums. Dies kann beispielsweise mit Hilfe von
SSA-basierter Praprozessierungsmethoden durchgefiihrt werden [73]. Des Weiteren
wurden mit Hilfe des Tunings, Matchings und Shimmens die optimalen Einstellungen
fiir die Akquisition festgelegt. Beim sog. Tuning wird der Stromkreis des Probenkopfs
so abgestimmt, dass die Frequenz, bei der er die hochste Empfindlichkeit besitzt, mit
der Sender- bzw. Empfangerfrequenz iibereinstimmt (Resonanz). Beim Matching fin-
det eine Impedanzanpassung statt, was bedeutet, dass der Widerstand des Proben-
kopfs so eingestellt wird, dass die maximale Leistung, die am Probenkopf ankommt,
auch durch die Spule iibertragen wird [74].

Bild 19 zeigt eine Schaltskizze eines solchen Stromkreises, bei der mit Hilfe zweier
Kondensatoren mit variabler Kapazitat C die Spule abgestimmt werden kann. Dies
fithrt zu einem verbesserten Signal/Rausch-Verhiltnis, was die Qualitdt des aufge-
nommenen NMR-Spektrums steigert. Die Feldhomogenitat innerhalb der Probe wird
mit Hilfe des sog. Shimmens eingestellt, was zu einer weiteren Verbesserung der
spektralen Auflosung fiihrt. Die NMR-Rohrchen wurden in 96er Mikrotiterplatten
tiberfiihrt und konnen unter Verwendung des Programms ICON-NMR (Bruker Bio-
Spin, Rheinstetten, Deutschland) automatisiert gemessen werden.
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2.1.3 Primdrprozessierung der NMR-Spektren

Eine primdre Prozessierung findet automatisch unter Verwendung des Programms
Topspin (Bruker BioSpin, Rheinstetten, Deutschland) statt. Dabei werden die Prozes-
sierungsparameter aus Tabelle 9 fiir alle Proben und somit Messungen mit den Pulsse-

quenzen noesygpprld, ledbpgppr2sld und ledbpgppr2sld iibernommen.

Tabelle 9
Primarprozessierungsparameter der Pulssequenzen noesygpprld, ledbpgppr2sld und
ledbpgppr2sld im Rahmen der Diabetesstudie.

Kategorie Parameter
Fensterfunktion? Fensterfunktion EM (exponentiell multi-
pliziert)
Linienverbreiterung (LB) 0,30
Phasenkorrektur Phasenkorrektur Nullter Ord- Je nach Spektrum
nung

Phasenkorrektur 1. Ordnung 0

Verfahren zur Phasenkorrektur  pk

Grundlinienkorrektur  Degree of polynormal for abs 5
Grenzen [ppm] 0-10
CORROFFS [Hz] 0
FID Baseline-Mode Quadratur

« englisch: window function.

Die Grundlinie und Phase wurde gepriift und gegebenenfalls manuell korrigiert. Diese
Korrektur wurde fiir alle studienbetreffenden Proben identisch ausgefiihrt, damit eine
fehlerfreie, quantitative Auswertung der NMR-Spektren erfolgen kann. Daher wurde
nur eine Phasenkorrektur nullter Ordnung durchgefiihrt. Eine Referenzierung der
NMR-Spektren erfolgte unter Verwendung einer Excel-Routine mit Hilfe des
Laktatpeaks, der als § = 1,330 ppm gesetzt wurde, da wie bereits erwdhnt kein inter-
ner Standard als Referenz hinzugefiigt wurde.

Die Firma numares hat in den letzten Jahren ein Analyseverfahren zur exakten Be-
stimmung von Lipoproteinprofilen aus NMR-Spektren entwickelt (Patente:
AU2005250571, DE102004026903B4, US 7927878) [50,44,51].

Die diffusionsgewichteten Spektren ledbgppr2sld fithren hierbei zu charakteristischen
Signalen der Lipoproteine verschiedener Grofienbereiche [45]. Tabelle 4 zeigt die Zu-
ordnung und Kennzeichnung der Lipoproteinsubklassen L1 bis L15 beziiglich ihres
Partikeldurchmessers und Dichte.
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Bild 20: Methylbereich zur Veranschaulichung eines 1D-'H-NMR-Spektrums und neun mo-

dellierten Lorentz-Linien aus [47].

Der Methylbereich konnte somit in insgesamt 15 Lipoproteinsubklassen L1 bis L15
modelliert werden mit Hilfe von Gaufs- und Lorenz-Funktionen [44]. In Bild 20 ist ein
Beispiel fiir eine vergleichbare Modellierung des Methylbereichs mit Hilfe von neun
Lorentz-Kurven aus [47] gezeigt.

Die fiir die Statistik verwendeten Werte entsprechen den Normierungswerten der Re-
ferenz-Kurven. Diese sind proportional zur Konzentration der jeweiligen Lipoprotein-
subklasse. Unter Verwendung dieser Fitroutine konnten fiir alle Proben die zugehori-
gen Lipoproteinprofile ermittelt werden. Diese werden in Form von Microsoft Excel-
Datenblattern abgespeichert und stehen somit der weiteren Datenvorbereitung und der

anschlieflenden metabolomischen Analyse zur Verfiigung.

214 Vorbereitung der NMR-Spektren auf die
Hauptkomponentenanalyse

Fiir die statistische Auswertung der gesamten NMR-Spektren mit Hilfe der Haupt-
komponentenanalyse (vgl. Abschnitt 1.5.2) ist eine Praprozessierung dieser notwendig.
Hierfiir wurde das Programm AMIX 3.8.1 (Bruker BioSpin, Rheinstetten, Deutschland)
verwendet. Zu Beginn der Praprozessierungsschritte werden die 1D-'"H-NMR-Spektren

mit der Pulssequenz Noesygpprld in das Programm eingelesen. Anschlieflend findet
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das sog. Bucketing bzw. Binning der Spektren statt. Dabei wird das Spektrum in kleine
rechteckige Bereiche sog. Buckets/ Bins aufgespalten. Es gibt verschiedene Methoden
wie das Bucketing durchgefiihrt wird. Dazu zdhlen beispielsweise das rechteckige Bu-
cketing mit konstanter Breite und das dynamische Bucketing mit Bins variabler Grofe.

Die Bucketbreite wird meist so gewdhlt, dass sie der Halfte der durchschnittlichen
Peakbreite entspricht, typischerweise zwischen 0,02 und 0,04 ppm. Des Weiteren wahlt
man die Grenzen fiir das Bucketing und schlief3t Bereiche aus, die das Ergebnis verfal-
schen konnten, wie beispielsweise das unterdriickte Wassersignal zwischen 4,5 und
5,0 ppm und die EDTA-Signale im EDTA-Plasma. Anschlieffend wird das Signal in-
nerhalb jedes Buckets integriert. Dafiir stehen mit Hilfe des Programms AMIX ver-
schiedene Integrationsmethoden zur Verfiigung mit Hilfe derer die Spektren normali-
siert werden konnen. Beispielsweise summiert man {iiber alle Intensitdten, tiber die
absoluten Intensitdten oder iiber positive oder negative Intensitdten. Dabei ist die
Normalisierung auf die Summe aller Buckets eines Spektrums die gebrauchlichste Me-
thode in der Metabolomik [2]. AbschlieSend entscheidet man sich fiir eine Skalie-
rungsmethode. In dem Programm AMIX kann man zwischen folgenden Methoden
wihlen: Skalierung auf das grofite Bucket, Skalierung auf einen Referenzbereich, Ska-
lierung auf die Gesamtintensitit oder keine Skalierung. Bei Skalierung auf die Ge-
samtintensitdt werden die Integrale der Buckets durch die Gesamtintensitat des Spekt-
rums dividiert. Die Skalierung auf einen Referenzbereich ist beispielsweise eine ver-
breitete Methode bei der metabolomischen Analyse von Urinproben [6]. Hierbei wird
meist auf ein Creatinin-Signal normiert. Man dividiert alle Bucket-Integrale durch das
Integral eines Buckets, der einen Creatinin-Peak enthalt. Fiir die in Abschnitt 3.1.2
durchgefiihrte Auswertung der NMR-Spektren mit Hilfe der Hauptkomponentenana-

lyse wurden die in Tabelle 10 dargestellten oben beschriebenen Methoden verwendet.

Tabelle 10

Methoden und Parameter der Praprozessierung fiir die Hauptkomponentenanalyse
der 1D-'H-NMR-Spektren der Diabetesstudie mit Hilfe des Programms AMIX von
Bruker.

Methode Verwendete Methode

Bucketing Rechteckiges Bucketing, Bucketing mit variabler Grofse

Bucketing-Bereich 0 bis 10 ppm

Bucketbreite 0,03 ppm

Ausgeschlossener Bereich 4,5 bis 5 ppm (unterdriicktes Wassersignal) und EDTA-
Signale

Integrationsmethode Summe tiber alle Intensitidten

Normierung Normierung auf Gesamtintensitat
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Ein Nachteil dieser Bucketing-Methode ist, dass Informationen {iiber die spektrale
Struktur wie die Linienform, aber auch die hohe Auflosung der NMR-Daten verloren
gehen. Da aber fiir statistische Methoden wie beispielsweise der Hauptkomponen-
tenanalyse die komplexen NMR-Datensdtzen zu komplizierten Ergebnissen fiihren

konnen, ist diese Methode in der Metabolomik meist unverzichtbar.

215 Zuordnung der NMR-Signale

Mit Hilfe von Datenbanken, wie beispielsweise der MMCD-Datenbank (engl.: Madison
Metabolomics Consortium Database), Literatur ( [48], [75]) und Standardspektren der
einzelnen Substanzen, aber auch mittels weiterer Messungen zur vollstandigen Zuord-
nung (Spike-In-Experimente [76]), konnten die Peaks den jeweiligen Substanzen zuge-
ordnet werden. Als Referenzspektren der einzelnen Substanzen dienten aufierdem die
in AMIX verfligbaren Standardspektren der Datenbank Bbiorefcode 2-0-3 (Bruker Bio-
Spin, Rheinstetten, Deutschland). Diese Spektren sind unter verschiedenen Bedingun-
gen (pH-Wert und Losungsmittel) gemessen worden. Somit ist der grofste Teil der Sub-
stanzen, die innerhalb eines 1D-'H-NMR-Spektrums enthalten sind, mit Hilfe dieser
Referenzspektren zuzuordnen.

Beispielhaft sind in Bild 21 der Methyl- und Methylenbereich mit den jeweiligen Refe-

renzspektren zu sehen. Eine Liste der Zuordnungen ist in Tabelle 11 zu finden.

‘M Laktat

l l N n Valin
J\AL Leucin

Isoleucin

135 130 125 120 115 110 105 1,00 095 09 08 080 075 [ppm]
Bild 21: Zuordnung der Signale des humanen Blutplasma-1D-'H-Spektrums (unten) mit

Hilfe von Standardspektren der Substanzen Laktat, Valin, Leucin und Isoleucin von [76].
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Tabelle 11

Zuordnung der Signale des 1D-"H-NMR-Spektrums von Humanplasma zu den jewei-

ligen Substanzen.»?®

'H chemische Verschiebung  Multiplizitit Substanz/Molekiil

[ppm]

0,670 m Cholesterol [CH3]

0,80- 0,90 m Methyl- Gruppen

0,936 t Isoleucin [CHs]

0,950 d Leucine [CHs]

0,970 d Leucine [CHs]

0,990 d Valin [CH3]

1,008 d Isoleucin [CH3]

1,041 d Valin [CHs]

1,144 d Unbek.

1,180 t Ethanol*

1,199 d 3-Hydroxybutyrate [y-CHs]b

1,16 - 1,37 m Methylen-Gruppen

1,330 d D-Lactat [CH3]

1,480 d Alanin [CHs]

1,45-1,61 m Lipide ( hauptséchlich VLDL)

1,720 m Lysine [§ —CHz]

1,920 s Acetat [CHs)

2,000 m Lipide [CH2-C=C]

2,044 s N-acetyl-Glucosamine (NAG)

2,078 s N-Acetylneuramin-Saure
(NANA)

2,130 m Glutamat

2,226 S Acetoacetat [CHs] P

2,700 S Mg-EDTA

3,040 S Creatinin

3,130 q Ca-EDTA

3,200 s H-EDTA

3,240 s Acetate Mg-EDTA

3,251 dd beta-D-Glucose [H2]

3,364 s Methylguanidin

3,410 m beta-D-Glucose

3,580 d Threonine [alpha-CH]

3,600 EDTA

3,660 q Ethanol
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3,840 m alpha-D-Glucose
3,905 dd beta-D-Glucose
3,920 d Tyrosin

4,110 q Lactat [CH]

4,050 S Creatinin

4,650 d beta-D-Glucose
4,700 S Wasser

5,240 d a-D-Glucose
5,25-5,38 m Ungesittigte Lipide

Quelle: Substanzen [77], [48], [75] und [76].

@ Abkiirzungen: s: Singulett, d: Dublett, t: Triplett, q: Quartett, m: Komplexes Multiplett; dd: Dublett
eines Dubletts. Die chemischen Verschiebungen sind referenziert auf das Laktat-Signal, das auf
0=1,330 ppm gesetzt wurde.

b kennzeichnet die Ketonkérper.

2.1.6 Vorbereitung der Lipoproteinprofile auf die
statistische Auswertung

Wie bereits in Abschnitt 1.5.1 erldutert, ist es fiir viele Tests zwingend notwendig, dass
die zu untersuchenden Daten anndhernd normalverteilt sind. Da die Verteilung biolo-
gischer und medizinischer Daten meist nicht der Normalverteilung entspricht, miissen
im Rahmen der Diabetesstudie die Verteilungen der Lipoproteinsubklassen diesbeziig-
lich untersucht werden.

Bild 22 zeigt exemplarisch wie die Lipoproteinsubklassen L1 bis L15 auf ihre Vertei-
lung tiberpriift wurden. Hierzu kann die Verteilung mit Hilfe eines Histogramms dar-
gestellt werden (vgl. Bild 22 (a)). Bild 22 (b) zeigt eine weitere Moglichkeit der Visuali-
sierung der Verteilung mittels eines sog. Quantile-Quantile-Plots (kurz: QQ-Plot).
Hierbei werden die Quantile der Variable (y-Achse) gegen die theoretischen Quantile
der Standardnormalverteilung (x-Achse) aufgetragen. Stimmen die Verteilungen tiber-
ein, so liegt die Funktion auf der Diagonalen. In Bild 22 (b) ist zu erkennen, dass die
Variable L8 in ihrer urspriinglichen Form nicht normalverteilt ist.
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Bild 22: Exemplarischer, graphischer Normalverteilungstest des gewichteten Integrals der
modellierten Signalkurve der Lipoproteinsubklasse L8. Die Darstellung der Daten von L8 in
Form eines Histogramms ist eine Moglichkeit, die Verteilung von L8 zu iiberpriifen (a). Hier-
bei wird die Hiufigkeit gegen die Werte von L8 aufgetragen. Die rote Kurve ist eine Dichte-
schitzung der Daten und die blaue Linie zeigt eine theoretische Normalverteilung. Die Kurven
stimmen nicht iiberein, was bedeutet, dass keine Normalverteilung der Daten vorliegt. (b) zeigt
ein QQ-Diagramm. Die Funktion weicht von der Geraden ab, was bedeutet, dass die Daten

nicht normalverteilt sind.



2.1 Diabetesstudie 49

Normal Q-Q Plot von log(L8)
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Theoretical Quantiles
Bild 23: QQ-Plot von L8 nach einer Log-Transformation. Die Kurve liegt nahezu auf der Di-
agonalen, was die Normalverteilung von der logarithmierten Variable L8 bedeutet.

Um der Bedingung vieler Tests auf Normalverteilung der Daten zu geniigen, miissen
die Messdaten in der biologischen und medizinischen Statistik haufig mit Hilfe des
natiirlichen Logarithmus transformiert werden (kurz: Log-Transformation).

Bild 23 zeigt ein QQ-Diagramm der Werte von L8 nach der Log-Transformation. Die
Kurve néhert sich der Diagonalen an, was eine angendherte Normalverteilung der Da-
ten bedeutet.

Des Weiteren kann man die Daten mit Hilfe eines Signifikanztests auf Normalvertei-
lung priifen. Hierzu stehen beispielsweise folgende Tests zur Verfligung: Kolmo-
gorov-Smirnov Test, Anderson-Darling Test und Shapiro-Wilk Test. Mit Hilfe dieser
Tests werden zwei kontinuierliche Verteilungen mit der Nullhypothese, dass sie tiber-
einstimmen, verglichen. Das heift, die Daten werden gegen normalverteilte Daten ge-
testet. Die Normalverteilung der Daten wurde im Rahmen dieser Arbeit wegen seiner
Teststarke mit Hilfe des Shapiro-Wilk Tests tiberpriift [78]. Hierfiir wird das Signifi-
kanzniveau auf a = 0,05 oder 0,01 gesetzt, was einer Art "maximalen Irrtumswahr-
scheinlichkeit, die Nullhypothese abzulehnen, obwohl sie richtig ist" entspricht (Zitat
aus [79]). Ist p < 0,05, so besteht eine statistische Signifikanz zum Signifikanzniveau.
Der Shapiro-Wilk Test ergab beispielsweise fiir die Daten von L8 folgenden p-Wert:
p = 8,638 1071, welcher deutlich unter p < 0,05 liegt. Dies bedeutet, dass die Null-

hypothese verworfen wird, und die Daten folglich nicht normalverteilt sind. Nach der
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Logarithmierung der Daten, ergibt der Test folgenden p-Wert: p = 0,8761 > 0,05, d. h.
die Nullhypothese wurde bestitigt. Die Log-Transformation von L8 bewirkte folglich
eine Normalverteilung der Daten. Eine Ubersicht aller Lipoproteinsubklassen und ih-

rer Ergebnisse des Shapiro-Wilk Tests ist in Tabelle 12 dargestellt.

Tabelle 12
Ergebnisse des Shapiro-Wilk Tests auf Normalitatsverteilung der Lipoproteinsubklas-
sen L1 bis L15 aller Proben, die 120 min nach der Glucoseeinnahme entnommen wur-

den.ab

NMR- p-Wert(L1-L15) p-Wert(log(L1-L15))
Lipoproteinsubklassen

L1 0,31 0,019
L2 b 0,002
L3 b 0,105
L4 0,000 0,028
L5 0,000 0,365
L6 0,000 0,600
L7 0,000 0,139
L8 0,000 0,872
L9 b 0,007
L10 0,000 0,011
L11 b 0,015
L12 b 0,000
L13 b 0,025
L14 b 0,0047
L15 b 0,233

a Gilt p<0,05, so wird die Nullhypothese verworfen, d. h. die Daten sind nicht normalverteilt.
b p<2,2*107%.

2.1.7 Routine zur Berechnung der kleinen Metaboli-
ten

Die lehrstuhleigene Routine zur Quantifizierung der kleinen Metaboliten mit Hilfe von
MATLAB von [76] wurde an die Blutplasmaproben angepasst. Da bislang das Problem
des breiten Untergrundsignals nicht gelost werden konnte, wurde eine neue Routine
mit Hilfe des Programms MATLAB (MathWorks) geschrieben.
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Bild 24: Quantifizierungsmethode der kleinen Metaboliten mit Hilfe des Programms MAT-
LAB. Die Routine liest die Daten aus Tabelle 11 mit den Zuordnungen aus Abschnitt 2.1.5 ein
und simuliert GaufS/Lorentz-Spektren, die anhand der Linearkombination der Modellspektren

angendhert werden.

Hierbei dienen die Daten der Zuordnung aus Abschnitt 2.1.5 als Modellspektren, an-
hand derer Gauf3/Lorentz-Spektren simuliert werden. Die Peaks werden mittels Least-
Squares-Verfahren (Methode der kleinsten Quadrate) und Simulated Annealing an-
hand der Linearkombination der Modellspektren angefittet. Dabei ist Simulated Anne-
aling ein Optimierungsverfahren, das einem Abkiihlungsprozess nachempfunden ist.
Mit dieser Methode konnen die Minima innerhalb der Kurve gesucht werden. Mit Hil-
fe des Least-Squares-Verfahren konnen Kurven angefittet werden, so dass die Kurve
bestmdglich mit den Datenpunkten iibereinstimmt [80].

Die Routine beinhaltet aufSerdem eine engmaschige Baselinekorrektur mit Hilfe einer
sog. Spline-Interpolation (engl.: "Piecewise Cubic Hermite Interpolating Polynomial
(PCHIP)") mit einem Abstand von 5 Hz zwischen den Knotenpunkten (vgl. Bild 24).
Die entsprechend skalierten Modellspektren werden integriert und somit quantifiziert.

Anschlieflend konnen diese Daten statistisch analysiert werden.



52 Material und Methoden

2.2  Hochdruck-NMR-Spektroskopie an Se-
rum und Lipoproteinen

Die Fraktionierung des Serums in dessen Lipoproteinklassen erfolgte nach der Pro-
benherstellungsanleitung aus [17]. Die Lipoproteine wurden mittels sequentieller Ult-
razentrifugation nach ihrer Dichte in ihre Lipoproteinklassen aufgetrennt und an-
schlieffend mit einem extrazelluldren Puffer und dem internen Standard DSS versehen.
Die Hochdruck-NMR-Messungen erfolgten an einem 800 MHz-Spektrometer, das mit
einem Hochdruck-Autoklav und einer Keramikzelle ausgestattet ist. Die Probenher-
stellung, der NMR-Messaufbau, die NMR-Messmethode sowie die Prozessierung wer-

den in folgenden Abschnitten dargestellt.

2.2.1 Probenherstellung - Auftrennung des Serums
in die Lipoproteinklassen

Das Verfahren zur Probenherstellung der Lipoproteinklassen aus dem Serum basiert
auf [17,81,82]. Das fiir die Probenprédparation verwendete Humanserum wurde von
einem gesunden, niichternen Spender in einer Arztpraxis entnommen und anschlie-
Bend bei —20 °C bis zur weiteren Probenvorbereitung verwahrt.
Durch das Verfahren der Ultrazentrifugation ist es moglich, eine Serumprobe in ihre
Lipoproteinklassen aufzutrennen. Dies geschieht durch Einstellen der Serumprobe auf
eine definierte Dichte durch Zugabe einer bestimmten Menge an Kaliumbromid (KBr).
Dieser Zusammenhang ist laut [81,82] gegeben durch

Mgpr = M (2.1)

1-0321-p

mit der Masse von KBr mgg,, dem Volumen V' und der Dichte p und p'.
Die Dichte wird auf die maximale Dichte der jeweiligen Lipoproteinklasse eingestellt.
Tabelle 13 zeigt eine Auflistung der Lipoproteinklassen mit den zugehorigen Dichten

und die Dichte, auf die eingestellt wird.
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Tabelle 13

Dichteeinstellung der Lipoproteinklassen bei der sequentiellen Ultrazentrifugation.
Lipoproteinklasse Dichte [g/ml] Eingestellte Dichte [g/ml]
VLDL 0,940-1,006 1,006

IDL 1,006-1,019 1,019

LDL 1,019-1,063 1,063

HDL2 1,063-1,125 1,125

HDL3 1,125-1,210 1,210

Quelle: [17].

Zur Fraktionierung des Serums durch sequentielle Ultrazentrifugation wie in [17]
wurden je drei 500 ul Serumproben aufgetaut. Es wurden zwei Polycarbonatbehalter
mit je 5 — 10 ml des Probenmaterials mit mittels KBr eingestellter Dichte befiillt und
anschlieffend fiir 24 Stunden bei einer Temperatur von T = 4 °C und 60000 Umdrehun-
gen pro Minute in einem Festwinkelrotor Typ 75Ti ultrazentrifugiert. Aufgrund der
Zentrifugalkraft und der Massentragheit bewegen sich die Partikel mit hoherer Dichte
wegen der grofseren Tragheit nach aufien und die Partikel mit geringerer Dichte blei-
ben im oberen Bereich des Behilters zuriick. Somit kann das obere Drittel mit der ge-
ringeren Dichte abgetragen werden. Die restliche Probe mit der hoheren Dichte wird
auf die Dichte der nadchsten Lipoproteinklasse eingestellt und unter denselben Bedin-
gungen hergestellt. Die Proben werden anschlieffend in Vivaspin-Gefafie (MW 10000)
pipettiert und zentrifugiert bis sie die notige Konzentration erreicht haben. Anschlie-
Bend werden die aufkonzentrierten Proben der einzelnen Lipoproteinklassen mit ext-
razelluldarem Puffer nach [83] in Eppendorf-Behilter pipettiert. Die Proben wurden im
Anschluss bei T = —20 °C bis zur Messung gelagert.

Kurz vor Beginn der Messung wurde die jeweilige Probe aufgetaut und der interne
Standard DSS mit jeweiliger Konzentration hinzugefiigt.

2.2.2 Hochdruck-NMR-Messaufbau

Der folgende Abschnitt basiert auf [59], der die am Lehrstuhl verwendete Hochdruck-
anlage beschriebt. Die Hochdruck-NMR-Messungen wurden an einer am Lehrstuhl
angefertigten Hochdruckanlage dhnlich der Methode von Yamada [84] durchgefiihrt.
Der Druck wird mit Hilfe eines Kolbenkompressors aufgebaut und iiber eine mit Was-
ser gefiillten Hochdruckleitung auf eine Keramikzelle der Firma Daedalus und somit
auf die Probe iibertragen. Eine Skizze eines Hochdruck-Autoklavens mit einer solchen

Keramikzelle ist in Bild 25 zu sehen.
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Keramik wird, wie bereits in Abschnitt 1.4.2 erwdhnt, wegen seiner hervorragenden
physikalischen Eigenschaften fiir die Hochdruck-NMR-Messungen verwendet.
Eine Ubersicht der wichtigsten physikalischen Parameter der am Lehrstuhl gepriiften

Keramikzellen ist in Tabelle 14 zu sehen.

Tabelle 14

Physikalische Eigenschaften der Keramikzellen fiir Hochdruck-NMR-Messungen.
Keramik

Hersteller HiPer Daedalus

Bruchwiderstand o [N/mm?] 1000

Expansionskoeffizient [10-°K"] 11,4

Magnetische Suszeptibilitit Xmagn  -1,4 (ZrO2)

[10°m3kg]

Durchmesser dinnen [mm] 1,1 2 3

Durchmesser daugen [mm] 4 4 5

daugen/ dinnen 3,64 2 1,67

Maximaler theoretischer Druck 1290 693 513

Pmaxtheor [MPa]

Maximaler durchschnittlicher 745 400 296

theoretischer Druck p*maxtheor

[MPa]

Maximaler durchschnittlicher 200 200 250

realer Druck p*maxrea [MPa]

Quelle: [60].

Fiir die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Hochdruck-NMR-Messungen an den
Lipoproteinklassen wurden ausschliefllich der aus Titan gefertigte Hochdruck-
Autoklav mit der Keramikzelle der Firma Daedalus mit dem Sicherheitsventil, der PET
(polyethylene terephthalate)-Membran und einem zylindrischen PEEK (polyether-
ether-ketone)-Verdranger wie in Bild 25 zu sehen mit den Eigenschaften aus Tabelle 14
verwendet. Der PEEK-Verdranger dient dazu das Probenvolumen zu verringern. Es
kann mit Hilfe dieses Hochdruckaufbaus ein Druck von bis 250 MPa an die Probe an-

gelegt werden.
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Bild 25: Hochdruck-Autoklav mit der Keramikzelle: (a) Keramikzelle der Firma Daedalus mit
zusdtzlichem Sicherheitsventil. (b) zeigt die Keramikzelle mit der PET-Membran und dem Ver-
dringer (nach [59]).

2.2.3 NMR-Messmethoden wund Primarprozessie-
rung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden vom Serum und allen Lipoproteinklassen 1D-'H-
NMR-Spektren der Pulssequenz noesygpprld, wie in Abschnitt 2.1.2 beschrieben, bei
zwei Temperaturen T = 283 K und T = 313 K aufgenommen. Der Druck wurde bei
T = 283 K innerhalb einer Druckreihe im Intervall von 20 MPa von Normaldruck bis
zu einem Maximaldruck von p = 200 MPa erhoht, anschlieSend wieder auf Normal-
druck gesenkt und ein Spektrum unter Anfangsbedingungen aufgenommen. Dies
dient der Uberpriifung der Reversibilitit der Druckeffekte. Anschliefend wird die
Temperatur auf T = 313 K erhoht, um eine weitere Druckreihe zu beginnen. Nach Er-
reichen des Maximaldrucks wird der Druck auf Normaldruck verringert und ein wei-
teres NMR-Spektrum mit der Pulssequenz Noesygpprld aufgenommen. AnschliefSend
erniedrigt man die Temperatur auf T = 283 K und nimmt ein weiteres Spektrum zur
Kontrolle der Druck- und Temperatur-Reversibilitit auf. Eine Ubersicht der Akquisiti-

onseigenschaften ist in Tabelle 15 zu finden.
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Die Grundlinie und Phase der NMR-Spektren werden manuell korrigiert, sodass die
Spektren quantifizierbar sind. AnschliefSend erfolgt eine Referenzierung des Acetat-
Signals auf 6 = 1,875 ppm.

Tabelle 15
Aufnahmeparameter der Hochdruck-NMR-Messungen am Serum und den Lipopro-
teinklassen.
Noesygpprld Noesygpprld
NMR-Spektrometer 800 MHz 800 MHz
Temperatur [K] 283 313
Druck Messung bei konstantem Messung bei konstantem
Druck Druck
Druck po Normaldruck Normaldruck
Maximaldruck pmax[MPa] 200 200
Druckintervalle [MPa] 20 20
Wartezeit 5s 5s
Mixing-Zeit 0,01s 0,01s
FID-Grofie 32768 32768
Anregungspuls 90° 90°

Die Signalflache eines grofieren Spektrenbereichs der Lipoprotein- und Serum-Proben
werden fiir die jeweiligen Proben mit Hilfe einer Integration mit den Grenzen aus Ta-
belle 16 berechnet.

Tabelle 16
Integrationsgrenzen fiir die Berechnung des Integrals eines grofien Spektrenbereichs
der Proben.
Probe Integration von bis
[ppm] [ppml]
Serum -2,00 3,45
VLDL. IDL, LDL wund -2,00 3,50
HDL2
HDL3 -2,00 3,44

Dariiber hinaus werden die Signalintegrale mit Hilfe einer Fit-Routine des Programms
TOPSPIN (Bruker BioSpin, Rheinstetten, Deutschland) berechnet. Um das CHs-Signal
quantifizieren zu konnen, wird, wie in [85] beschrieben, von dem Spektrum der Lip-

oproteinsubklassen ein Cholesterol-Spektrum mit geeigneter Linienbreite abzogen, so
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dass das Cholesterol-Signal bei 0,693 ppm des Lipoprotein-Spektrums mit dem des
Cholesterol-Spektrums {iibereinstimmt. Anschliefend wird ein Werkzeug namens
»~dcon” in Topspin verwendet. Dabei wird eine Entfaltung eines Signals durchgefiihrt.
Dies ist hilfereich, wenn die Peaks nicht schmal und definiert sind. Dazu wird das je-
weilige Signal mit Hilfe von Lorentz-, GaufS-Linienformen oder eine Mischung aus
beiden angenihert. Uberlappende Signale werden als Summe dieser Linienformen
berechnet. Dazu wird eine Liste mit den chemischen Verschiebungen der Signale, den
Linienbreiten und den Integralen in einer Datei namens dconpeaks.txt abgespeichert.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden hierbei Lorentzlinien und die Parameter aus Tabelle

17 verwendet.

Tabelle 17

Prozessierungsparameter aus ,dcon” TOPSPIN.
Parameter

Detektionssensitivitiat PC 1

Signaliiberlappungsfaktor AZFW [ppm] 0,1

Linienform Lorentz

Anschlieffend werden die gepickten Signale fiir das Tool ,,mdcon” verwendet. Dabei
wird der Peak mit einer Mischung aus Gaufi- und Lorentz-Funktionen gefittet. Das
gewonnene Fit-Signal kann mit Hilfe des Integral-Werkzeugs in Topspin aufsummiert
werden [86]. In Abschnitten 3.2.2 bis 3.2.4 wird zur Analyse der Daten eine Naherung

der chemischen Verschiebungen und Signalintegrale mit Hilfe der Gleichung
y=a+by (P —po)+bz (p—po) (22)

durchgefiihrt.
Die thermodynamische Auswertung der Daten erfolgt in dem Abschnitt 3.2.5. Hierbei
wird fiir die Analyse der chemische Verschiebung § nach [13] die Gleichung

AG
8, + 6,6 RT (2.3)
0=——7"
1+ e RT

herangezogen, wenn ein Gleichgewicht zwischen zwei Zustanden der Substanz be-
steht, welches sich in einem schnellen Austausch auf einer Zeitskala des NMR-
Experiments befindet [13].

Bei der thermodynamischen Auswertung der Hochdruck-Daten wird das nach [85]
berechnete AG," mit dem aus den thermodynamischen Fits erhaltenen Werten des AG,
verglichen. Dazu wird AG," nach [85] wie folgt berechnet:
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AG = AH(Ty) - (1 = T/Ti) + AC,[(T = Tp) = T+ In(T/Tp)] (2.4)

mit Ty, und AH(T;;,) aus [85] und der Messtemperatur T. AC,, wurde nach [85] vernach-
lassigt.

Die Analyse der Temperatur der Lipoproteine [85] hat gezeigt, dass die Signalintegrale
V durch ein Drei-Kompartimentmodell wiedergegeben werden kénnen. Kompartiment
A enthélt Lipidsignale, die zu breit sind, um detektiert zu werden, die Konzentration
c4 dieser Lipide bzw. funktionelle Gruppen dieser Lipide ist temperaturunabhéngig.
Ein zweites Kompartiment B enthélt Lipide, die unabhdngig von der Temperatur im-
mer sichtbar sind. Ein drittes Kompartiment C enthalt Lipide, die in einem Phasen-
iibergang involviert sind, nach dem Phaseniibergang sind die Lipide zu breit, um de-
tektiert zu werden (langsamer Austausch).

Das beobachtete Signalintegral V (p) ist dann
V(p) = a(cp + ¢¢) (2.5)

mit der Konstanten a, die apparative Parameter enthilt, ¢, und cp die Protonen-
Konzentrationen der beobachteten Gruppen von A und B und cZ und ¢} der Konzent-

rationen der NMR-sichtbaren und unsichtbaren Protonen von C mit
Cc = Cg + Cé (26)

Da die Lipoprotein-Konzentration wegen der Kompression der ganzen Probe, mit dem
Druck zunimmt, muss diese Konzentrationsanderung berticksichtigt werden. In erster
Naherung kann man diesen Effekt durch die Kompressibilitat des Wassers nahern, was

den Hauptteil der Probe ausmacht und in die Konstante a einbezogen wird.

a = a(po) * f(p) (2.7)
mit
s—; =K=e"rr 2.8)

Nach Auflosen der Gleichung (2.6) erhalt man

ck=c,—c¥ (2.9)

Setzt man ¢t aus Gleichung (2.9) in (2.8), so er ergibt sich:
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Cc —vc}’ _K (2.10)
CC
und nach Auflosung dieser Gleichung nach c/:
1 2.11
=Ty “
Anschlieflend wird cf aus Gleichung (2.11) in Gleichung (2.5) eingesetzt
o) F - . @12)
V@) =a(o) f() - (65 + 157 0
Dividiert man V(p) durch V(py), so erhdlt man
(2.13)

1
V)  f) [ BtTErR@

V(po) ~ f(po) cp + 1++(Po) “Ce

Mit der Annahme, dass die isotherme Kompressibilitdt des Losungsmittels als druck-

unabhiéngig betrachtet werden kann, ergibt sich
1 dv

ﬂr=—v ap

f(p) — eBT(p_pO)

_ 1 e

v (1T RG) o

V(Po)’ - 1 1 Cc

+ —_—

1+K(po) s

1+ 1 1 ' C
AG(po) + AVO(p — po) — 5 8B' (P — Po)?
1+exp| — RT
V) _

V(po)' 1

1+

c
1+ exp (— —AGR(TQO))

(2.14)

(2.15)

(2.16)
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mit der Gleichung (1.3) fiir AG, ¢ = ¢ /CB' K aus Gleichung (2.8), dem druckkorrigierten
Volumen und A = 1,00.

Der Wert von i wurde aus einem Fit der Kompressibilitidts-Daten nach [87] erhalten:
Die zugrunde liegende Formel fiir das spezifische Volumen V ist darin:

V=Vo—(Vo-p)/((Ko+A-p+B-p?) 2.17)

Mit dem spezifischen Volumen V, unter Standardbedingungen und dem Kompressi-
onsmodul bei Atmosphérendruck Kj. A und B sind temperaturabhange Koeffizienten.
Vo ist nach [87,88] der Kehrwert der Dichte d,. K, kann nun mit Hilfe der folgenden

Gleichung aus [87] berechnet werden:
Ky =19652,17 + 148,183t — 2,29995t% + 0,012810t> — 4,91564 - 107> t* (2.18)
+1,03553-10 ~7t°

Nun kann man Formel (2.17) 16sen und erhalt das spezifische Volumen mit der Tempe-
ratur t und Druck p.



3. Ergebnisse

In folgendem Kapitel werden die Ergebnisse der NMR-Messungen dieser Arbeit dar-
gestellt. Hierbei wird zu Beginn die Auswertung der Diabetesstudie gezeigt und an-

schlieffend die Hochdruck-NMR-Messungen an Serum und Lipoproteinen untersucht.

3.1 Ergebnisse der Diabetesstudie

Dieser Abschnitt beginnt mit einer Kollektivbeschreibung der Diabetesstudie. Dafiir
wird das Kollektiv in Hinblick auf fiir Typ-2-Diabetes relevante patientenspezifische
Daten, wie beispielsweise Alter, BMI, Geschlecht, analysiert. Anschliefend werden die
NMR-Spektren qualitativ analysiert. Hierbei wird besonderen Wert auf die Unter-
schiede der Personen je nach Krankheitsgrad des Diabetes gelegt. Dabei wird ein Sub-
set des Datensatzes gebildet. Danach werden mit Hilfe einer Pilotstudie die ausgewer-
teten Lipoproteinprofile der Niichternplasma-Proben und der Proben, die zwei Stun-
den nach Glucoseeinahme entnommen wurden, verglichen, um Biomarker fiir Pradia-
betes und Typ-2-Diabetes zu identifizieren. Die Auswertung der Entwicklung von Di-
abetes und Pradiabetes anhand der retrospektiven Riickstellproben konnte im Rahmen
dieser Arbeit bereits qualitativ analysiert werden. Diese Proben sind bis zu 10 Jahre
alte Blutspendeproben der Studienteilnehmer. Die Ergebnisse dieser Arbeit konnen als
Pilot-Studie angesehen werden. Wie bereits in dem Abschnitt 2.1 dargestellt, wurde
den Humanplasma-Proben kein interner Standard hinzugefiigt, um diese nicht zu ver-
unreinigen, damit sie mit Hilfe alternativer Messmethoden anschliefsend untersucht

werden konnen.

61
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Bild 26: Verteilung der Studienteilnehmer auf die fiinf oGTT-Gruppen. Die Hiilfte der Stu-
dienteilnehmer befindet sich in einem pridiabetischen Stadium und die andere Hilfte gliedert
sich in 10 % Diabetiker und 42 % gesunde Personen. Insgesamt nahmen an der Diabetesstudie
618 Personen teil. IFG steht fiir abnorme Niichternglucose und IGT fiir gestorte Glucosetole-

ranz.

3.1.1 Kollektivbeschreibung

Die bereits in Abschnitt 1.6 dargestellte Studie zur Identifikation von Biomarkern fiir
die Diabetesfriiherkennung wird in folgendem Abschnitt hinsichtlich ihrer fiir die Sta-
tistik relevanten Eigenschaften beschrieben.

Es fand eine Charakterisierung des gesamten Studienkollektivs statt. In Bild 26 ist eine
Verteilung des Studienkollektivs auf die oGTT-Ergebnisse zu sehen. Die gesunden
Teilnehmer machen mit 42 % den grofiten Anteil des Kollektivs aus. 10 % der Stu-
dienteilnehmer erhielten beim oralen Glucosetoleranztest das Ergebnis, dass sie Typ-2-
Diabetiker sind. Die iibrigen 48 % wurden in die pradiabetischen Gruppen eingeteilt,
d. h. wie in Abschnitt 1.6 erwahnt, dass entweder IFG, IGT oder beides diagnostiziert
wurde. In Bild 27 (a) ist eine Altersverteilung des Studienkollektivs zu sehen. Eine
Blutspende ist ab einem Alter von 18 bis 68 Jahren moglich. 473 Studienteilnehmer ge-
horen zu der Altersgruppe der 45 bis 64-jahrigen und befinden sich daher innerhalb
des fiir Typ-2-Diabetes risikoerhohten Bereichs [19].

In Bild 27 (b) ist die Verteilung des BMI innerhalb des Kollektivs dargestellt. Wie in
Abschnitt 1.6 erwdhnt, leidet man laut Weltgesundheitsorganisation WHO ab einem
BMI von 25 an Ubergewicht [19]. Aus dem Balkendiagramm ist zu erkennen, dass der
grofite Teil der Studienteilnehmer {ibergewichtig ist. Laut der Weltgesundheitsorgani-
sation gilt eine Person ab einem BMI von 30 als adip6s. Dieser Gruppe gehort etwa die
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Bild 27: (a) Altersverteilung des Studienkollektivs: Das Blutspenden ist von 18 bis 68 Jahren
erlaubt. (b) BMI-Verteilung der Studienteilnehmer. (c) Verteilung der HbAlc-Werte der Stu-
dienteilnehmer. Der HbAlc-Wert gibt den mittleren Blutzuckerspiegel der letzten zwei bis drei
Monate an. Die Verteilung der FINDRISK-Werte der Studienteilnehmer ist in (d) zu sehen.

Halfte der Studienteilnehmer an. Bild 27 (c) zeigt die Haufigkeit der jeweiligen HbAlc-
Werte der Studienteilnehmer. Der HbAlc-Wert gibt den mittleren Blutzuckerspiegel
der letzten zwei bis drei Monate an. Liegt der HbAlc-Wert bei mehr als 6,5 %, so leidet
man laut [89] an Diabetes. Eine relativ grofle Zahl an Studienteilnehmern hat einen
HbAlc-Wert von weniger als 6,5 %. Ab einem HbAlc-Wert von 5,6 % ist das Risiko, an
Diabetes zu erkranken, deutlich erh6ht. Die Anzahl der Risikopersonen innerhalb des
Studienkollektivs ist, wie in Bild 27 (c) zu erkennen, relativ hoch.

In Bild 27 (d) ist ein Diagramm der Verteilung des Findrisk-Werts innerhalb des Kol-
lektivs abgebildet. Es ist deutlich zu erkennen, dass bei mehr als der Halfte der Stu-
dienteilnehmer ein erhohtes Diabetesrisiko besteht. Bei etwa 30 % der Teilnehmer wird
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in etwa jeder dritte in den nachsten 10 Jahren laut Findrisk-Fragebogen an Diabetes
erkranken.

Tabelle 18 zeigt eine Zusammenfassung aller wichtigen patientenspezifischen Daten
der Studienteilnehmer, wie das durchschnittliche Alter und den BMI, aber auch den
Niichternplasmaglucose (kurz: NPG) - und Plasmaglucose (PG)-Wert nach dem oralen

Glucosetoleranztest.

Tabelle 18

Ubersicht der wichtigsten patientenspezifischen Daten der Studienteilnehmer.» >«
oGTT- Alle 1c 2¢ 3¢ 4 5¢
Ergebnis (n=618) (n=259) (n=202) (n=26) (n=69) (n=61)
Minner 390 142 135 18 46 49
Frauen 228 117 67 8 23 12
Alter 54,1£90 52,5+103 546+79 57,2+7,6 55,9 8,0 56,0 £6,9
[Jahre]

BMI 28,8 +4,1 27,9+4,0 29,1+3,7 294+3,4 30,4+4,3 30,2+4,2
[kg/m”2]

NPG? 103,4+13,5 935+4,.2 106,756  952+3,9 110,1+6,8 130,6 £18,2
[mmol/l]

PGP 120,5+44,8 100,6+19,5 1056+21,4 1553+143 163,7+16,9 207,4+62,8
[mmol/1]

@ Niichternplasmaglucose.
b Plasmaglucose-Wert zwei Stunden nach der Glucoseeinahme.
<1: Gesunde Person, 2: abnorme Niichternglucose, 3: gestorte Glucosetoleranz, 4: gestorte Niichternglu-

cose und gestorte Glucosetoleranz und 5: Diabetes.

Der Auswertung liegt das in Tabelle 19 zusammengefasste Kollektiv vor. Der Grund
fiir die Abnahme der Probenanzahl ist, dass manche Proben aufgrund des zu geringen
Probenvolumens nicht messbar sind oder die Spektrenqualitit wegen der Probenei-
genschaften den Qualitdtsanforderungen nicht gentigen.
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Tabelle 19

Patientenspezifische Daten der Studienteilnehmer, von denen die Spektren auswertbar
sind.ab ¢

oGTT- Alle 1c 2c 3c 4 5¢
Ergebnis (n=580) (n=239) (n=194) (n=24) (n=68) (n=55)
Minner 364 131 128 16 45 44
Frauen 216 108 66 8 23 11
Alter 54,1+9,0 52,5+10,4 545+7,8 57,2+7,6 55,7+7,9 56,1 +6,9
[Jahren]

BMI 28,9+4,1 27,9+4,1 29,1+3,8 29,3+3,6 30,6 +4,5 304 +4,1
[kg/m”2]

NPG= 103,3 + 13,2 93,5+4,2 106,6 + 5,6 95,2+4,0 1102+6,9 129,8+18,1
[mmol/1]

PGP 120,7 +44,4 1009+19,7 1053+21,7 154,0+13,6 164,0+16,9 192,9+80,5

“ Niichternplasmaglucose.

b Plasmaglucose-Wert zwei Stunden nach der Glucoseeinahme.

¢ 1: Gesunde Person, 2: abnorme Niichternglucose, 3: gestorte Glucosetoleranz, 4: gestorte Niichternglu-
cose und gestirte Glucosetoleranz und 5: Diabetes.

Wie bereits in Abschnitt 1.6 erwahnt, sind zusatzliche Proben, welche ebenfalls zwei
Stunden nach der Glucoseeinnahme entnommen wurden, wie bei den {iibrigen Stu-
dienteilnehmern patientenspezifische Daten vorhanden, jedoch liegen nur diese Pro-

ben und keine Riickstellproben vor. Diese Gruppe besteht aus 101 mannlichen und 71

m Normbereich
m [FG

n IGT

m [FG&IGT

m Diabetes

Bild 28: Verteilung der zusitzlichen oGTT-Proben auf die oGTT-Gruppen. Etwa die Hiilfte der
Personen dieser Gruppe liegt im Normbereich. 40 % leiden an Pridiabetes und 8 % an Diabe-

tes. IFG steht fiir abnorme Niichternglucose und IGT fiir gestorte Glucosetoleranz.
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weiblichen Personen. Die Verteilung der oGTT-Ergebnisse innerhalb dieser Gruppe ist
in Bild 28 zu sehen. Etwa die Halfte der Personen dieser Gruppe besitzt ein Ergebnis
des oralen Glucosetoleranztests, das im Normbereich liegt. 40 % der Personen leiden
an Préadiabetes (Gestorte Niichternglucose, Gestorte Glucosetoleranz oder an beidem)
und 8 % an Diabetes. Eine Zusammenfassung der patientenspezifischen Daten dieser

zusatzlichen Proben ist in Tabelle 20 dargestellt.

Tabelle 20
Ubersicht der wichtigsten patientenspezifischen Daten der oGTT-Proben, von denen

keine Riickstellproben vorhanden sind.»? ¢

oGTT- Alle 1c 2¢c 3c 4c 5¢
Ergebnis (n=172) (n=90) (n=37) (n=16) (n=16) (n=13)
Minner 101 54 22 3 12 10
Frauen 71 36 15 13 4 3
Alter [Jahre] 52,7+9,9 57,372 55,7 + 8,0 49,6 £9,0 51,7+ 8,8 47,6 £ 8,1
BMI 29,9+ 6,6 29,4+4,1 29,2 +4,2 33,7+12,8 32,9+4,8 31,0+2,4
[kg/m”2]

NPG? 98,4+13,7 1060+48 106,4+5,0 93,2+4,0 112,5+6,1 120,3 +£26,0
[mmol/1]

PGP 122,0+42,5 111,5+19,2 110,0+20,1 159,2+12,3 164,0+17,3 196,9+78,9
[mmol/1]

“ Niichternplasmaglucose.
b Plasmaglucose-Wert zwei Stunden nach der Glucoseeinahme.
¢ 1: Gesunde Person, 2: abnorme Niichternglucose, 3: gestorte Glucosetoleranz, 4: gestorte Niichternglu-

cose und gestorte Glucosetoleranz und 5: Diabetes.

Zehn Patientenproben der zusatzlichen Proben sind wegen des zu geringen Probenvo-
lumens bzw. der Spektrenqualitit nicht auswertbar, so dass zur Datenanalyse 162
Plasmaproben dieser Gruppe vorliegen (vgl. Tabelle 21). Eine Aufstellung der gesam-
ten auswertbaren Proben des oralen Glucosetoleranztests, d. h. Proben sowohl der
Studienteilnehmer als auch der Personen, von denen keine Riickstellproben vorhanden
sind, ist in Tabelle 22 zu finden.
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Tabelle 21
Patientenspezifische Daten des Kollektivs der zusitzlichen oGTT-Proben, von denen

die Spektren auswertbar sind.> ¢

oGTT- Alle 1e 2¢ 3¢ 4c 5¢
Ergebnis (n=162) (n=84) (n=36) (n=16) (n=15) (n=11)
Mainner 95 49 22 3 12 9
Frauen 67 35 14 13 3 2
Alter [Jahre] 53+9,4 53 +10,3 57+7,2 50+9,0 52 +8,6 50+5,1
BMI 30+6,6 29+59 29 +4,1 34+12,8 33+5,0 31+25
[kg/m”2]

NPGa 98 +13,7 90 +£6,3 106 £4,8 93+4,0 113+6,1 121 £27,6
[mmol/1]

PGP 122 +£42,5 101 £20,2 112 £19,2 159 £12,3 165+17,1 204 + 81,7
[mmol/1]

“ Niichternplasmaglucose.
b Plasmaglucose-Wert zwei Stunden nach der Glucoseeinahme.
¢ 1: Gesunde Person, 2: abnorme Niichternglucose, 3: gestorte Glucosetoleranz, 4: gestorte Niichternglu-

cose und gestorte Glucosetoleranz und 5: Diabetes.

Tabelle 22

Patientenspezifische Daten aller oGTT-Daten, von denen die Spektren auswertbar

sind.»b ¢

oGTT-Ergebnis Alle 1c 2¢ 3¢ 4e 5¢
(n=742) (n=323) (n=230) (n=40) (n=83) (n=66)

Minner 459 180 151 19 57 53

Frauen 283 143 80 21 26 13

Alter [Jahre] 54+9,1 52+104 55+7,8 54+9,0 55+8,2 55+7,0

BMI [kg/m"2] 29+4,8 28+4,6 29+34 31+8,8 31+4,5 30+3,9

NPG2 [mmol/1] 102 +13,4 93 +5,0 107 £5,5 94+4,1 111 +6,8 128 +20,3
PGP [mmol/1] 121 +44,0 101+199 106+21,5 156+13,3 164+17,0 195+80,8

« Niichternplasmaglucose.
b Plasmaglucose-Wert zwei Stunden nach der Glucoseeinahme.
¢ 1: Gesunde Person, 2: abnorme Niichternglucose, 3: gestorte Glucosetoleranz, 4: gestorte Niichternglu-

cose und gestirte Glucosetoleranz und 5: Diabetes.
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3.1.2 Metabolomische Auswertung der gesamten
NMR-Spektren

3.1.21 Hauptkomponentenanalyse der gesamten NMR-
Spektren

Wie im Bereich der Metabolomik weit verbreitet [2], wurden zu Beginn der statisti-
schen Auswertung der Diabetesstudie die NMR-Spektren mit Hilfe der in Abschnitt
1.5.2 beschriebenen Hauptkomponentenanalyse untersucht.

Dazu wurde das Programm AMIX (Bruker BioSpin, Rheinstetten, Deutschland) und
die in Abschnitt 2.1.4 beschriebenen Methoden mit den Parametern aus Tabelle 10
verwendet. Wie bereits erldutert, werden mit Hilfe des Programms AMIX Buckets ge-
bildet, die mit Hilfe einer Routine integriert und normiert werden. Hierfiir werden die
Bereiche der EDTA-Signale und des unterdriickten Wassersignals entfernt. Fiir eine
schnelle Analyse wurde ein Trainingsdatensatz gebildet. Dieses Subkollektiv besteht

aus 75 Personen, wovon 52 mannlich und 23 weiblich sind. Das Durchschnittsalter des
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Bild 29: Ergebnis der PCA: PC1 gegen PC2 der Trainingsgruppe. Blaue Punkte: Diabetiker;
Schwarze Punkte: Gesunde Studienteilnehmer. Die Bereiche der EDTA-Signale und des

unterdriickten Wassersignals werden entfernt.
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Kollektivs betrdagt 55,09 + 7,7 Jahre und durchschnittlich sind 16,6 + 5,2 Riickstellpro-
ben pro Person vorhanden. Je oGTT-Gruppe liegen 15 Proben vor. Eine kurze Uber-

sicht der wichtigsten Eigenschaften ist in Tabelle 23 zu sehen.

Tabelle 23

Subset zur Auswertung der Daten mit Hilfe der Hauptkomponentenanalyse.?
Oraler Gluco- Minner Frauen Alter BMI
setoleranztest-
Ergebnis
Normbereich 8 7 52,8 +8,1 27,39 + 3,84
IFGa 11 4 53,5+ 6,4 28,27 + 3,26
IGT= 12 3 56,8 +7,2 29,65 +2,53
IFG + IGT 9 6 56,8 9,4 28,81 + 3,82
Diabetiker 12 3 55,6 +5,8 30,31 +4,13

«IFG: abnorme Niichternglucose und IGT: gestorte Glucosetoleranz.

In Bild 29 ist das Ergebnis der durchgefiihrten Hauptkomponentenanalyse gezeigt. Es
wurden die beiden Gruppen gewahlt, bei denen der Unterschied des Gesundheitszu-
stands am grofsten ist, d. h. Diabetiker und gesunde Studienteilnehmer. Die blauen
Punkte innerhalb der Abbildung reprasentieren die Diabetiker und die schwarzen
Punkte die gesunden Personen.

Diese Methode brachte keine signifikanten Ergebnisse. Die Erlauterung der moglichen
Ursachen wird in 4.1 diskutiert.

3.1.2.2 Routine zur Berechnung der kleinen Metaboliten

Die lehrstuhleigene Routine zur Quantifizierung der kleinen Metaboliten mit Hilfe von
MATLAB von [76] wurde, wie bereits in Abschnitt 2.1.7 beschrieben, an die Spektren-
Eigenschaften von Plasmaproben angepasst. Die Methode basiert demnach auf ein
Programm implementiert in MATLAB.

Dabei konnen die Intensitdaten der Signale bestimmt werden und dadurch quantifiziert
werden. Dariiber hinaus erhélt man fiir jedes NMR-Spektrum eine Verteilung der Me-
taboliten (vgl. Bild 30). Anschlieflend konnen diese Daten statistisch analysiert werden
(siehe Abschnitt 3.1.3).
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Bild 30: Beispiel einer relativen Verteilung einzelner Substanzen zueinander, welche mit Hilfe
der MATLAB-Routine berechnet wurde. Abkiirzungen: Ace: Aceton, aDglc: Alpha-D-Glucose,
ala: Alanin, bDglc: beta-D-Glucose, ile: Isoleucin, lac: Laktat, Leu: Leucin, val: Valin. Die rela-

tiven Konzentrationen sind auf die Anzahl der Protonen korrigiert.

3.1.2.3 Qualitativer Vergleich der NMR-Spektren

Meist sind Unterschiede zwischen gesunden und kranken Personen bereits mit blofSem
Auge im NMR-Spektrum sichtbar. Hierzu werden die Blutplasmaproben, welche vor
und nach dem oralen Glucosetoleranztest entnommen wurden, qualitativ untersucht
und bestimmte Merkmale analysiert. Des Weiteren wird analysiert, ob ein Krankheits-
verlauf innerhalb der Riickstellproben zu finden ist.

3.1.2.3.1 Vergleich von NMR-Spektren von Niichternblutplasma-Proben
der Diabetiker und gesunden Studienteilnehmern

Bild 31 zeigt exemplarische NMR-Spektren von Niichternblutplasma-Proben, d. h.
Proben, die vor dem oralen Glucosetoleranztest entnommen wurden. Hierbei ist der
Methyl- und Methylenbereich des NMR-Spektrums einer gesunden Person (schwarze
Linie) und eines Diabetikers (rote Linie) dargestellt.
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Niichternplasma-Proben

Laktat

Gesunder Studienteilnehmer
Diabetiker

CH,

135 130 125 120 115 110 105 100 095 090 085 080 [ppm]
Bild 31: Vergleich von Niichternplasma-Spektren eines gesunden Studienteilnehmers (schwar-
ze Linie) und eines Diabetikers (rote Linie) . Die Spektren wurden bei T=310 K mit der Pulsse-
quenz noesygpprld an einem 600 MHz-NMR-Spektrometer aufgenommen. 1 sind die Signale
der Aminosduren Valin, Leucin und Isoleucin.

Die Form des Signals der Methylengruppe des Diabetikers weicht stark von der des
gesunden Studienteilnehmers ab. Wie im Balkendiagramm in Bild 32 zu sehen, ist die
Konzentration der Subfraktion des kleinen VLDL (L11), grofsen VLDL (L12), der Rem-
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Bild 32: Vergleich der Lipoproteinprofile des gesunden Studienteilnehmers und des Diabetikers
aus Bild 31. L1: Kleines HDL, L2: Mittleres HDL, L3: Grofies HDL, L4: sehr grofses HDL, L5:
sehr kleines LDL, L6: kleines LDL, L7: Mittleres LDL, L8: GrofSes LDL, L9: sehr grofies LDL,
L10: IDL, L11: Kleines VLDL, L12: Groffes VLDL, L13: Remnants, L14: Kleine Chylomikro-
nen, L15: Grofie Chylomikronen.
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Gesunde Studienteilnehmer
CH,
Laktat

CH,

2

1

135 130 1.25 120 115 1.10 1.05 1.00 0.95 0.90 0.85 [ppm]

Bild 33: Vergleich von Niichternplasma-Spektren gesunder Studienteilnehmer (1-4). Die Spek-
tren wurden bei T=310 K mit der Pulssequenz noesygpprld an einem 600 MHz-NMR-
Spektrometer aufgenommen. Die Abbildung zeigt den Methyl- und Methylenbereich der Niich-
terplasma-Spektren. In Bild 34 sind Niichternplasma-Spektren mehrerer Diabetiker dargestellt.
Die Lipoproteinprofile der Spektren 1 bis 8 sind in Tabelle 24 zusammengefasst. Die Skalierung
der Spektren 1 bis 4 ist identisch.

nants (L13), der kleinen (L14) und der grofien Chylomikronen (L15) bei dem Diabetiker
hoher. Die Konzentration des mittleren (L2) und grofien (L3) HDL ist dagegen bei der
gesunden Person deutlich erhoht. Dies entspricht dem rechten Bereich des CHo:-
Gruppen-Signals. Der grofite Unterschied im Lipoproteinprofil ist bei den Subfraktio-
nen L2, L13, L14 und L15 zu beobachten. Die Konzentration der Aminosauren Isoleu-
cin, Valin und Leucin im Bereich zwischen 1,05 und 0,90 ppm ist in etwa gleich grofs.
Das Laktat-Signal der beiden Personen unterscheidet sich jedoch sehr. Der Diabetiker
besitzt eine grofiere Menge an Laktat im Niichternblutplasma als die gesunde Person.

In Bild 33 ist ein Ausschnitt mehrerer NMR-Spektren von Niichternplasma von gesun-
den Studienteilnehmern und in Bild 34 von Diabetikern dargestellt. Zu erkennen ist,
dass die Form der Signale des Methylen- und Methylgruppen je nach Person stark va-
riiert. Das Maximum der Signale der CH>-Gruppe unterscheidet sich stark, wohinge-
gen das Maximum des CHs-Peaks weniger stark variiert. Grofie Unterschiede sind
auch in der Hohe des Laktat-Signals zu erkennen. Die Konzentrationen der Aminosau-

ren stimmen bei den Spektren der gesunden Personen weitestgehend tiberein.



3.1 Ergebnisse der Diabetesstudie 73

Diabetiker
CH,
Laktat

CH,

5

135 130 125 120 115 1.10 1.05 1.00 095 090 0.85 [ppm]

Bild 34 Vergleich von Niichternplasma-Spektren mehrerer Diabetiker (5-8). Die Spektren wur-
den bei T=310 K mit der Pulssequenz noesygpprld an einem 600 MHz-NMR-Spektrometer
aufgenommen. Die Abbildung zeigt den Methyl- und Methylenbereich der Niichterplasma-
Spektren. Lipoproteinprofile der Spektren 1 bis 8 sind in Tabelle 24 zusammengefasst. Die Ska-
lierung der Spektren 5 bis 8 ist identisch.

Fiir das Dublett-Signal bei § = 1,14 ppm gilt: | = 6,47 Hz. Als mdgliche Substanz konn-
te Isopropanol mit Hilfe eines Spike-In-Experiments ausgeschlossen werden. Die J-
Kopplung fiir den CHs-Peak des Isopropanols betragt / = 6,21 Hz und fiir das CH-
Signal J(CH) = 6,22 Hz.

Die zugehorigen Lipoproteinprofile sind in Tabelle 24 zusammengefasst. Die Niich-
ternplasmaspektren der Spektren 4 und 8 weisen eine von den iibrigen Spektren deut-
lich abweichende Form auf. Wie in den Lipoproteinprofil zu erkennen, ist die Konzent-
ration von L11 bis L15 stark erhoht im Vergleich zu den iibrigen. Somit zeigen sich
sowohl qualitativ in den NMR-Spektren als auch im Lipoproteinprofil starke Unter-
schiede zwischen den Personen aber auch innerhalb der einzelnen Gruppen.
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Tabelle 24
Vergleich der Lipoproteinprofile der Niichternplasmaproben von gesunden Personen
(1-4) und Diabetikern (5-8) aus Bild 33 und Bild 34.2 bc

Lipo- Lipo- 1 2 3 4 5 6 7 8
protein- | proteinsubklas-
sub- sen
klassen
L1 Kleines HDL 14772 17329 17883 17397 | 15478 17945 17563 14567
L2 Mittleres HDL 4626 5772 5804 3933 4843 3014 3849 2572
L3 Grofies HDL 2888 2097 2285 1882 2025 1502 1437 1374
L4 Sehr grofies HDL | 960 869 988 1171 922 893 819 993
L5 Sehr kleines LDL | 438 415 460 484 375 329 308 310
L6 Kleines LDL 314 306 363 422 282 301 285 327
L7 Mittleres LDL 255 283 332 392 260 267 251 254
L8 Grofdes LDL 175 178 223 288 146 182 173 234
L9 Sehr grofies LDL 111 142 184 242 125 159 141 189
L10 IDL 73 86 114 145 69 96 86 114
L11 Kleines VLDL 34,92 40,50 56,70 78,71 33,62 51,50 42,38 73,45
L12 Grofles VLDL 8,18 9,02 13,29 17,56 7,08 11,84 9,43 14,29
L13 Remnants 0,55 0,49 0,74 1,19 0,43 0,83 0,63 1,44
L14 Kleine Chylomik- | 0,34 0,33 0,52 0,75 0,24 0,52 0,37 0,72
ronen
L15 Grofse Chylomik- | 0,07 0,04 0,08 0,12 0,04 0,11 0,08 0,15
ronen

@« Gesunde Personen 1 bis 4 siehe Bild 33.
b Diabetiker: 5 bis 8 siehe Bild 34.
¢ Konzentration der Lipoproteinsubklassen L1 bis L15 in [nmol/L].

3.1.2.3.2 Vergleich der Spektren von Diabetiker und gesunder Person vor
und nach dem oralen Glucosetoleranztest

Ein Beispiel fiir das Verhalten des Metabolismus nach Glucoseeinnahme im Rahmen
des oralen Glucosetoleranztest zeigt das Bild 35. In Bild 35 (a) sind der Methyl- und
Methylenbereich eines NMR-Spektrums eines gesunden Studienteilnehmers und (b)
eines Diabetikers vor (schwarze Linie) und nach dem oralen Glucosetoleranztest (rote

Linie) dargestellt.
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a) Gesunder Studienteilnehmer

CH, e \or dem oGTT
= Nach dem oGTT
Laktat-Signal
A" CH,

145 1,40 1,35 1,30 1,25 1,20 1,15 1,10 1,05 1,00 0,95 0,90 0,85 0,80 [ppml]

b) Diabetiker Vor dem oGTT
m—e N ach dem oGTT
Laktat-Signal
i CH,
CH,

145 1,40 1,35 1,30 1,25 1,20 1,15 1,10 1,05 1,00 0,95 0,90 0,85 0,80 [ppm]
Bild 35: Vergleich des Methyl- und Methylenbereichs eines 1D-'H-NMR-Spektrums eines
gesunden Studienteilnehmers (a) und eines Diabetikers (b) vor (schwarze Linie) und nach (rote
Linie) dem oralen Glucosetoleranztest. Die 1D-'H-Spektren wurden bei T=310 K an einem 600
MH?z-Spektrometer mit der Pulssequenz noesygpprld aufgenommen. Die zugehdrigen Lipopro-
teinprofile sind in Bild 36 als Balkendiagramme zusammengefasst.

Hierbei ist ein deutlicher Unterschied zwischen den Spektren der Niichternplasma-
und oGTT-Probe (120 min nach Glucoseeinnahme) der gesunden Person zu erkennen.
Vor allem die Form der CHz- und CHs-Signale d@ndert sich nach der Glucoseeinnahme
sichtbar. Der linke Bereich der Signale wird dabei deutlich erh6ht und der rechte Teil
etwas erniedrigt. Dies zeigt sich auch bei der Analyse des zugehdrigen Lipoprotein-
profils der gesunden Person aus Bild 35 (a) im Balkendiagramm in Bild 36. Hierbei ist

eine sehr starke Erhohung der Konzentration der Lipoproteinsubklassen L8 (Grofies
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L1
L2
L3
L4
L5
B Plasmaprobe zwei Stunden
L6 nach Glucoseeinahme eines
Diabetikers
L7
L8 B Niichternplasma-Probe eines
Diabetikers
L9
L10 B Plasmaprobe zwei Stunden
nach Gluoseeinahme eines
L11 gesunden
Studienteilnehmers
L12 B Niichternplasma-Probe eines
113 gesunden
Studienteilnehmers
L14
L15
0,01 1,00 100,00 10000,00

Konzentration [nmol/L]

Bild 36: Vergleich der Lipoproteinprofile des gesunden Studienteilnehmers und des Diabetikers
aus Bild 35 (a) und (b) wihrend des Glucosetoleranztests. Abkiirzungen: L1: Kleines HDL, L2:
Mittleres HDL, L3: Groffes HDL, L4: sehr groffes HDL, L5: sehr kleines LDL, L6: kleines LDL,
L7: Mittleres LDL, L8: Grofies LDL, L9: sehr grofies LDL, L10: IDL, L11: Kleines VLDL, L12:
GrofSes VLDL, L13: Remnants, L14: Kleine Chylomikronen, L15: Grofle Chylomikronen.

LDL) bis zu L15 (grofse Chylomikronen) der Proben zwei Stunden nach Glucoseei-
nahme im Vergleich zu den Niichternplasmaproben zu erkennen. Die Subklassen der
kleinen Lipoproteine L2 bis L5 fallen nach Glucoseeinahme stark ab.

Bild 35 (b) zeigt NMR-Spektren der Niichternplasmaprobe und der Probe des Diabeti-
kers, die zwei Stunden nach der Glucoseeinnahme entnommen wurde. Die Laktat-
Konzentration sinkt nach der Glucoseeinnahme deutlich ab. Im Lipoproteinprofil in

Bild 36 ist zu erkennen, dass die L2-Konzentration nach Glucoseeinnahme stark sinkt.
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Methylengruppen ——— noesygpprld

= ledbpgppr2sld
(20% Gradientenstirke)

— ledbpgppr2sld
(40% Gradientenstirke)

Methylgruppen
1

=

W_AI/L

1,40 1,;0 1,;20 I,l10 1,:]0 0,:5’0 0,80 [ppml

Bild 37: Methylen- und Methylbereich von 1D-'H-NMR-Spektren einer Humanplasma-
EDTA-Probe Die Spektren wurden bei einer Temperatur von T=310 K an einem 600 MHz-
Spektrometer mit den Pulssequenzen noesygpprld (rote Linie) und den beiden diffusionsge-
wichteten Pulssequenzen ledbpgppr2s1ld mit einer Gradientenstirke von 20 % (orange Linie)
bzw. 40 % (blaue Linie), einer Diffusionszeit von 100 ms und einer Gradientenpulslinge von
2 ms bzw. 4 ms aufgenommen. (1) kennzeichnet den unbekannten Peak. Die Skalierung der

Spektren ist identisch.

Die Konzentration von L9 steigt nach der Glucoseeinahme an. Dies erklart das Verhal-
ten der in Bild 35 (b) gezeigten Spektren.

Des Weiteren sind die zu dem in Bild 35 (b) gezeigtem Spektrum der Niichternplas-
maprobe gehorenden Spektren mit den diffusionsgewichteten Pulssequenzen
ledbpgppr2sld mit einer Gradientenstirke von 20 % (orange Linie) bzw. 40 % (blaue
Linie), einer Diffusionszeit von 100 ms und einer Gradientenpulsliange von 2 ms bzw.
4 ms aufgenommen in Bild 37 dargestellt. Dadurch kann man eine Aussage tiber die
Grofie der Substanz, die zu dem Signal bei 0,858 ppm gehort, treffen. Da das Signal bei
der hoheren Gradientenstarke, wie die niedermolekularen Substanzen Laktat und die
Aminosduren, vollstindig verschwunden ist, handelt es sich hierbei um eine nieder-

molekulare Substanz.
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a) Gesunde Person

a-D-Glucose Lk

L en,

Ungesattigte FS j

135 1.30 125 120 1.15 1.10 1.05 1.00 095 0.90 0.85 0.80[ppm]

538 536 534 532 530 528 526 524 522 520 5.18 [ppm]

b) Person mit abnormer Niichternglucose

AL A A

5.44 5.42 5.40 5.38 5.36 5.34 5.32 5.30 5.28 5.26 5.24 5.22 5.20 5.18 [ppm] 135 1.30 1.25 1.20 1.15 1.10 1.05 1.00 0.95 0.90 0.85 0.80[ppm]

¢) Person mit gestorter Glucosetoleranz

AL N A

135 130 125 120 1.15 1.10 1.05 1.00 0.95 0.90 0.85 [Ppm]

5.44 5.42 5.40 5.38 5.36 5.34 5.32 5.30 5.28 5.26 5.24 5.22 5.20 5.18 [ppm]

d) Person mit IFG und IGT

/\M‘M

520 S518[ppm] 135 130 125 120 115 110 105 100 095 090 085 080[ppm]

538 536 534 532 530 528 526 524 522

e) Diabetiker }u

135 130 125 120 115 110 105 1.00 095 090 085 0.80 [ppm]

538 536 534 532 530 528 526 524 522 520 518 [ppm]

Bild 38: Vergleich des Bereichs mit dem Glucosesignal und den ungesittigten Fettsiuren und
des Methyl- und Methylenbereichs eines 1D "H-NMR-Spektrums eines gesunden Studienteil-
nehmers (a), von Pridiabetikern (b-d) und eines Diabetikers (e) vor (schwarze Linie) und nach

(rote Linie) dem Glucosetoleranztest. Die Signale , 1” sind die Signale der Aminosiuren Valin,
Isoleucin und Leucin.

In Bild 38 werden Blutplasmaproben aller oGTT-Gruppen vor (schwarze Linie) und

nach (rote Linie) dem oralen Glucosetoleranztest verglichen. Auf der linken Seite sind
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1D-'"H- NMR-Spektren des Glucosesignals bei etwa 5,24 ppm und des Bereichs der un-
gesattigten Fettsduren der jeweiligen oGTT-Gruppen dargestellt. Auf der rechten Seite
sind der Methyl- und Methylenbereich der oGTT-Gruppen zu sehen. Bild 38 (a) zeigt
zwei Spektren im Bereich zwischen 5,15 und 5,40 ppm einer gesunden Person. Die
Glucose-Konzentration ist zwei Stunden nach Glucoseinnahme nur minimal héher und
das Signal der ungesattigten Fettsdauren wird kleiner. Der rechte Graph zeigt den zuge-
horigen Spektrenbereich der CH2- und CHs-Gruppen. Hierbei ist eine Abnahme der
rechten Schulter des CHz- und CHs-Signals beobachtbar. Dies entspricht einer Erho-
hung der L2- und L3-Konzentration nach dem oralen Glucosetoleranztests (vergleiche
Bild 40). Die Laktat-Konzentration sinkt nach der Glucoseeinnahme deutlich. Spektren
eines IFG-Erkrankten sind in Bild 38 (b) dargestellt. Bild 38 (c) sind Spektren eines Stu-
dienteilnehmers mit gestorter Glucoseintoleranz. Die Spektren in Bild 38 (d) gehdren
zu einem Studienteilnehmer mit der Pradiabetesform abnorme Niichternglucose (IFG)
und gestorter Glucosetoleranz (IGT). Bild 38 (e) enthalt die Spektren eines Diabetikers.

Das Signal der ungesittigten Fettsdauren nimmt bei der gesunden Person und bei den
Pradiabetikern nach der Glucoseeinnahme ab. Lediglich bei dem Diabetiker in Bild 38
(e) ist eine Verschiebung des Signalmaximums zu erkennen (siehe Bild 40 und Bild 41).
Im Allgemeinen ist beim Vergleich der Personen mit unterschiedlichem Diabetes-
Krankheitsgrad in Bild 40 und Bild 41 der grofste Unterschied bei den Lipoproteinsub-
klassen des VLDL (L11 und L12), der Remnants L13 und des mittleren LDL (L2) zu
beobachten. Das Glucose-Signal zeigt je nach Grad der Diabeteserkrankung ein unter-
schiedliches Verhalten zwei Stunden nach der Glucoseeinnahme. Fiir den gesunden
Studienteilnehmer ist die Konzentration wie bereits erwahnt nur minimal erhoht (siehe
Bild 38 (a)). Bei sowohl den Personen mit abnormaler Niichternglucose und den Perso-
nen mit IFG und IGT als auch bei den Diabetikern steigt die Glucose-Konzentration
stark an. In Tabelle 25 ist das Ergebnis des Glucosetoleranztests fiir den an IFG und

IGT Erkrankten gezeigt.

Tabelle 25
Ergebnis des oralen Glucosetoleranztests des an Pradiabetes mit abnormer Niichtern-

glucose und gestorter Glucosetoleranz Erkrankten aus Bild 38 (d).

Niichternplasmaglucose Glucose
[mg/dL] (Zwei Stunden nach Glucoseeinnahme)
[mg/dL]

121,6 147,7
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Ungesattigte FS

l

Vor dem oGTT
Nach dem oGTT

Glucose-Signal

v

[ppm] 542 540 538 536 534 532 530 528 526 524 522 520 518 516
Bild 39: Glucose-Signal eines Diabetikers vor (schwarze Linie) und nach (rote Linie) dem ora-

len Glucosetoleranztest in einem 1D 1H-Spektrum aufgenommen bei 310 K am 600 MHz-
NMR-Spektrometer mit der Pulssequenz noesygpprld.

Lediglich bei der Person mit der gestorten Glucosetoleranz sinkt das Glucosesignal
minimal (siehe Bild 38 (c)). Dies spricht fiir eine Storung des Stoffwechsels. Die Signale
der Methyl- und Methylengruppe fallen bei den Pradiabetikern insgesamt ab (verglei-
che Bild 38 (b) bis (d)). Dariiber hinaus ist beim Diabetiker eine Verschiebung der Sig-
nalmaxima dieser beiden Gruppen zu beobachten (Bild 38 (e)).

Eine vergrofierte Abbildung des Glucosesignals einer Plasmaprobe eines Diabetikers
vor (schwarze Linie) und nach (rote Linie) dem oralen Glucosetoleranztest ist in Bild 39
zu sehen. Dabei ist zu beobachten, dass das Glucoselevel zwei Stunden nach der Glu-
coseeinnahme nicht wieder auf den Niichternblutzuckerspiegel gefallen ist. Das Gluco-
se-Signal ist nach dem Test doppelt so hoch wie zuvor. Dies reproduziert die Ergebnis-
se des oralen Glucosetoleranztests. Das Signal der ungesattigten Fettsduren fallt zwei
Stunden nach der Glucoseeinnahme im Vergleich zum Glucosespiegel vor der Ein-
nahme stark ab.

Bild 40 zeigt die zugehorigen Lipoproteinprofile der NMR-Spektren eines gesunden
Studienteilnehmers, von Pradiabetikern und Diabetikern aus Bild 38. Die Werte von
L10 bis L15 sind in Bild 41 zu finden.
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W oGTIT =5, t=120 min
oGTT =5, t=0 min

M oGTT =4, t=120 min

W oGTT =4, t=0 min

W oGTIT=3,t=120 min

B oGTT =3, t=0min

B oGTIT=2,t=120 min

B oGTT=2,t=0min

B oGTIT =1, t=120 min

B oGTT =1, t= 0 min

1,00 10,00 100,00 1000,00  10000,00

Konzentration [nmol/L]

Bild 40: Vergleich Lipoprotein-Konzentrationen L1 bis L9 der NMR-Spektren eines gesunden
Studienteilnehmers, von Pridiabetikern und Diabetikern aus Bild 38. Die Konzentrationen von
L10 bis L15 sind in Bild 41 zu finden. Abkiirzungen: oGTT: oraler Glucosetoleranztest, oGTT-
Ergebnisse: 1= gesund, 2= abnorme Niichternglucose, 3= gestirte Glucosetoleranz, 4= abnorme
Niichternglucose und gestorte Glucosetoleranz und 5= Diabetiker. L1: Kleines HDL, L2: Mitt-
leres HDL, L3: Groflfes HDL, L4: sehr grofles HDL, L5: sehr kleines LDL, L6: kleines LDL, L7:
Mittleres LDL, L8: GrofSes LDL, L9: sehr grofies LDL.

Um Unterschiede zwischen Personen mit gleichem oGTT-Ergebnis zu analysieren, sind
in Bild 42 1D-'H-NMR-Spektren der Blutplasmaproben vor und nach dem oralen Glu-
cosetoleranztest zweier gesunder Studienteilnehmer abgebildet. Hierbei ist ein unter-
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L10
L11
W oGTT=5, t= 120 min
oGTT=5, t= 0 min
L12 m oGTIT =4, t=120 min
M oGTT=4, t= 0 min
W oGTT=3, t= 120 min
L13 B oGTT=3, t= 0 min
B oGTT=2, t= 120 min
moGTT=2, t=0min
L4 B oGTT=], t= 120 min
B oGTT=], t= 0 min
L15
0,01 0,10 1,00 10,00 100,00  1000,00

Konzentration [nmol/L]

Bild 41: Vergleich der Lipoproteinprofile L10 bis L15 der NMR-Spektren aus Bild 38
(Fortsetzung von Bild 40). Abkiirzungen: oGTT: oraler Glucosetoleranztest, oGTT-Ergebnisse:
1= gesund, 2= abnorme Niichternglucose, 3= gestirte Glucosetoleranz, 4= abnorme
Niichternglucose und gestirte Glucosetoleranz und 5= Diabetiker. L10: IDL, L11: Kleines
VLDL, L12: Grofles VLDL, L13: Remnants, L14: Kleine Chylomikronen, L15: Grofle Chylomik-

ronerm.

schiedliches Verhalten der Signale beobachtbar, d. h. beispielsweise eine Verschiebung
des Signalmaximums der Methyl- und Methylengruppe (vergleiche Bild 42 (a)) und ein
abfallendes Signal bei Bild 42 (b)). Die Laktat-Konzentration sinkt bei Bild 42 (a) mini-
mal und steigt bei Bild 42 (b) deutlich an.

Bei den Spektren beider Personen ist bei der Niichterplasmaprobe ein Peak bei

0,858 ppm und einer bei etwa 1,14 ppm zu erkennen.
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a) CH, ——— Vor dem oGTT
= Nach dem oGTT
Laktat

CH,

135 130 125 120 115 110 105 100 095 090 085 080 [ppm]

2

Laktat

Vor dem oGTT
CH, = Nach dem oGTT

CH,

135 130 125 120 115 110 105 100 095 09 085 080 [ppm]

Bild 42: 1D 'H-NMR-Spektren von gesunden Studienteilnehmern (a) und (b) vor (schwarze
Linie) und nach (rote Linie) dem oralen Glucosetoleranztest aufgenommen bei T=310 K am 600
MHz-NMR-Spektrometer mit der Pulssequenz noesygpprld. Die Skalierung ist hierbei nur
innerhalb der Spektren (a) und (b) identisch.

3.1.2.3.3 Vergleich der retrospektiven Plasmaproben der Studienteilnehmer

In Bild 43 sind zwei NMR-Spektren eines gesunden Studienteilnehmers zu sehen. Das
Spektrum mit der blauen Linie stammt von der dltesten und das rote von der neuesten
Riickstellprobe. Die Plasmaproben wurden in einem Zeitintervall von 7 Jahren (2002
und 2009) entnommen. Die neuere Probe hat eine hohere Laktat-Konzentration und
das Maximum des Signals bei etwa 0,858 ppm ist ebenfalls hoher. Dariiber hinaus ist

eine Veranderung des CH>-Signals zu beobachten. Das Signal der CHs-Gruppe ist rela-
tiv unverandert.
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— Neueste Riickstellprobe (2009)
— Alteste Riickstellprobe (2002)

135 130 125 120 115 110 105 100 095 09 085 080 [ppm]

fui

55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 [ppm]

Bild 43: 1D-"H-NMR-Spektrum zweier Riickstellproben eines gesunden Studienteilnehmers.
Die rote Kurve zeigt das NMR-Spektrum der neuesten Riickstellprobe (Januar 2009) und die
blaue das der dltesten Riickstellprobe (Juli 2002). Die 1D 'H-Spektren wurden bei T=310 K am
600 MHz-NMR-Spektrometer mit der Pulssequenz noesygpprld aufgenommen. Die humanen
EDTA-Plasmaproben wurden wihrend einer Blutspende entnommen und bei -80 °C in der
Biobank gelagert.

Ein exemplarischer zeitlicher Verlauf der Riickstellproben aller oGTT-Gruppen ist in
Bild 44 bis Bild 52 zu finden. In Bild 44 (a) werden der Methyl- und Methylenbereich
und in (b) das Glucosesignal mit den angrenzenden Resonanzen der ungesattigten
Fettsduren der 1D-'"H-NMR-Spektren der Riickstellproben eines gesunden Studienteil-
nehmers gezeigt. Die zugehorigen Lipoproteinprofile sind in Bild 45 dargestellt.

Zu sehen ist in Bild 44 (a), dass sich innerhalb dieser sieben Jahre die Spektren des
Blutplasmas eines gesunden Studienteilnehmers nicht erheblich verandert haben. Die
Hohe des Laktatsignals bei 1,33 ppm der altesten Probe weicht etwas von den tibrigen
Spektren ab. Dariiber hinaus ist eine kleine Veranderung der Form des CH2-Signals zu
erkennen. Dies zeigt auch das Balkendiagramm der Lipoproteinprofile dieser Proben.
Dabei sind die Werte {iber die sieben Jahre hinweg relativ konstant. Lediglich die Wer-
te der L2-Subklasse sinken stark ab. Die Riickstellprobe aus dem Jahr 2003 hat eine
geringere Konzentration der L3 bis L15-Subklassen.
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CH,
a) Laktat

|

Valin, Leucin, Isoleucin

A

CH,

12/2001

09/2008

135 130 125 120 115 110 105 100 095 090 085 080 [ppm]

Glucose
Ungesittigte FS l

12/2001

07/2003

10/2006

09/2008

5?38 5..36 5.I34 52;2 5;0 5,2:8 5.2.6 5.2:1 51; 5.2[; 5.18I [ppn:]
Bild 44: Vergleich des (a) Methyl- und Methylenbereichs und (b) des Bereichs mit dem Gluco-
sesignal und den ungesdttigten Fettsiuren der 1D-'H-NMR-Spektren der Riickstellproben
eines gesunden Studienteilnehmers. Die 1D 'H-Spektren wurden bei T=310 K am 600 MHz-
NMR-Spektrometer mit der Pulssequenz noesygpprld aufgenommen. Die humanen EDTA-
Plasmaproben wurden wihrend einer Blutspende entnommen und bei -80°C in der Biobank

gelagert. Die zugehorigen Lipoproteinprofile sind in Bild 45 gezeigt.
In Bild 44 (b) sind die 1D-"H-NMR-Spektren mit dem Glucose-Signal und den Reso-

nanzen der ungesattigten Fettsduren dieses gesunden Studienteilnehmers dargestellt.
Die Signalform der ungesattigten Fettsauren zeigt keine grofiere Verdnderung, jedoch
ist die Glucose-Konzentration der jeweiligen Riickstellproben relativ unterschiedlich.
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Bild 45: Lipoproteinprofile der Spektren der Riickstellproben von 2001 bis 2008 eines gesunden
Studienteilnehmers aus Bild 44. Aufgetragen ist die Konzentration der Lipoproteinsubklassen.
Abkiirzungen: L1: Kleines HDL, L2: Mittleres HDL, L3: GrofSes HDL, L4: sehr grofles HDL,
L5: sehr kleines LDL, L6: kleines LDL, L7: Mittleres LDL, L8: Groffes LDL, L9: sehr grofSes
LDL, L10: IDL, L11: Kleines VLDL, L12: Grofles VLDL, L13: Remnants, L14: Kleine Chylo-
mikronen, L15: Grofe Chylomikronen.

In Bild 46 sind die Spektren der Riickstellproben eines Pradiabetikers mit einer abnor-
men Niichternplasmaglucose gezeigt. Diese Blutplasmaproben wurden innerhalb von
sieben Jahren entnommen. Bild 46 (a) zeigt den Methyl- und Methylenbereich der
Spektren. Die Form des Methylensignals verandert sich innerhalb dieser sieben Jahre
relativ stark. Der linke Bereich dieses Signals wachst mit zunehmendem Alter des Stu-
dienteilnehmers an. Dies bedeutet einen Anstieg des Lipoproteinanteils des VLDL L11,
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a)
Laktat

‘L Valin, Leucin, Isoleucin

| CH,
12/2001

06/2002

08/2005
08/2008

T T T T T T T T T T
1.35 1.30 1.25 1.20 115 1.10 1.05 1.00 0.95 0.90 0.85 0.80 [ppm]

b) Glufose

Ungesittigte FS

ﬂ 12/2001
06/2002

08/2005

—’_/\/\/L 082008

T T T T T T T T T T T T
538 5.36 5.34 5.32 5.30 5.28 5.26 5.24 522 5.20 518  [ppm]

Bild 46: Zeitlicher Verlauf: Vergleich des Methyl- und Methylenbereichs und des Bereichs mit
dem Glucosesignal und den ungesittigten Fettsiuren der 1D-'H-NMR-Spektren der Riick-
stellproben eines Pridiabetikers mit einer abnormen Niichternglucose. Die 1D-'H-Spektren
wurden bei T=310 K am 600 MHz-NMR-Spektrometer mit der Pulssequenz noesygpprld
aufgenommen. Die humanen EDTA-Plasmaproben wurden wihrend einer Blutspende ent-

nommen und bei -80 °C in der Biobank gelagert.

aber auch der Remnants und Chylomikronen L13 bis L15 (vergleiche Bild 47). Die
Konzentrationen der 1.2 bis L6-Subklassen nehmen im Verlauf der Jahre stark ab. In

Bild 46 (b) ist eine Abnahme der Glucose-Konzentration mit der Zeit zu sehen.
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Bild 47: Lipoproteinprofile der Spektren der Riickstellproben von 2001 bis 2008 eines Stu-
dienteilnehmers mit abnormer Niichternglucose aus Bild 46. Abkiirzungen: L1: Kleines HDL,
L2: Mittleres HDL, L3: Grofles HDL, L4: sehr grofles HDL, L5: sehr kleines LDL, L6: kleines
LDL, L7: Mittleres LDL, L8: Grofles LDL, L9: sehr groffes LDL, L10: IDL, L11: Kleines VLDL,
L12: Grofles VLDL, L13: Remnants, L14: Kleine Chylomikronen, L15: Grofle Chylomikronen.

Bild 48 zeigt die Spektren der Riickstellproben eines Pradiabetikers mit gestorter Glu-
cosetoleranz. Die Methylensignale der vier Spektren der Riickstellproben unterschei-
den sich sowohl in ihrer Hohe als auch in ihrer Form in starkem MafSe voneinander
(vergleiche Bild 48 (a)). Die neueste Riickstellprobe weist ein weniger spitzes Maxi-
mum des Methylensignals auf.
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a) Laktat CH,

Valin, Leucin, Isoleucin

-

CH,

06/2002

02/2003

12/2006

10/2008

135 130 1.25 1.20 115 110 1.05 1.00 0.95 0.90 0.85 0.80 [ppm]

b ) Glucose
Ungesittigte FS \L
06/2002
‘_/—\NL 022003
12/2006

/_//\/\lL 10/2008

5.38 5.36 534 5.32 5.30 5.28 5.26 524 5.22 5.20 518  [ppm]

Bild 48: Zeitlicher Verlauf: Vergleich des Methyl- und Methylenbereichs und des Bereichs mit
dem Glucosesignal und den ungesittigten Fettsiuren der 1D-'"H-NMR-Spektren der Riick-

stellproben eines Pridiabetikers mit gestorter Glucosetoleranz. Die 1D-'H-Spektren wurden bei
T=310 K am 600 MHz-NMR-Spektrometer mit der Pulssequenz noesygpprld aufgenommen.
Die humanen EDTA-Plasmaproben wurden wihrend einer Blutspende entnommen und bei -

80 °C in der Biobank gelagert.

Die Methylsignale verandern im Verlauf der sieben Jahre ebenfalls ihre Form. Ver-

gleicht man die in Bild 49 gezeigten Lipoproteinprofile der Spektren aus Bild 48, so
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Bild 49: Lipoproteinprofile der Spektren der Riickstellproben von 2002 bis 2008 eines Stu-
dienteilnehmers mit gestorter Glucosetoleranz aus. Aufgetragen ist die Konzentration der Lip-
oproteinsubklassen. Abkiirzungen: L1: Kleines HDL, L2: Mittleres HDL, L3: Grofies HDL, L4:
sehr grofies HDL, L5: sehr kleines LDL, L6: kleines LDL, L7: Mittleres LDL, L8: Grofles LDL,
L9: sehr grofles LDL, L10: IDL, L11: Kleines VLDL, L12: Grofles VLDL, L13: Remnants, L14:
Kleine Chylomikronen, L15: Grofie Chylomikronen.

erkennt man einen deutlichen Unterschied der Profile von 2003 und 2006 zu den von
2002 und 2008.

Die Konzentrationen der Lipoproteinsubklassen nehmen von 2002 bis 2003 zu und
anschliefSend ab (2006 bis 2008). Das Glucose-Signal und das Signal der ungesattigten
Fettsauren in Bild 48 (b) sind in allen vier Spektren der Riickstellproben relativ kon-

stant.
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Bild 50: Zeitlicher Verlauf: Vergleich des Methyl- und Methylenbereichs und des Bereichs mit
dem Glucose-Signal und den ungesittigten Fettsiuren der 1D-'H-NMR-Spektren der Riick-
stellproben eines Pridiabetikers mit IFG und IGT. Die 1D-'H-Spektren wurden bei T=310 K
am 600 MHz-NMR-Spektrometer mit der Pulssequenz noesygpprld aufgenommen. Die hu-
manen EDTA-Plasmaproben wurden wihrend einer Blutspende entnommen und bei -80 °C in
der Biobank gelagert.

In Bild 50 sind Spektren der Riickstellproben eines Pradiabetikers mit abnormer Niich-
ternglucose und gestorter Glucosetoleranz dargestellt. Der CHz-Bereich in Bild 50 (a)
andert bei den Spektren seine Form im Verlauf der sieben Jahre. Die linke Schulter die-
ses Signals bleibt hierbei relativ gleich. Diese Spektren der Riickstellproben zeigen
starke Unterschiede. Dies kann mit Hilfe der Lipoproteinprofile aus Bild 51 belegt
werden. Vor allem die Riickstellprobe von 2006 weicht stark von den tibrigen ab.
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Bild 51: Lipoproteinprofile der Spektren der Riickstellproben von 2004 bis 2008 eines Stu-
dienteilnehmers mit abnormer Niichternglucose und gestorter Glucosetoleranz aus. Aufgetra-
gen ist die Konzentration der Lipoproteinsubklassen. Abkiirzungen: L1: Kleines HDL, L2:
Mittleres HDL, L3: Grofles HDL, L4: sehr grofies HDL, L5: sehr kleines LDL, L6: kleines LDL,
L7: Mittleres LDL, L8: Grofies LDL, L9: sehr grofies LDL, L10: IDL, L11: Kleines VLDL, L12:
GrofSes VLDL, L13: Remnants, L14: Kleine Chylomikronen, L15: Grofle Chylomikronen.

Der in Bild 50 (b) gezeigte Bereich der Spektren unterscheidet sich nicht signifikant
voneinander. Ein minimaler Abfall der Glucose-Konzentration ist zu den neueren Pro-

ben hin zu beobachten.
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a)
\L CH, Valin, Leucin, Isoleucin

| CH,
11/2002
02/2003

08/2006

08/2009

135 1.30 125 120 115 110 105 100 095 090 085 0.80 [ppm]

Glucose

b) !

Ungesattigte FS

11/2002

02/2003

08/2006

08/2009

538  5.36 534 532 5.30 5.28 5.26 5.24 522 [ppm]

Bild 52: Zeitlicher Verlauf: Vergleich des Methyl- und Methylenbereichs und des Bereichs mit
dem Glucose-Signal und den ungesittigten Fettsiuren der 1D-'H-NMR-Spektren der Riick-
stellproben eines Diabetikers. Die 1D-'H-Spektren wurden bei T=310 K am 600 MHz-NMR-
Spektrometer mit der Pulssequenz mnoesygpprld aufgenommen. Die humanen EDTA-
Plasmaproben wurden wihrend einer Blutspende entnommen und bei -80 °C in der Biobank

gelagert.
Bild 52 zeigt die Spektren der Riickstellproben eines Diabetikers. Die Form des Methy-

lenbereichs der Spektren weicht relativ stark voneinander ab. Die Signale haben im

Vergleich zu denen eines gesunden Studienteilnehmers qualitativ eine abweichende
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Bild 53: Lipoproteinprofile der Spektren der Riickstellproben von 2004 bis 2008 eines Diabeti-
kers aus Bild 52. Abkiirzungen: L1: Kleines HDL, L2: Mittleres HDL, L3: Grofles HDL, L4:
sehr grofles HDL, L5: sehr kleines LDL, Lé: kleines LDL, L7: Mittleres LDL, L8: GrofSes LDL,
L9: sehr grofies LDL, L10: IDL, L11: Kleines VLDL, L12: Grofles VLDL, L13: Remnants, L14:
Kleine Chylomikronen, L15: Grofle Chylomikronen.

Form. Die Lipoproteinprofile in Bild 53 zeigen, dass die Konzentrationen von L9 bis
L12 innerhalb der vier Jahre stark sinken.

Keinen signifikanten Unterschied kann man bei dem Glucosesignal und den Signalen
der ungesittigten Fettsduren der vier Riickstellproben in Bild 52 (b) feststellen. Eine
Diskussion dieser in den Spektren der Diabetes-Studie beobachteten Verdnderungen
und Merkmale der gesunden Studienteilnehmer, Pradiabetiker und Diabetiker ist in
4.1 zu finden.
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3.1.3 Metabolomische Auswertung der Lipoprotein-
profile mit Hilfe der logistischen Regressions-
analyse

In folgendem Abschnitt werden die Ergebnisse der metabolomischen Auswertung der
berechneten Lipoproteinprofile dargestellt. Hierbei wird die Auswertung der Daten
mit Hilfe der in Abschnitt 1.5.3 erlduterten logistischen Regression beziiglich Biomar-
ker fiir den Pradiabetes bzw. Typ-2-Diabetes analysiert.

Wie in Abschnitt 2.1.5 beschrieben, wurde vor der Auswertung eine Log-
Transformation mit Hilfe des natiirlichen Logarithmus der gesamten Daten durchge-
fithrt. Anschlieflend wird mit Hilfe des Programms R die logistische Regression auf die
Daten angewendet. Diese Methode eignet sich aufgrund der bindren Zielvariablen fiir
die statistische Analyse dieser Daten. Hierbei wird zuerst untersucht, ob signifikante
Unterschiede innerhalb der Lipoproteinsubklassen zwischen den gesunden Stu-
dienteilnehmern und den Studienteilnehmern mit Pradiabetes, d. h. Personen mit IFG,
IGT oder IFG und IGT, innerhalb der Niichternplasmaproben existieren. Anschlieffend
werden die Diabetiker dem Kollektiv hinzugefiigt. Des Weiteren werden die oGTT-
Proben, d. h. die Plasma-Proben, die zwei Stunden nach Glucose-Einnahme entnom-

men wurden, mit Hilfe dieser statistischen Methode untersucht.
3.1.3.1 Analyse der Niichternplasmaproben

In folgendem Abschnitt werden die Niichternplasmaproben, welche zu Beginn des
oralen Glucosetoleranztests enthommen wurden, mit Hilfe der logistischen Regressi-
onsanalyse untersucht. In Tabelle 26 ist eine Beschreibung dieses Probenkollektivs zu
finden. Dieses Kollektiv umfasst 431 Personen, von denen ein Grofiteil (etwa 84 %) ge-
sund und pradiabetisch mit IFG sind. Die tibrigen oGTT-Gruppen sind deutlich kleiner
und besitzen eine Probenanzahl zwischen 20 und 29.

Bei der logistischen Regressionsanalyse der Niichternplasmaproben wurde zuerst kon-
trolliert, ob ein Unterschied der Lipoproteinsubklassen unter Beriicksichtigung des
Basic Modells (Alter, BMI und Geschlecht) zwischen den Gesunden und den Pradiabe-
tikern oder Diabetikern dieses Probenkollektivs besteht. Bei den Lipoproteinsubklas-
sen der Gruppen war kein signifikanter Unterschied festzustellen (Im Folgenden wer-
den die Ergebnisse der logistischen Regression der Niichternplasmaproben zusam-
mengefasst. Tabelle 41 zeigt die Analyse der gesunden Studienteilnehmer und Prédia-
betiker in Hinblick auf Korrelationen.

Tabelle 41 und Tabelle 42 im Anhang). Dasselbe Ergebnis erhilt man bei der logistischen
Regressionsanalyse der Lipoproteinfraktionen.
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Tabelle 26

Beschreibung des Probenkollektivs. b

oGTT- Alle 1e 2¢ 3¢ 4e¢ 5¢
Ergebnis (n=431) (n=192) (n=169) (n=21) (n=29) (n=20)
Minner 266 101 122 14 15 14
Frauen 165 91 47 7 14 6
Alter 53,9+9,2 52,3+10,4 54,5+7,7 56,4+7,8 56,0 + 8,7 57,3+6,6
[Jahre]

BMI 28,54 +3,9 27,59 +4,0 29,03 +3,5 29,89 +3,5 30,37 +4,5 29,55 +4,0
[kg/m"2]

NPG? 102,2+12,8 93,5+4,2 106,5 £ 5,4 96,0 +£3,5 113,2+6,5 140,0 £22,1
[mmol/1]

PGP 111,7 +35,4 100,0 £ 19,2 106,8 £21,9 152,7 £11,1 1609+144  150,2+103,3
[mmol/1]

a Niichternplasmaglucose.
b Plasmaglucose zwei Stunden nach Glucoseeinahme.
¢1: Gesunde Person, 2: abnorme Niichternglucose, 3: gestorte Glucosetoleranz, 4: gestorte Niichternglu-

cose und gestirte Glucosetoleranz und 5: Diabetes.

3.1.3.2 Analyse der oGTT-Proben

3.1.3.2.1 Vergleich der gesunden Studienteilnehmer mit den Pradiabeti-
kern

In folgendem Abschnitt werden die Plasma-Proben untersucht, welche zwei Stunden
nach Glucose-Einnahme entnommen wurden. Wendet man eine logistische Regression
auf das Kollektiv der Gesunden und Pradiabetiker an, so erhilt man mit Hilfe des Pro-
gramms R das in Tabelle 27 zusammengefasste Ergebnis. In die Berechnungen sind als
sog. Basic Modell die patientenspezifischen Daten wie das Alter, Geschlecht und der
BMI integriert. Hierbei zeigt sich, dass die Lipoproteinsubklassen L2, L5, L11, L12 und
L13 signifikante Risikofaktoren fiir Pradiabetes sind, das heifst p < 0,05. Der Regressi-
onskoeffizient § kann wie folgt interpretiert werden: Ist § positiv, so nimmt das Risiko
an Pradiabetes zu erkranken mit der Variablen zu. Der Betrag von 3 gibt das Ausmaf3
der Veranderung an. Mit steigendem Wert von L5, L12 und L13 sinkt das Pradiabetes-
Risiko. Fiir steigende L2- und L11-Werte, ist das Risiko an Pradiabetes zu erkranken,
erhoht. Fiir L2 ergibt sich ein p-Wert von kleiner 0,001. Das bedeutet, dass fiir diese
Parameter die Nullhypothese verworfen werden kann. Die Nullhypothese besagt, dass
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sich die Parameter der gesunden nicht von denen der an Pradiabetes erkrankten Teil-
nehmern unterscheiden. Wie in Tabelle 27 zu sehen, korreliert auch das Geschlecht,
das Alter und der BMI mit dem Gesundheitszustand der Studienteilnehmer. Wie be-
reits bekannt, steigt mit steigendem Alter und BMI das Risiko an Diabetes zu erkran-
ken. Fiir Frauen ist das Risiko an Diabetes zu erkranken, signifikant erniedrigt
(OR = 0,55). Die tibrigen Lipoproteinsubklassen (L1, L3, L4 und L6-L10) weisen keinen
signifikanten p-Wert auf, d. h. es gilt: p > 0,05. Daher kann fiir diese die Nullhypothe-
se nicht verworfen werden. Des Weiteren findet eine Verschiebung zwischen L11 und
den beiden Lipoproteinsubklassen L12 und L13 statt.

Tabelle 27
Logistische Regressionsanalyse der Proben, die zwei Stunden nach Glucose-Einnahme

entnommen wurden, der Gesunden und der Pradiabetiker.a b ¢

Beschreibung  Regres- Stan-  z-Wert p-Wert Mittel- Mittelwert
sions- dard- wert von von Diabe-
koeffi- fehler Gesunden tikern

zient ﬂ j*
BMI 0,09 0,03 3,352 0,001 wEE
Ge- -0,59 0,22 -2,62 0,009 **
schlecht
Alter 0,03 0,01 2,23 0,026 *
L1 Kleines HDL -156,46 103,88 -1,51 0,132 14,99+ 1,91 15,39+ 2,02
L2 Mittleres HDL 129,58 0,360 3,60 0,000 #** 511227 5,35+2,22
L3 Grofses HDL -0,83 107,85 -0,77 0,442 4,68 +1,72 4,49 +1,60
L4 Sehr grofles 280,99 222,04 1,27 0,206 5,26 +0,84 5,41+0,83
HDL
L5 Sehr kleines -577,00 289,30 -1,99 0,046 * 3,90 +1,01 3,90 +0,95
LDL
L6 Kleines LDL 425,47 403,52 1,05 0,292 5,59 +0,97 5,78 +1,05
L7 Mittleres LDL 546,55 482,90 1,13 0,258 6,54 + 1,28 6,71 +1,29
L8 Grofses LDL -354,82 411,79 -0,86 0,389 6,44 +1,39 6,82+1,73
L9 Sehr grofles -700,01 468,47 -1,49 0,135 7,58 +2,59 8,06 +2,45
LDL
L10 IDL 574,49 650,14 0,88 0,377 6,26 +1,83 6,62 +1,99
L11 Kleines VLDL 1414,25 679,29 2,08 0,037 * 5,30 + 2,65 5,72 + 2,56

L12 Grofles VLDL ~ -1361,66 563,11 -2,42 0,016 * 3,53 +2,02 3,67 1,60
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L13 Remnants -465,94 220,83 -2,11 0,035 * 1,49 +0,84 1,62 +0,91

L14 Kleine Chylo- 404,05 281,61 1,44 0,151 1,79 +1,40 1,86 +1,10
mikronen

L15 Grofe Chylo- 0,35 0,65 0,54 0,589 0,77 +0,61 0,77 +0,61
mikronen

@ L.1-L15: gewichtete Integrale der GaufSkurve der Lipoproteinsubklassen L1 bis L15.

bep < 0,001/ **:0,001 < p < 0,01/%0,01 < p < 0,05.

¢ Regressionskoeffizient § > 0, so nimmt das Risiko an Pridiabetes zu erkranken mit der Variablen zu.
Der Betrag von 8 gibt das Ausmafi der Verinderung an. [ gibt den Anstieg pro Einheitsinderung an.

Um eine Aussage iiber die Qualitdt der Vorhersage treffen zu konnen, wird eine ROC
(engl.: Receiver operating characteristic)-Kurve erstellt (vgl. Bild 54). Je weiter die Kur-
ve von der Diagonalen abweicht, desto besser kann der Signifikanztest die gesunden

Studienteilnehmern von den Pradiabetikern unterscheiden.

038 1.0
|

Sensitivity
0.6
| |

04

0.2
|

1-Specificity

Bild 54: ROC Kurve zur Unterscheidung der Gesunden von den Pridiabetikern: Aufgetragen
ist die Sensitivitit auf der y-Achse gegen die Spezifitit auf der x-Achse. Je niher die Kurve sich
der Diagonalen annihert, umso weniger kann man die gesunden Studienteilnehmer von den

Pridiabetikern unterscheiden.



3.1 Ergebnisse der Diabetesstudie 99

3.1.3.2.2 Untersuchung der Lipoproteinklassen

Fiihrt man eine logistische Regressionsanalyse beziiglich der Lipoproteinfraktionen
durch, indem man die jeweiligen Lipoproteinsubklassen addiert, so erhdlt man beim
Vergleich von Gesunden und Préddiabetikern das in Tabelle 28 gezeigte Ergebnis. Bei
den Elementen des Basic Modells wird ein signifikanter Unterschied zwischen gesun-
den Studienteilnehmern und solchen, die an Pradiabetes leiden, errechnet. Des Weite-
ren findet man eine signifikante Korrelation zwischen den Chylomikronen und der
Lipoproteinklasse HDL und Préddiabetes. Laut Tabelle 28 steigt mit grofier werdendem
HDL das Risiko an Pradiabetes zu erkranken. Gegensatzlich verhilt sich der Zusam-
menhang zwischen Pradiabetes und den Chylomikronen. Bei den Lipoproteinklassen
VLDL, IDL und LDL existiert kein signifikanter Unterschied zwischen den gesunden

Studienteilnehmern und Pradiabetikern.

Tabelle 28
Logistische Regression der oGTT-Proben fiir die Unterscheidung von Gesunden und

Pradiabetikern.b ¢ d

Regressions- Standard- z-Wert p-Wert
koeffizient g; fehler
BMI 0,12 0,03 4,63 3,59%-06 o
Alter 0,02 0,011 2,23 0,02556 *
Geschlecht -0,64 0,21 -3,04 0,00241 o
Chylomikronen -211,86 0,76 -2,80 0,00509 **
Remnants 0,83 0,66 1,26 0,20824
VLDL 197,59 150,37 1,31 0,18886
IDL -0,46 130,55 -0,35 0,72583
LDL -0,16 136,060 -0,12 0,90391
HDL 201,60 101,67 1,98 0,04738 *

« Summe tiber Lipoproteinsubklassen ergibt die jeweiligen Lipoproteinfraktionen.

b < 0,001 // *:0,001 < p < 0,01//*0,01 < p < 0,05.

<: Regressionskoeffizient f > 0, so nimmt das Risiko an Pridiabetes zu erkranken mit der Variablen zu.
Der Betrag von B gibt das Ausmaf§ der Verinderung an. 8 gibt den Anstieg pro Einheitsinderung an.

d: o0GTT-Proben: Proben, die zwei Stunden nach der Glucose-Einnahme entnommen wurden.
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Bild 55: ROC-Kurve des logistischen Regressionsmodells von Gesunden versus Pridiabeti-

kern und Diabetikern.

3.1.3.2.3 Logistische Regressionsanalyse der gesunden und an Priadiabetes
und Diabetes erkrankten Studienteilnehmern an den oGTT-
Proben

Anschlieffend wird die logistische Regressionsanalyse auf das gesamte Studienkollek-
tiv angewendet, d. h. auf gesunde Studienteilnehmer, Pradiabetiker und Diabetiker.
Das Ergebnis dieser Analyse ist in Tabelle 29 dargestellt. Wie bei der logistischen Re-
gression im letzten Abschnitt, bei dem analysiert wurde, ob ein signifikanter Unter-
schied der Lipoproteinsubklassen und des Basic Modells zwischen den Gesunden und
Diabetikern und Pradiabetikern besteht, weisen dieselben Lipoproteinsubklassen (L2,
L5, L11, L12 und L13) signifikante Ergebnisse auf. Die zugehorige ROC-Kurve ist in
Bild 55 zu sehen.
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Tabelle 29
Logistische Regressionsanalyse der oGTT-Proben von Gesunden und Prddiabeikern

und Diabetikern.a b cd

Regressions-  Standard- z-Wert p-Wert
koeffizient #;  fehler

BMI 0,10 0,03 3,58 0,0003 o
Geschlecht -0,62 0,22 -2,86 0,0042 x*
Alter 0,03 0,01 2,34 0,0193 *
L1 Kleines HDL -0,07 0,07 -1,10 0,2723
L2 Mittleres HDL 148,02 0,36 4,16 0,0000 X
L3 GroRes HDL -115,94 104,98 -1,10 0,2694
L4 Sehr grofes HDL, 249,95 214,50 1,17 0,2439
L5 Sehr kleines LDL -519,29 274,75 -1,89 0,0587
Le Kleines LDL 437,00 393,89 1,11 0,2672
L7 Mittleres LDL 442,21 443,99 1,00 0,3193
L8 Grofles LDL -286,58 399,41 -0,72 0,4731
L9 Sehr grofles LDL -670,89 444,66 -1,51 0,1314
L10 IDL 435,37 614,02 0,71 0,4783
L11 Kleines VLDL 1438,04 659,42 2,18 0,0292 *
L12 Grofes VLDL -1187,19 535,10 2,22 0,0265 *
L13 Remnants -449,39 215,17 -2,09 0,0368 *
L14 Kleine Chylomik- 280,88 272,56 1,03 0,3028

ronen
L15 Grofe Chylomik- 0,33 0,64 0,51 0,6108

ronen

 L1-L15: gewichtete Integrale der GaufSkurve der Lipoproteinsubklassen L1 bis L15.

by < 0,001 // 0,001 < p < 0,01//%0,01 < p < 0,05.

¢ Regressionskoeffizient § > 0, so nimmt das Risiko an Pridiabetes zu erkranken mit der Variablen zu.
Der Betrag von B gibt das Ausmaf der Verinderung an. 8 gibt den Anstieg pro Einheitsinderung an.
4 oGTT-Proben: Proben, die zwei Stunden nach der Glucose-Einnahme entnommen wurden.

Wendet man die logistische Regressionsanalyse auf die Lipoproteinfraktionen an, so
ergibt sich das in Tabelle 30 zusammengefasste Ergebnis. Zusatzlich zu BMI, Alter und
Geschlecht zeigt sich bei den Chylomikronen und den HDLs ein signifikanter Unter-
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schied zwischen den gesunden Studienteilnehmern und den Pradiabetikern und Dia-
betikern. Mit steigendem Alter, BMI, L2 und L11 steigt das Risiko an Pradiabetes und
Diabetes zu erkranken. Fiir L5, L12 und L13 sinkt das Risiko. Die gesunden und die an
Pradiabetes und Diabetes erkrankten Studienteilnehmer unterscheiden sich nicht sig-
nifikant beziiglich der iibrigen Lipoproteinklassen, wie VLDL, IDL und LDL.

Tabelle 30

Logistische Regressionsanalyse aller oGTT-Gruppen der Studienteilnehmer.? b < d
Regressions- Standardfeh- z-Wert p-Wert

koeffiziernt B; ler

BMI 0,13 0,03 513 2,94e-07 o

Alter 0,02 0,01 2,39 0,0171 *

Geschlecht -0,69 0,20 -3,44 0,0006 i

Chylomikronen -205,77 0,85 -2,41 0,0160 *

VLDL 272,24 148,48 1,83 0,0667

IDL 0,72 114,39 0,63 0,5280

LDL -180,17 126,90 -1,42 0,1557

HDL 276,86 0,98 2,82 0,0048 *

« Summe tiber Lipoproteinsubklassen ergibt die jeweiligen Lipoproteinfraktionen.

b p < 0,001 // **:0,001 < p < 0,01//%0,01 <p < 0,05

< Regressionskoeffizient > 0, so nimmt das Risiko an Pridiabetes zu erkranken mit der Variablen zu. Der
Betrag von B gibt das Ausmafs der Verinderung an. 8 gibt den Anstieg pro Einheitsinderung an.
d0GTT-Proben: Proben, die zwei Stunden nach der Glucose-Einnahme entnommen wurden.

Mit Hilfe der MATLAB-Routine konnten die Relativkonzentrationen einiger kleiner
Metaboliten bestimmt werden. Im Rahmen einer logistischen Regressionsanalyse
konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den gesunden Studienteilnehmern
und den Pradiabetikern beziiglich der kleinen Metaboliten nachgewiesen werden (ver-
gleiche Tabelle 43 im Anhang).

3.2 Hochdruck-NMR-Messungen an Serum
und Lipoproteinen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ebenfalls Hochdruck-NMR-Messungen an Serum
und Lipoproteinen durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Messungen werden in diesem
Abschnitt dargestellt und anschlieffend in Abschnitt 4.2 diskutiert. Die NMR-Spektren
des Serums und der Lipoproteine wurden, wie in Abschnitt 2.2.3 erlautert, druckab-
héangig (Normaldruck bis 200 MPa in 20 MPa-Intervallen) an einem 800 MHz BRUKER
AVANCE NMR-Spektrometer bei den Temperaturen T = 283K und T = 313K aufge-
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nommen. In folgendem Abschnitt werden zundchst die druckabhdngigen NMR-
Spektren des Serums und der einzelnen Lipoproteinklassen qualitativ untersucht. Da-
bei werden die druckabhingigen Anderungen der Signalmaxima der NMR-Signale
charakterisiert. Anschlieffend wird die Druckabhéngigkeit des Integrals eines grofieren
Spektrenbereichs (von etwa § = —2,00 bis 3,5 ppm, siehe Tabelle 16) der Serum- und
Lipoprotein-Proben mit Hilfe einer Taylorreihe nach der Funktion (1.3) gefittet und
analysiert. Im Anschluss wird die Druckabhangigkeit der CH2-, CHs- und Cholin-
Kopfgruppen-Signalintegrale der Lipoprotein- und Serum-Proben untersucht. Des
Weiteren werden die druckabhéngigen Veranderungen der chemischen Verschiebung
einzelner Signale der Lipoproteinklassen und des Serums analysiert. Diese Daten wer-
den ebenfalls mit (1.3) gefittet und erldutert. Anschliefiend folgt die thermodynamische
Analyse dieser Daten mit Hilfe eines Drei-Kompartimentmodells nach den Gleichun-
gen (2.3) und (2.16).

Abschliefsend wird die Reversibilitat der Druck- und Temperatureffekte der untersuch-
ten Serum- und Lipoprotein-Proben tiberpriift.

Die Referenzierung der Spektren mit Hilfe des DSS-Signals wurde bereits von Baum-
stark in [85] diskutiert. Daher wurde das Spektrum auf das Acetat-Signal referenziert,
indem das Acetat-Signal auf § = 1,875 ppm gesetzt wurde, da DSS, wie bereits von
Baumstark beobachtet, mit den Lipoproteinen wechselwirkt. Acetat ist Bestandteil des
extrazelluldren Puffers, der wie in Abschnitt 2.2.1 gezeigt fiir die Probenherstellung

verwendet wurde.

3.21 Qualitative Untersuchung der druckabhingi-
gen 1D-'H-NMR-Spektren des Serums und der
Lipoproteine

Dieser Abschnitt zeigt die Ergebnisse der Hochdruck-NMR-Messungen an Serum und
den Lipoproteinen, die, wie in Abschnitt 2.2.1 dargestellt, hergestellt wurden. In die-
sem Abschnitt werden die druckabhangigen NMR-Spektren auf die Verdnderungen
ihrer Signalhohen, chemischer Verschiebung und der Signalform untersucht. Dariiber
hinaus werden Auffalligkeiten, die wahrend der Druckreihe auftreten, dargestellt. Im
Folgenden wird, wie bereits erwahnt, die Hohe einzelner Signale charakterisiert. Hier-
bei handelt es sich in allen Féllen um das Signalmaximum der jeweiligen Bindung
(CHz2-und CHs-Gruppen oder Cholin-Kopfgruppen), was als Intensitidt bezeichnet
wird. In Tabelle 31 am Ende dieses Abschnitts sind die Anderungen der Signalmaxima
der CH:- und CHs-Gruppen-Signale der Serum- und Lipoprotein-Proben zusammen-
gefasst.
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Zunachst werden die Hochdruck-NMR-Spektren an Serum bei einer Temperatur von
T = 283 K untersucht. In Bild 56 ist ein Uberblick iiber diese druckabhéngigen NMR-
Spektren im Bereich zwischen 6 = 4,5 und 0,0 ppm bei einer Temperatur von T =
283 K (vergleiche Bild 56 (a)) und T = 313 K (siehe Bild 56 (b)) dargestellt. Da die grofs-
ten Veranderungen im Methyl- und Methylenbereich des NMR-Spektrums auftreten,
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Bild 56: Druckabhingige 1D-'H-Spektren von Serum mit der Pulssequenz noesygpprld ge-
messen an einem 800 MHz-BRUKER-NMR-Spektrometer bei (a) T=283 K und (b) T=313 K
(6 =0 bis 4,75 ppm, Normaldruck bis p=200 MPa). Eine detailliertere Ansicht des CH:- und
CHs-Bereichs fiir beide Temperaturen ist in Bild 57 dargestellt. Die Spektren besitzen dieselbe
Skalierung.
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Bild 57: Methyl- und Methylensignale der druckabhingigen 1D-'H-Spektren von Serum mit
der Pulssequenz noesygpprld aufgenommen an einem 800 MHz-BRUKER-NMR-
Spektrometer bei (a) T=283 K und (b) T=313 K (ppm-Bereich: § =0,5 bis 1,7 ppm, Druckbe-
reich: Normaldruck bis p=200 MPa, 40 MPa Druckintervalle). Diese Abbildungen zeigen einen
vergrofSerten Ausschnitt aus Bild 56. Die Spektren wurden mit Hilfe derselben Skalierung pro-
zessiert.

werden im Folgenden in erster Linie die druckabhdngigen Veranderungen dieses Be-
reichs gezeigt.

In Bild 57 ist dieser Bereich mit den CH2- und CHs-Signalen abgebildet. Die Hoch-
druckmessungen an Serum bei der Temperatur von T = 283 K sind in Bild 57 (a) zu
sehen. Der Ubersicht wegen ist nur jedes zweite aufgenommene NMR-Spektrum auf-

getragen, was somit ein Druckintervall von p = 40 MPa bedeutet.
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Auffallend ist vor allem die druckabhédngige Veranderung im Methyl- und Methylen-
bereich des Spektrums. Die Peak-Maxima dieser Signale fallen stark ab. Dabei redu-
ziert sich das Signalmaximum der Methylengruppe bis zu einem Druck von p =
200 MPa um die Halfte im Vergleich zum Maximum bei Normaldruck. Das Signalma-
ximum der Methylgruppe bei p = 200 MPa betrdgt etwa 18 Prozent weniger als die bei
Normaldruck.

In Tabelle 31 ist der prozentuale Signalabfall der CH>- und CHs-Signale in Abhéngig-
keit des Drucks zusammengefasst. Zu erkennen ist, dass das Signal der Methylgruppe
verglichen mit dem der Methylengruppe deutlich weniger abfillt und bereits bei ei-
nem Druck von p = 100 MPa séttigt und bis zum Maximaldruck von p = 200 MPa nur
um etwa 2 Prozent sinkt. Das Signalmaximum der Methylengruppe betragt bei einem
Druck von p = 100 MPa 60 % der Signalhche bei Normaldruck und bei Maximaldruck
etwa 46 %. Das Verhéltnis der Signalmaxima des CH:- und CHs-Bereichs verschiebt
sich somit in Abhangigkeit von dem auf die Serum-Probe angelegten Druck. Bei Nor-
maldruck ist das Signal der Methylengruppe erkennbar hoher als das der Methylgrup-
pe, wohingegen sich dieses Verhiltnis durch den unterschiedlichen druckabhangigen
Abfall der Signale umkehrt. Somit ist das Methylensignal bei Maximaldruck sichtbar
kleiner als das Methylsignal und ist folglich starker druckabhangig.

Die Hochdruckmessungen an Serum bei T = 313 K sind in Bild 56 (b) und Bild 57 (b)
gezeigt. Im Vergleich zu den soeben beschriebenen Messungen bei einer Temperatur
von T = 283 K, verschiebt sich das Verhaltnis der CHz- und CHs-Signale deutlich we-
niger. Jedoch ist hierbei ebenso das Maximum des Methylensignals erst hoher und
sinkt dann soweit ab, dass es unterhalb des Signalmaximums der Methylgruppe liegt.

Eine Zusammenfassung des prozentualen Abfalls der Signalhéhe der CH2- und CHs-
Signale in Abhéangigkeit des Drucks ist in Tabelle 31 zu sehen. Wie bereits beschrieben,
ist der Signalabfall des CH:-Signals bei T = 313 K nahezu identisch mit dem bei einer
Temperatur von T = 283 K. Das Maximum des CHs-Signals sinkt bis zum Maximal-
druck um 30 Prozent ab. Dies entspricht einem um etwa 10 % starkeren Abfall als bei
den Messungen bei niedrigerer Temperatur.
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Bild 58: Cholin-Kopfgruppen-Signal des druckabhingigen 1D-'H-Spektren von Serum gemes-
sen an einem 800 MHz-BRUKER-NMR-Spektrometer mit der Pulsfrequenz noesygpprld bei
(a) T=283 K und (b) T=313 K (6 =3,14 bis 3,28 ppm, Normaldruck bis p=200 MPa). Das Sig-
nal zeigt nach Druckerhéhung eine Signal-Aufspaltung, was fiir LDL bereits von Murphey et
al untersucht wurde [90,91]. Die Spektren wurden mit Hilfe derselben Skalierung prozessiert.

Das Signal der Cholin-Kopfgruppen bei etwa § = 3,2 ppm des NMR-Spektrums ist in
Bild 58 gezeigt. Zu erkennen ist eine starke Druckabhangigkeit der chemischen Ver-
schiebungen der Cholin-Kopfgruppen bei den Temperaturen T = 283 K (a) und
T =313 K (b). Auf die Anderung der chemischen Verschiebung mit dem Druck wird
in Abschnitt 3.2.4 genauer eingegangen. Des Weiteren kann man eine Aufspaltung des
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Signals bei der hoheren Temperatur von T = 313 K beobachten. Dieses Verhalten wur-
de bereits fiir LDL von Murphey et al. untersucht [90,91]. Dabei wurde festgestellt,
dass beim LDL ,, Phosphoglyceride gegen die Sphingomyeline leicht tieffeldverschoben
sind” (Zitat [17], nach [90,91]). Dies folgt aus der unterschiedlichen Umgebung, in wel-
cher sich PC und SM befindet. Bei T = 283 K scheinen die Cholin-Kopfgruppen-
Signale der Phosphoglyceride und Sphingomyeline druckabhédngig unterschiedlich
stark zu shiften, was eine Aufspaltung des Signals bei hoheren Driicken bedeutet (ver-
gleiche Bild 58 (a)). Des Weiteren ist eine Uberlagerung der Signale der Bestandteile
des Serums, d. h. der Lipoproteine zu erkennen (siehe Bild 69). Weitere Untersuchun-
gen der Druckeffekte bei Hochdruck-NMR-Messungen an Serum werden in den Ab-
schnitten 3.2.2 und 3.2.3 dargestellt.

In Bild 59 ist der Methyl- und Methylenbereich der Hochdruck-NMR-Messungen an
VLDL bei den Temperaturen T = 283 K und T = 313 K abgebildet. Dabei ist zu erken-
nen, dass das Signalmaximum der Methylengruppe bei Normaldruck und T = 283 K
etwa doppelt so hoch wie die der Methylgruppe ist (vergleiche Bild 59 (a)). Das Ver-
haltnis dieser beiden Signale bleibt mit steigendem Druck relativ konstant.

In Tabelle 31 sind die Intensititen der CH:- und CHs-Signale in Abhangigkeit des
Drucks bei T = 283 K zusammengefasst. Das Signal der CH>-Gruppe fallt bis zu einem
Druck von p = 100 MPa im Vergleich zu dem Signal der CHs-Gruppe etwas starker
mit steigendem Druck ab, jedoch betragen die Intensitdten beider Signale bei Maxi-
maldruck nur noch zwischen 11 und 16 Prozent der urspriinglichen Signalhohe bei
Normaldruck. Folglich sind die Signale der Methylen- und Methylgruppen des VLDLs
stark druckabhangig und verschwinden nahezu bei einem Druck von p = 200 MPa.

Bei T = 313 K ist das CHs-Signal bei Normaldruck circa 70 Prozent kleiner als das CH2-
Signal (vergleiche Bild 59 (b)). Dieses Verhiltnis verandert sich in Abhangigkeit des
Drucks, was zu einer Signalintensitdt der CHs-Gruppe fiihrt, die bei Maximaldruck nur
noch halb so grof ist wie die der CH2-Gruppe. Der in Bild 59 (b) mit ,,1” gekennzeich-
nete Bereich stammt nach [75] von Lipid-Signalen.
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Bild 59: CH:- und CHs- Bereich des druckabhingigen 1D-'H-NMR-Spektrums von VLDL
aufgenommen an einem 800 MHz-BRUKER-NMR-Spektrometer mit der Pulsfrequenz noe-
sygpprld bei (a) T=283 K und (b) T=313K (6§ = 0,5 bis 1,7 ppm, Normaldruck bis
p=200 MPa). Der mit ,1” (§ = 1,65 ppm) gekennzeichnete Bereich sind nach [75] Signale, die

von Lipiden stammen. Die Spektren wurden mit Hilfe derselben Skalierung prozessiert.

Wie in Tabelle 31 zusammengefasst, bleibt bei T = 313 K die Intensitat des CHs-Signals
bis zu einem Druck von p = 100 MPa relativ konstant und nimmt bis 200 MPa nur um
circa 13 Prozent ab. Das Signalmaximum des CH:-Signals nimmt vergleichsweise
gleichmafiig ab. Dabei ist die Intensitdt bei p = 200 MPa noch nahezu 60 % der Intensi-
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tat bei Normaldruck. Vergleicht man dieses Verhalten mit dem bei T = 283 K, so fallt
auf, dass die Druckabhadngigkeit der Methyl- und Methylengruppen des VLDLs bei
kleinerer Temperatur erheblich starker ist.

Der Methyl- und Methylenbereich der druckabhdngigen Spektren der Hochdruck-
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Bild 60 CH:- und CHs-Bereich eines druckabhingigen 1D-'H-NMR-Spektrums des IDL ge-

messen an einem 800 MHz-BRUKER-NMR-Spektrometer mit der Pulssequenz noesygpprld
bei (a) T=283 K und (b) T=313 K von Normaldruck bis p=200 MPa. Die Spektren wurden mit

Hilfe derselben Skalierung prozessiert.
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NMR-Messungen an der Lipoproteinklasse IDL sind in Bild 60 zu sehen. Hierbei sind
starke Intensitdtsanderungen zu erkennen. Die Signalintensitdt der CH>-Gruppe ist
etwa doppelt so groff wie die der CHs-Gruppe. Dieses Verhidltnis nimmt mit dem
Druck relativ gleichmafsig ab, wobei das CH2-Signal minimal schneller abfallt. Bei Ex-
reichen eines Drucks von p = 100 MPa liegt die Signalintensitdat der Methylengruppe
bei 27 % und die der Methylgruppe bei 33 % verglichen mit der Intensitit bei Normal-
druck. Bei Erreichen des Maximaldrucks von 200 MPa betragen die Maxima nur noch
8 % bzw. 12 % der Signalintensitdt bei Normaldruck. Dies beweist eine starke Druck-
abhingigkeit der Methyl- und Methylengruppen des IDLs.

Bild 60 (b) zeigen die Hochdruckmessungen an IDL bei einer Temperatur von T =
313 K von Normaldruck bis zu einem Druck von p = 200 MPa. Analog zum druckab-
hangigen Verhaltnis der Signalintensitdaten der CHe- zur CHs-Gruppe bei T = 283 K, ist
das CH->-Signal doppelt so hoch wie das Signal der CHs-Gruppe (vergleiche Bild 60
(b)).

Des Weiteren ist nach Tabelle 31 ein relativ konstanter Signalabfall beider Resonanzen
zu sehen. Demnach fallt die Intensitdt der CH2-Gruppe bis zu einem Druck von
p = 200 MPa um 80 Prozent und die der CHs-Gruppe um 76 % ab. Das heifit, dass die
Methyl- und Methylensignale bei einer Temperatur von T = 313 K um 10 % weniger
abfallen als die bei T = 283K und somit eine weniger starke Druckabhangigkeit auf-
weisen.

Ein weiteres interessantes Ergebnis beobachtet man bei der Untersuchung des Cholin-
Kopfgruppen-Signals bei etwa § = 3,2 ppm (vergleiche Bild 61). In Bild 61 (a) sind die
NMR-Spektren dieses Signals bei T =283 K dargestellt. Aufgrund der Proben-
Eigenschaften sind das Signal/Rausch-Verhaltnis und somit auch die Spektrenqualitat
relativ schlecht. Dennoch ist eine starke druckabhingige Anderung der chemischen
Verschiebung dieses Signals zu erkennen. Das Signalmaximum des Peaks verschiebt
sich mit zunehmendem Druck zu niedrigeren Frequenzen, was bei den bei T = 313 K
gemessenen Spektren besser zu erkennen ist. Des Weiteren verschwindet das Signal
der Cholin-Kopfgruppen bei p = 200 MPa nahezu vollkommen.

Bild 61 (b) zeigt das Cholin-Kopfgruppen-Signal bei einer Temperatur von T = 313 K.
Die Spektrenqualitdt ist aufgrund der Temperaturerhohung deutlich verbessert. Hier-
bei findet mit der Druckerhohung eine Signalaufspaltung statt. Wie bereits fiir LDL
von Murphey et al. untersucht, ist hierbei ebenfalls eine Aufspaltung des Signals zu
beobachten.
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Bild 61: Phospholipidbereich bei einer chemischen Verschiebung von & = 3,22 ppm eines
druckabhingigen 1D-'H-NMR-Spektrums von IDL aufgenommen an einem 800 MHz-
BRUKER-NMR-Spektrometer mit der Pulssequenz noesygpprld bei (a) T=283 K und (b)
T=313 K von Normaldruck bis p=200 MPa. In (b) ist eine Signalaufspaltung mit den beiden
Maxima zu erkennen (,1” bei 3,199 ppm und , 2 bei 3,190 ppm). Die Spektren wurden mit

Hilfe derselben Skalierung prozessiert.

Wie bereits diskutiert, ist dieses Signal eine Uberlagerung der Sphingomyelin- und
Phosphatidylcholin-Resonanzen (vergleiche ,1” und ,,2” in Bild 61 (b)). Diese Substan-
zen zeigen eine unterschiedliche Druckabhéngigkeit, was daran zu erkennen ist, dass

mit Erhéhung des Drucks ein deutliches Signal sichtbar wird (Peak ,,2”).
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Bild 62: Druckabhingigkeit des Methylen- und Methylbereich der 1D "H-NMR-Spektren des
LDL aufgenommen an einem 800 MHz-BRUKER-NMR-Spektrometer mit der Pulssequenz
noesygpprld bei einer Temperatur von (a) T= 283 K und (b) T= 313 K. Die Skalierung ist in-
nerhalb einer Druckreihe identisch, jedoch wurden fiir die beiden unterschiedlichen Temperatu-
ren verschiedene RG-Werte gewdhlt (1=283 K: RG=128; T=313k RG=181).

Dieses Signal wird fiir LDL dem Sphingomyelin zugeordnet [90]. Die Hohe dieses Sig-
nals bleibt mit steigendem Druck relativ konstant, jedoch kann man eine Verschiebung
des Signals zu niedrigeren Frequenzen hin beobachten. Der Bereich des Signals ,1”



114 Ergebnisse

hingt starker vom Druck ab und fillt somit deutlich stirker ab. Jedoch ist die Ande-
rung der chemischen Verschiebung fiir die beiden Signale gleich.

Der Methyl- und Methylenbereich der Hochdruck-NMR-Messungen an der Lipopro-
teinklasse LDL sind in Bild 62 dargestellt. Dabei fillt auf, dass bei einer Temperatur
von T = 283 K das Signal der Methylgruppe eine hohere Intensitit (etwa 10 %) hat als
das der Methylengruppe (vergleiche Bild 62 (a)). Dieses Verhalten wird nur bei LDL
bei niedrigen Temperaturen beobachtet. Diese Temperaturabhangigkeit von LDL wur-
de bereits in der Arbeit von Baumstark beobachtet [17]. Bei einer Temperaturerhohung
auf T = 313 K hingegen ist die Hohe des CH»-Signals grofier als die des CHs-Signals
(siehe Bild 62 (b)). Dies ist in Ubereinstimmung mit [17]. Wie in Tabelle 31 zu sehen,
nehmen die Signalhohen der Methyl- und Methylengruppen in gleichem MafSe mit
dem Druck ab, was eine Signalabnahme von Normaldruck zu p = 200 MPa um 72 Pro-
zent bedeutet. Das Verhiltnis der beiden Signale zueinander bleibt folglich erhalten.
Die Hochdruck-Spektren von LDL bei einer Temperatur von T = 313 K sind in Bild 62
(b) abgebildet. Wie bereits erwadhnt, ist hierbei das CH:-Signal grofier als das CHa-
Signal. Verglichen mit den Hochdruck-NMR-Messungen bei niedrigerer Temperatur
ist das Verhaltnis des CH»-Signals zum CH3s-Signal umgekehrt. Das Methylensignal ist
10 % grofser als das Signal der Methylgruppe. Die Signalhohen beider Signale nehmen
mit steigendem Druck relativ analog zueinander ab (vergleiche Tabelle 31). Des Weite-
ren sind die Signale bis zu einem Druck von p = 200 MPa nahezu verschwunden. Die
Signalhohen betragen nur noch sechs bis sieben Prozent der Hohe des Normaldrucks.
In Bild 63 ist die Druckabhingigkeit des Cholin-Kopfgruppen-Signals des LDL-
Spektrums bei T = 283 K gezeigt. Hierbei ist keine eindeutige Signalaufspaltung wah-
rend der Druckreihe erkennbar. Im Gegensatz dazu ist in (b) fiir T = 313 K bereits bei

200 MPa
————— ‘—_—______—

——— 160 MPa

- — T 120 Mpa

__/—\ 80 MPa
__/X Normaldruck

326 325 324 323 322 321 320 319 318 3,17 3,16 3,15[ppm]

Bild 63: Druckabhingigkeit des Cholin-Kopfgruppen-Signals im LDL-Spektrum aufgenom-
men an einem 800 MHz-BRUKER-NMR-Spektrometer mit der Pulssequenz noesygpprld bei
T=283 K. Die Skalierung der Spektren ist identisch.
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Bild 64: Druckabhingigkeit des Cholin-Kopfgruppen-Signals im LDL-Spektrum aufgenommen
an einem 800 MHz-BRUKER-NMR-Spektrometer mit der Pulssequenz noesygpprld bei
T=313 K. Bei dem linken Signalmaximum handelt es sich laut [90] um Phosphoglyceride (PC)
und bei dem rechten Signalmaximum um das Signal der Sphingomyeline (SM).Die Skalierung

der Spektren ist identisch.

Normaldruck eine Aufspaltung des Cholin-Kopfgruppen-Signals in zwei Signale zu
beobachten. Bei dem linken Signalmaximum handelt es sich laut [90] um Phosphogly-
ceride (PC) und bei dem rechten Signalmaximum um das Signal der Sphingomyeline
(SM).

Die Hochdruckmessungen mit Hilfe von NMR-Spektroskopie an HDL2 wurden eben-
falls bei den Temperaturen T = 283 K und 313 K durchgefiihrt. Einzelne Spektren die-
ser Messungen sind in Bild 65 gezeigt. In Bild 65 (a) sind die Spektren bei der Tempera-
tur T = 283 K abgebildet und in Tabelle 31 ist die jeweilige Abnahme der SignalhShe
der CHz- und CHs-Signale zusammengefasst. Hierbei ist das Methylensignal 25 Pro-
zent grofier als das Methylsignal.

Nach Tabelle 31 nehmen die Signalhohen beider Signale relativ gleichmafsig ab. Das
CHs-Signal bei einem Druck von p = 200 MPa ist in etwa halb so grofs wie das bei
Normaldruck. Das Signal der CHz-Gruppe ist nur etwa sieben Prozent kleiner als das
der CHs-Gruppe.

Die Spektren der Hochdruckmessungen an HDL2 bei T = 313 K sind in Bild 65 (b) ge-
zeigt. Im Vergleich zu den Spektren bei T = 283 K ist hierbei wegen der hoheren Tem-
peratur das Cholesterol-Signal bei etwa & =0,65ppm zu sehen. Das CHo-
Signalmaximum ist um 40 % grofer als das des CHs-Signals. Des Weiteren nimmt nach
Tabelle 31 das Methylengruppensignal schneller mit steigendem Druck als das Me-
thylgruppensignal ab, so dass die Signalhdhe der Methylengruppe bei p = 200 MPa
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Bild 65: Methylen- und Methylbereich der druckabhingigen 1D-'H-NMR-Spektren des extra-
hierten HDL2 aufgenommen an einem 800 MHz-BRUKER-NMR-Spektrometer mit der Puls-
sequenz noesygpprld bei einer Temperatur von (a) T= 283 K und (b) T= 313 K. Die Spektren

wurden mit Hilfe derselben Skalierung prozessiert.

nur noch 60 Prozent der Hohe bei Normaldruck und die der Methylgruppe nur noch
71 Prozent betrdgt. Somit hat sich das Verhaltnis beider Signale zueinander bis zu ei-

nem Druck von p = 200 MPa nur minimal geandert.
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Bild 66: Druckabhingigkeit des Cholin-Kopfgruppen-Signals des 1D-'H-Spektren von HDL2
mit der Pulssequenz mnoesygpprld aufgenommen an einem 800 MHz-BRUKER-NMR-
Spektrometer bei einer Temperatur von (a) T= 283 K und (b) T= 313 K. Die Spektren wurden

mit Hilfe derselben Skalierung prozessiert.

Das Cholin-Kopfgruppen-Signal der Spektren von HDL2 bei T = 283 K und T = 313 K
ist in Bild 66 gezeigt. Eine Aufspaltung dieses Signals, wie beispielsweise fiir Serum,
IDL und LDL, kann hierbei bei beiden Temperaturen nicht beobachtet werden. Des
Weiteren ist eine starke Verschiebung des Signals zu kleineren Frequenzen mit stei-
gendem Druck fiir beide Temperaturen zu erkennen. Vergleicht man die Spektren mit
T =283 K (Bild 66(a)) und T =313 K (Bild 66(b)), so fallt auf, dass das Cholin-

Kopfgruppen-Signal bei niedrigerer Temperatur starker mit steigendem Druck sinkt
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Bild 67: Methylen- und Methylbereich der druckabhingigen 1D-'"H-NMR-Spektren des HDL3
bei einer Temperatur von (a) T= 283 K und (b) T= 313 K. Die Spektren wurden mit der Pulsse-
quenz noesygpprld an einem 800 MHz-BRUKER-NMR-Spektrometer aufgenommen. Die

Spektren wurden mit Hilfe derselben Skalierung prozessiert.

als bei hoherer Temperatur. Bei T = 283 K betragt die Signalhohe bei p = 200 MPa nur
noch etwa 60 % derer bei Normaldruck. Bei T = 313 K hingegen betrdgt der Hohenab-
fall nur etwa 1 %. Das Signal bleibt somit bei steigendem Druck nahezu konstant fiir
hohe Temperaturen.

Der Methyl- und Methylenbereich der Spektren der Hochdruck-NMR-Messungen an
HDLS3 sind in Bild 67 gezeigt. Die Spektren der Messungen bei T = 283 K sind in Bild
67 (a) zu sehen. Das CH»-Signal ist 25 % grofser als das CHs-Signal und gemafs Tabelle
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Bild 68: Cholin-Kopferuppen-Signal der Hochdruckmessungen an HDL3 von Normaldruck bis
200 MPa am 800 MHz-Spektrometer bei (a) T=283 K und (b) T=313 K. Mit steigendem Druck
verschiebt sich das Signal zu kleineren Frequenzen hin. Die Spektren wurden mit Hilfe dersel-

ben Skalierung prozessiert.

31 nehmen beide Signale etwa gleich stark mit steigendem Druck ab. Die Intensitét des
CH>-Signals nimmt nur circa um 3 Prozent mehr ab als die des CHs-Signals. Insgesamt
liegt somit die Intensitdt der Signale bei p = 200 MPa zwischen 36 und 39 Prozent der
Intensitat bei Normaldruck.

Bild 67 (b) zeigt die Spektren der Hochdruckmessungen an HDL3 bei einer Temperatur
von T = 313 K. Das Methylgruppen-Signal ist um 42 Prozent kleiner als das Methylen-
gruppen-Signal. Das heifst, dass sich das Verhaltnis der beiden Signale zueinander bei
beiden Temperaturen deutlich unterscheidet. Die Maxima der CHz- und CHs-Gruppen-
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Signale nehmen nach Tabelle 31 mit steigendem Druck vergleichbar ab, was bedeutet,
dass die Signalhohe bei p = 200 MPa 55 % fiir das CH>-Gruppen-Signal bzw. 60 % fiir
das CHs-Signal der Hohe bei Normaldruck betragen. Verglichen mit der Abnahme der
Signalhchen bei T = 283 K, sind die Methyl- und Methylengruppen fiir T = 313 K we-
niger stark druckabhangig, da das Signal um nahezu 20 % weniger abfallt.

In Bild 68 ist der Bereich des Cholin-Kopfgruppen-Signals der Hochdruck-NMR-
Spektren von HDL3 dargestellt. Auffallig ist hierbei eine starke Verschiebung des Sig-
nals mit steigendem Druck sowohl bei T = 283 K (Bild 68 (a)) als auch bei T = 313 K
(Bild 68 (b)) zu kleiner Frequenzen hin. Des Weiteren ist das Signal bei T = 313 K im
Vergleich zu dem Signal bei niedrigerer Temperatur zu kleineren Frequenzen hin ver-
schoben.

Die Signalhohe des Cholin-Kopfgruppen-Signals bei T = 283 K nimmt bis zu einem
Druck von p = 200 MPa etwa 43 Prozent ab. Bei T = 313 K ist die Abnahme des Ma-
ximums deutlich kleiner und die Signalhche betragt etwa 87 Prozent des Signals bei
Normaldruck. Somit féllt die Signalhdhe des Cholin-Kopfgruppen-Signals beiT =
283 K bis zu einem Druck von p = 200 MPa um 20 Prozent starker ab als bei einer
Temperatur von T = 283 K.

Das Cholin-Kopfgruppen-Signal der HDL2- und HDL3-Proben zeigen trotz einer ver-
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Bild 69: Cholin-Kopfgruppen-Signal der 1D 'H-NMR-Spektren an Serum und Lipoproteinen
aufgenommen an einem 800 MHz-Spektrometer bei Normaldruck und T=313 K. 1, 2 und 3
kennzeichnet die Maxima des Cholin-Kopfgruppen-Signals des Serum-Spektrums.
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gleichbaren Struktur der Lipoproteine starke Unterschiede. Dies spiegelt wider, was
bereits in [92] gezeigt wurde: das Verhaltnis von Phosphoglyceride (PC) zu Sphingo-
myelin (SM) ist bei HDL2 grofler als bei HDL3.

Bild 69 zeigt das Cholin-Kopfgruppen-Signal der Serum- und Lipoproteinspektren
gemessen bei einer Temperatur von T = 313 K am 800 MHz-NMR-Spektrometer. 1, 2
und 3 sind die Maxima des Cholin-Kopfgruppen-Signals des Serum-Spektrums. Da
Serum sich unter anderem aus den Lipoproteinen zusammensetzt, stellt dieser Bereich
eine Uberlagerung der Signale dar. Die Signale diffundieren unterschiedlich schnell,
was eine abweichende Grofie bedeutet (siehe Anhang Bild 98).

In folgender Tabelle 31 sind die Anderungen der Signalmaxima der CHz- und CHs-

Gruppen-Signale der Serum- und Lipoprotein-Proben zusammengefasst.

Tabelle 31
Qualitativer Vergleich der Druckabhéngigkeiten der CH>- und CHs-Signalmaxima.?
Signalhdhe

Probe T Signal Druck [% von Signalhéhe

[K] [MPa]

bei Normaldruck]

Serum 283 CHz-Gruppe 0,1 100

283 100 60,2

283 180 46,3
Serum 283 CHs-Gruppe 0,1 100

283 100 84,7

283 180 82,3
Serum 313 CH2-Gruppe 0,1 100

313 100 68,4

313 200 45,8
Serum 313 CHs-Gruppe 0,1 100

313 100 84,7

313 200 70,4
VLDL 283 CH>-Gruppe 0,1 100

283 100 35,6

283 200 11,1
VLDL 283 CHs-Gruppe 0,1 100

283 100 46,7

283 200 16
VLDL 313 CH>-Gruppe 0,1 100

313 100 83
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313 200 59,6
VLDL 313 CHs-Gruppe 0,1 100
313 100 100
313 200 87,2
IDL 283 CH2-Gruppe 0,1 100
283 100 27,1
283 200 8,3
IDL 283 CHs-Gruppe 0,1 100
283 100 33,5
283 200 12,8
IDL 313 CH2-Gruppe 0,1 100
313 100 49,1
313 200 19,8
IDL 313 CHs-Gruppe 0,1 100
313 100 54,6
313 200 23,6
LDL 283 CH2-Gruppe 0,1 100
283 100 104
283 200 27,9
LDL 283 CHs-Gruppe 0,1 100
283 100 101
283 200 27,9
LDL 313 CH>-Gruppe 0,1 100
313 100 15,8
313 200 6,4
LDL 313 CHs-Gruppe 0,1 100
313 100 19
313 200 7,5
HDL2 283 CH>-Gruppe 0,1 100
283 100 64,5
283 200 42,8
HDI12 283 CHs-Gruppe 0,1 100
283 100 69,7
283 200 49,1
HDL2 313 CH>-Gruppe 0,1 100
313 100 78,3
313 200 60,2
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HDIL2 313 CHs-Gruppe 0,1 100
313 100 86,4
313 200 711
HDL3 283 CH2-Gruppe 0,1 100
283 100 58,5
283 200 36,6
HDL3 283 CHs-Gruppe 0,1 100
283 100 61,4
283 200 39,2
HDL3 313 CH2-Gruppe 0,1 100
313 100 76,8
313 200 54,6
HDL3¢ 313 CHs-Gruppe 0,1 100
313 100 80,7
313 200 60,2

 Das Acetat-Signal wurde hierbei auf § = 1,875 ppm referenziert.

3.2.2 Druckabhingigkeit eines grofsen Signal-
integrals des Serums und der Lipoproteine

Dieser Abschnitt beschreibt die Ergebnisse der Hochdruck-Messungen beziiglich der
Anderungen der Signalintegrale eines groSeren  Spektrenbereichs  von
6 = —2,00 bis 3,5 ppm von Serum und den Lipoproteinen. Hierbei wird ein Teil des
Spektrums nach Tabelle 16 integriert. Dies dient der Untersuchung nahezu aller Lipi-
de, die in der Probe beziehungsweise dem Lipoproteinpartikel enthalten sind. Dabei
werden nur die DSS-Signale bzw. dessen Integral von dem Spektrum subtrahiert.

Zu Beginn wird die Druckabhingigkeit des Integrals der Signale im Bereich § =

—2,00 bis 3,5 ppm, gemessen bei einer Temperatur von T = 283 K, untersucht.
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Bild 70: Druckabhingigkeit der Integrale der Signale im Bereich von & = —2,00 bis
+3,50 ppm nach Tabelle 16 der Serum- und Lipoprotein-Proben gemessen an einem 800
MHz-Spektrometer bei einer Temperatur von T=283 K und einem Druck von p=0,1 MPa bis
200 MPa. Die Daten wurden mit der Funktion (2.2) und den Parametern by und b, mit
a=1,00 aus Tabelle 32 gefittet (durchgezogene Linien).

Die Integrale dieses Spektrenbereichs von Serum, VLDL, IDL, LDL, HDL2 und HDL3
bei T = 283 K sind in Bild 70 gegen den Druck p aufgetragen. Die Daten wurden mit
der Funktion (2.2) und den Parametern b; und b, aus Tabelle 32 gefittet (durchgezo-
gene Linien). Die Fit-Kurven befinden sich in sehr guter Ubereinstimmung mit den
Messwerten.

Zu erkennen ist in Bild 70, dass die Integrale des grofsen Spektrenbereichs mit steigen-
dem Druck fiir alle untersuchten Lipoprotein- und Serum-Proben abnehmen. Des Wei-
teren fallt ein dhnliches Verhalten der Integrale der VLDL-, IDL- und LDL-Proben auf.
Die Steigung dieser Fit-Kurven ist in etwa gleich grofi. Das Integral der Serum-Probe
zeigt ein vollig anderes Verhalten als die soeben genannten Lipoprotein-Proben. Im
Gegensatz zu dieser steigt das Integral der Serum-Probe minimal an. Die Kurven der
Signal-Integrale von etwa —2,00 bis 3,50 ppm nach Tabelle 16 der HDL2- und HDL3-

Proben fallen mit steigendem Druck in etwa gleicher Weise ab.
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Bild 71: Druckabhingigkeit der Integrale der Signale im Bereich von & = —2,00 bis
+3,50 ppm nach Tabelle 16 der Serum- und Lipoprotein-Proben gemessen an einem 800
MH?z-Spektrometer bei einer Temperatur von T=313 K und einem Druck von p=0,1 MPa bis
200 MPa. Die Daten wurden mit der Funktion (2.2) und den Parametern b, und b, mit
a=1,00 aus Tabelle 33 gefittet (durchgezogene Linien).

Tabelle 32

Druckabhangigkeit des Integrals der Signale im Bereich von § = —2,00 bis +3,50 ppm
nach Tabelle 16. Fit-Parameter b; und b, der Formel (2.2) mit a=1,00 der in Bild 70 ge-
zeigten Kurve bei T = 283 K.

Probe Temperatur [K] by [- 10%] b, [- 10°]
Serum 283 2,5+0,7 -1,9+04
VLDL 283 -35,1+1,9 3,2+0,9

IDL 283 -41,1+29 6,6+1,4

LDL 283 -35,7+3,4 45+1,6
HDL2 283 -15,1+04 1,5+0,2
HDL3 283 -4,3+0,4 -0,7+£0,2

Die Integrale der Spektrenbereiche aus Tabelle 16 der Serum- und Lipoprotein-Proben
bei T = 313 K sind in Bild 71 gegen den Druck p aufgetragen. Die Daten wurden mit
der Funktion (2.2) und den Parametern b; und b, aus Tabelle 33 gefittet (durchgezo-
gene Linien). Die Fit-Kurven befinden sich in sehr guter Ubereinstimmung mit den

Messwerten.
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Tabelle 33

Druckabhéngigkeit des Integrals der Signale im Bereich von etwa & = —2,00 bis
+3,50 ppm nach Tabelle 16. Fit-Parameter b; und b, der Formel (2.2) mit a=1,00 der in
Bild 71 gezeigten Kurve bei T = 313 K.

Probe Temperatur [K] by [-10%] b, [ 10*%]
Serum 313 -4,8+1,4 -1,8+0,7
VLDL -37,1+2,1 6,6+1,0
IDL 44,4 +1,2 7,7+0,6
LDL -15,4+0,8 1,0+0,4
HDL2 -59+0,5 08+0,3
HDL3 -4,8+1,4 -1,8+0,7

Die Integrale dieses grofien Spektrenbereichs nehmen, wie in Bild 71 zu sehen, mit
steigendem Druck fiir alle untersuchten Lipoprotein-Proben und die Serum-Probe ab.
Der grofite Abfall des Signal-Integrals ist bei den Proben der Lipoproteine LDL und
IDL zu erkennen, welche in etwa gleich stark abnehmen. Deutlich geringer sinken die
Integrale der iibrigen Proben mit steigendem Druck. Das Integral der Serum-Probe

zeigt die geringste negative Steigung.

3.2.3 Druckabhingigkeit der CHz-, CHs- und Cholin-
Kopfgruppen-Signalintegrale der Lipoproteine
und des Serums

Dieser Abschnitt fasst die Ergebnisse der Hochdruck-NMR-Messungen an Serum und
Lipoproteinen beziiglich der Integrale der CH:-, CHs- und Cholin-Kopfgruppen-
Signale zusammen. Die Peaks werden mit den in Abschnitt 2.2.3 gezeigten Methoden
prozessiert und anschlieffend integriert. Die Signal-Integrale beim Normaldruck
p = 0,1 MPa werden der Ubersichtlichkeit und Vergleichbarkeit wegen auf Eins ge-
setzt. Die Signalintegrale wurden in Hinblick auf die Aufnahme-Parameter, wie die
Empfangerverstarkung, Anzahl der Scans etc., korrigiert. Die Daten werden nach [87]
beziiglich der Kompressibilitit von Wasser bei den jeweiligen Bedingungen konver-
tiert (vgl. Abschnitt 2.2.3).
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Tabelle 34

Druckabhéngigkeit der CHx-, CHs-, Cholin-Kopfgruppen- und Cholesterol-
Signalintegrale mit den Fit-Parameter b; und b, der Gleichung (2.2) mit a = 1,00 bei
T=283KundT =313K=

Probe Peak Temperatur by [-1073] b, [-1075]
Serum CH> 283 -10,7+1,6 3,48+0,9
VLDL -7,40+0,6 1,51+0,3
LDL -8,98 +1,1 2,18+0,5
HDL2 -529+04 1,32+£0,2
HDL3 -4,02+0,8 0,86 +0,4
Serum CH: 313 -6,62+0,6 1,71+0,3
VLDL -1,13+£0,5 0,10+0,2
LDL -7,09+1,2 1,92+0,6
HDL2 -3,31+04 0,31+0,2
HDL3 -1,84£1,23 0,09+0,6
Serum CHs 283 2,82+34 -1,83+1,7
VLDL -3,25+2,2 -0,73+1,0
LDL -4,06 £2,0 0,13+1,0
HDL2 032+4,7 -1,38+2,3
HDL3 -0,71+1,7 0,47 +0,8
Serum CHs 313 1,10+1,3 1,45+0,6
VLDL -0,37 0,7 0,03+-0,4
LDL -4,60+1,2 0,81+0,6
HDL2 -6,52 + 3,1 2,63+1,5
HDL3 -5,69 +1,25 2,50+0,6
Serum Cholin 283 3,69 +2,8 -2,80+1,5
VLDL -2,55+14 -0,35+0,7
LDL -2,11+0,3 0,11+0,2
HDL2 -0,57+0,3 -0,12+0,1
HDL3 -0,73+0,5 0,17+0,2
Serum Cholin 313 -3,46 + 0,8 1,22+0,4
VLDL -3,52+1,1 0,99 +£0,5
LDL -1,99+0,2 -0,04 0,1
HDL2 -1,056+£0,2 0,07+0,1
HDL3 -0,26 +0,2 -0,04 0,1
VLDL Cholesterol 313 -2,96 +0,5 -0,224 +2,6

HDL2 -6,64+0,5 -12,00 £2,4
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HDL3 -3,29+04 1,30+1,8

 Die Integrale wurden in Hinblick auf die Aufnahme-Parameter, wie die Empfingerverstirkung, Anzahl
der Scans etc., korrigiert. Die Daten werden nach (1.17) beziiglich der Kompressibilitit von Wasser bei
den jeweiligen Bedingungen konvertiert.

Exemplarisch ist in Bild 72 die Druckabhangigkeit des CH:-Signalintegrals der Lip-
oprotein- und Serum-Proben bei einer Temperatur von T = 283 K dargestellt.

Die Daten wurden mit der Funktion (2.2) nach der Funktion (1.3) und den Parametern
b; und b, mit a = 1,00 aus Tabelle 34 gefittet (durchgezogene Linien). Die Fit-Kurven
befinden in sehr guter Ubereinstimmung mit den Messwerten. Die Integrale des Peaks
der HDL2- und HDL3-Proben sind relativ identisch. Die Integrale des CH2-Signals der
VLDL- und LDL-Probe fillt stirker ab als die HDL-Proben. Bei dem Peak des Serum-
Materials fallt die Flache des Signals nach der DruckerhShung von p = 20 MPa auf
40 MPa stark ab und bleibt dann relativ konstant.
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Bild 72: Druckabhingigkeit des CH2-Signalintegrals der Serum- und Lipoprotein-Proben ge-
messen an einem 800 MHz-Spektrometer bei einer Temperatur von T=283 K und einem Druck
von Normaldruck bis p=200 MPa. Die Daten wurden mit der Funktion (2.2) nach der Funkti-
on (1.3) und den Parametern by und b, mit a=1,00 aus Tabelle 34 gefittet (durchgezogene

Linien).
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Bild 73: Druckabhingigkeit der chemischen Verschiebung des CH:-Gruppen-Signals der Se-
rum- und Lipoprotein-Proben bei Erhohung des Drucks von Normaldruck auf p = 200 MPa
und T = 283 K an einem 800 MHz-NMR-Spektrometer mit der Pulssequenz noesygpprld.
Die Daten werden mit der Funktion (2.2) mit den berechneten Fit-Parameter a,b; und b, aus

Tabelle 35 angendhert.

3.24 Druckabhingigkeit der chemischen Verschie-
bung der CH:-, CHs-, Cholin-Kopfgruppen-
und Cholesterol-Signale der Lipoproteine und
des Serums

Dieser Abschnitt beschreibt die Druckabhangigkeit der chemischen Verschiebungen
verschiedener Signale in den NMR-Spektren von Serum und den Lipoproteinen.
Hierzu werden die chemischen Verschiebungen § aus den 1D-'H-NMR-Spektren mit
der noesygpprld-Pulssequenz ausgelesen und gegen den Druck p aufgetragen. Das
Acetat-Signal wurde auf § = 1,875 ppm referenziert.

Die Druckabhingigkeit der chemischen Verschiebung des CH:-Gruppen-Signals der
Serum- und Lipoprotein-Proben, gemessen bei T = 283 K an einem 800 MHz-NMR-
Spektrometer, ist in Bild 73 gezeigt. Des Weiteren sind die Messwerte mit der Funktion
(2.2) und den Parametern a, b; und b, aus Tabelle 35 gefittet (durchgezogene Linien).
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Bild 74: Druckabhingigkeit der chemischen Verschiebung des CH>-Gruppen-Signals der Se-
rum- und Lipoprotein-Proben bei Erhohung des Drucks von Normaldruck auf p = 200 MPa
und T =313 K an einem 800 MHz-NMR-Spektrometer mit der Pulssequenz noesygpprld.
Die Daten werden mit der Funktion (2.2) mit den berechneten Fit-Parameter a, b; und b, aus

Tabelle 35 angendhert.

Die chemische Verschiebung des Signals wandert mit steigendem Druck fiir die Lip-
oprotein-Proben und die Serum-Probe zu niedrigeren Frequenzen. Die Fit-Kurven der
chemischen Verschiebungen des CH:-Signals des HDL2 und HDL3 weisen in etwa die
gleiche Steigung auf. Am starksten wandert das CH>-Gruppen-Signal der Serum-Probe
in Richtung niederer Frequenzen.

In Bild 74 ist die Druckabhangigkeit der chemischen Verschiebung des CHz-Gruppen-
Signals der Serum- und Lipoprotein-Proben bei Erhhung des Drucks von Normal-
druck auf p = 200 MPa und bei einer Temperatur von T = 313 K an einem 800 MHz-
NMR-Spektrometer gezeigt. Die Messwerte wurden mit der Funktion (2.2) mit den
Parametern a, b; und b, aus Tabelle 35 gefittet (durchgezogene Linien). Die Werte der
chemischen Verschiebung der Serum- und Lipoprotein-Proben fallen linear mit stei-
gendem Druck ab. Die Steigung aller Fit-Kurven ist hierbei nahezu identisch.

Die Druckabhéangigkeit der chemischen Verschiebung der CHs-, Cholin-Kopfgruppen-
und Cholesterol-Signale der Serum- und Lipoprotein-Proben sind in Abschnitt 3.2.5.2
gezeigt.
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Tabelle 35

Druckabhéngigkeit der chemischen Verschiebung der CH:-, CHs- und Cholin-
Kopfgruppen-Signale mit den berechneten Fit-Parameter a, b; und b, der Gleichung
(22) mitbei T =283 Kund T =313 K.2

Probe Signal T [K] a by [-1075] b, [-1077]
Serum CH:2 283 1,26 -14,06+ 3,0 -4,89+1,6
VLDL 1,26 -1,63+1,8 -5,78+1,,0
LDL 1,26 -0,42+3,8 -5,80+2,0
HDL2 1,22 -15,00+1,2 -0,76 £ 0,6
HDL3 1,213 -15,87+1,8 1,19+ 0,9
Serum CH:2 313 1,26 -12,78 £1,0 1,04 £0,5
VLDL 1,26 -12,58 +0,7 041+0,3
LDL 1,26 -15,03+1,1 1,51+0,5
HDL2 1,23 -18,11+1,4 0,54+£0,7
HDL3 1,20 -11,94 +0,5 -0,75+0,3
Serum CHs 283 0,87 -1,17 + 2,60 -6,40 +1,4
VLDL 0,87 -8,08+1,7 -2,85+0,9
LDL 0,85 -6,14 £ 1,40 -0,92+0,8
HDL2 0,83 9,17+15 -0,50+0,8
HDL3 0,82 -4,63+£0,7 -2,52+0,4
Serum CHs 313 0,86 -4,69 £0,8 0,70x04
VLDL 0,86 -6,27 £ 0,9 -0,88+£0,4
LDL 0,84 1,23+0,7 -292+04
HDL2 0,84 -14,51 £1,8 2,09 £0,9
HDL3 0,81 -3,26+0,6 -1,70 +0,3
Serum Cholin 283 3,19 -18,72+1,5 3,47+0,8
LDL 3,22 -15,65+1,0 1,12+£0,5
HDL2 3,20 -17,04 £ 0,3 2,22+0,1
HDL3 3,20 -14,19+£0,2 1,18 £ 0,11
Serum Cholin 313 3,20 -12,85+1,0 0,85+0,5
VLDL 3,23 -14,43 £1,0 091+05
LDL 3,22 -18,93 £0,3 2,46 £0,2
HDL2 3,20 -13,07 £ 0,3 0,67+0,1
HDL3 3,19 -1295+0,4 0,71+0,2

« Das Acetat-Signal wurde auf 1,875 ppm referenziert.



132 Ergebnisse

3.25 Thermodynamische Auswertung der Hoch-
druck-NMR-Daten

Wie bereits in Abschnitt 3.2.2 bis 3.2.4 gezeigt, sind die Messergebnisse zur Untersu-
chung mit Hilfe eines thermodynamischen Modells nach Abschnitt 1.4.2 geeignet.
Hierbei werden die Messdaten mit der Funktion (2.3) und (2.16)angenéhert.

3.25.1 Druckabhingigkeit der Anderungen der CH:-, CHs-,
Cholin-Kopfgruppen- und Cholesterol-Signalintegrale

In diesem Abschnitt wird die Anderung einzelner Signalintegrale mit steigendem
Druck untersucht. Hierbei werden die Messergebnisse, die bereits in Abschnitt 3.2.3
gezeigt wurden, mit Hilfe der Funktion (2.16) gefittet. Daraus resultieren die physikali-
schen Grofien AG, und AV, welche bereits fiir die Integrale eines grofien Frequenzbe-
reichs der Serum- und Lipoprotein-Proben dargestellt wurden. Des Weiteren wird das
Verhiltnis der Konzentrationen der Kompartimente B und C als ¢ angegeben. Das
Kompartiment B enthalt Lipide, die unabhangig von der Temperatur immer sichtbar

sind. Das Kompartiment C enthélt Lipide, die in einem Phaseniibergang involviert
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Bild 75: CH:-Signalintegral der Serum und Lipoprotein-Proben gemessen mit der Pulssequenz
noesygpprld an einem 800 MHz-NMR-Spektrometer bei T=283 K in Abhingigkeit des
Drucks. Die Daten werden mit Hilfe der Funktion (2.16) gefittet. Die Fit-Parameter sind in

Tabelle 36 zusammengefasst.
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sind. Nach dem Phaseniibergang sind die Lipide zu breit, um detektiert zu werden
(siehe Abschnitt 2.2.3).

Tabelle 36 am Ende dieses Abschnitts fasst alle Ergebnisse der thermodynamischen
Auswertung der CH:-, CHs-, Cholin-Kopfgruppen- und Cholesterol-Signalintegrale
aller Lipoprotein- und Serum-Proben mit der Gleichung (2.16) zusammen.

In Bild 75 ist die Druckabhangigkeit der CH2-Signalintegrals der Serum- und Lipopro-
tein-Proben bei einer Temperatur von T = 283 K gegen den Druck p aufgetragen. Die
Messwerte werden mit der Funktion (2.16) und den Parametern aus Tabelle 36 gefittet,
was als Linie im Graphen zu sehen ist. Die Integralwerte des CH2-Signals der LDL-
Probe sind mit Hilfe der Funktion (2.16) nicht fitbar. Die Anderung der Gibbs-Energie
bei Standardbedingungen der Proben liegt im Bereich zwischen AGy, = —3 und 1,56 kJ/
mol, mit Ausnahme des ermittelten AG,-Werts der HDL2-Probe von AG, =
11,32 kJ/mol. Die Anderung des molaren Teilvolumens nimmt negative Werte an. Die
Fit-Kurven befinden sich in sehr guter Ubereinstimmung mit den Messwerten der CHo-
Signalintegrale bei T = 283 K.

Bild 76 zeigt die CH»-Signalintegrale der Serum- und Lipoprotein-Proben, gemessen
bei einer Temperatur von T = 313 K in Abhéangigkeit des Drucks p. Hierbei sind mit
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Bild 76: CH:-Signalintegral der Serum und Lipoprotein-Proben gemessen mit der Pulssequenz
noesygpprld an einem 800 MHz-NMR-Spektrometer bei T=313 K in Abhingigkeit des
Drucks. Die Daten werden mit Hilfe der Funktion (2.16) gefittet. Die Fit-Parameter sind in

Tabelle 36 zusammengefasst.
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Bild 77: CHs-Signalintegral der Serum und Lipoprotein-Proben gemessen mit der Pulssequenz
noesygpprld an einem 800 MHz-NMR-Spektrometer bei T=283 K in Abhingigkeit des
Drucks. Die Daten werden mit Hilfe der Funktion (2.16) gefittet. Die Fit-Parameter sind in

Tabelle 36 zusammengefasst.

Hilfe der Funktion (2.16) nur die Werte der HDL2- und HDL3-Probe zu fitten. Jedoch
ist ebenso fiir diese Integralwerte der Fit-Fehler sehr groB. Fiir die Anderung der freien
Standardenthalpie AG, werden mit Hilfe des Fit-Algorithmus Werte wie folgt berech-
net: AGy = —7,91 und -20,35 kJ /mol. Die CH:-Signalintegrale der Serum- und Lipopro-
tein-Proben kénnen nur mit einem sehr grofsen Fit-Fehler mit Hilfe der Funktion (2.16)
angendhert werden.

Die Ergebnisse der thermodynamischen Auswertung der Druckabhdngigkeit des CHs-
Signalintegrals der Serum- und Lipoprotein-Proben, gemessen bei einer Temperatur
von T = 283 K an einem 800 MHz-NMR-Spektrometer, sind in Tabelle 36 und Bild 77
zusammengefasst. Zudem wird die Anderung der Gibbs-Energie bei Standardbedin-
gungen AG, mit Hilfe des in [85] bestimmten AH (T}, )-Werts nach der Funktion (2.4) fiir
die LDL-, HDL2- und HDL3-Probe berechnet, als Konstante in die Funktion (2.16) ein-
gesetzt und anschlieffend der Parameter AV, bestimmt (siehe Tabelle 36).

Die CHs-Signalintegrale der HDL3-Probe sind mit Hilfe der Funktion (2.16) und AG,
nach [85] nicht fitbar. Fiir die Serum-Probe ergeben sich folgende Werte: AG, =
2,83 kJ /mol und AV, = —100,51 mL/mol. Die Anderung der freien Standardenthalpie
variiert je nach Probe stark. Fiir die VLDL-Probe wird folgender AGy-Wert berechnet:
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Bild 78: CHs-Signalintegrale der Serum und Lipoprotein-Proben gemessen mit der Pulsse-
quenz noesygpprld an einem 800 MHz-NMR-Spektrometer bei T=313 K in Abhingigkeit des
Drucks von 0,1 MPa bis 200 MPa. Die Daten werden mit Hilfe der Funktion (2.16) gefittet.

Die Fit-Parameter sind in Tabelle 36 zusammengefasst.

AGy = +23k]/mol, wobei der Fit-Fehler sehr grof3 ist. Eine thermodynamische Auswer-
tung der Daten der HDL3-Probe war aufgrund des Kurvenverlaufs nicht moglich.
Nach der Temperaturerhohung von T = 283 K auf T = 313 K konnen die in Bild 78
gezeigten Druckabhangigkeiten der CHs-Signalintegrale beobachtet werden. Die mit
Hilfe der Fit-Funktion (2.16) berechneten Parameter sind in Tabelle 36 gezeigt. Die
Messdaten der VLDL-, HDL2- und HDL3-Probe sind aufgrund ihres relativ linearen,
fast konstanten Kurvenverlaufs mit Hilfe der Funktion (2.16) nicht fitbar.

Der AGy-Wert wurde mit Hilfe von [85] und Gleichung (2.4) zu AG, = +7,27 kj /mol
berechnet und in (2.16) eingesetzt. Daraus ergibt sich fiir die Anderung des molaren
Teilvolumens der LDL-Probe: AV, = —150,3mL/mol. Die Druckabhangigkeit des
CHs-Signalintegrals der LDL-Probe befindet sich in sehr guter Ubereinstimmung mit
der Fit-Kurve (vgl. Bild 78). Das Signalintegral der Methyl-Gruppe nimmt innerhalb

des Serum-Spektrums mit steigendem Druck zu.
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Bild 79: Cholin-Kopfgruppen-Signalintegral der Serum und Lipoprotein-Proben gemessen mit
der Pulssequenz noesygpprld an einem 800 MHz-NMR-Spektrometer bei T=283 K in Abhin-
gigkeit des Drucks von 0,1 MPa bis 200 MPa. Die Daten werden mit Hilfe der Funktion (2.16)
gefittet. Die Fit-Parameter sind in Tabelle 36 zusammengefasst.

In Bild 79 sind die Werte der Cholin-Kopfgruppen-Signalintegrale gemessen bei
T = 283 K, gegen den Druck p aufgetragen. Die Daten der Serum-, VLDL-, HDL2- und
HDL3-Probe konnen auf Grund ihrer Form nicht mit Hilfe der Funktion (2.16)
angenihert werden. Somit kann die Anderung des molaren Teilvolumens AV, mit Hilfe
von [85] nur fiir die LDL-Probe berechnet werden: AV, = —3,03 mL/mol.

Die Druckabhingigkeit des Cholin-Kopfgruppen-Signalintegrals bei einer Temperatur
von T = 313 K ist in Bild 80 dargestellt. Die mit Hilfe der Funktion (2.16) berechneten
Fit-Parameter konnen anhand der Tabelle 36 wie folgt zusammengefasst werden: die
mit [85] bestimmten AGy-Werte fiir LDL und HDL2 sind positiv und AG, der VLDL-
Probe ist nach Bestimmung mit Hilfe der Fit-Funktion (2.16) negativ, wobei hierbei der
Fit-Fehler aufgrund der Messdaten sehr grof ist. Fiir die Anderung des molaren Teil-

volumens AV, werden definitionsgemafs negative Werte ermittelt.
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Bild 80: Cholin-Kopfgruppen-Signalintegrale der Serum und Lipoprotein-Proben gemessen
mit der Pulssequenz noesygpprld an einem 800 MHz-NMR-Spektrometer bei T=313 K in
Abhingigkeit des Drucks von 0,1 MPa bis 200 MPa. Die Daten werden mit Hilfe der Funktion
(2.16) gefittet. Die Fit-Parameter sind in Tabelle 36 zusammengefasst.

Dariiber hinaus wird das Cholesterol-C18-Signalintegral auf seine Druckabhéngigkeit
und die daraus erkennbaren thermodynamischen Eigenschaften untersucht. Dabei
wird zunidchst das Verhalten dieses Signalintegrals bei einer Temperatur von T =
313 K analysiert. Diese Messdaten und die zugehorigen Fit-Kurven mit den Parame-
tern aus Tabelle 36 sind in Bild 81 fiir die VLDL-, HDL2- und HDL3-Proben gezeigt.
Fiir die tibrigen Proben (Serum, IDL und LDL) und fiir eine Temperatur von T = 283 K
war eine Berechnung der Signalintegrale aufgrund der Spektren-Eigenschaften nicht
moglich. Die mit Hilfe von [85] bestimmten Anderungen der Gibbs-Energien sind fiir
alle drei Proben positiv. Die Anderung des molaren Teilvolumens ergibt Werte zwi-
schen AV, = =50 und — 33 mL/mol. Die Messdaten befinden sich in sehr guter Uber-

einstimmung mit den Fit-Kurven (siehe Bild 81).
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Bild 81: Druckabhiingigkeit des Cholesterol-Signalintegrals gemessen an einem 800MHz-
NMR-Spektrometer bei einer Temperatur von T=313 K mit der Pulssequenz noesygpprld. Die
Volumen-Werte wurden auf 1 normiert und gegen den Druck aufgetragen. Die Daten werden
mit Hilfe der Funktion (2.16) gefittet. Die Fit-Parameter sind in Tabelle 36 zusammengefasst.

Tabelle 36

Druckabhéngigkeit der CH2-, CH3-, Cholin-Kopfgruppen- und Cholesterol-
Signalintegrale der Lipoprotein- und Serum-Proben. Die Messungen wurden an einem
800 MHz-NMR-Spektrometer bei den Temperaturen T = 283 K und T = 313 K bei ei-
nem Druckbereich zwischen 0,1 MPa und 200 MPa mit einer noesygpprld Pulsse-
quenz aufgenommen. Die Fit-Parameter c¢,AG, und, AV, wurden mit Hilfe der Druck-
abhingigkeit der Integral-Werte mit der Gleichung (2.16) berechnet.> b < d f

Probe Signal T [K] c AG, [ kJ AV, [m_L
mol mol
Serum CH: 283 7,81 + 4,97 1,56 +2,37 69,60 + 26,28
VLDL 14,77 +52,6 -1,52+£12,3 -16,74 + 37,5
HDL2 0,74 + 0,16 11,32 -171,57 + 28,08
HDL3 5,26 + 0,85 -3,00f -39,79 + 7,71
HDL2 CH: 313 -1,00¢ -20,35 -9,53 + 84,8
HDL3 82,35 -7,91a -6,61
Serum CH> 283 0,55+1,5 2,83+3,7 -100,51 + 138,0
VLDL -1,00 £ 0,74 23,4804 25,78 + 31,44
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LDL -89,08¢ -6,03 -14,91 9,36
HDL2 2,19+ 0,4 1,70 54,95 £ 42,2
HDL3 e 0,17 e

LDL CHs 313 1,51 £ 0,30 7,27 -150,30 + 26,81¢
LDL Cholin 283 -55,59 + 67,35 7,29 -3,03 +2,88¢
VLDL Cholin 313 17,862 8,43 2 -43,42a
LDL 2,20 + 0,79 2,930 27,98 + 3,87
HDL2 0,44 + 0,19 2,640 28,50 + 9,84
VLDL Cholesterol 313 3,69 + 3,12¢ 3,79 + 1,42¢ -40,25 + 15,20¢
HDL2 8,91+2,13 2,870 -50,82 % 2,50
HDL3 6,04 £ 3,57 2,190 -33,96 + 4,89

a Werte besitzen einen grofen Fit-Fehler.
b AGy aus [85]

¢ Nelder-Mead Simplex

d Unscaled Levenberg-Marquardt

e Messdaten sind nicht fitbar.

f Iteratitive Niherung.

3.2,5.2 Chemische Verschiebung

Die in Abschnitt 3.2.4 gezeigte Druckabhangigkeit der chemischen Verschiebung der
CH:-, CHs-, Cholin-Kopfgruppen- und Cholesterol-Signale wird in folgendem Ab-
schnitt in Hinblick auf die thermodynamischen Eigenschaften untersucht. Hierfiir
werden die Messdaten mit Hilfe der Funktion (2.3) gefittet, wodurch die physikali-
schen Grolen AG,, AV, und AB’ berechnet werden konnen. Fiir die gesamten Daten
wird AR’ = 0 gesetzt, da die Daten ansonsten nicht angendhert werden konnen. Das
Acetat-Signal wurde wie in Abschnitt 3.2.4 auf § = 1,875 ppm referenziert.

Die thermodynamischen Analysen der Anderung der chemischen Verschiebung des
CH->-Signals der Serum-, VLDL- und LDL-Proben bei einer Temperatur von T = 283 K
ist in Bild 82 gezeigt. Dabei stellen die Linien die Fit-Kurven der Funktion (2.3) mit den
Parametern aus Tabelle 37 dar. Die Daten der LDL-Probe konnen mit Hilfe der Funkti-
on (2.3) nicht gefittet werden.

Die zugehorigen Druckabhéngigkeiten der chemischen Verschiebung des CH:-Signals
der HDL2- und HDL3-Proben sind in Bild 83 dargestellt.
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Bild 82: Druckabhingigkeit der chemischen Verschiebung 6 des CH:-Signals der Serum-
VLDL- und LDL-Proben gemessen mit der Pulssequenz noesygpprld an einem 800 MHz
NMR-Spektrometer bei T=283 K in Abhingigkeit des Drucks. Die Daten werden mit Hilfe der
Funktion (2.3) gefittet. Die Fit-Parameter sind in Tabelle 37 zusammengefasst.
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Bild 83: Druckabhingigkeit der chemischen Verschiebung & des CH»-Signals der HDL2- und
HDL3 -Proben gemessen mit der Pulssequenz mnoesygpprld an einem 800 MHz-NMR-
Spektrometer bei T=283 K in Abhingigkeit des Drucks. Die Daten werden mit Hilfe der Funk-
tion (2.3) gefittet. Die Fit-Parameter sind in Tabelle 37 zusammengefasst
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Dabei wird das Signal bei beiden Proben in etwa um denselben Betrag in Richtung
kleinerer ppm-Werte verschoben.
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Bild 84: Druckabhingigkeit der chemischen Verschiebung § des CH2-Signals der (a) Serum-,
VLDL- und LDL- und (b) der HDL-Proben gemessen mit der Pulssequenz noesygpprld an
einem 800 MHz-NMR-Spektrometer bei T=313 K in Abhingigkeit des Drucks. Die Daten
werden mit Hilfe der Funktion (2.3) gefittet. Die Fit-Parameter sind in Tabelle 37 zusammen-

gefasst.
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Die berechnete freie Standardenthalpie AGy nimmt fiir Serum und VLDL negative und
fiir die HDL2- und HDL3-Proben positive Werte an. Die Naherung der Daten mit Hilfe
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Bild 85: Druckabhingigkeit der chemischen Verschiebung & des CHs-Signals der (a) Serum-,
VLDL- und LDL- und (b) der HDL-Proben gemessen mit der Pulssequenz noesygpprld an
einem 800 MHz-NMR-Spektrometer bei T=283 K in Abhingigkeit des Drucks. Die Daten
werden mit Hilfe der Funktion (2.3) gefittet. Die Fit-Parameter sind in Tabelle 37 zusammen-

gefasst.
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Bild 86: Druckabhingigkeit der chemischen Verschiebung & des CHs-Signals der Serum-,
VLDL- und LDL-Proben gemessen mit der Pulssequenz noesygpprld an einem 800 MHz-
NMR-Spektrometer bei T=313 K in Abhingigkeit des Drucks. Die Daten werden mit Hilfe der
Funktion (2.3) gefittet. Die Fit-Parameter sind in Tabelle 37 zusammengefasst.

der Funktion (2.3) ergibt fiir die Anderung des molaren Teilvolumens AV, aller Proben
Werte zwischen —0,95 und — 2,50 mL/mol.

Die Druckabhingigkeit der chemischen Verschiebung des CH»-Signals der Serum-,
VLDL- und LDL-Proben, gemessen bei einer Temperatur von T = 313 K, ist in Bild 84
dargestellt. Die zugehorigen Fit-Kurven, welche mit Hilfe der Funktion (2.3) berechnet
werden, mit den Parametern aus Tabelle 37 sind als Linien innerhalb des Graphen zu
sehen. Diese befinden sich in sehr guter Ubereinstimmung mit den Messdaten der
chemischen Verschiebung. Die Daten der HDL2- und HDL3-Proben sind in (b) gezeigt.
Die Druckabhangigkeit der chemischen Verschiebung des CH2-Signals der LDL-Probe
kann mit Hilfe der Funktion (2.3) nicht gefittet werden.

Die Anderung der freien Standardenthalpie besitzt fiir alle Proben positive Werte.

Das molare Teilvolumen AV, der VLDL-Probe liegt bei etwa AV, = —3,3 mL/mol und
AVy = —3,6 mL/mol fiir die Serum-Probe. Das Methylen-Signal innerhalb der Spektren
aller Serum- und Lipoprotein-Proben shiftet bei Erhchung des Drucks auf die Probe in
Richtung niederer Frequenzen.

Die chemische Verschiebung des CHs-Signals der Serum-, LDL- und VLDL-Probe, ge-
messen bei einer Temperatur von T = 283 K, in Abhangigkeit des Drucks p ist in Bild
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85 gezeigt. Die Messwerte fallen mit steigendem Druck ab. Die Kurven der Serum- und
VLDL-Probe besitzen in etwa denselben Verlauf. Die Daten der Serum-Probe kénnen
mit Hilfe der Gleichung (2.3) nicht gefittet werden. Nach Tabelle 37 sind die AG,-Werte
aller Proben positiv und liegen zwischen 0,13 und 0,21 kJ/mol. Die Fit-Kurven befin-
den sich in guter Ubereinstimmung mit den Messdaten.

Die thermodynamische Analyse der Druckabhéngigkeit der chemischen Verschiebung
des CHs-Gruppen-Signals der Serum- und Lipoprotein-Proben mit Hilfe der Fit-
Funktion (2.3) und den Parametern aus Tabelle 37 bei einer Temperatur von T = 313 K
sind in Bild 86 und Bild 87 gezeigt. Die Druckabhéangigkeit der chemischen Verschie-
bung des Methyl-Signals der Serum-Probe ist mit Hilfe der Gleichung (2.3) nicht fitbar.
Fiir die freie Standardenthalpie der VLDL-, LDL- und HDL3-Probe ergeben sich posi-
tive Werte und fiir HDL2 ein negativer Wert. Die Fit-Kurven in Bild 86 und Bild 87
befinden sich in guter Ubereinstimmung mit den Werten der chemischen Verschie-

bung des CHs-Signals.
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Bild 87: Druckabhingigkeit der chemischen Verschiebung & des CHs-Signals der HDL2- und
HDL3-Proben gemessen mit der Pulssequenz noesygpprld an einem 800 MHz-NMR-
Spektrometer bei T=313 K in Abhingigkeit des Drucks. Die Daten werden mit Hilfe der Funk-
tion (2.3) gefittet. Die Fit-Parameter sind in Tabelle 37 zusammengefasst.
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Bild 88: Druckabhingigkeit der chemischen Verschiebung & des Cholin-Kopfgruppen-Signals
der Serum und LDL-, HDL2 und HDL3-Proben gemessen mit der Pulssequenz noesygpprld
an einem 800 MHz-NMR-Spektrometer bei (a) T=283 K und (b) T=313 K in Abhingigkeit des
Drucks. Die Daten werden mit Hilfe der Funktion (2.3) gefittet. Die Fit-Parameter sind in

Tabelle 37 zusammengefasst.

Bild 88 (a) zeigt die Druckabhangigkeit der chemischen Verschiebung des Cholin-
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Kopfgruppen-Signals der Serum- und Lipoprotein-Proben bei einer Temperatur von
T = 283 K mit den jeweiligen Fit-Kurven. Die zugehorigen Fit-Parameter sind in Tabel-

Cholin-Kopfgruppen-Signale im Serumspektrum bei T=283 K

Cholin-Kopfgruppen-Signale im Serumspektrum bei T=313K
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Bild 89: Druckabhingigkeit der chemischen Verschiebung & der verschiedenen Cholin-

Kopfgruppen-Signale der Serum-Probe gemessen mit der Pulssequenz noesygpprld an ei-
nem 800 MHz-NMR-Spektrometer bei (a) T=283 K und (b) T=313 K in Abhingigkeit des
Drucks und (c) der LDL- Probe bei T=313 K und (d) T=283 K und (e) der HDL2-Probe bei
T=313 K. Die Daten werden mit Hilfe der Funktion (2.3) gefittet. Die Fit-Parameter sind in

Tabelle 37 zusammengefasst.
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Bild 90: Druckabhingigkeit der chemischen Verschiebung des Cholesterol-Signals gemessen an
einem 800 MHz-NMR-Spektrometer bei einer Temperatur von T=313 K mit der Pulssequenz
noesygpprld. Die ppm-Werte bei Normaldruck wurden gleich 1 gesetzt und gegen den Druck
aufgetragen. Die Linie zeigt die Fit-Kurve mit der Funktion (2.3).

le 37 zusammengefasst.

Das Cholin-Kopfgruppen-Signal verschiebt sich mit steigendem Druck in Richtung
niedriger Frequenzen. Die Fit-Kurven befinden sich in guter Ubereinstimmung mit den
Messwerten und fallen nahezu parallel zueinander ab. Die mit Hilfe der Fit-Funktion
(2.3) gewonnenen Werte fiir AG, besitzen ein negatives Vorzeichen und nehmen Werte
zwischen —0,06 und — 0,01 kJ/mol an. Die Anderung des molaren Teilvolumens AV,
liegt im Bereich von —0,83 und —0,20 mL/mol.

Nach Erhohung der Messtemperatur von T = 283 K auf T = 313 K ergibt sich die in
Bild 88 (b) dargestellten Druckabhéngigkeiten der chemischen Verschiebung des Cho-
lin-Kopfgruppen-Signals mit den aus Gleichung (2.3) gewonnenen Fit-Kurven. Die
Parameter sind in Tabelle 37 gezeigt.

Im Graphen ist zu erkennen, dass alle Lipoprotein-Proben ein vergleichbares Verhalten
der Druckabhéngigkeit der chemischen Verschiebung dieses Signals aufweisen. Die §-
Werte des Cholin-Kopfgruppen-Signals aller Proben fallen mit steigendem Druck line-
ar und parallel zueinander ab. Mit Hilfe der Gleichung (2.3) werden fiir alle Proben
negative Werte fiir die freie Standardenthalpie berechnet (vgl. Tabelle 37). Die Fit-
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Kurven befinden sich in sehr guter Ubereinstimmung mit den Werten der chemischen
Verschiebung.

In Bild 89 sind die Druckabhéngigkeit der chemischen Verschiebungen aller Cholin-
Kopfgruppen-Signale der Serum-, LDL- und HDL2-Proben gezeigt. Die iibrigen Spek-
tren weisen nur ein sichtbares Cholin-Kopfgruppen-Signal auf.

Die Druckabhingigkeit der chemischen Verschiebung des Cholesterol-Signals der
VLDL-, HDL2- und HDL3-Probe bei einer Temperatur von T = 313 K ist in Bild 90
dargestellt. Mit Hilfe der Funktion (2.3) wurden die Parameter aus Tabelle 37 berech-
net. Das Ergebnis der Fit-Routine ergibt negativ Anderungen der freien Standardent-
halpie AG,, fiir die HDL2-Probe und positiv fiir die VLDL- und HDL3-Probe.

Tabelle 37

Druckabhéngigkeit der CH:-, CHs-, Cholin-

Kopfgruppen- und Cholesterol-Signals der Lipoprotein- und Serum-Proben. Die Mes-

chemischen Verschiebung des

sungen wurden an einem 800 MHz-NMR-Spektrometer bei den Temperaturen T =
283 Kund T = 313 K bei einem Druckbereich zwischen 0,1 MPa und 200 MPa mit einer

noesygpprld Pulssequenz aufgenommen.? b« d

Probe Peak TIKI] 61 5, AG, [% AV, [::_:'l
Serum CH: 283 0,98+ 0,11 0,33+0,13 -0,28+£0,03  -2,50+0,96
VLDL 0,66 +0,74 0,70+ 0,86 -0,28+0,02  -0,95+0,80
LDL b b b b
HDL2 1,23 £ 0,00 -0,05 + 0,00 0,15+0,02 -1,32+0,19
HDL3 1,23 £ 0,00 -0,05+0,01 0,15+0,02 -1,32+0,19
Serum CHz 313 1,34 £ 0,02 -0,11+0,02 1,03 +£0,11 -3,62+£0,63
VLDL 1,35+0,02 -0,13 £ 0,03 1,03+£0,14 -3,32+£0,81
LDL b b b b
HDL2 1,24 +0,01 -0,07 £ 0,02 0,12+ 0,04 -1,14+ 0,36
HDL3 1,23 £ 0,01 -0,09 £ 0,03 0,12+0,02 -0,71+0,29
Serum CHs 283 b b b b
VLDL 0,87+ 0,00 -0,04 £0,01 0,21 £ 0,05 -1,51 £0,57
LDL 0,86 + 0,04 -0,06 £ 0,23 0,13+0,09 -0,58+£1,78
HDL2 0,84 +0,02 -0,05 £ 0,05 0,13+ 0,06 -0,80+0,75
HDL3 0,83 +0,00 -0,03 £ 0,01 0,20+ 0,04 -1,42 £ 0,44
Serum CHs 313 b b b b
VLDL 0,86 + 0,00 -0,02 £ 0,00 0,24 +0,02 -1,89 £ 0,22
LDL 0,84 + 0,00 -0,01 £ 0,00 0,48 £ 0,07 -2,78 £0,61
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HDL2 0,87 +0,14¢ -0,08 £0,18¢ -0,01+0,27¢  -0,77+1,28
HDL3 0,82 +0,00 -0,03 + 0,01 0,24 +0,03 -1,40 £ 0,44
Serum  Cholin 283 3,24 +0,12 -0,09+ 0,14 -0,02+0,18 -0,83 + 0,88

4,007 -0,992 -0,172 -0,20 2
LDL 3,32+0,52 -0,18 + 0,68 -0,02+0,29  -0,33+0,94
3,982 -0,942 -0,162 -0,212
HDL2 3,32+0,12 -0,17 + 0,15 -0,06 +0,07  -0,45+0,20
HDL3 3,26 + 0,04 -0,12+ 0,05 -0,01+0,04 -0,45+0,16
Serum  Cholin 313 3,15+ 0,01 0,06 + 0,01 -029+004 -8,47+1,71
3,26 +0,01 -0,07 + 0,02 +0,04+0,03  -0,85+0,02
3,22 £0,00 -0,05 + 0,00 0,12+ 0,02 -1,11+0,18
VLDL 3,17 +0,02 0,08 +0,02 -0,35+0,06 -6,54+1,98
LDL 3,17+0,01 0,06 £0,00 -0,39 0,03 -10,61 +0,61
4,452 -1,512 -0,192 -0,15
HDL2 3,10 0,02 0,12+0,03 -0,56 0,14 -3,61 +0,99
3,26 +0,01 -0,07 £ 0,02 -0,04 + 0,03 -0,92+0,24
HDL3 3,30 £ 0,36¢ -0,19 + 0,49¢ -0,03 £ 0,21¢ -0,30 £ 0,60
VLDL 1ecs?ec1)';)l 313 0,69 +0,01 -0,05+0,02 0,15+ 0,06 -1,22 +0,54
HDL2 0,59 £ 0,01¢ 0,08 £ 0,03¢ -0,63+0,58<  -10,94 +3,14
HDL3 0,64 +0,01 -0,05+ 0,01 0,12 £ 0,06 -1,40 £ 0,52

« Werte besitzen einen grofien Fit-Fehler.

b Messdaten sind nicht fitbar.

¢ Fit-Algorithmus: Nelder-Mead Simplex.
4 Die Fit-Parameter 81, &,, AGy und AVy wurden mit Hilfe der Druckabhingigkeit der chemischen
Verschiebung mit der Gleichung (2.3) berechnet. Es gilt: AB" = 0.
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3.2.6 Druck- und Temperatur-Reversibilitit der
Effekte an Serum und Lipoproteinen

Eine entscheidende Rolle bei der Untersuchung von Hochdruck-NMR-Messungen
spielt die Reversibilitdt der Druckeffekte nach Entfernen des Drucks auf die Probe.
Daher wurden im Rahmen der Hochdruckmessungen nach Druckerhéhung auf
p = 200 MPa 1D-'H-Spektren der Probe bei Normaldruck aufgenommen. Nach Tem-
peratur- und Druckerhdhung wurden die Anfangsparameter wiederhergestellt, das
heifst T = 283 K und Normaldruck.

CH,

-CH,-CH=CH-
l -CH,-COO

T

-CH,-CH,-COO-

'N(CHa)a

c)

b)

h et e i
3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 [ppm]

Bild 91: 1D '"H-NMR-Spektren von Serum zur Kontrolle der Reversibilitit der Druck- und
Temperatureffekte bei T=283 K und Normaldruck. (a) zeigt die Differenz des Spektrums (d) und
(b). Spektrum (b) wurde vor Beginn der Hochdruckmessreihe bei T=283 K und Normaldruck
aufgenommen. Spektrum (c) zeigt das Messergebnis nach der ersten Druckreihe und Spektrum
(d) das nach Temperaturerhohung auf T=313 K, Druckerhohung und anschlieflendem Wieder-
herstellen der urspriinglichen Parameter. Das Signal ,, 1" bei etwa 1,17 ppm ist mit Hilfe von
Spike-In-Experimenten dem Ethanol zuzuordnen. Ein weiteres Signal befindet sich beim Cho-
lin-Kopfgruppen-Signal bei etwa 3,2 ppm. Das Signal ,2” ist der Substanz Acetat zuzuordnen,

welche Bestandlteil des extrazelluliren Puffers ist.
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Bild 92: 1D-"H-NMR-Spektren von VLDL zur Kontrolle der Reversibilitit der Druck- und
Temperatureffekte bei T=283 K und Normaldruck. Spektrum (a) zeigt die Differenz des Spekt-
rums (d) und (b). Spektrum (b) wurde vor Beginn der Hochdruckmessreihe bei T=283 K und
Normaldruck aufgenommen. Spektrum (c) zeigt das Messergebnis nach der ersten Druckreihe
und Spektrum (d) das nach Temperaturerhohung auf T=313 K, Druckerhohung und anschlie-
flendem Wiederherstellen der urspriinglichen Parameter. Das Signal ,1” tritt nach Tempem-

tur- und Druckerhohung auf und kann keiner Substanz zugeordnet werden.

Die Ergebnisse dieser Messungen an Serum sind in Bild 91 dargestellt. Dabei ist in Bild
91 (a) das Spektrum bei Normaldruck und T = 283 K. Bild 91 (b) zeigt das Ergebnis der
Messung nach Druckerhéhung und Entfernen des Drucks. In Bild 91 (c) ist die Mes-
sung nach der Temperaturerhohung auf T = 313 K, der Druckerhhung und anschlie-
flendem Wiederherstellen der urspriinglichen Anfangsparameter (T =283 K und
Normaldruck) dargestellt.

Die Methyl- und Methylensignale weisen eine vollstandige Druck- und Temperatur-
Reversibilitdt auf. Dies gilt auch fiir die tibrigen Signale des Spektrums. Von Bild 91 (b)
zu (c) treten jedoch zusitzliche Signale bei etwa § = 1,17 ppm und beim Cholin-
Kopfgruppen-Signal bei etwa § = 3,2 ppm auf. Da es sich dabei um relativ schmale
Peaks handelt, kann man davon ausgehen, dass diese Signale niedermolekularen Sub-

stanzen zuzuordnen sind. Der Triplett-Peak bei § = 1,17 ppm kann mit Hilfe der Refe-
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Bild 93: 1D-"H-NMR-Spektren von IDL zur Kontrolle der Reversibilitit der Druck- und Tem-
peratureffekte bei T=283 K und Normaldruck. (a) zeigt die Differenz des Spektrums (d) und (b).
Spektrum (b) wurde vor Beginn der Hochdruckmessreihe bei T=283 K und Normaldruck aufge-
nommen. Spektrum (c) zeigt das Messergebnis nach der ersten Druckreihe und Spektrum (d)
das nach Temperaturerhohung auf T=313 K, Druckerhohung und anschliefSendem Wiederher-

stellen der urspriinglichen Parameter.

renzspektren dem Ethanol zugeordnet werden. Die Ursache fiir das Auftreten des
Ethanols nach Druckerhohung ist, dass in den Leitungen der Hochdruckanlage mini-
male Mengen an Ethanol vorhanden sind. Die Membran kann teilweise bei Drucker-
hoéhung undicht werden. Daher ist eine geringe Konzentration von Ethanol detektier-
bar.

Die Reversibilitit von VLDL wird mit Hilfe der in Bild 92 gezeigten Spektren {iiber-
priift. Die Auftragung der Spektren in dieser Abbildung wurde analog zu der in Bild
91 gewahlt. Die Spektren sind trotz Temperatur- und Druckerhhung nahezu vollstan-
dig reversibel, jedoch tritt nach Temperatur- und Druckerhdhung bei etwa § =
1,638 ppm ein Signal und bei § = 0,853 ppm ein Nebenmaximum im Methylbereich
auf. Dieser Druck- und/ oder Temperatureffekt verschwindet auch nach ldngerer Zeit
(12 Stunden) und erneuter Messung der Probe nicht.
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Bild 94: 1D-'H-NMR-Spektren von LDL zur Kontrolle der Reversibilitit der Druck- und
Temperatureffekte bei T=283 K und Normaldruck. (a) zeigt die Differenz des Spektrums (d) und
(b). Spektrum (b) wurde vor Beginn der Hochdruckmessreihe bei T=283 K und Normaldruck
aufgenommen. Spektrum (c) zeigt das Messergebnis nach der ersten Druckreihe und Spektrum
(d) das nach Temperaturerhohung auf T=313 K, Druckerhohung und anschlieffendem Wieder-
herstellen der urspriinglichen Parameter. Das Signal ,,1” bei etwa 1,17 ppm ist mit Hilfe von
Spike-In-Experimenten dem Ethanol zuzuordnen. Ein weiteres Signal befindet sich beim Cho-
lin-Kopfgruppen-Signal bei etwa 3,2 ppm. Das Signal ,, 2 ist der Substanz Acetat zuzuordnen,

welche Bestandlteil des extrazelluliren Puffers ist.

Die Kontrollmessungen der IDL-Probe sind in Bild 93 dargestellt. Die Spektren sind
trotz Temperatur- und Druckerhchung nahezu vollstandig reversibel, jedoch tritt nach
Temperatur- und Druckerh6hung im Bereich des Cholin-Kopfgruppen-Signals ein zu-
satzlicher mit dem bei Serum vergleichbaren Peak auf. Das Ethanol-Signal bei § =
1,17 ppm ist bei dieser Probe bereits bei Messbeginn sichtbar und scheint sich durch
Temperatur- und Druckerhdhung zu verstirken. Die Druck- und Temperatureffekte

der {ibrigen Signale sind vollstandig reversibel.
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Bild 95: 1D-'H-NMR-Spektren von (a) HDL2 und (b) HDL3 zur Kontrolle der Reversibilitit
der Druck- und Temperatureffekte bei T=283 K und Normaldruck. Spektrum #1 zeigt die Diffe-
renz des Spektrums (#4) und (#2). (#2) wurde vor Beginn der Hochdruckmessreihe bei T=283 K
und Normaldruck aufgenommen. Spektrum (#3) zeigt das Messergebnis nach der ersten Druck-
reihe und Spektrum (#4) das nach Temperaturerhohung auf T=313 K, Druckerhohung und
anschlieflendem wiederherstellen der urspriinglichen Parameter. Das Signal ,,1” ist der Sub-

stanz Acetat zuzuordnen, welche Bestandteil des extrazelluliren Puffers ist.

In Bild 94 sind die Spektren der Messungen an LDL zur Uberpriifung der Reversibilitit
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der Druck- und Temperatureffekte gezeigt. Die drei Spektren sind nahezu identisch bis
auf das Ethanol-Signal bei etwa 6 = 1,17 ppm, welches nach Temperatur- und Druck-
erhohung zu erkennen ist

Um die Reversibilitit der Druck- und Temperatureffekte beim HDL2 zu {iberpriifen,
wurden die Spektren wie fiir die bisher gezeigten Lipoproteine und Serum in Bild 95
(a) aufgetragen. Hierbei sind die Spektren sowohl nach Druck- als auch nach Tempera-
tur- und Druckerh6hung identisch. Jedes Signal nimmt wieder seine urspriingliche
Form an, was eine vollstandige Druck- und Temperaturreversibilitat bedeutet.

Analog zu HDL2 konnte ebenfalls die Reversibilitat der Temperatur- und Druckeffekte
bei HDL3 nachgewiesen werden. Die Spektren sind in Bild 95 (b) dargestellt und zei-
gen keine Veranderungen, nachdem nach Druck- und Temperaturerhéhung die ur-
spriinglichen Parameter wiederhergestellt wurden.

Aufgrund der in diesem Abschnitt gezeigten Messergebnisse konnte die Reversibilitat
der Temperatur- und Druckeffekte beziiglich der Methyl- und Methylengruppen der
Serum- und Lipoprotein-Proben bestatigt werden. Im Allgemeinen treten nur Veran-
derungen kleinerer Metaboliten auf. Hierbei ist die Substanz Ethanol meist nach Tem-
peratur- und Druckerhéhung zu erwédhnen. Wie bereits diskutiert, enthélt das Wasser
der Hochdruckleitung geringe Mengen von Ethanol. Somit kann Ethanol bei Anlegen

eines hohen Drucks durch die Membran von den Leitungen in die Probe gelangen.






4. Diskussion der Ergebnisse

In diesem Kapitel werden die in Abschnitt 3 dargestellten Messergebnisse sowohl der
Diabetesstudie als auch der Hochdruckmessungen mit Hilfe aktueller Forschungs-
grundlagen diskutiert und mit den Ergebnissen anderer Forschungsgruppen vergli-
chen. Dabei wird mit der Diskussion der Ergebnisse der Diabetesstudie begonnen. An-
schlieffend werden die Effekte der Hochdruckmessungen beziiglich ihrer moglichen

Ursachen analysiert.

4.1 Diskussion der Ergebnisse der Diabe-
tesstudie

Dieser Absatz fasst die in Abschnitt 3.1 gewonnenen Ergebnisse kurz zusammen und
diskutiert diese mit Hilfe aktueller Forschungsgrundlagen. Die diskutierten Ergebnisse
sind nach bestem Wissen und Gewissen mit Hilfe zugrundeliegender Literatur darge-
stellt.

Entscheidend fiir die Wahl der NMR-Spektroskopie als Messmethode fiir die Analyse
der Diabetesstudie ist die Tatsache, dass hierbei keine physikalische oder chemische
Probenvorbehandlung notwendig ist und die Proben somit nicht zerstért werden. Um
die Proben fiir andere Messmethoden wiederverwenden zu konnen, wurde zudem auf
einen internen Standard verzichtet.

Dabei ist dies die erste Analyse eines Probenkollektivs mit rund neuntausend Riick-
stellproben zu 618 Studienteilnehmern mit Pradiabetes, Diabetes und Teilnehmern im
Normbereich. Die Kollektivbeschreibung der Diabetesstudie hat ergeben, dass das aus
618 Studienteilnehmern bestehende Kollektiv mit den zugehorigen Riickstellproben
interessante Ergebnisse beziiglich eventueller Biomarker fiir die Diabetesfritherken-
nung erwarten ldsst. Bei einem Grofiteil der Studienteilnehmer liegen mindestens eine
der folgenden patientenspezifischen Daten, wie beispielsweise Alter und Body Mass
Index, im risikogefdhrdeten Bereich. Diese wurden bereits in der Literatur als solche
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identifiziert [19,93,94]. Als Risikofaktoren fiir Diabetes gelten hierbei, wenn das Alter
der Person mehr als 45 Jahre betrigt und/oder der BMI grofler als 27,7 kg/m? ist [94].
Das Kollektiv spiegelt die Bevolkerung, fiir die eine Diabetesfritherkennung besonders
von Bedeutung ist, gut wieder. Es sind somit sowohl gesunde Personen, die entweder
gefdhrdet oder nicht gefahrdet sind, an Typ-2-Diabetes zu erkranken, als auch bereits
an Pradiabetes oder Diabetes leidende Personen an der Studie beteiligt. Die Kollektiv-
grofie ist ausreichend, um signifikante Ergebnisse der statistischen Auswertemethoden
erhalten zu konnen.

Die Hauptkomponentenanalyse der gesamten Spektren aus Abschnitt 3.1.2 brachte
keine signifikanten Ergebnisse. Dies war zu erwarten, da die Plasmaproben viele
hochmolekularen Substanzen beinhalten, welche zu breiten Signalen (beispielsweise
von Lipoproteinen) und einem breiten Untergrundsignal, welches unter anderem von
dem Protein Albumin stammt, fithren. Dies erschwert die Auswertung der dariiber
liegenden scharfen Peaks mit Hilfe von Bucketing-Methoden. Die Integration dieser
Rechtecke liefert aufgrund dieses Untergrunds keine signifikanten Ergebnisse zur
Fritherkennung von Typ-2-Diabetes.

Um eventuelle Unterschiede zwischen gesunden Studienteilnehmern und Pradiabeti-
kern oder Diabetikern im NMR-Spektrum des Blutplasmas festzustellen, wurden die
Spektren qualitativ analysiert. Des Weiteren wurden diese Ergebnisse mit den jeweili-
gen Lipoproteinprofilen verglichen. Diesbeziiglich wurde bei der Analyse der Spektren
der Niichternplasmaproben eines gesunden Studienteilnehmers und eines Diabetikers
ein signifikanter Unterschied im Bereich der Resonanzen der CH>- und CHs-Gruppen
festgestellt. Dieser Bereich der Methyl- und Methylengruppen wurde bereits von meh-
reren Forschungsgruppen zur Quantifizierung von Lipoproteinklassen bzw. -
subklassen untersucht [95,96]. Hierzu werden die Formen der CH2- und CHs- Signale
mit Hilfe von Lorentz-Funktionen der Lipoprotein(sub-)klassen gefittet. Demnach
setzen sich diese Bereiche aus den Resonanzen der Lipoprotein(sub-)klassen zusam-
men. Somit kann man beim Vergleich der Niichternplasmaproben eines gesunden Stu-
dienteilnehmers und eines Diabetikers nach Bild 31 und beim Vergleich der Lipopro-
teinprofile folgende Schlussfolgerungen ziehen: beim Diabetiker ist die VLDL-
Konzentration im Niichternblutplasma hoher und die HDL- und LDL- Konzentration
niedriger als bei einer gesunden Person. In Tabelle 38 sind die berechneten Teilchen-
zahlen der Lipoproteinklassen des Diabetikers und des gesunden Studienteilnehmers
dargestellt, welche von numares bestimmt wurden. Diese belegen ebenfalls, dass der
Diabetiker eine hohere Anzahl an Chylomikronen und VLDL aufweist als der gesunde
Studienteilnehmer. Die Anzahl der HDLs und LDLs ist bei dem gesunden Studienteil-

nehmer hoher.
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Tabelle 38
Vergleich der Lipoprotein-Teilchenanzahl eines gesunden Studienteilnehmers und
eines Diabetikers aus Bild 31.

Teilchenanzahl Gesunder Studienteilnehmer Diabetiker
Chylomikronen 0,87 1,46
VLDL 135 159
LDL 1324 1238
HDL 26066 23353

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die gewichteten Integrale der Lipoproteinsubklassen
als Grundlage fiir die statistische Auswertung herangezogen. Die Integrale der Fit-
Kurven der Lipoproteinsubklassen korrelieren mit den Teilchenzahlen. Das heifst, dass
mit Hilfe der Ergebnisse, die mit Hilfe der Integrale der modellierten Kurven der 15
Lipoproteinsubklassen L1 bis L15 erzielt wurden, eine Aussage tliber die Lipoprotein-
Teilchenzahl getroffen werden kann. Fiir die qualitative Analyse der Spektren wurden
die Konzentrationen der einzelnen Lipoproteinsubklassen herangezogen.

Aufserdem unterscheidet sich die Hohe des Laktat-Signals, was verschiedene Laktat-
Konzentrationen bedeutet. Die Laktat-Konzentration im Niichternblutplasma ist bei
dem Diabetiker hoher als bei der gesunden Person. Die Ursache hierfiir konnte der
erhohte Blutzuckerspiegel beim Diabetiker sein. Mit Hilfe der Glykolyse wird nach [97]
Glucose zu Pyruvat umgewandelt (siehe Bild 96). Bei der Milchsauregarung findet eine
Umwandlung von Pyruvat zu Laktat statt [98]. Dies konnte somit ein Grund fiir die
erhohte Laktat-Konzentration beim Diabetiker sein. Dies konnte bereits im Jahr 1988
von Reaven et al. beobachtet werden [99]. Nach [100] wurde von Ohlsson et al. ein er-
hohter Ruhelaktat-Spiegel als Biomarker fiir Typ-2-Diabetes identifiziert. Somit spielt
Laktat als Biomarker fiir Diabetes bereits seit tiber 20 Jahren eine bedeutende Rolle.
Des Weiteren ist bei den Niichternplasmaproben der Studienteilnehmer ein zusatzli-
cher Peak im Methylbereich bei etwa § = 0,857 ppm zu sehen. Es scheint sich dabei um
eine niedermolekulare Substanz zu handeln, da dieser Peak bei den Messungen mit
der diffusionsgewichteten Pulssequenz ledbpgppr2sld mit einer Gradientenstiarke von
40 % verschwunden ist. Die Multiplizitat des Signals ist ein Singulett mit einer Linien-
breite von etwa A= 1,77 Hz. Da es sich um ein Singulett handelt, existieren keine
gleichartigen Kopplungpartner. Dieses Signal ist bei den Spektren der Diabetiker star-
ker ausgepragt, jedoch bei allen Patientengruppen vorhanden. Eine Zuordnung dieses
Signals ist im Rahmen dieser Arbeit nicht moglich.

Ein Dublett-Signal mit dem Kopplungsparameter J(HH) = 6,49 Hz, das bei den Niich-
ternplasmaproben bei §=1,143 ppm auftritt, wird anschlieffend genauer diskutiert.
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Jedoch ist bereits hier zu erwadhnen, dass dieser Peak nahezu ausschliefflich bei den
niichternen Personen auftritt.

Der Vergleich der Lipoproteinprofile und Spektren der Niichternplasmaproben und
der Proben zwei Stunden nach Glucoseeinahme eines Diabetikers mit denen einer ge-
sunden Person zeigt eine starke Reaktion auf die Glucoseeinnahme. Im Bereich der
kleinen Lipoproteine (L2 bis L5) sinkt die Konzentration zwei Stunden nach Gluoseei-
nahme stark ab. Im Bereich L8 bis L15 (grofies LDL bis grofie Chylomikronen) jedoch
nehmen die Integrale nach Glucoseeinahme zu. Dies gilt sowohl fiir den Diabetiker als
auch fiir den gesunden Studienteilnehmer. Jedoch ist die Reaktion auf die Glucoseei-
nahme bei der gesunden Person im Bereich L9 bis L15 viel starker als die beim Diabeti-
ker.

Bei der Analyse der Spektren und Lipoproteinprofile der Riickstellproben, enthnommen
in einem Zeitraum von acht Jahren, eines gesunden Studienteilnehmers sind keine sig-
nifikanten Unterschiede festzustellen. Im Gegensatz dazu verandern sich die Form der
Spektren und die zugehorigen Werte des Lipoproteinprofils der Riickstellproben eines
Pradiabetikers mit abnormer Niichternglucose stark. Dabei fallt vor allem eine veran-
derte Form des Methylenbereichs im Spektrum auf. Eine Analyse dieses Bereichs unter
Verwendung der Lipoproteinprofile zeigt eine Abnahme der Werte des mittleren und
grofien HDLs. Ein minimaler Anstieg des Bereichs von sehr groffem LDL (L9) bis hin
zum grofsen VLDL (L12) kann ebenfalls beobachtet werden.

Die Spektren der Riickstellproben eines Studienteilnehmers mit gestorter Glucosetole-
ranz zeigen eine Verdanderung in der Form und Hohe der Signale der Methylengrup-
pen. Die Werte der Lipoproteinsubklassen variieren innerhalb der sechs Jahre sehr.

Bei einem Pradiabetiker mit abnormer Niichternglucose und gestorter Glucosetoleranz
sinkt nach Betrachtung der Spektren der Riickstellproben und der Lipoproteinprofile
die Konzentration des mittleren und grofsen HDL. Bei Vergleich der Werte des Lip-
oproteinprofils der 4 Riickstellproben, entnommen innerhalb von vier Jahren, zeigt sich
eine steigende Tendenz der grofieren Lipoproteine, beginnend mit dem kleinen LDL
(L6).
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Bild 96: Glycolyse: Die Glucose wird von den Blutgefifien iiber sog. Glucosetransporter in der
Zelle mit Hilfe der Hexokinase in Glucose-6-Phosphat umgewandelt. Anschlieffend kann dieses
unter ATP- und H+-Abgabe in Pyruvat umgewandelt werden, welches anschliefSend bei der

Milchsiuregirung in Laktat umgeformt wird [127] (aus [127]).

Bei den Riickstellproben eines Diabetikers ist die grofite Veranderung innerhalb der
sieben Jahre festzustellen. Hierbei findet innerhalb dieses Zeitraums eine Umverteilung
der Lipoproteine im Blutplasma statt. Dabei sinkt vor allem die Konzentration des
mittleren und grofleren HDLs bei den neueren Proben immer weiter, was sich sowohl
bei qualitativer Betrachtung als auch im Lipoproteinprofil zeigt. Zudem sinken die
VLDL-Werte im Verlauf der vier Jahre. Dies bestitigt die in Abschnitt 3.1.3 mit Hilfe
der logistischen Regressionsanalyse gewonnenen Ergebnisse. Hierbei wurde ebenfalls
ein signifikanter Unterschied fiir das mittlere HDL (L2) festgestellt.

Zusatzlich sind bei der neuesten Riickstellprobe zwei zusatzliche Peaks im Gegensatz
zu den iibrigen Spektren bei etwa § = 0,875 ppm und 1,143 ppm zu sehen. Die Gluco-
se-Konzentration und der Bereich der ungesattigten Fettsauren bleiben innerhalb der
Blutspenden relativ konstant.

Unabhidngig von dem jeweiligen Ergebnis des oralen Glucosetoleranztests sind zwei

erhebliche Unterschiede zwischen den Blutplasmaproben vor und nach diesem Test
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festzustellen, welche bereits zu Beginn dieses Abschnitts erwdahnt wurden. Zum einen
das Dublett bei § = 1,143 ppm. Dieser Peak tritt in erster Linie bei den Niichternplas-
maproben auf und ist bei den Proben, die zwei Stunden nach der Glucose-Einnahme
entnommen wurden, nicht sichtbar. Zum anderen ist bei den Niichternplasmaproben
beim Maximum des Bereichs der Methylenresonanzen bei etwa § = 0,857 ppm ein
Peak zu erkennen, der bei den zweiten Proben des oralen Glucosetoleranztests nicht zu
finden ist.

Betrachtet man die Ergebnisse der logistischen Regression der gefitteten Lipoprotein-
profile, so kann ein Zusammenhang zwischen einzelnen Lipoproteinsubklassen und
Diabetes bzw. Pradiabetes festgestellt werden. Die statistische Auswertungsmethode
der logistischen Regression wurde aufgrund der bindren Zielvariablen gewahlt. Diese
Methode wurde ebenfalls von Wang et. al in [9] fiir medizinische Daten, die mit Hilfe
von Fliissigchromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung (kurz: LC-MS) ge-
wonnen wurden, verwendet. Wang untersuchte hierbei ein Kollektiv aus 2422 gesun-
den Personen, welches zwolf Jahre prospektiv beobachtet wurde. 201 Studienteilneh-
mer entwickelten wahrend dieser Studie Diabetes. Er matchte dabei das Kollektiv nach
dem Alter, Body Mass Index und der Niichternglucose. Wang erkannte hierbei eine
starke Korrelation zwischen den Aminosauren Isoleucin, Leucin, Valin, Tyrosin und
Phenylalanin und der Diabeteserkrankung. Mit der Kombination aus den drei Amino-
sduren Isoleucin, Phenylalanin und Tyrosin konnte eine Diabetesfritherkennung reali-
siert werden [9]. Diese Ergebnisse zeigen, welche entscheidende Rolle Aminosduren
bei der Entwicklung von Diabetes besitzen.

Bei der logistischen Regressionsanalyse der Blutplasmaproben, die zwei Stunden nach
der Glucoseeinnahme entnommen wurden, konnte eine signifikante Korrelation zwi-
schen folgenden Lipoproteinsubklassen und Pradiabetes ermittelt werden: L2 (mittle-
res HDL), L5 (sehr kleines LDL) und L11-L13 (kleines und grofies VLDL und Rem-
nants). Als sogenanntes Basic Modell wurden jeweils das Alter, der Body Mass Index
und das Geschlecht des Studienteilnehmers mitgefittet, da diese patientenspezifischen
Daten bekanntermaflen laut Literatur stark mit Diabetes korrelieren [19,93,94]. Eine
Veranderung dieser Lipoproteinsubklassen wurde auch bei der logistischen Regressi-
onsanalyse von gesunden Studienteilnehmern und Studienteilnehmern mit Pradiabe-
tes und Diabetes beobachtet. Somit konnten die von Wang et al. in [7] identifizierten
erhohten Konzentrationen der VLDL-Subklassenpartikel bei den Pradiabetikern und
Diabetikern reproduziert werden. Des Weiteren wurde eine Veranderung der Kon-
zentration des mittleren HDLs festgestellt, was sich ebenfalls in Ubereinstimmung mit
[9] befindet. Dabei ist zu beachten, dass Wang et al. die Einteilung der Lipoproteinsub-

klassen beziiglich ihrer Grofse anders als in Tabelle 4 definiert. Geht man somit von der
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gleichen Partikelgrofie aus, stimmen die Ergebnisse dieser Arbeit mit denen von Wang
et al. tiberein (vergleiche Tabelle 39).

Tabelle 39
Klassifizierung der Lipoproteinsubklassen nach numares und Wang et al. aus [7].
Partikel- Partikel-
NMR Lip- Zugehorige Lipopro- Lipoprotein- durchmes- |durchmes-
oprotein- teinsubfraktion (numa- subfraktion ser [nm] ser [nm]
subfraktionen | res) (Wang et al.) (Wang et al.) | (numares
L15 >150
L14 100-150
L13 >=75 80-100
L12 Grofie VLDLs Sehr grofie VLDLs 64 60-80
L11 Kleine VLDLs Grofie VLDLs 53,6 40-60
Mittlere VLDLs 445
L10 1L Kleine VLDLs 36,8 30-40
Sehr kleine VLDLs 31,3
L9 | Sehr grofie LDLs IDL 28,6 25-30
Grofie LDL 25,5
L8 Grofle LDLs Mittlere LDL 23 22-25
L7 Mittlere LDLs 21-22
L6 Kleine LDLs 19-21
L5 Sehr kleine LDLs Kleine LDLs 18,7 16-19
L4 Sehr grofie HDLs Sehr grofse HDLs 14,3 13-16
L3 Grofse HDLs j: Grofde HDLs 12,1 10-13
Mittlere HDLs 10,9
L2 Mittlere HDLs kleine HDLs 8,7 8,5-10
L1 Kleine HDLs 7-8,5

Die logistische Regressionsanalyse der Niichternplasmaproben wies keine signifikan-
ten Korrelationen zwischen Lipoproteinsubklassen und Diabetes bzw. Pradiabetes auf.
Eine mogliche Ursache dafiir konnte der unterschiedliche Metabolismus nach der Glu-
coseeinnahme sein, der je nach Krankheitsstadium voneinander abweicht. Nach der
Glucoseaufnahme wird die Glucose, wie bereits in Abschnitt 1.2.1 erwahnt, abgebaut
oder zur Glycogensynthese verwendet. Steigt der Blutzuckerspiegel an, so wird die
Insulinsekretion verstarkt, was zu einer verstarkten Aufnahme der Glucose im Fett-
und Muskelgewebe fiihrt. Dabei findet im Fettgewebe erst eine Umwandlung der Glu-
cose zu Glycerol und dann zu Acetyl-CoA statt. Anschliefsend wird es in der Liponeo-
genese als Triglyceride gespeichert [101]. Eine Stoffwechselstorung wie Diabetes oder
Pradiabetes kann somit zu unterschiedlich starken Reaktionen auf die Glucoseeinahme
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fithren. Dies wiirde die starken Unterschiede einzelner Lipoproteine zwischen Diabeti-
kern oder Pradiabetikern und gesunden Personen erkldren. Die Niichternplasmapro-
ben aller Studienteilnehmer unterscheiden sich nicht signifikant voneinander, was sich
durch das lange Fasten von zwolf Stunden erklaren lassen wiirde. Hierbei scheint der
Unterschied zwischen den berechneten Lipoproteinprofilen aufgrund der Tatsache,
dass keine Nahrstoffe metabolisiert werden miissen, relativ gering zu sein.

Eine Analyse der mit Hilfe der am Lehrstuhl geschriebenen Routine in MATLAB aus
Abschnitt 3.1.2.2 gewonnenen Daten der niedermolekularen Metaboliten mittels logis-
tischer Regression zeigte keinen signifikanten Zusammenhang zwischen diesen und
dem Grad der Diabeteserkrankung. Weitere Untersuchungen dieser Daten und eine
Verbesserung der Methode konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht beendet werden.
Wie in [102] von Howard zusammengefasst, spielt der Metabolismus der Lipoproteine
fiir die Diabeteserkrankung eine bedeutende Rolle und wurde bereits von vielen
Gruppen untersucht [7,9] Dabei konnte man bei einigen Studien eine erhéhte VLDL-
Konzentration bei Typ-2-Diabetikern feststellen [103,104,105,106,107,108,109]. Eine
Ubersicht aus [103] der Abweichungen der Lipoproteinspiegel und die damit zusam-

menhangenden Veranderungen des Stoffwechsels ist in Tabelle 40 gezeigt.

Tabelle 40
Abweichungen der Lipoproteinspiegel und deren Konsequenzen fiir den Lipidstoff-

wechsel bei Typ-2-Diabetikern.

Lipoproteinklasse Verinderung des Stoffwechsels

VLDL (1) Erhohte Produktion der Triglyceride und apoB
Verminderter Abbau der Triglyceride und apoB
Angereichert in Remnants
Verstarkte Induktion der zelluldren Lipidansammlung
LDL (T-) Erhohte Herstellung von apoB
Verminderter rezeptorgesteuerter Abbau
Kleinere Grofie, hohere Dichte
Anreicherung von Triglyceriden
Glykierung
Oxidation
HDL ({) Erhohter Abbau von apoB
Kleinerer Anteil von HDL2
Anreicherung von Triglyceriden
Glykierung

Verringerter reverser Cholesterol-Transport

Quelle: [103].
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In Mallol et al. ist ebenfalls eine Ubersicht einiger Studien zu Typ-1 und Typ-2-
Diabetes mit Hilfe von 'H-NMR-Spektroskopie gezeigt [47]. Im Allgemeinen konnte im
Rahmen mehrerer Studien validiert werden, dass die Konzentration sowohl des ge-
samten, des grofien und kleinen VLDL als auch des gesamten, des mittleren und klei-
nen LDL bei Diabetikern erhoht und die Konzentration des groflen LDL und gesamt
HDL bei Diabetikern erniedrigt ist [110,111,112].

Eine Senkung der VLDL-Konzentration kann durch Verbesserung des Blutzuckerspie-
gels erzielt werden, was darauf schliefen lasst, dass die Uberproduktion von der Hy-
perglykamie induziert ist [113,114,115,116]. Wang et al. veroffentlichte im Jahr 2012
Ergebnisse einer Studie mit neuntausend Mannern, bei der die Lipoproteinsubklassen
mit Hilfe der statistischen Methode ANOVA hinsichtlich eventueller Biomarker fiir
Typ-2-Diabetes untersucht wurden [7]. Dabei nahmen sowohl gesunde Personen als
auch Préadiabetiker und Diabetiker an dieser Studie teil. Im Rahmen dieser Auswer-
tung wurde im Bereich der Methyl- und Methylengruppen unter Verwendung von
VLDL-Referenzspektren bei den Diabetikern einen hoheren VLDL-Spiegel als bei den
gesunden Studienteilnehmern beobachtet. Allgemein konnte eine Korrelation zwischen
den Konzentrationen der Lipoproteinsubklassen und einer abnormen Glucosetoleranz
festgestellt werden. All diese Untersuchungen und Ergebnisse konnten im Rahmen der
Diabetesstudie reproduziert werden. Laut [117] ist bei den Diabetikern zudem die
VLDL-Apo-B-Produktion erhoht, was zu einer hoheren Konzentration von VLDL-
Remnants fiihrt. Diese Partikel sind sehr cholesterolreich und kénnen somit eine
Atherosklerose hervorrufen, was wiederum starke Folgeerkrankungen und Risiken mit
sich bringt. Die Ubereinstimmung der Ergebnisse dieser Arbeit mit denen anderer
Gruppen zeigt, dass sowohl die Messmethode der NMR-Spektroskopie als auch das
statistische Auswerteverfahren mit Hilfe der logistischen Regressionsanalyse sehr gute
Ergebnisse liefern. Hierbei zeigen sich starke Unterschiede zwischen dem Lipoprotein-
stoffwechsel einer gesunden Person oder eines Pradiabetikers oder Diabetikers. Vor
allem die VLDL-Partikel spielen eine sehr wichtige Rolle als Diabetesmarker. Dariiber
hinaus konnen weitere bereits bekannte Biomarker fiir Typ-2-Diabetes festgestellt wer-
den. Dazu zdhlen wie bereits erwahnt Laktat und Glucose. Der Blutzuckerspiegel ist
hierbei der bekannteste Vertreter fiir die Diabetesdiagnose. Mit Hilfe dieses Glucosele-
vels wird im Rahmen des oralen Glucosetoleranztests Pradiabetes und Diabetes diag-
nostiziert. Die NMR-Spektren zeigen grofie Unterschiede sowohl im Bereich der Me-
thyl- und Methylengruppen als auch der niedermolekularen Substanzen zwischen den
jeweiligen Studienteilnehmern. Somit sind bei der weiteren Analyse der Daten zusatz-
liche Marker fiir die Diabetesfritherkennung zu erwarten. Dabei spielt nicht nur die

Analyse der hochmolekularen sondern auch der niedermolekularen Substanzen eine
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entscheidende Rolle. Des Weiteren sind genauere Analysen der Riickstellproben in
Hinblick auf Trends bei der Diabetesentwicklung vonndten, um die Typ-2-

Diabeteserkrankung friihzeitig diagnostizieren zu konnen.

4.2  Diskussion der Hochdruck-
Messergebnisse an Lipoproteinen und
Serum

Dieses Kapitel diskutiert die in Abschnitt 3.2 erzielten Ergebnisse beziiglich der Hoch-
druck-NMR-Messungen an Serum und Lipoproteinen. Die qualitativen Analysen der
Hochdruck-NMR-Spektren ergaben bei dem grofiten Lipoproteinpartikel, dem VLDL,
und dem Serum grofiere Druckeffekte bei der CHz-Gruppe als bei der CHs-Gruppe. Bei
den kleineren Lipoprotein-Partikeln zeigt sich fiir die CHz- und die CHs-Gruppe eine
etwa gleich starke Druckabhangigkeit der Signale. Des Weiteren waren die Druckeffek-
te bei einer Temperatur von T = 283 K grofser als bei einer hoheren Temperatur von
T =313 K. Das Signal der Cholin-Kopfgruppe ist bei grofieren Lipoprotein-Partikeln
bei hoherer Temperatur (T = 313 K) aufgespalten und es sind die einzelnen Signale
des Sphingomyelin und Phosphatidylcholin zu erkennen. Dabei waren hdhere
Druckeffekte und somit ein starkerer Signalabfall bei dem Phosphatidylcholin zu be-
obachten. Dies gilt fiir die Serum-, IDL- und LDL-Proben. Das Cholin-Kopfgruppen-
Signal ist bei den HDL-Proben nicht aufgespalten. Hierbei fand eine starke Verschie-
bung des Signals zu kleinen Frequenzen hin statt. Sphingomyelin ist laut Literatur
[118] in allen Lipoproteinen auf der dufleren Membran enthalten.

In Abschnitt 3.2.5.1 sind die Ergebnisse der thermodynamischen Auswertung der CHz-,
CHs-, Cholin-Kopfgruppen- und Cholesterol-Signalintegrale mit Hilfe des Drei-
Kompartiment-Modells mit der Funktion (2.16) zusammengefasst. Nahezu alle ge-
wonnenen Ergebnisse wurden mit Hilfe des nach [85] berechneten AG,-Wertes gefittet.
Die Anderung des Kompressibilititsfaktors AR’ wurde im Rahmen dieser Auswertung
vernachlassigt. Im Allgemeinen ist der Fehler der Dekonvolution der breiten Methyl-
en- und Methylsignale relativ grof3. Dies liegt vor allem an dem breiten Untergrund.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde versucht, analog zu [85], dieser Schwierigkeit entge-
genzuwirken, indem ein Cholesterol-Referenzspektrum von den jeweiligen Serum-
und Lipoprotein-Spektren subtrahiert wird. Dazu wird das Cholesterol-Signal der
Cholesterol-Probe und der jeweiligen Serum- und Lipoproteinproben mit Hilfe eines
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geeigneten Wertes der Linienbreite zur Deckung gebracht. Diese Methode verbessert
die Grundlinie und erleichtert somit die Dekonvolution der breiten Signale.

Die Druckabhéngigkeit des CHz-Signalintegrals ergibt fiir die HDL2-Probe vom Betrag
her den grofiten AG,-Wert. Positive Werte fiir AG, ergeben sich fiir Serum und HDL2,
negative fiir VLDL und HDL3. Bei Temperaturerh6hung sind die AG,-Werte der HDL-
Proben beide negativ.

Die thermodynamische Analyse des CHs-Signalintegral bei Druckerhthung bei einer
Temperatur von T = 283 K bereitet trotz der Subtraktion des Cholesterol-Signale
Schwierigkeiten. Somit besitzen die Daten einen sehr hohen Fehler und sind stark ver-
rauscht. Die Daten der Serum-, LDL- und HDL2-Probe konnten mit Hilfe der Funktion
(2.16) gefittet werden. AG, nimmt fiir die Serum- und HDL2-Proben positive Werte an
und fiir die LDL-Probe einen negativen Wert mit Hilfe von [85].

Nach Erhohung der Temperatur auf T = 313 K bleibt die Druckabhéngigkeit der CHs-
Signalintegrale nahezu konstant. Lediglich fiir die Serum-Probe nimmt das Integral
stark zu. Die {ibrigen Daten wurden aufgrund der Form nicht mit Hilfe des Drei-
Kompartiment-Modells gefittet.

Die Cholin-Kopfgruppen-Signalintegrale sind bis auf das der LDL-Probe nahezu
druckunabhéngig. Daher konnten nur die LDL-Daten thermodynamisch analysiert
werden. Dabei wurde fiir AG, mit [85] ein Wert von -7,29 kJ/mol berechnet und
AVy = —3,03 mL/mol. Die Serum-Probe zeigte einen nicht mit Hilfe dieses spezifischen
Modells fitbaren Kurvenverlauf, bei dem das Cholin-Kopfgruppen-Signalintegral bis
zu einem Druck von p = 60 MPa ansteigt und anschlieffend mit steigendem Druck
abfallt.

Die Messdaten bei T = 313 K konnten fiir VLDL, LDL und HDL2 mit Hilfe des Drei-
Kompartiment-Modells gefittet werden. Hierfiir wurden Werte fiir die Anderung des
molaren Teilvolumens im Bereich zwischen —43,42 und —27,98 mL/mol berechnet.

Die Kurven des Cholesterol-Signalintegrals bei T =313 K der VLDL-, HDL2- und
HDL3-Proben haben die Form einer Sigmoidfunktion. Mit Hilfe der Funktion (2.16)
konnen die Daten angendhert werden und man erhalt fiir die drei Proben positive AGg-
Werte, wobei AG, fiir die HDL-Proben mit Hilfe der Daten aus [85] berechnet wurden.
In Abschnitt 3.2.5.2 wurde zudem die Druckabhdngigkeit der chemischen Verschie-
bung der CH:-, CHs-, Cholin-Kopfgruppen- und Cholesterol-Signale mit Hilfe der
Gleichung (2.3) thermodynamisch ausgewertet. Dabei wurde jeweils das Signalmaxi-
mum beobachtet. Zudem wurden die Spektren auf Acetat bei § = 1,875 ppm referen-
ziert, da wie bereits von Baumstark diskutiert, DSS mit den Lipoproteinen zu wech-
selwirken scheint. Acetat ist Bestandteil des extrazellularen Puffers, der wie in Ab-

schnitt 2.2.1 gezeigt fiir die Probenherstellung verwendet wurde.
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Hierbei fallen die AGy,-Werte deutlich kleiner aus als bei der Analyse der Daten der
Signalintegrale aus Abschnitt 3.2.5.1. Die Anderung der chemischen Verschiebung des
CH>-Signals ergibt bei einer Temperatur von T = 283 K fiir die Serum und VLDL-
Proben ein negatives Vorzeichen von AG, und fiir die HDL-Proben ein positives. Fiir
eine Temperatur von T = 313 K ergeben sich ausschliefSlich positive Werte von AG,,.
Das Verhalten des CHs-Signals bei Druckerhohung ist fiir die chemische Verschiebung
deutlich einfacher zu analysieren. Der Grund hierfiir liegt in der Komplexitat des CHs-
Signals. Die Dekonvolution des CHs-Gruppen-Signals verursacht somit einen grofieren
Fehler. Mit Hilfe der Gleichung (2.3) konnten fiir die Messdaten der chemischen Ver-
schiebung des Methyl-Signals bei T = 283 K Anderungen der Standardenthalpie von
0,13 und 0,21 k//mol berechnet werden. Somit nimmt AG, ausschliefllich positive Wer-
te an. berechnet. Die AG,-Werte sind bei T = 313 K, im Gegensatz zu den Werten bei
T = 283 K, negativ.

Die Analyse der Druckabhédngigkeit der chemischen Verschiebung des Cholin-
Kopfgruppen-Signals bei einer Temperatur von T = 283 K mit Hilfe der Gleichung
(2.3) ergibt fiir die Anderung der freien Standardenthalpie fiir alle Proben positive
Werte. Fiir die Proben, bei denen die Signale eine Aufspaltung aufweisen, wurden die
einzelnen Signale getrennt analysiert. Wie jedoch Bild 89 zeigt, verhalten sich die Sig-
nale bei Druckerhohung nahezu gleich.

Die chemische Verschiebung des Cholin-Kopfgruppen-Signals im Serum- und Lip-
oprotein-Spektrum gemessen bei einer Temperatur von T = 313 K verschiebt sich rela-
tiv linear mit steigendem Druck zu niedrigen Frequenzen. Mit Hilfe der Gleichung
(2.3) kénnen die Anderung der freien Standardenthalpie und des molaren Teilvolu-
mens der Proben untersucht werden. Die Analyse der drei Maxima des Cholin-
Kopfgruppen-Signals innerhalb des Serumspektrums ergibt fiir die Anderung der
freien Standardenthalpie, abgesehen vom ersten Peak, positive Werte. Fiir VLDL, LDL,
HDL2 und HDL3 wurden negative AG,-Werte berechnet. Die Nebenmaxima des Cho-
lin-Kopfgruppen-Bereichs verschieben sich in nahezu gleicher Form innerhalb eines
Spektrums zu niedrigen ppm-Werten.

Die Druckabhangigkeit der chemischen Verschiebung des Cholesterol-Signals wurde
fir die VLDL, HDL2- und HDL3-Probe, gemessen bei einer Temperatur von T =
313 K, thermodynamisch ausgewertet. Die Daten besitzen eine lineare Steigung und
fallen mit steigendem Druck ab. Fiir HDL2 konnte die Kurve mit Hilfe eines negativen
AGy-Werts und fiir VLDL und HDL3 mit Hilfe positiven AG,-Werte angendhert wer-
den.

Fiir die geringere Temperatur und die iibrigen Proben konnte das Cholesterol-Signal

aufgrund der Spektren-Eigenschaften nicht analysiert werden.
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Fiir die thermodynamische Auswertung der Lipoprotein-Proben war die Verwendung
der mit Hilfe der Enthalpie AH(T;;,) von Baumstark in [85] ermittelten Werte fiir die
Anderung der freien Standardenthalpie notwendig. Dies verbesserte die Ergebnisse
des Fit-Algorithmus. Daher sind die Ergebnisse der Temperaturabhéngigkeit der Lip-
oproteine nur in wenigen Fallen mit den erzielten Druckabhangigkeiten vergleichbar.
Baumstark zeigte ebenfalls eine relativ hohe Schmelztemperatur der Cholin-
Kopfgruppen. Diese befinden sich auf der Auflenseite des Lipoprotein-Komplexes.
Diese Temperatur liegt zwischen den beiden im Rahmen dieser Arbeit verwendeten
Messtemperaturen.

Man geht im Rahmen dieses Modells von drei Kompartimenten aus: A enthalt Lip-
idsignale, die zu breit sind, um detektiert zu werden, die Konzentration c, dieser Lipi-
de bzw. funktionelle Gruppen dieser Lipide ist temperaturunabhangig. Ein zweites
Kompartiment B enthalt Lipide, die unabhdngig von der Temperatur immer sichtbar
sind. Ein drittes Kompartiment C enthilt Lipide, die in einem Phaseniibergang invol-
viert sind, nach dem Phaseniibergang sind die Lipide zu breit, um detektiert zu wer-
den (langsamer Austausch).

Die thermodynamische Analyse der chemischen Verschiebung der Methyl- und Me-
thylengruppen-Signale ist mit einem grofien Fehler versehen, da sich diese Signale aus
mehreren Signalen zusammensetzen. Dabei ist die Bestimmung der chemischen Ver-
schiebung des Signals im Rahmen einer Druckreihe erschwert, da die einzelnen Signale
unterschiedlich stark shiften. Des Weiteren kann man diese Signale nur schwer vonei-
nander trennen. Im Gegensatz dazu ist die Analyse der chemischen Verschiebung
schmaler Signale, wie dem der Cholin-Kopfgruppen, weniger fehlerbehaftet.

Als weitere Untersuchungen kénnen zudem die Druckabhangigkeiten weiterer Lipid-

Signale der Lipoprotein-Proben ausgewertet werden.






Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit Hilfe der NMR-Spektroskopie das aus Humanblut
gewonnene Plasma bzw. Serum in Hinblick auf dessen charakteristischen Eigenschaf-
ten untersucht. Hierbei wurde im ersten Teil der Arbeit eine Studie zur Diabetesfriih-
erkennung untersucht. Das Kollektiv besteht aus 618 Studienteilnehmern mit verschie-
denen Schweregraden der Typ-2-Diabetes-Erkrankung wie gesund, IFG, IGT, IFG und
IGT und Diabetes. Hierzu wurden die Daten nach Korrelationen zwischen den Lip-
oproteinsubklassen und somit dem Lipoproteinprofil, welches mit Hilfe von Auswer-
temethoden nach [44] berechnet werden kann, und der Erkrankung statistisch analy-
siert. Zusatzlich stehen sog. Riickstellproben dieser Studienteilnehmer zur Verfiigung.
Dabei handelt es sich um retrospektive Proben, die innerhalb von durchschnittlich 6
Jahren wihrend des Blutspendens entnommen wurden. Das Ziel der Studie liegt wie
bereits erwdhnt darin, Biomarker fiir Pradiabetes und Typ-2-Diabetes zu finden. Das
Plasma wurde mit Hilfe eines 600 MHz BRUKER NMR-Spektrometers bei einer Tem-
peratur von T = 310 K mit den Pulssequenzen noesygpprld gemessen. Anschlieflend
wurden die Messdaten prozessiert und das Lipoproteinprofil jeder Probe mit Hilfe der
diffusionsgewichteten Spektren von numares nach [44] berechnet. Die NMR-Spektren
wurden zu Beginn qualitativ untersucht. Dabei konnten folgende Auffalligkeiten beo-
bachtet werden. Zum einen scheint man im Bereich der Methyl- und Methylengruppen
unter Verwendung von VLDL-Referenzspektren bei den Diabetikern einen hoheren
VLDL-Spiegel als bei den gesunden Studienteilnehmern zu erkennen. Dies wurde be-
reits von vielen Gruppen beobachtet und konnte im Rahmen dieser Arbeit bestatigt
werden. Des Weiteren konnten zwei Besonderheiten beim Vergleich der Niichtern-
plasma-Probe und der Probe, die zwei Stunden nach Glucose-Einnahme entnommen
wurde, festgestellt werden. Die Niichternplasma-Proben weisen zwei zusatzliche Sig-
nale auf: ein Singulett bei etwa § = 0,857 ppm und ein Dublett bei etwa § = 1,143 ppm.
Das Singulett konnte im Rahmen der Arbeit nicht zugeordnet werden. Dariiber hinaus
wurde der Verlauf der Riickstellproben der Studienteilnehmer qualitativ analysiert.
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Hierbei konnte eine signifikante Veranderung der Spektren der Riickstellproben der
Diabetiker und Pradiabetiker beobachtet werden. Im Allgemeinen waren ein Anstieg
des VLDL und eine Abnahme der HDL- und LDL-Konzentration zu erkennen. Qualita-
tiv konnte man eine Verschiebung des Lipoproteinprofils erkennen, welche abhéangig
von dem Schweregrad der Erkrankung ist. Um die Daten mit Hilfe statistischer Aus-
wertemethoden analysieren zu kénnen, mussten diese aufgrund ihrer Verteilungen
log-transformiert werden, das heifst mit Hilfe des natiirlichen Logarithmus transfor-
miert werden. Anschlieffend konnten diese Daten mit Hilfe der logistischen Regressi-
onsanalyse in Hinblick auf Korrelationen zwischen dem Diabetes bzw. Pradiabetes
und den Lipoproteinsubklassen untersucht werden. Dabei konnte bei den Proben, die
zwei Stunden nach Glucoseeinnahme entnommen wurden, ein signifikanter Unter-
schied der verschiedenen Diabetes-Gruppen bei folgenden Subklassen ermittelt wer-
den: L2 (mittleres HDL), L5 (sehr kleines LDL) und L11-L13 (kleines und grofses VLDL
und Remnants). Als Basic Modell wurden jeweils das Alter, der BMI und das Ge-
schlecht des Studienteilnehmers mitgefittet, welche laut Literatur stark mit Diabetes
korrelieren [19,93,94]. Die Unterschiede innerhalb des Lipoproteinprofils der Niich-
ternplasma-Proben waren nach der logistischen Regressionsanalyse nicht signifikant.
Der zweite Teil der Arbeit widmet sich den Messergebnissen der Hochdruck-NMR-
Messungen an Serum und den Lipoproteinen. Dabei wurden die Lipoprotein-Proben
aus dem Serum mit Hilfe der sequentiellen Ultrazentrifugation extrahiert. Dadurch
konnten VLDL, IDL, LDL, HDL2 und HDL3-Proben aus der Serum-Probe gewonnen
werden. Diese Proben wurden bei den Temperaturen von T = 283 K und T = 313 K an
einem 800 MHz BRUKER NMR-Spektrometer vermessen. Hierbei wurde in 20 MPa-
Schritten der Druck von Normaldruck bis p = 200 MPa erhoht. AnschlieSend wurde
die Reversibilitat der Druck- und Temperatur-Effekte iiberpriift.

Die qualitativen Analysen der Hochdruck-NMR-Spektren ergaben beim VLDL und
dem Serum groflere Druckeffekte bei der CH>-Gruppe als bei der CHs-Gruppe. Bei den
kleineren Lipoprotein-Partikeln zeigte sich fiir die CH2- und die CHs-Gruppe eine etwa
gleich starke Druckabhangigkeit der Signale. Des Weiteren waren die Druckeffekte bei
einer Temperatur von T = 283 K grofier als bei T = 313 K. Das Signal der Cholin-
Kopfgruppe ist bei grofieren Lipoprotein-Partikeln bei hoherer Temperatur (T =
313 K) aufgespalten und es sind die einzelnen Signale des Sphingomyelin und Phos-
phatidylcholin zu erkennen. Hierbei zeigten sich hohere Druckeffekte und somit ein
starkerer Signalabfall bei dem Phosphatidylcholin. Dies gilt fiir die Serum-, IDL- und
LDL-Proben. Das Cholin-Kopfgruppen-Signal ist bei den HDL-Proben nicht aufgespal-

ten. Hierbei fand eine starke Verschiebung des Signals zu kleinen Frequenzen hin statt.
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Des Weiteren wurden die Druckabhiangigkeiten der Integrale und chemischen Ver-
schiebungen der CH:-, CHs-, Cholin-Kopfgruppen- und Cholesterol-Signale bei den
Temperaturen T = 283 K und T = 313 K sowohl mit Hilfe eines Fits mit der Taylorrei-
hen-Funktion (2.2) als auch mit Hilfe der thermodynamischen Funktionen (2.16) und
(2.3) untersucht. Dabei konnten fiir die Serum- und Lipoprotein-Proben die Anderun-
gen der Gibbs-Energie AG, und die Volumenanderung AVybei Standardbedingungen
bestimmt werden.

Bei Analyse der Integrale der CHz-, CHs- und Cholin-Kopfgruppen-Signal wurde AG,,
falls vorhanden, mit Hilfe des AH(T;,;) aus [85] und fiir AB’ = 0 berechnet.. Bei Analyse
der Druckabhingigkeit der chemischen Verschiebung der Signale ergaben wurde das
Spektrum auf das Acetat-Signal, das vom extrazelluldaren Puffer stammt, auf § =
1,875 ppm referenziert, da Beobachtungen von Baumstark gezeigt haben, dass DSS mit
den Lipoproteinen wechselwirken kann. Die Auswertung des CH-Signals zeigt fiir
beide Temperaturen fiir die Serum- und VLDL-Probe nahezu gleiche AGy-Werte. Die
Ergebnisse der HDL2- und HDL3-Proben gleichen sich untereinander ebenfalls. Fiir
die Serum-Probe war die Druckabhingigkeit der chemischen Verschiebung des Me-
thyl-Signals nicht mit Hilfe des Drei-Kompartiment-Modells auszuwerten. AG, nimmt
fiir alle Proben mit Ausnahme der HDL2-Probe bei T = 313 K negative Werte an.

Des Weiteren wurde die Anderung der freien Standardenthalpie mit Hilfe der chemi-
schen Verschiebung des Cholin-Kopfgruppen-Signals fiir die Serum- und Lipoprotein-
Proben bestimmt. Hierbei wurde ebenfalls nachgewiesen, dass sich bei Aufspaltung
dieses Signals die Nebenmaxima in gleicher Form in Abhangigkeit des Drucks ver-
schieben. Des Weiteren konnte die Reversibilitat aller untersuchten Temperatur- und

Druckeffekte nachgewiesen werden.






Anhang
A Tabellen

Im Folgenden werden die Ergebnisse der logistischen Regression der Niichternplas-
maproben zusammengefasst. Tabelle 41 zeigt die Analyse der gesunden Studienteil-

nehmer und Pradiabetiker in Hinblick auf Korrelationen.

Tabelle 41
Vergleich der gesunden Studienteilnehmern mit den Prddiabetikern mit Hilfe der Niichtern-

plasmaproben. b

Regressions-  Standard- z-Wert p-Wert
koeffizient g; fehler
BMI 0,1138 0,0325 3,502 0,0005 ok
Alter 0,0436 0,0124 3,516 0,0004 o
Geschlecht -0,3610 0,2551 -1,415 0,1570
L1 -0,1746 100,161 -0,174 0,8616
L2 -0,1834 0,8021 -0,229 0,8191
L3 0,4011 190,226 0,211 0,8330
L4 -218,79 338,903 -0,646 0,5186
L5 -0,3214 413,487 -0,078 0,9381
L6 0,8775 502,812 0,175 0,8615
L7 -323,47 704,167 -0,459 0,6460
L8 375,51 479,598 0,783 0,4336
L9 758,73 663,894 1,143 0,2531
L10 -777,38 846,306 -0,919 0,3583
L11 -956,89 926,047 -1,033 0,3015
L12 1042,613 844,669 1,234 0,2171
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L13 395,088 326,669 1,209 0,2265
L14 -359,81 509,108 -0,707 0,4797
L15 -0,8959 137,221 -0,653 0,5138

a¥ttp < 0,001 // 0,001 < p < 0,01//*0,01 < p < 0,05.
b Regressionskoeffizient § > 0, so nimmt das Risiko an Priidiabetes zu erkranken mit der Variablen zu.
Tabelle 42 fasst die Ergebnisse der Analyse der Niichternplasmaproben der gesunden

Studienteilnehmer, Pradiabetiker und Diabetiker mit Hilfe der logistischen Regression

Zusammen.

Tabelle 42
Logistische Regressionsanalyse der Niichternplasmaproben der Gesunden und der Préadiabeti-

ker und Diabetiker.ar

Regressions- Standard- z-Wert p-Wert
koeffizient g; fehler
BMI 0,1144 0,0319 3,592 0,0003 i
Alter 0,0463 0,0122 3,792 0,0001 .
Geschlecht -0,3482 0,2512 -1,386 0,1656
L1 -0,2350 0,9919 -0,237 0,8128
L2 0,1030 0,7834 0,131 0,8954
L3 -0,1591 184,47 -0,086 0,9313
L4 -0,8751 326,21 -0,268 0,7885
L5 -116,82 404,305 -0,289 0,7726
L6 116,474 494,548 0,236 0,8138
L7 -120,681 689,175 -0,175 0,8610
L8 247,182 470,029 0,526 0,5990
L9 381,685 645,551 0,591 0,5543
L10 -726,101 836,557 -0,868 0,3854
L11 -486,320 894,680 -0,544 0,5867
L12 964,568 819,862 1,176 0,2394
L13 308,309 314,824 0,979 0,3274
L14 -469,027 496,968 -0,944 0,3453
L15 -0,5619 133,077 -0,422 0,6728

a ¥ p < 0,001 / *:0,001 < p < 0,01//*%0,01 <p < 0,05
b Regressionskoeffizient § > 0, so nimmt das Risiko an Priidiabetes zu erkranken mit der Variablen zu.

Die Analyse der kleinen Metaboliten der Spektren mit Hilfe der logistischen Regressi-

on ist in der Tabelle 43 zu finden.
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Tabelle 43

Logistische Regressionsanalyse der oGTT-Proben der gesunden Personen und der Pradiabetiker

mit Hilfe der Lipoproteinprofile und der kleinen Metaboliten.2 b < d

Regressions- Standard- z-Wert p-Wert

koeffizient g; fehler
BMI 0,1005 0,02751 3,655 0,0003 o
Alter 0,0266 0,01125 2,365 0,0180 *
Geschlecht -0,6557 0,22605 -2,901 0,0037 *
L1 -146,168 103,624 -1,411 0,1584
L2 131,77 0,36471 3,613 0,0003 o
L3 -0,7207 108,674 -0,663 0,5072
L4 257,352 222,807 1,155 0,2481
L5 -592,405 278,995 -2,123 0,0337 *
L6 278,895 396,490 0,703 0,4818
L7 621,871 452,750 1,374 0,1696
L8 -0,0339 346,508 -0,010 0,9922
L9 -570,853 423,367 -1,348 0,1775
L10 -170,660 442,111 -0,386 0,6995
L11 1041,762 480,189 2,169 0,0300 *
L12 -454,724 213,614 -2,129 0,0333 *
L13 -216,985 122,166 -1,776 0,0757
Alpha D-Glucose 285,522 281,090 1,016 0,3097
Alanin -298,276 318,462 -0,937 0,3490
Beta D-Glucose -360,719 507,914 -0,710 0,4776
Creatinine -0,0174 0,10259 -0,169 0,8655
Isoleucin 0,6203 0,52312 1,186 0,2358
Laktat -476,382 352,646 -1,351 0,1767
Leucin -0,0247 0,02429 -1,017 0,3093
Valin -0,0305 0,04005 -0,761 0,4464

@ L1-L15: gewichtete Integrale der GaufSkurve der Lipoproteinsubklassen L1 bis L15.

b p < 0,001 // **:0,001 < p < 0,01//%0,01 < p < 0,05
¢ Regressionskoeffizient § > 0, so nimmt das Risiko an Pridiabetes zu erkranken mit der Variablen zu.

Der Betrag von B gibt das Ausmaf der Verinderung an. 8 gibt den Anstieg pro Einheitsinderung an.
4 oGTT-Proben: Proben, die zwei Stunden nach der Glucose-Einnahme entnommen wurden.
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4 [rel]

Bild 97: Spike-In-Experiment: 1D-"H-Spektrum an Blutplasma (blaue Line) und Serum mit

zugegebenem Isopropanol (rote Linie).

In Bild 97 ist ein Spike-In-Experiment fiir Serum dargestellt.

Bild 98 zeigt diffusionsgewichtete Messungen im Rahmen der Hochdruckmessungen

an Serum bei einer Temperatur von T = 313 K.

row 1 from 120312_Hochdruck_Serum
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Bild 98:

Diffusionsgewichtete 1D-'"H-NMR-Spektren an Serum bei einer Temperatur von

T=313 K. Die Spektren wurden an einem 800 MHz-NMR-Spektrometer aufgenommen.



4.2 Diskussion der Hochdruck-Messergebnisse an Lipoproteinen und Serum 179

Im Folgenden ist ein Abkiirzungsverzeichnis zu finden:

Abkiirzung Bedeutung

ADPKD autosomal-dominante polyzystische Nie-
renerkrankung

ANOVA Analysis of variance

BRK Bayerische Rote Kreuz

BSD Blutspendedienst

CAD coronary artery disease,

cv Herz-Kreislauf-Erkrankungen (engl.: car-
diovascular disease, kurz:

DSS 2,2-Dimethyl-2-Silapentan-5-Sulfonsdure

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

FFA Freie Fettsauren

HDL High density lipoprotein

HPLC High performance liquid chromato-
graphy

IDL Intermediate density lipoprotein

IFG und eine abnorme Niichternglucose
(engl.: Impaired Fasting Glucose,

IGT gestorte Glucosetoleranz (engl.: Impaired
Glucose Tolerance)

LB Engl. Line broadening, Linienverbreite-
rung

LCAT Lecithin-Cholesterol-Acetyltransferase

LDL Low density lipoprotein

LPL Lipoproteinlipase

KG Kopfgruppe

MS Massenspektrometrie

NMR engl. Nuclear magnetic resonance, Kern-
spinresonanz

NPG Niichternplasmaglucose

oGTT Oraler Glucosetoleranztest

QQ Quantile-Quantile

TG Triacylglycerid

TSP 3-Trimethylsilylpropionat
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VLDL Very low density lipoprotein
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