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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden Lipoproteinveranderungen im Blutplasma von
Pradiabetikern und Diabetikern im Vergleich zu Gesunden mithilfe der
hochauflésenden 'H NMR Spektroskopie untersucht. Die NMR-Metabolomik von
Korperflussigkeiten ist eine neue Hochdurchsatzmethode zur zerstérungsfreien
Analytik von Korperflussigkeiten, die immer groRere Bedeutung gewinnt. In der von
der Bayerischen Forschungsstiftung geforderten Studie wurden Blutproben von
Blutspendern des Bayerischen Roten Kreuzes (BRK) analysiert. Die Probanden
wurden nach Durchfihrung eines oralen Glukose Toleranztests (0GTT) in Gruppen
eingeteilt: 323 waren gesund, 231 hatten einen erhdhten Nuchternglukosewert (IFG),
40 hatten eine gestorte Glukosetoleranz (IGT), 83 hatten sowohl eine erhohte
Nuchternglukose als auch eine gestorte Glukosetoleranz und bei 66 wurde neu ein
Diabetes Typ 2 diagnostiziert. Von den Probanden wurden die Blutproben des oralen
Glukosetoleranztests mit Nuchternglukose und 2h nach Glukosegabe, sowie Uber
Jahre hinweg bei Blutspenden aufgehobene Blutproben untersucht. Im Schnitt lagen
diese zuruckgelegten Proben fur 6 Jahre vor Durchfuhrung des oralen
Glukosetoleranztests vor. Bei Abnahme dieser Ruckstellblutproben waren die
Patienten nicht nudchtern. Mithilfe von NMR-Spektroskopie wurden die
Konzentrationen von 15 verschiedenen Lipoproteinuntergruppen bestimmt.

Insgesamt standen 32762 NMR Spektren zur Auswertung zur Verfugung.

Dabei zeigten Pradiabetiker und Diabetiker im Vergleich zu Gesunden
charakteristische Unterschiede der Lipoproteinkonzentrationen. Nicht-nichtern zeigte
sich bei Diabetikern eine signifikante Erhéhung von VLDL A und B, Chylomikronen A
und B, Chylomikronen Remnants und allen Chylomikronenfraktionen gemeinsam.
LDL C war signifikant erniedrigt. Die LDL C Abnahme sowie die Zunahme von VLDL
A, Chylomikronen Remnants und Chylomikronen A konnte auch bei allen Formen
von Pradiabetes als signifikant beobachtet werden. Teilweise waren Lipoproteine
auch nur bei einzelnen Pradiabetesgruppen verandert: VLDL B (einzig bei
Probanden mit Kombination aus IFG und IGT signifikant erhoht), HDL C war nur bei
der Gruppe mit IFG signifikant erniedrigt. Chylomikronen B waren bei allen Gruppen
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auller bei der mit isolierter IGT signifikant erhéht und die Summe der Chylomikronen
bei allen Gruppen auller bei Probanden mit isolierter IFG. Insgesamt waren im nicht
nuchternen Zustand vor allem die grof3eren Lipoproteine Chylomikronen und VLDL,
mit welchen die Fette vom Darm zur Leber und von dort weiter in den restlichen
Korper transportiert werden, auffallig. Bei der nuchternen Gruppe waren insgesamt
weniger Veranderungen sichtbar und diese vor allem bei kleineren Lipoproteinen wie
HDL und LDL.

Die Ergebnisse wurden mit veroffentlichten Ergebnissen aus anderen Studien
verglichen, in denen ebenfalls mit NMR-Spektroskopie bestimmte
Lipoproteinkonzentrationen bei Diabetikern untersucht wurden. Hierbei zeigte sich
ein ahnliches Muster. Nur die kleineren LDL Partikel (LDL A und LDL B) waren hier
signifikant erniedrigt, wahrend die meisten anderen Forschungsgruppen eine
signifikante Zunahme feststellten. Die Chylomikronenkonzentrationen bei Diabetikern
wurden nur in einer einzigen anderen Studie (J. Wang et al., 2012) untersucht. Auch

hier findet man einen signifikanten Anstieg bei Diabetikern.

Zudem wurden aus den verschiedenen Lipoproteinuntergruppen miteinander
Quotienten und Verhaltnisse gebildet. Aus diesen wurden dann wieder die
prozentualen Unterschiede von Pradiabetikern im Vergleich zu Gesunden berechnet.
Insbesondere bei Verhaltnissen und Produkten, welche VLDL oder Chylomikronen
enthielten, waren die Unterschiede der zugehdrigen Verteilungen nochmal gréler als

beim Vergleich der einzelnen Lipoproteinuntergruppen.

Um die Entwicklung der Lipoproteine in den Jahren vor der Diagnosestellung des
Diabetes  darzustellen, wurde mithilfe der zurickgelegten  Blutproben
Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen fur zehn, acht, sechs, vier, zwei sowie zum

Zeitpunkt der Diagnosestellung berechnet und graphisch dargestelit.

Zudem wurde mithilfe von Literaturrecherche und zusatzlich aufgenommen 2D-
Spektren in den 'H NMR Spektren menschlichen Serums die Signale zahlreicher

kleinerer Metaboliten zugeordnet.



1 Einleitung

1.1 NMR-basierte Metabolomik
Metabolomik bezeichnet die Forschung an dem Metabolom in Bezug auf

Konzentration von Metaboliten, Struktur und Stoffwechselwege. (Fan, Lane, &
Higashi, 2012) Sie findet ihre Anwendung in der Diagnostik von Krankheiten, beim
Uberwachen von medizinischen Behandlungen, wie z.B. Medikamenteneinnahme,
bei der Analyse biochemischer Vorgange und ihre Veranderung durch Mutationen,
Alter, Erndhrung und Life Style. (Markley et al., 2017) Die beiden haufigsten
Methoden, die dabei zum Einsatz kommen, sind Massenspektrometrie und
Kernresonanzspektroskopie (Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy, NMR
Spektroskopie). Beide bieten ihre eigenen Vorteile und kdnnen auch kombiniert zum
Einsatz kommen. Die Massenspektrometrie ist viel sensitiver und es wurden bereits
Signale von mehr Metaboliten zugeordnet als in den NMR-Spektren nachweisbar
sind. Bei der NMR Spektroskopie werden vor allem kleine Metaboliten bestimmt, die
schmale Peaks verursachen, hingegen sind fur die Massenspektrometrie auch
grolRere Metaboliten kein Problem. Dafur lassen sich mithilfe der NMR Spektrometrie
viel genauer die Konzentrationen der Stoffe bestimmen. Die Genauigkeit der
Konzentrationsmessung bleibt dabei Gber 6 Grolenordnungen erhalten, also bis in
den umol Bereich. Dadurch werden Verdinnungsreihen Uberflissig und somit eine
mogliche Fehlerquelle eliminiert. Weitere mogliche Fehlerquellen werden vermieden,
indem die Probe flr die NMR Messung nicht vorbearbeitet werden muss, sondern
direkt gemessen werden kann. Das Besondere an der NMR Spektroskopie ist, dass
man nicht nur das sieht, nach dem man sucht, sondern viele verschiedene
Bestandteile sichtbar werden. Dadurch ist es moglich, das Zusammenspiel vieler
verschiedener Biomarker zu untersuchen. So kann NMR zur Verbesserung
personalisierter Krebstherapie (Palmas & Vogel), bei der Abschatzung des
kardiovaskularen Risikos (Brindle et al., 2002) und sogar zur Vorhersage der
Sterblichkeit innerhalb der nachsten Jahre verwendet werden. (Deelen et al., 2019)
Es ist aulRerdem die einzige Methode, mit der im Plasma schnell und mit groer

Genauigkeit die Konzentration der Lipoproteinuntergruppen bestimmt werden kann.



1.2 Grundlagen des Diabetes mellitus
Diabetes mellitus ist eine Glukosestoffwechselstorung mit chronisch erhdhten

Blutzuckerwerten. Grund dafur kann eine gestorte Insulinsekretion, eine gestorte
Insulinwirkung oder beides sein. Beim Diabetes mellitus Typ | liegt ein absoluter
Insulinmangel vor, beim Diabetes mellitus Typ |l dagegen ein Missverhaltnis
zwischen der Insulinsekretion und der Wirkung des Insulins, es handelt sich also um
einen relativen Insulinmangel. (Baenkler, Goldschmidt, & Hahn, 2015) Aktuell sind in
Deutschland 7,5 Millionen Menschen an Diabetes mellitus erkrankt, wobei 95% an
Diabetes mellitus Typ Il leiden. Zusatzlich ist von einer Dunkelziffer von mindestens
zwei Millionen Menschen auszugehen, weil Diabetes mellitus, vor allem Typ Il oft
aufgrund unspezifischer oder fehlender Symptome nicht diagnostiziert wird.
(Deutsche Diabetes Gesellschaft (DDG) und diabetesDE - Deutsche Diabetes Hilfe,
2019) Jedoch kann Diabetes Typ Il, unzureichend behandelt, verschiedene negative
Folgen flr die Betroffenen haben: Chronische Schadigung der groRen Gefalde kann
Herzinfarkte, Schlaganfalle und periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK)
verursachen. Schadigung der kleinen Gefalle fuhren zu Komplikationen an Augen,
Nieren und Nerven in Form einer diabetischen Retinopathie, diabetischen
Glomerulopathie oder einer diabetischen Polyneuropathie. (Baenkler et al., 2015)
Diagnostiziet werden kann Diabetes Uber folgende Kriterien: Wird der
Glukosespiegel unabhangig von Tageszeit und vorrausgegangen Mabhlzeiten
gemessen, gilt eine Glukosekonzentration von 200 mg/dL im vendsen Plasma in
Verbindung mit klassischen Symptomen wie Polydipsie, Polyurie und
Gewichtsverlust als fur eine Diagnosestellung ausreichend. Ansonsten wird Diabetes
mellitus meist Uber eine Bestimmung der Nuchternglukose diagnostiziert. Dabei liegt
ab 126 mg/dL ein Diabetes mellitus vor. Betragt der Nuchternwert zwischen 100
mg/dL und 125 mg/dL, liegt eine gestoérte Nuchternglukose vor, und es wird ein oraler
Glukosetoleranztest zur weiteren Abklarung empfohlen. Auch der HbA+. Wert kann
zur Diagnosestellung herangezogen werden. HbA. entsteht, wenn Glukose
irreversibel an Hamoglobin A gebunden wird. Da das HbAi; erst aus dem Blut
entfernt wird, wenn die Erythrozyten abgebaut werden, korreliert die Menge an HbA+
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mit der mittleren Blutglukosekonzentration der letzten 8 bis 10 Wochen. Ein HbA4
Wert von uber 6,5% spricht fir einen Diabetes mellitus, Werte zwischen 5,7% bis
6,5% sprechen fur eine gestdrte Glukosetoleranz. (Baenkler et al., 2015) Es gibt
verschiedene Risikofaktoren fur die Entwicklung eines Diabetes. Dazu gehoren
Ernahrungsgewohnheiten, Ubergewicht, fehlende Bewegung und Stress.

1.3 Veranderungen im Fettstoffwechsel bei Diabetikern
Tabelle 1.3.1 listet die typischen Fettstoffwechselveranderungen bei Diabetes

mellitus Typ-2 auf.

Tabelle 1.3.1 charakteristische Anderung des Lipoproteinmetabolismus?®

Key changes in lipoprotein metabolism in type 2 diabetes

Lipoprotein Quantitative changes Qualitative changes Kinetic/metabolic changes

Chylomicron < Increased plasma * Very few data (decreased ApoE content in  + Increased production
concentration diabetic rabbits) * Decreased catabolism

VLDL * Increased plasma « Greater proportion of larger particles * Increased production
concentration (VLDL,) * Decreased catabolism

* Increased palmitic acid-containing species
and diacylglycerol, reduced sphingomyelin
* Glycation

LDL * No change or slightly  « Greater proportion of small, dense particles  * Decreased catabolism
increased plasma (triacylglycerol enrichment)
concentration * Increased LDL oxidation

* Increased palmitic acid-containing species
and diacylglycerol, reduced sphingomyelin
* Glycation

HDL * Decreased plasma * Triacylglycerol enrichment » Increased catabolism|
concentration » Reduced phospholipids, ApoE and ApoM

* Glycation

aUbersicht iiber die Verdnderungen des Lipoproteinstoffwechsels bei Typ 2
Diabetikern, iibernommen aus Verges (2015).

Wenn im Folgenden von Diabetikern gesprochen wird, sind dabei immer an Diabetes
mellitus Typ Il erkrankte Personen gemeint. Typische Veranderungen sind in Tabelle

1.3.1 zusammengefasst.

1.3.1 Patienten mit metabolischem Syndrom zeigen ahnliche
Veranderungen wie Diabetiker
Viele fur Diabetiker typische Veranderungen im Lipidstoffwechsel bestehen schon vor

Beginn der Erkrankung als Teil des metabolischen Syndroms, wie Ansammlung von
triacylglycerolhaltigen Lipoproteinen, also VLDL und Chylomikronen, verringerte

Konzentration von HDL Cholesterol, erhdhte Remnant Lipoproteine, erhdhtes
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Apolipoprotein B (Apo-B), erhéhte Konzentration von LDL-Partikeln und kleinen HDL-
Partikeln. All diese Abweichungen sind Atherosklerose fordernd. (Grundy, Brewer,
Cleeman, Smith, & Lenfant, 2004)

1.3.2 Zunahme der Cholesterolsynthese und verringerte enterale
Cholesterolaufnahme
Diabetiker nehmen weniger Cholesterol Uber die Verdauung auf, dafur synthetisieren

sie allerdings mehr. Diese Veranderungen sind nicht allein durch einen erhohten BMI

zu erklaren. (Simonen, Gylling, & Miettinen, 2002)

1.3.3 Erhohte Chylomikronkonzentrationen bei Diabetikern
Diabetiker haben durch eine erhdohte Produktion und einen verlangsamten Abbau

erhdhte Chylomikronenwerte. (Vergés, 2015) So ist bei Diabetikern nach
Nahrungsaufnahme eine erhdhte Konzentration von apoB-48 nachweisbar, (Hogue
et al., 2007) welches im Darm synthetisiert wird und in Chylomikronen und Remnants
enthalten ist. Aber auch nuchtern haben Diabetiker erhohte apoB-48 Spiegel. (Curtin
et al., 1996) Dazu passt, dass Diabetiker eine erhohte Expression von Mikrosomalem
Triglycerid-Transferprotein (MTP) im Darm haben, welches dort daflr da ist, den
Transport und Einbau von Lipiden in Chylomikronen zu katalysieren. (Phillips, Mullan,
Owens, & Tomkin, 2006) Ein Grund fur den verlangsamten Abbau konnte die
verringerte Aktivitdt der Lipoproteinlipase (LPL) sein, ein Enzym, welches zu der
Spaltung von Triacylglyceriden in Lipoproteinen dient und somit fir den Abbau von
Chylomikronen und VLDL mitverantwortlich ist. (Taskinen, Nikkila, Kuusi, & Harmo,
1982)

1.3.4 Erhohte Konzentration von VLDL-Partikel
Diabetiker haben erhdhte VLDL-Werte (Ginsberg, 1987), selbst bei Ubergewichtigen,

bereits Insulin resistenten, aber noch nicht an Diabetes Erkrankten finden sich
erhohte VLDL-Werte. (Pont, Duvillard, Florentin, Gambert, & Vergés, 2002 Oct 01)
Dabei ist vor allem die Produktion von grof3en VLDL-Partikeln gesteigert (Malmstrom
et al., 1997 Apr) Dabei produziert die Leber vor allem deshalb mehr VLDL, weil mehr
Fettsauren aus dem viszeralen Fettgewebe angeschwemmt werden. Die Ursache fur
diesen Abbau von Fettsauren ist die gesteigerte Aktivitdt der Hormonsensitiven
Lipase. (Haring & Artunc, 2011) Die Hormonsensitive Lipase wird normalerweise

durch Insulin gehemmt (Rassow, Hauser, Netzker, & Deutzmann, 2016), bei
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Diabetikern sind die Zellen jedoch zunehmend insulinresistent. Au3erdem ist bei
Diabetikern die Aktivitat der Lipoproteinlipase erniedrigt, weil normalerweise deren
Aktivitat durch Insulin gesteigert wird. Dadurch werden VLDL und auch
Chylomikronen langsamer abgebaut. (Haring & Artunc, 2011)

1.3.5 Veranderung der LDL-Partikel in Aufbau und GroRe
Bei an Diabetes Typ 2 Erkrankten ist das LDL-Cholesterol unverandert oder leicht

erhdht gegenlber gesunden Personen. (J. Wang et al., 2012) (Verges, 2005 Nov)
Allerdings wird LDL langsamer abgebaut, (Duvillard et al., 2000 Aug) wodurch LDL-
Partikel langer im Plasma verbleiben, was eine Ursache fur verstarkte
Lipidablagerung in den GefaBwanden sein kdnnte. Auch in seinem Aufbau ist LDL
bei Diabetikern verandert: Durch die erhdhten Blutzuckerspiegel wird Apo-B100 der
LDL-Partikel glykiert. (Rabbani et al., 2010 Apr) Glykiertes LDL wiederum hat eine
niedrigere Affinitat fur LDL-Rezeptoren (Steinbrecher & Witztum, 1984) und wird
leichter von Makrophagen aufgenommen, (Makita, Tanaka, Nakano, Nakajima, &
Numano, 1999) die dann zu Schaumzellen werden und sich haufig in
atherosklerotischen Plaques befinden. Aul3erdem sind LDL-Partikel bei Diabetikern
haufiger oxidiert. (Rabbani et al., 2010 Apr) Dabei werden unter anderem
Fettsauren, Lipidderivate und Proteine oxidiert. (Parthasarathy, Raghavamenon,
Garelnabi, & Santanam, 2010). Wie glykiertes LDL hat auch oxidiertes LDL eine
verringerte Affinitdat zu LDL-Rezeptoren und wird vermehrt von Makrophagen
aufgenommen, was ebenfalls zu Schaumzellen fuhrt. (Kita et al., 2001)

Diabetiker besitzen mehr kleines triacylglycerolreiches LDL. (Feingold, Grunfeld,
Pang, Doerrler, & Krauss, 1992) Kleines LDL ist ein Risikofaktor fur
Gefallerkrankungen. (Vakkilainen et al., 2003)

AuRerdem enthalt Diabetiker LDL weniger Sphingomyelin und mehr Palmitinsaure

und Diacylglycerol. (Stahiman et al., 2012)

1.3.6 Abnahme der Gesamtzahl der HDL-Partikel trotz Zunahme der
Gesamtzahl kleiner HDL Partikel
Diabetiker haben niedrigeres HDL-Cholesterol und ApoA-1 (Verges, 2015). Dabei

sind die kleineren HDL-Partikel erhdht, allerdings sind die gréfieren HDL-Partikel so
stark erniedrigt, dass sie insgesamt weniger HDL-Partikel haben (Garvey et al.,
2003) Grund dafur ist der verstarkte Abbau von HDL bei Diabetikern (Duvillard, Pont,
Florentin, Gambert, & Vergés, 2000) Dieser verstarkte Abbau wird mit erhOhter
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Produktion von grofen VLDL und erniedrigtem Abbau von groflen VLDL in
Verbindung gebracht. (Vergés et al., 2014) Wie auch andere Lipoproteine wird HDL
glyciert. GroRe HDL-Partikel enthalten bei Diabetikern weniger Phospholipide, was
mit zunehmender Verhartung der Arterien im Zusammenhang steht. (Gordon et al.,
2013) AuRerdem enthalt grolles HDL von Diabetikern weniger ApoE, was auch
Artherosklerose verstarken kann, weil normalerweise ApoE-reiches HDL LDL davon
abhalt, an die GefalRwand zu binden. Vermutet wird, dass HDL uber das ApoE mit
den Proteoglykanen der Intima Iosliche Komplexe bildet, welche einen gewissen
Schutz vor LDL-Proteoglykan-Aggregaten bieten. (Umaerus, Rosengren, Fagerberg,
Hurt-Camejo, & Camejo, 2012)

1.4 Andere Studien liber den Zusammenhang von mit NMR-Spektroskopie
bestimmten Lipoproteinuntergruppen und Diabetes
27,909 gesunde Frauen nahmen an der Women's Health Study teil und gaben eine

Blutprobe ab, die mit NMR vermessen wurde. (Mora et al.,, 2010) Durch
Nachbefragungen wurde evaluiert, welche Frauen in dem Nachverfolgungszeitraum
von durchschnittlich 13 Jahren Diabetes entwickelten (n=1687), es handelt sich also
um eine prospektive Studie. Ausgeschlossen wurden alle Frauen, die anamnestisch
angaben, an Diabetes mellitus erkrankt zu sein, oder die einen HbA1c Wert von 6.5%
oder mehr hatten. Die Datenanalyse wurde dann noch ein zweites Mal unter
Ausschluss aller Probanden, deren HbA1c Wert mindestens 6.0% betrug,
durchgefuhrt. Ein HbA1c-Wert von mindestens 6.5% ist ein Diagnosekriterium far
Diabetes, Werte zwischen 5.7% und 6.5% sprechen tendenziell fur eine Stérung der
Glukosetoleranz, allerdings wird im klinischen Alltag bei Werten zwischen 5.7% und
6.5% nochmal die Nuchternglukose bestimmt oder ein oGTT durchgefuhrt, um sicher
zwischen Nicht-Diabetikern, Pradiabetes und Diabetes unterscheiden zu koénnen.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es durch diese Mallhahmen vermutlich
gelungen ist, einen Teil der Pradiabetiker herauszufiltern. Sie konnten
Veranderungen bei vielen verschiedenen Lipoproteinen nachweisen. Eine Erhéhung
der Konzentration sowohl an kleinen LDL-Partikeln als auch an geringerer LDL-
Grolle waren positiv mit dem spateren Auftreten von Diabetes korreliert. Bezuglich
HDL hatten zukunftige Diabetiker weniger HDL-Cholesterol. Au3erdem war die mit
NMR-Spektroskopie gemessene HDL-Gesamtkonzentration bei zukunftigen
Diabetikern geringer, was auf eine Abnahme an groflen HDL-Partikeln

zurtckzufihren war. Allerdings war die Konzentration an kleinen HDL-Partikeln bei
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Probanden, bei denen spater Diabetes nachgewiesen wurde, erhdht. Eine
verringerte HDL-GrolRe war auch ein Risikofaktor fur Diabetes. Erhohte
Triglyzeridkonzentration war mit einer erhohten Auftretenswahrscheinlichkeit
korreliert. Grol3e VLDL-Partikel korrelierten starker mit Diabetes als kleine VLDL-
Partikel, die durchschnittliche VLDL-Grolke war allerdings weniger stark mit dem
Auftreten von Diabetes korreliert als die GroRe der HDL- oder LDL-Partikel.
Aullerdem wurde auch Uberprift, ob es einen Unterschied macht, ob die Probanden
bei der Blutabnahme nlchtern waren. Generell waren die Unterschiede der
Lipoproteinmessungen zwischen nuchternen und nicht nidchternen nicht
beziehungsweise nur grenzwertig signifikant, allerdings war eine Erhohung der
groRen VLDL-Partikel, bei nicht nichternen Probanden starker mit Diabetes korreliert

als die aus Blut von nuchternen Probanden gewonnenen VLDL-Werte.

Eine ahnliche Studie wurde auch im Rahmen der Insulin Resistance Atherosclerosis
Study (IRAS) durchgefuhrt. (Festa et al., 2005) Dabei wurde von 830 Patienten Blut
abgenommen, das Plasma wurde mithilfe von NMR-Spektroskopie untersucht. 130
dieser Probanden entwickelten in einer durchschnittlichen Nachuntersuchungszeit
von 5,2 Jahren einen Diabetes mellitus. Beim Vergleich zwischen den Pradiabetikern
und denen, die gesund bleiben wirden, fiel wieder auf, dass eine Zunahme der
Grolle der VLDL-Partikel und eine Zunahme der groRen VLDL-Partikel mit einem
erhohten Risiko fur Diabetes korreliert sind. AulRerdem waren eine Zunahme der LDL
Konzentration insgesamt und eine Zunahme an kleinem LDL ein Risikofaktor flr
Diabetes. Zukulnftige Diabetiker hatten weniger groldes HDL und mehr kleines HDL.
Die durchschnittliche GroRRe von sowohl VLDL als auch HDL und LDL war signifikant
unterschiedlich. Nach Anpassung des Models war nur noch die VLDL-GroRe und die
Konzentration von kleinen HDL, unabhangig von Taillenumfang, Triglyceriden und

HDL-Cholesterol, signifikant unterschiedlich.

Im Rahmen der Multi-Ethnic Study of Atherosclerosis (MESA) wurde auch der
Zusammenhang von Lipoproteinen, Insulinresistenz und Diabetes untersucht: So
wurde ein Lipoprotein-Insulinresistenz-Index (LP-IR) aufgestellt. (Shalaurova,
Connelly, Garvey, & Otvos) Bei 4972 nicht an Diabetes erkrankten Probanden
wurden mithilfe des HOMA-IR die Insulinresistenz aus Nichternglukose und
Nuchterninsulin bestimmt. (HOMA steht fur homeostatic model assessment und IR

fur Insulinresistenz.) Die mit NMR bestimmten Risikofaktoren VLDL-GroRe,
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Konzentration von grof3en VLDL-Partikeln, geringere Grof3e der LDL-Partikel, mehr
kleine LDL-Partikel, geringere HDL-GroRe und weniger grofes HDL wurden
unterschiedlich stark gewichtet und so der LP-IR berechnet. Dieser Index wurde
anhand eines anderen Probandenkollektivs einer Studie der Medical University of
South Carolina Uberprift, bei der die Insulinresistenz mithilfe von Hyperinsulinemic-
Euglycemic Clamps, also durch Insulin- und Glucoseinfusionen bestimmt wurde.
(Garvey et al., 2003) Der Index korrelierte mit den beiden
Insulinresistenzbestimmungsmethoden. Mit dem Probandenkollektiv. von MESA
wurde auch prospektiv der Zusammenhang zwischen Lipoproteinen und dem
Auftreten von Diabetes untersucht. 5314 nicht an Diabetes oder kardiovaskular
vorerkrankten Erwachsene nahmen an der Studie teil, von denen 656 innerhalb
durchschnittlich 7,7 Jahren Diabetes entwickelten. (Mackey et al., 2015) Dabei waren
bei den Probanden, die spater einen Diabetes mellitus entwickelten, der Lipoprotein-
Insulinresistenz-Index, Triglyceride, kleine HDL-Partikel, gesamte und kleine LDL-
Partikel, gro3e und mittlere VLDL-Partikel und die durchschnittliche VLDL Grolie
erhoht. Erniedrigt waren HDL-Cholesterin, gesamte, grof3e und mittlere HDL-Partikel,
mittlere HDL GroéRe und mittlere LDL GroRe. Nach Anpassung an mdgliche
Risikofaktoren wie BMI, Geschlecht, Alter waren LP-IR, erhdhte Konzentration an
groBen VLDL-Partikeln, erhohtes kleines LDL, weniger grof’es HDL, grofere
durchschnittliche VLDL Grofde, kleinere durchschnittliche HDL-und LDL-GroRRe, HDL-
Cholesterin, Triglyceride, Triglyceride zu HDL-Cholesterin, und HOMA-IR mit

Diabetes assoziiert.

Eine weitere prospektive Untersuchung zu Lipoproteinen und Diabetes Typ Il wurde
in der Melbourne Collaborative Cohort Study durchgefuhrt. (Hodge, Jenkins, English,
O'Dea, & Giles, 2009 Jan) 59 von 813 zu Beginn der Studie nicht an Diabetes
erkrankten entwickelten in den darauffolgenden Jahren einen Diabetes.
Risikofaktoren fir Diabetes waren die Zunahme von grof3en VLDL-Partikeln und eine
geringere GroRe der HDL-Partikel. Diese waren unabhangig von anderen nicht-Lipid
Risikofaktoren, aber nicht von der Plasma-Triglyceridkonzentration. AuRerdem wurde
ein Faktor gefunden, der positiv mit dem Auftreten von Diabetes korreliert war.
Charakterisiert wurde dieser Faktor durch eine verringerte LDL-und HDL-Grol3e, eine
Zunahme an grof3en, mittleren und gesamten VLDL-Partikeln, eine Zunahme an
kleinen LDL-Partikeln und an den gesamten LDL-Partikeln, aber eine Abnahme an

grolRen LDL-Partikeln. AuRerdem eine Abnahme an gro3en HDL-Partikeln und eine
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Zunahme an kleinen HDL-Partikeln. Wenngleich der Faktor mit Diabetes korreliert ist,
konnte damit das Diabetesrisiko nicht besser abgeschatzt werden als mit der

Verwendung von Triglyceridkonzentrationen.

Im Rahnen einer etwas anders aufgebauten Studie ohne Nachbeobachtungszeit
wurden 9399 mannliche Finnen, basierend auf dem Ergebnis eines oralen
Glukosetoleranztests, in Gruppen aufgeteilt. (J. Wang et al., 2012) 4345 hatten eine
gestorte Nuchternglukose, 312 eine gestorte Glukosetoleranz, bei 1058 war sowohl
die Nuchternglukose als auch die Glukosetoleranz auffallig, bei 650 wurde ein
Diabetes neu diagnostiziert. Die Konzentration von den Chylomikronen/gréfites
VLDL, von sehr groRen VLDL-Partikeln, groRen VLDL-Partikeln, mittleren und
kleinen VLDL-Partikeln war in allen Pradiabetes-Gruppen und bei Diabetikern auch
nach Anpassung an Risikofaktoren wie Alter, BMI, familiare Vorbelastung und
korperliche Bewegung signifikant erhoht. Nach Anpassung des Models an
Gesamttrigylceride und HDL-Cholesterol, blieben alle VLDL-Gruppen auler der
Gruppe der grol3en VLDL-Partikel signifikant erhoht. AuRerdem waren bei Personen
mit gestorter Nuchternglukose, bei Personen mit gestorter Glukosetoleranz und
gestorter Nuchternglukose und bei Diabetikern kleine LDL-Partikel erhdht, allerdings
nicht mehr nach Anpassung an Triglyceride und HDL-Cholesterol. Erniedrigt war bei
Personen mit gestdrter Glukosetoleranz, bei Personen mit sowohl gestorter
Nuchternglukose als auch gestorter Glukosetoleranz und bei Diabetikern die
Konzentration an groRen HDL-Partikeln. Au3erdem wurde die Korrelation zwischen
Insulinsensitivitdt und Lipoproteinen untersucht. GroReres VLDL und kleine HDL
Partikel waren negativ mit Insulinsensitivitat korreliert, wahrend sehr grof3e und grol3e

HDL Partikel positiv mit Insulinsensitivitat korreliert waren.

Eine weitere prospektive Studie war die Studie von Sokooti et al 2021. (Sokooti et al.,
2021) Dabei wurden nur die HDL Partikel und ihr Zusammenhang mit Diabetes
untersucht. In die Studie eingeschlossen wurden 4828 Teilnehmer Prevention of
Renal and Vascular End-Stage Disease (PREVEND) Studie, die zu Beginn noch
keinen Diabetes hatten. 265 von ihnen entwickelten wahrend der
Nachbeobachtungsphase (circa 7 Jahre) einen Diabetes. Die Probanden wurden in
Niederlanden rekrutiert und hatten ein Alter von 28 bis 75 Jahren. Probanden wurden
unter folgenden Bedingungen in die Gruppe der Pradiabetiker aufgenommen: Bei

einem nuchtern gemessenen Glukosewert von mindestens 126 mg/dL, einem
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spontan gemessenen Blutzuckerwert von mindestens 200 mg/dL, Mitteilung eines
Probanden uber eine arztlich gestellte Diagnose eines Diabetes, oder wenn durch
eine Apotheke eine Einnahme von Antidiabetika mitgeteilt wurde.

Es wurden nur HDL-Partikel untersucht. HDL-Partikel wurden nach GroRe in 7
Gruppen von H1P (am kleinsten) zu H7P (am groften) eingeteilt: small HDL, 7.4 to
8.0 nm; medium HDL, 8.1 to 9.5 nm; large HDL, 9.6 to 13 nm; H1P: 7.4 nm; H2P: 7.8
nm; H3P: 8.7 nm; H4P: 9.5 nm; H5P: 10.3 nm; H6P: 10.8 nm; und H7P: 12.0 nm.
H1P und H2P wurden zu kleinen HDL zusammengefasst, H3P und H4P zu mittleren
HDL und H5P bis H7P zu groltem HDL. Ohne Berucksichtigung anderen Parameter
waren H1P und die Partikel H3P, H4P, H6P und H7P mit einem geringeren Risiko
einen Diabetes zu entwickeln assoziiert, H2P mit einem hoheren Risiko. Nach
Anpassung von Covarianten (Alter, Geschlecht, Diabetes in der Familie,
Alkoholkonsum, Rauchen, BMI, CRP, Bluthochdruck, Einnahme von Lipidsenkern,
HOMA-IR (homeostatic model assessment of insulin resistance), LDL-Cholesterin
und Triglyceriden) war H4P weiterhin invers und H2P mit einem erhohten Risiko fur
Diabetes assoziiert. Aullerdem waren bei nicht-Ubergewichtigen Probanden auch

grolRes HDL und HP6 mit einem geringeren Diabetesrisiko assoziiert.

1.5 Grundlagen der NMR-Spektroskopie
NMR-Spektroskopie beruht auf der magnetischen Kernresonanz. Dabei handelt es

sich um die Wechselwirkung zwischen dem magnetischen Moment von Atomkernen
in einem statischen Magnetfeld und einem hochfrequenten magnetischen
Wechselfeld. Im Folgenden werden zuerst einmal die der NMR-Spektroskopie
zugrundeliegenden Prinzipien erklart. Alle Kerne haben eine Spinquantenzahl (/).
Diese kann entweder 0 oder ein Vielfaches von Y2 sein. Betragt die Spinquantenzahl
nicht 0, bedeutet das, dass diese Kerne einen Drehimpuls P besitzen. Das dadurch
induzierte magnetische Moment y; ist abhangig von dem Drehimpuls (P) des Kerns
und des magnetogyrischen Verhaltnis (y).

L =vyP (1)

Das magnetogyrische Verhaltnis ist je nach Kern unterschiedlich und ein Mal3 daftr,
wie magnetisch eine bestimmte Art von Kernen ist, und wie gut sie sich mit NMR-
Spektroskopie darstellen lassen. Leider hat das haufig in der organischen Chemie
vorkommende Element '2C die Spinquantenzahl /=0. Deshalb ist es in der NMR-

Spektroskopie unsichtbar. Protonen haben hingegen die Spinquantenzahl 4, sind
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deshalb fur die NMR-Spektroskopie wichtig. Bringt man Kerne mit einer
Spinquantenzahl ungleich 0 in ein statisches Magnetfeld, werden diese Kerne
aufgrund ihres magnetischen Moments von dem aufl3eren Magnetfeld beeinflusst. Im
Koordinatensystem zeigt dieses auliere Magnetfeld klassisch in Richung der z-
Achse, deshalb nennt man die Magnetisierung der Kerne parallel zum auf3eren
Magnetfeld z-Magnetisierung. Dabei konnen sie, in Abhangigkeit von ihrer
Spinquantenzahl /, nur eine bestimmte Anzahl von Zustanden annehmen. Diese
Anzahl von Zustanden betragt 2/ + 1, also sind beispielsweise fur Protonen, deren
Spinquantenzahl Yz ist, zwei Zustande, namlich +%2 und -2, moglich. Man kann sich
dabei vorstellen, dass sich die z-Magnetisierung der Protonen im Magnetfeld
entweder parallel (a) oder antiparallel (8) zu den Feldlinien ausrichten kann. Die
parallele Ausrichtung ist dabei etwas weniger energiereich. Bringt man deshalb viele
Kerne in ein Magnetfeld, werden sich im thermischen Gleichgewicht etwas mehr
Kerne im weniger energiereichen Zustand befinden. Das Verhaltnis der Anzahl von
Kernen in der parallelen Ausrichtung (N,) zu der Anzahl von Kernen im
energiereichen Zustand (Ng) wird durch die Boltzmann Verteilung beschrieben:

Ng

Ne _ o kgt (2)
Ng

AE bezeichnet dabei die Energiedifferenz Eg-E,, der beiden Zustande im Magnetfeld,
T die absolute Temperatur und kg ist die Boltzmann Konstante.

Wie ein sich drehender Kreisel im Schwerfeld der Erde prazediert, so prazedieren
auch die sich drehenden Kerne im statischen Magnetfeld. Dieses Phanomen wird
Larmor-Prazession genannt. Die Frequenz f der Larmor-Prazession ist interessant,
weil sie gleichzeitig auch eine Resonanzfrequenz des Spins ist: Wird ein
elektromagnetisches Wechselfeld mit der gleichen Frequenz eingestrahlt, dann kann
der Kern durch Aufnahme dieser Energie in den energiereichen Spinzustand
Ubergehen. AnschlieRend kann er wieder unter Abgabe dieser Energie in den
energiearmeren Spinzustand zurtuckkehren. Dieser Vorgang nennt sich dann
magnetische Kernresonanz (NMR). Die Energie AE, die im statischen Magnetfeld By
nétig ist, um von einem Spinzustand mit niedriger Energie in den anderen mit hoher

Energie Uberzugehen, ist:

AE = hf =20 (3)

21
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h ist dabei das Planksche Wirkungsquantum.

Normalerweise sind Kerne von Elektronenhillen umgeben. Diese schirmen das
aullere Magnetfeld By etwas ab, sodass sich die Kerne eigentlich im effektiven
Magnetfeld B befinden.

B'=By(1-0) (4)

Dabei ist o die Abschirmungskonstante. Dadurch verandert sich auch die
Resonanzfrequenz f des Spins. Diese Verschiebung der Resonanzfrequenz nennt
man chemische Verschiebung 8, weil sie von der chemischen Umgebung eines
Kerns abhangt. Normalerweise gibt man sie nicht in Absolutwerten an, sondern
relativ zu einer Standardsubstanz in parts per million (ppm). Die Standardsubstanz

hat die Abschirmungskonstante o5 und die Resonanzfrequenz fs,

§=0,—g="LF (5)

Betrachtet man ein aufgenommenes 'H-NMR Spektrum, so sieht man, dass einige
Resonanzlinien aufgespalten sind. Das liegt an der indirekten Spin-Spin-Kopplung.
Dabei beeinflussen sich benachbarte Protonen eines Molekils Uber ihre bindenden
Elektronen, die auch einen Spin besitzen. Die Anzahl der Signale und die relative
Intensitat folgt der Binomialreihe. Koppelt beispielsweise ein Kern mit 2 weiteren,
erkennt man ein Triplett, wobei das Signal in der Mitte doppelt so hoch ist wie die

beiden aulieren Signale.

1.6 Zuordnung von Resonanzlinien
Um den Resonanzlinien eines Spektrums die Substanzen zuzuordnen, gibt es

verschiedene Mdglichkeiten. Weil3 man in etwa, welche Stoffe zu erwarten sind und
was ihre chemischen Verschiebungen sind, kann man die Resonanzlinien nach ihrer
chemischen Verschiebung zuordnen.

Die sicherste Methode, um nachzuweisen, dass eine Resonanzlinie zu einem
bestimmten Stoff gehort, ist das Spiken. Dabei gibt man den Stoff, von dem man
vermutet, dass er zur Resonanzlinie gehort, zur Probe hinzu. Steigt die Intensitat der
Resonanzlinie, hat man die zugehdrige Substanz richtig identifiziert.

Eine weitere Moglichkeit ist die Zuordnung mithilfe von 2D-Spektren. Bei der 1D-
Spektroskopie wird das Signal als Funktion der Zeit t; registriert und anschliel3end
durch Fourier-Transformation in eine Funktion der Frequenz umgewandelt. Bei der
2D-Spektroskopie wird das Signal als Funktion der Zeiten t; und t, registriert, sodass
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nach Fourier-Transformation das Signal in Abhangigkeit von den Frequenzen f; und
f, dargestellt werden kann. Das Experiment ist in 4 Phasen aufgebaut: Praparation,
Evolution (t1), Mischung und Detektion (tz). In der Detektionsphase werden, wie bei
einem 1D-Experiment, das Signal in Abhangigkeit der Zeit t, detektiert. In der
Praparationsphase werden die Kerne meist durch einen 90°-Impuls
transversalmagnetisiert. Die Dauer der Evolutionsphase wird wahrend des
Experiments variiert. Das Spinsystem kann sich dabei entwickeln, indem sich die
Spins gegenseitig beeinflussen. Die Mischzeit bleibt wahrend des Experiments
konstant und es werden wahrenddessen weitere Pulse gegeben. Es mischen sich
verschiedene Spinzustande. Typische Arten von 2D-Experimenten sind COSY und
TOCSY. Beim COSY werden wahrend der Praparationsphase und wahrend der
Mischungsphase jeweils ein 90°-Impuls eingestrahlt. So sieht man die Kopplungen
von Kernen, die direkt nebeneinanderliegen. Beim TOCSY wird in der
Mischungsphase eine Spin-Lock-Sequenz eingestrahlt, die aus mehreren einzelnen
Pulsen besteht. Dadurch erkennt man nicht nur die Kopplung von Kernen die direkt
nebeneinanderliegen, sondern auch die Kopplungen von Kernen, die einige
Bindungen entfernt voneinander liegen. Allerdings lasst sich teilweise nicht sicher
bestimmen, wie viele Bindungen zwischen den Kernen liegen. Die Abbildung 1.6.1
zeigt das Kopplungsmuster eines TOCSY Spektrums. Auf der Diagonale liegen die
Signale der einzelnen Kerne, wie man sie auch in einem 1D-Spektrum sehen wirde.
Die anderen Punkte zeigen die Kreuzsignale zwischen den Kernen, wobei schwarz
die Kreuzsignale direkt benachbarter Kerne sind und weil} die Kreuzsignale zwischen
nicht direkt benachbarten Kernen sind.
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Abb 1.6.1 Schematische Darstellung eines Kopplungsmusters im TOCSY Spektrum
eines \Valinrestes. Dargestellt werden die zu erwarteten Diagonalpeaks B ,
Kreuzsignale zwischen direkt benachbarten Kernen @ , Kreuzsignale zwischen zwei
Bindungen voneinander entfernten Kernen O und Kreuzsignale zwischen mehr als
zwei Bindungen voneinander entfernt liegenden Kernen Q. Modifiziert nach Hausser
und Kalbitzer (1998).
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2 Material und Methoden

2.1 Studiendesign
Die in dieser Arbeit ausgewerteten Daten entstanden im Rahmen des

Forschungsprojektes ,Testmethoden flr die Diabetes Friherkennung“ des
bayerischen Roten Kreuzes. Dieses Forschungsprojekt wurde durch die bayerische
Forschungsstiftung gefordert. Projektpartner waren das Klinikum der Ludwig-
Maximilians-Universitat, das Helmholtz Zentrum Munchen, LipoFIT Analytic GmbH,
Metanomics Health GmbH, TOPLAB GmbH, und die Universitat Regensburg.

Um unter den Blutspendern an Diabetes oder Pradiabetes erkrankte Probanden fur
die Studie zu finden, wurde folgendermaflen vorgegangen. Durch das bayerische
rote Kreuz wurden im Herbst 2008 an Blutspender ein sogenannter FindRisk
Fragebogen verteilt (Bergmann et al.,, 2007). Dieser Fragebogen dient dazu, das
Risiko innerhalb der nachsten 10 Jahre an Diabetes Typ 2 zu erkranken, anhand von
Fragen zu Lebensstil, Ernahrung, BMI und familiaren Risikofaktoren, festzustellen.
Bei den Teilnehmern, die aufgrund des Fragebogens ein erhdhtes Risiko aufwiesen,
wurde anschlielfend der HBA1c Wert im Blut gemessen. Dabei handelt es sich um
mit Glucose glykiertes Hamoglobin, das als Indikator flr die Blutzuckerspiegel der
letzten Wochen dienen kann. Bei den Blutspendern mit einem erhéhten HbA1c Wert
wurde anschlieend ein oraler Glukosetoleranztest (0GTT) durchgefuhrt, um eine
eindeutige Diagnose stellen zu konnen. Zusatzlich wurde der orale
Glukosetoleranztest noch bei einer Kontrollgruppe durchgefuhrt, damit fur die Studie

auch die Proben von gesunden Probanden zur Verfugung stehen.

Von den so ausgewahlten Probanden wurden anschliefend aus der BIOBANK der
Blutspender die Ruckstellproben der vergangenen Jahre herausgesucht. Die
BIOBANK ist ein Proben und Datenarchiv, bei dem sich Blutspender registrieren
konnen. Bei jeder Blutspende muss eine Blutprobe fur eventuelle
Nachuntersuchungen flir mehrere Jahre eingefroren werden. Bei registrierten
Spendern werden diese Proben auch nach dieser gesetzlichen Aufbewahrungsfrist
weiterhin aufbewahrt und gemeinsam mit medizinischen Hintergrunddaten flr

Forschungsprojekte verwendet.

Als einer der Forschungspartner wurden die Ruckstellproben und die Proben des

oralen Glukosetoleranztest dann an die Lipofit GmbH und die Universitat Regensburg
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verschickt, mithilfe von NMR-Spektroskopie gemessen und die Konzentrationen der

Lipoproteine bestimmt.

Die Tabelle 2.1.1
Studienteilnehmer.

gibt einen Uberblick (iber die wichtigsten Daten der
Dabei lag allerdings nicht bei allen Probanden genlugend
Probenmaterial fur die Analyse der Rulckstellproben vor oder es gab keine NMR-
Nuchternprobe. Die genaue Anzahl an Probanden mit ausgewerteten Proben wird

vor der jeweiligen Analyse nochmal dargestellt.

Tabelle 2.1.1 Ubersicht der wichtigsten patientenspezifischen Daten der
Studienteilnehmer

oGTT All Gesund IFG® IGT® IFG+IGT® T2D'
Gruppe (n=618) (n =259) (n=202) (n=26) (n =69) (n=61)
Male 390 142 135 18 46 49

Female 228 117 67 8 23 12

Age [years] 54.1+9.0 52.5+10.3 54.6 +7.9 57.2+7.6 55.9+8.0 56.0+6.9
BMI [kg/m’] | 28.6+4.1 27.9+4.0 29.1+3.7 29.4 +3.4 30.4+4.3 30.2 +4.2

c (t=0) 103.4+13.5 | 93.5+4.2 106.7+5.6 | 95.2+3.9 110.1+6.8 | 130.6 +18.2
[mg/dL]

¢ (t=120)° 120.5+445 100.6+19.5 105.6+21.4 1553+143 163.7+16.9 207.4+62.8
[mg/dL]

aGlucosekonzentration beim oGTT zur Zeit t = 0. "Glucosekonzentration beim oGTT
zur Zeit t = 120 min. °IFG: Gruppe der Probanden mit erhéhter Niichternglukose
(impaired fasting glucose); °IGT: Gruppe der Probanden mit gestorter
Glukosetoleranz (impaired glucose tolerance); *IFG+IGT: Gruppe der Probanden mit
einer Kombination aus IFG und IGT; 'T2D: Gruppe der Probanden mit neu
diagnostizierten Diabetes Mellitus Typ II.

2.2 Diagnostik von Glukosetoleranz und Diabetes
Zur Diagnose des Diabetes wurde ein oraler Glukosetoleranztest (oGTT)

durchgefuhrt. Dazu wurde den nuchternen Probanden zu Beginn die erste Blutprobe
abgenommen. Anschliefend mussten die Probanden innerhalb von 5min 75g
Glucose gel6st in 300ml Wasser trinken. Nach 120min wurde zum zweiten Mal Blut

abgenommen. Aus dem vendsen Plasma wurde dann die Glucosekonzentration
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bestimmt. Daraufhin wurden die Probanden in verschiedene Gruppen eingeteilt. Die
Gruppe der gesunden, nicht an Diabetes erkrankten Probanden hatten sowohl
unauffallige Nuchternwerte als auch unauffallige 2h Werte. Die Pradiabetiker wurden
in drei Untergruppen aufgespalten: Eine Gruppe mit leicht erhdhter Nuchternglukose,
eine mit erhdhten 2h Wert und eine Gruppe, bei der beide Werte erhoht waren. Bei
Diabetikern war mindestens einer der beiden Werte stark erhoht. Die Tabelle 2.2.1

zeigt die genauen Grenzwerte, die zur Einteilung in die Gruppen fuhrten.

Tabelle 2.2.1 Definition der Gruppen der Diabetesstudie mithilfe des oGTT

Nuchterglukose Glukosewert nach 2h
Gruppe 1 | Gesunde Unter 100 mg/dL Unter 140 mg/dL
Gruppe 2 | Gestorte 100 mg/dL bis 125 | Unter 140 mg/dL
Nuchterglukose (IFG) | mg/dL
Gruppe 3 | Gestorte Unter 100 mg/dL 140 mg/dL bis 199
Glukosetoleranz (IGT) mg/dL
Gruppe 4 | Gestorte 100 mg/dL bis 125|140 mg/dL bis 199
Nuchterglukose und | mg/dL mg/dL
Glukosetoleranz
(IFG+IGT)
Gruppe 5 | Diabetes (T2D) uber 125  mg/dL | Uber 200 mg/dL
und/oder erhdhter 2h- | und/oder erhohte
Wert Nuchternglukose

2.3 NMR Spektroskopie

Die meisten Proben wurden von Dr. Kristina Lobenhofer im Rahmen ihrer

Dissertationsarbeit gemessen.  Fur genauere Informationen  bezuglich
Probenherstellung und Messung sei deshalb auf ihre Arbeit (Lobenhofer, 2014)

verwiesen.

2.3.1 NMR-Messungen
Die Proben wurden an einem 600MHz AVANCE I+ BRUKER NMR-Spektrometer mit

TXI-Probenkopf und dem automatischen Probenwechsler Sample Jet von BRUKER

gemessen. Zu Beginn und Ende jeder Messreihne wurde eine Referenzprobe
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gemessen. Tabelle 2.3.1 gibt eine Ubersicht tiber die Messbedingungen. Es wurde

ein 1D-NOESY Spektrum und zwei gradienteneditierte Spektren aufgenommen.

Tabelle 2.3.1 Ubersicht (iber die Messparameter der Proben, die von Dr. Lobenhofer
wéhrend ihrer Dissertation gemessen wurden

Frequenz 600 MHz
Pulsprogramm Noesygpprid
Temperatur 310K
Vorsattigungszeit 4s

Mixing Zeit 0,01s

FID 32768
Spektrale Breite 20,022 ppm
Anregungspuls p1 90°
Repetitionszeit 54s
Anzahl der Messungen 32

Dummy Messungen 4

Frequenz 600 MHz
Pulsprogramm Ledbpgpr2s1d
Temperatur 310K
Vorsattigungszeit 4s

Mixing Zeit 0,01s

FID 32768
Spektrale Breite 20,022 ppm
Anregungspuls p1 90°
Echo-Zeit 3ms
z-Magnetisierungszeit 5 ms
LED-Zeit 5 ms
Anzahl der Messungen 32
Dummy-Messungen 4
Repetitionszeit 217 s
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Die Messungen, die im Rahmen dieser Dissertationsarbeit durchgefihrt wurden,
wurden an einem 800 MHz Neo Avance Bruker NMR-Spektrometer und einem 600
MHz Neo Avance Bruker NMR Spektrometer, unter Verwendung eines 5 mm

Cryoprobenkopf (TCI), gemessen.

Tabelle 2.3.2 Messparameter der in dieser Arbeit aufgenommenen 1D Spektren

Frequenz 800 MHz
Pulsprogramm Noesygpprid
Temperatur 310 K
Vorsattigungszeit 4s

Anzahl der Datenpunkte 64k
Spektrale Breite 20,156 ppm
Anregungspuls p1 90°
Repetitionszeit 6.032s

Tabelle 2.3.3 Messparameter der in dieser Arbeit aufgenommenen 2D Spektren

Frequenz 800 MHz
Pulsprogramm mlevphpr.2
Temperatur 310K
Wartezeit 1.5s

Mixing Zeit 80ms
Anzahl der Datenpunkte 16k * 1k
Spektrale Breite 9.7631 ppm
Anzahl der Einzelmessungen 16
Repetitionszeit 255s

2.3.2 Primare Datenauswertung
Zur Bestimmung der Lipoproteinprofile wurde ein Patent der Firma NUMARES AG

verwendet, bei dem die GroRen der Partikel Uber die chemische Verschiebung im
NMR Spektrum bestimmt werden. (DE 10 2004 026 903 B4, Verfahren zur
Bestimmung von Lipoproteinen in Korperflussigkeiten und Messanordnung dafur;

AU2005250571, Process for the determination of lipoproteins in body fluids;
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US7927878, Process for the determination of lipoproteins in body fluids) Tabelle
2.3.2 fasst die Aufteilung der Lipoproteine nach GroRen zusammen. Die
Primarauswertung der Messungen mithilfe der Software der NUMARES AG wurde

von Kristina Lobenhofer vorgenommen.

Tabelle 2.3.2 Ubersicht (iber die GréBen, Dichte und Masse der verschiedenen
Lipoproteinuntergruppen®

Subspezies Partikeldurchmesser | Mittlere Mittlere | Masse
Bereich [nm] Partikel- Dichte pro nmol
durchmesser | ing/cm® | inmg
(nm]

Chylo. [B] GroRe > 150 150,00 0,9600 | 59,86
Chylomikronen

Chylo. [A] Kleine 100 - 150 100,00 0,9800 17,74
Chylomikronen

Chylo. Rem Chylomikronen | 80 - 100 80,00 1,0000 9,08
Remnants

VLDL [B] GroRRes VLDL | 60 - 80 65,00 1,0060 | 4,87

VLDL [A] Kleines VLDL | 40 - 60 45,00 1,0100 1,62

IDL IDL 30-40 32,00 1,0150 | 0,58

LDL [E] Sehr grofles | 25-30 28,00 1,0190 | 0,39
LDL

LDL [D] GroRes LDL 22-25 24,50 1,0270 | 0,26

LDL [C] Mittleres LDL | 21 - 22 22,50 1,0350 | 0,20

LDL [B] Kleines LDL 19 - 21 20,50 1,0450 | 0,15

LDL [A] Sehr  kleines | 16 - 19 17,50 1,0600 | 0,10
LDL

HDL [D] Sehr grofles | 13- 16 14,50 1,0630 | 0,05
HDL

HDL [C] GroRes HDL 10-13 11,50 1,0900 | 0,03

HDL [B] mittleres HDL | 8,5- 10 9,70 1,1200 | 0,02

HDL [A] kleines HDL 7-85 7,30 1,2000 | 0,01

2.4 Statistische Auswertung
FiUr die statistische Auswertung wurden die Programmpakete IBM SPSS Statistics

Version 25.0 fur Windows und R Version 3.6.1 (R Core Team, 2019) benutzt.

Folgende Statistische Testverfahren wurden angewendet:
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Kolmogorov-Smirnov mit Korrektur nach Lilliefors wurde verwendet, um die
Normalverteilungsannahme zu Uberprufen. Die Nullhypothese des Kolmogorov-
Smirnov Tests lautet, dass die Verteilungsfunktion eines kontinuierlichen Merkmals x
nicht von der theoretisch erwarteten Funktion abweicht, in diesem Fall der
Normalverteilung. Die Alternativhypothese lautet, dass diese Verteilungsfunktion von
der erwarteten Verteilung 68, abweicht. Die Prifgrof3e des Tests ist definiert als das
Supremum aller Abweichungsbetrage zwischen der empirischen Verteilungsfunktion
F(x) und der Verteilungsfunktion, die man in der Nullhypothese erwarten wirde.

Doy = maxy | F(x) - HO(X)l (1)

Man zieht also die beiden Funktionen voneinander ab und berechnet, was die grofite
Differenz zwischen den beiden Funktionen ist. Die Nullhypothese muss abgelehnt
werden, wenn Dnax mindestens dem kritischen Wert DXL entspricht oder driiber
liegt. Der Test fuhrt, wenn Populationsmittelwert und
Populationsstandardabweichung nicht bekannt sind, mit der urspringlichen
Berechnung von DXt nicht mehr zu robusten Ergebnissen, sondern wird zu

konservativ. Deshalb wird die Korrektur nach Liliefors angewandt, bei einem

. g . " . .. . ; 0,819 . -
Signifikanzniveau von 5% ware sie beispielsweise DXL = =N ist dabei die Anzahl

der Messwerte. (Eid, Gollwitzer, & Schmitt, 2015) Mit diesem Test wurden die
Lipoproteinkonzentrationen von Gesunden, Pradiabetikern und Diabetikern
zusammen auf Normalverteilung untersucht. Nach Ausreillern wurde mithilfe von

Boxplots gesucht.

Der Levene Test wurde verwendet, um die Varianzengleichheit mehrerer Stichproben
zu testen: Der Levene Test ist relativ robust gegenlber einer Verletzung der
Normalverteiltheit. Bei diesem Test werden die Messwerte Xn mit i = 1, 2 so
transformiert, dass sie die absoluten Abweichungen von ihrem jeweiligen
Stichprobenmittelwert darstellen: ymi = | Xmi — Xi |. Von diesen transformierten Werten
berechnet man dann die Stichprobenmittelwerte (yi) und den Mittelwert der gesamten

Werte (y). Diese Werte werden bendétigt, um die PrifgroRe w zu berechnen.

¥2,nix (7.5)
: (2)

w=(n1+n;—2)x -
S24I0 4 G 9
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Falls die beiden Stichproben stark asymmetrisch verteilt sind, koénnen die
Ausgangswerte anstatt mit dem Mittelwert auch mit dem Median transformiert
werden. Das nennt sich dann Brown-Forsythe-Test. (Eid et al., 2015)

Der t -Test pruft mithilfe der Mittelwerte der beiden Stichproben, ob sich die
Mittelwerte der Grundgesamtheiten, aus denen die Stichproben stammen,
unterscheiden.

Dabei ist die Nullhypothese, dass zwei Stichprobenmittelwerte X; und X, aus den
beiden Populationen U4 und U, stammen, deren Mittelwerte sich nicht unterscheiden,
also

Ho:U1—Uz2=0 (3)

Wirde man unter dieser Voraussetzung immer wieder Stichproben aus der
Grundgesamtheit ziehen und die Differenz der Mittelwerte vergleichen, hatte man als
Ergebnis die Zufallsvariabel E = X; - X, die immer um Null schwanken wiirde. Nimmt
man an, dass E normalverteilt ist und dass keine Kovarianz zwischen den
Stichproben vorliegt, ware die Varianz von E dann

Var(Xy - X2) = Var(X;) + Var(Xy). (4)

Ersetzt man die Varianz mit der quadrierten Standardabweichung s ergibt sich

8)2(1 -)_(2 = 8)2(1 + 3)2(_2 " (5)
Zusatzlich gilt der Zusammenhang zwischen der Standardabweichung des
Mittelwerts einer Stichprobenkennverteilung, der Grof3e n einer Stichprobe und der

Standardabweichung der Population sy:

Sx = \/% (6)

Also gilt

SE=S = ﬁ+ﬁ (7)
E X1 - Xz n n

Weil die Standardabweichung der Population unbekannt ist, muss man sie schatzen,
man verwendet dafiir eine gepoolte innerhalb Varianz s?

2 2
2 _ s7x(ng-1)+ s5%(ny-1)
s (ng-1)+ (np-1) (8)

Setzt man diese innerhalb Varianz in der vorherigen Gleichung s? und s3 ein, erhélt
man flr den Standardfehler sg der Mittelwertdifferenz X4 - X :

2 2
SE= Sg,—%,— Slﬂ"-Slﬂ (9)

1 2 nq ny
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Die t-verteilte Prufgrofie ist:

Te=Ty . = (X1~ X2)-E(X1-X2)

X1-X2 g %
1-

(10)

Wenn die Nullhypothese gilt, ist der Erwartungswert der Mittelwertsdifferenz
E(X; - X2)= 0, deshalb wird der t-Wert:

X1- X
T)_(»]-iz = (3;1 222) (11)

Voraussetzungen des t-Tests sind, dass die Werte sowohl innerhalb derselben als
auch zwischen den Stichproben unabhangig voneinander sind. Au3erdem sollte das
Merkmal in beiden Grundgesamtheiten stetig und normalverteilt sein. Die Varianzen
der beiden Grundgesamtheiten sollten dabei ebenfalls homogen sein. Bei
Verletzungen der Normalverteilungsannahme kann man den t-Test trotzdem
anwenden, vorausgesetzt die Stichproben sind grol3 genug, wobei es da besser ist,
wenn die Stichproben zumindest symmetrisch oder gleichsinnig schief sind. In Falle
der Varianzheterogenitat sollte die Korrektur nach Welch durchgefihrt werden. (Eid
et al., 2015)

Der U-Test wurde verwendet, um zu prifen ob sich die Mediane nicht parametrischer
Daten signifikant unterscheiden. Die Nullhypothese bei diesem Test ist, dass die
Mediane zweier Stichproben gleich sind. Um diese These zu Uberprufen werden alle
Werte der Grofde nach geordnet und so jedem Wert eine Rangnummer zugeteilt. Fur
beide Stichproben werden jeweils aus diesen Rangnummern eine Rangsumme
gebildet. Aus den Rangsummen rs und den GrolRen der Stichproben n wird eine
PrufgroRe U berechnet.

x (nq+1

n x (no+1
Ui = nq X Ny + X (na+1)

). rs, fir die erste Stichprobe und u, = ny X ny + ”ZT rs,

fur die zweite Stichprobe. Diese PrufgroRe berechnet in wie vielen Fallen die
Rangplatze der betrachteten Stichprobe von Rangplatzen der anderen Stichprobe
Uberschritten wird. Man nimmt an, dass U normalverteilt ist und wenn die

Nullhypothese stimmt, ist der Erwartungswert dieser Prufgrole E(U)
E(U) = M X7z (12)

2

Der Standardfehler s, wird berechnet mit:
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Sy = \/nl X Ny (1121+ n, +1) (1 3)

Der u-Wert wird dann z-transformiert zu
u-E(U)

Su

z= (14)

Voraussetzung ist Homoskedastizitat, also eine Homogenitat der Varianzen. Falls die

Stichprobengroflen sich stark unterscheiden, wird der Test konservativer.

Kerndichteschatzer werden verwendet, um Wahrscheinlichkeitsverteilungen zu
glatten: wahrend ein Histogramm aus Balken besteht, ist ein Kerndichteschatzer
stetig. Daflr legt man unter jeden Punkt eine Kernfunktion, zum Beispiel einen
Gaullkern. Anschlielend werden an jedem Punkt die dort anfallenden Werte addiert.
Die Summe wird durch die Anzahl der Kerne beziehungsweise der Messwerte geteilt.
Dadurch wird die Flache unter dem Kernschatzer 1. Je breiter die Bandbreite der
Kerne gewahlt ist, desto mehr Uberlappen sich die Kerne und desto gleichmaRiger
wird der Kerndichteschatzer, eine schmalere Bandbreite fuhrt zu einer sehr

ungleichmafigen Verteilung mit vielen Ausschlagen.
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3 Ergebnisse

3.1 Zuordnung der Signale im NMR-Spektrum

Die verschiedenen Signale im 1D-Spektrum von EDTA-Plasma wurden mithilfe von
bekannten chemischen Verschiebungen zugeordnet. AnschlieRend wurde die
Zuordnung mithilfe eines 2D Spektrums Uberprift. Fir die Zuordnung der Peaks
wurden vor allem Veroffentlichungen, sowie teilweise Dissertationsschriften

verwendet. (Baumstark et al., 2019; Lobenhofer, 2014; Mickiewicz B.; Pehlke-Rimpf,
1993)

Die Abbildungen 3.1.1 bis 3.1.7 zeigen eine Zuordnung der Peaks Uber die

verschiedenen ppm Bereiche eines Plasmaspektrums.

C, CE

Isoleucin

CH; Gruppe von
FS, C,CE

T T T

T T T
0.9 0.8 0.7

T T T
0.6 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1

ppm
Abbildung 3.1.1. 1D Spektrum einer EDTA-Plasma Probe von 0 ppm bis 1 ppm. FS:
Fettsauren; C: Cholesterin; CE: Cholesterinester
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Abbildung 3.1.2. 1D Spektrum einer EDTA-Plasma Probe von 1 ppm bis 2 ppm. FS:
Fettsauren; C: Cholesterin; CE: Cholesterinester
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Abbildung 3.1.3. 1D Spektrum einer EDTA-Plasma Probe von 2 ppm bis 3 ppm. FS:
Fettsduren; C: Cholesterin; CE: Cholesterinester; GlycA: N-Acetyl-glucosamin-
Gruppen von verschiedenen Akute-Phase-Proteinen (Otvos et al., 2015).
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Abbildung 3.1.4. 1D-Spektrum einer EDTA-Plasma Probe von 3 ppm bis 4 ppm.
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Abbildung 3.1.5. 1D Spektrum einer EDTA-Plasma Probe von 4 ppm bis 5 ppm. PC:
Phosphatidylcholin;, Pl: Phosphatidylinositol; PE: Phosphatidylethanolamin;, TG:
Triglycerid; SPH: Sphingosin.
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Abbildung 3.1.6. 1D-Spektrum einer EDTA-Plasma Probe von 5 ppm bis 6 ppm. PC

Phosphatidylcholin;, Pl: Phosphatidylinositol; PE: Phosphatidylethanolamin, TG
Triglycerid; C: Cholesterin; CE; Cholesterinester; FS: Fettséure
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Abbildung 3.1.7. 1D-Spektrum einer EDTA-Plasma Probe von 6 ppm bis 8.75 ppm
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Wenn moglich wurde die Richtigkeit der zugeordneten Peaks im 1D Spektrum
mithilfe von 2D Spektren belegt. Abbildung 3.1.8 zeigt ein 2D Ubersichtsspektrum
uber die Lipide und die, auf dieser Ebene sichtbaren, kleineren Metaboliten.
Cholesterin und Cholesterinester konnten nicht sicher identifiziert werden, da die
Kopplungssignale, an denen sie nicht von Fettsauren Uberlagert werden, zu schwach
sind.

..."
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Abbildung 3.1.8 2D-Spektrum von EDTA-Plasma. PC: Phosphatidylcholin;, Pl:
Phosphatidylinositol; PE: Phosphatidylethanolamin; TG: Triglycerid; FS: Fettsédure

Abbildungen 3.8.9 bis 3.8.15 zeigen Ausschnitte des 2D Spektrums, um Signale, die
auf dem Ubersichtsspektrum nicht erkennbar sind, darzustellen.
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Abb 3.1.9 2D Spektrum von EDTA-Plasma. Eingezeichnet sind Isoleucin (lle) und
Leucin (Leu)
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Abb 3.1.10 2D-Spektrum von EDTA-Plasma. Eingezeichnet Glutamin (Gln)
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Abb 3.1.11. 2D-Spektrum von EDTA-Plasma. Eingezeichnet ist Citrat (Cit)
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Abb 3.1.12. 2D-Spektrum von EDTA-Plasma. Eingezeichnet sind Kalzium-EDTA und
Magnesium-EDTA
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Abb 3.1.13. 2D-Spektrum von EDTA-Plasma. Eingezeichnet ist Kreatinin
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Abbildung 3.1.14. 2D-Spektrum von EDTA-Plasma. Eingezeichnet sind alpha-D-
Glucose (blaue Pfeile) und beta-D-Glucose (schwarze Pfeile). Wegen ihrer

strukturellen Ahnlichkeit liegen die Signale nah beieinander.

40



ppm
5.8

6.0
6.2
6.4
6.6

“ Ve 6.8

Tyr ’ / 7.0
% " F7.2

7.4
/ 7.6
¥ C 7.8
8.0

8.2

T T T T T T T T T T T T ~8.4
84 82 80 78 76 74 72 70 68 66 64 62 ppm

Abbildung 3.1.15. 2D-Spektrum von EDTA-Plasma. Eingezeichnet ist Tyrosin (Tyr)

3.2 Berechnung des Zeitverlaufs aus Riickstellproben
Die Probanden waren unterschiedlich haufig zu unterschiedlichen Zeitpunkten beim

Blutspenden. Bei jeder Blutspende wurde eine Ruckstellprobe in der BIOBANK der
Blutspender aufbewahrt. Somit stand bei jedem Probanden eine unterschiedliche
Anzahl an in den letzten Jahren erhaltenen Ruckstellproben zur Verfigung. Die
Lipoproteinkonzentrationen wurden nach der Zeit graphisch aufgetragen. Dabei fiel
auf, dass sich die Verlaufe fast immer gut mit einer Gerade fitten lassen. Von diesen
Geraden wurde die Steigung und der Wert bei t=0 also zum Zeitpunkt des oGTT Test
und somit zum Zeitpunkt der Diagnosestellung fur die statistische Auswertung
verwendet:

Die Steigung der Gerade ist dabei die relative Veranderung in den Jahren vor
Diagnosestellung und kann so zeigen welche Veranderungen der
Lipoproteinkonzentrationen bei Fortschreiten des Diabetes auftraten.

Indem der Wert der Gerade bei t=0 fur die weitere statistische Auswertung verwendet
wird, werden so alle Proben benutzt, damit der Wert weniger schwankt und
unabhangiger von aulderen Faktoren ist, wie beispielsweise der letzten Mahlzeit oder
der Tageszeit.

In den folgenden Abbildungen sieht man beispielshaft den Verlauf der
Lipoproteinkonzentration tber die Zeit eines Diabetikers. Dabei fallt auf, dass es zwar
starke Schwankungen gibt, aber auch ein klarer linearer Trend erkennbar ist.
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Abbildung 3.2.1. Konzentrationen von (¢ ) Chylo B,(~ ) Chylo A,( ~) Chylo
Remnants eines Diabetikers in nmol/L; At [d]: Zuriickliegende Zeit seit
Diagnosestellung (oGTT) in Tagen
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Abbildung 3.2.2. Konzentrationen von (¢) VLDL B,() ) VLDL A, (*) IDL eines
Diabetikers in nmol/L; At [d]: Zuriickliegende Zeit seit Diagnosestellung (0GTT) in
Tagen
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Abbildung 3.2.3. Konzentrationen von ( ©) LDL E,(“* )LDL D, (*) LDL C, (*) LDL B,
(*) LDL A eines Diabetikers in nmol/L; At [d]: Zurlickliegende Zeit seit
Diagnosestellung (oGTT) in Tagen
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Abbildung3.2.4. Konzentrationen von (©) HDL B,(~') HDL C, (#) HDL D eines

Diabetikers in nmol/L; At [d]: Zurlickliegende Zeit seit Diagnosestellung (oGTT) in
Tagen
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Abbildung3.2.5. Konzentrationen von (<) HDL A eines Diabetikers in nmol/L; At [d]:
Zurtickliegende Zeit seit Diagnosestellung (0GTT) in Tagen.

3.3 Vergleich der aus den Riickstellproben berechneten Werte fiir den
Zeitpunkt der Diagnosestellung mit den Niuchternwerten
Wie in Abschnitt 3.2 erklart, wurde der Zeitverlauf der Ruckstellproben mit Geraden

gefittet. Mithilfe dieser Geraden wurden Lipoproteinkonzentrationen fur den Zeitpunkt

des oralen Glukosetoleranztests, also der Diagnosestellung, berechnet. Diese Werte

werden in Tabelle 3.3.1 mit Konzentrationen aus den im Rahmen des oGTTs

abgenommenen Nuchternblutproben verglichen. An dieser Tabelle erkennt man,

dass die Nuchternwerte und die aus den Ruckstellproben berechneten Werte recht

ahnlich sind und immer innerhalb der Standardabweichung. Die

Standardabweichung selbst ist meistens bei den aus den Ruckstellproben

berechneten Werten kleiner.

Table 3.3.1 Vergleich der Lipoproteinkonzentrationen, die niichtern und ohne

Nahrungseinschrankung erhalten wurden.?

Gesunde IFG IGT IFG + IGT T2D
N¢ 196 167 21 29 19
Nnf 251 193 26 68 57
Niichtern/
Lipoprotein Nicht-niichtern c [nM] c [nM] c [nM] c [nM] c [nM]
HDLA
Nichtern 16628+2839 1688512939 1672512658 1710712445 17408+2776
(7-8.5 nm)
Nicht-niichtern 1696313320 1736212777 1679942420 17285+2251 1801442454
Acis [%] 2 2.8 0.4 1 3.5
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HDL B

Nichtern 4688+1451 4247+1331 458611692 4724+1530 4218+1123
(8.5—10 nm)
Nicht-niichtern 462311442 450111267 4479+1778 4779+1493 4390+1156
Achts [%) -1.4 6 2.3 1.2 4.1
HDLC 2259
Nuchtern 24451903 21061695 2309+1086 1612 2004593
(10-13 nm)
Nicht-nichtern 24071827 22701749 2300£1049 22631614 20851565
Acnts [%] -1.6 7.8 -0.4 0.2 4.1
HDLD
Niichtern 1159+206 1111+170 11844228 1174+183 1125+147
(13-16 nm)
Nicht-niichtern 1154+193 1158+176 1193£235 1170£155 11494162
Acqts [%] -0.5 4.2 0.7 -0.3 2.1
HDL total
Nichtern 2492113488 2434913423 2480513272 2526512840 2475413003
(7-16 nm)
Nicht-nlchtern 25147+3874 2529043234 2477143104 2549842947 2563843128
Achts [%) 0.9 3.9 -0.1 0.9 36
Apo-Al yyr® Nuchtern 4984216976 4869816845 4961116543 5052945679 4950816006
Nicht-nichtern 5029417749 5058116468 4954316207 5099615893 5127616255
Achis [%] 0.9 3.9 -0.1 0.9 3.6
LDLA
Nuchtern 469.2+127.2 426.4+97.6 469.6+172.6 455.1+81.2 395.1+97.6
(16 — 19 nm)
Nicht-niichtern 465.5£118.5 449.9+105.7 461.4+174.8 452.0+87.9 420.7+86.3
Achts [%) 0.8 5.5 1.7 0.7 6.5
LDL B
Nichtern 370.0+£74.3 354.3+61.0 375.2185.6 374.5£59.8 339.1459.0
(19 -21 nm)
Nicht-nlchtern 369.4172.2 367.3166.0 374.2+89.8 371.1457.4 358.8459.1
Achts [%) 0.2 3.7 0.3 0.9 5.8
LDLC
Nuchtern 328.5+66.5 314.9156.4 331.2478.5 328.6154.5 296.2163.4
(21-22 nm)
Nicht-nichtern 329.9+70.1 323.0+64.7 326.7+82.9 324.6153.9 311.5455.9
Achis [%] 0.4 2.6 -1.4 -1.2 5.1
LDLD
Nichtern 221.31+48.7 216.9145.1 225.0£54.2 229.04£51.1 205.14£53.7
(22 =25 nm)
Nicht-nlchtern 223.6157.1 223.1+47.1 227.5459.1 224.0+47.1 219.2+47.0
Achts [%) 1 2.8 1.1 2.2 6.9
LDLE
Nichtern 175.6+41.9 180.3+41.0 185.4+35.7 196.6+58.0 169.8+44.1
(25-30 nm)
Nicht-nlchtern 177.6£53.2 183.2+46.1 187.6+38.2 191.5445.3 188.8+47.8
Achts [%) 1.1 1.6 1.2 2.6 11.2
LDL total
Nuchtern  1564.7+328.1  1492.9+273.4  1586.4+406.0  1583.7+266.8  1405.2+286.3
(16 — 30 nm)
Nicht-nichtern 1566.0+336.1 1546.5+301.0 1577.2+423.9 1563.1+262.4 1498.8+271.7
Achis [%] 0.1 3.6 -0.6 -1.3 6.7
IDL
Nichtern 83.41+20.95 84.43+20.27 83.41+19.31 91.8428.37 78.71+£23.38
(30—40 nm)
Nicht-nlchtern 84.87+27.24 85.67+21.48 86.58+19.4 88.13+21.97 86.571+22.98
Achts [%) 1.8 1.5 3.8 -4 10
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VLDLA

Nichtern 42.93+13.76 45.08+13.79 45.22+12.18 51.88+23.09 43.17+15.54
(40 — 60 nm)
Nicht-niichtern 43.33%£17.74 45.98+14.42 48.03+11.93 49.4+15.7 48.95+16.87
Achts [%) 0.9 2 6.2 -4.8 13.4
VLDL B
Nuchtern 9.9243.22 10.32+3.26 10.1+3.03 12.28+6.02 9.3543.23
(60 — 80 nm)
Nicht-nichtern 10.06+4.34 10.5+3.42 10.74+2.68 11.35+3.61 11.19+4.11
Achis [%] 1.4 1.7 6.3 -7.6 19.7
IDL and VLDL
Nichtern 136.26+37.08 139.83+36.48 138.72%33.32 155.95+56.55 131.22+40.77
(30— 80 nm)
Nicht-niichtern 138.27+48.51 142.15+38.65  145.35%+32.75 148.88+40.54 146.71+43.34
Achts [%) 1.5 1.7 4.3 4.5 11.8
Apo-B100 yur P Nichtern 1700.9+£352.0 1632.7£300.9 1725.1+431.3 1739.6+£310.7 1536.4+318.3

Nicht-niichtern

1704.2+372.0

1688.6+329.4

1722.6+449.1

1712.0+294.3

1645.5+306.3

Achts [%) 0.2 3.4 -0.1 -1.6 7.1
CM Re
Nuchtern 0.66+0.28 0.7+0.28 0.7+0.25 0.8610.52 0.6810.33
(80— 100 nm)
Nicht-nichtern 0.6610.35 0.7310.28 0.77+0.23 0.8+0.33 0.78+0.34
Achis [%] 0 4.3 10 -7 14.7
CMA
Nichtern 0.42+0.17 0.44+0.18 0.43+0.16 0.56+0.35 0.4+0.17
(100 - 150 nm)
Nicht-nlchtern 0.42+0.23 0.45+0.18 0.4710.14 0.51+0.2 0.5+0.23
Achts [%] 0 2.3 9.3 8.9 25
CMB
Nichtern 0.075+0.039 0.079+0.04 0.076+0.041 0.109+0.083 0.066+0.041
(>150 nm)
Nicht-nlchtern 0.073+0.051 0.082+0.038  0.0810%0.030 0.095+0.046 0.088+0.048
Acqts [%] -2.7 3.8 6.6 -12.8 33.3
CM total
Niichtern 1.151£0.48 1.22+0.49 1.214+0.45 1.5310.94 1.14+0.54
(80— 430 nm)
Nicht-nichtern 1.15+0.62 1.26+0.49 1.32+0.38 1.41+0.57 1.37+0.61
Acnis [%] 0 3.3 9.1 -7.8 20.2
Apo-B48 yyr P Nichtern 1.15+0.48 1.22+0.49 1.21+0.45 1.53+0.94 1.14+0.54
Nicht-nlchtern 1.15+0.62 1.260.49 1.32+0.38 1.41+0.57 1.37+0.61
Achts [%) 0 3.3 9.1 7.8 20.2

aNomenklatur der Lipoproteine siehe Materialien und Methoden (Kap. 2.3.2). Der
Mittelwert + der Standardabweichung der Konzentrationen ist dargestellt. Die
Niichternwerte wurden aus den NMR-Spektren berechnet, die vor der oGTT
Bestimmung aufgenommen wurden. Die Nicht-Niichtern-Werte wurden durch
Extrapolation der Riickstellproben fiir die Zeit t= 0 bestimmt. T2D wurde erst in der
Studie aus den oGTT-Messungen bestimmt und war vorher nicht bekannt. ac,
Differenz der Partikelkonzentrationen unter Hunger und normalen
Erndhrungsbedingungen der Blutspender.
bDie Apo-B100 Konzentration wurde aus der Summe der Partikelkonzentrationen von
VLDL, IDL und LDL unter der Annahme von 1 Apo-B100 Molekiil/Partikel berechnet.

Nicht fur alle Probanden liegen Nuchternproben vor, aber fur die meisten mehrere

Ruckstellproben. Deshalb gibt es bei den aus den Rickstellproben berechneten
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Werten mehr Probanden. Die Tabelle 3.3.2 soll eine Ubersicht iber die Anzahl der

Probanden geben, bei denen Nuchternwerte bzw. Ruckstellproben vorliegen.

Tabelle 3.3.2. Vergleich der Anzahl von Probanden, fiir die Niichternblutproben
vorliegen mit der Anzahl von Probanden, fiir die mindestens 2 Rlickstellproben

vorliegen®

Nuchternproben | Rlckstellproben
Gesunde 196 251
IFG 167 193
IGT 21 26
IFG + IGT 29 68
DM 19 57
Gesamt 432 595

b Tabelle 3.3.2. IFG: gestérte Niichterglukose; IGT: gestérte Glukosetoleranz; DM:
neu diagnostizierte Diabetes Mellitus; Riickstellproben: mindestens 2
Rickstellproben liegen vor.

3.4 Wichtung der Konzentration mit der Gesamtlipoproteinkonzentration
Um zu sehen, wie sich die Konzentrationen der Lipoproteinsubgruppen relativ zur

Konzentration aller Lipoproteine zusammen verandert, wurden die Konzentrationen
der einzelnen Subgruppen durch die Summe aller Lipoproteinkonzentrationen geteilt.
Mit den so gewichteten Daten wurde dann ebenfalls fur jeden Probanden eine
Gerade berechnet. (siehe Abschnitt ,Berechnung des Zeitverlaufs aus

Ruckstellproben®)

3.5 Vergleich der Niichternblutproben von Gesunden mit Pradiabetikern
und Diabetikern
In der Literatur werden normalerweise fur die Lipoproteinkonzentrationsmessungen

nidchtern abgegebene Blutproben verwendet. Deshalb werden im Folgenden
zunachst die Nuchternblutproben der Probanden untersucht. Diese Ergebnisse
sollen dann verwendet werden, um sie spater mit den Ergebnissen aus Absatz 3.3.1
zu vergleichen, wo Ruckstellproben von nicht nichternen Probanden verwendet
wurden.

Dabei wurden die Lipoproteinkonzentrationen von Gesunden mit denen von
Diabetikern und Pradiabetikern mithilfe statistischer Testverfahren verglichen. Die

Proben wurden als Nuchternwerte des oralen Glukosetoleranztests abgenommen.
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Welche Signifikanztests dabei verwendet wurden, war je nach Lipoproteingruppe
unterschiedlich. Zuerst wurden fir viele Signifikanztests wichtige Voraussetzungen
wie Normalverteilung und Homoskedastizitat untersucht. Um auf Normalverteilung zu
testen, wurde dabei der Kolmogorov-Smirnov Test angewandt. Um zu prufen, in wie
weit die Varianzen Ubereinstimmen, wurde der Levene Test angewandt. Als
Signifikanztest wurde der t-Test verwendet, wenn die Konzentrationen einer
Lipoproteingruppe sowohl bei Gesunden als auch bei Pradiabetikern und Diabetikern
annahernd normalverteilt waren und die Varianzen Ubereinstimmten. Gab es in den
Varianzen Unterschiede, wurde der t-Test nach Welch verwendet, da bei diesem
keine gleichen Varianzen vorausgesetzt werden. Waren die Konzentrationen einer
Lipoproteinuntergruppe nicht normalverteilt, wurde der Mann-Whitney-U-Test
verwendet, da er bei nicht normalverteilten Daten eine groRere Teststarke als der t-
Test hat (Zimmermann & Zumbo, 1993) bzw. (Eid et al., 2015). Da die beiden
Stichproben unterschiedlich grof3 sind (226 gesunde zu 319 an Diabetes oder
Pradiabetes erkrankte) fallt der Test konservativer aus. (Eid et al., 2015) War weder
eine Ubereinstimmung der Varianzen noch eine Normalverteilung gegeben, wurde
versucht, die Daten durch Transformation mit dem naturlichen Logarithmus
beziehungsweise der Wurzelfunktion an eine Gauldverteilung anzupassen.

Folgende Tabelle fasst die Ergebnisse der Nichternblutproben von Gesunden und

an Diabetes oder Pradiabetes erkrankten zusammen:
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Tabelle 3.5.1a. Ubersicht (iber statistischen Testverfahren und deren Ergebnisse mit

p-Werten fiir die Lipoproteinkonzentrationen der Niichternwerte®

Lipoproteingruppe

Chylomikronen B

Chylomikronen A

Chylomikronen

Remnants

VLDL B

VLDL A

IDL

LDL E

LDL D

LDLC

LDL B

LDL A

HDL D

Normalverteilung"

Nein
(pg=2.5x10'5;
p=8.3x10'®)
Nein
(pg=0.001;
p=3.7x10""%)
Nein
(pg=0.008; pk=5x10"
°)

Nein
(px=0.085;
P=1.3x10")
Nein
(pg=0.200;
p=4.1x107)
Ja
(pg=0.200;
p«=0.200)
Nein
(pg=0.200;
pi=0.033)

Ja
(pg=0.200;px=0.073)
Ja
(pg=0.200;
p«=0.200)

Ja
(pg=0.200;
p«=0.200)
Nein
(pg=0.51; pxk=0.006)

Nein
(pg=0.200;

Homo-

skedastizitat"

Ja
(p=0.394)

Ja (p=0.617)

Ja
(p=0.811)

Ja
(p=0.728)

Ja
(p=0.829)

Ja
(p=0.762)

Ja
(p=0.785)

Ja
(p=0.805)
Ja
(p=0.064)

Nein
(p=0.026)

Nein
(p=0.008)

Nein
(p=0.014)
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Welcher Test
wurde

verwendet?

Mann-Whitney-
U-Test

Mann-Whitney-
U-Test

Mann-Whitney-
U-Test

Mann-Whitney-
U-Test

Mann-Whitney-
U-Test

t-Test

Mann-Whitney-
U-Test

t-Test

t-Test

t-Test nach
Welch

Transformation
der Daten,
siehe nachste
Tabelle
Transformation

der Daten,

Nach Test
signifikant

unterschiedlich?®

Nein
(p=0.170)

Nein
(p=0.066)

Ja
(p=0.035)

Nein
(p=0.163)

Nein
(p=0.057)

Nein
(p=0.601)

Nein
(p=0.136)

Nein
(p=0.393)
Ja

(p=0.031)

Ja
(p=0.041)

Ja

Nein

Unterschiede
der Nichtern-
werte von
(Pra)-
diabetikern
im Vergleich
zu Gesunden
-/-

Zunahme bei
(Pra-)
Diabetikern

--

--

Abnahme bei
(Pra-)
Diabetikern
Abnahme bei
(Pra-)
Diabetikern
Abnahme bei
(Pra-)

Diabetikern

--



px=0.005) siehe nachste

Tabelle
HDL C Nein Nein Transformation | Ja Abnahme bei
(pg=3.1x107%; (p=0.001) der Daten, (Pra-)
pk=3x10'5) siehe nachste Diabetikern
Tabelle
HDL B Ja Ja t-Test Ja Abnahme bei
(pg=0.200; (p=0.687) (p=0.007) (Pra-)
pk=0.200) Diabetikern
HDL A Ja Ja t-Test Nein -/-
(pg=0.200; (p=0.732) (p=0.157)
p=0.200)
Total Lipoprotein Ja (pg=0.200; Ja t-Test Nein -/-
pk=0.200) (p=0.271) (p=0.335)

pg: p-Wert fiir die gesunden Probanden, pi: p-Wert fiir die Gruppe der an
Prédiabetes oder Diabetes erkrankter; CM: Chylomikronen; "Varianzengleichheit
getestet durch Levene Test, bei einem Signifikanzniveau von (ber 0,05 wurde die
Nullhypothese der Varianzengleichheit nicht verworfen; *sowohl bei u-Test als auch
bei t-Test wurde bei einem Signifikanzniveau kleiner als 0.05 die Nullhypothese, dass
sich die beiden Gruppen nicht unterscheiden abgelehnt; "Zur Testung auf
Normalverteilung wurde der Kolmogorow-Smirnow-Test verwendet, bei p lber 0.05

wurde die Nullhypothese, dass die Werte normalverteilt sind, beibehalten

Die Lipoproteinuntergruppen, die nicht die Voraussetzungen des t-Test oder des u-
Test erfullten, wurden mithilfe des naturlichen Logarithmus beziehungsweise der
Wurzelfunktion transformiert. Die folgende Tabelle zeigt, welche Transformationen
benutzt wurden und welche Tests auf die transformierten Variablen angewandt

wurden.
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Tabelle 3.5.1b. Ubersicht (iber die Transformationen und statistischen Testverfahren

und deren Ergebnisse mit p-Werten flir die Lipoproteinkonzentrationen der

Niichternwerte, die weder normalverteilt waren noch gleiche Varianzen aufwiesen®

Lipoproteingruppe Art der Ergebnis der Durchgefuihrter Test Ergebnis des
Transformation Transformation™® nach Transformation Tests®
HDL C Naturlicher Normalverteilt T-Test Signifikant
Logarithmus (pg=0.200; unter-
pk=0.200) und schiedlich
gleiche Varianzen (p=5.3x1 0'5)
(p=0.078)
HDL D Naturlicher Normalverteilt T-Test nach Welch Nicht
Logarithmus (pg=0.200; signifikant
pk=0.200) unter-
schiedlich
(p=0.084)
LDL A Naturlicher Normalverteilt T-Test Signifikant
Logarithmus (pg=0.200; unter-
pk=0.200) und schiedlich
gleich Varianzen (p=0.001)

(p=0.073)

@pg: p-Wert fiir die gesunden Probanden, pi: p-Wert fiir die Gruppe der an

Prédiabetes oder Diabetes erkrankter; °Varianzengleichheit getestet durch Levene

Test, bei einem Signifikanzniveau von (ber 0,05 wurde die Nullhypothese der

Varianzengleichheit nicht verworfen; “sowohl bei u-Test als auch bei t-Test wurde bei

einem Signifikanzniveau kleiner als 0.05 die Nullhypothese, dass sich die beiden

Gruppen nicht unterscheiden abgelehnt; Zur Testung auf Normalverteilung wurde

der Kolmogorow-Smirnow-Test verwendet, bei p iber 0.05 wurde die Nullhypothese,

dass die Werte normalverteilt sind, beibehalten.

Bei den Nuchternblutproben der Gruppe der Pradiabetiker und Diabetiker lasst sich
also eine Abnahme von HDL B, HDL C, LDL A, LDL B und LDL C sowie eine

Zunahme von Chylomikronen Remnants finden.
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3.6 Vergleich der Riickstellproben von Gesunden mit Pradiabetikern und
Diabetikern mithilfe von statistischen Testverfahren
Im Folgenden wurden die Unterschiede in den Zeitverlaufen der Ruckstellproben von

Gesunden und Pradiabetikern und Diabetikern mithilfe von statistischen
Testverfahren analysiert. Dabei wurden die verschiedenen Pradiabetesgruppen und
die Diabetiker zur Gruppe der Erkrankten zusammengefasst, wodurch eine gréRere
Stichprobe entstand. Dazu wurden die wie in Abschnitt 3.1 aus den Ruckstellproben
berechneten Geradenfunktionen benutzt. Verglichen wurden einmal die aus den
Geraden berechneten Werte flr den Zeitpunkt der Diagnosestellung von weder an
Diabetes noch Pradiabetes erkrankten mit den restlichen Probanden. Anschliel3end
wurden die Steigungen der Geraden zwischen den beiden Gruppen verglichen. Eine
positive Steigung entspricht dabei einer Zunahme der Lipoproteinkonzentrationen
Uber die Zeit, eine negative Steigung entspricht einer Abnahme Uber die Zeit. Das
Ziel war dabei zu untersuchen, ob sich Uber die Jahre hinweg das Lipoproteinprofil
der Probanden von einem fur Gesunde typischen Profil in Richtung zu einem fur
Diabetiker typischen Lipoproteinprofil gewandelt hatte.

Anschlieliend wurden noch Konzentrationen der Lipoproteinuntergruppen relativ zur
Konzentration der gesamten Lipoproteine (s. Abschnitt 3.2) betrachtet. Dabei wurden
wieder die Gruppe der Gesunden mit der Gruppe der an Pra- oder Diabetes
erkrankten verglichen. Auch dabei wurden wieder die mithilfe der Geraden
berechneten Konzentrationen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung sowie die
Steigungen der Geraden verwendet.

Es wurden die gleichen statistischen Signifikanztests dabei verwendet, die auch fur
die Nuchternwerte in Abschnitt 3.3 verwendet wurden: Diese waren je nach
Lipoproteinuntergruppe unterschiedlich. Zuerst wurden wieder die flr viele
Signifikanztests wichtigen Voraussetzungen wie Normalverteilung und
Homoskedastizitat untersucht. Um auf Normalverteilung zu testen, wurde dabei der
Test nach Kolmogorov-Smirnov angewandt. Um zu prufen, inwieweit die Varianzen
Ubereinstimmen wurde der Levene Test angewandt. Als Signifikanztest wurde der t-
Test verwendet, wenn die Konzentrationen der Lipoproteinuntergruppe sowohl bei
Gesunden als auch bei Pradiabetikern und Diabetikern normalverteilt waren und die
Varianzen ubereinstimmten. Gab es in den Varianzen Unterschiede, wurde der t-Test
nach Welch verwendet, da bei diesem keine gleichen Varianzen vorausgesetzt
werden. Waren die Konzentrationen einer Lipoproteinuntergruppe nicht

normalverteilt, wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet, da er bei nicht
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normalverteilten Daten eine gro3ere Teststarke als der t-Test hat (Zimmermann

& Zumbo, 1993) bzw. (Eid et al., 2015). War weder eine Ubereinstimmung der
Varianzen noch eine Normalverteilung gegeben, wurde versucht, die Daten durch
Transformation mit dem Naturlichen Logarithmus beziehungsweise der
Wurzelfunktion an eine Gauldverteilung anzupassen. Fall das nicht gelang, wurden
die Daten in Rangdaten uberfuhrt und anschlie®end der Welch-Test durchgefihrt.
(Zimmerman & Zumbo, 1992)

3.6.1 Vergleich der aus den zeitabhangigen Lipoproteinkonzentrationen
berechneten Werte fiir den Zeitpunkt des oralen Glukosetoleranztests
von Gesunden mit an Pradiabetes oder Diabetes erkrankten

Fir die folgende Auswertung wurden, wie in Abschnitt 3.2. erklart, die

Lipoproteinkonzentrationen der einzelnen Probanden Uber die Zeit linear extrapoliert.
Aus diesen wurde dann ein Wert fur den Zeitpunkt des oralen Glukosetoleranztests,
also fur den Zeitpunkt der Diagnosestellung berechnet. Diese Werte wurden
zusammen mit den Werten, die fur nlichterne Probanden aus den Spektren, die
direkt vor der Durchfihrung des oGGT aufgenommen wurden, bereits in Tabelle
3.3.1 dargestellt. Die prozentualen Unterschiede der Konzentrationen der
verschiedenen Lipoproteinfraktionen der Pradiabetiker und der Diabetiker im
Vergleich zu den gesunden Testpersonen sind in Tabelle 3.6.1 wiedergegeben.

Diese Tabelle enthalt auch die Werte flr die nichternen Probanden

Tabelle 3.6.1. Unterschiede der Lipoproteinkonzentrationen zwischen Gesunden,
Préadiabetikern und Diabetikern und deren Signifikanz @

Lipoprotein Niichtern/ IFG IGT IFG + IGT T2D
nicht-niichtern

HDL A Nichtern Acyn [%] +1.5 +0.6 +2.9 +4.7

(7 —-8.5nm) Nicht-nuichtern Acxn [%] +2.4 -1.0 +1.9 +6.2
Nichtern PxH -¢ € € 0.008
Nicht-nlichtern Px-H € € € €

HDL B Nichtern Acxn [%] -9.4 -2.2 +0.8 -10.0

(8.5—10 nm) Nicht-nichtern Acxn [%] -2.7 -3.1 +3.4 -5.0
Nuchtern Px-H 0.005 € € €
Nicht-nlichtern PyxH -¢ € € -¢
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HDL C Nichtern Acxn [%] -13.9 -5.6 -7.6 -18.0
(0 =0 i) Nicht-niichtern  Acu [%] 5.7 45 6.0 134
Nuchtern Px-H <0.005 € € 0.005
Nicht-nlichtern PxH 0.041 € € -¢
HDL D Nichtern Acx-n [%] -4.1 +2.2 +1.3 -3.0
=5 i) Nicht-niichtern  Acn[%] +0.3 +3.4 +15 0.4
Nichtern PxH -¢ € € -¢
Nicht-nlichtern Px-H € € € €
HDL total Nichtern Acxn [%] -2.3 -0.5 +1.4 -0.7
=5 Nicht-nichtern  Acu [%] +0.6 15 +1.4 2.0
Apo-Al nwr P Nuchtern Px-H - - - -€
Nicht-nlichtern PxH -¢ € € -¢
LDLA Nichtern Acxn [%] -9.1 +0.1 -3.0 -15.8
(16 =19 nm) Nicht-nichtern Acyh [%] -34 -0.9 -2.9 -9.6
Nuchtern Px-H 0.001 € € 0.008
Nicht-nlichtern PyxH -¢ € € -¢
LDLB Nichtern Acyn [%] -4.2 +1.4 +1.2 -8.4
(A=A i) Nicht-niichtern  Acn[%] 0.6 +1.3 +0.4 2.9
Nichtern PyxH -¢ € € -¢
Nicht-nlichtern Px-H € € € €
LDLC Nichtern Acx-n [%] -4.1 +0.8 0.0 -9.8
(AL =22 ) Nicht-niichtern  Acen [%] 2.1 -1.0 16 5.6
Nuchtern Px-H € € € €
Nicht-niichtern Px-H 0.026 0.049 0.003 0.020
LDLD Nichtern Acyn [%] -2.0 +1.7 +3.4 -7.4
(PE=a i) Nicht-niichtern  Acyn[%] -0.2 +1.8 +0.2 2.0
Nuchtern PxH -¢ € € -¢
Nicht-nlichtern Px-H € € € €
LDLE Nichtern Acx-n [%] +2.7 +5.6 +11.9 -3.3
(25-30 nm) Nicht-nichtern Acxh [%] +3.1 +5.6 +7.8 +6.3
Nichtern Px-H € € 0.012 €
Nicht-nlchtern Px-H -¢ € € -¢
LDL total Nichtern Acx-n [%] -4.6 +1.4 +1.2 -10.2
(16 — 30 nm) Nicht-nichtern Acyh [%] -1.2 +0.7 -0.2 -4.3
Nichtern Px-H € € € €
Nicht-nlchtern PxH -¢ € € -¢
IDL Nuchtern Acyn [%] +1.2 0.0 +10.1 -5.6
(B0 =a0ii) Nicht-niichtern  Acyn[%] +0.9 +2.0 +3.8 +2.0
Nichtern PxH -¢ € € -¢
Nicht-nlichtern Px-H € € € €
VLDL A Nichtern Acxn [%] +5.0 +5.3 +20.8 +0.6
(60 =60 ) Nicht-niichtern  Acxn [%] +6.1 +10.8 +14.0 +13.0
Nichtern Px-H € € € €
Nicht-niichtern Px-H 0.026 0.049 0.003 0.020
VLDLB Nichtern Acyn [%] +4.0 +1.8 +23.8 -5.7
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(60 — 80 nm) Nicht-nichtern Acyh [%] +4.4 +6.8 +12.8 +11.2
Nuchtern Px-H € € € €
Nicht-nlichtern PxH -¢ € 0.006 -¢
IDL and VLDL Nichtern Acyn [%] +2.6 +1.8 +14.5 -3.7
(0= G0 Nicht-niichtern  Acxr [%] +2.8 +5.1 +7.7 +6.1
Nuchtern PxH -¢ € € -¢
Nicht-nlichtern Px-H € € € €
Apo-B100yvr P Nuchtern Acxn [%] -4.0 +1.4 +2.3 -9.7
Nicht-nlichtern  Acyh [%] -0.9 +1.1 +0.5 -3.4
Nichtern Px-H € € € €
Nicht-nlichtern PxH -¢ € € -¢
CM Re Nuchtern Acyn [%] +6.1 +6.1 +30.3 +3.0
(0 =00 ) Nicht-niichtern  Acn[%] +10.6 +16.7 +21.2 +18.2
Nuchtern PxH -¢ € € -¢
Nicht-nlichtern Px-H 0.004 0.016 <0.001 0.011
CMA Nichtern Acx-n [%] +4.8 +2.4 +33.3 -4.8
DY = Lsms Nicht-niichtern  Acxn [%] +7.1 +11.9 +21.4 +19.0
Nuchtern Px-H € € € €
Nicht-niichtern Px-H 0.016 0.041 <0.001 0.016
CMB Nichtern Acyn [%] +5.3 +1.3 +45.3 -12.0
P i) Nicht-niichtern  Acen [%] +12.3 +11.0 +30.1 +20.5
Nichtern PxH -¢ € € -¢
Nicht-nlichtern Px-H 0.011 -¢ <0.001 0.048
CM total Nichtern Acx-n [%] +6.1 +5.2 +33.0 -0.9
(80— 430 nm) Nicht-nichtern Acyh [%] +9.6 +14.8 +22.6 +19.1
Apo-B48 ywr P Nichtern Px-H - - - -€
Nicht-nlichtern PxH -¢ 0.022 <0.001 0.012

@Nomenklatur der Lipoproteine siehe Materialien und Methoden (Kap. 2.3.2). Die
Niichternwerte wurden aus den NMR-Spektren berechnet, die vor der oGTT
Bestimmung aufgenommen wurden. Die Nicht-Niichtern-Werte wurden durch
Extrapolation der Riickstellproben fiir die Zeit t= 0 bestimmt. T2D wurde erst in der
Studie aus den oGTT-Messungen bestimmt und war vorher nicht bekannt. Die
relativen Unterschiede der Lipoproteinkonzentrationen Ac zwischen den gesunden
Probanden und Prédiabetikern und Diabetikern wurde fiir die beiden Gruppen (unter
Hunger und extrapolierter Wert unter normalen Erndhrungsbedingung) berechnet.
Zusétzlich wird die Signifikanz p der Unterschiede Acx.nangegeben (siehe auch
Tabellen 3.5.1 und 3.6.2. Werte, mit p<0.05 sind in Fettdruck dargestellt. °Die Apo-
B100 Konzentration wurde aus der Summe der Partikelkonzentrationen von VLDL,
IDL und LDL unter der Annahme von 1 apo-B100 Molekiil/Partikel berechnet.

Um zu Uberprufen, bei welchen der Lipoproteinuntergruppen sich die
Konzentrationen zwischen den Gesunden und den Pradiabetikern und Diabetikern
zusammengefasst signifikant unterscheiden, wurde, wie zu Beginn des Abschnitt 3.4
beschrieben, verschiedene statistische Testverfahren angewandt. Die angewandten

Testverfahren und deren Ergebnisse sind in folgender Tabelle zusammengefasst.
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Tabelle 3.6.2a. Ubersicht iiber statistische Testverfahren und deren Ergebnisse mit
p-Werten fir die aus dem Zeitverlauf der Rlickstellwerten mithilfe von Geradenfits
berechneten Werte fiir den Zeitounkt des oralen Glukosetoleranztest.?

Lipoprotein-

gruppe

Chylomikronen
A

Chylomikronen
B

Chylomikronen

Remnants

HDL A

HDL B

HDL C

HDL D

IDL

Normalver-

teilungd

Nein
(pg=0.0001;
Pk=8.8x10"")

Nein
(pg=0.00000
3;
px=0.00002)

Nein
(pg=0.00003;
Px=0.0004)

Nein
(pg=0.008;pk
=0.200)

Ja

(Px=pg=0.200
)

Nein
(pg=0.001;
p=1.6x10"°

Nein
(pg=0.200;
px=0.011)

Nein
(pg=2.6x10";
pk=0.038)

Gleichheit
der

Varianzen®

Ja

(p=0.194)

Ja

(p=0.105)

Ja

(p=0.313)

Nein

(p=0,023)

Ja

(p=0.302)

Nein

(p=0.027)

Nein

(p=0.038)

Nein

(p=0.010)

Name des verwendeten

Tests

Mann-Whitney-U-Test

Mann-Whitney-U-Test

Mann-Whitney-U-Test

Transformation der
Daten, siehe néchste
Tabelle
t-Test
Transformation der
Daten, siehe néchste
Tabelle
Transformation der
Daten, siehe nachste
Tabelle
Transformation der
Daten, siehe néchste

Tabelle
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Nach
verwendeten Test

signifikant®

Ja

(p=0.0001)

Ja

(p=0.0003)

Ja

(p=0.00003)

Ja

(p=0.042)

Nein

(p=0.448)

Ja

(p=0.027)

Nein

(p=0.500)

Nein

(p=0.451)

Von Gesunden
zu (Pra)-
diabetikern
Zunahme oder
Abnahme?

Zunahme

Zunahme

Zunahme

Zunahme

Abnahme



LDL A Nein Nein Transformation der = Grenzwertig Abnahme
(pg=0.029;

Daten, siehe nachste -

Tabelle p=0.057)
LDL B Ja Ja t-Test Nein -/-
(pg=0.200; _ (p=0.694)
020.62) (p=0.050)
LDLC Nein Ja Mann-Whitney-U-Test Nein -/-
(pg=0.018;
px=0.008) (p=0.054) (p=0.244)
LDL D Nein Nein Transformation der Nein -/-
(pg=0.004; Daten, siehe nachste
pk=0.062) (p=0.039) Tabelle (p=0.809)
LDL E Nein Ja Mann-Whitney-U-Test Ja Zunahme
(pg=0.007;
px=0.025) (p=0.112) (p=0.006)
VLDL A Nein Ja Mann-Whitney-U-Test Ja Zunahme
(pg=0.001;
px=0.001) (p=0.158) (p=0.001)
VLDL B Nein Nein Transformation der Ja Zunahme
(pg=0.002; (p=0.041) Daten, siehe nachste @ (p=0.006)
px=0.0001) Tabelle
Gesamte Nein Nein Transformation der Nein -/-
Lipoproteine (pg=0.007; (p=0.019) Daten, siehe nachste @(p=0.221)
px=0.052) Tabelle

@pg: p-Wert fiir die gesunden Probanden, pi: p-Wert fiir die Gruppe der an
Préadiabetes oder Diabetes erkrankter; CM: Chylomikronen; bVarianzeng/eichheit
getestet durch Levene Test, bei einem Signifikanzniveau von (ber 0.05 wurde die
Nullhypothese der Varianzengleichheit nicht verworfen; sowohl bei u-Test als auch
bei t-Test wurde bei einem Signifikanzniveau kleiner als 0.05 die Nullhypothese, dass
sich die beiden Gruppen nicht unterscheiden abgelehnt; 9Zur Testung auf
Normalverteilung wurde der Kolmogorow-Smirnow-Test verwendet, bei p iber 0.05
wurde die Nullhypothese, dass die Werte normalverteilt sind, beibehalten.

Die Lipoproteinuntergruppen, die nicht die Voraussetzungen des t-Test oder des u-
Test erfullten, wurden mithilfe des naturlichen Logarithmus beziehungsweise der
Wurzelfunktion transformiert. Die folgende Tabelle zeigt, welche Transformationen
benutzt wurden und welche Tests auf die transformierten Variablen angewandt

wurden.
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Tabelle 3.6.2b Ubersicht (iber die Transformationen und statistischen Testverfahren
und deren Ergebnisse mit p-Werten fiir die Lipoproteinkonzentrationen der
Niichternwerte, die weder normalverteilt waren noch gleiche Varianzen aufwiesen®

Lipoprotein- Art der | Ergebnis der | Name des | Ergebnis des Tests®

untergruppe Transformation Transformation™" angewandten Tests

nach
Transformation
HDL A Wurzelfunktion Normalverteilt t-Test nach Welch Signifikant
(pg=px=0.200) unterschiedlich

(p=0.042)

HDL C Natdrlicher Normalverteilt t-Test nach Welch Signifikant
Logarithmus (pg=0.200; unterschiedlich

pk=0.067) (p=0.027)

HDL D Naturlicher Normalverteilt t-Test Nicht signifikant

Logarithmus (pg=0.200; unterschiedlich
pk=0.081) und (p=0.500)
gleiche Varianzen
(p=0.055)

IDL Wurzelfunktion Normalverteilt t-Test nach Welch Nicht signifikant
(pg=pk=0.200) unterschiedlich

(p=0.451)

LDL A Wurzelfunktion Normalverteilt t-Test nach Welch signifikant
(pg=0.200; unterschiedlich
pk=0.060) (p=0.049)

Natrlicher gleiche Varianzen | Mann-Whitney-U- Nicht signifikant

Logarithmus (p=0.085) Test unterschiedlich

(p=0.057)

LDL D Wurzelfunktion Normalverteilt t-Test Nicht signifikant
(pPk=pg=0.200) und unterschiedlich
gleiche Varianzen (p=0.809)

(p=0.108)

VLDL B Naturlicher Normalverteilt t-Test nach Welch signifikant

Logarithmus (pg=0.200; unterschiedlich
pk=0.083) (p=0.006)

Gesamte Durch Transformation keine Normalverteilung, Homoskedastizitat erreicht, deshalb

Lipoproteine

Durchfiihrung des Welch-Tests auf Grundlage der Rangdaten. Demnach nicht signifikant
unterschiedlich (p=0.221)

“Tabelle 3.6.2b; py: p-Wert fiir die gesunden Probanden, py: p-Wert fiir die Gruppe
der an Pradiabetes oder Diabetes erkrankter; "Varianzengleichheit getestet durch
Levene Test, bei einem Signifikanzniveau von (ber 0,05 wurde die Nullhypothese
der Varianzengleichheit nicht verworfen; *sowohl bei u-Test als auch bei t-Test wurde
bei einem Signifikanzniveau kleiner als 0.05 die Nullhypothese, dass sich die beiden
Gruppen nicht unterscheiden abgelehnt; "Zur Testung auf Normalverteilung wurde
der Kolmogorow-Smirnow-Test verwendet, bei p ber 0.05 wurde die Nullhypothese,
dass die Werte normalverteilt sind, beibehalten.
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Es lasst sich also zusammenfassend sagen, dass fur den Zeitpunkt der
Diagnosestellung unter normalen Ernahrungsbedingungen bei (Pra)diabetikern
signifikant erhdhte Konzentrationen an grof3en Lipoproteinpartikeln (Chylomikronen
A, Chylomikronen B, Chylomikronen Remnants, VLDL A, VLDL B), vorliegen. Diese
Unterschiede sind bei nuchternen Probanden nicht signifikant. Bei den kleineren
Partikeln findet man dagegen im Wesentlichen nur signifikante Unterschiede bei
nidchternen Probanden. Bei Diabetikern sind HDL A, und LDL E signifikant erhoht,
aber HDL C und LDL A signifikant verringert.

3.6.2 Vergleich der Steigungen der aus den Riickstellproben berechneten
Geraden von Gesunden mit (Pra)diabetikern
Wie in Abschnitt 3.1 beschrieben wurden aus den Ruckstellproben Geraden

berechnet. Die Steigung dieser Geraden kann man als mittleren Trend deuten, also
wie stark die durchschnittlichen Lipoproteinkonzentrationen Uber die Zeit zu- oder
abgenommen haben. Die Mittelwerte der Steigungen und ihre
Standardabweichungen werden in Tabelle 3.6.3 gezeigt. Diese Steigungen wurden
verglichen, um zu sehen ob bei den Probanden innerhalb des
Beobachtungszeitraums eine Veranderung der Lipoproteine in Richtung Diabetes
stattgefunden hat. Hatten viele der (Pra)diabetiker ihr pathologisches
Lipoproteinprofil innerhalb des Beobachtungszeitraumes entwickelt, miusste sich dies
in den Steigungen der Geraden zeigen. Um eine hdhere Signifikanz zu erreichen,
wurden in diesem Kapitel die gesunden Probanden, bei denen keine (Diabetes-
abhangigen) Veranderungen des Lipoproteinmusters zu erwarten ist, mit der
zusammengefassten Gruppe von Pradiabetikern und Diabetikern verglichen. In
Tabelle 3.6.3a sind die angewandten Signifikanztests und ihre Ergebnisse

zusammengefasst.
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Tabelle 3.6.3 Mittelwerte und Standardabweichungen der berechneten Steigungen
und der Lipoproteingruppen flir Probanden ohne Diabetes, Prédiabetiker und

Diabetiker®
Gesunde IFG IGT IFG + IGT T2D Pradiabetiker
und
Diabetiker
Anzahl 224 189 25 68 56 338
Lipoprotein
HDL A +0,284+4,019 | -0,049+1,921 +0,490+4,956 +0,063+1,46 +0,228+1,82 +0,059+2,190
HDL B +0,187+1,84 +0,242+0,784 | -0,269+1,454 +0,379+0,5 +0,305+0,541 | +0,242+0,784
HDL C +0,096+0,654 | +0,117+0,326 | -0,106+0,734 +0,187+0,241 | +0,127+0,179 | +0,116+0,345
HDL D +0,034+0,184 | +0,032+0,168 | -0,001+0,332 +0,063+0,088 | +0,043+0,069 | +0,037+0,162
LDL A +0,014+0,103 | +0,016+0,08 | -0,012+0,118 | +0,025+0,044 | +0,013+0,027 | +0,015+0,072
LDL B +0,010+0,062 | +0,007+0,069 | -0,007+0,093 +0,017+0,032 | +0,009+0,023 | +0,008+0,060
LDL C +0,012+0,058 | +0,005+0,085 | -0,005+0,055 +0,014+0,032 | +0,005+0,023 | +0,006+0,067
LDL D +0,004+0,060 0,000+0,047 -0,004+0,092 +0,004+0,024 | +0,001+0,021 | +0,001+0,045
LDL E +0,005+0,046 0,000+0,051 -0,008+0,068 +0,007+0,026 | +0,003+0,023 | +0,001+0,045
IDL +0,001+0,029 | -0,001+0,022 | -0,004+0,041 | +0,001+0,013 | 0,000+0,011 -0,001+0,021
VLDL A 0,000+0,017 -0,001+0,012 -0,003+0,031 +0,002+0,009 | 0,001+0,008 0,000+0,013
VLDL B 0,000+0,004 0,000+0,003 -0,001+0,007 0,000+0,003 0,000+0,002 0,000+0,003
Chylo Rem 0,000+0,000 0,000+0,000 0,000+0,001 0,000+0,000 0,000+0,000 0,000+0,000
Chylo A 0,000+0,000 0,000+0,000 0,000+0,000 0,000+0,000 0,000+0,000 0,000+0,000
Chylo B 0,000+0,000 0,000+0,000 0,000+0,000 0,000+0,000 0,000+0,000 0,000+0,000

8IFG: Probanden mit gestérter Niichternglucose; IGT: Probanden mit gestérter
Glukosetoleranz; T2D: Probanden mit Typ 2 Diabetes; Chylo Rem: Chylomikronen

Remnants.
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Tabelle 3.6.4a Ubersicht (iber statistischen Testverfahren und deren Ergebnisse mit
p-Werten fir die aus dem Zeitverlauf der Rlickstellwerten mithilfe von Geradenfits
berechneten Werte fiir den Zeitounkt des oralen Glukosetoleranztest®

Lipoproteingrup =~ Normal- Homo- Name des Unterschied
pe verteilung skedasti- verwendeten Tests nach Test®
zitat®
Chylomikronen Nein Ja Mann-Whitney-U- Nicht signifikant = -/-
A Test
ggg=1 4x10° (p=0.059) (p=0.168)

pe=1.7x10")

Chylomikronen Nein Nein Transformation der | Nicht signifikant = -/-
B i Daten, siehe (p=0.157)
(pg=9.1x10"  (p=0.024) néchste Tabelle
;Pk=2.0x10
28
)
Chylomikronen Nein Nein Transformation der | Nicht signifikant = -/-
Remnants Daten, siehe  (p=0.100)

gﬁ’_g=4-0X1 0 (p=0.021) nachste Tabelle
0=8.6x102%)

HDL A Nein Nein Transformation der = Nicht signifikant = -/-
) Daten, siehe
pg=3.1x10"  (p=0.003) nichste Tabelle (p=0.574)
;Pk=3.3x10
22
)
HDL B Nein Nein Transformation der = Signifikant Bei (Pra)-
i Daten, siehe 4 diabetikern
(pg=2.4x10 (p=0.009) nachste Tabelle (p=7.3x107) starkere Zunahme

pe=1.3x10"%%)

HDL C Nein Nein Transformation der = Signifikant Bei (Pra)-
) Daten, siehe diabetikern
gglgﬂ 3x10 (p=0.002) nachste Tabelle (p=0.042) starkere Zunahme
0e=8.0x1028
HDL D Nein Ja Mann-Whitney-U- Signifikant Bei (Pra)-
a3 Test diabetikern
(pg=1.8x10">  (p=0.215) (p=0.005) starkere Zunahme
i pk=1.3x107
49
)
IDL Nein Ja Mann-Whitney-U- Nicht signifikant = -/-
Test
sgg=2.4x1 0 (p=0.058) (p=0.326)

0=3.3x10"%)

LDL A Nein Nein Transformation der = Nicht signifikant = -/-
i Daten, siehe
(po=3.2x10"  (p=0.038) nichste Tabelle (p=0.101)
pe=1.4x10"")
LDL B Nein Ja Mann-Whitney-U- Signifikant Bei Gesunden
i Test eine starkere
(pg=3.2x10" ~ (p=0.185) Zunahme als bei
o :)pk=1 .5x10 (Pra)-diabetikern
LDL C Nein Ja Mann-Whitney-U- Nicht signifikant = -/-

Test
(pg=9.5x10%*
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pk=2.0x10"%) | (p=0.340) (p=0.409)
LDL D Nein Ja Mann-Whitney-U- Nicht signifikant = -/-
i Test (p=0.183)
(pg=9.4x10 (p=0.120)
De=2.8x10"4%)

LDL E Nein Nein Transformation der = Nicht signifikant = -/-
i Daten, siehe (p=0.134)
(Pg=3.1x10"  (p=0.232) nachste Tabelle

pe=3.5x10"4%)

VLDL A Nein Ja Mann-Whitney-U- Nicht signifikant = -/-
i Test (p=0.121)
ggg=1 .2x10 (p=0.120)
pk=1.3x10
34
)
VLDL B Nein Nein Transformation der Nicht signifikant = -/-

i Daten, siehe (p=0.217)
(pg=1.8x10 (p=0.045) nachste Tabelle

pe=5.0x10"%%)

Total Nein Nein Transformation der = Signifikant -/-
Lipoprotein ) Daten, siehe
gg.g=2.0x1 0 (p=0.014) nachste Tabelle (p=0.045)

pe=1.8x1022)

@pg: p-Wert fiir die gesunden Probanden, pi: p-Wert fiir die Gruppe der an
Préadiabetes oder Diabetes erkrankter; CM: Chylomikronen. b Varianzengleichheit
getestet durch Levene Test, bei einem Signifikanzniveau von (ber 0,05 wurde die
Nullhypothese der Varianzengleichheit nicht verworfen. sowohl bei u-Test als auch
bei t-Test wurde bei einem Signifikanzniveau kleiner als 0.05 die Nullhypothese, dass
sich die beiden Gruppen nicht unterscheiden, abgelehnt. Zur Testung auf
Normalverteilung wurde der Kolmogorow-Smirnow-Test verwendet, bei p iber 0.05
wurde die Nullhypothese, dass die Werte normalverteilt sind, beibehalten.

Die Lipoproteinuntergruppen, die nicht die Voraussetzungen des t-Test oder des u-
Test erfullten, wurden mithilfe des naturlichen Logarithmus beziehungsweise der
Wurzelfunktion transformiert. Die Tabelle 3.6.4b zeigt, welche Transformationen
benutzt wurden und welche Tests auf die transformierten Variablen angewandt

wurden.
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Tabelle 3.6.4b Ubersicht iiber die Transformationen und statistischen Testverfahren
und deren Ergebnisse mit p-Werten fiir die Lipoproteinkonzentrationen der
Niichternwerte, die weder normalverteilt waren noch gleiche Varianzen aufwiesen.?

Lipoproteingruppe Art der | Ergebnis der | Durchgefiihrter Test | Ergebnis des Tests

Transformation Transformation nach
Transformation
Chylomikronen B Naturlicher Gleiche Varianzen | u-Test Nicht signifikant
Logarithmus (p=0.484) unterschiedlich
(p=0.157)
Chylomikronen Wurzelfunktion Gleiche Varianzen u-Test Nicht signifikant
RO (p=0.140) unterschiedlich
(p=0.100)

HDL A Durch Transformation keine Normalverteilung, Homoskedastizitat erreicht, deshalb
Durchfiihrung des Welch-Tests auf Grundlage der Rangdaten. Demnach nicht signifikant
unterschiedlich (p=0.574)

HDL B Naturlicher Gleiche Varianzen u-Test signifikant
Logarithmus (p=0.055) unterschiedlich

(p=7.3x10"")

HDL C Durch Transformation keine Normalverteilung, Homoskedastizitdt erreicht, deshalb
Durchfihrung des Welch-Tests auf Grundlage der Rangdaten. Demnach signifikant
unterschiedlich (p=0.042)

LDL A Wurzelfunktion Gleiche Varianzen u-Test Nicht signifikant

(p=0.188) unterschiedlich
(p=0.101)
LDL E Wurzelfunktion Gleiche Varianzen u-Test Nicht signifikant
(p=0.820) unterschiedlich
(p=0.134)
VLDL B Wurzelfunktion Gleiche Varianzen u-Test Nicht signifikant
(p=0.303) unterschiedlich
(p=0.217)

Total Lipoprotein Naturlicher Gleiche Varianzen u-Test signifikant

Logarithmus (p=0.152) unterschiedlich

(p=0.045)

& pg: p-Wert fiir die gesunden Probanden, py: p-Wert fiir die Gruppe der an
Prédiabetes oder Diabetes erkrankten. Varianzengleichheit getestet durch Levene
Test, bei einem Signifikanzniveau von (ber 0,05 wurde die Nullhypothese der
Varianzengleichheit nicht verworfen. Sowohl bei u-Test als auch bei t-Test wurde bei
einem Signifikanzniveau kleiner als 0.05 die Nullhypothese, dass sich die beiden
Gruppen nicht unterscheiden, abgelehnt. Zur Testung auf Normalverteilung wurde
der Kolmogorow-Smirnow-Test verwendet, bei p (ber 0.05 wurde die Nullhypothese,
dass die Werte normalverteilt sind, beibehalten
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Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass im Vergleich zu den Gesunden
Pradiabetiker und Diabetiker im Schnitt starkere positive Steigung an HDL B, HDL C
und HDL D haben. Dies widerspricht scheinbar den Ergebnissen von Kapitel 3.6.1
bei denen Diabetiker auler bei HDL A niedrigere HDL-Werte zeigen als Gesunde.
Dabei war aber auch bei den Gesunden eine positive Steigung zu verzeichnen, auch
wenn diese weniger stark war als bei den (Pra)diabetikern. Hingegen war die
Steigung bei den (Pra)diabetikern bezuglich des LDL B weniger stark als bei den
Gesunden, auch wenn bei beiden ein Anstieg des LDL B beobachtet werden konnte.
Dies ist zumindest partiell mit der Beobachtung zu vereinbaren, dass Diabetiker
niedrigere LDL-Partikelzahlen vorweisen als gesunde Probanden (vgl. auch Tabelle
3.6.1).

3.6.3 Vergleich der aus den, mit der Gesamtlipoproteinkonzentration
gewichteten, Lipoproteinkonzentrationen berechneten Werte flir den
Zeitpunkt des oralen Glucose Toleranztests von Gesunden mit an
Pradiabetes oder Diabetes erkrankten

Fur die Folgende Auswertung wurden, wie in Abschnitt 3.3 erklart, zuerst die

Konzentrationen der Lipoproteinuntergruppen eines Probanden durch die Summe
der Konzentrationen seiner gesamten Lipoproteine geteilt. Es wurde also berechnet,
welchen Anteil die Konzentration eine Lipoproteinuntergruppe an der gesamten
Lipoproteinkonzentration eines Probanden ausmacht. Durch diese so gewichteten
Lipoproteinkonzentrationen der einzelnen Probanden wurden, in Abhangigkeit von
der Zeit, Geraden gelegt. Aus diesen wurde dann ein Wert flr den Zeitpunkt des
oralen Glukosetoleranztests, also flr den Zeitpunkt der Diagnosestellung berechnet.
Es wurde die Gruppe der Gesunden mit der Gruppe der an Diabetes oder
Pradiabetes erkrankten verglichen.

Um zu Uberprufen, bei welchen der Lipoproteinuntergruppen sich die
Konzentrationen signifikant unterscheiden, wurden, wie zu Beginn des Abschnitt 3.4
beschrieben, verschiedene statistische Testverfahren angewandt. Die angewandten
Testverfahren und deren Ergebnisse sind in Tabelle 3.6.4a zusammengefasst. Es
wurden wieder die Gesunden mit der Gesamtgruppe der Pradiabetiker und

Diabetiker verglichen.
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Tabelle 3.6.5a Ubersicht (iber statistischen Testverfahren und deren Ergebnisse mit
p-Werten fiir die aus dem Zeitverlauf der Riickstellwerte mithilfe von Geradenfits
berechneten Werte fiir den Zeitounkt des oralen Glukosetoleranztest. ?

Lipoprotein-

gruppe

Chylo-

mikronen A

Chylo-

mikronen B

Chylo-
mikronen

Remnants

HDL A

HDL B

HDL C

HDL D

IDL

LDL A

LDL B

LDL C

LDL D

Normal-verteilung

Nein

(pg=1 9x10°%;

P=8.0x107)

Nein

gpg=3.7x10'
;pk=8.6x10'5)

Nein
(pg=8.4x10'5;
pk=0.005)

Ja
(pg=px=0.200)

Ja
(pg=px=0.200)
Nein

(pg=1.1x10"%;
p=1.6x10")

Nein
(pg=0.006;
pk=0.004)

Nein
(pg=0.002;
pk=0.070)

Nein
(pg=0.074
pk=0.004)
Ja

(pg=0.200;
pk=0.200)

Nein
(pg=0.200;
pk=0.021)
Ja

(pg=0.091;
pk=0.086)

Homo-

skedastizitat

Ja (p=0.204)

Ja
(p=0.056)
Ja

(p=0.342)

Ja
(p=0.118)
Ja
(p=0.467)
Nein
(p=0.012)
Ja
(p=0.201)
Nein
(p=0.035)
Nein
(p=0.016)
Nein
(p=0.087)
Ja

(p=0.356)

Ja

(p=0.155)
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Name des
durchgefiihrten

Tests

Mann-Whitney-U-
Test

Mann-Whitney-U-
Test

Mann-Whitney-U-
Test

t-Test

t-Test

Transformation der
Daten, siehe
nachste Tabelle

Mann-Whitney-U-
Test

Transformation der
Daten, siehe
nachste Tabelle

Transformation der
Daten, siehe
nachste Tabelle

t-Test nach Welch

Mann-Whitney-U-
Test

t-Test

Nach

signifikant

Test

unter-

schiedlich?

Nein
(p=0.206)
Ja
(p=0.005)
Nein

(p=0.975)

Nein

Ja

Nein
(p=0.211)
Ja

(p=0.019)

Nein

(p=0.366)

Zu-
Abnahme bei
(Pra)-diabetikern

im Vergleich zu

oder

Gesunden

Zunahme

Zunahme

Zunahme

Zunahme

Abnahme

Abnahme

--

Abnahme



LDL E Nein
(pg=0.075;
pk=0.008)

VLDL A Nein
(pg=0.001;
pk=0.001)

VLDL B Nein
(pg=0.002;
P=8x10°)

Ja
(p=0.368)
Ja
(p=0.456)
Ja

(p=0.114)

Mann-Whitney-U-

Test

Mann-Whitney-U-

Test

Mann-Whitney-U-

Test

Ja (p=0.036) Zunahme

Ja Zunahme
(p=0.002)
Ja Zunahme
(p=0.021)

pg: p-Wert fiir die gesunden Probanden, pi: p-Wert fiir die Gruppe der an
Préadiabetes oder Diabetes erkrankten;, CM: Chylomikronen, Varianzengleichheit
getestet durch Levene Test, bei einem Signifikanzniveau von (ber 0,05 wurde die
Nullhypothese der Varianzengleichheit nicht verworfen. Sowohl bei u-Test als auch

bei t-Test wurde bei einem Signifikanzniveau kleiner als 0.05 die Nullhypothese, dass

sich die beiden Gruppen nicht unterscheiden, abgelehnt. Zur Testung auf
Normalverteilung wurde der Kolmogorow-Smirnow-Test verwendet, bei p iber 0.05
wurde die Nullhypothese, dass die Werte normalverteilt sind, beibehalten.

Die Lipoproteinuntergruppen, die nicht die Voraussetzungen des t-Test oder des u-

Test erfullten, wurden mithilfe des naturlichen Logarithmus beziehungsweise der

Wurzelfunktion transformiert. Die Tabelle 3.6.4b zeigt welche Transformationen

benutzt wurden und welche Tests auf die transformierten Variablen angewandt

wurden.

66



Tabelle 3.6.4b Ubersicht iiber die Transformationen und statistischen Testverfahren
und deren Ergebnisse mit p-Werten fiir die Lipoproteinkonzentrationen der
Niichternwerte, die weder normalverteilt waren noch gleiche Varianzen aufwiesen. ®

Lipoprotein- Art der | Ergebnis der | Durchgefiihrter Test | Ergebnis des Tests
gruppe Transformation Transformation nach Transformation
HDL C Naturlicher Normalverteilt T-Test Signifikant
Logarithmus (pg=pk=0.200); unterschiedlich
gleiche Varianzen (p=0.005)
(p=0.064)
IDL Durch Transformation keine Normalverteilung, Homoskedastizitat erreicht, deshalb

Durchfiihrung des Welch-Tests auf Grundlage der Rangdaten. Demnach nicht signifikant
unterschiedlich (p=0.192)

LDL A Naturlicher Normalverteilt T-Test Signifikant
Logarithmus (pg=px=0.200) und unterschiedlich
gleiche Varianzen

(p=0.057) (p=0.008)

@pg: p-Wert fiir die gesunden Probanden, pi: p-Wert fiir die Gruppe der an
Prédiabetes oder Diabetes erkrankter. Varianzengleichheit getestet durch Levene
Test, bei einem Signifikanzniveau von (ber 0,05 wurde die Nullhypothese der
Varianzengleichheit nicht verworfen. Sowohl bei u-Test als auch bei t-Test wurde bei
einem Signifikanzniveau kleiner als 0.05 die Nullhypothese, dass sich die beiden
Gruppen nicht unterscheiden, abgelehnt. Zur Testung auf Normalverteilung wurde
der Kolmogorow-Smirnow-Test verwendet, bei p (iber 0.05 wurde die Nullhypothese,
dass die Werte normalverteilt sind, beibehalten.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass durch die Wichtung mit der
Gesamtlipoproteinkonzentration die Ergebnisse recht ahnlich sind zu den
Ergebnissen ohne Wichtung (vgl. Absatz 3.4.1): Wie auch bei den
Lipoproteinkonzentrationen ohne Wichtung gibt es eine Zunahme der
Konzentrationen von Chylomikronen A, Chylomikronen B, VLDL A, VLDL B,
Chylomikronen Remnants, HDL A und LDL E sowie eine Abnahme der
Konzentrationen von HDL C bei der Gruppe der Pradiabetiker und Diabetiker. Die
Abnahme der Konzentration von LDL A ist signifikanter und anders als bei den nicht
gewichteten Werten wurde zusatzlich eine Abnahme von LDL C als signifikant

erkannt.
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3.6.4 Vergleich der Steigungen der aus den mit der Gesamtlipoprotein
gewichteten Riickstellproben berechneten Geraden von Gesunden mit
(Pra)diabetikern

Wie in Abschnitt 3.3 beschrieben wurden die Konzentrationen der

Lipoproteinuntergruppen durch die Summe aller Lipoproteinuntergruppen geteilt. Als
Ergebnis bekam man so den Anteil einer Lipoproteinuntergruppe an der
Gesamtlipoproteinkonzentration. Aus den so gewichteten Ruckstellproben wurden
Geraden berechnet. Die Steigung dieser Geraden kann man als mittleren Trend
deuten, also wie stark die durchschnittlichen Lipoproteinkonzentrationen Uber die Zeit
zu- oder abgenommen haben. Diese mit der Gesamtlipoproteinkonzentration
gewichteten Steigungen wurden verglichen, um zu sehen ob bei den Probanden
innerhalb des Beobachtungszeitraums eine Veranderung der Lipoproteine in
Richtung Diabetes stattgefunden hat.

Um zu Uberpriufen bei welchen der Lipoproteinuntergruppen sich die Steigungen der
gewichteten Lipoproteinkonzentrationen signifikant unterscheiden, wurde wie zu
Beginn des Abschnitt 3.4 beschrieben verschiedene statistische Testverfahren
angewandt. Die angewandten Testverfahren und deren Ergebnisse sind in Tabelle

3.6.5a zusammengefasst.

Tabelle 3.6.5a Ubersicht (iber statistischen Testverfahren und deren Ergebnisse mit
p-Werten fiir die aus dem Zeitverlauf der Rlickstellwerte mithilfe von Geradenfits
berechneten Werte fiir den Zeitpunkt des oralen Glukosetoleranztest®

Lipoprotein- Normal- Homo- Welcher Test Nach Test = Unterschiede
gruppe verteilung skedastizitat wurde verwendet? = signifikante der Steigung
Unterschiede von (Pra)-

zwischen (Prd)- diabetikern und

diabetikern und Gesunden

Gesunden?
Chylo- Nein % Ja Mann-Whitney-U- = Nein -/-
mikronen A (pg=5.3x1(_)2:5 ; Test (p=0.425)
Pk=9.3x10"") (p=0.059)
Chylo- Nein Nein Transformation Nein -/-
mikronen B (pg=2.0x10'44; der Daten, siehe
pk=2.4x10"%) (p=0.024) néchste Tabelle
Chylo- Nein Nein Transformation Nein -/-
mikronen (pg=3.0x10'44; der Daten, siehe
pk=1.8x10") (p=0.021) néchste Tabelle
Remnants
HDL A Nein Nein Transformation Nein -/-
(pg=2.0x10'58; der Daten, siehe (p=
pk=2.8x1 0'41) nachste Tabelle
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HDL B

HDL C

HDL D

IDL

LDL A

LDL B

LDL C

LDL D

LDL E

VLDL A

VLDL B

Nein
(pg=7.3x10'55;
p=5.0x10"")

Nein
(pg=2.7x10'42;
P=2.2x10%)

Nein
(pg=1.8x10"*7;
p=4.3x10™°)

Nein
(pg=1.2x10";
p=4.2x10%)

Nein
(pg=1.3x1 0
p=1.1x107?)

Nein
(pg=1.3x1 03"
p=6.4x10°")

Nein
(pg=4.2x10'33;
P=3.0x107"%)

Nein
(pg=2.9x10'25;
p=7.1x10"7)

Nein
(pe=7.2x10"%";
p=8.5x10)

Nein
(pg=2.4x10"%;
P=2.9x102%)

Nein
(pg=8.4x10"%;
p=4.0x102%)

(p=0.003)
Nein

(p=0.009)

Nein

(p=0.002)

Ja
(p=0.215)
Ja
(p=0.058)
Nein
(p=0.038)
Ja
(p=0.185)
Ja
(p=0.340)
Ja
(p=0.120)
Ja
(p=0.232)
Ja
(p=0.120)
Nein

(p=0.045)

Transformation

der Daten, siehe

nachste Tabelle

Transformation

der Daten, siehe

nachste Tabelle

Mann-Whitney-U-
Test

Mann-Whitney-U-
Test

Transformation

der Daten, siehe

nachste Tabelle

Mann-Whitney-U-
Test

Mann-Whitney-U-
Test

Mann-Whitney-U-
Test

Mann-Whitney-U-
Test

Mann-Whitney-U-
Test

Transformation

der Daten, siehe

nachste Tabelle

Ja

Ja

Nein

(p=0.104)

Nein
(p=0.934)

Nein

Nein
(p=0.565)

Nein
(p=0.555)

Nein
(p=0.925)

Nein
(p=0.666)

Nein
(p=0.313)

Nein

Bei (Pra)-
diabetikern eine
signifikant
starker positive
Steigung als bei
Gesunden

Bei (Pra)-
diabetikern eine
siginifikant
starker postive
Steigung als bei
Gesunden

-/-

@pg- p-Wert fiir die gesunden Probanden, pi: p-Wert fiir die Gruppe der an
Préadiabetes oder Diabetes erkrankter; CM: Chylomikronen. Varianzengleichheit
getestet durch Levene Test, bei einem Signifikanzniveau von (ber 0,05 wurde die
Nullhypothese der Varianzengleichheit nicht verworfen Sowohl bei u-Test als auch
bei t-Test wurde bei einem Signifikanzniveau kleiner als 0.05 die Nullhypothese, dass
sich die beiden Gruppen nicht unterscheiden, abgelehnt. Zur Testung auf
Normalverteilung wurde der Kolmogorow-Smirnow-Test verwendet, bei p iber 0.05
wurde die Nullhypothese, dass die Werte normalverteilt sind, beibehalten.

69



Die Lipoproteinuntergruppen, die nicht die Voraussetzungen des t-Test oder des u-
Test erfullten, wurden mithilfe des naturlichen Logarithmus beziehungsweise der
Wurzelfunktion transformiert. Die Tabelle 3.6.5b zeigt, welche Transformationen
benutzt wurden und welche Tests auf die transformierten Variablen angewandt

wurden.

Tabelle 3.6.5b Ubersicht iiber die Transformationen und statistischen Testverfahren
und deren Ergebnisse mit p-Werten fir die Lipoproteinkonzentrationen der
Niichternwerte, die weder normalverteilt waren noch gleiche Varianzen aufwiesen®

Lipoprotein-gruppe Art der | Ergebnis der | Durchgefiihrter Test | Ergebnis des
Transformation Transformation nach Transformation | Tests
Chylomikronen B Naturlicher Gleiche Varianzen | U-Test Nicht
Logarithmus (p=0.091) signifikant
unter-
schiedlich
(p=0.223)
Chylomikronen Durch Transformation keine Normalverteilung, Homoskedastizitat erreicht, deshalb
Remnants Durchfihrung des Welch-Tests auf Grundlage der Rangdaten. Demnach nicht
signifikant unterschiedlich (p=0.104)
HDL A Durch Transformation keine Normalverteilung, Homoskedastizitat erreicht, deshalb

Durchfihrung des Welch-Tests auf Grundlage der Rangdaten. Demnach nicht

signifikant unterschiedlich (p=0.574)

HDL B Naturlicher Gleiche Varianzen | U-Test Signifikant
Logarithmus (p=0.062) unter-
schiedlich
(p=0.005)
HDL C Durch Transformation keine Normalverteilung, Homoskedastizitat erreicht, deshalb

Durchfiihrung des Welch-Tests auf Grundlage der Rangdaten. Demnach signifikant
unterschiedlich (p=0.042)

®pg: p-Wert fiir die gesunden Probanden, py: p-Wert fiir die Gruppe der an
Préadiabetes oder Diabetes erkrankten. Varianzengleichheit getestet durch Levene
Test, bei einem Signifikanzniveau von lber 0,05 wurde die Nullhypothese der
Varianzengleichheit nicht verworfen. Sowohl bei u-Test als auch bei t-Test wurde bei
einem Signifikanzniveau kleiner als 0.05 die Nullhypothese, dass sich die beiden
Gruppen nicht unterscheiden abgelehnt. Zur Testung auf Normalverteilung wurde der
Kolmogorow-Smirnow-Test verwendet, bei p lber 0.05 wurde die Nullhypothese,
dass die Werte normalverteilt sind, beibehalten.

Zusammenfassend sind bei den mit der Gesamtlipoproteinkonzentration gewichteten

Steigungen der Lipoproteinuntergruppen eine Zunahme der Steigung von HDL B und
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HDL C zu erkennen, wobei auch die Gesunden eine positive Steigung fur diese
Untergruppen aufweisen. Anders als bei den ungewichteten Steigungen aus
Abschnitt 3.3.2 sind HDL D und LDL B nicht mehr signifikant unterschiedlich.

3.7 Grafische Betrachtung der Zeitverlaufe der Riickstellproben

3.7.1 Haufigkeitsverteilung tiber die Anzahl der vorhandenen Proben uber
die vorhandenen Jahre

Bei der Auswertung der Krankheitsverlaufe Uber die Jahre hinweg wurde zuerst

uberpruft, Uber welchen Zeitraum Ruckstellproben vorliegen. Daflr wurden
Histogramme erstellt, die x-Achse entspricht jeweils den Jahren die bei den
Probanden zwischen der Diagnosestellung mithilfe des oralen Glucose-Toleranztest

(oGTT) und der altesten Ruckstellprobe liegen.

alle Probanden

250 120,000%
200 100,000%
» 80,0009
2 150 ,000%
& 60,000%
2 100
£ 40,000%
50 20,000%
0 ,000%
0 9 8 -7 6 5 -4 -3 2 -1 0
Jahre

Abbildung 3.7.1. Ha&ufigkeitsverteilung des Zeitraums zwischen éltester
Riickstellprobe und oGTT aller Probanden. x-Achse: Angegeben ist die Differenz in
Jahren zwischen der am ldngsten zuriickliegenden Rlickstellprobe eines Probanden
und dem Zeitpunkt des oGTT. y-Achse: Absolute Héaufigkeit ( ™) und kumulierte

Héaufigkeit [%] ( — ), Alle Probanden wurden betrachtet.
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Probanden mit IFG
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- 100,000%
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-0 9 -8 -7 6 5 -4 -3 2 -1 0
Jahre

Abbildung 3.7.2. Haufigkeitsverteilung des Zeitraums zwischen éltester
Rluckstellprobe und oGTT der Probanden mit IFG. x-Achse: Angegeben ist die
Differenz in Jahren zwischen der am léngsten zurtickliegenden Riickstellprobe eines
Probanden und dem Zeitpunkt des oGTT. y-Achse: Absolute Héaufigkeit (™') und
kumulierte Haufigkeit [%] (" ); nur Probanden mit gestérter Niichternglukose (IFG)
wurden betrachtet.

Probanden mit IGT

10 - - 120,000%
100,000%
80,000%
60,000%
40,000%
20,000%
,000%

Haufigkeit

Jahre

Abbildung 3.7.3. Ha&ufigkeitsverteilung des Zeitraums zwischen éltester
Riickstellprobe und oGTT der Probanden mit IGT. x-Achse: Angegeben ist die
Differenz in Jahren zwischen der am ldngsten zurlickliegenden Rlickstellprobe eines
Probanden und dem Zeitpunkt des oGTT. y-Achse: Absolute Haufigkeit (™) und
kumulierte Haufigkeit [% ] (~"); nur Probanden mit gestérter Glukosetoleranz (IGT)
wurden betrachtet.
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Haufigkeit

35
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-10

Probanden mit IFG und IGT

Jahre

120,000%
100,000%
80,000%
60,000%
40,000%
20,000%
,000%

Abbildung  3.7.4.

Héaufigkeitsverteilung  des

Zeitraums

zwischen

Riickstellprobe und oGTT der Probanden mit IFG und IGT. x-Achse: Angegeben ist
die Differenz in Jahren zwischen der am lédngsten zuriickliegenden Riickstellprobe
eines Probanden und dem Zeitpunkt des oGTT. y-Achse: Absolute Haufigkeit (™)
und kumulierte Héufigkeit [%] ( ~" ); nur Probanden mit sowohl gestorter
Niichternglukose (IFG) und eingeschrdnkter Glukosetoleranz (IGT) wurden
betrachtet.

Probanden mit Diabetes
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Abbildung 3.7.5. Haufigkeitsverteilung des Zeitraums zwischen éltester
Riickstellprobe und oGTT der Probanden mit neu diagnostiziertem Diabetes. x-
Achse: Angegeben ist die Differenz in Jahren zwischen der am ldngsten
zurtickliegenden Rlickstellprobe eines Probanden und dem Zeitpunkt des oGTT. y-

Achse: Absolute Héufigkeit (™) und kumulierte Héaufigkeit [%] ( ~ ); nur
Probanden mit neu diagnostiziertem Diabetes wurden betrachtet.

Man kann in Abbildungen 3.7.1 bis 3.7.5 gut erkennen, dass uber 80% aller
Probanden fur einen Zeitraum von mindestens 6 Jahren Ruckstellproben abgegeben

haben. Fur langere Zeitraume nimmt dann die Anzahl der Probanden, fur die noch
73



Ruckstellproben vorliegen, stark ab. Bei der Bewertung der Zeitverlaufe der
Lipoproteinkonzentrationen (s. Abschnitt 3.3) und der Zeitverlaufe der Verhaltnisse
(s. Abschnitt 3.7.2) sollte man beachten, dass die Ruckrechnungen bis zu 6 Jahren
noch relativ gut die gemessenen Konzentrationen reprasentieren, es sich hingegen
bei den Ruckrechnungen von acht und zehn Jahren um Extrapolationen handelt.
Aulerdem erkennt man nochmal gut, dass die Gruppe der Probanden mit gestorter
Glukosetoleranz relativ klein ist. Es sind also dort eher inhomogene Verteilungen zu

erwarten.

3.7.2 Grafische Betrachtung Verteilungskurven der
Lipoproteinkonzentrationen liber die letzten 10 Jahre
Fir die Auswertung wurden, wie in Abschnitt 3.2 erklart, die

Lipoproteinkonzentrationen nach der Zeit aufgetragen und anschlieRend mit
Geradengleichungen gefittet. Diese Geradengleichung wurde benutzt, um fur jeden
Studienteilnehmer die Lipoproteinkonzentrationen flr die verschiedenen Zeiten t zu
berechnen: fir t=0, also der Zeitpunkt an dem der oGTT durchgeflhrt wurde und die
Probanden in Gesunde und Pradiabetiker mit gestorter Nuchternglukose (IFG).
gestorter Glukosetoleranz (IGT), mit IFG+IGT, und Diabetiker (T2D) eingeteilt
wurden, sowie fur frihere Zeitpunkte von zwei, vier, sechs, acht und zehn Jahre vor
dem oGTT Diese Lipoproteinkonzentrationen der verschiedenen Jahre wurden
verwendet, um Haufigkeitsverteilungen zu erstellen. Fur die graphische Darstellung
der Haufigkeitsverteilungen wurde eine Kerndichteschatzung mit Gaul3kernen
genutzt. Um zu verhindern, dass wenig aussagekraftige Geraden die Verteilung
stéren, wurden alle jene Geraden herausgefiltert bei denen der p-Wert fur den Wert
bei t=0 Gber 0,05 lag.
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Abb 3.7.6. gegléttete Haufigkeitsverteilung der Lipoproteinkonzentrationen von Chylo B
(groBe Chylomikronen), Chlyo A (kleine Chylomikronen), Chylo Rem (Chylomikronen
Remnants), VLDL B (gro8es VLDL) fiir O Jahre (Zeitpunkt der Einteilung in Gesunde und
(Pré-)Diabetiker durch oGTT), sowie zwei, vier, sechs, acht und zehn Jahre vor
Durchfiihrung des oGTTs. x-Achse: Lipoproteinkonzentration. y-Achse: Kerndichte der
Kerndichteschétzung. oGTT Ergebnis: Gruppeneinteilung nach oralen Glukosetoleranztest
(Gruppe 1 Gesunde; Gruppe 2 I : Probanden mit gestérter Niichternglukose; Gruppe 3 (
) Probanden mit gestérter Glukosetoleranz; Gruppe 4 (J) Probanden mit gestérter
Niichternglukose und gestérter Glukosetoleranz, Gruppe 5 (') Diabetiker.
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Abb 3.7.7. gegléttete Haufigkeitsverteilung der Lipoproteinkonzentrationen von VLDL A
(kleines VLDL), IDL, LDL E (sehr groBes LDL), LDL D (gro3es LDL) fiir O Jahre (Zeitpunkt
der Einteilung in Gesunde und (Pra-)Diabetiker durch oGTT), sowie zwei, vier, sechs, acht
und zehn Jahre vor Durchfiihrung des oGTTs. x-Achse: Lipoproteinkonzentration. y-Achse:
Kerndichte der Kerndichteschdtzung. oGTT Ergebnis: Gruppeneinteilung nach oralen
Glukosetoleranztest (Gruppe 1 (') Gesunde; Gruppe 2 (L2) Probanden mit gestérter
Niichternglukose; Gruppe 3 (L) Probanden mit gestérter Glukosetoleranz; Gruppe 4 (1)
Probanden mit gestérter Niichternglukose und gestérter Glukosetoleranz; Gruppe 5 ()
Diabetiker.
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Abbildung 3.7.8. Gegléttete Haufigkeitsverteilung der Lipoproteinkonzentrationen von LDL C
(mittleres LDL), LDL B (kleines LDL), LDL A (sehr kleines LDL), HDL D (sehr groBes HDL)
flr 0 Jahre (Zeitpunkt der Einteilung in Gesunde und (Pré-)Diabetiker durch oGTT), sowie
zwei, vier, sechs, acht und zehn Jahre vor Durchfiihrung des oGTTs. x-Achse:
Lipoproteinkonzentration. y-Achse: Kerndichte der Kerndichteschédtzung. oGTT Ergebnis:
Gruppeneinteilung nach oralen Glukosetoleranztest (Gruppe 1 (') Gesunde; Gruppe 2 (1)
Probanden mit gestérter Niichternglukose;, Gruppe 3 [ : Probanden mit gestérter
Glukosetoleranz; Gruppe 4 (I2) Probanden mit gestérter Niichternglukose und gestérter
Glukosetoleranz; Gruppe 5 (') Diabetiker.
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Abb 3.7.9. Gegléttete Héaufigkeitsverteilung der Lipoproteinkonzentrationen von HDL C
(groBes HDL), HDL B (mittleres HDL), HDL A (kleines HDL) fiir O Jahre (Zeitpunkt der
Einteilung in Gesunde und (Pré-)Diabetiker durch oGTT), sowie zwei, vier, sechs, acht und
zehn Jahre vor Durchfiihrung des oGTTs. x-Achse: Lipoproteinkonzentration. y-Achse:
Kerndichte der Kerndichteschatzung. OGTT Ergebnis: Gruppeneinteilung nach oralen
Glukosetoleranztest. Gruppe 1 () Gesunde; Gruppe 2 (IJ) Probanden mit gestérter
Niichternglukose; Gruppe 3 (L0) Probanden mit gestérter Glukosetoleranz; Gruppe 40 :
Probanden mit gestérter Nichternglukose und gestérter Glukosetoleranz; Gruppe 51 :
Diabetiker.
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In Abbildungen 3.7.6 bis 3.7.9 sind die Haufigkeitsverteilungen der verschiedenen
Lipoproteinsubgruppen bei Gesunden, bei Pradiabetikern mit IFG, IGT, IGT+IFG und
Diabetikern (T2D) dargestellt, die in den Graphiken als Gruppe 1, 2, 3, 4 und 5
bezeichnet werden. Da man annehmen muss, dass die Lipoproteinmuster nicht nur
von der (pra)diabetischen Stoffwechsellage, sondern auch von anderen
Vorerkrankungen abhangen, wirde man potentiell inhomogene Verteilungen bei
einzelnen Lipoproteinen erwarten. Diese wirden dann im einfachsten Fall zu einer
Aufspaltung der Verteilungsfunktion mit zwei oder mehreren relativen Maxima fihren.
Falls die Ruckextrapolation auf die Zeit t=10 Jahre ideal funktionieren wurde, sollten
die Insulin-abhangen Effekte dort kleiner sein und daher homogenere Verteilungen
erwartet werden. Das metabolische Syndrom ist durch eine Erhdhung der
Konzentration von triglyceridhaltigen Lipoproteinen, eine Konzentrationserhéhung
der kleinen LDL-Partikel und eine Erniedrigung von HDL gekennzeichnet. Die
statistische Analyse zeigt dieses Bild fur die Chylomikronen und VLDL, wo eine
Erhéhung der Partikelzahlen im Vergleich zu Gesunden bei Probanden mit IFG, und
Probanden mit IGT, und Probanden mit IFG+IGT sichtbar ist, welche am
ausgepragtesten bei Probanden mit IFG+IGT ist. Fur ausgebildeten Diabetes sind
dann etwas kleinere Konzentrationserhohungen zu beobachten als bei IFG+IGT.
Wahrend in Gruppe 1 und 2 die Verteilungskurven von Chylomikronen und
Chylomikronen Remnants weitgehend homogen sind, sind in den anderen Gruppen
deutlich zwei Maxima bei t = 0 zu erkennen, d. h. es gibt deutlich zwei Gruppen mit
verschiedenen Teilchenzahlen. 6 Jahre vorher sind die Verteilungen fur alle Gruppen
weitgehend homogen, die Verteilungen fur die Gesunden und Probanden, bei denen
spater erhohte Nuchternglukose oder Diabetes diagnostiziert wurde, haben sehr
ahnliche Haufigkeitsverteilungen. Die Patientengruppen, die spater eine
eingeschrankte Glukosetoleranz aufweisen, (Gruppen 3 und 4) zeigen erhohte
Partikelkonzentrationen. Diese generelle Bild ergibt sich auch fur einen Zeitpunkt, der
10 Jahre vor dem Test liegt. Dies legt nahe, dass sich die Gruppe mit IGT und
IGT+IFG, was die Chylomikronenkonzentrationen betrifft, auch schon zu friheren

Zeitpunkten charakteristisch von den anderen unterscheidet.

Ein ahnliches Bild ergibt sich fur VLDL A, VLDL B und IDL. 6 Jahre vor der
Diagnosestellung sind die Verteilungen fur alle Gruppen recht homogen. Zu diesem

Zeitpunkt unterscheiden sich die mittleren Partikelkonzentrationen aller
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Probandengruppen nur wenig (obwohl tendenziell die Gruppen, fur die eine gestorte
Glukosetoleranz diagnostiziert wurde, wieder etwas hohere VLDL B Konzentration
zeigen als die anderen Gruppen). Die Extrapolation zu t = 10 Jahre fuhrt zu etwas

inhomogeneren Verteilungen.

Bei nicht-nichternen Probanden unterscheiden sich die mittleren LDL-
Partikelkonzentrationen zur Zeit t = 0 nur bei Probanden der Gruppe IGT + IFG fur
LDL E von den Gesunden. Die Verteilungskurven (Abb. 3.7.7 und 3.7.8) sind aber
manchmal deutlich unterschiedlich, einzelne sind klar zweigipfelig. Dies gilt auch fur
die Gruppe der Gesunden (LDL D, LDL B, LDL A), das heifl3t, auch diese Gruppe ist
beziiglich lhrer LDL-Lipoproteine nicht homogen. Uberraschenderweise (iberlagern
sich die Verteilungskurven von Gesunden und Probanden mit T2D fur LDL D sogar
perfekt. Dies suggeriert, dass LDL D Konzentrationen anscheinend von der
diabetischen Stoffwechsellage wenig beeinflusst werden. Wie schon bei den grolien
Lipoproteinen zu beobachten, werden die Verteilungsfunktionen der verschiedenen
Gruppen immer homogener und ahnlicher, je mehr man in der Zeit zurickgeht. Dies
ware auch zu erwarten, wenn sich die (pra)diabetische Stoffwechsellage erst mit der
Zeit ausbildet.

Die Analyse der Anzahl der HDL-Partikel bei den nicht-nichternen Probanden
(Tabelle 3.6.3) ergab nur flr die Gruppe IFG eine signifikante Abweichung von den
Gesunden bei HDL C. Die Konzentrationsverteilung von HDL-C der Gesunden ist
ansatzweise inhomogen und zeigt zwei relative Maxima. Diese Aufspaltung ist auch
schon zwei Jahre vorher zu sehen, fur fruhere Zeiten ergibt sich eine homogenere
Verteilung mit einer Verschiebung des Maximums zu kleineren HDL C
Konzentrationen. Wie auch schon bei den anderen Lipoproteinen beobachtet, sind
die Verteilungen der Lipoproteinkonzentrationen ahnlicher und homogener in den
Ruckstellproben 10 und 6 Jahren vor der Diagnosestellung und Einteilung in die
Gruppen der Gesunden, Pradiabetiker und Diabetiker wie es zu erwarten ware, wenn
in dieser Zeit ein erheblicher Teil der Probanden noch gesund gewesen waren. Ein
typisches Bild zeigt HDL A. 10 bis 6 Jahre vor der Diagnosestellung sind die
Verteilungen in allen Gruppen homogen. Erst dann beginnen sich die Kurven zu
trennen, die Verteilung der Diabetiker ist zweigipfelig 2 Jahre vor Diagnosestellung

und ist dann zum Zeitpunkt t = 0 vollkommen zu héheren Werten verschoben.
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Ganz allgemein erkennt man, dass haufig die Verteilungen von Gesunden, Pra-
diabetikern und Diabetikern bei t=6 Jahre am ehesten Ubereinanderliegen,
wohingegen die Verteilungen bei t=8 Jahre und t=10 Jahre wieder weiter
auseinanderliegen. Dies kann damit erklart werden, dass die langer zurlckliegenden
Zeitpunkte Extrapolationen sind, bei denen nur wenige Proben vorliegen. Zusatzlich
sind die Verteilungen von Gruppe 3 (gestorte Glukosetoleranz) oft relativinhomogen,
was auch an der, im Vergleich zu den anderen Gruppen, geringeren Probandenzahl

liegen kann.

3.8 Korrelationen zwischen den Konzentrationsverhaltnissen einzelner
Lipoproteinsubklassen
Im klinischen Alltag wird bei der Beurteilung kardiovaskularer Ereignisse anhand von

Lipoproteinen neben dem HDL- und LDL-Cholesterol auch das Verhaltnis von LDL-
Cholesterol zu HDL-Cholesterol betrachtet. Im Folgenden wurde untersucht, ob
paarweise Kombinationen der Konzentrationen einzelner bestimmter Verhaltnisse
von Lipoproteinsubklassen in Bezug auf Diabetes aussagekraftiger sind als die
einzelnen Lipoproteinkonzentrationen. Dafur wurden fur jede abgegebene Blutprobe
der Quotient und das Produkt zwischen den einzelnen Lipoproteinkonzentrationen
berechnet. Diese Verhaltnisse wurden fur jeden Probanden nach der Zeit
aufgetragen und dann mit einer Gerade gefittet. Mithilfe dieser Geraden wurden dann
fur jeden Probanden fir alle Verhaltnisse die Werte fur den Zeitpunkt des oGTTs

berechnet.

3.8.1 Prozentuale Unterschiede der Quotienten und Produkte der
Lipoproteinkonzentrationen zwischen Gesunden, Pradiabetikern und
Diabetikern

Nachdem, wie in Abschnitt 3.8 erklart, die Produkte und Quotienten aus den

Lipoproteinenkonzentrationen berechnet wurden, sollten die prozentualen
Unterschiede zwischen den Gesunden und den (Pra-)Diabetikern bestimmt werden.
Dafir wurden fir die Gruppe von Gesunden, die Gruppen der verschiedenen
Pradiabetiker und die der Diabetiker der Median aller Verhaltnisse und Produkte
gebildet. Dann wurde berechnet, um wie viel Prozent sich die Mediane der
Pradiabetiker- und Diabetiker-Gruppen von den Gesunden unterscheiden.

Es wurden die Unterschiede aller moglichen paarweisen Verhaltnisse und Produkte

berechnet.
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Abbildung 3.8.1 zeigt einen Ausschnitt aus der graphischen Darstellung aller
prozentualen Veranderungen der Produkte und Quotienten. Unterschiede zwischen
verschiedenen Gruppen, die grolder als 50 % sind, werden beobachtet. Da die
Produkte und Quotienten hier jeweils fur einzelne Probanden gebildet wurden,
konnen sich prinzipiell wesentlich hdhere Unterschiede zur Gruppe der Gesunden
ergeben als aus den Mittelwerten berechnet werden kdnnen. Die Unterschiede der
Produkte von Mittelwerten sollten maximal fur das Produkt der Chylomikronen A und
B Konzentrationen sein. Hier berechnet man nur einen Unterschied von 6.5 %. In
Abbildung 3.8.1 zeigen die (Pra-)Diabetikergruppen an vielen Stellen ein ahnliches
Muster der kombinierten Konzentrationen. Die Probanden mit gestorter
Nuchternglukose zeigen die geringsten prozentualen Veranderungen relativ zu der
Gruppe der Gesunden.

Die gréfiten Veranderungen im Vergleich zum Gesunden sind bei den Probanden mit
gestorter Glukosetoleranz (IGT) und bei den Probanden mit einer Kombination aus
gestorter Glukosetoleranz und gestorter Nuchternglukose (IFG + IGT) zu sehen. Bei
den Probanden mit neu diagnostiziertem Diabetes Mellitus Typ Il hingegen sind die
Unterschiede zu den Gesunden weniger stark.

Vom Muster der betroffenen Wertepaare her scheinen die Probanden mit IFG am
ehesten den Probanden mit vollausgebildetem Diabetes (T2D) zu ahneln. Vor allem
die Produkte aus den Konzentrationen kleiner Chylomikronen und Konzentrationen
unterschiedlicher LDL Untergruppen sind bei T2D auffallig niedrig, sogar noch
niedriger als bei den Probanden mit gestorter Nuchterglukose (siehe lila Kasten). Bei
den Probanden mit gestorter Glukosetoleranz sind besonders die Produkte und
Quotienten mit Chylomikronen Remnants hdéher als bei den Gesunden, die
Unterschiede sind sogar groler als bei allen anderen (Pra)diabetesgruppen

(schwarzer Kasten).
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Abbildung 3.8.1. Charakteristischer Ausschnitt aus der grafischen Darstellung der prozentualen Unterschiede zwischen allen
Verhéltnissen der Lipoproteinsubklassen zueinander. Verwendet wurde der Median der mithilfe der Geradenfits berechneten Werte fiir
t=0. value: prozentualer Unterschied des Medians eines Verhéltnisses zwischen (Pré-)Diabetikern. Probanden mit (%) IFG; (8) IGT,; (m
) IFG&IGT; (w) T2D und Gesunden.
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Die Unterschiede zwischen den Produkten/Verhaltnissen der Konzentrationen sind
wesentlich  groBer als die Unterschiede zwischen den  einzelnen
Lipoproteinsubklassen. Beispielsweise sind sowohl der Unterschied zwischen den
Probanden mit IFG + IGT und den Gesunden bezlglich des Produktes aus kleinen
Chylomikronen und Chylomikronen Remnants und der Unterschied zwischen
Probanden mit IGT und Gesunden bezuglich des Produktes aus grof3en
Chylomikronen und Chylomikronen Remnants uber 60% (rote Pfeile in Abb. 3.8.1).
Das sind wesentlich gro3ere Unterschiede als die prozentualen Unterschiede in
Bezug auf die Konzentrationen von einzelnen Lipoproteingruppen: Der Unterschied
des Produktes der groflen Chylomikronen und der Chylomikronen Remnants
zwischen Gesunden und Probanden mit IFG + IGT betragt jeweils nur 26% (grine
Pfeile).

Um nochmal die relevantesten Quotienten und Produkte zu betrachten, wurden die
Verhaltnisse gefiltert: Abbildung 3.8.2 zeigt jetzt alle Produkte und Quotienten, bei
denen die prozentualen Veranderungen der (Pra)diabetiker zu den Gesunden uUber
20% betragen. Auffallig (und zu erwarten ist auch hier, dass grof3e Unterschiede > 20
% fast ausschlielich bei Produkten/Verhaltnissen zu beobachten sind, die eine der
Chylomikronen- oder VLDL-Klassen enthalten. Ausnahmen sind die Verhaltnisse von
HDL C/HDL A (T2D), HDL C/HDL D (IGT, T2D), LDL E/HDL C (IGT), LDL E/LDL A
(IGT).
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Abbildung 3.8.2.

Verwendet wurden die mithilfe der Geradenfits berechneten Werte fiir t=0.
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3.8.2 Zeitabhangigkeit der kombinierten Lipoproteinkonzentrationen.
In Abschnitt 3.7.2 wurden bereits die Haufigkeitsverteilungen Uber die Zeitverlaufe fur

die einzelnen Lipoproteinklassen betrachtet. Auf die gleiche Art wurden auch die
Produkte und Quotienten der Lipoproteinuntergruppen zueinander betrachtet. Fur
jede abgegebene Ruckstellprobe wurden flr jeden Probanden zwischen allen
Lipoproteingruppen Quotienten und Produkte aus den Konzentrationen berechnet.
Diese wurden, wie in Abschnitt 3.2. erklart, mithilfe von Geraden uber die Zeit gefittet,
um einen Wert flr t=0 zu erhalten. Alle Geraden mit p > 0.05 fir den Zeitpunkt des
oGTTs wurden herausgefiltert. Dann wurde fur den Zeitpunkt des oGTTs, sowie fur
zwei, vier, sechs, acht und zehn Jahre vor der oGTT-Analyse die Verteilungen
berechnet und mit Hilfe eines Kernschatzer geglattet. Da es sich um 315
Verhaltnisse handelt, wird in den Abbildungen 3.8.3 bis 3.8.6 nur eine Auswahl der
interessantesten Verteilungen gezeigt. Im Allgemeinen kann man erkennen, dass sie
die Aufspaltung zwischen den Verhaltnissen der Lipoproteingruppen zueinander
starker ist als zwischen den einzelnen Lipoproteingruppen. Interessant ist, dass sich
die Verhaltnisse teilweise anders verhalten als die einzelnen Lipoproteingruppen.
Denn obwohl IDL allein bei Gesunden und (Pra-)Diabetikern eine recht ahnliche
Verteilung zeigt, erkennt man bei dem Quotienten IDL/VLDL A sichtbare
Unterschiede in den Verteilungen der gesunden und erkrankten Probanden. Der
Quotient HDL D/HDL C zeigt schon bei den langer zuruckliegenden Ruckstellproben
grol’e Unterschiede zwischen gesunden und an Diabetes erkrankten. Scheinbar
bestanden dort diese Unterschiede schon bei vielen Probanden Jahre vor
Diagnosestellung und blieben recht konstant. Hingegen sieht man bei Probanden,
die zum Zeitpunkt t=0 in Gruppe 4 eingeordnet wurden (gestorte Glukosetoleranz
und gestorte Nuchternglukose) bei dem Verhaltnis HDL D/HDL C noch eine leichte
Verschlechterung im Verlauf. Alle Verhaltnisse zwischen LDL E und kleineren LDLs

zeigen deutliche Unterschiede zwischen Gesunden und (Pra-)Diabetikern.
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Abbildung 3.8.3. Wahrscheinlichkeitsdichteverteilung von den Produkten und
Quotienten der Konzentrationen verschiedener Lipoproteingruppen fir 0 Jahre
(Zeitpunkt der Einteilung in Gesunde und (Préa-)Diabetiker durch oGTT), sowie zwei,
vier, sechs, acht und zehn Jahre vor Durchfiihrung des oGTTs. Chylo:
Chylomikronen; density: Kerndichte der Kernel Funktion; *Multiplikation; /Division;
ogtt result: Gruppeneinteilung nach oralen Glukosetoleranztest. Gruppe 1 ():
Gesunde; Gruppe 2 (1) Probanden mit gestérter Niichternglukose;, Gruppe 3 0:
Probanden mit gestérter Glukosetoleranz; Gruppe 4 (0)) Probanden mit gestérter
Niichternglukose und gestérter Glukosetoleranz, Gruppe 5 (-') Diabetiker.
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Abbildung 3.8.4. Wahrscheinlichkeitsdichteverteilungen von den Produkten und
Quotienten der Konzentrationen verschiedener Lipoproteingruppen fir 0 Jahre
(Zeitpunkt der Einteilung in Gesunde und (Pré-)Diabetiker durch oGTT), sowie zwei,
vier, sechs, acht und zehn Jahre vor Durchfiihrung des oGTTs. Chylo:
Chylomikronen; density: Kerndichte der Kernel Funktion; *Multiplikation; /Division;
ogtt result: Gruppeneinteilung nach oralen Glukosetoleranztest. Gruppe 1 (1)
Gesunde; Gruppe 2 (1) Probanden mit IFG; Gruppe 3 (1) Probanden mit IGT;
Gruppe 4 () Probanden mit IFG+IGT; Gruppe 5 (-') Diabetiker.
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Abb 3.8.5. Wahrscheinlichkeitsdichteverteilung von den Produkten und Quotienten
der Konzentrationen verschiedener Lipoproteingruppen fiir 0 Jahre (Zeitpunkt der
Einteilung in Gesunde und (Pré-)Diabetiker durch oGTT), sowie zwei, vier, sechs,
acht und zehn Jahre vor Durchfiihrung des oGTTs. density: Kerndichte der Kernel
Funktion; *Multiplikation; /Division; ogtt result: Gruppeneinteilung nach oralen
Glukosetoleranztest. Gruppe 1 (') Gesunde; Gruppe 2 (1) Probanden mit IFG;
Gruppe 3 () Probanden mit IGT; Gruppe 4 (0 ) Probanden mit IFG+IGT;
Gruppe 5 () Diabetiker.
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Abbildung 3.8.6. Wahrscheinlichkeitsdichteverteilung von den Produkten und
Quotienten der Konzentrationen verschiedener Lipoproteingruppen fir 0 Jahre
(Zeitpunkt der Einteilung in Gesunde und (Pré-)Diabetiker durch oGTT), sowie zwei,
vier, sechs, acht und zehn Jahre vor Durchfiihrung des oGTTs. density: Kerndichte
der Kernel Funktion; *Multiplikation; /Division; ogtt result: Gruppeneinteilung nach
oralen Glukosetoleranztest. Gruppe 1 (') Gesunde; Gruppe 2 (=) Probanden mit
IFG; Gruppe 3 () Probanden mit IGT; Gruppe 4 (1) Probanden mit IFG+IGT;
Gruppe 5 () Diabetiker.
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4 Diskussion
4.1 Das untersuchte Patientenkollektiv

Die in dieser Studie untersuchten Probanden stammten aus einem Kollektiv
regelmaliger bayerischer Blutspender im Alter von durchschnittlich 54.1 Jahren und
einem durchschnittlichen BMI von 28.8. 37% der Probanden waren adipds. Die
Gruppe der Diabetiker war etwas alter (3.5 Jahre) und hatte einen etwas hoheren
BMI (2.3) als die Gruppe der Gesunden. Es ist nicht zu erwarten, dass diese relativ
kleinen Unterschiede in Alter und BMI die beobachteten Unterschiede in den
Lipoproteinkonzentrationen zwischen den Gruppen erklaren kdnnen. Die Blutspender
in Bayern gehoren mehrheitlich der kaukasischen Rasse an. Unterschiede zeigen
sich im Vergleich mit anderen Studien, welche ebenfalls den Zusammenhang von mit
NMR-Spektroskopie gemessen Lipoproteinen und Diabetes mellitus Typ 2

untersuchten:

Probanden der Studie von Hodge et al. (2009) wurden in der australischen Metropole
Melbourne rekrutiert. Es wurden verstarkt sudeuropaische Immigranten fur groRere
genetische Variabilitat in die Studie eingeschossen: Neben Australiern wurden viele
in Italien oder Griechenland Geborene untersucht. Der Median des Alters lag fur die
Kontrollgruppe bei 56 Jahren und fur Diabetiker bei 59 Jahren. Gesunde hatten einen
BMI von 26,6 kg/m?, Diabetiker einen BMI von 30,5 kg/m?.

Die Studie von Festa et al (2005) wurde im Rahmen der Insulin Resistance
Atherosclerosis Study durchgefuhrt. Ethnisch wurden in etwa gleich viele Hispanics,
Non-Hispanic Whites und Afro-Americans fur die Studie rekrutiert. Das Alter der
Probanden, welche spater Diabetes entwickeln sollten, lag bei durchschnittlich 65
Jahren, das der Gesunden bei 54 Jahren. Zukunftige Diabetiker hatten einen
durchschnittlichen BMI von 30,9 kg/m?, Gesunde einen BMI von 27,8 kg/m?.

Bei der von Mora et al. (2010) mit den Probanden der Women‘s Health Study
durchgefuhrten Studie wurden anders als bei den anderen Studien nur Frauen
untersucht. Sie arbeiteten alle in den USA als medizinische Fachkrafte. Zum
Studieneintritt hatten sowohl zuklnftige Diabetiker als auch gesunde ein Alter von
54,6 Jahren. Der Nachbeobachtungszeitraum betrug 13 Jahre. Zukunftige Diabetiker
hatten einen durchschnittlichen BMI von 30.6 kg/m?, gesunde einen BMI von 25.4
kg/m?. Rekrutiert wurden die Probanden tber die Pflegekammern aller US-Staaten

(mit Ausnahme von Hawaii) und Puerto Rico. Ebenso wurden Informationen zur
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Teilnahme an der Studie Mitgliedern weiterer Berufsvereinigungen des

medizinischen Bereichs weitergegeben.

Die Probanden der Studie von Wang et al. (2012) waren finnische Manner. Das Alter
von Gesunden, Pradiabetikern und Diabetikern unterschied sich kaum: Es betrug 57
Jahre fir Gesunde und Probanden mit IFG, 60 Jahre Probanden mit IGT, 59 Jahre
bei Probanden mit kombinierter IFG und IGT und bei Diabetikern. Der BMI betrug
durchschnittlich 25.7 kg/m2 bei Gesunden, 27.0 kg/m2 bei Probanden mit IFG,
ebenso 27.0 kg/m? bei Probanden mit IGT, 28.9 kg/m? bei Probanden mit sowohl IGT

als auch IFG, 29.7 kg/m? bei neu diagnostizierten Diabetikern.

Die Probanden der Studie von Sokooti et al. (2021) wurden in den Niederlanden
rekrutiert. Die 265 Probanden, die im Verlauf der Studie Diabetes entwickelten
(Nachbeobachtungszeitraum 7,3 Jahre) waren im Schnitt 57 Jahre alt, 38% von
Ihnen waren weiblich, und hatten einen durchschnittlichen BMI von 29,8. Die 4563
Probanden, die im Nachbeobachtungszeitraum keinen Diabetes entwickelten, hatten

durchschnittlich einen BMI von 26.2, waren 52,5 Jahre alt und zu 51 % weiblich.

In die US-amerikanischen Multi-Ethnic Study of Atherosclerosis, welche unter
anderem von Mackey et al. (2015) verwendet wurde, wurden Probanden
verschiedener Herkinfte im Alter von 45 bis 84 Jahren eingeschlossen: Weilde
(42%), African-Americans (25%), Hispanics (21%), und Asiaten (12%) welche
grofltenteils aus China stammten. Das Alter von Diabetikern mit 61 Jahren glich dem
durchschnittlichen Alter der Probanden, die innerhalb der durchschnittlichen
Nachbeobachtungszeit von 7,7 Jahren kein Diabetes entwickelten, von 62 Jahren.
Nicht-Diabetiker hatten einen durchschnittlichen BMI von 27.6, Diabetiker von 31.1.

Wahrend sich also andere Studien in Bezug auf durchschnittliches Alter und BMI der
Probanden nicht stark von unserem Kollektiv unterscheiden, untersuchen alle

Studien unterschiedliche Ethnien und Nationalitaten.

Von den untersuchten Probanden unserer Studie gibt es Rlckstellproben Uber einen
Zeitraum von bis zu 10 Jahren, fur 80 % der Probanden fur mindestens 6 Jahre. Bei
allen Probanden wurde der diabetische Status mit Hilfe des Goldstandards oraler
Glukosetoleranztest (oGTT) definiert, der im nuchternen Zustand durchgefuhrt wird.
Fur die Probanden mit T2D war vor dem oGTT kein Diabetes bekannt gewesen und

somit wurden auch keine Antidiabetika eingenommen. Leider wurden nicht bei allen
92



Probanden Serumproben fur die NMR-Analyse direkt vor dem oGTT genommen, so
dass im nuchternen Zustand die Lipoproteinanalytik nur bei einer Gruppe von 432
Blutspendern durchfuhrbar war.

Gewohnlich kommen die Blutspender nach der Arbeit zum Blutspenden, haben also
meist ein Mittagessen zu sich genommen, welches einige Stunden zurlckliegt. Um
Variationen, die vom Zeitpunkt der Mahlzeiten abhangen zu reduzieren, wurden die

Lipoproteinmuster flr den Zeitpunkt t = 0 aus den Ruckstellproben linear extrapoliert.

4.2 Unterschiede der Lipoproteinmuster im nichternen und
nichtniichternen Zustand.
In den meisten Studien, bei denen der Zusammenhang zwischen mit NMR-

Spektroskopie gemessenen Lipoproteinen und Diabetes untersucht wurde, wurden
Nuchternblutproben verwendet. In den Uber die nicht-nichternen Ruckstellproben
gemittelten Werten waren, anders als bei den nuchtern gemessenen, die
triglyceridhaltigen Lipoproteine Chylomikronen A, Chylomikronen Remnants und
VLDL A in allen Gruppen der Pradiabetiker und der Diabetiker gegenltber gesunden
Testpersonen signifikant erhoht (Tabelle 3.6.1). Die Erhéhung der Chylomikronen B
ist nur bei der Gruppe mit IGT nicht signifikant, die Summe der Chylomikronen ist bei
allen bis auf die Gruppe mit IFG signifikant erhoht. Bei der Gruppe IGT + IFG
Uberschreitet auch der Anstieg der VLDL B-Partikelzahlen unsere Signifikanzgrenze.
Eine tendenzielle Erhdhung der entsprechenden Partikelzahlen wird auch in allen
restlichen Pradiabetikergruppen und bei Diabetikern beobachtet, die allerdings nicht
das von uns definierte Signifikanzniveau von p < 0.05 erreicht. Diese Erhdhung der
gréleren, triglyceridreichen Teilchen lasst sich durch die bereits bekannte post-
prandiale Hypertriglyceridamie bei Diabetikern erklaren. Hingegen sind bei den
nuchternen Probanden anstelle der grof3eren triglyceridreichen Lipoproteine eher die
kleineren Lipoproteine (HDL und LDL) signifikant verandert. Insgesamt sind im
nichternen Zustand weniger Veranderungen zu sehen. Bei den nuchternen
Patienten war neben den grof3en Lipoproteinen auch HDL A bei Diabetikern, nicht
aber bei Pradiabetikern signifikant erhoht. Eine sogar noch starkere Erhohung findet
sich bei den nicht-nichternen Probanden, die aber trotzdem das Signifkanzniveau
nicht erreicht. Bei den Diabetikern ist zusatzlich LDL E stark erhoht, allerdings wird
hier das Signifikanzniveau nur bei den nicht-nichternen Probanden erreicht. Bei den

nuchternen Probanden findet man eine signifikante Erniedrigung der LDL A- und
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HDL C-Partikelzahlen in den Gruppen mit IFG und T2D. Qualitativ ahnliche
Ergebnisse findet man auch fur die nicht-nichternen Probanden, allerdings ist die
Abnahme nur fur Probanden mit erhohter Nuchternglukose fur HDL C signifikant.
Auch HDL B ist bei IFG und T2D erniedrigt, aber nur flr IFG wird eine hinreichende
Signifikanz erreicht.

Da inzwischen klar ist, dass jedes LDL- und VLDL-Partikel genau ein Apo-B100-
Molekul gebunden hat, kann man die Apo-B100 Konzentration aus der Summe der
Partikelzahlen beider Lipoproteinklassen direkt berechnen. Unter der Annahme einer
molaren Masse von 511 779 g/mol (nicht glykosyliertes Protein) erhalt man eine
Konzentration von 0.69 g/L bei den gesunden Probanden. Diese Konzentration
erscheint etwas zu klein bei den bekannten Plasmakonzentrationen von Apo-B100
von 2 uM. In einer neuen Studie konnte Delatour et al. (2018) zeigen, dass die mit
NMR gemessene Zahl der nicht-HDL-Partikel sehr gut mit den immunchemisch
bestimmten Apo-B100-Konzentrationen korreliert, allerdings ergaben ihre friheren
Auswertungen deutlich zu niedrige Apo-B100-Konzentrationen. In der neuesten
Version ihres Programms ergab sich eine perfekte lineare 1:1 Korrelation der Apo-
B100-Konzentrationen mit den Partikelkonzentrationen, wahrscheinlich weil sie
unausgesprochen ihre neuen Werte entsprechend korrigiert  haben.
Interessanterweise ist dessen Konzentration weitgehend unabhangig von der
aktuellen Nahrungsaufnahme (nuchtern oder nicht-nachtern). Bei Probanden mit IGT
und IGT+IFG findet man eine kleine, nicht signifikante Zunahme, hingegen bei
Probanden mit IFG oder mit T2D eine nicht signifikante Abnahme der Apo-B100
Konzentrationen, bei nuchternen Probanden mit T2D findet man eine Reduktion um
10 %, die bei nicht-nichternen Probanden dann im Wesentlichen verschwindet. Die
genaue Stochiometrie von Apo-Al an HDL ist noch nicht geklart.
Strukturuntersuchungen legen nahe, dass 2 Apo-Al-Molekule/Partikel zu finden sind
(Pourmousa et al., 2018). Unter dieser Annahme kann man wieder aus den HDL-
Partikelkonzentrationen die Apo-A1-Konzentration berechnen. Unter der Annahme
einer molaren Masse von 27 909 g/mol erhalt man fur die nuchternen, gesunden
Probanden eine Konzentration von 1.21 g/L, ein Wert, der dem Durchnittswert von
1.45 g/L (51.9 uM) relativ nah kommt (Monsonis-Centelles, Hoefsloot, Engelsen,
Smilde, & Lind, 2019). Auch deren Konzentration scheint nur wenig durch die
Nahrungsaufnahme bestimmt zu sein und auch nicht wesentlich durch eine

diabetische Stoffwechsellage beeinflusst zu werden.
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4.3 Vergleich mit anderen Studien
Unsere Studie wurde mit einer wohldefinierten, leider auch relativ kleinen Gruppe von

Probanden durchgeflihrt. Bei allen Probanden wurde der metabolische Status mit
Hilfe eines oGTT definiert und in 5 Gruppen unterteilt, Gesunde, IFG, IGT, IGT + IFG
und T2D. Bei diesen Probanden war in der Vergangenheit der Pradiabetes oder
Diabetes nicht bekannt und wurde daher auch nicht medikamentds mit Antidiabetika
behandelt. Bei einem Teil der Probanden wurde eine NMR-Analyse des Blutplasmas
direkt vor dem oGTT, also im nuchternen Zustand gemessen. Bei allen Probanden
gibt es NMR-analysierte Ruckstellproben (im Schnitt Uber 5,7 Jahre), die unter
,haturlichen“ Ernahrungsbedingungen zwischen den Hauptmahlzeiten abgenommen

wurden.

Keine der publizierten Studien ist in allen Aspekten vergleichbar. Die meisten
anderen Studien wurden mit Serum/Plasma von niuchternen Probanden
durchgefuhrt, nur bei der Studie von Mora et al. (2010) wurden zusatzlich Blutproben
von nicht-nachternen Probanden untersucht. Es ist aber auch hier nicht klar, was hier
nicht-nichtern ist und die Werte sind nur semiquantitativ ausgewertet worden und
keine Extrapolation zum Zeitpunkt t = 0 durchgefuhrt, die Schwankungen der
Nahrungsaufnahme  partiell  ausgleichen kann.  Zusatzlich  sind  die
Probandenkollektive und deren GroRe, die experimentelle Methodik zur
Klassifizierung des Diabetes mellitus und die Definition der Lipoproteinsubklassen

(siehe auch Tabelle 4.3) von Studie zu Studie unterschiedlich.

In den Studien von Festa et al. (2005), Hodge et al. (2009) und Mora et al. (2010)
werden die Lipoproteinsubklassen wie in Freedman et al. (2004) beschrieben
definiert. Die erste dieser Studien ist eine prospektive Studie einer relativ kleinen,
multiethnischen Gruppe von Frauen, die im Laufe der Jahre Diabetes mellitus
entwickeln. Sie zeigen schon Jahre vorher fur T2D typische Veranderungen der
Lipoproteinprofile. Diese Ergebnisse wurden in einer prospektiven Studie eines
groen multiethnischen australischen Kollektivs im Wesentlichen bestéatigt. Ahnliche
Ergebnisse bringt die prospektive Studie einer groen Gruppe von anfangs
gesunden Frauen von Mora et al. (2010). In den Studien von Festa et al. (2005) und
Mora et al. (2010) wurde T2D durch oGTT verifiziert, bei Hodge et al (2009) wurde
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der Diabetes durch Selbstangaben der Patienten in einem Fragebogen und im Falle
einer angeblichen Diabeteserkrankung durch Nachfrage beim jeweiligen
behandelnden Arzt verifiziert.

In der multiethnischen, prospektiven Studie von Mackey et al. (2015) wurde Diabetes
nur durch eine Glukosekonzentration > 126 mg/mL definiert. Die Definition der
Lipoproteinsubklassen unterscheidet sich etwas von den vorher erwahnten Studien,
obwohl dieselbe Methodik zur Analyse der NMR-Spektren verwendet wurde. In der
Studie von Wang et al. (2012) an einem grof3en Kollektiv finnischer Manner wurde
eine andere, von Ala-Korpela entwickelte Methodik und andere Definitionen der
Lipoproteinsubklassen genutzt als in den eben besprochenen Studien. Ahnlich wie in
unserer Studie wurden die Probanden Uber einen oGTT in die auch von uns
benutzten Klassen Gesunde, IFG, IGT, IFG+IGT und T2D eingeteilt. Die NMR-
Spektren wurden laut Veroffentlichung von Seren nlchterner Patienten

aufgenommen.

Wie aus Abbildung 3.7.6 zu ersehen, sind die Haufigkeitsverteilungen der
Lipoproteinkonzentrationen relativ breit und die Mittelwerte unterscheiden sich nicht
wesentlich. Ein ahnliches Bild ergibt sich auch in den anderen Studien, wobei wie zu
erwarten, die Signifikanz der (oft kleinen) Unterschiede bei einer Erhohung der
Probandenzahlen groRer wird. Alle funf aufgefliihrten Studien zeigen bei Probanden,
die einen Diabetes mellitus entwickeln werden oder bei denen ein Diabetes
diagnostiziert wurde, eine Erhdhung der Konzentration der gro3eren Partikel VLDL
und IDL und, falls untersucht, der Chylomikronen. Bei den nicht nlchternen
Probanden beobachten wir ahnliche Unterschiede, allerdings sind nur die
Konzentrationen der Chylomikronen, der Chylomikronen Remnants und von VLDL A
mit statistischer Signifikanz erhoht. Bei den nuchternen Probanden sehen wir
tendenziell (nicht signifikant) eine Abnahme aller dieser Konzentrationen mit
Ausnahme derjenigen der Chylomikronen Remnants (Tabelle 4.3). Die gro3en LDL-
Partikel waren bei einem Teil der Studien erniedrigt (signifikant) (Hodge et al., 2009
Jan; Mackey et al., 2015; Mora et al., 2010) oder erhoht (nicht signifikant) (Festa et
al., 2005; J. Wang et al., 2012). Die kleinen LDL-Partikel (LDL A und B) waren in
diesen Studien durchgehend signifikant erhdht, bei uns war LDL A bei nichternen
Probanden signifikant erniedrigt. Die Konzentration der grolten HDL-Partikel war wie

bei uns in den meisten Studien (Festa et al., 2005; Hodge et al., 2009 Jan; Mackey et
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al., 2015; Mora et al., 2010; Sokooti et al., 2021; J. Wang et al., 2012) erniedrigt,
diejenige von HDL A war durchgehend erhoht. Bei nuchternen Probanden war diese
Erhdhung auch bei uns signifikant. Fasst man die Gruppen der Pradiabetiker
zusammen und vergleicht sie mit den Gesunden, so erhadlt man ein gréleres
Ensemble und steigert potentiell die Signifikanz. In diesem Fall erreicht ein deutlich
grolRerer Anteil der Lipoproteinkonzentrationsunterschiede ein ausreichendes
Signifikanzniveau und die als tendenziell mit den publizierten Daten

Ubereinstimmenden Veranderungen werden jetzt signifikant.
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Tab. 4.3.Anderung der Lipoproteinpartikelkonzentrationen bei Diabetes mellitus.?

GroRe nl nn® | GréRe | Festa® | Mora® | Hodge® | GréRe | Mackey' | GréRe | Wang® | GréRe | Sokooti
[nm] b [nm] [nm] [nm] [nm]

CM B >150

CMA 100 -150

™M 80-100

Rem

VLDL B 60-80

VLDL A 40-60

iDL 30-40

LDLE 25-30

LDLD 22-30

LDLC 21-22

LDL B 19-21

LDLA 16-19

HDL D 13-16

HDL C 10-13

HDL B 8.5-10

HDL A 7-8.5

@ +, -, Zu- und Abnahme der Partikelkonzentrationen bei T2D gegeniiber gesunden

Probanden, (griin) signifikante Zunahme, (blau) signifikante Abnahme, (gelb)
Signifikanz wird erreicht, wenn man alle Gruppen mit diabetischer Stérung (IFG,
IFG+IGT, T2D) zusammenfasst und damit ein gréBeres Ensemble erhélt.
Partikeldefinitionen sind nur bedingt vergleichbar (siehe Spalten ,Gré3e), die
zugehérigen  Subklassenbezeichnungen wurden aus Huber et al. (2004)
iibernommen.  °n, niichtern, nn, nicht niichtern. °Festa et al.(2005). Mora et al.
(2010). ®Hodge et al. (2009). "Mackey et al. (2015). “Wang et al. (2012). Hier werden
keine Grél3enbereiche angegeben, sondern nur Mittelwerte der GréBen; die
GréBendefinition von sehr kleinen VLDL passt nicht zu unseren Werten und wurde
mit in die Gruppe IDL eingereiht. Die Nomenklatur der Lipoproteinsubklassen wurde
von Huber et al., (2005), die GréBendefinitionen der anderen Autoren wurden so gut
wie mdglich angepasst.
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4.4 Zeitabhangige Anderungen der Lipoproteinkonzentrationsverteilungen
Der Vergleich der Konzentrationsverteilungen, die fur verschiedene Zeitpunkte aus

den Ruckstellproben berechnet wurden, erlaubt eine Aussage darlber, ob sich im
Mittel schon Jahre vor der Ausbildung des Pradiabetes oder Diabetes schon von
dieser Erkrankung abhangige Veranderungen des Lipidstoffwechsels nachweisen
lassen. Wenn man 6 oder 10 Jahre zuruckgeht, sind die Verteilungen der normierten
Konzentrationen fur die Gruppe der Gesunden (kein Pradiabetes oder Diabetes
diagnostiziert), der Probanden mit erhdhter Niuchternglukose und der Diabetiker flr
alle Partikel auRer HDL B und HDL C nahezu deckungsgleich. Diabetiker haben
schon zu diesen fruhen Zeitpunkten erniedrigte HDL B und HDL C Partikelzahlen.
Eine Verringerung dieser HDL Partikelzahlen findet man auch spater beim
vollentwickelten Diabetes, allerdings ist diese Erniedrigung hier nur fir HDL C bei

nidchternen Blutspendern signifikant.

Die Gruppen der Probanden mit gestorter Glukosetoleranz (IGT, IGT+IFG) zeigen
schon 6 wund 10 Jahre vor der Diagnosestellung Unterschiede der
Partikelkonzentrationen im Vergleich zu Gesunden, aber auch zu Diabetikern,
insbesondere der Konzentrationen der groRen Partikel (IDL und groéfRer). Diese
Konzentrationen sind auch bei Diagnosestellung gegenliber Gesunden signifikant
erhoht, aber in der Regel auch groRer als bei Diabetikern selbst. Dies wurde
nahelegen, dass womoglich die gestorte Glukosetoleranz einem andern

Pathomechanismus als die Entwicklung von Diabetes mellitus selbst folgt.

Wie in Abschnitt 3.1 erklart, wurden mithilfe der Ruckstellproben der einzelnen
Probanden Geraden berechnet. Aus diesen Geraden wiederum wurden fir jeden
Probanden Werte flr den Zeitpunkt des oralen Glukosetoleranztests (0GTT) sowie
die Steigung der Geraden berechnet. In Abschnitt 3.3. wurden diese berechneten
Werte auf signifikante Unterschiede zwischen Gesunden und an Pradiabetes und
Diabetes erkrankten verglichen. Wie in Abschnitt 3.2 beschrieben wurden Steigung
und Wert zum Zeitpunkt des oralen Glukosetoleranztests (0GTT) nochmal fr die mit
der Gesamtlipoproteinkonzentration gewichteten Konzentrationen berechnet.
Vergleicht man dabei die Steigung mit den berechneten Werten fur den Zeitpunkt
des oralen Glukosetoleranztests (0GTT), wirde man eigentlich erwarten, dass

Uberall dort bei den (Pra)diabetikern die Lipoproteine zum Zeitpunkt des oGTTs
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erhoht sind, bei den (Pra)diabetikern auch eine positivere Steigung der Geraden zu
finden sein musste. Denn wirde man annehmen, dass die Mehrheit der
(Pra)diabetiker im Beobachtungszeitraum ihren (Pra)diabetes entwickelt haben,
mussten sich in dieser Zeit auch die Lipoproteine in Richtung eines fir
(Pra)diabetiker typischen Lipoproteinprofils entwickeln. Bei den Gesunden sollten
theoretisch die Lipoproteine Uber die Zeit eher gleichbleiben, weil diese in der Zeit
vor der Diagnosestellung keinen Diabetes entwickelt haben. Vergleicht man
allerdings die signifikant unterschiedlichen Steigungen, fallt auf, dass diese kaum mit
den fur Diabetiker gefundenen typischen Lipoproteinprofil ibereinstimmen: Bei HDL
B, HDL C und HDL D war die Steigung signifikant erhoht, jedoch waren aus den
Geraden berechneten Werte fur den Zeitpunkt des oGTTs keine dieser
Lipoproteinkonzentrationen signifikant erhéht, tatsachlich war HDL C sogar
signifikant erniedrigt. Auch bei LDL B war die Konzentration fur den Zeitpunkt des
oGTTs nicht signifikant erniedrigt, die Steigung hingegen war negativ. Ein Grund
daflur konnte sein, dass Lipoproteinkonzentrationen von vielen Faktoren abhangig
sind wie beispielsweise Ernahrung (Schaefer, 2002), Training im aeroben Bereich (Y.
Wang & Xu, 2017), Einnahme von Hormonen (Suk Danik, Rifai, Buring, & Ridker,
2008) und Rauchen (Gossett et al., 2009). Somit ist es wahrscheinlich, dass die
Veranderungen der Lipoproteine, die aufgrund eines Fortschreitens des Diabetes
entstanden, von den Einflissen anderer Faktoren Uberlagert wurden. Ein weiterer
Grund ist vermutlich, dass nicht bei allen Probanden wahrend des
Beobachtungszeitraums ein Fortschreiten des Diabetes zu erwarten ist. Die jahrliche
Inzidenz von Diabetes bei Pradiabetikern liegt bei 5 bis 10 Prozent (Gerstein et al.,
2007). Bei 80% der Probanden liegen Ruckstellproben von uber 5 Jahren vor, es
ware also zu erwarten, dass sich bei einigen die Stoffwechsellage verschlechtert hat,
jedoch nicht bei allen ein negativer Trend stattgefunden hat. AulRerdem ist das
Voranschreiten eines Diabetes sehr stark vom Lebensstil abhangig (Knowler et al.,
2002). Vermutlich werden einige der Probanden wahrend des Beobachtungzeitraums
ihren Zuckerstoffwechsel durch beispielsweise Gewichtsverlust oder mehr
korperliche Aktivitat sogar verbessert haben. Auch die Verlaufe dieser Probanden
wurden es schwerer machen, in den Daten den fur Diabetes typischen Trend zu

erkennen.
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4.5 Unterschiede zwischen den Haufigkeitsverteilungen von
moglicherweise korrelierten Konzentrationspaaren
Falls die Veranderungen zweier Lipoproteinsubklassenkonzentrationen A und B bei

Individuen einer Gruppe miteinander positiv korreliert sind, sollten A*B hdhere
Signifikanz zeigen, wenn sie negativ korreliert sind, A/B. Wir haben dies fur alle 210
mdglichen Kombinationen dieser Konzentrationen flr unsere Ruckstellproben
durchgefuhrt und die Werte analysiert. Wie zu erwarten, findet man grol3e
Unterschiede fur die verschiedenen Probandengruppen fur Paare von Werten, die
auch als einzelne Werte grol3e (signifikante) Unterschiede zeigen, d. h. bei
Kombinationen der Konzentrationen der grofden Lipoproteine. Abbildung 3.9.1 zeigt
einen Ausschnitt, der die Unterschiede der Mediane der 210 mdglichen
Kombinationen relativ zu denen der Gesunden zeigt. Es scheint spezifische Muster,
die typisch flr die verschiedenen Formen des Pradiabetes und des Diabetes sind, zu
geben. In Abbildung 3.9.2 sind nur noch die Daten gezeigt, bei denen in einer der
Gruppen der Unterschied der Mediane zu Gesunden mindestens 20 % betragt. Sie
unterscheiden sich teilweise erheblich. Unterschiede zu den Gesunden betragen
teilweise mehr als 50 %. Nimmt man nur die Kombinationen, bei denen die
Unterschiede mindestens 20 % grof3 sind, bleiben immerhin 100 Kombinationen
ubrig (Abb. 3.9.2). Neben den Kombinationen mit den grof3en Lipoproteinen (IDL und
grofer), findet man auch noch grofe Unterschiede zu den gesunden Probanden fir
die Verhaltnisse von HDL C/HDL A (T2D), HDL C/HDL D (IGT, T2D), LDL E/HDL C
(IGT), LDL E/LDL A (IGT). Wie aus Abb. 3.9.3 bis 3.9.5 zu ersehen, sind die
zugehorigen Verteilungen teilweise relativ gut voneinander separiert, so dass man
diese Werte durch eine Perzentilenanalyse potentiell zur Diagnostik nehmen konnte.
Allerdings ist hier unsere Datenbasis zu klein, um zu ausreichend definierten

Ergebnissen zu kommen.

Die zeitabhangigen Veranderungen einzelner Konzentrationskombinationen zeigen
deutlichere Veranderungen mit der Zeit als die der einzelnen Komponenten. Sie
konnten prinzipiell besser zu prognostischen Zwecken genutzt werden. Besonders
aussichtsreich erscheinen hier LDL E / LDL A, Chylo A/ VLDL B.
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