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1. Einleitung

1.1 Koronare Herzkrankheit

1.1.1 Epidemiologie

Die koronare Herzkrankheit (KHK) spielt nach wie vor weltweit eine bedeutende Rolle im
klinischen Alltag. Laut einer Studie des Robert Koch-Instituts (RKI) betragt die mittlere
Lebenszeitpravalenz in Deutschland fur Frauen 6,4 % und fur Manner 12,3% (GoRwald
et al., 2013). Trotz sinkender Mortalitat zahlen kardiovaskulare Erkrankungen noch immer
zu den haufigsten Todesursachen im Erwachsenenalter (Statistisches Bundesamt, 2020).
So waren im Jahr 2020 34% der Todesfalle darauf zurickzufuhren (Statistisches Bundes-
amt, 2020). Zu den moglichen Komplikationen der KHK zahlen der Myokardinfarkt, die
Herzinsuffizienz und Herzrhythmusstorungen (Busch und Kuhnert, 2012). Diese Kompli-
kationen bilden den grofdten Anteil in der Kategorie der Sterbefalle durch Herz-Kreislauf-
Erkrankungen (Statistisches Bundesamt, 2020). Zudem verursachen sie die hochsten
Kosten fur das Gesundheitssystem in Deutschland, im Jahr 2015 beliefen sich die Kosten

beispielsweise auf 338,2 Millionen Euro (Statistisches Bundesamt, 2017).

1.1.2 Atiologie und Pathophysiologie

Bei der KHK handelt es sich um die klinische Manifestation der Atherosklerose an den
Koronararterien. Hauptrisikofaktoren fur die Entstehung einer KHK sind eine Dyslipida-
mie, Nikotinabusus, abdominelle Fettleibigkeit, Diabetes mellitus, arterielle Hypertension
und psychosoziale Faktoren wie Stress (Castelli und Anderson, 1986; Yusuf et al., 2004).
Dazu kommen eine familiare Vorbelastung, ein erhohtes Lebensalter sowie das mannli-
che Geschlecht (Castelli und Anderson, 1986; Schachinger et al., 1999). Die Atheroskle-
rose im Allgemeinen ist charakterisiert durch eine chronische Inflammation der arteriellen
Gefallschichten (Weber und Noels, 2011). Betroffen ist hierbei vor allem die Intima, die
unter anderem von Endothelzellen gebildet wird. Arterienbifurkationen und -abzweigun-
gen sind aufgrund eines erhohten Risikos fur einen gestorten laminaren Blutfluss beson-
ders pradisponiert fur die Entstehung einer Atherosklerose (Moore und Tabas, 2011). Die
Atherosklerose beginnt zunachst mit einer Schadigung des Endothels durch chronische
Belastung. Madgliche Ursachen fur eine solche Belastung sind erhdhte und modifizierte

Lipoproteine wie das Low Density Lipoprotein (LDL), Nikotinabusus, arterielle
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Hypertension oder Diabetes mellitus (DM) (Ross, 1999). Vor allem erhdhte LDL-Spiegel
spielen in der Pathogenese eine wesentliche Rolle (Tabas et al., 2007). Das LDL akku-
muliert in der Intima und wird dort oxidiert. Die LDL-Oxidation sowie die vorangegangene
Endothelschadigung I6sen eine Immunantwort aus (Moriya, 2019). Dies fuhrt zu einer ver-
mehrten Ausschuttung proinflammatorischer Molekule, wie Chemokine, proinflammatori-
sche Zytokine, Adhasionsmolekile und Wachstumsfaktoren wie beispielsweise der Mo-
nozytenkolonien-stimulierenden Faktor (M-CSF), wodurch es zu einer Migration und Ad-
hasion von Monozyten und T-Lymphozyten in die Intima kommt (Jonasson et al., 1986;
Libby et al., 2002; Lusis, 2000). Erleichtert wird die Migration durch eine uber die En-
dothelschadigung entstandene Endotheldysfunktion. Sie fuhrt zu einer erhohten Permea-
bilitat sowie einer gesteigerten Adhasion von Leuko- und Thrombozyten (Ross, 1999).
Zudem senkt oxidiertes LDL die Produktion des vasodilatorisch wirkenden Stickstoffmo-
noxids (NO) (Lusis, 2000). M-CSF fuhrt zur Differenzierung der eingewanderten Monozy-
ten zu Makrophagen, die das oxidierte LDL aufnehmen und sich zu Schaumzellen entwi-
ckeln (Lusis, 2000; Moriya, 2019). Diese Ansammlung lipidreicher Makrophagen und T-
Lymphozyten wird als ,fatty streak” bezeichnet und kann bereits im Kindesalter auftreten
(Ross, 1993). Die initiale inflammatorische Antwort fihrt zu einer kontinuierlichen Aus-
schuttung proinflammatorischer Mediatoren, wie des Tumornekrosefaktor-a, Interleukin-
1 und M-CSF (Zaman et al., 2000). Durch diese andauernde, ineffektive inflammatorische
Reaktiont proliferieren glatte Muskelzellen (GMZ) aus der mittleren Gefal3schicht (Media)
und migrieren ebenfalls in die Intima (Ross, 1999). Parallel schutten Endothelzellen und
Leukozyten fibrogene Mediatoren aus, die die Proliferation der GMZ weiter fordern (Libby
et al., 2002). Aus den lipidreichen Schaumzellen, den immigrierten GMZ und entstande-
nen fibrosen Belagen, die von den GMZ sezerniert werden, entstehen schliel3lich Plaques
mit einer fibrosen Kappe. Apoptotische Schaumzellen entwickeln sich in der Mitte der
Plaques zu einem lipidreichen nekrotischen Kern (Lusis, 2000). Durch die chronische Be-
lastung der Endothelzellen entsteht ein Kreislauf aus Inflammation, Proliferation, Migra-
tion immer weiterer Zellen und bindegewebiger Infiltration. Mit der Zeit wird der Plaque
immer groRRer und fuhrt zu einer Einengung des GefaRslumens mit einer daraus resultie-
renden Storung des Blutflusses (Ross, 1999). In den Koronargefalden verursacht ein ge-
storter Blutfluss eine Sauerstoffunterversorgung des Myokards. Unter gewissen Umstan-

den, wie zum Beispiel bei starker korperlicher Aktivitat oder emotionalem Stress, resultiert
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das Missverhaltnis aus Sauerstoffbedarf und -angebot in einer kurzen, reversiblen Epi-
sode einer Myokardischamie. Die kurze Sauerstoffunterversorgung des Myokards fuhrt
zur klinischen AuRerung der chronisch koronaren Herzerkrankung (Montalescot et al.,
2013). Plaques konnen jedoch nicht nur an Grofde zunehmen, sondern auch instabil wer-
den und rupturieren. Die Vulnerabilitat der Plaques und Gefahr einer Ruptur hangt mit
dessen Zusammensetzung zusammen. Besonders anfallig sind lipidreiche Plaques mit
grol3em und weichem nekrotischen Kern, starker Makrophageninfiltration und dinner fib-
roser Kappe mit niedrigem Anteil an GMZ (Falk et al., 1995; Zaman et al., 2000). Kommt
es zu einer Plaqueruptur, stromt das Blut wieder ungehindert durch das Gefal® und die
Gerinnungskaskade sowie Thrombozyten werden aktiviert. Sie gelangen zu dem bescha-
digten Endothel und sezernieren vasokonstriktive Substanzen, wie Thromboxan A2 und
Serotonin, wodurch wiederum eine weitere Thrombozytenaggregation bewirkt wird. Der
thrombozytenreiche Thrombus wachst weiter in Richtung des GefalRlumens, bis zur voll-
standigen Okklusion und Blutflussbehinderung (Zaman et al., 2000). Kommt es zu einem
solchen Prozess in den Herzkranzgefal3en, ist die Myokardversorgung distal des Gefal3-
verschlusses ohne das Vorliegen von Kollateralen bis auf Weiteres unterbrochen, wenn
keine Versorgung Uber Kollateralen vorliegt. Dies auf3ert sich klinisch als akutes Koronar-
syndrom. Ohne Revaskularisierung und bei anhaltender Ischamie nekrotisieren die Myo-

kardzellen. Dies fuhrt zu einem Myokardinfarkt (Thygesen et al., 2019).

1.1.3 Klinik

Die Myokardischamie bei der KHK prasentiert sich klinisch in unterschiedlichen Formen.
Grundsatzlich manifestiert sie sich als asymptomatische KHK, chronisches oder akutes
Koronarsyndrom. Wie bereits dargestellt, kommt es bei der chronischen KHK episoden-
weise zu einer Sauerstoffunterversorgung des Myokards. Leitsymptom der chronischen
KHK ist die Angina pectoris (AP): ein Enge-, Brenn- oder Druckgefuhl hinter dem Brust-
bein. Die Schmerzlokalisation kann variieren, so ist beispielsweise eine Ausstrahlung in
den Hals und Unterkiefer, in den linken Arm und linken Schulterbereich oder ins Epi-
gastrium moglich. Weitere potentielle Symptome sind Dyspnoe, Ubelkeit, Miidigkeit oder
Synkopen. Eine Angina Pectoris wird kann durch korperliche Anstrengung ausgeldst wer-
den. Sie kann auch nach schweren Mahlzeiten, in den frihen Morgenstunden oder bei

psychischer Belastung auftreten. Mit dem Wegfall der Ausldser lasst sie innerhalb weniger
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Minuten nach und auch der Einsatz von Nitraten bewirkt Uber eine GefalRdilatation eine
rasche Entlastung (Piepoli et al., 2016).

Zu dem akuten Koronarsyndrom (AKS) zahlen die instabile AP und der akute Myokardin-
farkt mit oder ohne ST-Streckenhebung im Elektrokardiogramm (EKG). Allen drei Krank-
heitsbildern ist eine ahnliche Symptomatik gemeinsam. Typisch sind anhaltende massive
AP-Beschwerden, die sich klinisch ahnlich dem chronischen Koronarsyndrom prasentie-
ren. Moéglich sind auch hier Ubelkeit, Dyspnoe, vermehrtes Schwitzen, Oberbauch-
schmerzen und Synkopen (Collet et al., 2021). Die Symptomatik halt meist 20 Minuten
oder langer an und Iasst sich nicht durch Nitrate beenden. (Steg et al., 2012) Eine atypi-
sche Klinik, beispielsweise in Form reiner epigastrischer Beschwerden oder eine asymp-
tomatischen Klinik, sind ebenfalls moglich. Dies tritt gehauft bei Frauen und Patienten mit

einem Diabetes mellitus auf (Collet et al., 2021).

1.1.4 Diagnostik und Therapie

In dieser Arbeit steht die Diagnostik und Therapie der chronischen KHK im Vordergrund,
da sie am haufigsten in der untersuchten Patientengruppe vertreten war. Nach der aktu-
ellen Leitlinie beinhaltet das diagnostische Vorgehen bei Verdacht auf ein chronisches
Koronarsyndrom zunachst eine vollstandige Anamnese und korperliche Untersuchung.
Bei entsprechender Symptomatik und der Verdachtsdiagnose einer KHK werden in erster
Linie nicht-invasive Verfahren zur Basisdiagnostik eingesetzt. Dazu gehdren zunachst
einmal ein 12-Kanal EKG und die Echokardiografie in Ruhe. Erganzt werden diese durch
weitere funktionelle und morphologische Untersuchungsverfahren. Zu den funktionellen
Untersuchungen zahlen beispielsweise die Stressechokardiografie, Belastungsergomet-
rie, Myokard-Perfusions-Single Photon Emission Computed Tomography/Positronen-
Emissions-Tomografie (SPECT/PET) oder das Stress-Magnetresonaztomografie (MRT).
Sie dienen dem Nachweis der Folgen der Myokardischamie und setzen eine korperliche
oder pharmakologische Belastbarkeit voraus. Morphologische Untersuchungen konnen
die Gefaldverkalkungen und -stenosen beispielsweise in der Computertomografie (CT)
darstellen. Die Art der Untersuchung ist jeweils abhangig vom Patientenprofil, der Verfug-
barkeit und der Expertise der Untersuchenden. Eine Diagnostik mittels invasiver Korona-
rangiografie sollte bei Patienten erfolgen, bei denen die nicht-invasive Diagnostik nicht

ausreichend aufschlussreich war und weiterhin ein hochgradiger Verdacht auf eine KHK
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besteht. Patienten mit einer hohen Vortestwahrscheinlichkeit erhalten ebenfalls eine in-
vasive Koronarangiografie. Ansonsten sollte sie Patienten empfohlen werden, bei denen
revaskularisierende TherapiemalRnahmen vorgenommen werden kdnnen. Beispielsweise
zahlen hierzu Patienten mit hochgradigem Verdacht auf eine stenosierende KHK in der
nicht-invasiven Diagnostik und frustranen medikamentosen Therapieversuchen oder zur
praoperativen Abklarung bei Indikation einer Bypass-Operation (Bundesarztekammer et
al., 2022; Knuuti et al., 2020). Zur Diagnostik der Ursachen, Begleiterkrankungen und der
Feststellung kardiovaskularer Risikofaktoren sollte eine Blutanalyse mit Laborwerten wie
des Lipidstatus, HbA1c und Nuchternblutzucker sowie das Erheben der Nierenretentions-
parameter erfolgen (Knuuti et al., 2020).

Eine frUhzeitige Therapie hat das Ziel einer Symptom- und Prognoseverbesserung der
chronischen KHK. Das Risiko fur Komplikationen wie den Myokardinfarkt oder die Herz-
insuffizienz sollte dabei weitestgehend reduziert werden (Bundesarztekammer et al.,
2022; Knuuti et al., 2020). Bestandteil der Therapie ist zunachst einmal die Lebensstilan-
derung zur Minimierung kardiovaskularer Risikofaktoren. Dies beinhaltet beispielsweise
eine Gewichtsabnahme, den Verzicht auf Nikotin und eine Steigerung der korperlichen
Aktivitat. Die medikamentose Therapie dient zur Symptomlinderung und Pravention
atherothrombotischer Ereignisse. Beispielsubstanzen sind Nitrate, Betablocker, Throm-
bozytenaggregationshemmer und Statine. Erganzend zur medikamentosen Therapie
kann eine perkutane transluminale Koronarangioplastie (PTA) im Rahmen einer Links-
herzkatheteruntersuchung oder eine Aortokoronare-Bypass-Operation notwendig sein.
Sie ermoglichen eine Revaskularisierung stenotischer Koronargefalde und die Wiederher-
stellung der Versorgung des Herzens.

Im Jahre 2019 wurden in Deutschland mindestens 836.202 invasive Linksherzkatheter-
untersuchungen durchgefuhrt, von denen 41,1% im Bundesdurchschnitt mit einer thera-
peutischen Intervention einhergingen (Fleck et al., 2021). Trotz technischer Fortschritte
ist die invasive Koronarangiografie weiterhin mit teils schwerwiegenden Komplikationen
wie Blutung, akutem Myokardinfarkt, Schlaganfall oder dem Tod verbunden (Knuuti et al.,
2020). Daher ware es vorteilhaft, fur die Zukunft eine diagnostisch gleichwertige Untersu-
chung mit einer geringeren Risikobelastung zu finden, durch die eine KHK frihzeitig er-

kannt und eine Behandlung zeitnah eingeleitet werden konnte.
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1.2 Diabetes mellitus

1.2.1 Definition und Epidemiologie

Die Erkrankung des DM umfasst verschiedene metabolische Erkrankungen, die alle eine
pathologische Glucoseerh6hung im Blut gemeinsam haben. Laut der World Health Orga-
nization (WHO) sprechen folgende diagnostische Parameter fur einen DM: Nuchtern Glu-
cose im Plasma 2126 mg/dl (7,0 mmol/l), nicht nichtern Glucose im Plasma =200 mg/dl
(11,1 mmol/l) plus diabetestypische Symptome oder einen HbA1c 26,5% (World Health
Organization, 2020). Insgesamt wird der DM in vier Typen eingeteilt (American Diabetes
Association, 2020): Beim DM Typ 1 bewirkt eine autoimmune Zerstérung der Betazellen
des Pankreas deren vollstandigen Funktionsverlust. Beim DM Typ 2 (DM2) kommt es zu
einem progressiven Funktionsverlust, meist vor dem Hintergrund einer Insulinresistenz.
Typ 3 umfasst spezifische Diabetesformen anderer Ursachen, wie zum Beispiel durch
genetische Defekte der Betazellfunktion beim Maturity-onset Diabetes of the Young
(MODY), exokrine Pankreasdysfunktion bei Zystischer Fibrose oder durch den medika-
menteninduzierten Diabetes. Beim DM Typ 4 handelt es sich um den Gestationsdiabetes.
Die haufigsten Typen sind der DM Typ 1 und 2, von denen wiederum der DM2 die haufi-
gere Form darstellt. Laut einer Bevolkerungsstudie des RKls betrug die Pravalenz fiur DM2
fur die Einwohner zwischen 18 und 79 Jahren in Deutschland im Jahr 2010 circa 7,2%
(Heidemann und Scheidt-Nave, 2017). 2015 belief sich die Zahl der bekannten Diabetes-
erkrankten in Deutschland auf ca. 6,9 Millionen Einwohner, mit der Tendenz, in Zukunft
noch weiter anzusteigen (Tonnies et al., 2019). Bei Patienten mit DM2 ist die Pravalenz
fur eine kardiovaskulare Begleiterkrankung verglichen mit Patienten ohne DM2 erhoht.
Eine Querschnittsstudie des RKI im Jahre 2019 wies fur Frauen mit einem bekannten
DM2 eine Pravalenz von 20,7% und fur Manner von 33% fur eine KHK nach, was eine
nahezu zweifache Pravalenzerh6hung verglichen mit Patienten ohne DM2 bedeutet
(Schmidt et al., 2021).

1.2.2 Atiologie und Pathophysiologie

Beim DM2 handelt es sich um eine metabolische Erkrankung multifaktorieller Genese. Es
wird ein Zusammenhang zwischen einer genetischer Komponente und Umwelteinflissen
vermutet (Chatterjee et al., 2017). So erhoht eine positive Familienanamnese die Wahr-

scheinlichkeit des Auftretens von DM2 (Pierce et al., 1995). In den letzten Jahren wurden
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zudem verschiedene genetische Loci identifiziert, die pradisponierend fur die Manifesta-
tion eines DM2 sein konnten (Cho et al., 2012; Kooner et al., 2011; Mahajan et al., 2014;
Morris et al., 2012). Ob es zur Auspragung des diabetischen Phanotypen kommt, ist je-
doch abhangig vom jeweiligen Lebensstil (Leahy, 2005). Viele DM2-Manifestationen sind
mit dem metabolischen Syndrom assoziiert und bilden sich auf dessen Grundlage
(Laaksonen et al., 2002; Lorenzo et al., 2003). Entscheidend fur die Manifestation eines
DM2 sind die westlichen Lebensgewohnheiten: eine Ernahrung mit einem hohen Anteil
an gesattigten Fettsauren, eine abdominelle Fettleibigkeit und eine mangelnde korperli-
che Aktivitat (Aune et al., 2015; Carey et al., 1997; Chan et al., 1994; Hu et al., 2001;
Kahn et al., 2006). Auch der Nikotinabusus erhoht das Risiko fur einen DM2 (Pan et al.,
2015).

Die Pathogenese des DM ist charakterisiert durch multiple Stérungen im Glucosestoff-
wechselweg, die durch die oben genannten Risikofaktoren verstarkt werden. Es handelt
sich um ein Zusammenspiel aus peripherer Insulinresistenz und einer verminderten Insu-
linsekretion aufgrund einer Dysfunktion der Betazellen des Pankreas (Kahn, 2003; Leahy,
2005; Weyer et al., 1999). Die periphere Insulinresistenz fuhrt zu einer verminderten Glu-
coseaufnahme in insulinsensitivem Gewebe wie beispielsweise Muskelzellen oder He-
patozyten (DeFronzo, 1988). Vor allem ein bestehendes Ubergewicht ist mit einer vermin-
derten Insulinsensitivitat assoziiert (Rabinowitz und Zierler, 1962). Zum Erhalt eines
normoglycamischen Blutzuckerspiegels produzieren die Betazellen vermehrt Insulin
(Leahy, 2005). Eine ubermafige Zufuhr an Nahrungsmitteln verstarkt die kompensatori-
sche Insulinproduktion (Nolan und Prentki, 2008). Gleichzeitig besteht jedoch zu Beginn
der Erkrankung eine Dysfunktion der Betazellen. Bei vollstandigem Funktionsverlust der
Zellen kann die Insulinproduktion nicht mehr aufrechterhalten werden und die Glucose
verbleibt extrazellular, wodurch es zu einer ausgepragten Hyperglycamie kommen kann.
Diese spricht fur die endgultige Manifestation des DM (Kahn, 2003; Leahy, 2005; Nolan
etal., 2011). Parallel wird durch die mangelnde Inhibition der hepatische Gluconeogenese
und Glycogenolyse durch Insulin vermehrt Glucose produziert und die Hyperglycamie ver-
starkt (DeFronzo et al., 1989; Groop et al., 1989). Hinzu kommt, dass DM2 und Uberge-
wicht mit einer chronischen Inflammation assoziiert sind, die die Insulinresistenz zusatz-
lich verstarkt (Hotamisligil, 2006; Hotamisligil Gokhan S. et al., 1993; Tilg und Moschen,
2008; Wellen und Hotamisligil, 2005).
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1.2.3 Diabetes mellitus als Risikofaktor fur KHK

Langfristige Folgen des DM sind sowohl Mikroangiopathien und die daraus resultierende
Nephropathie, Retinopathie und Neuropathie als auch Makroangiopathien und athero-
sklerotische Erkrankungen wie die KHK und periphere arterielle Verschlusskrankheit
(Kalyani, 2021). Wie bereits dargestellt, ist das Risiko fur die Manifestation einer KHK bei
Diabeteserkrankten doppelt so hoch wie bei Gesunden (The Emerging Risk Factors
Collaboration, 2010). Hinzu kommt, dass bei Diabeteserkrankten die Mortalitat bei fatalen
kardiovaskularen Ereignissen, wie einem akuten Myokardinfarkt, erhoht ist (Alabas et al.,
2017). Sie haben demzufolge ein erhohtes kardiovaskulares Risiko (Bundesarztekammer
et al., 2022). Die Mehrheit der Todesfalle bei Patienten mit DM2 ist auf eine kardiovasku-
lare Ursache, vor allem auf eine KHK oder einen Schlaganfall, zurickzufuhren (Einarson
et al., 2018). Einer der wichtigsten Risikofaktoren fur das Entstehen einer kardiovaskula-
ren Erkrankung, wie der KHK, ist demzufolge der DM selbst (Kannel und McGee, 1979;
Schramm et al., 2008; Spencer et al., 2008). Von Bedeutung ist hierbei vor allem das
weibliche Geschlecht, ein junges Erkrankungsalter und die Erkrankungsdauer an DM
(Cosentino et al., 2020; Fox et al., 2004; Peters et al., 2014).

Zudem gibt es Hinweise fur die Assoziation einer Diabeteserkrankung mit der Pathoge-
nese der KHK: Post mortem Analysen ergaben eine hohere Anzahl abgeheilter Plaques
in den Koronararterien bei Patienten mit DM, ebenso fand sich eine Erhdhung stumm
abgelaufener Myokardinfarkte im DM-Kollektiv (Arenja et al., 2013; Burke et al., 2001).
Der Anteil lipidreicher Plaques und die GrolRe des nekrotischen Kerns in atheroskleroti-
schen Koronararterien ist bei diabetischen Patienten signifikant erhdht, ebenso wie das
Ausmal inflammatorischer Infiltrate (Burke et al., 2004; Moreno et al., 2000). Wie bereits
erwahnt, sind solche Plaques gefahrdeter fur eine Ruptur (Falk et al., 1995). Bei Koronar-
arterien von Patienten mit DM I3sst sich zudem eine verstarkte Kalzifikation nachweisen
(Hoff et al., 2003; Yahagi et al., 2017). Uberdies vergroRert ein erhdhter HoA1c die Préa-
valenz fur die Kalzifizierung von Gefal3en und damit fur eine kardiovaskulare Erkrankung
(Chang et al., 2013; Jung et al., 2015). Gefal3kalzifikationen stehen ebenfalls mit chroni-
scher Niereninsuffizienz im Zusammenhang, eine Folgeerkrankung des langjahrigen DM2
(Alexopoulos und Raggi, 2009). Weiter wird uber bestehende Hyperglycamien zusatzli-

cher oxidativer Stress auf die Endothelzellen ausgelbt, was zu einer erhohten
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Zellpermeabilitat, Dysfunktion und Apoptose fuhrt (Yahagi et al., 2017). Dies begunstigt

die Entwicklung einer Atherosklerose.

1.3 Ceramide

1.3.1 Struktur und Synthese

Sphingolipide sind Bestandteile der Zellmembran und spielen eine bedeutende Rolle fur
die Membranintegritat. Sie sind in allen Gewebsarten zu finden. Zu einer ihrer Hauptgrup-
pen zahlen die Ceramide (Cer) (Chaurasia und Summers, 2015). Diese bestehen aus
einer Fettsaure, die Uber eine Amidbindung an den Aminoalkohol Sphingosin gebunden
sind. Meist handelt es sich dabei um langkettige, gesattigte Fettsduren mit 14 bis 26 Koh-
lenstoffatomen (Fahy et al., 2005). Die Ceramidsynthese kann de novo oder aus der
Ruckgewinnung ihrer eigenen Abbauprodukte erfolgen. Die De-novo-Synthese findet im
Endoplasmatischen Retikulum der Zellen statt und beginnt mit der Kondensation der Ami-
nosaure L-Serin mit der aktivierten Form der Palmitinsaure Palmitoyl-CoA uber die Serin-
Palmitoyltransferase (SPT). Der nachste Schritt ist die Reduktion des Zwischenproduktes
zu Sphinganin. Daraufhin erfolgt der Transfer einer Fettsaure auf das Sphinganin durch
eine Ceramidsynthase (CerS) und es entsteht Dihydroceramid (Wegner et al., 2016). Von
der CerS existieren sechs verschiedene Isotypen bei Saugetieren (Zelnik et al., 2019).
Durch das Einfugen von Doppelbindungen in das Dihydroceramid im letzten Synthese-
schritt entsteht schliellich das Endprodukt Ceramid. Zur weiteren Metabolisierung und
Synthetisierung werden Ceramide zum Golgi Apparat transportiert (Wegner et al., 2016).
Hier entstehen Sphingolipide mit einer komplexeren Struktur, wie zum Beispiel Sphingo-
myeline oder Hexosylceramide (HexCer) (Snider et al., 2018). Zu den Hexosylceramiden
werden hydrophobe Ceramide mit einer hydrophilen Zuckergruppe zusammengefasst
(Ishibashi et al., 2013; Reza et al., 2021). Ihre Variabilitat ist hoch und abhangig von der
jeweils gebundenen Zuckergruppe sowie der Fettsaurenlange. Es handelt sich beispiels-
weise um Monohexosylceramide, die entweder Glucose oder Galactose enthalten (Abb.
1). Bei der Synthese der Monohexosylceramide werden die metabolisch aktiven Formen
Uridindiphosphat(UDP)-Glucose und UDP-Galactose an die C1 Position des Ceramids
transferiert (Ishibashi et al., 2013; Reza et al., 2021). Katalysiert wird die Glycolysierung
entsprechend von der Glucosycleramidsynthase oder der Galactosylceramidsynthase

(Gault et al., 2010). In der Regel weisen Glucosylceramide nicht hydroxylierte Fettsauren
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der Langen C16 oder C24, Galactosylceramide hingegen langkettige, hydroxylierte Fett-
sauren der Langen C18-C26 auf (Schweppe et al., 2010). Im Golgi Apparat kénnen ein-
fache Hexosylceramide weiter zu hoch komplexen Glucosphingolipiden glycosyliert wer-
den (D’Angelo et al., 2007). Der Abbau der Monohexosylceramide in ihre jeweilige Zu-
ckergruppe und ihr Ceramid erfolgt mithilfe der Glucosyl- und Galactosylceramidasen
(Astudillo et al., 2016; Beier et al., 2005).

16-24

HO oH
Mammals O/YW/\/\/V\A
HO Pa N
\r\/\/\/\/\/\/\/\/ \

o]
-
Adipose
tissue
1\

Abb. 1: Oben: Beispielhafte Strukturdarstellung des Glucosylceramids. Die Angabe 16-
24 steht fur die variable Fettsdurenkettenlange. Unten: Unterschiedliche Verteilung der
Glucosylceramide verschiedener Kettenlangen in den jeweiligen Organen bei Mausen
(entnommen aus Ishibashi et al., 2013).

J

Wie bereits erwahnt, kdnnen Ceramide Uber den sogenannten ,Salvage Pathway“ aus
ihren Produkten zurickgewonnen werden. Von Bedeutung ist hier vor allem die Hydrolyse
des Sphingomyelins Uber verschiedene Sphingomyelinasen (Borodzicz et al., 2015;
Marchesini und Hannun, 2004). Uber eine Deacylierung durch Ceramidasen kann das
Ceramid schliellich in seine Grundbausteine, Sphingosin und die Fettsaure, umgewan-
delt werden (Koch et al., 1996). Sphingosin bildet wiederum das Ausgangsprodukt fur
Sphingosin-1-Phosphat. Abbildung 2 stellt die verschiedenen Mdéglichkeiten der Sphingo-
lipidstoffwechselwege dar.
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Abb. 2: Die Zusammenhange der verschiedenen Sphingolipidstoffwechselwege (entnom-
men aus Hannun und Obeid, 2008).

Die Funktion der Ceramide und ihrer Metabolite geht Uber ihre Rolle in den Zellmembra-
nen weit hinaus. Auf zellularer Ebene dienen sie auch als bioaktive Mediatoren und se-
cond Messenger und reagieren auf Stresseinwirkungen auf die Zelle. Sie nehmen Einfluss
auf die Regulation der Zellproliferation, Zellmigration, Inflammation, Zellalterung und
Apoptose (Hannun und Obeid, 2008). Wahrend zum Beispiel der Metabolit Sphingosin-1-
phosphat zellprotektiv wirkt (Hla, 2004; Zhang et al., 1991), spielen Ceramide vor allem
als proinflammatorische und proapoptotische Transmitter eine essenzielle Rolle (Edsfeldt
et al., 2016; Mullen und Obeid, 2012).

1.3.2 Ceramide und kardiovaskulare Erkrankungen

In den letzten Jahren hat die Bedeutung der Ceramide in der Rolle als Regulatoren in
Bezug auf kardiovaskulare Erkrankungen an Bedeutung gewonnen (Meeusen et al.,
2018). Als second Messenger sind sie in die Pathogenese der Atherosklerose involviert
und beeinflussen die Lipidaufnahme, inflammatorische Prozesse sowie die Zellapoptose
(Bismuth et al., 2008). Beispielsweise zeigten in vitro Versuche mit Endothelzellen, dass
eine erhohte Exposition mit Ceramiden den oxidativen Stress in den Zellen erhohte, die
NO-Verfugbarkeit durch verminderte Aktivierung der endothelialen NO-Synthase senkte

und zu einer verstarkten vaskularen Dysfunktion fuhrte (Li et al., 2002; Zhang et al., 2012).
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Die vaskulare Dysfunktion wird durch den Einfluss von Ceramiden auf die inflammatori-
schen Prozesse im Endothel und ihre Beteiligung an Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) ver-
mittelten inflammatorischen Signalwegen verstarkt (Al-Rashed et al., 2020; Koka et al.,
2017). Im LDL atherosklerotischer Plaques lasst sich zudem ein erhohter Anteil an Cera-
miden nachweisen. Dies trifft vor allem auf Patienten mit symptomatischer Atherosklerose
zu und impliziert einen moglichen Zusammenhang von Ceramiden und Plaquevulnerabi-
litat (Edsfeldt et al., 2016; Schissel et al., 1996). Park et al. (2004) konnten den Ge-
samtcholesterin- und Triglyceridspiegel im Plasma bei Nagetieren mithilfe von Myriocin,
einem Inhibitor der SPT, vermindern. Zudem reduzierte sich dabei die atherosklerotische
Plaquebildung bei den mit Myriocin behandelten Mausen. Dies ist ein weiterer Hinweis fur
die bedeutsame Rolle der Ceramide in der Pathophysiologie der Atherosklerose (Park et
al., 2004).

Weitere Studien wiesen darauf hin, dass der Plasmaspiegel von Ceramiden bestimmter
Lange bei Patienten mit einem fatalen kardiovaskularen Ereignis erhoht ist. Dies trifft vor
allem auf Ceramide mit einer langen Kohlenstoffkette, wie zum Beispiel Cer-d18:1-16:0
Cer-d18:1-18:0 oder Cer-d18:1-24:1, zu. Die Plasmaerhohung zeigte sich dabei unabhan-
gig von traditionellen Risikofaktoren wie dem Lipidstatus oder einer bereits erfolgten Sta-
tintherapie (Hilvo et al., 2020; Laaksonen et al., 2016). Durch diese Erkenntnis entsteht
die Mdglichkeit, Patienten mit bekannter KHK nach ihren Ceramidspiegeln in zwei Grup-
pen einzuteilen: stabile KHK-Patienten und Patienten mit einem erhdhten Risiko fur ein
kardiovaskulares Event (ebd.). Fur den klinischen Alltag konnte dies zu einer verbesser-
ten Risikostratifizierung hinsichtlich des Outcomes von Patienten mit KHK und einer ver-

besserten Therapieeinstellung verhelfen.

1.3.3 Ceramide und Diabetes mellitus Typ 2

Des Weiteren nehmen Ceramide im Zusammenhang mit Diabetes mellitus Typ 2 ebenfalls
eine zentrale Rolle ein (Chaurasia et al., 2019). Studien wiesen eine erhohte intrazellulare
Ceramidkonzentration in Muskelgewebe bei Ubergewichtigen Probanden nach (Adams et
al., 2004; Straczkowski et al., 2004). Zudem konnten Straczkowski et al. (2004) erstmalig
eine negative Korrelation der Ceramidkonzentration in Muskelgewebe mit der Insulinsen-
sitivitat nachweisen. DarUber hinaus nehmen Ceramide auch Einfluss auf den Insulinsig-

nalweg. Zum einen verhindern sie die insulinsensitive Translokation von
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Akt/Proteinkinase B (Akt/PKB) in die Zellmembran, zum anderen fuhren sie zu einer
Dephosphorylierung und damit Inaktivierung des Enzyms. Dies resultiert wiederum in ei-
ner reduzierten Translokation des insulinsensitiven Glucose Transporters 4 (GLUT4) in
die Plasmamembran und in einer damit verminderten Glucoseaufnahme in die Zellen
(Summers et al., 1998; Stratford et al., 2004). In einer weiteren in vitro Studie konnte
nachgewiesen werden, dass der Ceramidgehalt nach einer hyperglycamischen Schadi-
gung von Endothelzellen auch in extrazellularen Vesikeln (EZV) erhoht ist (Zietzer et al.,
2021). Der interzellulare Transfer dieser EZV aus hyperglycamischen Endothelzellen
fuhrte zudem bei den Empfangerzellen vermehrt zur Apoptose. Als proinflammatorische
Mediatoren beeinflussen Ceramide zudem das Zusammenspiel aus Inflammation und In-
sulinresistenzentwicklung. So fuhrt eine Inhibition der Ceramidsynthese zu einer vermin-
derten TNF-a vermittelte Immunantwort (Al-Rashed et al., 2020).

Neben der intrazellularen Ceramiderhohung zeigen sich bei Ubergewichtigen Patienten
mit Diabetes mellitus Typ 2 Ceramide bestimmter Lange auch im Plasma erhoht, ahnlich
zu Patienten mit einer kardiovaskularen Erkrankung (Bergman et al., 2015; Haus et al.,
2009). Wigger et al. (2017) konnten erhohte Ceramid- und Dihydroceramidlevel, bis zu
neun Jahre vor Diabetesmanifestation nachweisen. Parallel zeigte die finnische Studie
FINRISK, dass das Verhaltnis von Cer-d18:1-18:0 zu Cer-d18:1-16:0 eine hohe Signifi-
kanz fur das Auftreten von DM2 aufwies (Hilvo et al., 2018). Die Autoren suggerierten
darin einen potenziellen neuen prognostischen Biomarker fur die Entstehung von DM2,
der unabhangig von traditionellen Risikofaktoren ist (Hilvo et al., 2018; Wigger et al.,
2017).

1.4 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Die Plasmakonzentration von Ceramiden bestimmter Lange zeigen sich sowohl bei der
KHK als auch bei DM2 erhoht und an der Pathogenese beteiligt. Die vorliegende Arbeit
hat das Ziel, den Einfluss von DM2 auf die Ceramid-Spiegel bei KHK-Patienten zu unter-
suchen. Perspektivisch konnte so evaluiert werden, ob Ceramide bei der Progression der
Atherosklerose bei DM2-Patienten eine Rolle spielen. In dieser Arbeit wurden KHK-Pati-
entin mit und ohne DM2 hinsichtlich ihrer Ceramid-Spiegel verglichen. Das Vorliegen ei-

ner KHK wurde mit der erfolgten Koronarangiografie bestatigt. Die Diagnose eines DM2
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wurden anhand der WHO-Kriterien gestellt. Die Plasmaspiegel der Ceramidgruppen wur-

den anhand von Blutproben der Probanden analysiert.
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2. Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv und Rekrutierung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden im Zeitraum von Dezember 2018 bis Januar
2020 Blutproben von Patienten gesammelt. Alle Patienten unterzogen sich in diesem Zeit-
raum einer koronarangiographischen Untersuchung an der Medizinischen Klinik Il des
Universitatsklinikums Bonn. Die Koronarangiografie erfolgte dabei unabhangig von dieser
Studie aus klinischer Indikation. Alle fur eine Koronarangiografie geplanten Patienten,
wurden einen Tag vorher im elektronischen Patientendokumentationssystem Orbis (De-
dalus Healthcare Group AG, Bonn, Deutschland) auf eine potentielle Studieneignung
Uberpruft. Ausschlusskriterien fur die Studienaufnahme waren Leukopenien und Throm-
bozytopenien, schwere Lebererkrankungen, entziundliche oder maligne Grunderkrankun-
gen sowie psychotische Erkrankungen. Jeder Proband wurde uber den Verlauf und die
Risiken aufgeklart und unterzeichnete eine schriftliche Einverstandniserklarung vor Ein-
schluss in die Studie. Die Untersuchungen wurden auf Grundlage der revidierten Dekla-
ration von Helsinki des Weltarztebundes aus dem Jahre 1983 durchgefuhrt. Die Studie
wurde von der Ethikkommission der Universitat Bonn gepruft und genehmigt (Entschei-
dung 276/18). Gemal der Studienkriterien wurden insgesamt 24 Patientenproben einge-
schlossen. Davon bestand bei allen Patienten eine KHK. 13 von den 24 Patienten litten
zudem an einem DM2. Folgende Abbildung erlautert zur besseren Ubersicht den Studien-

ablauf.
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Prifung und Aufklarung der
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vor Koronarangiografie
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Koronarangiografie: arterielle
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der Biobank
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Abb. 3: Studienaufbau. Alle Patienten erhielten eine Koronarangiografie. Die Blutentnah-
men, die fur die Sphingolipidanalysen erforderlich waren, erfolgten wahrenddessen. IM-
BIO = Institut fUr molekulare Biologie und Biotechnologie der Pflanzen

2.2 Koronarangiografie

Bei den Patienten wurde eine Koronarangiografie gemaf der aktuellen Leitlinien der Eu-
ropean Society of Cardiology (ESC) durchgefuhrt (Knuuti et al., 2020). Sie war kein inhalt-
licher Bestandteil der Studie. Eine Gefalleinengung von 50% bei mindestens einem der
Hauptstammaste galt als signifikant und definierte eine KHK. Entsprechend der Lokalitat
und Anzahl der betroffenen Koronargefal3e erfolgte die Einteilung in eine Ein-, Zwei- oder

Drei-Gefal3-Erkrankung. Die linksventrikulare Pumpfunktion wurde anhand der
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Ventrikulografie mithilfe von Kontrastmittel bestimmt. Bei Vorliegen einer interventionsbe-
durftigen Stenose entschied der verantwortliche Arzt unabhangig von der Studie Uber das
weitere Vorgehen zur Revaskularisierung. Alle therapeutischen MalRnahmen wurden
ebenfalls gemal} aktueller Standards durchgefuhrt (Bundesarztekammer et al., 2022;
Knuuti et al., 2020).

2.3 Probengewinnung

Fur die vorliegende Studie wurden den Patienten 25 ml arterielles Blut vor oder nach der
Koronarangiografie enthommen. Die Entnahme erfolgte Uber den fur die Untersuchung
notwendigen arteriellen Zugang in der Arteria radialis oder Arteria femoralis unter sterilen
Bedingungen. Fur die Analyse der Sphingolipide wurden jeweils 1,5 ml Blut verwendet
und in eine Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) enthaltende Monovette (Sarstedt, Num-
brecht, Deutschland) gefullt. Das restliche Blut wurde in weitere Blutprobenrohrchen ge-
fullt und zu anderen Studienzwecken verwendet. Nach der Entnahme wurden die Blutpro-
ben zur weiteren Aufbereitung und Lagerung in die BioBank Bonn im Institut fur Klinische
Chemie und Klinische Pharmakologie des Universitatsklinikums Bonn gebracht. Dort wur-
den die Proben in drei Zyklen fur jeweils 15 Minuten mit 3000 g bei 4 °C zentrifugiert (Typ
5810 R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Nach jeder Zentrifugation erfolgte ein Abpit-
tetieren der Uberstande in vorbereitete 15 ml Falcon Tubes (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA). Wahrend der Zentrifugation wurden die Stammdaten (Name, Vorname,
Geburtsdatum, Fallnummer und KHK-Nummer) in die Datenbank CentraXX (KAIROS
GmbH, Bochum, Deutschland) eingegeben. Nach der Zentrifugation wurden die Plasma-
proben auf Eis gelagert und in 500 ul Aliquote in 0,5 ml FluidX-tubes (Brooks Life Sci-

ences, Chelmsford, USA) gefullt und bei -80 °C bis zur weiteren Analyse aufbewahrt.

2.4 Sphingolipid-Analyse im Plasma

Die Analyse der Sphingolipide wurde durch das IMBIO der Universitat Bonn durchgefuhrt.
Fur die Lipidanalyse waren zunachst eine Lipidisolation und Lipidextraktion erforderlich.
Die Lipidextraktion wurde analog bereits publizierter Studien vorgenommen (Schonauer
et al., 2017; Zietzer et al., 2021). Dafur wurde den Proben Uber Nacht eine homogene
Phase aus Chloroform und Methanol (1:2, v/v) Uber Nacht zugesetzt. Die Inkubation er-

folgte bei 37 °C. AnschlieRend erfolgte eine Zentrifugation fur 15 Minuten bei 2500 rpm
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(Typ 5430, Eppendorf, Hamburg). Nach der Abnahme des Uberstandes wurde dieser mit-
hilfe von molekularem Stickstoff-N2 getrocknet. Fur die weitere Extraktion wurden die Pro-
ben mit Chloroform und Methanol in den Mischverhaltnissen 1:1, v/v und 2:1, v/v versetzt.
Nach jedem Schritt erfolgte eine einstundige Inkubation bei 37 °C. Danach wurden die
Lipide in Chloroform aufgeldst und auf Silica Saulen geladen (Strata-1, Silica, 55 uym, 70A,
100 mg, Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland). Die Saulen wurden jeweils dreimal
mit reinem Chloroform gewaschen, um nichtpolare Lipide zu entfernen. Mithilfe von Ace-
ton/Isopropanol (1:1, v/v) wurden die Ceramide, Dihydroceramide, Hexosylceramide und
Dihydrohexosylceramide schlief3lich geldst.
Nach der Lipidextraktion wurden diese mit einem Flussigkeitschromatografen (Liquid-
Chromatographie, LC) mittels Massenspektrometrie (MS) (QTRAP® 6500+ LC-MS/MS
System mit Turbo V lonenquelle, Sciex, Darmstadt, Deutschland) quantifiziert. Die Nut-
zung des Gerates erfolgte gemaly Herstellerangaben. Das Vorgehen zur Analyse der
Sphingolipide wurde wie bei Brugger et al. (1997), Irmgrund et al. (2009) sowie Woeste
et al. (2019) beschrieben durchgefuhrt. Zur Standardwertbestimmung wurde je Lipid-
klasse die Konzentration einer Plasmaprobe mit kurzkettigen und einer Plasmaprobe mit
langkettigen Fettsauren, deren Lipidkonzentration vorher bekannt war, bestimmt. Diese
wurden auf einer Trendgeraden aufgetragen und mit den Messungen der Proben vergli-
chen. Zur optimalen Sensitivitatssteigerung ist zudem eine regelmafige sowie adaquate
Geratekalibrierung notwendig (Brugger et al., 1997).
1. 0 -10 min: Zufuhrung der Lipide mit einer Flussrate von 10 pl/min mithilfe eines
konstanten Flusses von 100% Methanol via M3 MicroLC (Sciex, Darmstadt)
2. 10 -12 min: Auswaschen verbliebener Komponenten mit 100% Methanol/Essig-
saure (9:1, v/v)
3. 12 - 15 min: erneute Equilibrierung mit 100% Methanol
4. Auflésung der Proben in 100 pl Isopropanol, Chloroform, Methanol, 300 mM Am-
moniumacetat in Wasser (25:30:41.5:3.5, v/v/v/v)

Folgende Gerateeinstellungen wurden fur den Sphingolipidnachweis vorgenommen:
e Positiver lonenmodus
e Vorhanggas: 20 psi, Kollisionsgas: medium, Vernebler und Turbogas: 25 psi

e |onenspray-Spannung: 5500 V
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e Temperatur der lonenquelle: 150 °C
e Declustering Potential: 70 V, Eingangspotential: 10 V, Zellausgangspotential: 12 V
e Kollisionsenergien: Long Chain Bases 15 V, Ceramide 35 'V,

Hexosylceramide 40 V

Es erfolgte die Analyse von jeweils 66 einfachen Ceramiden, Dihydroceramiden und
Dihydrohexosylceramiden sowie von 68 Hexosylceramide. In der folgenden Tabelle, Ta-

belle 1, sind alle 266 analysierten Sphingolipide dargestellt.
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Tab. 1: Darstellung der in der Massenspektrometrie quantifizierten Sphingolipide. Diese
sind zur besseren Ubersicht nach den jeweiligen Gruppen aufgeteilt * = nicht eindeutig

trennbar anhand der Masse.

Ceramide Dihydroceramide Hexosylceramide Dihydrohexosylceramide
d18:0-14:0 d18:0-14:0(2-OH) HexCer-d18:0-12:0 HexCer-d18:0-14:0(2-OH)
d18:0-14:1 d18:0-14:1(2-OH) HexCer-d18:2-12:0 HexCer-d18:0-14:1(2-OH)
d18:1-14:0 d18:1-14:0(2-OH) HexCer-d18:0-14:0 HexCer-d18:1-14:0(2-OH)
d18:1-14:1 d18:1-14:1(2-OH) HexCer-d18:0-14:1 HexCer-d18:1-14:1(2-OH)
d18:2-14:0 d18:2-14:0(2-OH) HexCer-d18:1-14:0 HexCer-d18:2-14:0(2-OH)
d18:2-14:1 d18:2-14:1(2-OH) HexCer-d18:1-14:1 HexCer-d18:2-14:1(2-OH)
d18:0-16:0 d18:0-16:0(2-OH) HexCer-d18:2-14:0 HexCer-d18:0-16:0(2-OH)
d18:0-16:1 d18:0-16:1(2-OH) HexCer-d18:2-14:1 HexCer-d18:0-16:1(2-OH)
d18:1-16:0 d18:1-16:0(2-OH) HexCer-d18:0-16:0 HexCer-d18:1-16:0(2-OH)
d18:1-16:1 d18:1-16:1(2-OH) / 17:0* HexCer-d18:0-16:1 HexCer-d18:1-16:1(2-OH)
d18:2-16:0 d18:2-16:0(2-OH) HexCer-d18:1-16:0 HexCer-d18:2-16:0(2-OH)
d18:2-16:1 d18:2-16:1(2-OH) HexCer-d18:1-16:1 HexCer-d18:2-16:1(2-OH)
d18:0-18:0 d18:0-18:0(2-OH) HexCer-d18:2-16:0 HexCer-d18:0-18:0(2-OH)
d18:0-18:1 d18:0-18:1(2-OH) HexCer-d18:2-16:1 HexCer-d18:0-18:1(2-OH)
d18:1-18:0 d18:1-18:0(2-OH) HexCer-d18:0-18:0 HexCer-d18:1-18:0(2-OH)
d18:1-18:1 d18:1-18:1(2-OH) HexCer-d18:0-18:1 HexCer-d18:1-18:1(2-OH)
d18:2-18:0 d18:2-18:0(2-OH) HexCer-d18:1-18:0 HexCer-d18:2-18:0(2-OH)
d18:2-18:1 d18:2-18:1(2-OH) HexCer-d18:1-18:1 HexCer-d18:2-18:1(2-OH)
d18:0-20:0 d18:0-20:0(2-OH) HexCer-d18:2-18:0 HexCer-d18:0-20:0(2-OH)
d18:0-20:1 d18:0-20:1(2-OH) HexCer-d18:2-18:1 HexCer-d18:0-20:1(2-OH)
d18:1-20:0 d18:1-20:0(2-OH) HexCer-d18:0-20:0 HexCer-d18:1-20:0(2-OH)
d18:1-20:1 d18:1-20:1(2-OH) HexCer-d18:0-20:1 HexCer-d18:1-20:1(2-OH)
d18:2-20:0 d18:2-20:0(2-OH) HexCer-d18:1-20:0 HexCer-d18:2-20:0(2-OH)
d18:2-20:1 d18:2-20:1(2-OH) HexCer-d18:1-20:1 HexCer-d18:2-20:1(2-OH)
d18:0-21:0 d18:0-21:0(2-OH) HexCer-d18:2-20:0 HexCer-d18:0-21:0(2-OH)
d18:0-21:1 d18:0-21:1(2-OH) HexCer-d18:2-20:1 HexCer-d18:0-21:1(2-OH)
d18:1-21:0 d18:1-21:0(2-OH) HexCer-d18:0-21:0 HexCer-d18:1-21:0(2-OH)
d18:1-21:1 d18:1-21:1(2-OH) HexCer-d18:0-21:1 HexCer-d18:1-21:1(2-OH)
d18:2-21:0 d18:2-21:0(2-OH) HexCer-d18:1-21:0 HexCer-d18:2-21:0(2-OH)
d18:2-21:1 d18:2-21:1(2-OH) HexCer-d18:1-21:1 HexCer-d18:2-21:1(2-OH)
d18:0-22:0 d18:0-22:0(2-OH) HexCer-d18:2-21:0 HexCer-d18:0-22:0(2-OH)
d18:0-22:1 d18:0-22:1(2-OH) HexCer-d18:2-21:1 HexCer-d18:0-22:1(2-OH)
d18:1-22:0 d18:1-22:0(2-OH) HexCer-d18:0-22:0 HexCer-d18:1-22:0(2-OH)
d18:1-22:1 d18:1-22:1(2-OH) HexCer-d18:0-22:1 HexCer-d18:1-22:1(2-OH)
d18:2-22:0 d18:2-22:0(2-OH) HexCer-d18:1-22:0 HexCer-d18:2-22:0(2-OH)
d18:2-22:1 d18:2-22:1(2-OH) HexCer-d18:1-22:1 HexCer-d18:2-22:1(2-OH)
d18:0-23:0 d18:0-23:0(2-OH) HexCer-d18:2-22:0 HexCer-d18:0-23:0(2-OH)
d18:0-23:1 d18:0-23:1(2-OH) HexCer-d18:2-22:1 HexCer-d18:0-23:1(2-OH)
d18:1-23:0 d18:1-23:0(2-OH) HexCer-d18:0-23:0 HexCer-d18:1-23:0(2-OH)
d18:1-23:1 d18:1-23:1(2-OH) HexCer-d18:0-23:1 HexCer-d18:1-23:1(2-OH)
d18:2-23:0 d18:2-23:0(2-0H) HexCer-d18:1-23:0 HexCer-d18:2-23:0(2-OH)
d18:2-23:1 d18:2-23:1(2-OH) HexCer-d18:1-23:1 HexCer-d18:2-23:1(2-OH)
d18:0-24:0 d18:0-24:0(2-OH) HexCer-d18:2-23:0 HexCer-d18:0-24:0(2-OH)
d18:0-24:1 d18:0-24:1(2-OH) HexCer-d18:2-23:1 HexCer-d18:0-24:1(2-OH)
d18:1-24:0 d18:1-24:0(2-OH) HexCer-d18:0-24:0 HexCer-d18:1-24:0(2-OH)
d18:1-24:1 d18:1-24:1(2-OH) HexCer-d18:0-24:1 HexCer-d18:1-24:1(2-OH)
d18:2-24:0 d18:2-24:0(2-OH) HexCer-d18:1-24:0 HexCer-d18:2-24:0(2-OH)
d18:2-24:1 d18:2-24:1(2-OH) HexCer-d18:1-24:1 HexCer-d18:2-24:1(2-OH)
d18:0-25:0 d18:0-25:0(2-OH) HexCer-d18:2-24:0 HexCer-d18:0-25:0(2-OH)
d18:0-25:1 d18:0-25:1(2-OH) HexCer-d18:2-24:1 HexCer-d18:0-25:1(2-OH)
d18:1-25:0 d18:1-25:0(2-OH) HexCer-d18:0-25:0 HexCer-d18:1-25:0(2-OH)
d18:1-25:1 d18:1-25:1(2-OH) HexCer-d18:0-25:1 HexCer-d18:1-25:1(2-OH)
d18:2-25:0 d18:2-25:0(2-OH) HexCer-d18:1-25:0 HexCer-d18:2-25:0(2-OH)
d18:2-25:1 d18:2-25:1(2-OH) HexCer-d18:1-25:1 HexCer-d18:2-25:1(2-OH)
d18:0-26:0 d18:0-26:0(2-OH) HexCer-d18:2-25:0 HexCer-d18:0-26:0(2-OH)
d18:0-26:1 d18:0-26:1(2-OH) HexCer-d18:2-25:1 HexCer-d18:0-26:1(2-OH)
d18:1-26:0 d18:1-26:0(2-OH) HexCer-d18:0-26:0 HexCer-d18:1-26:0(2-OH)
d18:1-26:1 d18:1-26:1(2-OH) HexCer-d18:0-26:1 HexCer-d18:1-26:1(2-OH)
d18:2-26:0 d18:2-26:0(2-OH) HexCer-d18:1-26:0 HexCer-d18:2-26:0(2-OH)
d18:2-26:1 d18:2-26:1(2-OH) HexCer-d18:1-26:1 HexCer-d18:2-26:1(2-OH)
d18:0-28:0 d18:0-28:1(2-OH) HexCer-d18:2-26:0 HexCer-d18:0-28:1(2-OH)
d18:0-28:0 d18:0-28:0(2-OH) HexCer-d18:2-26:1 HexCer-d18:0-28:0(2-OH)
d18:1-28:0 d18:1-28:0(2-OH) HexCer-d18:0-28:0 HexCer-d18:1-28:0(2-OH)
d18:1-28:1 d18:1-28:1(2-OH) HexCer-d18:0-28:0 HexCer-d18:1-28:1(2-OH)
d18:2-28:0 d18:2-28:0(2-OH) HexCer-d18:1-28:0 HexCer-d18:2-28:0(2-OH)
d18:2-28:1 d18:2-28:1(2-OH) HexCer-d18:1-28:0 HexCer-d18:2-28:1(2-OH)
HexCer-d18:2-28:0
HexCer-d18:2-28:0
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2.5 Klinische Daten

Die Erfassung und Sortierung der klinischen Daten erfolgte nach Studieneinschluss der
Patienten und nach erfolgter Koronarangiografie sowie Blutprobenentnahme. Die klini-
schen Daten der Patientendatenbank wurden anhand der elektronischen Patientenakte
(EPA) im Patientendokumentationssystem Orbis vervollstandigt. Die Erhebung der klini-
schen Daten erfolgte durch verschiedene Institute des Universitatsklinikums Bonn. Im

Nachfolgenden werden die klinischen Daten erlautert.

2.5.1 Medizinischer Hintergrund
Vordiagnosen und weitere Informationen bezuglich der medizinischen Vorgeschichte der
Studienpatienten wurden aus der EPA tUbernommen. Die Arztbriefe wurden im Rahmen
des stationaren Aufenthaltes der Patienten von den jeweils betreuenden Arzten erstellt.
Von Relevanz waren hierbei folgende Inhalte:
e Vorliegen eines Diabetes mellitus Typ 2
o Kardiovaskulare Erkrankungen und Risikofaktoren: Zustand nach friherer Korona-
rangiografie, Myokardinfarkt und Bypass-Operation, Vorliegen eines Vitiums, Herz-
rhythmusstorung, peripheren arteriellen Verschlusskrankheit, chronische Nierenin-
suffizienz, arterielle Hypertonie, Dyslipoproteinamie, Nikotinabusus
e Medikamente: Antidiabetika, Acetylsalicylsaure (ASS), ACE-Hemmer oder Angio-

tensin-1-Rezeptor-Blocker, Betablocker, Diuretika, orale Antikoagulantien

2.5.2 Gefalistatus und Interventionsbedarf wahrend der Koronarangiografie

Alle Daten bezuglich des Ausmalles der KHK der Studienpatienten und des Ablaufes der
durchgefuhrten Koronarangiografie wurden aus den klinikinternen Herzkatheterprotokol-
len entnommen. Diese Berichte wurden jeweils von den durchfiihrenden Arzten der Me-

dizinischen Klinik Il des Uniklinikums Bonn angefertigt.

2.5.3 Bestimmung der Laborparameter

Es wurden jeweils die prainterventionellen Laborwerte vor den durchgefuhrten Korona-
rangiografien Ubernommen. Die Blutentnahme erfolgte unabhangig von der vorliegenden
Studie. Die folgenden Laborparameter bestimmte das Zentrallabor im Institut fur Klinische

Chemie und Klinische Pharmakologie des Universitatsklinikums Bonn.
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e Kreatinin: Referenzbereich 0,7-1,2 mg/dl

e High Density Lipoprotein (HDL): Referenzbereich > 40 mg/dI

e Low Density Lipoprotein (LDL): Referenzbereich < 150 mg/dl

e C-reaktives Protein (CRP): Referenzbereich 0-3 mg/l
Das Zentrallabor arbeitet nach den Vorgaben der Richtlinien der Bundesarztekammer zur
Qualitatssicherung laboratoriumsmedizinischer Untersuchungen. Gemal} dieser Vorga-
ben erfolgen interne Qualitatskontrollen Uber das Messen von Kontrolimaterial sowie ex-
terne Qualitatskontrollen Uber die Teilnahme von Ringversuchen. Infolge dieser Richtli-
nien betragt beim Kreatinin bei einem Zielwert von 0,5 — 10,5 mg/dl die zulassige Abwei-
chung bei der Messung von Kontrolimaterial bei +/- 11,5 %. Beim HDL liegt die Abwei-
chung bei +/- 10 % bei einem Zielwert von 10 — 120 mg/dl, beim LDL bei +/- 9 % bei einem
Zielwert von 30 — 300 mg/dl und beim CRP bei +/- 13,5 % bei einem Zielwert von 1 — 120
mg/l (Bundesarztekammer, 2022).
FUr die Analyse der genannten Parameter waren jeweils Serumproben der Patienten not-
wendig. Diese wurden mittels vendser Blutabnahmen gewonnen. Nach der Blutabnahme
wurden die Proben ungekuhlt mittels Rohrpost in das Zentrallabor geschickt. Die Analy-
sen der Parameter fanden taglich uber 24 Stunden statt. Die Analyse der Proben wurde
mittels Cobas 8000 Modul c702 (Roche Diagnostics GmbH, Rotkreuz, Schweiz) gemaf
Herstellerangaben durchgefuhrt. HDL, LDL sowie Kreatinin wurden mittels VIS-Photomet-
rie mit folgenden Reagenzien (Roche Diagnostics GmbH, Rotkreuz, Schweiz) bestimmt:
LDLCS3 fiir LDL, HDLC4 fiir HDL und CREJ2 fiir Kreatinin. Uber Turbodimetrisches Immu-
noassay mit dem Reagenz CRP4 (Roche Diagnostics GmbH, Rotkreuz, Schweiz) wurde
das CRP ermittelt.
Durch die studienunabhangige Laboranalyse lagen nicht bei allen Patienten Laborergeb-
nisse fur die prainterventionellen Parameter HDL, LDL und CRP vor. Die verminderte Ge-

samtzahl (n) ist in diesen Fallen im Ergebnisteil entsprechend gekennzeichnet.

2.6 Statistische Analyse

Sowohl die klinischen Daten, als auch die Ergebnisse der Lipidquantifizierung wurden zur
Erfassung zunachst in Microsoft Excel (Version 2018) uberfuhrt. Die Daten wurden zur
statistischen Berechnung und Erstellung der Graphen in das Programm GraphPad Prism

9.0 (GraphPad Prism, San Diego, USA) Ubertragen. Zur Uberprifung der
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Normalverteilung kontinuierlicher Werte wurde der D’Agostino-Pearson-Normality- und
Shapiro-Wilk-Test verwendet. Die Darstellung normalverteilter kontinuierlicher Variablen
erfolgte Uber den Mittelwert und die Standardabweichung. Zur Darstellung kategorialer
Variablen wurden die jeweilige Haufigkeit in absoluten Zahlen und Prozentzahlen ange-
geben. Zum Vergleich der beiden Gruppen wurde der ungepaarte t-Test verwendet. Sta-
tistisch signifikant galten bei allen Analysen Unterschiede mit einem p-Wert <0,05. Nicht

verwertbare Konzentrationsangaben wurden aus der Analyse ausgeschlossen.
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3. Ergebnisse

3.1 Basis-Charakteristika

Es wurden insgesamt 24 Patienten in die Studienanalyse eingeschlossen. Alle Patienten
wiesen eine koronare Herzerkrankung sowie eine zum Zeitpunkt der Studie durchgefuhrte
Koronarangiografie vor. Die mannlichen Patienten bildeten mit einer Gesamtanzahl von
n=18 und einem Anteil von 75 % die Mehrheit. Es wurden 6 weibliche Patientinnen (25
%) in der Studie eingeschlossen. Das durchschnittliche Alter der Probanden betrug
70,63%£11,71 Jahre. Die Patienten mit einem DM2 (KHK+DM2) waren verglichen mit den
Patienten ohne Vorliegen eines DM2 (KHK-DM2) im Schnitt etwa drei Jahre junger
(KHK+DM2: 69,31+13,06 Jahre; KHK-DM2: 72,18+10,29 Jahre).

Es konnten nach Zuteilung der Patienten in die Untersuchungsgruppen keine gehauften
kardiovaskularen Risikofaktoren der Patienten der Gruppe KHK+DM2 gegenuber der Pa-
tienten der Gruppe KHK-DM2 nachgewiesen werden (siehe Tabelle 2). Patienten der
Gruppe KHK+DM2 wurden signifikant haufiger einer interventionellen MaRnahmen im
Rahmen der Koronarangiografie unterzogen (p=0,05). Es erhielten alle Patienten dieser
Gruppe eine Intervention. Demgegenuber wurden drei Patienten der Gruppe KHK-DM2
einer rein diagnostischen Koronarangiografie unterzogen. Mehr als die Halfte aller Pati-
enten (66,7 %) hatte bereits in der Vergangenheit eine Koronarangiografie erhalten. Funf
Patienten stellten sich notfallmafRig mit einem akuten Koronarsyndrom vor, von denen drei
der Gruppe KHK+DM2 angehoérten. Ein Patient der Gruppe KHK+DM2 mit AKS verstarb
wahrend der Koronarangiografie an einem kardiogenen Schock. Des Weiteren wiesen die
Patienten der Gruppe KHK+DM2 signifikant vermehrt die Komorbiditat einer chronischen
Niereninsuffizienz (p=0,05) auf. Daruber hinaus konnten keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Patientengruppen und ihrer Komorbiditaten nachgewiesen werden (siehe
Tabelle 2). Bezuglich der einzunehmenden Dauermedikation unterschieden sich die bei-
den Gruppen ebenfalls nicht wesentlich voneinander. Hervorzuheben ist, dass alle Pati-
enten der Gruppe KHK-DM2 Lipidsenker einnahmen, wohingegen zwei Patienten der
Gruppe KHK+DM2 keine Fettsenker einnahmen (siehe Tab. 3).



33

Tab. 2: Basischarakteristika, klinische Informationen aus der Koronarangiografie, kardi-
ovaskulare Risikofaktoren sowie relevante Vorerkrankungen aller Patienten. Die Werte
sind angegeben in absoluten Zahlen und Prozentzahlen. Signifikante p-Werte sind fett

markiert.

Interventionsbedarf: Mallhahmen zur Gefaldrekanalisation Uber Ballondilatation oder
Stent-Implantation; Definition einer chronischen Niereninsuffizienz: Glomerulare Filtrati-
onsrate <60 ml/min/1,73 m? Uber 3 Monate; PCI = perkutane Koronarintervention; LVF =

linksventrikulare Funktion

Charakteristika Gesamtzahl aller Patienten (n=24) KHK+DM2 (n=13) KHK-DM2 (n=11) p-Wert
Basischarakteristika
Alter (in Jahren) 70,63+11,71 69,31+13,06 72,18+10,29 0,56
Geschlecht (%)
weiblich 6 (25%) 4 (30,8%) 2 (18,2%) 0,5
mannlich 18 (75%) 9 (69,2%) 9 (81,8%) 0,5
Koronare Herzkrankheit
1-GefaBkrankheit 3(12,5%) 1(7,7%) 2 (18,2%) 0,46
2-GefaBkrankheit 9 (37,5%) 6 (46,2%) 3 (27,3%) 0,36
3-GefaBkrankheit 12 (50%) 6 (46,2%) 6 (54,5%) 0,7
Koronarangiografie
AKS zum Interventionszeitpunkt 5 (20,8%) 3 (23,1%) 2 (18,2%) 0,78
Aktueller Interventionsbedarf in der PCI 21 (87,5%) 13 (100%) 8 (72,7%) 0,05
Versterben zum Interventionszeitpunkt 1(4,2%) 1(7,7%) 0 (0%) 0,37
eingeschriankte LVF 11 (45,8%) 5 (38,5%) 6 (54,5%) 0,45
Kardiovaskulare Risikofaktoren
Diabetes mellitus Typ 2 13 (54,2%) 13 (100%) 0 (0%) k.A.
Arterielle Hypertonie 18 (75%) 11 (84,6%) 7 (63,6%) 0,26
Dyslipoproteindmie 14 (58,%) 9 (69,2%) 5 (45,4%) 0,26
Nikotinabusus 11 (45,8%) 6 (46,2%) 5 (45,4%) 0,97
medizinische Vorgeschichte
frithere PCI 16 (66,7%) 8 (61,5%) 8 (72,7%) 0,58
friiherer Myokardinfarkt 9 (37,5%) 5 (38,5%) 4 (36,3%) 0,92
Zustand nach Bypass 2 (16,7%) 1(7,7%) 1(9,1%) 0,91
Vitium 11 (45,8%) 5 (38,5%) 6 (54,5%) 0,45
Herzrhythmusstérung 8 (33,3%) 5 (38,5%) 3 (27,3%) 0,58
periphere arterielle Verschlusskrankheit 6 (25%) 3 (23,1%) 3 (27,3%) 0,82
chronische Niereninsuffizienz 4 (16,7%) 4 (30,8%) 0 (0%) 0,05

Tab. 3: Relevante Dauermedikation aller Patienten zum Zeitpunkt der Studie. ASS = Ace-
tylsalicylsaure, Cholesterinsenker = Statine, Ezetimib, PCSK9-Inhibitoren oder in Kombi-
nation miteinander; ARB = Angiotensin1-Rezeptor-Blocker; orale Antikoagulantien = Vita-
min-K-Antagonisten, Faktor-Xa-Hemmer, direkte Thrombin-Inhibitoren

Dauermedikation Gesamtzahl aller Patienten (n=24) KHK+DM2 (n=13) KHK-DM2 (n=11) p-Wert
ASS 21 (87,5%) 11 (84,6%) 10 (90,9%) 0,66
Cholesterinsenker 22 (91,7%) 11 (84,6%) 11 (100%) 0,19
ACE-Hemmer o. ARB 19 (79,2%) 10 (76,9%) 9 (81,8%) 0,78
Betablocker 20 (83,3%) 11 (84,6%) 9 (81,8%) 0,86
Diuretika 11 (45,8%) 7 (53,8%) 4 (36,4%) 0,41
orale Antikoagulantien 5 (20,8%) 3 (23,1%) 2 (18,2%) 0,78
antidiabetische Therapie 11 (45,8%) 11 (84,6%) 0 (0%) k.A.
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In der Gruppe KHK+DM2 wurde bei einem Patienten zum Zeitpunkt der Studie die Erst-
diagnose eines DM2 gestellt. Dieser Patient sowie ein weiterer Patient der Gruppe
KHK+DM2 nahmen zum Zeitpunkt der Blutentnahme keine antidiabetische Therapie ein.
Alle anderen Patienten der Gruppe KHK+DM2 erhielten bereits eine antidiabetische The-
rapie, meist in Form oraler Antidiabetika, wie zum Beispiel Metformin oder Sitagliptin (53,8
% der Gruppe KHK+DM2).

Tab. 4: Antidiabetische Therapie der Patienten mit DM2 (KHK+DM2). ICT = intensivierte
konventionelle Insulintherapie, BOT = basal unterstitzte orale Therapie

Charakteristika Anzahl alle Patienten (n=24) KHK+DM2 (n=13)
Erstdiagnose DM 1(4,2%) 1(7,7%)
keine Therapie 13 (54,2%) 2 (15,4%)
antidiabetische Therapie 11 (45,8%) 11 (84,6)
orale Antidiabetika 7 (29,2%) 7 (53,8%)
ICT 1(4,2%) 1(7,7%)
BOT 3 (12,5%) 3 (23,1%) 4

Laboranalytisch fielen ein signifikant erhohtes Kreatinin (p=0,03) und ein erhohtes C-re-
aktives Protein (CRP) bei den Patienten der Gruppe KHK+DM2 (p=0,01) auf. Das HDL
war dahingegen in der Gruppe KHK-DM2 signifikant hoher als in der Gruppe KHK+DM2
(p=0,01).

Tab. 5: Ausgewahlte Laborparameter aller Patienten. Die Werte sind angegeben als Mit-
telwert und Standardabweichung bei normalverteilten Variablen. Signifikante p-Werte sind
fett markiert. Anmerkung: *n=20, jeweils n=10 in KHK+DM2 und KHK-DM2, **n=21, mit
n=11 in KHK+DM2 und n=10 in KHK-DM2

Laborparameter Gesamtzahl aller Patienten (n=24) KHK+DM2 (n=13) KHK-DM2 (n=11) p-Wert
Serum-Kreatinin (mg/dl) 1,00+0,2 1,1+0,21 0,9+0,12 0,03
HDL-Cholesterin (mg/dl) 48,3+10,69* 42,4+7,92 54,2+10,06 0,01
LDL-Cholesterin (mg/dl) 92,14£25,73* 85,4+21,78 98,8+28,69 0,25
C-reaktives Protein (mg/l) 3,08+2,89** 4,75+2,8 0,86+0,58 0,01

3.2 Sphingolipidquantifizierung
Vergangene Studien haben gezeigt, dass vor allem das Plasmalevel der Ceramide mit
der Struktur Cer-d18:1-16:0, Cer-d18:1-18:0 und Cer-d18:1-24:1 unabhangig von traditi-

onellen Risikofaktoren im Zusammenhang mit dem Outcome kardiovaskularer
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Erkrankungen stehen (Hilvo et al., 2020; Laaksonen et al., 2016). Zudem geht aus ande-
ren Studien hervor, dass zwischen erhohten Ceramidleveln im Plasma und einer DM2-
Erkrankung moglicherweise eine Verbindung besteht (Fretts et al., 2020; Hilvo et al.,
2018; Wigger et al., 2017). Dieser Zusammenhang war ebenfalls bei langkettigen Cera-
miden zu beobachten, signifikant waren vor allem Ceramide mit der Struktur Cer-d18:1-
18:0, Cer-d18:1-20:0, Cer-d18:1-22:0 (ebd). Fur die vorliegende Studie wurde untersucht,
wie sich bestimmte Ceramide bei Vorliegen einer KHK und einem DM2 verhalten. Hierfur
wurden KHK-Patientengruppen mit (KHK+DM2) und ohne DM2 (KHK-DMZ2) Blut abge-
nommen und die Ceramidkonzentration im Plasma quantifiziert. Aufgrund der vorbe-
schriebenen Signifikanz wurden die Plasmakonzentrationen fur langkettige Ceramide,
Dihydroceramide, Hexosylceramide sowie Dihydrohexosylceramide gemessen. Mithilfe
des Vergleichs der mittleren Konzentrationswerte fur die gemessen Ceramide wurden die
Ceramidverhaltnisse zwischen den beiden Patientengruppen untersucht. Nicht verwert-
bare Konzentrationsangaben, die sich im Negativbereich befanden, wurden aus der sta-
tistischen Analyse ausgeschlossen. Insgesamt wurden 65 Ceramide, 52 Dihydrocera-
mide, 54 Hexosylceramide sowie 52 Dihydrohexosylceramide analysiert. Die Sphingoli-
pide besallen entweder die Aminoalkohole d18:0, d18:1 oder d18:2 als Basis.

Die mittlere Gesamtkonzentration aller gemessener Ceramide betrug fur die Gruppe
KHK+DM2 0,00420+0,00158 nmol/mg Protein und fur die Gruppe KHK-DM2
0,00453+0,00157 nmol/mg Protein (siehe Abb. 4). Dies bedeutet, dass in der Gruppe
KHK-DM2 der Mittelwert der Gesamtkonzentration der Ceramide hoher als in der Gruppe
KHK+DM2 war.
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Mittlere Konzentration der gesamten Ceramide
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Abb. 4: Darstellung der mittleren Gesamtkonzentration aller gemessenen Ceramide der
Gruppen KHK+DM2 (rot) und KHK-DM2 (blau). Dargestellt sind der Mittelwert und die
Standardabweichung.

In der Messung der Konzentrationsmittelwerte fur alle Sphingolipide lagen die Konzentra-
tionswerte sowohl fur die Gruppe KHK+DM2 als auch fur die Gruppe KHK-DM2 in einem
niedrigen Bereich. Die hochste mittlere Konzentration wurde in der Einheit der einfachen
Ceramide fur Cer-d18:1-24:0 gemessen: Gruppe KHK+DM2 wies eine Konzentration von
0,04844+0,03252 nmol/mg Protein und Gruppe KHK-DM2 von 0,05147+0,03001 nmol/mg
Protein auf. Somit war die Konzentration dieses Sphingolipids im Plasma von allen unter-
suchten Sphingolipiden die hochste. In der Gruppe der Dihydroceramide war die mittleren
Konzentration des Lipids mit der Struktur Cer-d18:1-23:1(2-OH) von 0,04713+0,03148
nmol/mg Protein bei Gruppe KHK+DM2 und 0,04996+0,02929 nmol/mg Protein bei
Gruppe KHK-DM2 am hochsten. Die hochste mittlere Konzentration in der Gruppe der
Hexosylceramide wurde fur HexCer-d18:1-24:0 mit einer Hohe von 0,00672+0,001661
nmol/mg Protein bei Gruppe KHK+DM2 und 0,01110£0,004405 nmol/mg Protein bei
Gruppe KHK-DM2 gemessen. In der Gruppe der Dihydrohexosylceramide hatte das
Sphingolipid der Struktur HexCer-d18:1-23:1(2-OH) die hochste mittlere Konzentration:
Fur die Gruppe KHK+DM2 wurden 0,00688+0,001006 nmol/mg Protein und fur Gruppe
KHK-DM2 0,001101+0,004426 nmol/mg Protein gemessen.

Fur die Mehrheit der einzelnen Ceramide (169/266; 63,5 %) waren die mittleren Konzent-
rationen in der Gruppe der KHK-Patienten ohne einen DM2 hoher als in der Gruppe der
KHK-Patienten mit einem DM2. 36,5% der analysierten Ceramide (97/266) wiesen
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demnach eine hohere mittlere Konzentration in der Gruppe KHK+DM2 auf. Die meisten
dieser Ceramide (41/97) gehorten der Gruppe der einfachen Ceramide (Cer-d18:0-18:2)
mit den Fettsauren C14, C18, C20-C25 und C28 an. Des Weiteren ergab die Analyse fur
22 Dihydroceramide (Cer-d18:0-18:2) der Langen C14, C16-C18, C20-C22 sowie C24,
fur 13 Hexosylceramide (HexCer-d18:0-d18:2) der Langen C12, C14, C16, C18, C20,
C21, C24-C26 sowie C28 und fur 21 Dihydrohexosylceramide (HexCer-d18:0-18:2) der
Langen C14, C18, C20, C24, C25 sowie C28 einen erhohten mittleren Konzentrationswert
in der Gruppe KHK+DM2.

3.3 Vergleich der Sphingolipide

Insgesamt liel3 sich bei 21 Ceramiden ein signifikanter Unterschied zwischen den Patien-
tengruppen KHK+DM2 und KHK-DM2 nachweisen. Diese Ceramide gehdren zu der
Gruppe der Hexosylceramide mit der Sphingoidbasis d18:1 sowie 18:2 und zu den Dihyd-
rohexosylceramiden der Klasse d18:0-18:2. Die durchschnittliche Plasmakonzentration
der Patienten mit einer alleinigen KHK war bei allen signifikanten Ceramiden hoher als
die Plasmakonzentration von KHK-Patienten mit einem DM2. Fir die 97 Ceramide, fur die
Gruppe KHK+DM2 hohere mittlere Konzentrationen aufwies, konnte keine Signifikanz
nachgewiesen werden. Fur die ubrigen analysierten Sphingolipide, darunter die gesamte
Gruppe der einfachen Ceramide und Dihydroceramide sowie die Hexosylceramide mit der
Sphingoidbasis d18:0, konnte kein signifikanter Konzentrationsunterschied zwischen den
Gruppen KHK+DM2 und KHK-DM2 nachgewiesen werden. In der Gesamtmenge der Ce-
ramide bestand ebenfalls kein signifikanter Unterschied zwischen den KHK-Patienten mit
oder ohne DM2.

Die folgende Grafik stellt die durchgefuhrte Datenanalyse als Volcanoplot dar:
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Abb. 5: Volcanoplot: Auswertungsgrafik fur die Vergleiche der Sphingolipidkonzentratio-
nen. Difference: Differenz der Konzentrationsmittelwerte aus Gruppe KHK+DM2 und
KHK-DM2. Die horizontale blaue Linie markiert das Signifikanzniveau p=0,05. Sphingoli-
pide mit einem signifikanten Konzentrationsunterschied befinden sich Uber der horizonta-
len Linie. Zur besseren Ubersicht sind nur diese beschriftet. Befindet sich ein Punkt im
negativen Differenzbereich, war die Konzentration der Gruppe KHK-DM2 hoher als die
der Gruppe KHK+DM2.

In Abbildung 5 ist zu sehen, dass 13 Lipide aus der Gruppe der Hexosylceramide und 8
Lipide aus der Gruppe der Dihydroxyhexosylceramide im Vergleich einen signifikanten
Unterschied zwischen den KHK-Patienten mit und ohne DM2 zeigten. Die hochste Signi-
fikanz war bei dem HexCer d18:2-23:0 mit einem p-Wert von 0,001 zu finden. Die mittlere
Konzentration der Gruppe KHK+DM2 fur das Hexosylceramid betrug 0,00295+0,00066
nmol/mg Protein und fur die Gruppe KHK-DM2 0,00503+0,00189 nmol/mg Protein. KHK-
Patienten ohne einen DM hatten in diesem Falle eine ca. 1,7 Mal hohere mittlere Kon-
zentration fur dieses Hexosylceramid vorzuweisen. Die hochste Differenz zwischen den
beiden Konzentrationsmittelwerten ergab sich fur HexCer d18:1-24:0: Mit einer mittleren
Konzentration von 0,00672+0,001661 nmol/mg Protein fur Gruppe KHK+DM2 und einer
mittleren Konzentration von 0,01110+0,004405 nmol/mg Protein fur Gruppe KHK-DM2 lag
die Differenz bei 0,00438+0,00132 nmol/mg Protein (p=0,003). Bei diesem
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Hexosylceramid handelt es sich um das Sphingolipid mit der in der vorliegenden Studie
am hochsten gemessenen Konzentration.

In der Klasse der Hexosylceramide mit der Sphingoidstruktur d18:1 wurden zwischen den
folgenden neun Hexosylceramiden signifikante Unterschiede in den jeweiligen mittleren
Ceramidkonzentrationen der KHK-Patienten mit und ohne DM2 gemessen: HexCer-
d18:1-18:1 (p=0,049), HexCer-d18:1-20:0 (p=0,004), HexCer-d18:1-22:0 (p= 0,018),
HexCer-d18:1-22:1 (p=0,028), HexCer-d18:1-23:0 (p=0,001) HexCer-d18:1-23:1
(p=0,043), HexCer-d18:1-24:0 (p=0,003), HexCer-d18:1-24:1 (p=0,008) und HexCer-
d18:1-25:1 (p=0,017).

Die Abbildungen 6 und 7 stellen die quantitative Sphingolipidanalyse der Hexosylcera-
mide d18:1 dar. Ceramide mit einem signifikanten Konzentrationsunterschied zwischen

den Gruppen KHK+DM2 und KHK-DM2 sind entsprechend gekennzeichnet.
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Abb. 6: Grafische Darstellung der Hexosylceramidkonzentrationen HexCer d18:1 bei den
Gruppen KHK+DM2 (roter Kreis) und KHK-DM2 (blaues Dreieck). Es werden die
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individuellen Messwerte als Symbole sowie die Mittelwerte und Standardabweichungen
als Balken dargestellt. * = p-Wert <0,05, ausgewertet nach dem ungepaartem t-Test.
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Abb. 7: Grafische Darstellung der Hexosylceramidkonzentrationen HexCer d18:1 bei den
Gruppen KHK+DM2 (roter Kreis) und KHK-DM2 (blaues Dreieck). Es werden die indivi-
duellen Messwerte als Symbole sowie die Mittelwerte und Standardabweichungen als
Balken dargestellt. * = p-Wert <0,05, ausgewertet nach dem ungepaartem t-Test.
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Bei den Hexosylceramiden mit der Sphingoidstruktur d18:2 zeigten sich zwischen vier der
folgenden Hexosylceramide signifikante Unterschiede bei den mittleren Ceramidkonzent-
rationen der Gruppen KHK+DM2 und KHK-DM2: HexCer-d18:2-18:0 (p=0,036), HexCer-
d18:2-22:0 (p=0,017), HexCer-d18:2-24:0 (p=0,005) und HexCer-d18:2-24:1 (p=0,032).

In den folgenden Abbildungen sind die quantitativen Sphingolipidanalysen der oben ge-
nannten Hexosylceramide dargestellt. Ceramide, dessen mittlere Konzentration einen sig-
nifikanten Unterschied zwischen den Gruppen KHK+DM2 und KHK-DM2 aufweist, sind

markiert.
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Abb. 8: Grafische Darstellung der Hexosylceramidkonzentrationen HexCer d18:2 bei den
Gruppen KHK+DM2 (roter Kreis) und KHK-DM2 (blaues Dreieck). Es werden die
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individuellen Messwerte als Symbole sowie die Mittelwerte und Standardabweichungen
als Balken dargestellt. * = p-Wert <0,05, ausgewertet nach dem ungepaartem t-Test.
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Abb. 9: Grafische Darstellung der Hexosylceramidkonzentrationen HexCer d18:2 bei den
Gruppen KHK+DM2 (roter Kreis) und KHK-DM2 (blaues Dreieck). Es werden die indivi-
duellen Messwerte als Symbole sowie die Mittelwerte und Standardabweichungen als
Balken dargestellt. * = p-Wert <0,05, ausgewertet nach dem ungepaartem t-Test.
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Bei den Dihydrohexosylceramiden mit der Sphingoidstrukur d18:0 zeigten sich zwischen
den Gruppen KHK+DM2 und KHK-DM2 die mittleren Ceramidkonzentrationen des Dihyd-
rohexosylceramids HexCer-d18:0-23:0(2-OH) (p=0,034) signifikant unterschiedlich.

Nachfolgend ist die quantitative Sphingolipidanalyse der Dihydrohexosylceramide d18:0

grafisch dargestellt. Signifikanzen werden entsprechend gekennzeichnet.
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Abb. 10: Grafische Darstellung der Dihydrohexosylceramidkonzentrationen HexCer
d18:0 bei den Gruppen KHK+DM2 (roter Kreis) und KHK-DM2 (blaues Dreieck). Es wer-
den die individuellen Messwerte als Symbole sowie die Mittelwerte und
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Standardabweichungen als Balken dargestellt. * = p-Wert <0,05, ausgewertet nach dem
ungepaartem t-Test.

Fur die Gruppen KHK+DM2 und KHK-DM2 konnten bei den Dihydrohexosylceramide mit
der Sphingoidstruktur d18:1 fur folgende drei Dihydrohexosylceramide ein signifikanter
Konzentrationsunterschied nachgewiesen werden: HexCer-d18:1-21:1(2-OH) (p=0,010),
HexCer-d18:1-22:1(2-OH) (p=0,002) und HexCer-d18:1-23:1(2-OH) (p=0,003).

Die Abbildungen 11 und 12 stellen die quantitative Sphingolipidanalyse der Hexosylcera-
mide d18:1 dar. Ceramide mit einem signifikanten Konzentrationsunterschied zwischen
den Gruppen KHK+DM2 und KHK-DMZ2 sind entsprechend markiert.
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Abb. 11: Grafische Darstellung der Dihydrohexosylceramidkonzentrationen HexCer
d18:1 bei den Gruppen KHK+DM2 (roter Kreis) und KHK-DM2 (blaues Dreieck). Es wer-
den die individuellen Messwerte als Symbole sowie die Mittelwerte und Standardabwei-
chungen als Balken dargestellt. * = p-Wert <0,05, ausgewertet nach dem ungepaartem t-
Test.
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Abb. 12: Grafische Darstellung der Dihydrohexosylceramidkonzentrationen HexCer
d18:1 bei den Gruppen KHK+DM2 (roter Kreis) und KHK-DM2 (blaues Dreieck). Es wer-
den die individuellen Messwerte als Symbole sowie die Mittelwerte und Standardabwei-
chungen als Balken dargestellt. * = p-Wert <0,05, ausgewertet nach dem ungepaartem t-
Test.
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In der Klasse der Dihydrohexosylceramide d18:2 zeigten sich die Konzentrationen der
vier folgenden Dihydrohexosylceramide signifikant unterschiedlich: HexCer-d18:2-16:1(2-
OH) (p=0,030), HexCer-d18:2-21:1(2-OH) (p=0,009), HexCer-d18:2-22:1(2-OH)
(p=0,030) und HexCer-d18:2-23:1(2-OH) (p=0,002).

Folgende Abbildungen dienen zur grafischen Darstellung der quantitativen Sphingolipida-
nalyse sowie der signifikanten Konzentrationsunterschiede der Hexosylceramide der
Gruppe d18:2.
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Abb. 13: Grafische Darstellung der Dihydrohexosylceramidkonzentrationen HexCer
d18:2 bei den Gruppen KHK+DM2 (roter Kreis) und KHK-DM2 (blaues Dreieck). Es wer-
den die individuellen Messwerte als Symbole sowie die Mittelwerte und Standardabwei-
chungen als Balken dargestellt. * = p-Wert <0,05, ausgewertet nach dem ungepaartem t-
Test.
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Abb. 14: Grafische Darstellung der Dihydrohexosylceramidkonzentrationen HexCer
d18:2 bei den Gruppen KHK+DM2 (roter Kreis) und KHK-DM2 (blaues Dreieck). Es wer-
den die individuellen Messwerte als Symbole sowie die Mittelwerte und Standardabwei-
chungen als Balken dargestellt. * = p-Wert <0,05, ausgewertet nach dem ungepaartem t-
Test.

Zusammenfassend zeigten sich in den untersuchten Patientengruppen KHK+DM2 und
KHK-DM2 zwischen 13 Hexosylceramiden und 8 Dihydrohexosylceramiden signifkante
Konzentrationsunterschiede. Hierzu gehorten die Ceramide mit den folgenden Strukuren:
HexCer-d18:1-18:1, HexCer-d18:1-20:0,HexCer-d18:1-22:0, HexCer-d18:1-22:1,
HexCer-d18:1-23:0, HexCer-d18:1-23:1, HexCer-d18:1-24:0, HexCer-d18:1-24:1,
HexCer-d18:1-25:1, HexCer-d18:2-18:0, HexCer-d18:2-22:0, HexCer-d18:2-24:0 und
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HexCer-d18:2-24:1 sowie HexCer-d18:0-23:0(2-OH), HexCer-d18:1-21:1(2-OH),
HexCer-d18:1-22:1(2-OH) und HexCer-d18:1-23:1(2-OH), HexCer-d18:2-16:1(2-OH),
HexCer-d18:2-21:1(2-OH), HexCer-d18:2-22:1(2-OH) und HexCer-d18:2-23:1(2-OH).
Fur die 21 signifikanten Ceramide wurden jeweils in der Gruppe KHK-DM2 die hohere

Plasmakonzentration gemessen.
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4. Diskussion

Die KHK und der DM2 haben einen bedeutenden Einfluss auf die globale Gesundheit
(Vos et al., 2020). lhre Folgen verursachen erhebliche Kosten im Gesundheitssystem und
sind haufige Ursachen flur eine vorzeitige Sterblichkeit (Alabas et al., 2017; Einarson et
al., 2018; Tonnies et al., 2019). Aus diesem Grunde sind beide Erkrankungen, ihre Pa-
thogenese und Therapie in der aktuellen Forschung Themengebiete von zentraler Bedeu-
tung. In den letzten Jahren ruckte der Einfluss von Ceramiden als vielfaltige Biomarker
vermehrt in den Fokus. In wissenschaftlichen Untersuchungen konnte nachgewiesen wer-
den, dass Ceramide einer bestimmten Lange sowohl an der Pathogenese der KHK als
auch an der des DM2 beteiligt sind (Bismuth et al., 2008; Stratford et al., 2004; Summers
et al., 1998). Zudem zeigten sich bei Patienten, die bereits an einem DM2 erkrankt waren
oder im Rahmen der Studie erkrankten, erhohte Ceramidkonzentrationen im Plasma
(Bergman et al., 2015; Haus et al., 2009; Wigger et al., 2017). Daruber hinaus stellte man
in weiteren Studien eine Assoziation zwischen der Erh6hung bestimmter Ceramidspiegel
und einem schlechteren kardiovaskularen Outcome bei diesen Patienten fest (Hilvo et al.,
2020; Laaksonen et al., 2016; Tarasov et al., 2014). Ceramide erweisen sich demnach
als potentielle prognostische Biomarker sowie als moglicher Angriffspunkt fur eine Thera-
pie. Es ist bisher nicht bekannt, ob eine Erkrankung mit einem DM2 Einfluss auf die Ce-
ramidkonzentrationen bei Patienten mit einer bestehenden KHK nimmt. Ziel der Studie
war es daher, die Konzentrationsverhaltnisse bei KHK-Patienten mit und ohne einem DM2
zu untersuchen. Dafur wurden die Konzentration von 266 verschiedenen Ceramiden im
Plasma bei diesen Patientengruppen quantifiziert und miteinander verglichen. Die Studie
begrenzte sich dabei auf die Analyse von Ceramiden, Dihydroceramiden und Hexosylce-
ramiden mit Fettsauren der Kohlenstofflange C14-C28.

Die Erkenntnisse der Studien der letzten Jahre lassen die Vermutung zu, dass es zwi-
schen den Konzentrationen von Ceramiden bestimmter Langen bei Patienten mit einem
DM2 und einer KHK und bei Patienten mit einer alleinigen KHK signifikante Unterschied
geben konnte (Bergman et al., 2015; Haus et al., 2009; Hilvo et al., 2020; Laaksonen et
al., 2016; Tarasov et al., 2014; Wigger et al., 2017). Fur die Gesamtmenge aller gemes-
sener Ceramide konnte in der vorliegenden Arbeit kein signifikanter Unterschied zwischen

den beiden Gruppen von KHK-Patienten mit und ohne einen DM2 nachgewiesen werden.
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Daruber hinaus ergab die Sphingolipidquantifizierung, dass Patienten, die alleinig an einer
KHK litten, fur den mehrheitlichen Anteil der analysierten Ceramidspezies eine hohere
Konzentration aufwiesen als Patienten, die zusatzlich an einem DM2 erkrankt waren. Hier
konnten wir bei 21 verschiedenen Ceramiden signifikante Unterschiede in den mittleren
Plasmakonzentrationen zwischen den ausgewahlten Patientengruppen nachweisen
(siehe Abb. 5, Kapitel 3.3). Keine signifikanten Konzentrationsunterschiede zeigten sich
hingegen bei den mittleren Ceramidkonzentrationen, die bei den KHK-Patienten mit ei-
nem DM2 hoher waren (siehe Abb. 5, Kapitel 3.3). Darunter fielen beispielsweise einfache
Ceramide mit der Struktur Cer-d18:1-16:0, Cer-d18:1-18:0, Cer-d18:1-20:0 oder Cer-
d18:1-22:0 und Dihydroceramide mit der Struktur Cer-d18:0-16:0(2-OH), Cer-d18:0-
18:0(2-OH) oder Cer-d18:0-22:0(2-OH). Andere Autoren wiederum konnten in ihren Ar-
beiten einen Zusammenhang zwischen einer signifikanten Konzentrationserhohung von
Ceramiden dieser Strukturen (Cer-d18:1-18:0, Cer-d18:1-20:0 und Cer-d18:1-22:0) sowie
Dihydroceramiden (Cer-d18:0) und Patienten, die im Laufe ihrer Studien einen DM2 ent-
wickelten, belegen (Fretts et al., 2020; Hilvo et al., 2018; Meikle et al., 2013; Wigger et al.,
2017). Bei einer weiteren Studie mit jungen, Ubergewichtigen Patientinnen, die bereits an
einem DMZ2 litten und mit gesunden Probandinnen verglichen wurden, zeigten sich eben-
falls die Ceramide Cer-d18:1 der Kettenlange C18:0, C20:0 sowie C22:0 und das Dihyd-
roceramid mit der Fettsaure C24:1 im Plasma ebenfalls signifikant erhoht (Lopez et al.,
2013). Es ist allerdings zu beachten, dass die anderen Autoren die Ceramidkonzentratio-
nen im Plasma von Diabeteserkrankten mit gesunden Probanden verglichen. In der vor-
liegenden Arbeit litten hingegen beide Patientengruppen an einer KHK und es fehlte eine
dritte gesunde Vergleichsgruppe. Zudem wurden 12 der 13 Patienten aus der Gruppe
KHK+DM2 mit einem bereits bestehenden DM2 in die Studie aufgenommen. Lediglich bei
einem Patienten wurde im Rahmen seines stationaren Aufenthaltes zum Zeitpunkt der
durchgefuhrten Studie ein DM2 erstmalig festgestellt. Bei den Arbeiten der Autoren Fretts
et al. (2020), Hilvo et al. (2018), Meikle et al. (2013) und Wigger et al. (2017) handelte es
sich jedoch um langjahrige Studien, bei denen die Patienten erst im Verlauf an einem
DM2 erkrankten. Hinzu kommt, dass 11 der 13 Patienten, die an einem DM2 erkrankt
waren, bei der vorliegenden Arbeit zum Zeitpunkt der Studie bereits eine antidiabetische
Therapie in Form oraler Medikamente, Insulintherapie oder einer Kombination aus beiden

erhielten (siehe Tab. 4). Zum Einfluss von Antidiabetika auf intrazellulare
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Ceramidkonzentrationen wurden in der Vergangenheit bereits Studien durchgefuhrt. Die
Autoren Zabielski et al. (2017) konnten fur Metformin eine senkende Wirkung auf den
intrazellularen Ceramidgehalt in Muskelzellen von Ratten nachweisen. Ishibashi und
Hirabayashi (2015) konnten ebenfalls eine senkende Wirkung von Metformin auf den int-
razellularen Glucosylceramidgehalt nachweisen. Zudem reduzierte Metformin in ihren Un-
tersuchungen die intrazellulare zur Synthese von Hexosylceramiden erforderliche UDP-
Glucose (Ishibashi und Hirabayashi, 2015). Es ist also moglich, dass Metformin nicht nur
eine senkende Wirkung auf die intrazellulare Ceramid- und Glucosylceramidkonzentrati-
onen besitzt, sondern auch die Konzentrationen im Plasma beeinflussen kann. Dies ware
ein potentieller Grund fur die niedrigen Ceramidkonzentrationen im Plasma bei den KHK-
Patienten mit DM2 und einer antidiabetischen Therapie verglichen mit den KHK-Patienten
ohne einen DM2 und ohne antidiabetische Therapie. Um zu einer validen Schlussfolge-
rung zu gelangen, sind dennoch weitere Studien zu diesem Thema notwendig. Fur die
Antidiabetikakombination aus Glucagon-like Peptide-1-Rezeptor (GLP-1-R) Agonisten
und Metformin konnte bereits eine senkende Wirkung auf den Ceramidgehalt im Plasma
bei Menschen nachgewiesen werden (Jendle et al., 2021). Daruber hinaus zeigte sich in
der Studie von Zabielski et al. (2017) nach Metformingabe eine gesteigerte Insulinsensi-
tivitat der Muskelzellen durch vermehrte Akt/PKB Phosphorylierung. Demzufolge besitzt
Metformin auch einen antagonistischen Effekt gegenuber der dephosphorylierenden Wir-
kung von Ceramiden und senkt die Insulinresistenz steigernde Wirkung von Ceramiden
(Stratford et al., 2004; Summers et al., 1998). Zietzer et al. (2021) belegten in einer Studie
ahnlich positive Effekte beim Einsatz eines pharmakologischen Sphingomyelinasehem-
mers. Die Inhibition des Salvage Pathways der Ceramidsynthese fuhrte sowohl zu einer
Senkung des Ceramidgehaltes in EZV als auch zur Vermindung der durch Hyperglycamie
vermittelten Apoptose von Endothelzellen. Anhand dieser Erkenntnisse eroffnen sich
neue vielversprechende Therapiemdglichkeiten von Antidiabetika und Ceramidsynthe-
sehemmern im Hinblick auf ihre konzentrationssenkende Wirkung und die daraus resul-
tierende Risikoreduktion fur die Entwicklung eines DM2 sowie fur ein schlechteres kardi-
ovaskulares Outcome.

Im Blut werden Ceramide uberwiegend mithilfe von Lipoproteinen, wie LDL-Cholesterin,
transportiert. Bei DM2-Patienten ist der Anteil dieser zirkulierenden LDL-Ceramiden im

Plasma erhoht (Boon et al., 2013). Fur Cholesterinsenker, wie beispielsweise Simvastatin,
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Rosuvastatin oder Proproteinkonvertase Subtilisin/Kexin Typ 9 (PCSK9)-Inhibitoren,
konnte in der Vergangenheit bereits ein zusatzlich senkender Einfluss auf die Ceramid-
konzentration im Plasma nachgewiesen werden (Janis et al., 2013; Ng et al., 2014; Ta-
rasov et al., 2014). In der vorliegenden Arbeit nahmen bis auf zwei Patienten alle Teilneh-
mer ein cholesterinsenkendes Medikament ein. Die Ceramidkonzentrationen der Patien-
ten unserer Studie wurden demzufolge moglicherweise durch die Einnahme einer choles-
terinsenkenden Therapie beeinflusst und waren zum Studienzeitpunkt niedriger als sie
ohne den Einfluss von Medikamenten gewesen waren. Die Patienten der Gruppe
KHK+DM2 nahmen bis auf einen Probanden zudem Antidiabetika ein, die wie bereits be-
schrieben, den Ceramidspiegel ebenfalls senken konnen. Diese Gegebenheiten waren
eine mogliche Ursache fur eine umso starkere erniedrigte Ceramidkonzentration bei den
Patienten der Gruppe KHK+DM2.

Uberdies ist es moglich, dass die unterschiedlichen Lebensstile der Patienten einen Effekt
auf die Ceramid- und Dihydroceramidkonzentration im Plasma haben konnten. Vergan-
gene Studien wiesen fur bestimmte Ernahrungsweisen und ein gewisses Ausmal} an kor-
perlicher Aktivitat einen passageren Einfluss auf die Konzentrationen nach (Bruce et al.,
2006; Dubé et al., 2008, , 2011; Lankinen et al., 2016; Wang et al., 2017). Die Ernah-
rungsgewohnheiten und das Ausmal an korperlicher Aktivitat sind in der vorliegenden
Studie fur die teilnehmenden Patienten nicht bekannt. Ein potentieller Einfluss dieser Fak-
toren ist dennoch nicht auszuschlielen. Zur weiteren Untersuchung und Erkenntnis sind
nahere Befragungen zu den Lebensgewohnheiten notwendig.

In der Studienkohorte litten vier Patienten an einer chronischen Niereninsuffizienz. Die
Patienten gehorten jeweils in die Gruppe der Diabeteserkrankten. Kirzlich veroffentlichte
Studien wiesen fur Patienten mit einer chronischen Niereninsuffizienz erhdohte Werte fur
zirkulierende langkettige und Uberlangkettige Ceramide nach (Liu et al., 2017; Mantovani
et al., 2021). Dennoch waren in der vorliegenden Arbeit die mittleren Konzentrationen der
meisten Ceramide bei den Patienten der Gruppe KHK-DM2, dessen Nierenfunktion erhal-
ten waren, hoher als bei den Patienten der Gruppe KHK+DM2. Des Weiteren war in der
Gruppe KHK+DM2 der Mittelwert fur das C-reaktive Protein (CRP) hoher als in der Gruppe
KHK-DM2. Mantovani et al. (2020) konnten in ihrer Studie einen Zusammenhang zwi-
schen erhohten CRP-Werten und erhohten Ceramidkonzentrationen nachweisen. Es be-

stehen jedoch Unterschiede zwischen der vorliegenden Arbeit und den Studien, die einen
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Zusammenhang zwischen erhdhten Ceramidspiegeln im Plasma und einer chronischen
Niereninsuffizienz sowie erhohten CRP-Werten sahen: In den vergangenen Studien wur-
den die Ceramidplasmawerte und Laborwerte von Patienten Uber einen langeren Zeit-
raum gemessen (Liu et al., 2017; Mantovani et al., 2020 Mantovani et al., 2021). Bei den
Laborwerten in unserer Studie handelt es sich jedoch um Momentaufnahmen zum Zeit-
punkt der erfolgten Koronarangiografien.

Wie bereits erwahnt, konnten wir fur insgesamt 21 Ceramide signifikante Unterschiede in
den Plasmakonzentrationen zwischen den ausgewahlten Patientengruppen nachweisen.
Dies traf ausschliellich auf die Gruppen der folgenden Hexosylceramide und Dihydro-
hexosylceramide zu: HexCer-d18:1-18:1, HexCer-d18:1-20:0,HexCer-d18:1-22:0,
HexCer-d18:1-22:1, HexCer-d18:1-23:0, HexCer-d18:1-23:1, HexCer-d18:1-24:0,
HexCer-d18:1-24:1, HexCer-d18:1-25:1, HexCer-d18:2-18:0, HexCer-d18:2-22:0,
HexCer-d18:2-24:0 und HexCer-d18:2-24:1 sowie HexCer-d18:0-23:0(2-OH), HexCer-
d18:1-21:1(2-OH), HexCer-d18:1-22:1(2-OH) und HexCer-d18:1-23:1(2-OH), HexCer-
d18:2-16:1(2-OH), HexCer-d18:2-21:1(2-OH), HexCer-d18:2-22:1(2-OH) und HexCer-
d18:2-23:1(2-OH). Die Plasmakonzentrationen der signifikanten Ceramide waren bei den
Patienten mit einer alleinigen KHK stets hoher als bei den Patienten, die zusatzlich einen
DM2 hatten. In den Gruppen der einfachen Ceramide und der Dihydroceramide zeigten
sich zwischen den Gruppen KHK+DM2 und KHK-DM2 keine signifikanten Konzentrati-
onsunterschiede. Zu ahnlichen Ergebnissen kamen Lopez et al (2013): Das Glucosylce-
ramid (Cer-d18:1) der Lange C24:1 war bei den Diabetespatientinnen im Vergleich zu den
Ceramiden und Dihydroceramiden zu einer gesunden Kontrollgruppe ebenfalls erniedrigt.
Auch die Studie von Fretts et al. (2020) konnte keinen Zusammenhang zwischen erhohten
Glucosylceramiden und der Manifestation eines DM2 sehen. In der australischen Studie
von Meikle et al. (2013) wurde zudem ein negativer Zusammenhang zwischen Di- und
Trihexosylceramiden und DM2 nachgewiesen. Demzufolge stehen erhohte Glucosylcera-
midkonzentrationen im Plasma und eine DM2-Erkrankung maoglicherweise in einem inver-
sen Zusammenhang. Diese und unsere Erkenntnisse stehen jedoch im Gegensatz zu den
Ergebnissen der Autoren Aerts et al. (2007), die zwischen Glucosylceramiden und einem
DM2 einen Zusammenhang sahen. Sie wiesen wiederum in ihrer Arbeit nach, dass neben
der intrazellularen Ceramidkonzentration auch die Glucosylceramidkonzentration in den

Leberzellen von DM2-Modellnagetieren erhoht waren. Darutber hinaus fuhrte die Inhibition
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der Glucosylceramidsynthase zu einer intrazellularen Reduktion der jeweiligen Ceramid-
konzentrationen, einem erniedrigten HbA1c-Wert, einer verbesserten Insulinsensitivitat
der Muskel- und Leberzellen sowie zu einem verbesserten Erhalt funktionsfahiger pan-
kreatischer Betazellen (Aerts et al., 2007). Die aktuelle Forschung scheint sich zum
Thema Hexosylceramide und ihr Einfluss auf DM2 nicht einig zu sein, weshalb weitere
Studien zu dem Kontext notwendig sind, um deren Rolle in der Genese und dem Progress
von DM2 endgultig identifizieren zu konnen.

Ein essenzieller Bestandteil der Ceramide sind die Fettsauren (Fahy et al., 2005). Be-
trachtet man die Struktur der signifikanten Hexosyl- und Dihydrohexosylceramide der vor-
liegenden Studie genauer, fallt auf, dass ihre Fettsauren hauptsachlich der Gruppe uber-
langkettiger Fettsauren (>C20) angehoren. Assoziiert mit einer erhdhten DM2-Inzidenz
sind vor allem erhohte Plasmalevel langkettiger Fettsauren mit einer geraden Kohlenstoff-
atomanzahl, wie beispielsweise C14:0, C16:0 und C18:0 (Forouhi et al., 2014). Des Wei-
teren lieferten mehrere Studien den Hinweis darauf, dass eine erhohte Konzentration
uberlangkettiger Fettsauren wie C20:0, C22:0-C24:0 oder Fettsauren ungerader Langen
wie C15:0 und C17:0 negativ mit der Inzidenz eines DM2 verknupft sind (Ardisson Korat
et al., 2020; Forouhi et al., 2014; Lemaitre et al., 2015). Dies bedeutet, dass eine Plasma-
erhohung der Fettsauren dieser Lange das DM2-Risiko senkt. In der Arbeit von Lemaitre
et al. (2015) ergab sich zudem ein Zusammenhang zwischen der Erhdhung dieser Fett-
sauren und einem erhodhten LDL-Cholesterin. Da Fettsauren Hauptbestandteil der Cera-
midstrukturen im Allgemeinen sind, lasst dies die These zu, dass auch Ceramide mit Uber-
langkettigen Fettsauren negativ mit einer DM2-Erkrankung assoziiert sein konnten. Zur
naheren Uberpriifung sind jedoch weitere Studien und Untersuchungen mit einer héheren
Teilnehmerzahl notwendig.

Insgesamt konnten wir mit der Studie den Nachweis erbringen, dass sich die Plasmakon-
zentrationen bestimmter Ceramidgruppen bei Patienten mit einer KHK und einem DM2

und Patienten mit einer alleinigen KHK signifikant voneinander unterscheiden.

Limitationen der Studie
Die vorliegende Arbeit hat Limitationen. Zunachst war die Anzahl der in die Studie letzt-
endlich eingeschlossenen Patienten auf 24 recht gering. Fur eine Erhohung der Validitat

ware es demnach notwendig, die Studie mit einer gro3eren Patientenzahl zu wiederholen.
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Zusatzlich ware der Vergleich der Ceramidkonzentrationen mit einer dritten, vollstandig
gesunden Patientengruppe erforderlich, um eine verbesserte Aussagekraft hinsichtlich
des Verhaltens der Ceramidkonzentrationen unter DM2- und KHK-Erkrankten treffen zu
konnen. Es ist nicht auszuschlieen, dass Tagesschwankungen die Ceramidkonzentra-
tion im Plasma beeinflussen. Fir eine erneute Studie waren daher Blutentnahmen zur
selben Tageszeit vorzuziehen. Fur die vorliegende Arbeit wurde kein Follow-Up zum Out-
come der Patienten durchgefihrt. Es ist demnach unbekannt, ob die eingeschlossenen
Patienten nach der Studie ein fatales kardiovaskulares Ereignis wie ein Myokardinfarkt
oder Schlaganfall erlitten haben. Es lasst sich demnach keine Aussage bezuglich der Ce-
ramidverhaltnisse und einem erhohten Risiko fur das Vorkommen kardiovaskularer
Events treffen. Hierfur ware ein langjahriges Follow-Up der Patienten mit Patientenbefra-
gungen bezuglich des Vorkommens kardiovaskularer Events notwendig. Bei der Studie
wurden die Proben entweder vor oder nach der Koronarangiografie entnommen. Es ist
moglich, dass die wahrend der Koronarangiografie injizierten Mittel wie Kontrastmittel o-
der Heparin die Messung des Ceramidgehalts im Plasma beeinflussen. Zudem ist eine
Infektion oder Entzindung bei den Probanden nicht vollstandig auszuschlieRen. Wie in
der Diskussion bereits erortert, konnten die verschiedenen medikamentésen Therapien
der Patienten einen Einfluss auf die Ceramidspiegel haben. Die Gerate zur Quantifizie-
rung von Sphingolipiden im Blutplasma sind aufgrund des hohen finanziellen Aufwandes
aktuell kein etablierter Bestandteil im klinischen Alltag. Zudem sind sie fur herkdmmliche
klinischen Laborverfahren derzeit in Deutschland noch nicht von Bedeutung. Dies redu-

ziert die Moglichkeit fur den alltaglichen klinischen Einsatz.

Ausblick

Unsere Studie konnte bestatigen, dass sich die Plasmakonzentrationen bestimmter Ce-
ramidgruppen zwischen KHK-Patienten mit einem DM2 und KHK-Patienten ohne einem
DM2 voneinander unterscheiden. Sie erbringt zudem Hinweise fur einen ceramidsenken-
den Effekt der Antidiabetika.

Erweitert man die vorliegende Studie um ein Follow-up der Patienten, lassen sich mog-
licherweise Zusammenhange zwischen dem Auftreten fataler kardiovaskularer Ereignisse
und den Ceramidprofilen der Patienten erkennen. Stellt man diese Ergebnisse in den kli-

nischen Kontext, ergibt sich ein potentieller Nutzen fur die Ceramidmessung als hilfreiche
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Risikoparameter fur KHK-Patienten mit einem DM2. Als Konsequenz kdnnte eine darauf
folgende gezielte Therapie, zum Beispiel mithilfe von Antidiabetika, zu einer frihzeitigen
Risikominderung fuhren. In den USA wird die Ceramidmessung mittels Massenspektro-
metrie fur die Risikoermittlung eines Patienten fur das Auftreten von fatalen kardiovasku-
laren Events innerhalb von funf Jahren bereits in der Mayo Clinic (Rochester, Minnesota,
USA) klinisch durchgefuhrt (Mayo Clinic, 2018; Mayo Clinic Laboratories, 2022). Moglich-
erweise wird dies in Deutschland nach dem Beweis signifikanter Risikominderung zukunf-

tig ebenfalls moglich sein.
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5. Zusammenfassung

Ceramide sind Sphingolipide, die unter anderem eine essenzielle Rolle als Mediatoren
auf zellularer Ebene in inflammatorischen Prozessen spielen. Hierzu gehoren beispiels-
weise die KHK und DM2. Studien der letzten Jahre konnten zudem nachweisen, dass es
einen Zusammenhang zwischen der Plasmaerh6hung von Ceramiden bestimmter Lange
und einem erhohten kardiovaskularen Risiko sowie einem erhdhten Risiko fur die Mani-
festation eines DM2 bei Patienten gibt. Ceramide sind somit neue potentielle Biomarker
zur Diagnostik und Risikostratifizierung fur die KHK sowie einen DM2 und bieten Potential
fur neue Therapieansatze.

Das Ziel dieser Studie war es zu zeigen, ob sich die Plasmakonzentrationen von Cerami-
den bestimmter Lange signifikant zwischen Patienten mit einer KHK (KHK+DM2) und ei-
nem DM2 und Patienten mit einer KHK und ohne einen DM2 (KHK-DM2) unterscheiden.
Des Weiteren konnten die Ceramidprofile moglicherweise als zukunftige Risikomarker fur
die Progression der Atherosklerose bei KHK-Patienten mit einem DM2 genutzt werden.
In die Studie wurden insgesamt 24 KHK-Patienten eingeschlossen. 13 Patienten litten
zusatzlich an einem DM2. Fur die Lipidanalyse wurden den Patienten vor oder nach der
Durchfiihrung einer Koronarangiografie arterielles EDTA-Blut abgenommen. Uber Mas-
senspektrometrie wurden die Konzentrationen von 266 verschiedenen Ceramide, Dihyd-
roceramide, Hexosylceramide und Dihydrohexosylceramide quantifiziert und miteinander
verglichen.

Die Sphingolipidquantifizierung ergab, dass die Mehrheit (63,5 %) der gemessenen Ce-
ramide hohere Plasmaspiegel in KHK-Patienten ohne eine DM2-Erkrankung vorwiesen
als in KHK-Patienten mit einem DM2. Insgesamt ergaben sich 21 signifikante Unter-
schiede zwischen den Ceramidkonzentrationen im Plasma beider Patientengruppen. Sig-
nifikant zeigten sich 13 Hexosylceramide der Langen C18, C20 sowie C22-C25 und 8
Dihydrohexosylceramiden der Langen C16 und C21-C23. Hier ergaben sich fur Patienten
der Gruppe KHK-DM2 hohere Plasmaspiegel als fur die Patienten der Gruppe KHK+DM2.
Innerhalb der Konzentrationen der einfachen Ceramide und Dihydroceramide wurden
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Patientengruppen gemessen. Wir konnten
in dieser Studie nachweisen, dass sich die Ceramidprofile im Plasma zwischen KHK-Pa-

tienten mit und ohne einen DM2 voneinander unterscheiden.
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