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1. Einleitung

1.1 Herzinsuffizienz

1.1.1. Definition

Der Begriff ,Herzinsuffizienz® bezeichnet ein Syndrom, das als Folge
unterschiedlicher Grunderkrankungen auftritt. ,Herzinsuffizienz“ ist die haufigste
Diagnose bei hospitalisierten Patienten Uber 65 Jahren. Nach der Framingham-
Studie, die seit 1948 lauft, betragt die durchschnittliche Inzidenz der
Herzinsuffizienz 0.5-1% in der Bevdlkerung, wobei die chronische Form bei
Frauen seltener vorkommt. Im Alter kommt es zu einem Uberproportionalen
Anstieg bei beiden Geschlechtern. Die jahrliche Inzidenz pro 1000 Einwohner
uber 80 Jahre liegt bei 25-30 Fallen und ist damit im Alter besonders haufig.
Bedingt durch den demographischen Wandel der Gesellschaft von
Industrienationen  ergeben  sich  hieraus  erhebliche = 6konomische
Konsequenzen. Mittlerweile betragen die Kosten fur die Behandlung der
Herzinsuffizienz etwa 1% des gesamten Gesundheitsbudgets in den westlichen
Industrienationen. Hiervon entfallen ca. 70% auf die stationare Behandlung.
Trotz erheblicher therapeutischer Fortschritte wahrend der letzten 15 Jahre liegt
die 5-Jahres-Sterblichkeit von Patienten mit symptomatischer Herzinsuffizienz
bei etwa 50-70%. Bei hohergradiger Herzinsuffizienz liegt die 1-Jahres-
Sterblichkeit heutzutage bei 20%. Damit stellt die Herzinsuffizienz eines der
bedeutendsten Probleme der kardiovaskularen Medizin sowie der

Gesundheits6konomie dar.

Grundsatzlich kann die chronische Herzinsuffizienz entweder durch einen
Verlust kontraktilen Gewebes oder einer dauerhaften Anderung der
Hamodynamik entstehen. Beispiele fur den Verlust kontraktiler Muskelmasse
sind die koronare Herzkrankheit bis hin zum Herzinfarkt, die Myokarditis und die
Kardiomyopathien. Anderungen der Hamodynamik treten bei Druck- oder

Volumenbelastungen auf. Typische Beispiele flr eine abnorme Druckbelastung



sind die arterielle Hypertonie, Klappenstenosen, Aortenisthmusstenosen,
pulmonaler Hochdruck und angeborene Herzfehler. Zur Volumenbelastung
fuhren Klappeninsuffizienzen, angeborene Herzfehler und Gefal3missbildungen
mit Rechts-Links-Shunt sowie arteriovendse Fisteln. Epidemiologisch stehen
heute die arterielle Hypertonie gefolgt von der koronaren Herzkrankheit als
Ursachen ganz im Vordergrund, wobei eine Ko-Morbiditat bei den Ursachen
besteht. Kardiomyopathien spielen bei der Entstehung der Herzinsuffizienz
ebenfalls eine wichtige Rolle, wahrend Vitien in der westlichen Welt heute eher

von untergeordneter Bedeutung sind.

1.1.2. Formen der chronischen Herzinsuffizienz

Bei der Herzinsuffizienz werden die akute oder akut dekompensierte von der
chronischen Form unterschieden. Unterscheiden kann man auch die
systolische und die diastolische Herzinsuffizienz, das Vorwarts- und das
Ruckwartsversagen sowie die Linksherz-, Rechtsherz- und die biventrikulare
Insuffizienz. Bei der systolischen Herzinsuffizienz steht die verminderte
kontraktile Funktion im Vordergrund, die Uber eine Ventrikeldilatation zu einem
verminderten Schlagvolumen fuhrt und meist mit einer Erhohung des
enddiastolischen Drucks einhergeht. Dies resultiert in einer verminderten
Versorgung der Peripherie und einem venosen Ruckstau des Blutes. Ein
klassisches Beispiel hierfir ist die dilatative Kardiomyopathie. Bei der
diastolischen Herzinsuffizienz fuhrt eine verminderte Relaxationsfahigkeit des
Ventrikels oder eine erhdohte Kammersteifigkeit zu einer Behinderung der
Ventrikelflllung in der Diastole. Ein Beispiel ist die restriktive Kardiomyopathie.
Beim Vorwartsversagen (low output failure) steht die Minderperfusion des
Organismus aufgrund eines ungenugenden Blutauswurfs aus dem Herzen im
Vordergrund. Uber Kompensationsmechanismen wie der Aktivierung des
Renin-Angiotensin-Systems sowie des sympathischen Nervensystems wird
versucht, einen ausreichenden arteriellen Blutdruck Uber eine Steigerung des

peripheren Widerstandes aufrechtzuerhalten. Das Ruckwartsversagen ist durch



die Unfahigkeit des Ventrikels gekennzeichnet, das angebotene Blutvolumen
diastolisch aufzunehmen bzw. systolisch weiterzutransportieren. Folglich kommt
es zu einem Druckanstieg im Vorhof und im vendsen System vor dem
insuffizienten Ventrikel. Bei der Linksherzinsuffizienz stehen die Folgen eines
reduzierten Herzzeitvolumens und Ruckstaus in die Lungenstrombahn im
Vordergrund. Die eingeschrankte Perfusion des groflen Kreislaufs flhrt zu
schneller muskularer und zerebraler Ermudung. In der Folge findet eine
Anhaufung des Stoffwechselprodukts der anaeroben Energiegewinnung, dem
Laktat, statt. Dies wiederum fuhrt Uber Kompensationsmechanismen zum
Anstieg des COp-Partialdrucks und hierdurch zum subjektiven Empfinden von
Atemnot. Zusatzlich staut sich das Blut vor dem linken Ventrikel und fuhrt Gber
einen Anstieg des pulmonalen Kapillardrucks zur Extravasation von Flussigkeit
und konsekutiv zum Lungendédem. Die Rechtsherzinsuffizienz ist durch den
Ruckstau des Blutes in den vendsen Abschnitt des groRen Kreislaufs
gekennzeichnet. Folgen sind z. B. eine LebervergroRerung, periphere Odeme

und Aszites.

1.1.3. Pathophysiologische Konzepte der chronischen Herzinsuffizienz

Die Pathophysiologie der chronischen Herzinsuffizienz ist, bedingt durch die
multiplen Anpassungsreaktionen sowie Einbeziehung anderer Organsysteme,
ein komplexes Geschehen (Poole-Wilson et al., 1997). Nach der Definition der
WHO liegt der Herzinsuffizienz eine ventrikulare Dysfunktion zugrunde, die zu
typischen klinischen Symptomen fuhrt. Diese Dysfunktion wird durch
unterschiedliche Pathomechanismen hervorgerufen. Dies sind Veranderungen
der intrinsischen Regulation der Kontraktionskraft, der sogenannte Frank-
Starling-Mechanismus (Frank, 1885; Starling, 1921), und eine gestorte
neuroendokrine Regulation der Kontraktilitat durch Sympathikus und
Parasympathikus (Kambayashi et al.,, 1992; Feldmann et al., 1988). Die
Symptomatik und die peripheren Stérungen beruhen Uberwiegend auf

neuroendokrinen Mechanismen, namlich der Aktivierung des sympathischen



Nervensystems (Swedberg et al., 1984; Kaye et al., 1995; Bohm et al., 1994),
der Stimulation des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (Tigerstedt und
Bergmann, 1898; Schunkert et al., 1990; Studer et al. 1994), des Endothelin-
Systems (McMurray et al., 1992) sowie einer erhdohten Konzentration von
Zytokinen (Levine et al., 1990; Bryant et al., 1998).

| Chronische Herzinsuffizienz

! ! ! !
Neurohormonale Linksventrikulare Viszerales Minderperfusion
Dysregulation Dysregulation Odem Ischamie
! ! ! !
(Para-)Sympathikus ~ Druck/Volumen Endotoxamie Oxidativer
RAAS Uberlastung Stress
| | ! !
Katecholamine Genexpression Lipopolysaccharide ROS
Angiotensin |l
| | | |

Abb. 1: Entzindung und chronische Herzinsuffizienz - Aktuelle Konzepte

1.2 Zytokine

1.2.1. Definition

Zytokine sind regulatorische Proteine, die von Leukozyten und einer Reihe
weiterer Zellen wie z. B. Kardiomyozyten, glatten Muskelzellen, Astrozyten und
Fibroblasten produziert werden. Sie zeichnen sich durch pleiotrope, redundante
Funktionen aus, die auf verschiedene Zielzellen ausgelbt werden. Dabei sind
ihre drei Hauptwirkungen der Differenzierung/Aktivierung, der
Gewebszerstérung (Apoptose) und der Regulation zu unterscheiden. Diese
schlielen zahlreiche Effekte auf Zellen des Immunsystems und die Regulierung
entzundlicher Prozesse ein. Ihre Wirkweise ist autokrin, parakrin, juxtakrin und
endokrin (Kashimoto et al., 1994; O’Gara et al., 1989; Balkwill, Burke, 1989;

Cohen et al.,, 1974). Eine einfache Klassifikation ist daher nicht mdglich,



allerdings hat es in der Vergangenheit verschiedene Ansatze flr eine Einteilung
gegeben. So werden die Zytokine heute sowohl nach ihrer Funktion, nach ihrer
Struktur als auch nach ihren Rezeptoren klassifiziert. Diese Einteilungen haben

nebeneinander Geltung (Loppnow, 2001).

1.2.2. Klassifikation der Zytokine

Die funktionelle Klassifizierung geht zurick auf die ersten beschriebenen
biologischen Eigenschaften der Zytokine, die ihnen die jeweiligen Namen
gaben. Diese Bezeichnungen werden heute allerdings der Pleiotropie der
Zytokine vielfach nicht mehr gerecht. So unterscheidet man hier Interferone
(INF), Interleukine (IL), Tumornekrosefaktoren (TNF), Kolonie-stimulierende
Faktoren, Wachstumsfaktoren, transformierende Wachstumsfaktoren,
Chemokine und Virokine (Mire-Sluis et al., 1998). Die strukturelle Klassifikation
unterscheidet 4 Gruppen. Es sind dies die a-helikalen Zytokine (z. B. IL-6, IL-
10), die p-Faltblatt-Zytokine (z. B. TNF-Familie, IL-1), die Kurzstrecken-a/f3-
Zytokine (z. B. IL-8) und die Mosaikstruktur-Zytokine (z. B. IL-12) (Nicola et al.,
1994). Diesen verschiedenen strukturellen Zytokinklassen werden bestimmte
biologische Funktionen zugeordnet. So Ubernehmen die helikalen Zytokine
bevorzugt eine Rolle in der Hamatopoese sowie der angeborenen und
erworbenen Immunitat, wahrend die Faltblatt-Zytokine tUberwiegend Aufgaben
in Wachstum und Differenzierung, aber auch, wie z. B. TNF, in der

Immunregulation wahrnehmen (Thomson et al., 1998).

1.2.3. Zytokinrezeptoren und Signaltransduktion

Die Korrelation von Struktur und Funktion ergibt sich aus der Zuordnung zu

bestimmten Rezeptoren und damit zu bestimmten Hauptsignalwegen. Hier

lassen sich im Wesentlichen 4 Rezeptoren unterscheiden. Die grofite Gruppe

umfasst die Klasse-I-Zytokinrezeptoren oder auch Hamatopoetin-Rezeptor-
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Familie, die sich durch zwei extrazellulare Domanen, sog. SD100, auszeichnet,
welche jeweils 100 Aminosauren lang sind. Die Verbindungsstelle dieser beiden
globularen Domanen soll die Zytokinbindungsstelle enthalten (Simpson et al.,
1997). Die Liganden dieser Rezeptoren sind uberwiegend Zytokine der a-
helikalen Gruppe. Nach Bindung von z. B. IL-6 werden die beiden
transmembranen gp-(glycoprotein)130-Moleklle dimerisiert, was zu einer
Aktivierung der intrazellularen Janus Kinase (JAK) fuhrt. Die JAK
phosphorylisiert den zytoplasmatischen Anteil der gp-130-Molekulle, wodurch
Bindungsstellen fur die STAT-Faktoren (,signal transducer and activator of
transcription“)  entstehen. Diese werden ebenfalls phosphorylisiert und
translozieren nach weiterer Dimerisation in den Zellkern, wo sie die
Transkription regulieren (Kunisada et al., 1996). Weitere
Signaltransduktionsmechanismen verlaufen tUber Adaptormolekile, die das G-
Protein Ras aktivieren, das seinerseits zur Aktivierung von MAP-K (,mitogen-
activated protein kinase®) und ERK (,extracellular signal-regulated kinase®)
fuhrt. Dartber hinaus kann Ras auch die Pl3-K (,phosphoinisitide-3-OH kinase®)
aktivieren (Heinrich et al., 1998; Kelly et al., 1996; Nicola et al., 1994). Die
Klasse-llI-Rezeptoren (Interferon-Rezeptor-Familie) besitzen eine 210 AS lange
Domane (SD200), verschiedene konservierte Zysteine und Proline. Die SD200-
Domane ist in geringem Umfang der SD100-Doméane der Klasse-I-Rezeptoren
ahnlich. Die Anzahl der SD200-Domanen pro Rezeptor ist unterschiedlich. Der
Signalweg ist identisch mit dem der Klasse-I-Rezeptoren. Die Klasse-llI-
Rezeptoren (TNF/NGF-Rezeptor-Familie) besitzen 40 Aminosauren lange
extrazellulare Domanen, die jeweils 6 Zysteine beinhalten. Die Rezeptoren und
die Liganden bilden Trimere. Einige besitzen sogenannte ,death domains®, die
bei der Vermittlung der Apoptose uber die Interaktion mit zellproteinstandigen
,death domains“ eine Rolle spielen. Zu diesen Adaptormolekilen gehort z. B.
TRADD (,TNF-receptor Il-associated death domain”). TRADD wiederum
interagiert mit Enzymen, die als Effektorenzyme der Apoptose bekannt
geworden sind, den Caspasen, die Uber eine Caspasen-Kaskade die Spaltung
der DNA und somit den Zelltod herbeifiihren kdnnen. Zu diesen Rezeptoren

gehort u.a. der TNF-I-Rezeptor. Im Unterschied dazu besitzt der TNF-II-
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Rezeptor diese die Apoptose einleitende Domane nicht, bindet aber den
gleichen Liganden. Der Signalweg lauft hier zunachst tber sog. TRAF-Molekile
(- TNF-receptor-associated factor®), die Uber Aktivierung weiterer Kinasen
schlielllich zur aktiven Form des NF-kB (,nuclear factor kappa B*) fuhren.
Dieser reguliert dann die Transkription im Zellkern. An diese Rezeptoren binden
Zytokine der B-Faltblatt-Gruppe (Scaffidi et al., 1999; Los et al., 1999; Torre-
Amione et al., 1996; Krown et al., 1996; Old et al., 1985).

Zytokin Rezeptor Familie
Klasse I Klasse 11 Klasse II1 Klasse IV
O
= = ? <

TRADD TRADD  IRAK \
FADD TRAF 12 TRAF-6

%/‘/ MORT- . o RAS

JAK/ TYK l NIK/IKK l
/ Caspase-3 l MAP-K
STAT/ RAS Y NF-kB

Caspase-DNAse

MAP-K/ ERK

PL,K Biologische
| - Funktion

vy

\- ¥

Abb. 2: Darstellung der Zytokin-Rezeptoren Klasse | - IV sowie der

entsprechenden Signalwege wie im Text ausgefuhrt.

Die Klasse |V-Rezeptoren zeichnen sich durch die Anwesenheit von 3
extrazelluldren Immunglobulin-dhnlichen Doméanen aus. Diese Gruppe
beinhaltet z. B. die IL-1-Rezeptoren. Wie schon bei den TNF-Rezeptoren
existieren auch bei IL-1 zwei verschiedene Rezeptortypen, der IL-1-RIl und der
IL-1-RIl (Wesche et al., 1997). Zur Bindung und Aktivierung des Rezeptors
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durch IL-1-Liganden sind alle drei Domanen notwendig, der IL-1 Rezeptor-
Antagonist hingegen bindet nur an die N-terminalen Domanen 1 und 2. Die zwei
Hauptsignalwege fuhren zum einen Uber die IRAK (IL-1-Rezeptor-assoziierte
Kinase), TRAF-6 und NIK (NF-kB-inducing kinase) zur Aktivierung des NF-kB,
und zum anderen Uber G-Proteine wie Ras zur Aktivierung von MAP (mitogen-
activated-protein)- und JN(c-jun N-terminal)-Kinasen (Martin et al., 1997).

Eine weitere, kurzlich beschriebene und charakterisierte Gruppe der Muster
erkennenden Rezeptoren, die Toll-Like-Rezeptoren (TLR), vermag ebenfalls
u.a. den Signalweg Uber IRAK, TRAF-6 und NIK zu nutzen. Liganden dieser
Rezeptoren werden als ,pathogen associated molecular patterns® (PAMPS) in
der Literatur erwahnt und zusammengefasst. Unter diesen Rezeptoren spielt
TLR-4 eine besondere Rolle, da TLR-4 nicht nur auf Zellen des Immunsystems,
sondern auch auf koronaren Endothelzellen und Kardiomyozyten exprimiert
wird (Brown et al., 1989; Elliott, 1998; Frantz et al., 1999; Zeuke et al., 2002).
Es gibt verschiedene Hinweise dafur, dass TLR-4 die Antwort des
Immunsystems auf Stimuli, wie z. B. HSP 70, Fibrinogenpeptide, Hyaluronsaure
und Fibronektin in Abwesenheit einer Infektion vermittelt. Diese werden durch
oxidativen Stress und Gewebsschaden (z. B. durch Ischamie oder Hitze)
induziert. Uber eine Aktivierung der o.g. Signalkaskade kommt es zu einer
Translokation von NF-kB in den Nukleus, das dort wiederum die Aktivierung
proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a und IL-6 induziert (Dvorak et al.,
1985; Smiley et al., 2001; Termeer et al., 2002; Okamura et al., 2001; Chen et
al., 1999; Dybdahl et al., 2002; Vabulas et al., 2002).

Der Vollstandigkeit halber mussen noch die Chemokinrezeptor-Familie sowie
die Tyrosinkinaserezeptoren der Rezeptor-Kinase-Familie erwahnt werden, die
allerdings fir die in dieser Arbeit untersuchten Zytokine und Hitze-Schock-

Proteine keine Rolle spielen (Loppnow, 2001).
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1.2.4. Wirkweise und Interaktion der Zytokine

Die Wirkprinzipien der Zytokine sind komplex. Durch gegenseitige
Beeinflussung in Konzentration und Funktion sowie Bildung von vielfaltigen
Zytokin-Kaskaden kommt es zu einem unubersichtlichen Zytokin-Netzwerk
(Theze et al., 1999). Zytokine werden in der Regel nach Stimulierung fir einen
bestimmten Zeitraum verstarkt produziert. Dieser Stimulus kann vielfaltige
Ursachen haben. In erster Linie zu nennen sind Infektionen mit
Mikroorganismen bzw. deren Bestandteilen (Rietschel et al., 1996) sowie die
Sepsis, wobei wahrend der klassischen Akut-Phase-Reaktion eine
Konzentrationserhohung von zunachst TNF-a, gefolgt von IL-1 und schlielich
von IL-6 beobachtet werden kann (Chrousos et al., 1995). Weiterhin spielen
immunologische Prozesse auch bei Trauma und Schock eine herausragende
Rolle (Faist et al., 1996; Kvetan et al., 1996; Schlag et al., 1993). Daneben sind
sowohl Autoimmunprozesse wie auch Neoplasien regelmaflig von einem
Konzentrationsanstieg der Zytokine begleitet (Wilson et al., 1995). Seit einigen
Jahren ist die Beteiligung immunologischer Mechanismen bei Krankheitsbildern
wie Herzinsuffizienz, Angina pectoris, Myokardinfarkt, Perikarditis und
Kardiomyopathien verstarkt in den Vordergrund gerlckt (Frangogiannis et al.,
2002; Niebauer et al., 2000; Sasayama et al., 1999; Kelly et al., 1997; Blum et
al., 2001; Lange et al., 1994). Auch z. B. Altersabhangigkeit (Wei et al., 1992)
und Auswirkungen von Spurenelementen wie Zink (Wellinghausen et al., 1997)
sind bei der Stimulierung der Zytokinproduktion beschrieben worden.

Neben diesen multifaktoriellen  Stimuli  zur Initierung bestimmter,
stimulusabhangiger Zytokinexpressionsmuster sind auch zahlreiche andere
Interaktionsmoglichkeiten beschrieben. So kann es bei Gegenwart mehrerer
Zytokine zu synergistischen Effekten kommen. So wird durch Interferon-y bzw.
IL-2 separat die TNF-Expression nur unwesentlich beeinflusst, bei
Vorhandensein beider Zytokine ist die Expression allerdings deutlich erhoht
(Narumi et al., 1990). Manche Zytokine aktivieren die Expression von
Rezeptoren, ohne die ein zweites Zytokin nicht in Aktion treten kann (Plaetinck
et al., 1990; Falk et al., 1989). Es findet weiterhin eine Negativ-Modulation der
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Zytokinproduktion statt. So wird z. B. die ,tissue-factor‘-Produktion durch IL-10
blockiert (Lindmark et al., 1998). Weiterhin hat IL-10 einen negativen Einfluss
auf die Produktion von IL-1 in Monozyten (Fiorentino et al., 1991). Beschrieben
ist auBerdem ein Regelkreis zwischen den vielfach antagonistisch wirkenden
Zytokinen TNF-a und dem antiinflammatorisch wirksamen Interleukin-10.
Hierbei regt TNF-a zunachst die Produktion von IL-10 an, welches dann
wiederum die TNF-a-Synthese reduziert (van der Poll et al.,, 1994). Auch die
Kompetition am Rezeptor mit reiner Blockade der Bindungsstelle fur den
Agonisten ist beschrieben (Eisenberg et al., 1990; Hannum et al., 1990). Ein
weiterer Weg der Inaktivierung sind Iosliche Rezeptoren, die eine Interaktion
der gebundenen Zytokine mit dem zellstandigen Rezeptor verhindern.
Beschrieben ist dieser Regulationsmechanismus z. B. fur TNF- und IL-1-
Rezeptoren (Symons et al., 1991; Arend et al.,, 1994). Auch flr bestimmte
Antikdrper wurde diese Moglichkeit in Betracht gezogen (Bendtzen et al., 1998).
Ein weiterer wichtiger Mechanismus der Regulation ist die Senkung der
Rezeptorexpression entweder fur ein anderes Zytokin (Manna et al., 1998;
Sbarba et al., 1996; Anthes et al., 1995) oder fur sich selbst (Takii et al., 1994;
Zohinhofer et al., 1992; Samanta et al., 1990). Die redundante Funktion einiger
Zytokine wurde bereits erwahnt. Besonders ausgepragt kommt dies bei TNF
und IL-1 zum Ausdruck, die beide z. B. Fieber verursachen, die Produktion
weiterer Zytokine stimulieren oder die Proliferation der Fibroblasten induzieren
(Flad et al.,, 1989). Die Redundanz kann z. B. bei der therapeutischen
Ausschaltung eines Zytokins durch teilweise Ubernahme seiner Funktion durch
andere Zytokine erschwerend wirken. Auch die Pleiotropie ist ein
Charakteristikum der Zytokine. Im Gegensatz zu den Hormonen, die in der
Regel nur eine Funktion ausuben, verursachen Zytokine viele Effekte an
unterschiedlichen Zielzellen. So ist z. B. TNF-a ein extrem pleiotropes Zytokin
mit nachhaltigem Einfluss auf den zellularen Stoffwechsel und ist verantwortlich
fur Gewichtsverlust, Fieber sowie die Akut-Phase-Reaktion bei Infektionen oder
Malignomen (Oppenheim et al., 1994; Paul et al., 1994; Rees et al., 1992).
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1.2.5. Zytokine und Herzinsuffizienz

Die Bedeutung der Zytokine fur die Entstehung sowie den Verlauf
verschiedener Herzerkrankungen ist seit vielen Jahren Gegenstand intensiver
Forschung. Bereits vor uber 30 Jahren wurde eine kontraktilitatshemmende
Wirkung durch Entziindungs- und Infektionsmediatoren beschrieben (Solis et
al., 1966; Wagensteen et al., 1971; Guntheroth et al., 1982). 1985 wurde bei
Patienten mit septischem Schock eine im Blut zirkulierende kardiodepressive
Substanz nachgewiesen (Parillo et al., 1985). Diese wurde 1988 durch Michie
et al. als TNF-a identifiziert (Michie et al., 1988). In verschiedenen
Experimenten konnte eine positive Korrelation zwischen erhdhten
Zytokinspiegeln und herabgesetzter myokardialer Kontraktilitat bzw. Auftreten
einer dilatativen Herzmuskelerkrankung erbracht werden (Hegewish et al.,
1990; Pagani et al., 1992; Parillo, 1993; Hollenberg et al., 1989; Suffredini et al.,
1989). 1990 wurde erstmals von Levine et al. eine Erhdhung des Plasma-
Spiegels fur TNF-a bei Patienten mit schwerer Herzinsuffizienz im Stadium der
Kachexie beschrieben, welcher von aktivierten Makrophagen produziert wird.
Spater konnte gezeigt werden, dass TNF-a auch direkt im Herzen exprimiert
wird (Oral et al., 1997). In den darauffolgenden Jahren wurde eine Vielzahl von
Studien und experimentellen Arbeiten vorgestellt, die den Einfluss
immunologischer Mechanismen auf Krankheitsbilder wie Herzinsuffizienz,
Angina pectoris, Myokarditis, Kardiomyopathien und koronare Herzkrankheit
belegten und deren Wirkmechanismus zu erklaren versuchten. Heute ist klar,
dass Zytokine von allen Zellen des Myokards, die einen Zellkern besitzen,
exprimiert werden konnen (Kapadia et al., 1995). Das legt nahe, dass ihre
Funktion weit Uber die Beeinflussung immunologischer Prozesse hinausreicht.
Das Interesse an der Aufklarung der Rolle der Zytokine fur die Herzinsuffizienz
erklart sich nicht zuletzt aus der Beobachtung, dass viele Aspekte des
Syndroms Herzinsuffizienz mit den bekannten biologischen Effekten der
proinflammatorischen Mediatoren erklart werden koénnen. So kdnnen
héhergradige Zytokinkonzentrationen, wie sie bei Herzinsuffizienz beobachtet

werden, z. B. eine progressive linksventrikulare Dysfunktion und
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linksventrikulares Remodeling, pulmonale Odeme und Kardiomyopathien
verursachen (Bozkurt et al., 1998; Kubota et al., 1997; Thaik et al., 1995). Eine
Arbeit von Kapadia et al. aus dem Jahr 1998 gibt einen Uberblick Uber die
bekannten kardialen Zytokineffekte. Danach sind zu den oben genannten noch
die endotheliale Dysfunktion, Apoptose von Kardiomyozyten, Reduktion der -
Adrenozeptor-Signaltransduktion, reduzierte Durchblutung der Skelett-
muskulatur sowie Kachexie anzufugen. Diese Veranderungen waren nach
Gabe von Ioslichen TNF-a-Bindeproteinen zum Teil reversibel (Kapadia et al.,
1995). Jungere klinische Studien liefern Hinweise darauf, dass durch eine TNF-
a-Inhibition eine Verbesserung der Symptome und eine Erhéhung der
Ejektionsfraktion erreicht werden kann (Bozkurt et al., 2001; Deswal et al.,
1999; Sliwa et al.,, 1998). Allerdings sind Studien, die die Wirkung von
rekombinanten TNF-Rezeptoren (Etanercept, RENAISSANCE, RECOVER,
RENEWAL) bzw. Antikérpern gegen TNF (Infliximab, ATTACH) belegen sollten,
wegen eines fehlenden Nutzens bzw. sogar erhohter Sterblichkeit der
Herzinsuffizienzpatienten (ATTACH) negativ ausgefallen bzw. frihzeitig
abgebrochen worden (Mann et al., 2002; Packer et al., 2002).

Als ein wichtiger Mechanismus der funktionalen Beeinflussung hat sich die
zytokininduzierte Erhéhung der Stickstoff-Monoxid-Konzentration erwiesen. In
verschiedenen Tiermodellen konnte eine transkriptionelle Aktivierung der iINOS
(induced Nitric-Oxide-Synthase) nachgewiesen werden (Lewis et al., 1996;
Yang et al., 1994). Daraufhin konnte gezeigt werden, das TNF-a und IL-6 im
Saugetier-Kardiomyozyten (Stein et al., 1996) und im isolierten
Hamsterpapillarmuskelpraparat eine negativ inotrope Wirkung entfalten, die
durch Stickstoff-Monoxid uber die iINOS vermittelt wird (Finkel et al., 1992).
Stickstoff-Monoxid (NO) kann durch 3 verschiedene Enzyme generiert werden:
durch die neuronale NO-Synthetase (nNOS), die endotheliale NO-Synthetase
(eNOS) sowie durch die induzierbare NO-Synthetase (INOS). Weder iNOS
MRNA noch Protein sind normalerweise im Herzen nachweisbar (Drexler et al.,
1998). Im Herzen von Patienten mit Herzinsuffizienz wird iNOS allerdings
exprimiert. Die kardiale iNOS-Aktivitat im insuffizienten Myokard schwacht die

Ansprechbarkeit auf die (-adrenerge Stimulation wahrscheinlich Uber die
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Aktivierung einer cGMP-abhangigen Proteinkinase ab, indem letztlich der
Kalziumeinstrom reduziert wird (Mery et al., 1991). Die iINOS wird durch
proinflammatorische Zytokine stimuliert (Mann et al., 1999; Meldrum et al.,
1998). Neben der negativ inotropen Wirkung fuhrt die verstarkte NO-Stimulation
durch Zytokine ebenfalls zu einer Apoptose der Kardiomyozyten (Krown et al.,
1996; Pinsky et al., 1995).

Neben den direkten Auswirkungen am Myokard zeigen Zytokine auch noch
andere Effekte, welche die Entwicklung einer Herzinsuffizienz beeinflussen
kénnen. So kommt es ebenfalls Uber die verstarkte iINOS-Stimulation in
Endothelzellen, glatten Muskelzellen und Makrophagen zu einer peripheren
Vasodilatation (Joulou-Schaffer et al., 1991; Knowles et al., 1990), was eine
Verminderung der Nachlast und damit eine Verbesserung der Auswurfleistung
zur Folge hat. TNF-a fUhrt aber auch zu einer Erhéhung der Vorlast durch
Lungenddemneigung (Hocking et al., 1990; Horgan et al., 1993). IL-6 ist in der
Lage, die Plasma-Konzentration von Kortikotropin und Kortisol deutlich Uber die
Spiegel zu heben, die durch maximale Dosen von Kortikotropin-Releasing-
Hormon mdglich sind und soll auRerdem die Plasma-Konzentration von Arginin-
Vasopressin anheben koénnen (Mastorakos et al., 1994). Auch diese
Mechanismen flihren zu einer Erh6hung der Vorlast. TNF-a hat steigernden
Einfluss auf die Herzfrequenz (Pagani et al., 1992; Suffredini et al., 1989). Ein
direkt positiv chronotroper Effekt durch Zytokine Iasst sich auch hier mittels des
Stickstoff-Monoxid-Systems im isolierten Kardiomyozyten nachweisen (Oddis et
al., 1994). Diese Beispiele sowie Abb. 3 (nachste Seite) zeigen den komplexen,
multifaktoriellen Einfluss der Zytokine auf die Entwicklung bzw. den Verlauf der

Herzinsuffizienz und anderer Herzerkrankungen.
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Entziindungsmediatoren
Herzinsuffizienz

Abb. 3: Potentielle Mechanismen bzw. Mediatoren, welche zur kontraktilen

Dysfunktion von Kardiomyozyten flihren kénnen (nach Kelly RA, 1997).

1.2.6. Zytokine und Polymorphismen

Das Tumor-Nekrose-Faktor-Gen liegt in der Klasse-llI-Region des Haupt-
histokompatbilitatskomplex (engl. MHC) auf dem kurzen Arm von Chromosom
6, ca. 250 Kilobasen (kb) von dem Genlocus fur HLA-B (human leucocyte
antigen-B) entfernt in Richtung Zentromer und ca. 850 kb von der Klasse-II-
Region des MHC entfernt in Richtung Telomer. Der MHC ist ein 4 Megabasen
(Mb) langer DNA-Strang auf dem kurzen Arm von Chromosom 6, der ca. 0,1%
des menschlichen Genoms beinhaltet. Es sind heute weit uber 100 Gene
bekannt, die im MHC Uberwiegend fur immunologisch relevante Proteine
kodieren. Man unterscheidet 3 Klassen von MHC-Molekulen:

Klasse-I-Moleklle sind die menschlichen HLA-A, -B, und -C-Molekule, die auf
allen Zellen in unterschiedlicher Dichte exprimiert werden und innerhalb des
Immunsystems als Prasentationsmolekule fur zellinterne Antigene dienen. Die

Klasse-lI-Moleklle sind ebenfalls antigenprasentierend, allerdings fur exogen
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aufgenommene Antigene. Sie werden hauptsachlich auf
lymphohamatopoietischen Zellen und Makrophagen exprimiert. Fur sie gibt es 3
menschliche Genregionen, HLA-DP, -DQ, und -DR, deren Produkte sich auch
kombinieren konnen. Nicht eigentliche MHC-, d. h. antigenprasentierende
Molekule, die aber im MH-Komplex kodiert werden, sind die Klasse-llI-
Molekule. Dies sind u. a. die Komplement(C)-Komponenten C2 und C4, das

Hitzeschockprotein HSP 70 und Interleukine sowie der Tumor-Nekrose-Faktor.

< Zentromer Telomer

B L NN R R ]

DQ DR KOMPL HSP70

< >
Klasse Il

< >
Klasse Il

< >
Klasse |

Abb. 4: Struktur des menschlichen Haupthistokompatiblitatskomplex (MHC).
Der MHC ist ein 4 mb langer DNA-Strang auf dem kurzen Arm von

Chromosom 6 und beinhaltet mindestens 110 Gene. Die zentromerwarts
gelegene Klasse-lI-Region beinhaltet HLA-DR, -DQ und DP. Telomerwarts
liegt am Ende die Klasse-I-Region, sie beinhaltet die HLA-A, -B und -C-
Molekule. Dazwischen liegt die Klasse-IlI-Region mit der Information fur TNF,

HSPA1L/1B und das Komplementsystem.

Eine herausragende Eigenschaft des MHC ist die hohe Rate an
Polymorphismen innerhalb der Gene aller drei Molekulklassen. So sind z. B.
uber 70 Allele fur HLA-A bekannt.

Die Genloci fir TNF-a und TNF-( liegen innerhalb eines 7 kb langen Stranges

in Tandemformation nebeneinander und sind durch einen 1.1 kb langen Strang
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getrennt. Die Produktion wird auf transkriptionaler und posttranskriptionaler
Ebene reguliert (Sariban et al., 1988). Auf transkriptionaler Ebene nimmt der
1100 bp lange, intermediare Strang eine Schlusselrolle fur die TNF-a-
Produktion ein, da hier die Promotor-Enhancer-Region liegt (Goldfeld et al.,
1990). Fur diese Region sind bis heute 4 Polymorphismen an den Positionen -
308 (Wilson et al., 1993), -238 (Brinkmann et al., 1994), -376 (D’Alfonso et al.,
1994) und -163 (Hamann et al., 1995) beschrieben, die alle eine Substitution
von Guanosin durch Adenosin zeigen.

Die Polymorphismen -308G/A-Polymorphismus im TNF-a- und +252G/A-
Polymorphismus im TNF-B-Gen wurden in verschiedenen Arbeiten auf ihren
funktionellen Einfluss untersucht. In einer Vorarbeit von Wilson et al. aus dem
Jahr 1993 wurde der Polymorphismus an Position -308 als Teil des HLA-A1-B8-
DR3-DQ2-Haplotyps erstmals beschrieben und dieser zugleich mit einer
Erhéhung der TNF-a-Konzentration im Serum im Vergleich mit dem Wildtyp in
Verbindung gebracht. In einer weiteren Arbeit der gleichen Gruppe konnte
gezeigt werden, dass der -308 Polymorphismus selbst einen funktionalen Effekt
auf die Transkription besitzt und so die TNF-a-Konzentration signifikant erhoht
(Wilson et al., 1997). Erklart wird dies mit der Lage des Polymorphismus in der
fur die Synthese des Proteins relevanten Promotor-Enhancer-Region des DNA-
Strangs.

Der im ersten |Intron in der Promotor-Region fur TNF-B liegende
Polymorphismus an Position +252 wurde erstmals 1991 von Messer et. al.
beschrieben. Die Substitution eines Adenosins durch ein Guanosin geht hier
zum einen immer mit einem zusatzlichen Cytosin—Guanosin-Austausch an
Position +368 sowie mit einem weiteren Cytosin—Adenosin-Austausch an
Position +722 einher. Durch diesen C—A-Polymorphismus in Exon 3 des TNF-
B-Gens wird an der Aminosaurenposition 26 statt eines Threonins ein
Asparagin codiert. Daruber hinaus besteht bei Vorliegen des Polymorphismus
an Position +252 eine Konzentrationserhnohung des TNF-B, die ursachlich auf
eine verstarkte Transkriptionsaktivierung durch den +252-A—G-Genotyp

zurtckgefuhrt wird (Messer et al., 1991).
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Das Gen fir Interleukin 6 ist auf dem Chromosom 7 p21-p14 lokalisiert. Es hat
eine GrofRe von ca. 5 kb und besitzt 5 Exons und 4 Introns (Sehgal et al., 1986).
Die Anzahl der Aminosauren des Proteins betragt 184 AS, was zu einem
Molekulargewicht von ca. 26 kDa fuhrt (Heinrich et al., 1998). Bisher wurden 5
verschiedene Polymorphismen im Bereich des IL-6-Gens beschrieben. Davon
befinden sich 4 in der Promotorregion an den Positionen -597G>A, -572G>C,
(-392) — (-373)AnTn sowie an Position -174G>C (Seghal et al., 1986; Yasukawa
et al.,, 1987; Fugger et al., 1989; Fishmann et al., 1998). Ein weiterer
Polymorphismus in Form einer 40bp langen Wiederholungssequenz von AT
konnte hinter dem Stop-codon der 3’flanking region an Position +528
beschrieben werden (Bowcock et al., 1989; Murray et al., 1997).

Von den hier erwahnten Polymorphismen ist bisher hauptsachlich der
-174G>C-Polymorphismus auf seinen Einfluss bezuglich der Transkription
beziehungsweise der Wirkung des Interleukin 6 untersucht worden. Dies erklart
sich aus seiner Lokalisation innerhalb der Promotorregion, da der
Polymorphismus in einem Abschnitt liegt, der einen negativ regulatorischen
Effekt auf die Transkription von IL-6 hat (Ray et al., 1990). So konnte z. B.
experimentell eine verminderte |L-6-Transkription an mit IL-1 bzw.
Lipopolysaccharid stimulierten HelLa-Zellen in vitro nachgewiesen werden, die
Uber das IL-6-174C-Allel verfugten (Fishmann et al., 1998). Weiterhin konnte
eine Assoziation zwischen dem -174C-Allel und einer erniedrigten IL-6-
Plasmakonzentration in vivo gesehen werden (Fishmann et al., 1998). Eine
weitere Untersuchung, welche die funktionalen Effekte der 4 Promotor-
Polymorphismen innerhalb bestimmter Haplotypen untersuchte, zeigte ebenfalls
eine reduzierte IL-6-Plasma-Konzentration bei all den Haplotypen, die das
174C-Allel beinhaltet hatten im Vergleich zu denen, welche das -174G-Allel
besallen (Terry et al., 2000).

Die genetische Information fur die Interleukin 10-Promotorregion ist auf dem
Chromosom 1 zwischen 1931 und 1932 lokalisiert und hat eine Lange von ca.
5 kb (Kim et al., 1992; Eskdale et al., 1995, 1996, 1997, 1998). Bisher konnten

mehrere sog. ,single nucleotide polymorphisms® der Promotorregion
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beschrieben werden, von denen die Polymorphismen an den Positionen -
1082G/A, -819C/T und -592C/A am langsten bekannt sind (Kube et al., 1995;
Lazarus et al., 1997). In den Bereichen von ca. -1.1 kb und ca. -4 kb konnten
zwei repetetive CA-Sequenzen als Mikrosatelliten, IL10.G und IL10.R, gefunden
werden (Eskdale et al., 1995, 1996). Weiterhin wurden kirzlich mehrere neue
Polymorphismen der Promotorregion an den Positionen -3533, -2769, -2739, -
2013, -1349, -1255, -851 und -657 identifiziert (Kube et al., 2001; Gibson et al.,
2001; Wood et al., 2001; D’Alfonso et al., 2000; Eskdale et al., 1999).

Der in dieser Arbeit untersuchte Polymorphismus der IL-10-Promotorregion an
Position -1082 liegt inmitten einer DNA-Sequenz, die mit einem GGAA/G-Motiv
zu einem Transkriptionsfaktor korrespondiert (Kube et al., 1995). Es konnte
gezeigt werden, dass die hauptsachlich auf transkriptionaler Ebene gesteuerte
IL-10-Synthese bei Vorliegen des G-Allels hdher ist als bei Vorhandensein des
A-Allels (Turner et al., 1997). Auch der in dieser Arbeit untersuchte IL 10 -
819CT-Polymorphismus liegt in der Promotorregion. Es besteht eine enge
Verknipfung mit dem IL 10 -592CA-Polymorphismus und es kommen regelhaft
entweder CC- bzw. TA-Haplotypen zur Auspragung. Der TA-Haplotyp ist

assoziiert mit einer erniedrigten IL-10-Synthese (Hobbs et al., 1998).

1.3. Hitzeschockproteine

1.3.1. Definition

Die Beobachtung, dass ein subletaler Temperaturanstieg verschiedene
zellulare Veranderungen induziert, welche die Zelle vor weiterem Hitzeschaden
schitzen kdnnen, fihrte zu der Entdeckung eines Abwehrmechanismus, der als
,heat shock response“ bezeichnet wird. Teil dieses Mechanismus auf
molekularer Ebene ist die Synthese von so genannten Hitzeschockproteinen
(HSP). Diese erfullen innerhalb der Zelle eine Vielzahl von Funktionen. Z. B.

haben sie eine unterstlitzende Funktion fur die korrekte Faltung von Proteinen,
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bei der Translokation von oligomeren Proteinen und zellschitzende Aufgaben
gegenuber unterschiedlichen Noxen. Dies erfullen sie als ,molekulare
Chaperone®, indem sie nicht korrekt gefaltete oder denaturierte Proteine
erkennen und mit ihnen einen Komplex bilden. Das fuhrt entweder zu dem
Ausbilden einer korrekten Proteinstruktur oder zur Degradation und
Verhinderung weiterer Aggregationsbildung von Proteinbestandteilen. HSP's
sind in allen Zellen vorhanden bzw. bei Bedarf induzierbar. |hre Einteilung in
bestimmte Familien erfolgt nach ihrem jeweiligen ungefahren Molekulargewicht,
das von 10kDa (kiloDalton) bis 150kDa reicht. Als Noxe zur Induktion eines
,heat shock response“ wirken neben dem Temperaturanstieg auch andere, die
Zellproteinstruktur destabilisierende Ereignisse oder Stoffe wie z. B. Hypoxie,
Glukosemangel, bakterielle Endotoxine, virale Infektionen, zytotoxische
Medikamente und proinflammatorische Zytokine. Die Expression der die HSP's
kodierenden Gene wird durch sogenannte Hitzeschock-Faktoren (HSF)
reguliert. Diese sind normalerweise im Zytosol an HSP’s gebunden. Sind Zellen
Stress ausgesetzt, werden die HSF phosphoryliert und bilden Trimere. Diese
binden im Nukleus an die Hitzeschock-Elemente in der Promotorregion des
entsprechenden Gens. Hierdurch wird eine verstarkte Transkription induziert
(Santoro et al., 2000; De Maio et al., 1999; Li et al., 2002; Feder et al., 1999).

1.3.2. Hitzeschockproteine und Herzinsuffizienz

In den letzten Jahren konnten mehrere unabhangige Untersuchungen zeigen,
dass eine erhdhte Expression von Hitzeschockproteinen das Herz zum Teil vor
den Auswirkungen von bestimmten Noxen wie einer akuten Ischamie oder dem
Reperfusionsschaden schutzen kann (Yellon et al., 1992; Donnelly et al., 1992;
Vogt et al., 2000). Marber et al. konnten in Tierexperimenten zeigen, dass eine
erhdhte myokardiale Konzentration an HSPA1 nach Hitzeexposition in einer
verminderten Empfindlichkeit der Myozyten gegenuber akuter Ischamie nach
Ligatur von Koronararterien resultierte. Dieses Ergebnis wurde durch ahnliche
Arbeiten bestatigt (Walker et al., 1993; Mestril et al., 1994). In Experimenten mit
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transgenen Mausen, die vermehrt menschliches HSP im Myokard exprimierten,
konnte nach induzierter Ischamie und anschliel3iender Reperfusion ein deutlich
besseres funktionales Ergebnis sowie eine verringerte Infarktgrofe im Vergleich
zur Kontrollgruppe erreicht werden (Radford et al., 1996; Hutter et al., 1996;
Marber et al., 1995). In neueren Ubersichtsarbeiten wird hierfir in erster Linie
die HSPA1-Familie verantwortlich gemacht (Pockley et al., 2002; Latchmann et
al., 2001).

Die eigentlich zugrunde liegenden Mechanismen fur die Protektion des
Myokards sind noch nicht geklart, allerdings bieten neuere Untersuchungen
einige Erklarungsansatze. So sollen die HSP’s eine wichtige Rolle bei der
Verhinderung bzw. Eingrenzung des sogenannten Reperfusionsschadens
spielen. Hierbei kommt es durch eine stark erhdhte Konzentration an
Sauerstoffradikalen zu einer Schadigung der Myozyten, die entweder durch die
Radikale selbst oder durch sie in Gang gesetzte Kaskaden mit
proinflammatorischer Wirkung eintritt (Lefer et al., 2000). In erster Linie werden
dabei Makromolekule wie Lipide, DNA und andere Zellproteine angegriffen. Die
Hitzeschockproteine, die in allen Zellkompartimenten, vor allem aber im
Zytoplasma, den Mitochondrien, dem Endoplasmatischen Retikulum und dem
Zellkern zu finden sind, kénnen dort durch Anlage und Komplexbildung eine
Denaturierung  verhindern. Es  wurde gezeigt, dass sich der
Konzentrationsanstieg der HSP in diesem Fall proportional zu der gesteigerten
Aktivitat der antioxidativen Enzyme wie der Katalase verhalt (Benjamin et al.,
1998). Als weiterer Mechanismus wurde die Interaktion von HSP mit
proinflammatorischen Zytokinen, wie z.B. TNF-a, IL-6 und Interferon-y,
beschrieben, welche die HSP-Expression induzieren konnen (Pockley et al.,
2002). Auch wurde vermutet, dass HSP's als extrazellulare Signalmolekile in
der Lage sind, die Zytokinproduktion anderer Zellen zu hemmen. Hierzu wurde
von Dybdahl et al. kurzlich das CD-14-Antigen bzw. der Toll-like-receptor 4 als
entsprechender Rezeptor beschrieben. Darliber hinaus konnte eine
Beeinflussung des NFkB-Signalweges durch die HSP gefunden werden. Da
dieser Signalweg die Transkription einiger proinflammatorischer Zytokine

reguliert, kommt es zu einer verminderten zellularen Immunantwort (Malhotra et
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al, 2002). Schlie3lich konnte in einem Tierexperiment mit induzierter Ischamie
und Reperfusionsschaden gezeigt werden, dass die protektive Wirkung der
erhohten HSPA1-Konzentration stark von der Suppression inflammatorischer
Zytokine abhangt (Grunenfelder et al., 2001).

Weiterhin wird eine Verbindung zwischen den HSP und dem NO-Signalweg
vermutet. Obwohl die genauen Wirkprinzipien zwischen HSP und NO noch
nicht bekannt sind, lasst sich dennoch eine gleichgerichtete Assoziation
zwischen der HSPA1-Expression und der NO-Produktion zeigen. Das deutet
darauf hin, dass NO die HSPA1-Expression und Synthese aktivieren kann und
dadurch einen Schutz gegen die zytotoxischen Effekte von TNF-a bietet
(Latchmann, 2001; Zingarelli et al., 2002; Arnaud et al., 2001).

Daruber hinaus kommt HSPA1 auch eine Rolle bei der Apoptoseregulation zu.
Auch hier sind die genauen Zusammenhange noch unklar, allerdings konnte
gezeigt werden, dass HSPA1 in der Lage ist, die Freisetzung von Zytochrom ¢
aus dem Mitochondrium und somit die Aktivierung von Kaspase-3 und
Kaspase-9 zu verhindern. Diese Freisetzung stellt einen entscheidenden
mitochondrien-abhangigen Weg zur Apoptoseinduktion dar (Christians et al.,
2002). Weiterhin ist eine Suppression der c-Jun N-terminalen Kinase-Aktivitat
beschrieben, was eine erhohte Zelltoleranz gegenuber der Kaspase-
unabhanigen Apoptoseinduktion zur Folge hat (Gabai et al., 2000).

In weiteren Arbeiten konnten noch andere protektive Funktionen von HSPA1
gefunden werden. So wird HSPA1 eine Funktion bei der fibrotischen Reparation
nach myokardialem Schaden zugesprochen, indem es die Kollagensynthese
sowie Ausbildung und Reparatur von lonenkanalen vorantreibt (Latchmann,
2001). Als entscheidender Schritt fur die ATP-Synthese in Myozyten konnte das
Offnen von ATP-abhangigen Kaliumkanalen, besonders im Mitochondrium,
identifiziert werden. Durch die Stabilisierung bzw. Reparatur dieser Kanale
unter Stressbedingungen kann die erhohte HSPA1-Konzentration eine
protektive und  stabilisierende  Wirkung auf den mitochondrialen
Energiestoffwechsel sowie auf die Zellfunktion der beschadigten Myozyten
haben (Sammut et al., 2001).
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Dass diese Befunde auch fur den klinischen Alltag Bedeutung haben kénnen,
konnten Vogt et al. zeigen, indem sie eine Korrelation nachwiesen zwischen
dem Ergebnis einer aorto-koronaren Bypassoperation bei Patienten mit
praoperativ stattgehabter schwerer Angina pectoris und dem Vorhandensein
von Immunglobulin G-Antikérpern gegen HSPA1 bzw. reduzierter antioxidativer
Kapazitat im Patientenserum. Das Vorhandensein der Antikérper gegen HSPA1
wird als immunologische Reaktion auf die verstarkte Induktion und Synthese
des Hitzeschockproteins verstanden und zeigt indirekt die Reaktion der
Myozyten auf die Ischamie durch die stattgehabte Angina pectoris (Vogt et al,
2004).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass HSPA1 eine wesentliche Rolle in
der Reaktion des Myokards auf Ischamie spielt und Fehlregulationen in diesem
komplexen Geschehen durchaus in der Pathogenese der Herzinsuffizienz eine

Rolle spielen konnten.

1.3.3. Hitzeschockproteine und Polymorphismen

Wie das Tumor-Nekrose-Faktor-Gen sind auch die HSP70-Gene innerhalb des
MHC in der Klasse-llI-Region lokalisiert. Hier konnten bisher drei verschiedene
Genloci identifiziert werden, die fur das HSP70-Protein kodieren. Die beiden
hier untersuchten Proteine werden seit einer vor kurzem vollzogenen
Nomenklaturanderung HSPA1L (HSP70-hom) bzw. HSPA1B (HSP70-2)
genannt. Sie sind zwischen den Genloci fur TNF und den Komplementfaktoren
eingebettet und beginnen 92 kb telomerwarts des C2-Gens. Die Analyse der
Nukleotidsequenzen ergab zunachst zwei intronlose Gene, die 12 kb weit
auseinander liegen, namlich HSP70-1 und HSP70-2. Es konnte gezeigt werden,
dass sie fur ein identisches, 641 Aminosauren langes Protein kodieren. Ein
drittes, ebenfalls intronloses Gen, das sich 4 kb telomerwarts von HSP70-1
befindet, kodiert fir ein mehr basisches Protein, HSP70-hom, wobei die
Sequenz zu 90% mit der von HSP70-1 identisch (homolog) ist (Milner und
Campbell, 1990).
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In einer weiteren Arbeit von Milner und Campbell aus dem Jahr 1992 wurden
die Sequenzen der drei fir HSP70 kodierenden Gene auf Polymorphismen
untersucht. Fur HSP70-1 konnten drei Polymorphismen an den Positionen -110,
190 und 438 gefunden werden. Die Position 438 liegt zwar in der kodierenden
Region, der Ersatz von C nach T ist allerdings eine stille Mutation. Das
Nukleotid -110 liegt in der 5’-flanking-region von HSP70-1 nur drei Basenpaare
entfernt von dem heat-shock-element, das fur die Hitzeinduzierbarkeit des
HSP70-1-Gens wichtig ist. Hier liegt eine Mutation von A nach C vor, die aber
nach dieser Arbeit keinen Einfluss auf die Hitzeinduzierbarkeit zu haben
scheint. Cascino et al. beschreiben eine Assoziation der HSP70-1-Allele des
Position-110-Polymorphismus zu unterschiedlichen HLA-Phenotypen. Hierbei
ist HSP70-1A mit allen DR-2 und den meisten DR-4, DR-5 und DR-7-
Haplotypen assoziiert, wobei HSP70-1C Uberwiegend mit dem DR-3-Haplotyp
auftritt. Allerdings kommt es im Vergleich zwischen Patienten, die an einer stark
HLA-assoziierten Erkrankung wie Systemischer Lupus Erythematodes,
Rheumatoide Athritis oder Multipler Sklerose leiden, und einer Kontrollgruppe,
zu keinem signifikanten Unterschied der Allelfrequenz von HSP70-1 (Cascino et
al., 1993).

Flr HSP70-2 konnten Polymorphismen an den Positionen 145, 1267 und 2074
beschrieben werden. Von diesen Polymorphismen liegen sowohl Position 1267
als auch 2074 in der kodierenden Region, korrespondieren nach den
Ergebnissen von Milner und Campbell allerdings auch mit stillen Mutationen.
Allerdings gibt es nach einer Studie von Pociot et al. (1993) eine Assoziation
zwischen dem 1267-Polymorphismus und der variablen Expression von HSP
70-2-mRNA.

Innerhalb der Sequenz des HSP70-hom-Gens lassen sich zwei
Polymorphismen nachweisen. Der erste an Position 1097 wird ebenfalls als
stille Mutation beschrieben. Der zweite Polymorphismus allerdings fuhrt durch
eine Verschiebung von T nach C an Position 2437 zu einer Veranderung der
korrespondierenden Aminosaurensequenz des Proteins. An Position 493 des
Proteins findet ein Ersatz von Methionin durch Threonin statt. Diese Position

liegt innerhalb der peptid-bindenden Domane von HSP70. Dem Strukturmodell
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fur HSP70 von Rippmann et al. (1991) zufolge liegt die Aminosaureposition 493
in einer B-Faltblatt-Struktur, die den Boden der Peptid-bindenden Rinne bildet.
Durch den Austausch des unpolaren, hydrophoben Methionins durch das
polare, neutrale Threonin ist eine Veranderung der peptidbindenden Spezifitat
zwischen unterschiedlichen HSP70-hom-Allelen maéglich (Milner und Campbell,
1992).

1.4. Koronare Herzerkrankung als Ursache der Herzinsuffizienz

Wahrend bis Ende der 1980er Jahre die arterielle Hypertonie als atiologischer
Faktor der Herzinsuffizienz unbestritten im Vordergrund stand, zeigt das
SOLVD-Register seit Anfang der 90er Jahre ein anderes Bild. In der
Patientengruppe mit manifester Herzinsuffizienz fuhrt nach dieser Studie die
ischamische Herzerkrankung die Reihenfolge der haufigsten Faktoren an, und
zwar bei 53 % der mannlichen und bei 42% der weiblichen Patienten. Die
arterielle Hypertonie wurde nur bei 15% der Manner sowie bei 22% der Frauen
als Ursache der Insuffizienz gesehen. In der Patientengruppe mit myokardialer
Schadigung ohne manifeste Herzinsuffizienz zeigt sich die KHK in 78% der
Manner sowie in 60% der Frauen als Hauptursache der Schadigung, die
arterielle Hypertonie jedoch nur bei 3% der Manner und 7% der Frauen (McKee
et al., 1971; Bangdiwala et al., 1992). Im weiteren Verlauf erweist sich die
koronare Herzkrankheit unverandert als haufigster atiologischer Faktor fur die
Manifestation einer Herzinsuffizienz. Der diesbezlgliche prozentuale Anteil an
der gesamten Patientenzahl betragt ca. 60% (MERIT-HF Study Group, 1999;
Cohn et al., 2001). Einschrankend muf} jedoch gesagt werden, dass in
epidemiologischen Studien wie der Framingham-Studie unverandert die

arterielle Hypertonie als fihrende Ursache der Herzinsuffizienz angesehen wird.
Die Folge der koronaren Herzkrankheit ist eine Durchblutungsstorung des

Herzmuskels mit entsprechender Funktionsstérung des Myokards. Diese kann

reversibel oder irreversibel sein und in beiden Fallen, wenn zum Teil auch nur
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zeitlich begrenzt, zur Auspragung einer Herzinsuffizienz flhren. Die
Funktionsstérungen kénnen folgendermafien unterteilt werden:
- Reversible Funktionsstorung durch passagere symptomatische Ischamie
- Reversible Funktionsstorung durch passagere asymptomatische Ischamie
- Reversible Funktionstérung durch ,stunned myocardium® trotz wieder
normaler Durchblutung
- Reversible Funktionsstorung durch ,hibernating myocardium® als Anpassung
an eine chronische Durchblutungsstorung
- Irreversible Funktionsstorung durch Nekrose und Vernarbung eines
Myokardbereichs
Das ,stunned myocardium® (engl. stunned: betaubt, gelahmt) stellt hierbei einen
Zustand von langer anhaltender  kontraktiler  Dysfunktion  nach
Ischamiereperfusion dar, woflir eine erhohte Konzentration an
Sauerstoffradikalen mit konsekutiver Membranschadigung und Stérung der
Erregungs-Kontraktions-Kopplung verantwortlich gemacht wird. Weiterhin wird
eine reperfusionsabhangige Storung der intrazellularen Kalziummobilisation, die
in eine Kalziumuberladung mundet und dadurch zu einer eingeschrankten
Sensitivitat der Myofibrillen gegenltber Kalzium fihrt, als mogliche Ursache
diskutiert (Ide et al., 2000; Bassenge et al., 1999; Duncker et al., 1998; Heusch
et al., 1996; Hearse 1991; Bolli et al., 1991).
Das ,hibernating myocardium® (lat. Hibernakel: Winterlager; Hibernation:
Winterschlaf) wird als ein reversibler Zustand kontraktiler Dysfunktion
bezeichnet, der im Verlauf einer chronischen Ischamie mit reduzierter
Koronardurchblutung, reduziertem Myokardstoffwechsel und kontraktiler
Funktion einhergeht und der uber einen langeren Zeitraum von Wochen bis
Monaten bestehen bleibt. Von Bedeutung ist hierbei, dass durch eine spater
einsetzende adaquate Reperfusion die kontraktile Funktion des hibernierenden
Myokards fast vollstandig wiederhergestellt werden kann (Pasquet et al., 1999).
Histomorphologisch zeigt sich ein Verlust des sarkoplasmatischen Retikulums,
ein Verschwinden und Ersatz der Myofibrillen durch Bindegewebe, Zerfall des
Zytoskeletts und Freisetzung von Zellrickstanden in den Extrazellularraum.

Eine Infiltration von Makrophagen und eine Fibroblastenproliferation fuhren zu
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einem Steiferwerden des Myokards, zu einer eingeschrankten Entfaltung der
Ventrikelwande und zu einer diastolischen Dysfunktion der Ventrikel. Weiterhin
wird die Dichte der a-adrenergen Rezeptoren hoch- und die -Rezeptordichte
herunterreguliert. Die Depression der Myokardfunktion unter Ruhebedingungen,
die trotz Erhalt der kontraktiien Reserve in den ischamischen Bereichen
besteht, kann hierdurch zum Teil erklart werden (Dispersyn et al., 2001; Shan et
al., 2000; Heusch und Schultz, 2000; Pasquet et al., 1999; Dorge et al., 1998).
.otunned“ oder ,hibernating myocardium® kann oft bei Patienten mit sehr
schlechter Funktion des linken Ventrikels festgestellt werden. Hier findet sich
haufig die Konstellation einer schweren Ventrikeldilatation, einer 3-
Gefalerkrankung und einer Neigung zu Herzinsuffizienz, ohne dass Infarkte in
der Anamnese bekannt sind. Ein solches Krankheitsbild kann auch als
ischamische Kardiomyopathie bezeichnet werden.

Ein weiterer Mechanismus der Anpassung wird durch den Begriff der
Jschamischen Prakonditionierung”® beschrieben. Dieser ist dadurch
charakterisiert, dass wiederholte kurze Ischamieperioden das Myokard
resistenter gegentber einem vollstandigen Gefallverschlu® werden lassen. Im
Tiermodell konnte gezeigt werden, dass 4 aufeinanderfolgende Phasen eines
Zirkumflex-Koronarverschlusses fur jeweils 5 Minuten die InfarktgrofRe bei
anschlieBendem dauerhaftem Verschlul3 tUber 40 Minuten um bis zu 75 %
reduzieren konnten (Murry et al., 1986). Zu ahnlichen Ergebnissen kamen auch
weitere Arbeitsgruppen, die dieses Phanomen zum Teil auch bei Menschen
feststellen konnten (Laskey et al., 1999; Ishihara et al., 1997; Andreotti et al.,
1996; Kloner et al., 1995; Yellon et al., 1993).

Die Mechanismen der Prakonditionierung sind bisher noch nicht geklart.
Unterschiedliche Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass z. B. die Verlangsamung
der anaeroben Glykolyse zu einer Verbesserung der myokardialen
Energiebilanz fuhrt (Wolfe et al., 1993; Murry, 1990). Weiterhin wurde die Rolle
der mitochondrialen ATP-abhangigen Kaliumkanale hervorgehoben (O Rourke,
2000; Gosh et al., 2000) sowie auf der Ebene der myokardialen Endothelzellen
protektive Mechanismen durch verminderte Neutrophilenadhasion und

Verringerung der Produktion der Adhasionsmolekule (ICAM-1) beschrieben
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(Laude et al., 2002). Auch die in dieser Arbeit untersuchten Zytokine und
Hitzeschockproteine wurden in unterschiedlichen Arbeiten hinsichtlich ihres
Einflusses auf die Entwicklung oder Vermeidung eines Reperfusionsschadens
und schliel3lich auch einer Herzinsuffizienz und weiterer Myopathien Uberpruft.
Diese Arbeiten wurden bereits in den Kapiteln 1.2.5 und 1.3.2 behandelt.

Kommt es im Rahmen einer Ischamie zu einer irreversiblen Funktionsstorung
durch Nekrose, folgen organeigene Kompensations- und Umbauprozesse, das
sogenannte Remodelling. Im Bereich der Myokardnekrose kommt es sowohl zu
einer Ausdunnung der Wand als auch zu einer Ausweitung des infarzierten
Wandabschnittes. Dies fuhrt zu Formveranderungen des Ventrikels, die so
lange fortschreiten, bis der bindegewebige Umbau zu einer Stabilisierung im
Infarktareal fuhrt. Die weiterfuhrenden globalen Anpassungsvorgange des
Ventrikels auf die veranderte Belastungssituation der einzelnen Wandabschnitte
mit Dilatation und Hypertrophie konnen noch Jahre nach dem Ereignis
festgestellt werden und fuhren zu einer zunehmenden systolischen und
diastolischen Funktionsstorung des Ventrikels. Aus der beeintrachtigten
Ventrikelfunktion ergeben sich dann subjektive Stérungen im Sinne einer
Herzinsuffizienz. Dieses symptomatische Stadium einer ischamischen
Herzinsuffizienz ist mitbestimmend fir das  Mortalitatsrisiko, da
Koronarpatienten mit symptomatischer Herzinsuffizienz nach 3 Jahren eine ca.
27% hohere Mortalitdt haben als vergleichbare Koronarpatienten ohne
Herzinsuffizienz. Bei schwer symptomatischen Patienten (NYHA 1V) ist die
Mortalitat sogar um ca. 70% hoher (Califf et al., 1982). In mehreren Studien
konnte die Ejektionsfraktion als wichtiger Pradiktor der Langzeitprognose
erkannt werden. Simoons et al. zeigten, dass eine Ejektionsfraktion von <30%
nach 3 Jahren eine Mortalitdt von 60% aufweist (1989). Auch die
Ventrikeldilatation und -verformung konnte als isolierter Pradiktor fur eine
erhohte Mortalitat erkannt werden (Gaudron et al., 1993). Schon 1979 wurde
gezeigt, dass das linksventrikulare Volumen, sowohl enddiastolisch wie
endsystolisch, einen hohen Vorhersagewert bezuglich der Langzeitprognose

bei Koronarpatienten besitzt (Hammermeister et al., 1979).
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2. Fragestellung und Zielsetzunq der Arbeit

In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass Entzindungsprozesse
neben neurohormonalen und hamodynamischen Anpassungsvorgangen und
der Bedeutung von freien Sauerstoffradikalen fur die Entstehung der
Herzinsuffizienz eine wichtige Rolle spielen. Die pathophysiologischen
Zusammenhange sind komplex und im Einzelnen noch nicht verstanden. Doch
scheint es moglich, durch Auswahl einer Subgruppe von Patienten mit
chronischer Herzinsuffizienz und gut definierter bzw. gut definierbarer Ursache,
namlich der koronaren 3-Gefallerkrankung, die Bedeutung mutmallich
relevanter Zytokine fur die Entwicklung der chronischen Herzinsuffizienz, wie IL-
6, TNF-a, IL-10, aber auch von HSP-70, naher zu untersuchen. Als
Kontrollgruppe sollen Patienten mit koronarer 3-Gefalierkrankung dienen, die
keine chronische Herzinsuffizienz entwickelt hatten.

Hierzu werden die Allel-Frequenzen von insgesamt 7 bekannten
Polymorphismen molekularbiologisch bei zwei homogenen, hinsichtlich der
Herzinsuffizienz aber differenten Gruppen ermittelt und auf eine statistisch
signifikante Abweichung hin miteinander verglichen. Ziel dieser Arbeit ist es,
den Nachweis von gehauft auftretenden Polymorphismen der pathogenetisch
relevanten Proteine innerhalb einer der beiden Patientengruppen zu erbringen,
um damit einen maoglichen Erklarungsansatz fur die unterschiedliche

Entwicklung der 3-GefalR-KHK beztiglich der Herzinsuffizienz zu liefern.
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3. Material und Methoden

3.1. Studiendesign und Patientengruppen

3.1.1. Studiendesign

In der vorliegenden Arbeit wurden Vollblutproben von zwei Patientengruppen
experimentell auf das Vorliegen von Polymorphismen verschiedener Zytokine
und Hitzeschockproteine untersucht. Die beiden Gruppen wurden nach dem
matched-pair-Verfahren mit den unten  aufgefuhrten  Ein-  bzw.
Ausschlusskriterien gebildet. Beide Gruppen setzen sich aus Patienten
zusammen, die zwischen 1997 und 2001 im Herzkatheterlabor der
Kardiologischen Klinik des Universitats-Klinikums Marburg untersucht wurden
und an einer 3-GefalR-KHK litten. In diesem Zeitraum wurden ca. 8600
Patienten linksherzkatheterisiert, von denen 1071 Patienten nachweislich an
einer 3-GefalR-KHK erkrankt waren. Die Ergebnisse innerhalb der beiden
Gruppen wurden durch unten aufgeflhrte statistische Methoden miteinander
verglichen. Ziel war es, einen signifikanten Unterschied in der Allel-Frequenz
der untersuchten Polymorphismen zwischen den beiden Gruppen festzustellen.
Das Studiendesign und die Wahl der statistischen Methoden wurden in der
Planungsphase mit dem Institut fur Medizinische Biometrie und Epidemiologie
(IMBE) der Philipps-Universitat Marburg besprochen.

Die Studie ist durch die Marburger Ethik-Kommission genehmigt worden.
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3.1.2. Patientengruppen

Da mogliche genetische Ursachen fur die unterschiedliche Entwicklung der
Herzinsuffizienz hinsichtlich einer dilatativen Herzmuskelerkrankung auf dem
Boden einer 3-GefaR-KHK untersucht werden sollten, wurde die Gesamtzahl
der 1071 Patienten in zwei Gruppen unterteilt. Die erste Gruppe hatte im
Krankheitsverlauf eine Herzinsuffizienz mit dilatativer Herzmuskelerkrankung
entwickelt, die zweite Gruppe nicht.

Als Kriterien fir das Vorliegen einer Herzinsuffizienz wurden die
echokardiographisch ~ ermittelte ~ Ejektionsfraktion  (EF) sowie  der
linksventrikulare enddiastolische Durchmesser (LVEDD) herangezogen. Die
linksventrikulare  Auswurffraktion  (LV-EF) und der linksventrikulare
enddiastolische Durchmesser (LVEDD) wurden nach den Richtlinien der
~<American Society of Echocardiography“ bestimmt (Schiller NB et al., 1989). Ein
weiteres Auswahlkriterium war die klinische Einteilung der Herzinsuffizienz
innerhalb der NYHA-Stadien I-1V (siehe Tabelle 1).

Dehmeetl  <a%  smm v
Deeel s sm
e sooen  assomn

Tabelle 1: Patientengruppierung nach Ejektionsfraktion (EF) und
linksventrikularem enddiastolischen Durchmesser (LVEDD) sowie die

entsprechende Stadieneinteilung nach NYHA (New York Heart Association).

Nun wurde das Vorliegen von weiteren Ausschlusskriterien anhand der
Krankenblatter Uberpruft. Als solche wurden Erkrankungen definiert, die eine
Herzinsuffizienz entweder verursachen oder modifizieren kdnnen und nicht zu
den klassischen Risikofaktoren einer koronaren Herzerkrankung gehdren.

Hierzu zahlen entzundliche Herzmuskelerkrankungen, Herzklappenerkran-
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kungen, Speichererkrankungen, mittel- bis hochgradige Lungen- oder
Nierenerkrankungen, Hyperthyreose und maligne Erkrankungen. Weiterhin
wurden Patienten mit Autoimmunerkrankungen wie Sklerodermie, rheumatoider
Arthritis oder Lupus erythematodes ausgeschlossen. Nach Anwenden dieser
Kriterien konnten zunachst 144 Patienten in die Gruppe 1 und 371 Patienten in
die Gruppe 2 aufgenommen werden. Um die beiden Gruppen in Bezug auf die
Krankheitsursache bzw. deren Modifikation moglichst homogen zu gestalten,
wurde neben Alter und Geschlecht zusatzlich das personliche
Risikofaktorenprofil fir KHK als Matchkriterium berlcksichtigt. Als klassische
Risikofaktoren flr die Entstehung einer koronaren Herzerkrankung gelten nach
der Framingham-Studie Fettstoffwechselstérungen (Lp(a)t, LDLf, HDL]),
Nikotinabusus, Hypertonie, Diabetes mellitus und das metabolische Syndrom
(Castelli et al., 1986). Unter Anwendung dieser Matchkriterien ergaben sich

folgende Gruppen (siehe Tabelle 2):

82 73 9 82 73 9
67.55 66.92 | 72.67 67.32 66.82 71.33

67.5 67 73 68 67 70
8.08 8.22 411 8.22 8.46 | 4.1
31.66 31.5 | 328 76.39 76.75 | 74.56
33 33 33 77 77 75
7.85 8.1 5.22 8.86 8.70 | 9.09

63.85 64.01 | 62.55 48.57 48.84 | 46.44

62 62 61 49.50 50 48
4.91 485 @ 5.14 4.94 493 445
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21 18 3 21 18 3
15 13 2 15 13 2
15 15 0 15 15 0
13 11 2 13 11 2
11 10 1 11 10 1
1 0 1 1 0 1
6 6 0 6 6 0

Tabelle 2: Darstellung beider Patientengruppen hinsichtlich  der
Unterscheidungskriterien der Ejektionsfraktion (EF) und des linksventrikularen
enddiastolischen  Durchmessers  (LVEDD). Mittelwert, Median und
Standardabweichung (SD) sind angegeben. Weiterhin lassen sich 7
Untergruppen erkennen, die sich im Risikofaktorenprofil unterscheiden. Diese

sind fur die Bildung der matched pairs von Bedeutung.

Weitere klinische Charakteristika, die Einflu auf die Funktion des linken
Ventrikels haben, jedoch nicht als Match-Kriterium berucksichtigt wurden, sind
in Tabelle 3 dargestellt.

Die angegebenen Zahlen der erlebten Infarkte ergeben sich zum Teil
anamnestisch. Es konnte nur selten mit Hilfe von Krankenblattern oder
Arztbriefen die Grolle des Infarktes eingeschatzt werden, die retrospektive

Beurteilung der CK lasst einen Rulckschluf® auf die Infarktgréfe nur sehr
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bedingt zu. Die Beurteilung der Myokardszintigraphie der Patienten mit

niedriger EF zeigte bei der Mehrzahl der Patienten ischamisches bzw.

ischamisches plus in geringem Ausmald narbiges Gewebe. Alle Patienten

erhielten antihypertensive Medikation in Form von ACE-Hemmern, Beta-

Blockern und Diuretika, die Patienten der Gruppe 1 zusatzlich noch Digitalis-

Praparate.

2.08

6 (7%) 3 (3%) 0.50
0.11

1 (1%) 8 (9%) 0.017
0.82

31 (36%) 35 (41%) 0.64
2.44

43 (50%) 25 (29%) 0.005
2.29

28 (33%) 15 (17%) 0.02
2.30

20 (23%) 10 (12%) 0.04
3.15

6 (7%) 2 (2%) 0.15
1.28

10 (12%) 8 (9%) 0.62
1.5

22 (26%) 16 (19%) 0.28

Tabelle 3: Weitere klinische Charakteristika der Patientengruppen mit

statistischer Bedeutung
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3.2. Statistische Methoden

Der statistische Test dient dazu, zu entscheiden, ob beobachtete Unterschiede
(in diesem Fall genetische Merkmale) von Stichproben zufallsbedingt
(Nullhypothese HO) aufgetreten sind oder nicht (Alternativhypothese H1). Ist der
Unterschied nicht zufallsbedingt, spricht man von einer Assoziation des
untersuchten Merkmals mit der Grundgesamtheit (z. B. Patienten mit dilatativer
Herzinsuffizienz bei KHK), aus der die Stichprobe stammt. Dies bedeutet, dass
sich beide Grundgesamtheiten (KHK-Patienten mit bzw. ohne chronische
Herzinsuffizienz) hinsichtlich des untersuchten Merkmals unterscheiden. Mit
statistischen Testverfahren wird aus den ermittelten Messwerten der
zugehorige p-Wert berechnet. Der p-Wert gibt die Wahrscheinlichkeit an, mit
der man sich irrt, wenn man die Nullhypothese HO ablehnt. Ist diese
Wabhrscheinlichkeit niedriger als das Signifikanzniveau, wird HO verworfen.
Damit wird die Alternativhypothese angenommen, und das Ergebnis wird als
statistisch signifikant bezeichnet. Hierbei sind zwei Fehlermdglichkeiten
gegeben: Wird die Alternativhypothese als richtig unterstellt, obwohl das nicht
zutrifft, liegt ein Fehler 1. Art vor. Wird die Alternativhypothese dagegen
verworfen, obwohl sie zutrifft, spricht man vom Fehler 2. Art. In einem
statistischen  Testverfahren lasst es sich nicht umsetzen, beide
Fehlerwahrscheinlichkeiten  beliebig klein zu wahlen. Die beiden
Fehlerwahrscheinlichkeit hangen direkt voneinander ab, so dass der eine
Fehler umso geringer ist, je groRer der andere wird. Es ist daher wichtig, das
Signifikanzniveau derart zu wahlen, dass die Fehlerwahrscheinlichkeiten in
einem sinnvollen Rahmen liegen. Um ein falsch-positives Ergebnis nach
Moglichkeit auszuschlie3en, wird meist p = 0.05 gesetzt.

Weiterhin wurden Odds Ratio (OR) und Konfidenzintervall (Cl) berechnet. Die
OR gibt an, um welchen Faktor das Krankheitsrisiko einer Person steigt, wenn
sie Trager eines bestimmten Merkmals (Allel oder Genotyp) ist. Um die
Genauigkeit der OR beurteilen zu koénnen, wurde das zugehorige CI
angegeben. Ein Cl ist ein Wertebereich, der mit einer vorgegebenen
Vertrauenswahrscheinlichkeit die wahre OR enthalt. Ein grofl3es Cl ist ein Indiz

fur eine starke Variabilitat der Daten. Enthalt das Cl die 1, ist das Ergebnis nicht
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signifikant. Bei Krankheiten mit niedriger Pravalenz wird die OR gleich dem
Relativen Risiko. Das Relative Risiko (RR) gibt den multiplikativen Faktor an,
um den sich die Erkrankungswahrscheinlichkeit erhdoht, wenn man dem
untersuchten Risikofaktor ausgesetzt ist (z. B. das Vorliegen eines bestimmten
Genotyps). Ein Relatives Risiko von 1 besagt, dass das untersuchte Merkmal

keinen Einfluss auf die Erkrankung ausubt.
3.2.1 Fall-Kontroll-Vergleich

In Fall-Kontroll-Vergleichen wird ein genetisches Merkmal auf eine Assoziation
mit dem Krankheitsphanotyp gepruft. Eine Assoziation liegt vor, wenn das
betroffene Merkmal bei Betroffenen (Falle) signifikant haufiger auftritt als bei
Nicht-Betroffenen (Kontrollen). Die Wahl des geeigneten statistischen Tests
hangt vom zugrunde liegenden biologischen Modell und anderen Parametern
(z. B. Gruppengrole) ab. Das klassische Testinstrument atiologischer
Fragestellung ist der x>-Test auf Unabhangigkeit. x*-Tests kénnen allerdings
nur verwendet werden, wenn der Stichprobenumfang (d. h. die in der Studie
untersuchten Personen) hinreichend grol} ist. Bei kleiner Gruppengrofie muss
man sich exakter Testverfahren (z. B. Cochran-Armitage Trend Test, Fisher’s
Exact Test) bedienen.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Cochrane-Armitage Trend Test benutzt.
Beim Cochran-Armitage Trend Test flieRen alle drei maoglichen
Genotyphaufigkeiten (homozygot Wildtyp, heterozygot, homozygot mutiert)
gleichrangig in die Berechnung ein. Dies ist dann sinnvoll, wenn nicht bekannt
ist, welches der beiden Allele potentiell pathogen ist (Cochran, 1936, 1954;
Armitage, 1955).
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3.3. Material

3.3.1. Chemikalien

Tabelle 4: Auflistung der verwendeten Chemikalien
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3.3.2. Enzyme

Taq Polymerase

Taq Polymerase

Boehringer

Qiagen

Mannheim,
Deutschland
Hilden, Deutschland

BseR | mit Puffer

Ase | mit Puffer

Nco | mit Puffer

Pst | mit Puffer

Nia lll mit Puffer

New England BioLabs

New England BioLabs

New England BioLabs

New England BioLabs

New England BioLabs

Frankfurt, Deutschland

Frankfurt, Deutschland

Frankfurt, Deutschland

Frankfurt, Deutschland

Frankfurt, Deutschland

Tabelle 5: Auflistung der verwendeten Enzyme

3.3.3. Primer

Die Primer wurden von der Firma TipMolBiol (Berlin, Deutschland) bezogen.

Die Sequenzen werden in den zugehdrigen Abbildungen dargestellt.

3.3.4. Reagenzgefille

MicroAmp reaction tubes 0.2ml

3.3.5. Material zur DNA-Extraktion

Qi-Amp DNA Blood Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland
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3.3.6 Geridte

Thermocycler Primus 96 MWG Biotech, Ebersberg, Deutschland
Warmeschrank Heraeus, Hanau, Deutschland
Stromquelle LKB GPS 200/400 Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden
Elektrophoresekammer GNA 200 Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden
Transilluminator 2011 Macrovue LKB

Minizentrifuge neoLAB, Heidelberg, Deutschland

3.3.7. Probenpuffer

Bromphenolblau 0.25 mg
Saccharose 4g ad 10 ml H,O

3.3.8. Elektrophoresepuffer

Tris 121 g
Borsaure 50 g
EDTA 37 mg ad 11 H20, pH 7.4

3.3.9. Agarose-Gel

Je nach erwlnschter Starke des Gels wurden 3.75g (1.5%ig) bis 7.5g (3%ig)
Agarose in 250 ml Elektrophorese-Puffer unter Erwarmen gelost. Nach dem
Abkuhlen wurden 3 pl Ehtidiumbromid zugesetzt. Dann wurde das Gel erneut
gemischt und in die mit einem Kamm zur Taschenbildung bestlckte Gelkammer

ausgegossen (20x20 cm).
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3.4. Molekularbiologische Methoden

3.4.1. DNA - Extraktion

Die Amplifikation bestimmter DNA-Abschnitte mittels PCR setzt das
Vorhandensein freier DNA-Strange voraus. Hierzu ist es notwendig, die
zellularen Bestandteile des Vollblutes zu lysieren, zu denaturieren und
anschlieBend die DNA zu extrahieren. Hierzu haben wir das ,Qi-Amp DNA-
Blood Kit* verwendet. Die im Folgenden beschriebenen Schritte sind
Empfehlungen der Firma Qiagen und wurden entsprechend durchgefuhrt:

Zunachst werden 200 pl Vollblut mit 25 pl Proteinase K Stamm LAsung sowie
200 pl AL-Puffer in ein Sammelgefal} pipettiert. Nach kurzem Durchmischen mit
dem Vortexgerat folgte eine Inkubation fir 10 min. bei 70° C. Nach Zugabe von
210 pl Ethanol (96%) und erneutem Mischen wurde die Probe in eine
Filtersaule Uberfuhrt, die mit einem Auffanggefald kombiniert war. Es schloss
sich eine 1 min. Zentrifugation bei 8000 U/min an und nach
Auffangbehalterwechsel und Zugabe von 500 pl AW-1 Puffer wurde erneut 1
min. bei 8000 U/min zentrifugiert. Der Zugabe von 500 uyl AW-2 Puffer folgte
eine 3 min. Zentrifugation bei 13000 U/min. Zur Elution der DNA wurden
anschlieBend nach Auffanggefallwechsel 200 ul AE Puffer, die auf 70° C erhitzt
worden waren, hinzugefigt und nochmals bei 8000 U/min zentrifugiert. Die
DNA befand sich jetzt im Auffanggefald. Zur Erfolgskontrolle wurden 10 pl Eluat
mit 2 yl ,loading buffer” gemischt, auf ein 2%iges Agarosegel aufgetragen und

in der Elektrophoresekammer aufgetrennt.

3.4.2. Agarose-Gel-Elektrophorese

Bei einem pH-Wert von 7.5 sind DNA-Molekule insgesamt negativ geladen und
bewegen sich bei einer angelegten elektrischen Spannung zur Kathode.

Die Agarosegelelektrophorese gilt als die Standardmethode zur Trennung,

Identifizierung und Reinigung von DNA-Molekulen. Die

44



Wanderungsgeschwindigkeit der DNA im Agarosegel ist abhangig von dem
Molekulargewicht und der  Konformation der DNA, von der
Agarosekonzentration, d.h. der Porengrof3e des Gels, und von der elektrischen
Spannung im Gel. Innerhalb eines gewissen Bereichs st die
Wanderungsgeschwindigkeit linear doppelstrangiger DNA umgekehrt
proportional zum Logarithmus des Molekulargewichts. Das Molekulargewicht
eines DNA-Fragments unbekannter Grole kann daher aus seiner
Wanderstrecke bestimmt werden, indem neben der unbekannten DNA-Probe
ein Langenstandard elektrophoretisch aufgetragen wird. Als Langenstandard
diente ein 100 bp-Marker. Fur die Gelelektrophorese wurden je nach zu
erwartender DNA-Fragmentlange horizontale Gele mit Agarosekonzentrationen
von 1.5 bis 3% verwendet. Zur Herstellung des Gels wurde die Agarose durch
Aufkochen in 1xXTBE-Puffer gelést. Nach dem Abkuhlen und Ausklaren der
Lésung auf ca. 60 °C wurde Ethidiumbromid (5 pl/ 100ml Gel) hinzugefligt und
mit dem RUhrer suspendiert. Daraufhin wurde die Losung in das Gelbett
gegossen. Nach Erstarren des Gels wurde es in der Gelkammer in 1x TBE-
Puffer Uberschichtet. Jeweils 10 pl der Proben wurden mit 2 ul ,loading buffer®
vermischt und mit dem Langenstandard sowie einer Negativkontrolle aus aqua
dest. und einer Positivkontrolle auf dem Gel aufgetragen. Die Gele wurden 2-3
Stunden bei Raumtemperatur und einer Stromstarke von 80-120 mA gefahren.
Beim Durchwandern des Gels interkaliert das Ethidiumbromid doppelstrangige
DNA und macht sie daher unter UV-Belichtung sichtbar. Die Gele wurden zur
Dokumentation unter UV-Belichtung bei 254 nm durch einen vorgesetzten
Rotlichtfilter fotografiert.

3.4.3. Amplifikation von DNA mittels Polymerasekettenreaktion

Die PCR ist eine in-vitro-Technik, mit der man gezielt DNA-Abschnitte, die von

zwei bekannten DNA-Sequenzen eingerahmt werden, vervielfaltigen kann. Das

Prinzip besteht aus einem Amplifikationszyklus mit den drei Schritten der

Denaturierung, Anhybridisierung und Synthese, wobei dieser Zyklus in der
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Regel ca. 30-40 Mal wiederholt wird. Im ersten Schritt kommt es durch Erhitzen
zu einer Trennung der beiden Strange des DNA-Molekdils. Im zweiten Schritt
lagern sich nach Abkuhlen der Reaktion zwei hinzugegebene spezifische
Oligonukleotide, sogenannte Primer, an die DNA an und bestimmen so den zu
vervielfaltigenden Abschnitt. Im dritten Schritt flhrt eine hitzestabile DNA-
Polymerase in Gegenwart von Desoxynucleosidtriphosphaten (dNTPs) die
Verlangerung der Primer durch. Die hierflr benutzte Tag-Polymerase stammt
aus dem Bakterium Thermophilus aquaticus. Diese drei Schritte werden in
einem dunnwandigen Reaktionsgefal® durchlaufen, wobei die Temperatur der
Reaktionsmischung durch Erwarmen bzw. Abkuhlen in einem kombinierten
Heiz-/Kuhlblock, dem sog. Thermocycler, kurzfristig an das Reaktionsoptimum
angepasst werden kann. Durch die Wiederholung dieses Zyklus wird die
Zielsequenz exponentiell vermehrt.

Diese Methode wurde 1985 von Kary Mullis entwickelt (Saiki et al., 1985; Mullis,
1990).

3.4.4. Restriktionsverdauanalyse

Um das Vorhandensein der verschiedenen bekannten Polymorphismen zu
erkennen, wurden die amplifizierten DNA- Strange in spezifische Fragmente
aufgetrennt. Man verwendet hierzu Restriktionsendonucleasen, die DNA-
Doppelstrange sequenzspezifisch spalten. Wird durch eine Mutation eine
Frequenz verandert, spaltet das Enzym den Strang an dieser Stelle nicht oder
es entstehen durch Mutation neue Schnittstellen. Den Effekt, dass sich
entsprechende  DNA-Abschnitte  bei  verschiedenen Individuen  in
Restriktionsfragmente unterschiedlicher Lange aufspalten lassen, nennt man
,Langen-Polymorphismus  von  Restriktionsfragmenten® (RFLP).  Zur
Kennzeichnung der zahlreichen, bekannten Restriktionsenzyme werden
Abklrzungen verwendet, die auf den Ursprungsorganismus hinweisen. In
unseren Untersuchungen wurden verschiedene, spezifische

Restriktionsenzyme verwendet, die in Tabelle 4 namentlich aufgefuhrt sind. Die
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spezifischen Schnittstellen sind den Abbildungen 2-8 zu entnehmen. Die PCR-
Proben wurden mit den Restriktionsenzymen verdaut. Dazu wurden
unterschiedliche Mengen des jeweiligen PCR-Produkts (Amplifikat) mit den
spezifischen Restriktionsenzymen und den jeweils produktspezifisch
mitgelieferten Puffern in Aqua dest. gelést und bei 37 °C fur 2-3 Stunden
inkubiert. Danach wurden die Produkte neben Positiv-Kontrollen mit der

Agarosegel-Elektrophorese aufgetrennt und zur Dokumentation fotografiert.
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3.4.5. Reaktionsansiétze und Oligonukleotidprimer

3.4.5.1. Tumor-Nekrose Faktor-a

| 3-DNA-Sequenz |

v
....GCCAT|G G....-3’
..CGGTA fC“"-S'

-....CGGTA

..GCCAT ﬁ\_‘G....-3'

< 0.107 kb >
«— 0.020 kb [ 0.087 kb >
e}
S 8 §
? ? o
| 5'-DNA-Sequenz |
5-AGGCAATAGGTTTTGAGGG CCAT‘G‘G... — ...CGGAATCGGAGCAGGGAGGA-3*
3 -TCCGTTATCCAAAACTCCCG GGTA(CIC.... -~ —— ...GCCTTAGCCTCGTCCCTCCT-5'

s

TNFa 308G

s

TNFa —308A

Abb. 5: Darstellung der amplifizierten DNA-Sequenz von TNFa und Projektion des polymorphismustragenden
Genabschnitts. Die verwendeten Oligonucleotidprimer sind Gelb unterlegt. Die Schnittstellen des Restriktions-
enzyms Nco | sind in der Projektion mit Pfeilen markiert. Der G-A-Polymorphismus an Position -308 ist mit
Balken markiert und mit roten Buchstaben gekennzeichnet.

Polymerase-Ketten-Reaktion

Aqua dest. 23l
10xPCR-Puffer 3l
dNTP-Mix 1ul
5’-Primer 1ul
3 -Primer 1ul
TagPolymerase  0.15pl
DNA-Template 1ul

programmierung

Thermocycler-

- | 95°c  2min
10x ] 95°Cc 455
1omm [Jj 59°c 455
spmol/ul JJj 72°C 60 s

spmol/ul fJj 72°c 5
SV | |

nb. i

min

1x ] Aqua dest

I} Puffer D

e ll Nco |
B Ampiifikat

1x i

Restriktionsverdau fir 2
Stunden bei 37°C

1l -
0.7ul n.a.
0.3ul 10 U/ul

8ul n.b.

Tabelle 6: Mastermix-Ansatze der PCR und Restriktionsverdauanalyse sowie

Programmierung des Thermocyclers fur TNF-a
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3.4.5.2. Tumor-Nekrose Faktor-8

0.368 kb
«— 0.134 kb { 0.234 kb

A
vy

252

< 486

I<— 118

5Primer | 5-DNA-Sequenz

oo @

5-CTCCTGCACCTGCTGCCTGGA... - ..TGCCATﬂ TT .= ... ATGACACCACCTGAACGTCTCTT -3*
3-GAGGACGTGGACGACGGACCT... = _ACGGTAQ J AA . m===.. TACTGTGGTGGACTTGCAGAGAA-5'

| 3‘-DNA-Sequenz | / \

TNFB 252G |» -COATG

())U'I

Sl
-....GGTA AA =5
?

5°-....CCATG|A| TT....-3"
TNFB252A  [» 3. G&TACI T AN 5

Abb. 6: Darstellung der amplifizierten DNA-Sequenz von TNF- und Projektion des polymorphismus-tragenden
Genabschnitts. Die verwendeten Oligonucleotidprimer sind Gelb unterlegt. Die Schnittstellen des Restriktions-
enzyms Nco | sind in der Projektion mit Pfeilen markiert. Der C-G-Polymorphismus an Position +252 ist mit
Balken markiert und mit roten Buchstaben gekennzeichnet.

Polymerase-Ketten-Reaktion Thermocycler- Restriktionsverdau fur 2
programmierung Stunden bei 37°C

Aqua dest. 36.2yl z ] 5c 2min 1x ] Aqua dest 6yl -

10xPCR-Puffer 5l 10x JJj 95°C 15s I} PufferD 0.8yl n.a.

dNTP-Mix 1ul 1omm [Jj 65°C 15s || Nco | 0.2ul 10 U/pl

5'-Primer ful | Spmoliul [Ij 72°C 30s ll Amplifikat 3yl n.b.

3'-Primer tul Spmoliul fj 72°C 5 min x [}

TaqPolymerase 1.5l sU/ul i

DNA-Template 2.5ul nb. i

Tabelle 7: Mastermix-Ansatze der PCR und Restriktionsverdauanalyse sowie

Programmierung des Thermocyclers fur TNF-3

49



3.4.5.3. Interleukin 6

| DNA-Sequenz |

5°-TTGTCAAGACATGCCAAGTGC... ===pp ...TTGC ‘CG‘
3'-AACAGTTCTGTACGGTTCACG.... €= . AAGC

< 0.299 kb >
“9pp>+—— 0.119kb 1 0.109 kb —>+—0.62 kb —*
: ; 7
v v

| DNA-Sequenz |

ATGC..emep- . GACTGGAGATGTC TCTGAGGC-3'

TACG.. ===...CTGACCTCTACAGAGACTCCG-5'

v
5-...TTGC |C| ATGC....-3’
IL-6 -174C » 3-  AAGC |G TACG....-5’
+
5-...TTGC |G|/ATGC....-3’
-6 174G |» 5. aaGcc/dTACG...-5

Abb. 7: Darstellung der amplifizierten DNA-Sequenz von IL 6 und Projektion des polymorphismus-tragenden
Genabschnitts. Die verwendeten Oligonucleotidprimer sind Gelb unterlegt. Die Schnittstellen des Restriktions-
enzyms Nila llll sind in der Projektion mit Pfeilen markiert. Der C-G-Polymorphismus an Position -174 ist mit
Balken markiert und mit roten Buchstaben gekennzeichnet.

Polymerase-Ketten-Reaktion

Aqua dest. 23l
Puffer | 1.5 ul
Puffer Il 1.5 ul
dNTP-Mix 1ul
5°-Primer 1ul
3’ -Primer 1ul
TagPolymerase  0.15pl
DNA-Template 2l

Tabelle 8: Mastermix-Ansatze der PCR und Restriktionsverdauanalyse sowie

Thermocycler-

programmierung

- |} o5°C
1x “ 95°C
1x || 60°C
1omm [Jj 72°c

spmol/ul JJj 72°C

spmol/ul [
SV | |

n.b. II

2 min
60 s

60 s
60 s

5 min

1x ] Aqua dest
Puffer IV

30x “ BSA

|| Nialll

1x ] Ampiifikat

Programmierung des Thermocyclers fir Interleukin 6
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3.8l
0.7l
0.1pl
0.4ul

4l

Restriktionsverdau fir 2
Stunden bei 37°C

n.a.
100x
10 U/pl

n.b.



3.4.5.4. Interleukin 10/-1082

0.230 kb

v

199 bp

v

3-GTTCTGTTGTGATGATTCCGAAGAACTCCT

DNA-Sequenz /

5-. TTGAGGA G| (N),,.".-3'
3.-AACTCCT | C| (N}, ..-5

<+—-1082

C

v

5-. TTGAGGA A |(N), ....-3'
3-..AACTCCT| T |(N),....-5

I<— -883

DNA-Sequenz

5‘-CAAGACAACACTACTAAGGCTTCTTGAGGA‘G‘GGGGAAG...—h..TTCTATGTGCTGGAGATGGTGTA-B‘
CCCCTTC... == .. GATACACGACCTCTACCACAT-5'

<L 10 -1082G

< IL 10 —1082A

Balken markiert.

Abb. 8: Darstellung der amplifizierten DNA-Sequenz von IL 10 und Projektion des polymorphismus-tragenden
Genabschnitts. Die verwendeten Oligonucleotidprimer sind Gelb unterlegt. Die Schnittstellen des Restriktions-
enzyms BseR | sind in der Projektion mit Pfeilen markiert. Der G-A-Polymorphismus an Position -1082 ist mit

Polymerase-Ketten-Reaktion

Aqua dest. 23ul
Puffer | 1.5 ul
Puffer Il 1.5 ul
dNTP-Mix 1ul
5°-Primer 1ul
3’ -Primer 1l
TagPolymerase  0.15ul
DNA-Template 1ul

programmierung

- || 95°C
1x I 95°C
1x M 60°C

1omm Jj 72°c

spmol/ul JJj 72°C
spmol/ul [

su/ul i

nb. [Jj

Thermocycler-

2 min
45s
45s
60 s

5 min

1x ] Aqua dest

Puffer Il
35x M BseRl
B Amplifikat

1x i

Restriktionsverdau fur 2
Stunden bei 37°C

6ul -
0.7ul n.a.
0.3pl 4 U/l
3ul n.b.

Tabelle 9: Mastermix-Ansatze der PCR und Restriktionsverdauanalyse sowie

Programmierung des Thermocyclers fur Interleukin 10/ -1082
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3.4.5.5. Interleukin 10/-819

< 0.210 kb >
< 0.036 kb I} 0174 kb——»
<t o 3
CE % S
v l v
5 Primer DNA-Sequenz

5‘-GTTGGCACTGGTGTACCC'ITGTACAGGTGAATTP{f\r‘ T‘ATCT- =P GTGGAAACATGTGCCTGAGAATC-3*
3-CAACCGTGACCACATGGGAACATGTCCACTACATTIAITAGA. . «==...CACCTTTGTACACGGACTCTTAG-5'

DNA-Sequenz

3'Primer

v
5-ATTAAT|AT....-3’

10 819T > 3-TAATTATA .5
*
5-ATTAA|C|AT....-3"
L10-819C | 5. 7AATTIGITA .5

Abb. 9: Darstellung der amplifizierten DNA-Sequenz von IL 10 und Projektion des polymorphismus-tragenden
Genabschnitts. Die verwendeten Oligonucleotidprimer sind Gelb unterlegt. Die Schnittstellen des Restriktions-
enzyms Ase | sind in der Projektion mit Pfeilen markiert. Der T-C-Polymorphismus an Position -819 ist mit
Balken markiert und mit roten Buchstaben gekennzeichnet.

Polymerase-Ketten-Reaktion Thermocycler- Restriktionsverdau fur 2
programmierung Stunden bei 37°C

Aqua dest. 36.2yl z ] 5°c  2min 1x ] Aqua dest 5pl -

10xPCR-Puffer 5l 10x JJj 95°C 45s i Puffer 0.7ul n.a.

dNTP-Mix 1ul 10mM JJj 59°C 45s o i Asel 0.3ul 10 U/ul

5°-Primer 1yl | Spmoliul JIj 72°C 60 s Bl Ampiifikat 6yl n.b.

3'-Primer 1wl Spmol/ul ] 72°C 5 min 1x i

TagPolymerase  0.25l SV | |

DNA-Template 2.5ul nb. i

Tabelle 10: Mastermix-Ansatze der PCR und Restriktionsverdauanalyse sowie

Programmierung des Thermocyclers fur Interleukin 10/ -819
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3.4.5.6. Hitzeschockprotein A1B

< 1.098 kb >
«— 0.190 kb I} 0.908 kb >
N 5 ©
S & ~
~ - N
v l v

5 Primer 5'-DNA-Sequenz

5 -TTTGAGGGCATCGACTTCTACACG.. .= .. .GCTGCA‘G‘G. .ol TTCTTTAGTATGTTTGTCTTTGAG-3"
3 “AAACTCCCGTAGCTGAAGATGTGC... €= .CGACGTIC|C... «===.. . AAGAAATCATACAAACAGAAACTC-5'

| 3-DNA-Sequenz | 3'Primer

v
HSPATB 1267G]y 3. Garccd a G...-3

HSPA1B 1267A »

5-....GCTGCA A‘ G....-3
3'-....CGACGTIT ’

Abb. 10: Darstellung der amplifizierten DNA-Sequenz von HSPA1B und Projektion des polymorphismus-tragenden
Genabschnitts. Die verwendeten Oligonucleotidprimer sind Gelb unterlegt. Die Schnittstellen des Restriktions-
enzyms Pst | sind in der Projektion mit Pfeilen markiert. Der A-G-Polymorphismus an Position 1267 ist mit
Balken markiert und mit roten Buchstaben gekennzeichnet.

Polymerase-Ketten-Reaktion Thermocycler- Restriktionsverdau fur 2
programmierung Stunden bei 37°C

Aqua dest. 35.84l - W 9°c 2min x| Aqua dest 1ul -

10xPCR-Puffer 5yl 10x I 94°c  60s [l Puffer i 0.7ul na.

dNTP-Mix 1ul 1omm [Jj s9°C 60s .  Psti 0.3ul 10 U/pl

5'-Primer ful | Spmoliul JIj 72°C 90 s B Ampiifikat 6yl n.b.

3-Primer ful - Spmolul lj 72°c 5min x|

TaqPolymerase  0.25l su/ul i

DNA-Template 3l nb. [Jj

Tabelle 11: Mastermix-Ansatze der PCR und Restriktionsverdauanalyse sowie

Programmierung des Thermocyclers fur Hitzeschockprotein 70 A1B
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3.4.5.7. Hitzeschockprotein A1L

< 0.878 kb >
< 0.327 kb [ 0551kb ——»
o N [c 0}
— o™ [ce}
— < D
7 1 7
5'Primer DNA-Sequenz

5-GGACAAGTCTGAGAAGGTACA..  e—pp ..Gccq ‘GGA =P .GACCAGACCTGAATCTAAGTTAC-3'
3-CCTGTTCAGACTCTTCCATGTCCA... = .CGGT|A|CCT ...GGTCTGGACTTAGATTCAATG-5'

DNA-Sequenz 5'Primer

5-...GCCATIGGA..-3

HSP 70A1L +2437T | " 00 C1 ) GCT..5

-...GCCACGGA...-&
-...CG GT|A|ICCT...-5

HSP 70A1L +2437C >

Abb. 11: Darstellung der amplifizierten DNA-Sequenz von HSP 70A1L und Projektion des polymorphismus-tragenden
Genabschnitts. Die verwendeten Oligonucleotidprimer sind Gelb unterlegt. Die Schnittstellen des Restriktions-
enzyms Nco | sind in der Projektion mit Pfeilen markiert. Der T-C-Polymorphismus an Position +2437
ist mit Balken markiert.

Polymerase-Ketten-Reaktion Thermocycler- Restriktionsverdau fur 2
programmierung Stunden bei 37°C

Aqua dest. 35.8yl z ] 5°c  2min 1x ] Aqua dest 14l -

10xPCR-Puffer 5l 10x ] 94°Cc 60 s l} PufferD 0.7ul n.a.

dNTP-Mix 1yl tomv Jj socc  60s . ] Neol 0.3ul 10 U/l

5°-Primer 1yl | Spmoliul JIj 72°C 90s Bl Ampiifikat 6yl n.b.

3'-Primer 1wl Spmol/ul ] 72°C 5 min 1x i

TagPolymerase  0.25l SV | |

DNA-Template 3l nb. i

Tabelle 12: Mastermix-Ansatze der PCR und Restriktionsverdauanalyse sowie

Programmierung des Thermocyclers fur Hitzeschockprotein A1L
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4. Ergebnisse

4.1. Patientengruppen

Nach Anwendung der unter Abschnitt 3.1.2. beschriebenen Kriterien konnten
wir aus den ursprunglich zur Verfugung stehenden ca. 8900 Patienten zwei
Gruppen mit jeweils n=82 (73 mannlich, 9 weiblich) Patienten bilden. Diese
Gruppen waren hinsichtlich der relevanten Risikofaktoren, des Alters und des
Geschlechterverhaltnisses nahezu identisch, sodass nach Bildung von
Vergleichspaaren im Sinne einer Fall-Kontroll-Studie mit matched pairs ein
Grolteil der erfassbaren StorgrofRen eliminiert werden konnte.

Die folgenden Diagramme zeigen die Verteilung der Patienten hinsichtlich der

beiden Unterscheidungsmerkmale LVEDD und EF:

Gruppe | Gruppe Il
(EF<40%) (EF>55%)

Patienten (n)
o

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 5 60 65 70 75 80 85 90 95
EFin %

Abb. 12: Saulendiagramm mit Darstellung der Verteilung der Ejektionsfraktion
(EF in %) in beiden Patientengruppen (jeweils n=82) nach Bildung der matched

pairs. In Gruppe | reicht das Spektrum von 11% bis 40 %, in Gruppe Il von 55%
bis 92%.
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Gruppe | Gruppe ll
Gesamtn | Manner Frauen Gesamtn |Manner Frauen
Mittelwert 31.66 31.5 32.8 76.39 76.75 74.56
EF in % Median 33 33 33 77 77 75
SD 7.85 8.1 5.22 8.86 8.70 9.09

Tabelle 13: Angabe von Mittelwert, Median und Standardabweichung (SD) der
Ejektionsfraktion innerhalb der beiden Gruppen als Gesamtgruppe und unterteilt
nach Geschlecht.

Gruppe Il
(LVEDD<55m)

Gruppe |
(LVEDD>58mm)
70
60
50
40
30
20
10

0 T T T T T

5 10

Patienten (n)

15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95
LVEDD in mm

Abb. 13: Saulendiagramm mit Darstellung der Verteilung des linksventrikularen
enddiastolischen Durchmessers (LVEDD in mm) in beiden Patientengruppen
nach Bildung der matched pairs. In Gruppe | reicht das Spektrum von 60 — 75

mm, in Gruppe Il von 34 — 55 mm.

Gruppe | Gruppe I
Gesamt n | Manner Frauen Gesamt n | Manner Frauen
Mittelwert| 63.85 64.01 62.55 48.57 48.84 46.44
LVEDD Median 62 62 61 49.50 50 48
in mm SD 4.91 4.85 5.14 4.94 4.93 4.45

Tabelle 14: Angabe von Mittelwert, Median und Standardabweichung (SD) des
linksventrikuldaren enddiastolischen Durchmessers (LVEDD) innerhalb der

beiden Gruppen als Gesamtgruppe und unterteilt nach Geschlecht.
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4.2. Molekularbiologische Ergebnisse

Im Folgenden werden die Ergebnisse der experimentellen Untersuchungen flr
jedes Zytokin und Hitzeschockprotein einzeln aufgeflhrt. Hierzu werden jeweils
zwei dokumentierte Agarosegelelektrophoresen prasentiert. Das obere Bild
zeigt beispielhaft die Proben von drei Patienten der ersten Gruppe mit
ausgepragter Herzinsuffizienz und den jeweils moglichen Genotypen. Das
untere Bild zeigt exemplarisch die entsprechenden, genotypischen
Auspragungen aus der zweiten Gruppe, das heil3t der Patienten ohne
Herzinsuffizienz. Auf jedem Bild sind die PCR-Produkte neben den
dazugehorigen Produkten der Restriktionsverdauanalyse dargestellt. Ein
entsprechender molekularer Langenstandard ermdglicht die GroRenzuordnung
der Fragmente.

Es folgt jeweils die tabellarische Angabe der Frequenzen der einzelnen
Genotypen sowie die Darstellung der zur statistischen Berechnung
notwendigen 6-Felder-Tafeln. Die Ergebnisse der statistischen Auswertung, die
mit Unterstitzung des Instituts flir Biometrie und Epidemiologie (IMBE)

durchgefuhrt wurde, sind anschliefRend tabellarisch aufgefuhrt.
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4.2.1. TNF-a

Bild 1: TNF-a aus Gruppe |

4>
4v
4
PN
P B L

1 2 3
vV VY
-

P

150bp
100bp
50bp

Abb. 14: Gelelektrophorese mit 3%igem Agarosegel mit Produkten aus PCR
und Restriktionsverdauanalyse von TNF-a aus Gruppe |.

Bild 2: TNF-a aus Gruppe Il:

1 e 3
vV VY
=

aff i
4V
4o
-
| i 4>

Abb.15: Gelelektrophorese mit 3%igem Agarosegel mit Produkten aus PCR und

Restriktionsverdauanalyse von TNF-a aus Gruppe Il

Die Laufbahnen 1 und 8 zeigen die Langenstandards mit Roche Marker XlII an.
Die Bahnen 2, 4 und 6 zeigen das PCR-Produkt von TNF-a mit einer Grof3e von
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107 bp bei drei genotypisch nicht identischen Patienten an. Bahn 3 zeigt die
Fragmente nach Restriktionsverdauanalyse mit Nco | bei einem heterozygot
polymorphen Patienten mit dem Genotyp -308G/A. Die Fragmente besitzen
eine Grolde von 107 bp (heterozygot A), sowie von 87 und 20 bp (heterozygot
G). Bahn 5 zeigt die Fragmente eines homozygot polymorphen Patienten mit
dem Genotyp -308GG. Hier kommen nur Fragmente der Langen 87 bp und 20
bp vor. Bahn 7 zeigt die Fragmente eines homozygoten Genotyps -308AA. Da
hier keine Schnittstellen flir das Restriktionsenzym Nco | vorhanden sind,

existieren auch nach Verdauanalyse nur Fragmente mit einer Lange von 107

bp.

Genotyp von TNF-a Gruppe | Gruppe |
Gesamt (n) 82 82
-308G/-308G 61 (74.4%) 52 (63.4%)
-308G/-308A 17 (20.7%) 26 (31.7%)
-308A/-308A 4 (4.9%) 4 (4.9%)

Tabelle 15: Allel-Frequenzen des TNF-a -308/A-Polymorphismus

TNF-a -308GG -308GA -308AA

Gruppe | 61 17 4 82

Gruppe Il 52 26 4 82
113 43 8 164

Tabelle 16: 6-Felder-Tafel zur Berechnung der proportionalen Odds-Ratio mit

dem Cochran-Armitage-Trend-Test fur TNF-a

P-Wert exakt Punktschatzer Konfidenzintervall

p= 0.277 0.7142 0.3952 - 1.267

Tabelle 17: Statistische Auswertung flir TNF-a
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4.2.2. TNF-8

Bild 1: TNF-B aus Gruppe I:

1 23
vV VY

PN
qu
4
4~
4®

500b

250b

150bp
100b

Abb.16: Gelelektrophorese mit 1.5%igem Agarosegel mit Produkten aus PCR
und Restriktionsverdauanalyse von TNF- aus Gruppe |.

Bild 2: TNF-B aus Gruppe II:

1 2 3
vV VvV

4>
qU
4

vy

500b

250b:

150bp
100b

Abb.17: Gelelektrophorese mit 1.5%igem Agarosegel mit Produkten aus PCR
und RFLP von TNF- aus Gruppe Il.
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Die Laufbahnen 1 und 8 zeigen die Langenstandards mit Hilfe des Roche
Marker XlII an. Die Bahnen 2, 4 und 6 zeigen das PCR-Produkt von TNF-B mit
einer GroRe von 368 bp bei drei genotypisch nicht identischen Patienten an.
Bahn 3 zeigt die Fragmente nach Restriktionsverdauanalyse mit Nco | bei
einem heterozygot polymorphen Patienten mit dem Genotyp +252AG. Die
Fragmente besitzen eine Grdlie von 368 bp (heterozygot A), sowie von 235 bp
und 133 bp (heterozygot G). Bahn 5 zeigt die Fragmente eines homozygot
polymorphen Patienten mit dem Genotyp +252GG. Hier kommen nur
Fragmente der Langen 235 bp und 133 bp vor. Bahn 7 zeigt die Fragmente
eines homozygoten Genotyps +252AA. Da hier keine Schnittstellen flr das
Restriktionsenzym Nco | vorhanden sind, existieren auch nach Verdauanalyse

nur Fragmente mit einer Lange von 368 bp.

Genotyp von TNF- Gruppe | Gruppe Il
Gesamt (n) 82 82

+252A/+252A 40 (48.7%) 33 (40.2%)
+252A/+252G 33 (40.2%) 37 (45.1%)
+252G/+252G 9 (11%) 12 (14.6%)

Tabelle 18: Allel-Frequenzen des TNF-B +252A/G-Polymorphismus

TNF-B +252AA +252AG +252GG

Gruppe | 40 33 9 82

Gruppe ll 33 37 12 82
73 70 21 164

Tabelle 19: 6-Felder-Tafel zur Berechnung der proportionalen Odds-Ratio mit

dem Cochrane-Armitage-Trend-Test fir TNF-

P-Wert exakt Punktschatzer Konfidenzintervall

p= 0.308 0.7727 0.4788 - 1.237

Tabelle 20: Statistische Auswertung fur TNF-f3
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4.2.3. Interleukin 6

Bild 1: IL 6 aus Gruppe |

Abb.18: Gelelektrophorese mit 2%igem Agarosegel mit Produkten aus PCR und

Restriktionsverdauanalyse von Interleukin 6 aus Gruppe |.

Bild 2: IL 6 aus Gruppe II:

1 e 3 E
vV VvY v

qv
40
4~
4®

500b

5305
250b
100b

Abb.19: Gelelektrophorese mit 2%igem Agarosegel mit Produkten aus PCR und

Restriktionsverdauanalyse von Interleukin 6 aus Gruppe |I.

Die Laufbahnen 1 und 8 zeigen die Langenstandards mit Hilfe des Roche
Marker XIII an. Die Bahnen 2, 4 und 6 zeigen das PCR-Produkt von Interleukin
6 mit einer GrofRe von 299 bp bei drei genotypisch nicht identischen Patienten
an. Bahn 3 zeigt die Fragmente nach Restriktionsverdauanalyse mit Nla /Il bei

einem heterozygot polymorphen Patienten mit dem Genotyp -174GC. Die
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Fragmente besitzen eine GroRe von 228 bp (heterozygot G), sowie von 119 bp
und 109 bp (heterozygot C). Da Nla Il zwei weitere Schnittstellen in dieser
Sequenz besitzt, resultieren weiterhin 2 Fragmente mit 9 bp bzw. 62 bp Lange.
Hierdurch erklart sich auch die reduzierte Grofle des Wildtyp-Fragments von
299 bp auf 228 bp. Bahn 5 zeigt die Fragmente eines homozygot polymorphen
Patienten mit dem Genotyp -174CC. Hier kommen nur Fragmente der Langen
119 bp und 109 bp vor. Bahn 7 zeigt die Fragmente eines homozygoten
Genotyps -174GG. Da hier an Position — 174 keine Schnittstelle fur das
Restriktionsenzym Nila Ill vorhanden ist, existieren auch nach Verdauanalyse

nur Fragmente mit einer Lange von 228 bp.

Genotyp von Gruppe | Gruppe Il
Interleukin 6

Gesamt (n) 82 82
-174C/-174C 28 (34.1%) 24 (29.3%)
-174C/-174G 37 (45.1%) 39 (47.6%)
-174G/-174G 17 (20.7%) 19 (23.2%)

Tabelle 21: Allel-Frequenzen des IL 6 -174C/G-Polymorphismus

Interleukin 6 | -174CC -174CG | -174GG

Gruppe | 28 37 17 82

Gruppe ll 24 39 19 82
52 76 36 164

Tabelle 22: 6-Felder-Tafel zur Berechnung der proportionalen Odds-Ratio mit

dem Cochrane-Armitage-Trend-Test fur Interleukin 6

P-Wert exakt Punktschatzer Konfidenzintervall

p= 0.592 0.8709 0.557 - 1.357

Tabelle 23: Statistische Auswertung fur Interleukin 6

63




4.2.4. Interleukin 10/-1082

Bild 1: IL-10/-1082 aus Gruppe I:

1 23
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Abb. 20: Gelelektrophorese mit 3%igem Agarosegel mit Produkten aus PCR

und Restriktionsverdauanalyse von Interleukin 10/-1082 aus Gruppe |.

Bild 2: IL-10/-1082 aus Gruppe II:

Abb. 21: Gelelektrophorese mit 3%igem Agarosegel mit Produkten aus PCR

und Restriktionsverdauanalyse von Interleukin 10/-1082 aus Gruppe Il.

Die Laufbahnen 1 und 8 zeigen die Langenstandards mit Hilfe des Roche
Marker XlII an. Die Bahnen 2, 4 und 6 zeigen das PCR-Produkt von Interleukin
10/-1082 mit einer Grofle von 230 bp bei drei genotypisch nicht identischen
Patienten an. Bahn 3 zeigt die Fragmente nach Restriktionsverdauanalyse mit
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Bse Rl bei einem heterozygot polymorphen Patienten mit dem Genotyp -
1082GA. Die Fragmente besitzen eine GroRe von 230 bp (heterozygot G),
sowie von 199 bp und 31 bp (heterozygot C). Bahn 5 zeigt die Fragmente
eines homozygot polymorphen Patienten mit dem Genotyp -1082GG. Hier
kommen nur Fragmente der Langen 199 bp und 31 bp vor. Bahn 7 zeigt die
Fragmente eines homozygoten Genotyps -1082AA. Da hier keine Schnittstellen
fur das Restriktionsenzym Bse Rl vorhanden sind, existieren auch nach

Verdauanalyse nur Fragmente mit einer Lange von 230 bp.

Genotyp von Gruppe | Gruppe Il
Interleukin 10/-1082
Gesamt (n) 82 82

-1082A/-1082A

11 (13.4%)

13 (15.9%)

-1082A/-1082G

70 (85.4%)

63 (76.8%)

-1082G/-1082G

1(1.2%)

6 (7.3%)

Tabelle 24: Allel-Frequenzen des IL 10/ -1082A/G-Polymorphismus

Interleukin 10 | -1082AA | -1082AG | -1082GG

Gruppe | 11 70 1 82

Gruppe | 13 63 6 82
24 133 7 164

Tabelle 25: 6-Felder-Tafel zur Berechnung der proportionalen Odds-Ratio mit
dem Cochrane-Armitage-Trend-Test fur Interleukin 10/-1082A/G

P-Wert exakt

Punktschatzer

Konfidenzintervall

p=0.713

0.815

0.3639 - 1.795

Tabelle 26: Statistische Auswertung fur Interleukin 10/-1082A/G
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4.2.5. Interleukin 10/-819

Bild 1: IL 10/-819 aus Gruppe I:
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Abb. 22: Gelelektrophorese mit 2.5%igem Agarosegel mit Produkten aus PCR

und Restriktionsverdauanalyse von Interleukin 10/-819 aus Gruppe |.

Bild 2: IL 10/-819 aus Gruppe:
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Abb. 23: Gelelektrophorese mit 2.5%igem Agarosegel mit Produkten aus PCR
und Restriktionsverdauanalyse von Interleukin 10/-819 aus Gruppe Il

Die Laufbahnen 1 und 8 zeigen die Langenstandards mit Hilfe des Roche
Marker XIII an. Die Bahnen 2, 4 und 6 zeigen das PCR-Produkt von Interleukin
10/-819 mit einer GroRe von 210 bp bei drei genotypisch nicht identischen
Patienten an. Bahn 3 zeigt die Fragmente nach Restriktionsverdauanalyse mit
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Ase | bei einem heterozygot polymorphen Patienten mit dem Genotyp -819CT.
Die Fragmente besitzen eine Groe von 210 bp (heterozygot C), sowie von 174
bp und 36 bp (heterozygot T). Bahn 5 zeigt die Fragmente eines homozygot
polymorphen Patienten mit dem Genotyp -819TT. Hier kommen nur Fragmente
der Langen 174 bp und 36 bp vor. Bahn 7 zeigt die Fragmente eines
homozygoten Genotyps -819CC. Da hier keine Schnittstellen fur das
Restriktionsenzym Ase | vorhanden sind, existieren auch nach Verdauanalyse

nur Fragmente mit einer Lange von 210 bp.

Genotyp von Gruppe | Gruppe Il
Interleukin 10/-819

Gesamt (n) 82 82
-819C/-819C 45 (54.9%) 48 (58.6%)
-819C/-819T 30 (36.6%) 33 (40.2%)
-819T/-819T 7 (8.5%) 1(1.2%)

Tabelle 27: Allel-Frequenzen des IL 10/-819C/T-Polymorphismus

Interleukin 10 | -819CC | -819CT -819TT

Gruppe | 45 30 7 82

Gruppe |l 48 33 1 82
93 63 8 164

Tabelle 28: 6-Felder-Tafel zur Berechnung der proportionalen Odds-Ratio mit
dem Cochrane-Armitage-Trend-Test fur Interleukin 10/-819C/T

P-Wert exakt Punktschatzer Konfidenzintervall

p=0.29 1.372 0.7883 -2.418

Tabelle 29: Statistische Auswertung fur IL 10/-819C/T
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4.2.6. Hitzeschockprotein HSPA1B

Bild 1: HSPA1B aus Gruppe I:
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Abb. 24: Gelelektrophorese mit 2%igem Agarosegel mit Produkten aus PCR

und Restriktionsverdauanalyse von HSPA1B aus Gruppe I.

Bild 2: HSPA1B aus Gruppe II:
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Abb. 25: Gelelektrophorese mit 2%igem Agarosegel mit Produkten aus PCR

und Restriktionsverdauanalys von HSPA1B aus Gruppe Il.

Die Laufbahnen 1 und 8 zeigen die Langenstandards mit Hilfe des Roche
Marker VIl an. Die Bahnen 2, 4 und 6 zeigen das PCR-Produkt von HSPA1B
mit einer GroRe von 1098 bp bei drei genotypisch nicht identischen Patienten

an. Bahn 3 zeigt die Fragmente nach Restriktionsverdauanalyse mit Pst | bei
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einem heterozygot polymorphen Patienten mit dem Genotyp 1267GA. Die
Fragmente besitzen eine GroRe von 1098 bp (heterozygot G), 908 bp und 190
bp (heterozygot A). Bahn 5 zeigt die Fragmente eines homozygot polymorphen
Patienten mit dem Genotyp 1267GG. Hier kommen nur Fragmente der Langen
908 bp und 190 bp vor. Bahn 7 zeigt die Fragmente eines homozygoten
Genotyps 1267AA. Da hier keine Schnittstellen fur das Restriktionsenzym Pst |

vorhanden sind, existieren auch nach Verdauanalyse nur Fragmente mit einer

Lange von 1098 bp.

Genotyp von HSPA1B Gruppe | Gruppe Il
Gesamt (n) 82 82
1267G/1267G 30 (36.6%) 22 (26.8%)
1267G/1267A 39 (47.6%) 42 (51.2%)
1267A/1267A 13 (15.8%) 18 (22%)

Tabelle 30: Allel-Frequenz des HSPA1B-Polymorphismus

HSPA1B 1267GG | 1267GA | 1267AA

Gruppe | 30 39 13 82

Gruppe ll 22 42 18 82
52 81 31 164

Tabelle 31: 6-Felder-Tafel zur Berechnung der proportionalen Odds-Ratio mit
dem Cochran-Armitage-Trend-Test fur HSPA1B

P-Wert exakt

Punktschatzer

Konfidenzintervall

p=0.182

0.7228

0.4505 — 1.149

Tabelle 32: Statistische Auswertung fir HSPA1B

69




4.2.7. Hitzeschockprotein HSPA1L

Bild 1: HSPA1L aus Gruppe I:
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Abb. 26: Gelelektrophorese mit 1.5%igem Agarosegel mit Produkten aus PCR
und Restriktionsverdauanalyse von HSPA1L aus Gruppe I.
Bild 2: HSPA1L aus Gruppe II:

1 23
VvV VY

q>
qo
4™

500b

250b

Abb. 27: Gelelektrophorese mit 1.5%igem Agarosegel mit Produkten aus PCR
und RFLP von HSPA1L aus Gruppe Il.

Die Laufbahnen 1 und 8 zeigen die Langenstandards mit Hilfe des Roche
Marker Xlll an. Die Bahnen 2, 4 und 6 zeigen das PCR-Produkt von dem

70



HSPA1L mit einer GroRe von 878 bp bei drei genotypisch nicht identischen
Patienten an. Bahn 3 zeigt die Fragmente nach Restriktionsverdauanalyse mit
Nco | bei einem heterozygot polymorphen Patienten mit dem Genotyp 2437TC.
Die Fragmente besitzen eine GrolRe von 878 bp (heterozygot C), sowie von 551
bp und 327 bp (heterozygot T). Bahn 5 zeigt die Fragmente eines homozygot
polymorphen Patienten mit dem Genotyp 2437TT. Hier kommen nur Fragmente
der Langen 551 bp und 327 bp vor. Bahn 7 zeigt die Fragmente eines
homozygoten Genotyps 2437CC. Da hier keine Schnittstellen fur das
Restriktionsenzym Nco | vorhanden sind, existieren auch nach Verdauanalyse

nur Fragmente mit einer Lange von 878 bp.

Genotyp von HSPA1L Gruppe | Gruppe Il
Gesamt (n) 82 82
2437T/2437T 53 (64.6%) 63 (76.8%)
2437T/2437C 22 (26.8%) 19 (23.2%)
2437C/2437C 7 (8.5%) 0 (0%)

Tabelle 33: Allel-Frequenz des HSPA1L-Polymorphismus

HSPA1L 2437TT | 2437TC | 2437CC

Gruppe | 53 22 7 82

Gruppe | 63 19 0 82
116 41 7 164

Tabelle 34: 6-Felder-Tafel zur Berechnung der proportionalen Odds-Ratio mit
dem Cochran-Armitage-Trend-Test fur HSPA1L

P-Wert exakt

Punktschatzer

Konfidenzintervall

p= 0.023

2.017

1.089 - 3.893

Tabelle 35: Statistische Auswertung fir HSPA1L
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5. Diskussion

5.1. Diskussion der Methoden

5.1.1. Auswahl der Patienten

Die Auswahl der Patienten erfolgte nach den unter Kapitel 3.1. beschriebenen
Kriterien und Verfahren. Hierbei handelt es sich um ein retrospektives
Auswahlverfahren, das abhangig ist von anamnestisch erhobenen Daten und
zum Teil untersucherabhangigen und damit letztlich nicht objektiven Befunden.
Zu den EinschluBkriterien zahlten 1. hamodynamisch relevante (d.h. > 70%)
Stenosen an beiden Zweigen des linken Koronarsystems, dem Ramus
interventrikularis anterior und Ramus circumflexus, sowie der rechten
Herzkranzarterie und 2. eine eingeschrankte (Gruppe 1) bzw. uneingeschrankte

(Gruppe 2) linksventrikulare Pumpfunktion.

Hamodynamisch relevante Koronarstenosen wurden mit Hilfe der
Koronarangiographie und computerassistierter Verfahren zur Quantifizierung
des Diameterstenosegrades identifiziert. Die Stabilitat der Plaque, die
Plaquemorphologie, wird hierbei nicht erfal3t. Dazu ware eine intravaskulare
Ultraschalluntersuchung notwendig, ein aufwandiges und teures Verfahren
(Warrell et al., 2003).

Die linksventrikulare Pumpfunktion wurde mittels Ventrikulographie und
Echokardiographie bestimmt. Neben dem linksventrikularen enddiastolischen
Diameter gilt die linksventrikulare Ejektionsfraktion als relativ zuverlassiger und
einfach zu erhebender Parameter zur Abschatzung einer systolischen
Herzinsuffizienz. Um falsch negative und falsch positive Befunde mdglichst
gering zu halten, wurden sowohl echokardiographische als auch
ventrikulographische Befunde berlcksichtigt. Eine diastolische Herzinsuffizienz
wird mit diesen Verfahren allerdings nicht zuverlassig erfalt (Warrell et al.,
2003).
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Die Einschrankung der linksventrikularen Pumpfunktion bei koronarer
Herzerkrankung kann verschiedene Ursachen haben, die in der Einleitung
ausfihrlich dargelegt wurden. Eine absolute Arrhythmie bei Vorhofflimmern
wurde erstaunlicherweise in der Gruppe der Patienten mit uneingeschrankter
linksventrikularer Pumpfunktion signifikant haufiger beobachtet und kann daher
nicht als mdglicher zusatzlicher Faktor flr die Entwicklung der Herzinsuffizienz
angenommen werden.

Die Zahl erlebter Infarkte ist, wie erwartet, in der Gruppe der Patienten mit
eingeschrankter linksventrikularer Ejektionsfraktion signifikant haufiger zu
beobachten, allerdings anhand der absoluten Zahlen deutlich seltener als
erwartbar, dies gilt insbesondere fur die Vorderwandinfarkte. Retrospektiv und
anhand der vorliegenden Untersuchungsbefunde (Hohe der CK, EKG- und
Ventrikulographiebefund) liel? sich die Grélke des Infarktareals (=abgestorbenes
Myokardgewebe) nicht herleiten. Als anerkanntes Verfahren zur
Unterscheidung vitalen, aber reduziert arbeitenden (stunned oder hibernating
myocardium) von zugrundegegangenem (Narbe) Myokardareal wurde die
Myokardszintigraphie herangezogen (Galasko and Lahiri, 2003; Gowda et al,
2004), die bei der Mehrzahl der Patienten ischamisches bzw. ischamisches plus

in geringem Ausmal} narbiges Gewebe zeigte.
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5.2. Diskussion der Ergebnisse

5.1.1. Tumor Nekrose Faktor

In der vorgelegten Arbeit wurde gepruft, ob sich die Pravalenz zweier bekannter
Polymorphismen des Tumor Nekrose Faktor-Gens in zwei Patientengruppen
unterscheidet. Zum einen handelt es sich dabei um den TNF-a -308G/A-
Polymorphismus, zum anderen den TNF-3 +252G/A-Polymorphismus.

Wie unter 1.2.5. bereits ausflhrlich dargelegt wurde, kann TNF-a durch
unterschiedliche Effekte die Entwicklung einer Herzinsuffizienz beeinflussen.
Weiterhin konnte in mehreren Arbeiten gezeigt werden, dass die Konzentration
von TNF-a im Serum von Herzinsuffizienz-Patienten signifikant erhoht ist
(Levine et al., 1990; Ferrari et al., 1995; Torre-Amione et al., 1996). Dartber
hinaus konnte eine Korrelation zwischen dem Serumwert von TNF-a und der
Schwere der Herzinsuffizienz gesehen werden (Nozaki et al., 1997). Fir die
Annahme, dass die Erhéhung des TNF-a-Spiegels bei Patienten mit einer
schweren Herzinsuffizienz mit einer vermehrten Auspragung des TNF-a -
308AA-Genotyps korreliert, konnte bisher allerdings noch kein Nachweis
erbracht werden. Eine Untersuchung von Kubota et al. verglich 1998 erstmals
die polymorphen Allel-Frequenzen von TNF-a und TNF-B zwischen Patienten
mit einer schweren Herzinsuffizienz und einer gesunden Kontrollgruppe. Hier
konnte bei keinem der beiden Zytokine ein signifikanter Unterschied zwischen
den beiden Gruppen gesehen werden. Ebenso konnte eine Untersuchung von
Allen et al. (2001) keinen Unterschied der polymorphen Allel-Frequenzen
bezuglich TNF-a bei KHK-Patienten versus einer gesunden Kontrollgruppe
finden.

Auch die vorliegende Arbeit, die eine Subgruppe der Patienten mit
Herzinsuffizienz, namlich der bei bzw. infolge koronarer 3 Gefalerkrankung,
untersucht, konnte keine differente Verteilung der Allel-Frequenzen zwischen
den beiden untersuchten Gruppen nachweisen. In Gruppe |, also der
,Herzinsuffizienz“- Gruppe, war die Frequenz der Genotypen mit GG= 74.4%,
GA=20.7% und AA= 4.9% nicht signifikant different von Gruppe II mit
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GG=63.4%, GA=31.7% und AA= 4.9%. Die Irrtumswahrscheinlichkeit betragt
p=0.277.

Diese Allel-Frequenzen stimmen mit vorangegangenen Arbeiten mit zum Teil
grolReren Fallzahlen Uberein, sodass die gewahlte Fallzahl von n=82 pro
Gruppe dieses Ergebnis nicht erklart (Kubota et al., 1998; Densem et al., 2001;
Allen et al., 2001; Morse et al., 1999).

Fir den +252G/A-Polymorphismus im TNF-B—Gen konnte, wie oben bereits
erwahnt, bisher kein eindeutiger Zusammenhang mit der Entwicklung bzw. der
Schwere einer Herzinsuffizienz gesehen werden (Kubota et al., 1998).

Eine Arbeit von Padovani et al. aus dem Jahr 2000 beschreibt ein erhohtes
Risiko des Herzinfarktes bei Tragern des +252GG-Genotyps in Zusammenhang
mit den bekannten Risikofaktoren Rauchen und Hyperlipoproteindmie im
Vergleich zu Tragern des +252AA-Genotyps (Padovani et al., 2000). Eine
weitere Studie beschreibt einen Zusammenhang zwischen dem TNF-3
+252GA-Polymorphismus und der Hyperinsulindmie als Risikofaktor bei
Patienten mit KHK (Braun et al., 1998).

In der vorliegenden Arbeit konnte kein Unterschied in der Auspragung der
Genotypen zwischen den beiden Gruppen gesehen werden. In Gruppe | war die
Verteilung der Genotypen mit +252GG=48.7%, +252GA=40.2% und
+252AA=11% nicht signifikant different von Gruppe Il mit den Genotypen
+252GG=40.2%, +252GA=45.1% und +252AA=14.6%. Die Irrtumswahr-
scheinlichkeit betragt p=0.31.

Somit kann in der vorgelegten Arbeit kein Zusammenhang zwischen dem TNF-
Polymorphismus und der Entwicklung einer Herzinsuffizienz auf dem Boden
einer 3-GefalR-KHK gezeigt werden.

Die ermitelten Allel-Frequenzen des TNF-B-Polymorphismus waren gut
vergleichbar mit anderen bisher veroffentlichten Verteilungen (Kubota et al.,
1998; Braun et al., 1998; Padovani et al., 2000; Morse et al., 1999).

Eine Subgruppenanalyse zeigte ebenfalls keinen Zusammenhang der
Polymorphismen von TNF zur Infarkthaufigkeit. Die Polymorphismen waren

zum einen innerhalb der einzelnen Gruppen zwischen Patienten mit
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stattgehabtem Herzinfarkt und solchen ohne normal verteilt. Zum anderen kam
es auch im Vergleich der beiden Gruppen nicht zu einer signifikanten Haufung
der Polymorphismen bei den Patienten mit Herzinfarkt. Einschrankend ist
jedoch zu erwahnen, dass die Subgruppenanalyse durch eine geringe Anzahl
an Patienten mit Polymorphismus und Herzinfarkt erschwert wird. Es sollte hier
eine vergleichende Studie mit einer sich an der Polymorphismusfrequenz

orientierenden Anzahl an einzuschlieRenden Patienten durchgefuhrt werden.

5.1.2. Interleukin 6

Wie in Abschnitt 1.2.5. erlautert wurde, besitzt das proinflammatorische Zytokin
IL 6 verschiedene Eigenschaften, die Einfluss auf die Entwicklung der
Herzinsuffizienz nehmen konnten. Unter der Vorstellung der Beeinflussung
dieser Eigenschaften durch bekannte Polymorphismen sollte gepruft werden,
ob sich ein Genotyp im Zusammenhang mit der Herzinsuffizienz als pravalent
erweist. Von den unter Abschnitt 1.2.6 erwahnten Polymorphismen ist bisher
hauptsachlich der -174G>C-Polymorphismus auf seinen Einfluld beztglich der
Transkription beziehungsweise der Wirkung des Interleukin 6 untersucht
worden. Dies erklart sich aus seiner Lokalisation innerhalb der Promotorregion,
da der Polymorphismus in einem Abschnitt liegt, der einen negativ
regulatorischen Effekt auf die Transkription von IL-6 hat (Ray A et al., 1990).
Eine Arbeit (Georges et al., 2001) konnte zeigen, dass das Vorhandensein des
-174C-Allels mit einem erhdhten Risiko fur einen Myokardinfarkt einhergeht. Da
das Auftreten einer Ischamie bei den Tragern des -174C-Allels signifikant haufig
bei einer geringeren Auspragung der KHK vorkam, also einer 1- oder 2-
Gefalierkrankung, schlielen Gorges et al. auf einen plaque-destabilisierenden
Effekt durch -174C-Allel-verursachte reduzierte IL-6-Sekretion innerhalb des
Plaques. In einer anderen Arbeit konnte ein Zusammenhang zwischen dem

IL-6-174-Genotyp und der Auspragung einer Atherosklerose der A. carotis

gefunden werden. Hierbei zeigte sich eine um 11% dickere Arterienwand bei
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homozygoten Tragern des G-Allels sowie eine um 36% dickere Arterienwand
bei gleichzeitigem homozygotem Vorhandensein eines 6A-Stromelysin-Allels,
jeweils im Vergleich mit homozygoten Tragern des anderen Allels (Rauramaa et
al., 2000).

In Bezug auf die Herzinsuffizienz gibt es bisher keine Veroéffentlichungen, die
eine Korrelation zu dem IL-6-174G/C-Polymorphismus belegen. In der
vorliegenden Arbeit konnte ebenfalls kein Anhalt fur eine solche Verbindung
gesehen werden. Eine Subgruppenanalyse zeigte ebenfalls keinen
Zusammenhang des Polymorphismus von IL-6-174G/C zur Infarkthaufigkeit.
Der Polymorphismus war zum einen innerhalb der einzelnen Gruppen zwischen
Patienten mit stattgehabtem Herzinfarkt und solchen ohne normal verteilt. Zum
anderen kam es auch im Vergleich der beiden Gruppen nicht zu einer
signifikanten Haufung der Polymorphismen bei den Patienten mit Herzinfarkt.
Einschrankend ist jedoch zu erwdhnen, dass die Subgruppenanalyse durch
eine geringe Anzahl an Patienten mit Polymorphismus und Herzinfarkt
erschwert wird. Es sollte hier eine vergleichende Studie mit einer sich an der
Polymorphismusfrequenz  orientierenden Anzahl an einzuschlielRenden
Patienten durchgefuhrt werden.

Die Frequenzen flr diesen Polymorphismus sind in beiden Gruppen annahernd
gleich verteilt (Gruppe |I: GG=34.1%, GC=45.1%, CC=20.7%; Gruppe II:
GG=29.3%, GC=47.6%, CC=23.2%) und entsprechen ebenfalls den
Frequenzen, wie sie in vorangegangenen Veroffentlichungen beschrieben sind
(Brull et al., 2001; Rauramaa et al., 2000; Georges et al., 2001).

5.1.3. Interleukin 10

Interleukin 10 ist als einziges der hier untersuchten Proteine ein
antiinflammatorisches Zytokin. Wie in Abschnitt 1.2.5. erklart ist, wird diese
Funktion u. a. durch Interaktionen mit proinflammatorischen Zytokinen innerhalb
bestimmter Regelkreise erreicht. Dazu zahlen z. B. TNF und Interleukin 1,

deren Transkription negativ modulatorisch von Interleukin 10 beeinflusst wird
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(van der Poll et al., 1994). Seine Funktion als zentrales Zytokin zur Suppression
von inflammatorischer Aktivitat erreicht IL 10 durch eine Hemmung der
Makrophagen, das bedeutet durch Hemmung der zytotoxischen Aktivitat sowie
der Synthese von proinflammatorischen Zytokinen. Tierexperimentell konnte
gezeigt werden, dass IL 10 in der Lage ist, den atherosklerotischen Prozess zu
verlangsamen (Pinderski Oslund et al., 1999) bzw. die chronisch entzindliche
Reaktion in athersklerotisch veranderten Gefalden zu unterbinden (Terkeltaub ,
1999). Vor diesem Hintergrund stellt sich auch bei dem hier untersuchten
Zytokin die Frage, ob sich ein funktional wirksamer Polymorphismus der
Promotorregion in einem der beiden Gruppen haufiger nachweisen lasst und
somit indirekt eine Beeinflussung des Krankheitsverlaufs durch den
Polymorphismus anzunehmen ist. Ein Zusammenhang der beiden, hier
untersuchten Polymorphismen mit unterschiedlichen Krankheitsbildern konnte
in mehreren Studien belegt werden. So besteht eine Assoziation zu der
rheumatoiden Arthritis (Keijsers et al.,, 1997, 1998), zur Abstol3ung von
transplantierten Nieren (Samkaran et al., 1999) und Herzen (Turner et al.,
1997), die bei Tragern des IL 10 -1082A-Allels eine hdhere Inzidenz aufweist,
zur Ausbildung eines schweren Asthma bronchiale (Lim et al., 1998) sowie zum
Verlauf weiterer Autoimmunerkrankungen (Hurme et al., 1998). Crawley et al.
konnten eine Assoziation des IL-10 -1082/-819/-592-Haplotyps mit der juvenilen
rheumatoiden Arthritis aufzeigen. Auf der anderen Seite wurden in mehreren
Arbeitsgruppen keine Assoziationen zwischen Polymorphismen der IL-10
Promotorregion und Erkrankungen des Herzens gesehen. So negiert z. B. die
Arbeitsgruppe um Werner Koch einen Zusammenhang zwischen den madglichen
Genotypen von IL 10 und dem Risiko bzw. dem Verlauf einer KHK bzw. eines
Herzinfarktes (Koch et al., 2001). In einer weiteren Arbeit kann ebenfalls kein
Zusammenhang zwischen dem Vorliegen eines bestimmten Genotyps von
Interleukin 10 und dem Herzinfarktrisiko gesehen werden (Donger et al., 2001).
Eine dritte Gruppe hat versucht, die Abstolung des Organs nach
Herztransplantation mit den Polymorphismen von IL 10 in Zusammenhang zu

bringen (Bijlsma et al., 2001). Im Gegensatz zu der oben genannten Arbeit von
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Turner et al. (1997) konnte dieser in der Arbeit von Bijlsma nicht gesehen
werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte keine Assoziation zwischen den
Polymorphismen von IL 10 und der Entwicklung der Herzinsuffizienz auf dem
Boden einer 3-GefalR-KHK gesehen werden. Dies legen zumindest die Allel-
Frequenzen nahe, die fir keinen der beiden untersuchten Polymorphismen
einen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Gruppen aufweisen. Fur
die IL 10 -1082-Genotypen konnten wir folgende Frequenzen finden: Gruppe I: -
1082AA = 13.4%, -1082AG = 85.4%, -1082GG = 1.2%; Gruppe II: -1082AA =
15.9%, -1082AG = 76.8%, -1082GG = 7.3%. Die Irrtumswahrscheinlichkeit
betragt p=0.71.

Die Frequenzen fur die IL 10-819-Genotypen lauten fur Gruppe | -819CC
54.9%, -819CT = 36.6% und -819TT = 8.5% sowie fur Gruppe Il -819CC
58.5%, -819CT = 40% und -819TT = 1.2%. Die Irrtumswahrscheinlichkeit hier
betragt p = 0.29.

Auffallig ist, dass fur den -1082GA-Polymorphismus eine andere Allel-

Verteilung gefunden wurde, als in Studien, die ebenfalls Patienten aus dem
europaischen Lebensraum untersuchten. So beschreiben Donger et al. 2001 in
einer grol’en Studie mit n = 984 KHK-Patienten und n = 952 Kontrollen eine
Allel-Verteilung von GG = 26%, GA = 49.4% und AA = 24.6%. Die Patienten
wurden im Rahmen der MONICA-Studie rekrutiert und setzten sich aus
einzelnen Gruppen aus Stralburg, Belfast und Glasgow zusammen. Eine Arbeit
von Koch et al. aus dem Jahr 2001 zeigt eine ahnliche Verteilung wie die
erwahnte Arbeit von Donges et al. Diese Arbeiten unterschieden allerdings nicht
zwischen den Schweregraden der koronaren Herzerkrankung, wohingegen sich
beide Gruppen der vorliegenden Arbeit ausschlielllich aus Patienten mit einer
3-GefalR-KHK zusammensetzen. Weiterhin konnte durch Vergleich groler
nationaler Studien gezeigt werden, dass populationsbedingte Unterschiede in
der Allelfrequenz des IL-10-1082 Polymorphismus bestehen, die auch
intereuropaisch eine hohe Varianz zeigen (www.allelefrequencies.net).

Eine jungst veroffentlichte Studie aus eigenem Hause untersuchte (mit Hilfe des

gleichen RFLP-Versuchsprotokolls) den Zusammenhang zwischen dem
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funktionell bedeutsamen IL-10 -1082 Polymorphismus und der Entstehung des
Lungenkarzinoms. Die Allelfrequenzen der Kontrollgruppe (n = 243) pulmonal
und kardial nicht vorerkrankter Probanden aus einem vergleichbaren
Einzugsgebiet wie die Probanden der vorliegenden Arbeit zeigten im Vergleich
mit oben erwahnten Studien (Donger et al, 2001, Koch et al, 2001) ahnliche
Ergebnisse, aber eine deutlich differente Allelfrequenz des untersuchten
Polymorphismus im Vergleich zu den beiden Gruppen dieser Arbeit (Seifart et
al., 2005).

Hierbei betrugen die Frequenzen fur die Allele AA: 35.4%, GA: 47.3% sowie
GG: 17.3 % (Mittel der Allelfrequenzen der in dieser Arbeit vorgestellten
Patientengruppen AA: 14.6%, GA: 81.1% sowie GG: 4.3%). Diese Unterschiede
im Vergleich einer gesunden Kontrollgruppe zu einer Gruppe, deren
verbindendes Merkmal die 3-GefaR-KHK ist, lasst die Vermutung zu, dass es
eine deutliche Korrelation zwischen dem untersuchten IL-10 -1082-
Polymorphismus und der schweren koronaren Gefalderkrankung gibt. Da dieses
Ergebnis jedoch nicht als primarer Endpunkt gedacht und die Arbeit folgerichtig
nicht dementsprechend konzipiert war, mul} eine erneute Untersuchung diese

Vermutung prifen und gegebenenfalls bestatigen.

Betrachtet man allerdings nur die Verteilung der Allele G und A in beiden
Gruppen, so zeigt sich mit Allel A = 56.1% und Allel G = 43.9% fur Gruppe |
bzw. Allel A = 54.3% und Allel G = 45.7% fur Gruppe Il in dieser Arbeit eine
ahnliche Verteilung wie in den Arbeiten von Rees et al. (2002) mit A = 52% und
G =48% bzw. von Turner et al. (1997) mit A = 49% und G = 51%.

Im Sinne der Fragestellung hat diese Feststellung jedoch keinen Einfluss auf
die Beurteilung der Ergebnisse. Hier muss ein direkter Zusammenhang der
madglichen Genotypen der beiden untersuchten Interleukin-10-Polymorphismen
und der Entwicklung einer Herzinsuffizienz auf dem Boden einer 3-Gefal3-KHK
verneint werden.

Eine Subgruppenanalyse zeigte ebenfalls keinen Zusammenhang der
Polymorphismen von IL-10 zur Infarkthaufigkeit. Die Polymorphismen waren

zum einen innerhalb der einzelnen Gruppen zwischen Patienten mit
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stattgehabtem Herzinfarkt und solchen ohne normal verteilt. Zum anderen kam
es auch im Vergleich der beiden Gruppen nicht zu einer signifikanten Haufung
der Polymorphismen bei den Patienten mit Herzinfarkt. Einschrankend ist
jedoch zu erwahnen, dass die Subgruppenanalyse durch eine geringe Anzahl
an Patienten mit Polymorphismus und Herzinfarkt erschwert wird. Es sollte hier
eine vergleichende Studie mit einer sich an der Polymorphismusfrequenz

orientierenden Anzahl an einzuschlieRenden Patienten durchgefuhrt werden.

5.1.4. Hitzeschockprotein 70

Basierend auf den in Abschnitt 1.3. beschriebenen Kenntnissen der Wirkweise
und protektiven Funktion der Hitzeschockproteine wurden die HSP70-
Polymorphismen in den letzten Jahren verstarkt auf mogliche Verbindungen zu
inflammatorischen, autoimmunologischen und neoplastischen Krankheiten
untersucht. In einer Arbeit von Chouchane et al. wurde eine deutliche
Assoziation zwischen den unterschiedlichen Allelen von HSP70-2 Position 1267
bzw. HSP70-Hom Position 2437 und malignen Tumoren wie Non-Hodgkins-
Lymphom bzw. Brustkrebs gefunden (Chouchane et al., 1997). Eine andere
Arbeit von Chuang et al. sieht eine Verbindung zwischen dem HSP70-2-
Polymorphismus und der Entstehung des Insulin-abhangigen-Diabetes-mellitus
(Chuang et al.,, 1996). Weiterhin wurde dieser Polymorphismus in
Zusammenhang mit der Auspragung des Schweregrades bei Morbus Crohn
gebracht (Easki et al., 1999). Eine signifikante Assoziation des HSP-70-hom
+2437T-Allels mit Spondyloarthropathien konnte 2002 durch Vargas-Alarcon et
al. erkannt werden. Martin et al. konnten 2004 bei Tragern des HSP 70-
hom+2437C-Allels in Kombination mit dem HLA-B5701-Haplotyp eine
Pradisposition fur eine Hypersensitivitat gegentber dem antiviralen Medikament
,abacavir®, das in der HIV-Therapie eingesetzt wird, feststellen. Ishibara et al.
kommen zu dem Ergebnis, dass weder eine Assoziation des HSP70-Hom-
Polymorphismus an Position 2437 zu einem bestimmten HLA-Phenotyp
vorliegt, noch dass Patienten mit Sarkoidose eine unterschiedliche

Allelfrequenz dieses HSP im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe aufweisen
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(Ishibara et al., 1995). Zu einem ahnlichen Ergebnis kommen Vinasco et al. in
Bezug auf die Rheumatoide Arthritis, wobei hier noch zusatzlich der HSP70-2-
Polymorphismus an Position 1267 sowie der HSP70-1-Polymorphismus an
Position 190 untersucht wurden (Vinasco et al., 1997).

Durch die multiplen protektiven Funktionen der Hitzeschockproteine gerade bei
Ischamie, sowie deren Interaktionen mit dem kardial bedeutsamen TNF und IL
6 sowie anderen Zytokinen im Sinne eines Regelkreises, kann die
Beeinflussung dieser Funktionen durch funktional wirksame Polymorphismen
auch fur die Herzinsuffizienz relevant sein. Da der Polymorphismus an Position
2437 zu einer Anderung der Aminosaurensequenz an Position 493 fiihrt, was
eine Anderung der Peptid-bindenden Rinne und somit der Funktionalitét des
Proteins nach sich zieht, sollten die Polymorphismen des Hitzeschockproteins
auch auf ihre Bedeutung hinsichtlich kardialer Erkrankungen gepruft werden. Es
gibt nach unserer Kenntnis keine Arbeit, die einen Zusammenhang zwischen
diesen Polymorphismen und der Herzinsuffizienz untersucht hat. In der
vorliegenden Arbeit wurden der 1267AG-Polymorphismus, der eine Bedeutung
bei der HSP 70-2-mRNA-Expression haben soll, sowie der 2437CT-
Polymorphismus untersucht.

Bezuglich des 1267AG-Polymorphismus konnte kein signifikanter Unterschied
zwischen den untersuchten Gruppen festgestellt werden. Hier ergaben sich
folgende Frequenzen: Gruppe I: GG = 36.6%, GA = 47.6%, AA = 15.8%;
Gruppe Il: GG = 26.8%, GA = 51.2%, AA = 22%. Die Irrtumswahrscheinlichkeit
betragt p = 0.18. Somit kann aus dem Ergebnis dieser Studie kein
Zusammenhang zwischen diesem Polymorphismus und der Entwicklung der
Herzinsuffizienz auf dem Boden einer 3-Gefal3-KHK abgeleitet werden. Die in
dieser Arbeit ermittelten Allel-Frequenzen sind gut vergleichbar mit anderen
Veroffentlichungen (Vinasco, 1997; Chouchane et al., 1997).

Die Untersuchung des 2437CT-Polymorphismus hat allerdings eine signifikant
unterschiedliche Verteilung der Frequenzen in beiden Gruppen ergeben. In
Gruppe | wurden Frequenzen von TT = 64.6%, TC = 26.8% und CC = 8.5%
ermittelt. In Gruppe Il waren es fur Genotyp TT = 76.8%, fir TC = 23.2% und fur

CC = 0%. Die Berechnung mittels Cochrane-Armitage-Trend-Test ergab eine
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Irrtumswahrscheinlichkeit von p = 0.023 dafur, das hieraus eine signifikant
differente Verteilung der Genotypen zwischen den beiden Gruppen resultiert. In
diesem Fall wuarde Gruppe |, welches die 3-Gefall-KHK-Patienten mit einer
Herzinsuffizienz beinhaltet, signifikant mehr Patienten mit dem 2437CC-
Genotypen aufweisen als Gruppe Il. Dieses ist der Genotyp, der durch einen
Austausch von Methionin zu Threonin an Position 493 der Aminosauresequenz
zu einer Anderung der Peptid-bindenden Rinne des Proteins fiihrt (Morshauser
et al., 1999). Dieses konnte dazu fuhren, dass die Spezifitat der Proteinbindung
bzw. das weitere Verarbeiten des gebundenen Proteins beeinflusst wird (Martin
et al., 2004). Hierdurch kénnte die protektive Funktion des Hitzeschockproteins
verringert werden und weiterhin die proinflammatorischen Funktionen von IL 6
und TNF an Bedeutung gewinnen.

Hinsichtlich der Herzinsuffizienz bei KHK kann diese Verringerung der
protektiven Funktion zu einer starkeren Auspragung des Reperfusionsschadens
fuhren. Wie gezeigt werden konnte, wird dieser durch Erhdhung der myozytaren
HSP-Konzentration nach induzierter Ischamie begrenzt (Marber et al., 1995).
Die Annahme, dass der Aminosaureaustausch zu einem Verlust der
proteinbindenden Spezifitat fuhrt, kann eine Zunahme des
Reperfusionsschadens durch reduzierte bzw. weniger spezifische protektive
HSP-induzierte Komplexbildung der zellularen Makromolekile und somit
geringeren Schutz vor Sauerstoffradikalen erklaren. Ebenso ist eine geringere
Bindung an unterschiedliche intra- und extrazellulare Rezeptoren denkbar. Da
Hitzeschockproteine als extrazellulare Signalmolekile tUber das CD-14-Antigen
bzw. den Toll-like-receptor 4 in der Lage sind, die Zytokinproduktion zu
beeinflussen, konnte dies zu einer Verschiebung des induzierten
Zytokinspektrums hin zu einem mehr proinflammatorischen Muster fuhren.
Auch die Spezifitat fir den NFkB-Signalweg kénnte reduziert sein, was den
negativ regulatorischen Einfluss der Hitzeschockproteine auf die Transkription
proinflammatorischer Zytokine beeintrachtigen wurde. Da ein
Hauptmechanismus der Zellprotektion durch Hitzeschockproteine in der
Suppression proinflammatorischer Zytokine liegt (Grunenfeld et al., 2001),

konnten diese moglichen Effekte zu einer gesteigerten zellularen Immunantwort
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fuhren. Auch die bereits erwahnte Rolle der Hitzeschockproteine hinsichtlich der
Apoptoseinduktion kann durch den funktional wirksamen Polymorphismus von
HSPA1L modifiziert werden, indem die mitochondriale Freisetzung von
Zytochrom C durch das in seiner Spezifitat veranderte HSPA1L negativ oder

positiv beeinflusst wird.

Hierzu sind weitere Arbeiten notwendig, welche die genaue Bedeutung der
Anderung der Peptid-bindenden Rinne von HSPA1L untersuchen. Auch
hinsichtlich der moglicherweise beeinflussten Interaktionen mit
proinflammatorischen Zytokinen bei Vorliegen dieses Polymorphismus kénnten

weitere experimentelle Arbeiten fur ein besseres Verstandnis sorgen.

In einem ersten Schritt sollte gepruft werden, ob die Transfektion von HSPA1L-
Wildtyp bzw Polymorphismus in HelLa-Zellen das Uberleben der Zellen nach
Hypoxie-/Anoxie erschwert bzw. erleichtert. Sollte hier tatsachlich ein
Unterschied festgestellt werden konnen, ware dies ein Beweis dafur, dass der
HSPA1L-Polymorphismus selbst und nicht ein benachbartes Gen (in ,linkage
dysequilibrium®) far die in dieser Arbeit festgestellte Korrelation mit dem
Auftreten einer chronischen Herzinsuffizienz bei koronarer 3-GefalRerkrankung
verantwortlich ist.

Insbesondere in der MHC Klasse Il Region, in dem das HSPA1L Gen lokalisiert
ist, werden Gen-Polymorphismen in fixen Kombinationen, ,polymorphic frozen
blocks®, beobachtet, die wiederum in verschiedenen Populationen ,ancestral
haplotypes® bilden. Die Untersuchung dieser Haplotypen (,haplotype mapping®
— in diesem Fall durch HLA-, TNF-, C4-Typisierung) kann zur Identifizierung
relevanter Kandidaten-Antigene beitragen, wie dies fur die Myasthenia gravis
(Degli-Esposti et al, 1992) oder die Abacavir-Unvertraglichkeit (Martin et al.,
2004) gelungen ist.

Eine Subgruppenanalyse zeigte auch hier keinen Zusammenhang der
Polymorphismen von HSPA1L oder HSPA1B =zur Infarkthaufigkeit. Die
Polymorphismen waren zum einen innerhalb der einzelnen Gruppen zwischen

Patienten mit stattgehabtem Herzinfarkt und solchen ohne normal verteilt. Zum
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anderen kam es auch im Vergleich der beiden Gruppen nicht zu einer
signifikanten Haufung der Polymorphismen bei den Patienten mit Herzinfarkt.
Einschrankend ist jedoch zu erwahnen, dass die Subgruppenanalyse durch
eine geringe Anzahl an Patienten mit Polymorphismus und Herzinfarkt
erschwert wird. Es sollte hier eine vergleichende Studie mit einer sich an der
Polymorphismusfrequenz  orientierenden Anzahl an einzuschlielRenden

Patienten durchgefuhrt werden.
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6. Zusammenfassunq

Die pathophysiologischen Zusammenhange in der Entwicklung der chronischen
Herzinsuffizienz sind komplex und im Einzelnen noch nicht verstanden. In den
letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass Entzundungsprozesse neben
neurohormonalen und hamodynamischen Anpassungsvorgangen und der
Bedeutung von freien Sauerstoffradikalen fir die Entstehung der
Herzinsuffizienz eine wichtige Rolle spielen. Die Bedeutung pro- sowie
antiinflammatorischer ~ Zytokine  auch  hinsichtlich  nichtentzindlicher
Herzerkrankungen wurde ebenso erkannt wie die Bedeutung der
Hitzeschockproteine als Zytoprotektoren gegenuber bestimmten Noxen wie der
akuten Ischamie.

Far die in dieser Arbeit untersuchten Hitzeschockproteine A1B (+1267G/A) und
A1L (+2437T/C) sowie Zytokine Interleukin 6 (-174C/G), Interleukin 10 (-
1082A/G; -819C/T), TNF-a (-308G/A) und TNF-B (+252A/G) sind genetische
Polymorphismen beschrieben, die durch ihre Lage in funktionstragenden
Genabschnitten Einfluss auf die Expression bzw. auf die endgultige
Proteinstruktur nehmen.

Ziel dieser Arbeit war es, einen relevanten Unterschied in der Frequenz der
Polymorphismen zwischen zwei Patientengruppen nachzuweisen, um somit
einen moglichen Erklarungsansatz dafur zu liefern, dass die erste Gruppe eine
Herzinsuffizienz entwickelte hatte und die zweite nicht. Zu diesem Zweck
wurden Patienten mit koronarer 3-Gefallerkrankung, der haufigsten Ursache flr
eine chronische Herzinsuffizienz, ausgewahilt.

Aus insgesamt 1071 linksherzkatheterisierten Patienten mit 3-GefalR-KHK
wurden 164 Patienten nach echokardiographischen Kriterien (EF: Gruppei<
40%, Gruppe2> 55%; LVEDD: Gruppe1>58mm, Gruppe2<55mm) einer
Herzinsuffizienz sowie unter Berucksichtigung des Geschlechts, des Alters, des
jeweiligen Risikoprofils und der Anamnese als matched pairs in zwei Gruppen
mit jeweils n=82 Patienten eingeteilt. Zur molekularbiologischen Bestimmung
der Polymorphismen wurde DNA aus Vollblut extrahiert, die relevanten

Genabschnitte mittels PCR amplifiziert und die Amplifikate anschlieRend durch
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Restriktionsverdauanalyse auf das Vorhandensein der Polymorphismen
untersucht. Zur statistischen Auswertung wurde als exaktes Testverfahren der
Cochran-Armitage-Trend-Test angewendet.

Die  Ergebnisse  zeigten  keine  signifikanten  Unterschiede  der
Polymorphismusfrequenzen zwischen den beiden Gruppen fur TNF-a
(p=0.277), TNF-B (p=0.308), IL 6 (p=0.592), IL 10 -1082 (p=0.713), IL 10 -819
(p=0.29) und HSPA1B (p=0.182). Fur das Gen HSPA1L konnte allerdings ein
Unterschied gefunden werden, wobei der Genotyp HSPA1L 2437CC in der
Patientengruppe mit Herzinsuffizienz signifikant haufiger zu beobachten ist als
in der Kontrollgruppe (p=0.023). Dieser Genotyp bewirkt durch einen Austausch
der Aminosaure Methionin durch Threonin eine Anderung der Tertiarstruktur
von HSP70 innerhalb der peptidbindenden Rinne des Proteins. Hierdurch ist ein
Einfluss auf die Spezifitat der Proteinbindung denkbar, welcher wiederum die
protektive Funktion des Hitzeschockproteins, das als molekulares Chaperon
wirkt, einschranken kann.

Somit kann das signifikant haufigere Auftreten des relevanten Polymorphismus
in der Patientengruppe mit Herzinsuffizienz als Hinweis auf eine funktionelle

Bedeutung dieser Punktmutation im Verlauf der 3-Gefal3-KHK gewertet werden.

Als zweites Ergebnis fand sich bei Vergleich der in dieser Studie ermittelten
Allelfrequenzen von oben genannten Polymorphismen mit publizierten Daten
gesunder Kontrollgruppen ein relevanter Unterschied fur den Interleukin 10-
1082 G>A-Polymorphismus. Dieser kdnnte, sollte sich das Ergebnis in einer
prospektiv angelegten Studie bestatigen, fur eine Rolle des IL 10 —1082 G>A
Polymorphismus in der Pathogenese der schweren koronaren

Gefalierkrankung sprechen.
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8. Anhang

8.1. Abbildungsverzeichnis
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Entzindung und chronische Herzinsuffizienz- Aktuelle Konzepte

Darstellung der Zytokin-Rezeptoren Klasse I-IV sowie der

entsprechenden Signalwege wie im Text ausgefuhrt.

Potentielle Mechanismen bzw. Mediatoren, welche zur kontraktilen

Dysfunktion von Kardiomyozyten fihren kénnen.

Struktur des menschlichen Haupthistokompatiblitatskomplex
(MHC).

Darstellung der amplifizierten DNA-Sequenz von TNF-a und

Projektion des polymorphismustragenden Genabschnitts.

Darstellung der amplifizierten DNA-Sequenz von TNF-B und

Projektion des polymorphismustragenden Genabschnitts.

Darstellung der amplifizierten DNA-Sequenz von IL 6 und

Projektion des polymorphismustragenden Genabschnitts.

Darstellung der amplifizierten DNA-Sequenz von IL 10/-1082 und

Projektion des polymorphismustragenden Genabschnitts.

Darstellung der amplifizierten DNA-Sequenz von IL 10/-819 und

Projektion des polymorphismustragenden Genabschnitts.

Darstellung der amplifizierten DNA-Sequenz von HSPA1B und

Projektion des polymorphismustragenden Genabschnitts.
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Darstellung der amplifizierten DNA-Sequenz von HSPA1L und

Projektion des polymorphismustragenden Genabschnitts.

Saulendiagramm mit Darstellung der Verteilung der
Ejektionsfraktion (EF in %) in beiden Patientengruppen (jeweils
n=82) nach Bildung der matched pairs. In Gruppe | reicht das
Spektrum von 11% bis 40 %, in Gruppe Il von 55% bis 92%.

Saulendiagramm mit Darstellung der Verteilung des links-
ventrikularen enddiastolischen Durchmessers (LVEDD in mm)
in beiden Patientengruppen nach Bildung der matched pairs. In
Gruppe | reicht das Spektrum von 60 — 75 mm, in Gruppe |l von
34 — 55 mm.

Gelelektrophorese mit 3%igem Agarosegel mit Produkten aus

PCR und Restriktionsverdauanalyse von TNF-a aus Gruppe |.

Gelelektrophorese mit 3%igem Agarosegel mit Produkten aus

PCR und Restriktionsverdauanalyse von TNF-a aus Gruppe II.

Gelelektrophorese mit 1.5%igem Agarosegel mit Produkten aus

PCR und Restriktionsverdauanalyse von TNF- aus Gruppe |.

Gelelektrophorese mit 1.5%igem Agarosegel mit Produkten aus
PCR und RFLP von TNF-B aus Gruppe Il.

Gelelektrophorese mit 2% Agarosegel mit Produkten aus PCR und

Restriktionsverdauanalyse von Interleukin 6 aus Gruppe |.

Gelelektrophorese mit 2% Agarosegel mit Produkten aus PCR und

Restriktionsverdauanalyse von Interleukin 6 aus Gruppe II.
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Gelelektrophorese mit 3% Agarosegel mit Produkten aus PCR und

Restriktionsverdauanalyse von Interleukin 10/-1082 aus Gruppe |I.

Gelelektrophorese mit 3% Agarosegel mit Produkten aus PCR und

Restriktionsverdauanalyse von Interleukin 10/-1082 aus Gruppe II.

Gelelektrophorese mit 2.5% Agarosegel mit Produkten aus PCR
und Restriktionsverdauanalyse von Interleukin 10/-819 aus

Gruppe |.
Gelelektrophorese mit 2.5% Agarosegel mit Produkten aus PCR
und Restriktionsverdauanalyse von Interleukin 10/-819 aus

Gruppe II.

Gelelektrophorese mit 2% Agarosegel mit Produkten aus PCR und

Restriktionsverdauanalyse von HSP 70 A1B aus Gruppe |.

Gelelektrophorese mit 2% Agarosegel mit Produkten aus PCR und

Restriktionsverdauanalys von HSP 70 A1B aus Gruppe Il.

Gelelektrophorese mit 1.5%igem Agarosegel mit Produkten aus

PCR und Restriktionsverdauanalyse von HSPA1L aus Gruppe I.

Gelelektrophorese mit 1.5%igem Agarosegel mit Produkten aus

PCR und Restriktionsverdauanalyse von HSPA1L aus Gruppe Il.
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dNTP Desoxynucleosidtriphosphat
EDTA Ethylen-diamin-tetraacetat

EF Ejektionsfraktion

eNOS endotheliale NO-Synthetase
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TNF-receptor-associated factor

World Health Organisation
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