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1. Einleitung

Unter Polymorphismus versteht man das gleichzeitige Vorkommen von unterschiedlichen
Phénotypen in einer Population. Beim genetischen Polymorphismus gibt es fiir ein Gen
mehrere Zustandsformen (Allele) mit den entsprechenden phénotypischen Ausprigungen. Bei
Allelen handelt es sich um alternative Formen von Genen, die denselben Lokus im
Chromosom einnehmen. Die verschiedenen Allele unterscheiden sich voneinander durch eine
oder mehrere mutative Verdnderungen, die im Verlauf der Evolution in der DNA entstanden
sind. Von Mutation spricht man bei einer bleibenden Verdanderung des genetischen Materials,
die auf Tochterzellen vererbt wird. Generell unterscheidbar sind Punktmutationen durch
Austausch, Verlust oder Insertion von Basenpaaren innerhalb eines Gens oder
Chromosomenmutation mit Verdnderung der Chromosomenstruktur. Ohne die Féhigkeit zur
spontanen Mutation der Gene wire keine evolutiondre Weiterentwicklung denkbar.

Beim Menschen sind bereits mehr als zwei Millionen genetische Polymorphismen bekannt.
Es handelt sich vorwiegend um Einzelbasensubstitutionen sowohl in kodierenden als auch in
nicht kodierenden Bereichen des Genoms ( single nucleotide polymorphisms oder SNPs).
Diese Polymorphismen spiegeln die genetische Grundlage fiir die Einzigartigkeit jedes
Individuums wieder. Auch im Stoffwechsel existieren individuelle genetische Unterschiede in
der Effizienz von chemischen Reaktionen. Dies kann in einer individuellen Neigung zu
bestimmten Krankheiten oder einem relativen Schutz resultieren. Entscheidend fiir das
tatsdchliche Auftreten einer Krankheit sind andere, zusitzliche Faktoren wie
Umwelteinfliisse. So kdnnen die meisten Krankheitsprozesse als Folge der Interaktion von
Umwelteinfliissen mit individuellen genetischen Gegebenheiten des betreffenden Individuums
aufgefasst werden. Eine Erkrankung ist genetisch bedingt, wenn sie vorwiegend oder
ausschieBlich durch Stérungen im genetischen Programm von Zellen und Geweben verursacht
wird. Mehr als 3000 definierte Erkrankungen sind bekannt, die monogen durch eine einzelne
Mutation verursacht worden sind, von mehr als 1000 ist die genaue molekulargenetische
Ursache bekannt. Monogen verursachte Krankheiten sind so verschieden wie die genetische
Information in den entsprechenden Genen. Sie werden nach den Mendelschen
GesetzmiBigkeiten vererbt und gehen auf eine strukturelle Verdnderung eines Gens zuriick.
Zwischen rein endogenen (genetischen) und umweltbedingten Ursachen von Krankheiten gibt
es ein breites Spektrum von genetisch bedingter Pridisposition und auslésenden Faktoren
(multifaktoriell bedingte Erkrankungen). Viele relativ héufige, chronisch verlaufende
Erkrankungen wie arterielle Hypertonie, Atherosklerose, Hyperlipiddmie, Diabetes mellitus,

Gicht und psychiatrische Erkrankungen gehoren zu dieser wichtigen Kategorie.
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Klinische Bedeutung haben die Polymorphismen insofern, als mit DNA-Markern iiber
Kopplungsanalysen priklinisch und prianatal bestimmte Erkrankungen nachgewiesen werden
konnen. AuBlerdem spielen sie eine Rolle in der forensischen Medizin und Kriminalistik.
Genetische Polymorphismen erdffnen einerseits ein weites Feld diagnostischer
Moglichkeiten, andererseits sind sie von grof3er Bedeutung sowohl fiir die weitere Aufklarung
des menschlichen Genoms als auch der genetischen Herkunft des Menschen.

In dieser Arbeit wird ein moglicher Zusammenhang zwischen dem C825T G-Protein P3-

Untereinheit Polymorphismus und der AV-Knoten-Reentrytachykardie untersucht.

1.1. G-Proteine
G-Proteine sind Schliisselelemente der transmembrandren zelluldren Signaltransduktion.
Zunichst soll kurz auf die Biochemie der G-Proteine und auf den Mechanismus der

Signaltransduktion durch G-Proteine eingegangen werden:
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Abb. 1: G-Protein-Struktur: Die Abbildung zeigt die wahrscheinliche relative Orientierung des afy-Trimers zu
einem G-Protein-gekoppelten Rezeptor und der Zellmembran. Die angegebenen Aminosduren kennzeichnen die
Lokalisation von pathogenen Punktmutationen. Pertussistoxin katalysiert die ADP-Ribosylierung eines Cystein-
Molekiils im C termialen Ende der a-Untereinheit und verhindert so die Aktivierung durch Rezeptoren.
(modifiziert nach Farfel et al. )



Heterotrimere regulatorische Guaninnukleotid-bindende Proteine (G-Proteine) gehoren zur
Superfamilie der GTP-bindenden Proteine oder GTP-asen. G-Proteine kommen in normalen
Zellen sowohl im Membranbereich als auch intrazelluldr vor. Es wird angenommen, dass 50-
60 % der klinisch relevanten Drogen ihre Wirkung iiber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
vermitteln.'® Abbildung 1 zeigt ein membranstindiges G-Protein in Interaktion mit einem
Rezeptor.

Die membranstindigen G-Proteine {iibertragen  Signale von 7-Helix-Rezeptoren auf
Effektorproteine. Intrazellulire G-Proteine sind an der Kontrolle von Proteinsynthese und
Proteintransport beteiligt. G-Proteine bestehen aus den drei Komponenten a, § und .

Ihre a-Untereinheit ist in der Lage ein Guanin-Nukleotid zu binden (entweder GDP oder
GTP). Das Protein zeigt eine schwache GTPase-Aktivitit. Im Ruhezustand trigt das G-
Protein ein GDP. Wenn der 7-Helix-Rezeptor seinen Signalstoff bindet, dndert sich die
Rezeptorkonformation in der Art, dass ein GTP-Molekiil anlagern kann.

Abbildung 2 stellt die folgenden Vorgéinge bildlich dar. Die Wechselwirkung mit dem
Rezeptor veranlasst das G-Protein, GDP gegen GTP auszutauschen. Dadurch wird das G-
Protein  aktiviert. Es trennt sich vom Rezeptor. Durch Anderung der
Konformation der a-Untereinheit wird die Affinitdt zwischen Ga und GPy geschwicht und
By-Einheit.

GTP-tragende

das Protein zerfillt in eine o- und eine Entgegen fritherer

Annahmen bindet nicht nur die a-Einheit an
ein Effektorprotein und dndert dessen Aktivitit, sondern ebenso die By-Einheit. lonenkanile
werden gedffnet oder geschlossen, Enzyme werden aktiviert oder inaktiviert. Durch langsame
enzymatische Hydrolyse des GTP zu GDP kehrt die o-Einheit in den inaktiven Zustand

zuriick und verbindet sich wieder mit der Py-Einheit. Damit ist der Ausgangszustand

wiederhergestellt.
G-Proteine  werden nach ihrer o-
Signal- Signal- . . e . . .
Initiation Termination Untereinheit klassifiziert. Bisher sind tiber
s .. . .
Rezeptor ol b 20 bekannt, die in vier Unterfamilien (Gs,
GDp ;

Abb. 2:GTP Bindungs- und Hydrolyse-Zyklus.
Weitere Ausfithrungen im Text. (modifiziert nach

Farfel et al. %)

Gi, Gg, Gi2) zusammengefasst werden.
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ungefdhr 20 Aminosduren, und dem Rest des Molekiils, einer propellerfliigelartig
angeordneten siebenfach wiederholten Sequenz. Von den 6 bekannten B-Untereinheiten sind 5
tiber ihre Linge von ~340 Aminoséduren zu 80% identisch, GB5 deckt sich nur zu 53% mit den
anderen B-Untereinheiten und hat 13 zusétzliche Aminoséuren. Die f3-Untereinheit wurde
erstmals 1990 von Levine et al. erwihnt.”” Sie kommt ubiquitér vor und spielt eine Rolle bei
diversen durch Pertussistoxin-sensitiven G;-und Gg-Proteinen mediierten Zellantworten.

Das Molekulargewicht aller bekannten f-Untereinheiten variiert zwischen 35 und 39 kDa. Die
By-Untereinheiten mit ihrer Propeller-dhnlichen Struktur wirken an einer Vielzahl von
Effektoren, zum Beispiel Ionenkanilen, etwa dem einwirtsgleichrichtenden G-Protein-
kontrollierten Kalium-Kanal oder Calcium-Kanidlen. Des Weiteren verdndern sie die Aktivitat
von Phospholipase A2 und C, von Adenylatcyclasen, Calcium-ATPase-Pumpen,
Rezeptorkinasen und beeinflussen viele zusidtzliche Zellvorginge, wie vesikulére
Transportmechanismen und die Regulierung der MAP-Kinasen und somit des Zellzyklus.°
Die pharmakologische Modulation der G-Protein-vermittelten Signaltransduktions-Kaskade
ist zur Zeit fast ausschlieBlich auf Rezeptorebene moglich. Allerdings nutzt man héufig
Bakterien-Toxine, um die Funktion von G-Proteinen zu studieren. Von besonderer
Wichtigkeit sind Choleratoxin und Pertussistoxin. Choleratoxin bewirkt eine anhaltende
Aktivierung der o-Einheit der Unterfamilien G und G;. Pertussistoxin verhindert die
Interaktion zwischen Rezeptor und G-Protein durch ADP-Ribosylierung an der a-Einheit der

Unterfamilie G; und Gq.25

1.2. Der C825T GNB3 Polymorphismus

Der C825T Polymorphysmus wurde erstmals 1998 von Siffert et al. als ein Risiko fiir
Hypertonie beschrieben.”’ Dieser Polymorhpismus liegt im Gen fiir die p3-Untereinheit,
GNB3 auf Chromosom 12pl13. Das menschliche GNB3 Gen wurde im Jahr 2000 von
Rosskopf et al. komplett aufgeklirt.*® Es handelt sich um ein Gen von 7,5 kb, bestehend aus
11 Exons und 10 Introns. Beim 825T-Allel kommt es zur Substitution von Cytosin durch
Thymin an Position 825 im Exon 10 des Gens. Dies fiihrt nicht zu einer Anderung der
Aminosédurensequenz, sondern zur Translation in zwei alternative Splicing-Varianten, GB3s
und GB3s-2, die in Exon 9 beziehungsweise in Exon 10 trunkiert sind. Diese beiden Splicing-
Varianten sind um 123 bezichungsweise 129 Basenpaare verkiirzt. Der C825T
Polymorphismus liegt mehr als 1700 Basenpaare entfernt von der alternativen Splicing-Stelle
von Gf3s. Noch ist nicht ganz klar, wie ein genetischer Polymorphismus in Exon 10 ein

alternatives Splicing in Exon 9 beeinflussen kann. Siffert et al. suchten daher nach weiteren
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Polymorphismen und fanden den haufigen C1429T Polymorphismus. Das Vorhandensein des
1429T Allels steht in enger Verbindung mit dem des 825T Allels. AuBBerdem wurde ein neuer
Polymorphismus A(-350)G in der Promoterregion identifiziert. Dennoch besteht beziiglich
des komplexen alternativen Splicings von GNB3 noch Aufkldrungsbedarf.

Das Gf-Protein gehort zur "B-Propeller"-Familie, bei der die repetitiven Sequenzen, in diesem
Fall sieben, wie Drehfliigel eines Propellers um ein Zentrum angeordnet sind. Bei G[3s
werden nur sechs Fliigel ausgebildet, genauer gesagt fehlen die letzten vier Aminoséuren des
dritten sowie ein grofler Teil des vierten Fliigels, wie in Abbildung 3 dargestellt.

GP3s-2 wurde 2003 von Rosskopf et al. entdeckt.*’ Auch hier fiihrt die Verkiirzung um
diesmal 129 Basenpaare zum Verlust eines Propellerfliigels und es resultiert eine Struktur, die

der von GB3s sehr dhnlich ist.

A B
Reguldres Sy i f Polymorphismus
ggcag [TGC: AG T
Intron 8 i Exon 9 5 i " Exon10
i e .
.t -/ -~ r
ry -
[Exon 10 regulires G 3
|- 2 ’ bl
Exon 8 | Exon 8 crypt. | Exan 10 GB 3s
Cc
Exon: 1 2 3 4 56 78 9 10 11
A(-350) G ATG A657T C825T TGA  C1429T
| | | G814A
I
[-350] [+1] [+ 1077] [+3725] [+5489 / 5500] [+ T087)

Abb. 3: Genstruktur und alternativer Splicingmechanismus von GNB3. A, Gezeigt sind die Exons 8, 9 und
10 und die intervenierenden Introns. Das alternative Splicing von Exon 9 fiihrt zu einer Deletion in GB3-s
(dunkelgrau). C/T zeigt den C825T Polymorphismus. B, Modell der Struktur von GNB3, einem Propellerprotein
bestehend aus 7 repetitiven Sequenzen. Die bei GB3s geldschten Bereiche sind schwarz dargestellt. C, Gen
Struktur von GNB3. Die Boxen représentieren die Exons, ATG und TGA die Start- beziehungsweise Stop-
Codons fiir die Translation. Die Pfeile zeigen die Lokalisation der verschiedenen Polymorphismen in GNB3.
(modifiziert nach Rosskopf et al.* )

Homozygote 825C-Allel-Triger bilden nur das Wildtyp Genprodukt, wahrend homo- und
heterozygote 825T-Allel-Triager sowohl die Wildtyp GB3-, als auch die GB3-s- und GB3-s2-

mRNA exprimieren.



Ruiz-Velasco und lkeda veroffentlichten im Jahre 2003 eine Studie, in der GPB3s keine
biologische Aktivitit aufwies, insbesondere wurde weder die Aktivitdt von N-Typ Calcium-
Kanilen noch von einwirtsgerichteten, G-Protein-regulierten Kalium-Kanlen beeinflusst.*”

Vor kurzem wurde von Rosskopf et al. eine neue Variante Gbeta3v (Abb. 4) entdeckt.*® Bei
diesem Protein fehlen die Propeller-Fliigel 5, 6 und 7. Das Gbeta3v ist jedoch nicht mit einem

Allel des GNB3 C825T Polymorphismus assoziiert.

C-terminales Ende

Neues
C-terminales
Ende

N-terminales Ende

Qriginales
C-terminales
Ende

GB3 Gp3v

Abb. 4: Struktur von GB3 und GPB3v. links: GB3 hat eine propellerartige Struktur mit sieben Fliigeln und eine
n-terminale coiled-coil Doméne. Die weilen Pfeile stehen fiir die bei GB3v fehlenden Anteile. rechts:

hypothetische Vier-Propeller-Fliigel-Struktur von Gp3v (modifiziert nach Rosskopf et al.** )

1.3. Klinische Korrelate des T-Allels

Seit der erstmaligen Beschreibung des C825T Polymorphismus im Jahr 1998 wurde in
zahlreichen medizinischen Bereichen geforscht und versucht, Assoziationen mit einer
Vielzahl von Krankheitsprozessen, mit der Signaltransduktion in menschlichen Zellen und
Geweben sowie der pharmakologischen Antwort der Zellen nachzuweisen. Solche
Assoziationen wdéren nicht allzu iiberraschend, da die G-Protein-Aktivierung ein
Schliisselereignis in der intrazelluldren Signaltransduktion darstellt.

Das 825T-Allel stellte sich nicht nur als Risikofaktor fiir Hypertonie'>*> heraus, sondern
zahlreiche Studien zeigten fiir die weile Population Europas ein erhohtes Risiko fiir

11,38,39

Ubergewicht und verschiedene kardiovaskuldre Erkrankungen, wie koronare

Herzkrankheit”** und Schlaganfall®*, und auBerdem fiir Depression™*’. Im Gegensatz
hierzu bleibt die Assoziation des 825T-Allels mit diesen Erkrankungen bei anderen, nicht-

kaukasischen Ethnien kontrovers, %3204



Des Weiteren dient das T-Allel als pharmakologischer Marker, um die Antwort auf viele
Pharmaka vorauszusagen, wie Diuretika44, Antidepressiva49, Sildenaﬁl‘”, Clonidin®,
Angiotensin 11V, Endothelin-1"’, und die Antwort auf die Hepatitis B-Impfung®', um nur
einige zu nennen.

AuBerdem ist das T-Allel mit Diabetes mellitus, Linksherzhypertrophie, Salzretention,
Thrombozytenaggregation und immunologischen Phinomenen assoziiert.>’

Kiirzlich stellte sich der TT Genotyp als protektiver Faktor gegen Vorhofflimmern heraus.*

1.4. Weltweite Verteilung des T-Allels

Interessant ist die Verteilung des 825T Allels unter den verschiedenen ethnischen
Populationen.®” Bei nicht-humanen Primaten unbekannt, rangiert das 825T-Allel mit einer
sehr hohen Frequenz von 60-80% bei Buschminnern, Aboriginis, Schwarzafrikanern und
Schwarzamerikanern weit vor den Ostasiaten mit 40-60% und den Kaukasiern mit 30%. Eine

Ubersicht gibt Abbildung 5.
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Abb. 5: Weltweite prozentuale Verteilung des GNB3 825T Allels (modifiziert nach Siffert et al.*®)

Zum einen wird hierdurch die Migration des Menschen aus der Wiege Ostafrika in den Rest
der Welt deutlich, zum anderen fallt auf, dass gerade solche Ethnien eine hohe Frequenz des
T-Allels aufweisen, welche unter westlichen Lebensbedingungen besonders anfillig fiir
Zivilisationskrankheiten wie Ubergewicht, Bluthochdruck und kardiovaskulire Erkrankungen

sind.



1.5. Rolle von G bei der Signaltransduktion im Atrium

Bevor auf die Rolle von Gf bei der Signaltransduktion im Vorhof eingegangen wird, sollen
kurz die verschiedenen Kaliumkanal-Typen und ihre Funktion skizziert werden.’

Kardiale Kaliumkanéle sind Membranproteine, die die passive Bewegung von Kalium-Ionen
durch die Zellmembran entlang ihres elektrochemischen Gradienten erlauben. Sie regulieren
das Ruhepotential, die Frequenz der Schrittmacherzellen und die Form und Dauer des
kardialen Aktionspotentials. Sie sind wichtige Zielstrukturen fiir die Aktion von
Neurotransmittern, Hormonen, Medikamenten und Toxinen, die die Herzfunktion
beeinflussen. Die Blockierung der meisten Kaliumkanile verlingert die Dauer des

Aktionspotentials und die Refraktétsszeit.

Kardiale Kaliumstrome konnen aufgrund ihrer funktionellen und pharmakolgischen
Eigenschaften unterschieden werden. Die Kaliumkandle werden eingeteilt in
spannungsabhéngig und ligandenabhingig. Ein spannungsabhidngiger Kaliumstrom ist
beispielsweise Ik;. Zu der zweiten Katergorie zdhlt man unter anderem den durch Acetycholin
aktivierten Kaliumstrom Ix, acn. Auf die weiteren Kaliumstrome im Herzen soll hier nicht
eingegangen werden.

Sowohl Ik;als auch Ix, ach gehoren zu den Einwértsgleichrichterstromen. Beide Strome spielen
eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung des Ruhemembranpotentials und bei der
Repolarisation, insbesondere wéhrend der terminalen Repolarisationsphase des
Aktionspotentials. Die Gleichrichtung dieser Strome beinhaltet einen erleichterten
Einwiértsstrom und einen erschwerten Auswartsstrom.

In  menschlichen Vorhofmyozyten sind Pertussistoxin-sensitive Gi-Proteine zur
Signaliibertragung von muskarinischen M2-Rezeptoren auf Acetylcholin-aktivierte
Kaliumkanéle notwendig. Gi-Proteine geben nach ihrer Aktivierung ihr fy-Dimer frei. Dieses
bindet an den Acetylcholin-aktivierten Kaliumkanal und o6ffnet ihn durch direkte
zytoplasmatische Interaktion. Die Aktivierung von Ik ach filhrt zu Hyperpolarisierung des
Membranpotentials, verlangsamt die spontane Feuerrate der Schrittmacherzellen unter
anderem im AV-Knoten und verzogert die atrioventrikulire Konduktion. Er ist der
Haupteffektor bei vagaler Stimulation in Vorhofmyozyten, die eine nicht einheitliche
Verkiirzung des Aktionspotentials und der Refraktitszeit nach sich zieht.

Braun et al. > wiesen eine iiber Pertussistoxin-sensitive G-Proteine vermittelte Hemmung der
einwértsgleichrichtenden Kaliumstrome Ix; und Ik, acn durch a;-adrenerge Rezeptoren in

Vorhofmyozyten von Kaninchen nach. Hieraus resultiert eine Verldngerung des
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Aktionspotentials wiahrend der finalen Repolarisationsphase und eine Depolarisierung des
Ruhemembranpotentials. Auch durch Proteinkinase C liel sich eine Hemmung von I
nachweisen."

Dobrev et al. gelang es, eine signifikante Assoziation zwischen dem 825T-Allel und der
GroBe von einwirtsgleichrichtenden Kaliumstromen in menschlichen Vorhofmyozyten
aufzuzeigen.® Beim TT-Genotyp war die Strdmungsdichte von Ig; signifikant groBer als beim
CC- oder CT-Genotyp. Fiir den Ik, ach gilt das Gegenteil, hier war die mittlere Amplitude bei
den homozygoten T-Allel-Trigern vermindert. Ix; bestimmt das Ruhemembranpotential,
daher konnte eine erhohte Dichte von Ix; mit einem negativeren Membranpotential und einer
beschleunigten Repolarisation einhergehen. Im Gegensatz hierzu ist Ix ach, der ebenfalls zum
Ruhemembranpotential beitrdgt, beim TT-Genotyp vermindert und es lieB sich in der Studie

insgesamt kein veréndertes Ruhemembranpotential nachweisen, was aber mdglicherweise auf

zu geringe Zellzahlen zuriickzufiihren sein konnte.

1.6. Die AV-Knoten-Reentrytachykardie

Die AV-Knoten-Reentrytachykardie ist eine der héufigsten Ursachen von regelméfigen
paroxysmalen supraventrikuldren Tachykardien. Die Rhythmusstérung kann persistieren, tritt
aber typischerweise paroxysmal auf.

Zur Erklarung AV-nodaler Echoschlige wurde 1956 das Konzept einer funktionellen
Lingsdissoziation des AV-Knotens aufgestellt. Moe et al. nahmen aufgrund experimenteller
Untersuchungen die Existenz von 2 funktionell getrennten Leitungsbahnen o und § im AV-
Knoten an, die sich hinsichtlich Refraktirzeit und Leitungsgeschwindigkeit unterscheiden.
1974 konnte Rosen die duale AV-Knotenphysiologie bei Patienten mit AV-Knoten-
Reentrytachykardien nachweisen. Fillt ein vorzeitiger Impuls vom Vorhof ein, wird er in der
B-Leitungsbahn blockiert. Die Erregung wird jedoch langsam entlang a fortgeleitet und kann
nun den Leitungsweg [ in retrograder Richtung aktivieren. Hieraus resultiert ein atriales
"Echo" und bei fortlaufender Wiederholung der Kreiserregung eine AV-Knoten-
Reentrytachykardie. Beim entsprechend veranlagten Patienten konnen diese Tachykardien
reproduzierbar mittels programmierter Stimulation ausgelost und unterbrochen werden.

Das Verstidndnis der Pathogenese der AV-Knoten-Reentrytachykardien wurde wesentlich
durch die Entwicklung der Radiofrequenzkatheterablation verdndert. Mit deren Hilfe gelang
es, die verschiedenen Anteile des Reentrys selektiv zu zerstoren.

1992 wurde klar, dass es sich beim langsamen und schnellen Leitungsanteil des AV-Reentrys

um anatomisch voneinander getrennte Strukturen - "Bahnen" - handelt, deren gemeinsame
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Endstrecke der distale AV-Knoten ist. Dieses pathophysiologische Konzept zeigt Abbildung 6

schematisch.

Sinusrhythmus typische AVMNRT atypische AVNRT
antegrad langsame Bahn antegrad schnelle Bahn
retrograd schnelle Bahn retrograd langsame Bahn

schnelle Bahn His-Blindel -
x
Trikuspidairing o
AV-Knoten /

langsame Bahn \ .

Y
Koronarsinus- i T
eingang T, Potential der TN
A langsamen Leitung Mo

Ableitung Il

o

RP'<P'R RP'>P'R

Abb. 6: Schematische Darstellung des pathophysiologischen Konzepts der AV-Knoten-
Reentrytachykardie

Hierdurch wurde das bisherige Konzept einer funktionellen Lingsdissoziation innerhalb des
AV-Knotens als Reentrymechanismus abgeldst. Meist wird die Erregung iiber eine schnelle
Bahn retrograd auf die Vorhofe zuriickgeleitet (typische AVNRT). Dies filihrt zu einer
anndhernd simultanen Erregung von Kammer und Vorhdfen. In 10% der Félle ist die
Erregungssequenz umgekehrt (atypische AVNRT). Diese Lokalisation der retrograden Bahn
ist entscheidende Aufgabe einer invasiven elektrophysiologischen Untersuchung, aufgrund
derer dann durch gezielte Zerstérung einer Bahn durch Katheterablation eine Heilung erreicht
werden kann.

Patienten mit AV-Knoten-Reentrytachykardie haben im allgemeinen keine organische
Herzerkrankung. Tachykardieassoziierte klinische Symptome reichen von Palpitationen,
Nervositét, Dyspnoe, Pulsationen im Hals, vermehrter Urinausscheidung und Hypotonie bis
zur Herzinsuffizienz, Synkope und Schock bei himodynamisch relevanten hochfrequenten
oder lidnger anhaltenden Tachykardien. Typisch sind u.a. die Erstmanifestation im jiingeren
Lebensalter (28 + 17 Jahre). Die Geschlechtsverteilung liegt bei m:w=1:2, haufig ist ein On-
Off-Phdnomen, Harndrang nach Tachykardieende und eine Terminierung durch
Vagusaktivierung. Im EKG liegt eine regelmiBige Tachykardie mit meist schmalen

Kammerkomplexen, seltener mit Verbreiterungen vor. Die P-Wellen sind meist nicht sichtbar
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oder projizieren sich in den Beginn der ST-Strecke, die haufig gesenkt ist. Der
Herzfrequenzbereich liegt bei 150-250/min.

In den letzten Jahren wurde vermehrt nach anatomischen Substraten der AV-Knoten-
Reentry-Tachykardie gesucht. Ren et al.®® ermittelten im dreidimensionalen intrakardialen
Ultraschall von AVNRT-Patienten eine signifikante Erweiterung des Ostiums des
Koronarsinus. Ein einfacher direkter Zusammenhang wird jedoch von den Autoren als
unwahrscheinlich angenommen, vielmehr scheint das Substrat der AVNRT sowohl aus
anatomischen als auch aus elektrophyiologischen Gesichtspunkten ableitbar zu sein.
Risikofaktor der AV-Knoten-Reentrytachykardie ist das weibliche Geschlecht, alle anderen
wie Alter, arterielle Hypertonie, Diabetes, Herzinsuffizienz, Klappenvitium, Myokarditis,
Congenitale Herzerkrankung, Hyperthyreose, Adipositas, Hypercholesterindmie, Nikotin und

Alkohol sind fraglich. Als wahrscheinlich gilt eine genetische Komponente.
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2. Fragestellung

Es stellt sich die Frage, ob der C825T Polymorphismus des GNB3 bei der Entstehung von
atrialen Arrhythmien eine Rolle spielt. Ein vermindertes Risiko fiir das Auftreten von
Vorhofflimmern beim TT-Genotyp wurde bereits nachgewiesen.’ In dieser Arbeit wurde ein
moglicher Zusammenhang mit der AV-Knoten-Reentrytachykardie durch eine Fall-Kontroll-
Studie untersucht. Diese Frage liegt nahe aufgrund der bekannten Assoziation des C825T
Polymorphismus mit verstdrkter Signaltransduktion via Pertussistoxin-sensitive Gj-Proteine
und der Verdnderung der Stromungsdichte einwirtsgleichrichtender Kaliumkanile in
Vorhofmyozyten bei homozygoten GNB3 825T-Trégern. So ist insbesondere der Ix ach von
grofler Bedeutung fiir AV-Knotenleitung. Durch einen Vagusreiz wird vermittelt durch eine
Acetylcholinfreisetzung und G;-Proteinaktivierung der Ix acp verstérkt.. Dadurch kommt es zu
einer Hyperpolarisation und verminderter Erregbarkeit der Zellmembran, so dass die
Uberleitung im AV-Knoten gebremst wird und oder gar die Erregungsausbreitung von den
Vorhofen auf die Ventrikel blockiert wird. Moglicherweise beeinflussen deshalb die Intensitét
der einwirtsgleichrichtenden Kaliumstréme bei den verschiedenen Genotypen des C825T

Polymorphismus die Anfilligkeit fiir die Entstehung einer AV-Knoten-Reentrytachykardie.
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3. Methodik
3.1. Studienkonzept und Populationsplanung
3.1.1. Patientenkollektive
Die vorliegende Studie soll priifen, ob der GNB3 Polymorphismus mit dem Auftreten von
AV-Knoten-Reentrytachykardien (AVNRT) assoziiert ist.
Um dieser Fragestellung gerecht zu werden, waren zwei Patienten-Gruppen vorgesehen:

e die AVNRT-Gruppe

und

e die Kontrollgruppe
Dieser Vergleich soll aufzeigen, ob bei AVNRT-Patienten ein Genotyp des C825T
Polymorphismus signifikant hdufiger oder seltener vorkommt als in der Gesamtbevolkerung,
hier représentiert durch die Kontrollgruppe, die definitiv keine AVNRT hat.
Die Studie wurde vom lokalen ethischen Komitee der Universitit befiirwortet und alle
Patienten waren mit der Teilnahme einverstanden. Die Studie lduft konform mit den
Prinzipien der Helsinki Deklaration.
Die AVNRT-Gruppe besteht aus 408 konsekutiven Patienten des Deutsches Herzzentrums
Miinchen mit dokumentierter AV-nodaler-Reentrytachykardie, die Kontrollgruppe aus 213
konsekutiven Patienten, die im Herzzentrum wegen anderer Rhythmusstorungen eine
elektophysiologische Untersuchung (EPU) erhielten und bei denen weder eine induzierbare
AVNRT noch AV-nodale Echoschldge vorlagen.
Die Kontrollpatienten wurden wéhrend derselben Zeitspanne rekrutiert wie die AVNRT-
Patienten.
Alle Patienten wurden retrospektiv in einer groflen Datenbank hinsichtlich personlicher
Daten, Rhythmusstorung, kardiologischem Risikoprofil und Untersuchungsergebnissen

dokumentiert.

3.1.2. Ein- und Ausschlusskriterien

Um mdoglichst aussagekriftige Ergebnisse zu erhalten, wurden die Studien-Patienten nach
strengen Kriterien beurteilt und ausgewéhlt. Ausgeschlossen wurden Patienten mit LQTS,
WPW-Syndrom und Vorhofflimmern/-flattern. AufBerdem nicht berilicksichtigt wurden
Patienten mit signifikanter koronarer Herzkrankheit, dilatativer und hypertrophischer
Kardiomyopathie, kongenitaler Herzerkrankung sowie Erkankungen des Klappenapparates
und Myokarditis in der Vorgeschichte. Patienten mit linksventrikuldrer Hypertrophie auf dem

Boden von arteriellem Hypertonus und erhaltener oder leichtgradig reduzierter
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linksventrikuldrer Ejektionsfraktion (LVEF > 50%) wurden in beiden Gruppen belassen.
Weitere Ausschlusskriterien waren schwere begleitende pathologische Zustinde wie
Hyperthyreoidismus, Alkoholabusus und chronische Lungenerkrankung (auBler sie war gut
eingestellt). Patienten mit Synkopen aufgrund kardiovaskulédrer Probleme wurden nicht in die
Studie eingeschlossen, da der GNB3 Polymorphismus eine Rolle bei der orthstatischen
Dysregulation des Blutdruckes spielt. Patienten mit Herzschrittmacher- oder Cardioverter-
Defibrillator-Implantation vor dem Auftreten von AVNRT wurden ebenfalls ausgeschlossen.

SchlieBlich wurde als Altersgrenze 75 Jahre festgelegt, da der GNB3 Polymorphismus mit der

Lebenserwartung assoziiert sein konnte.

3.2. Datenerhebung

3.2.1. Rhythmusevaluation

Bei allen Patienten der AVNRT-Gruppe wurde aufgrund von paroxysmalen oder
rezidivierenden supraventrikuldren Tachykardien oder bei Verdacht auf AV-Knoten-
Reentrytachykardie eine elektrophysiologische Untersuchung durchgefiihrt. Bei allen wurde
eine AVNRT dokumentiert und nach Moglichkeit wurde in derselben Sitzung eine
Katheterablation der fiir das Reentry verantwortlichen Leitungsbahn vorgenommen.

In der Kontrollgruppe war anamnestisch keine atriale Tachyarrhythmie eruierbar. Auch in
vorexistierenden EKGs durfte sich kein Hinweis darauf finden lassen. Bei Patienten mit
Palpitationen wurde mindestens ein Langzeit-EKG durchgefiihrt. Wenn die Palpitationen
einzig auf dokumentierte vorzeitige ventrikulire oder supraventrikuldre Schlige
zuriickzufithren waren, war dies kein Ausschlusskriterium. Anders das Vorhandensein von
nicht anhaltenden atrialen Tachykardien von mehr als 4 Schldgen. Diese Patienten wurden bei
der Studie nicht beriicksichtigt. Ebenfalls ausgeschlossen wurden Patienten mit
Vorhofflimmern und -flattern oder Tachykardien mit akzessorischen atrioventrikuldren

Leitungsbahnen.

3.2.2 Definitionen

In die Datenbank gingen neben den personlichen Daten und der bei allen durchgefiihrten
Rhythmusevaluation (EKG, EPU) auch die géingigen kardiovaskuldren Risikofaktoren wie
Diabetes mellitus, Nikotinabusus, Hypertonie, Hypercholesterindmie, Hyperlipiddmie,
Adipositas, familidre Disposition und Alkoholabusus ein. Ebenfalls dokumentiert wurden die
Ergebnisse der je nach Patient unterschiedlichen weiterfithrenden Untersuchungen. Dazu

zahlen die Herzkatheter-Untersuchung, Laboranalysen, Langzeit-EKG, Belastungs-EKG und
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die Myokardszintigraphie. Alle Patienten erhielten vor der EPU eine Herzechokardiographie
Aullerdem festgehalten wurde die Medikation zum Zeitpunkt des Auftretens der Beschwerden
sowie natiirlich der GNB3-Genotyp.

In der Folge soll kurz auf die Definitionen der Risikofaktoren und Grunderkrankungen der
Patienten sowie auf die genauen Modalititen bei einigen Untersuchungen und bei der
Dokumentation der Ergebnisse eingegangen werden.

Von Diabetes mellitus wurde gesprochen, wenn eine Therapie mit Insulin oder oralen
Antidiabetika gegeben wurde, wenn Patienten eine didtetische Therapie verfolgten, oder wenn
abnorme Niichtern-Blutglukose-Werte beziehungsweise Glukose-Toleranz-Werte basierend
auf dern WHO-Kriterien*® dokumentiert wurden.

Als Raucher wurden jene Personen betrachtet, die wéhrend der sechs vorangegangenen
Monate regelméBiges Rauchen angaben.

Die Diagnose der systemischen arteriellen Hypertonie stellten wir, wenn die Patienten eine
Therapie mit Antihypertensiva erhielten. Ebenfalls als hyperton eingestuft wurden Patienten
mit einem systolischen Blutdruck von 140 mmHg und hoéher und/oder einem diastolischen
Blutdruck von 90 mmHg und hoher bei mindestens zwei Messungen zu unterschiedlichen
Zeitpunkten.

Von erhohtem totalem Serumcholesterin sprachen wir bei einem dokumentierten totalen
Cholesterinwert von > 6,2 mmol/l (240 mg/dl).

Adipositas wurde definiert als ein Body-Mass-Index (BMI) von >26. Der BMI wurde nach
der bekannten Formel BMI = Kérpergewicht (kg) / Korpergrofie® (m?) berechnet.

Eine familidre Disposition besteht, wenn mindestens ein erstgradiges Familienmitglied im
Alter von unter 60 Jahren eine kardiovaskuldre Erkrankung aufweist, oder zwei
Familienmitglieder von tiber 60 Jahren.

Alkoholabusus wurde nur im Fall von Alkoholabhéngigkeit und Quartalssédufertum als positiv
gewertet.

Bei jedem Patienten wurde in Halblinksseitenlage ein zweidimensionales M-mode
Echokardiogramm durchgefiihrt. Gemél den Kriterien der American Society of
Echocardiography™ wurden diastolisch die ventrikulire Hinterwand- und Septumdicke
gemessen. Wenn mindestens einer dieser Parameter die Marke von 12 mm erreichte oder
iibertraf, wurde dies als Linksherzhypertrophie gewertet.

Der Ausschluss von Patienten mit koronarer Herzerkrankung (KHK) wurde gewéhrleistet
durch  den  Nachweis von  vollig  glattbegrenzten = Koronargefilen  oder

GefaBwandirregularitidten mit weniger als 10% Lumeneinengung in der Koronarangiographie.
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59,2% der Kontroll- und 26,7% der AVNRT-Patienten erhielten eine Koronarangiographie.
Bei den iibrigen Patienten ohne Koronarangiographie fehlten klinische Hinweise wie
pektangindse Beschwerden und Belastungs-Tests ergaben keinen Anhalt fiir eine signifikante
koronare Herzerkrankung. Diese Belastungs-Tests bestanden aus Belastungs-EKG oder

Myokardszintigraphie.

3.3. Experimente - Bestimmung des GNB3 C825T Genotyps

Zur Bestimmung der Gendaten wurde das in den Zellkernen der Leukozyten enthaltene
Erbgut isoliert, gereinigt, das fiir die Bestimmung relevante DNA-Teilstiick amplifiziert, nach
dem Prinzip der RFLP (restricton fragment length polymorphism) aufgespalten und die
Ergebnisse mittels einer Gelelektrophorese dargestellt.

Im Anschluss sind die Einzelschritte der Analyseprozedur erldutert.

3.3.1. Probenentnahme

Die Blutproben wurden routineméfig im Katheterlabor peripher vends entnommen. Sofern
keine sofortige Bearbeitung im Labor durchgefiihrt wurde, wurden die Proben bei -20°C
gelagert, ebenso Testvolumina post analysis im Sinne einer Blutbank fiir Nachkontrollen. Zur
Bearbeitung wurden die Proben fiir die Zeit der Entnahme der Analysevolumen kurz auf

Raumtemperatur gebracht.

3.3.2. DNA-Isolierung und Reinigung

Ausgangsmaterial fiir den analytischen Teil ist EDTA-Vollblut. Zur Weiterverarbeitung des
Erbguts mittels Amplifikationsverfahren ist es erforderlich, die DNA aus den kernhaltigen
Zellen des Bluts freizusetzen und in eine gereinigte Form zu {iberfiihren.

Das betrifft vor allem die Entfernung beziehungsweise Inaktivierung von:

- Ionen und Proteinen, die zu falscher oder verminderter Anlagerung der Primer-
Oligonukleotide und Polymerasen der PCR-Reaktion fiihren

- DNAsen, also den Basenstrang enzymatisch teilenden Enzymen, die zu unverwertbaren
Bruchstiicken und abnehmenden Konzentrationen intakten Erbguts fiihren.

Diese Faktoren beeinflussen zum einen die Auswertbarkeit der Restriktionsendprodukte
(Signalstdarke und Storhintergrund), zum anderen ist so auch die Haltbarkeit des Extraktes

deutlich gesteigert.
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Die DNA wurde aus 200 pl peripherer Blutleukozyten mit Hilfe des QIAmp Blood Kit
(Quiagen, Hilden, Deutschland) oder des High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche
Diagnostics, Mannheim, Deutschland) extrahiert.

Dieses Kits vereinigen folgende Prinzipien:

- Lyse der Zellen und Zellorganellen durch mechanische Beeinflussung (mehrfaches Vortexen
bei hoher Stufe), durch enzymatischen Verdau ( 25 ul Protease C, mitgeliefert) und
Verdnderung des Milieus ( 210 ul Puffer AL) sowie thermische Lyse ( Inkubation bei 70 °C
fiir 10 Minuten)

- Elution storender Stoffe durch Losung in Ethanol ( 200 pl) und mehrfaches Waschen mit
Puffer AW (3*500 pl, mitgeliefert)

- Vollstandiges Entfernen der gelosten Stoffe durch Zentrifugation bei 8000 und 14000 /min,
wiéhrend die DNA durch Adsorption an eine spezielle Filtermatrix (spin column, mitgeliefert)

zuriickgehalten wird.

Resultat aus 200 pl eingesetztem Vollblut sind 200 ul gereinigten DNA-Extraktes, das wegen
seiner hohen Konzentration fiir eine Vielzahl an Bestimmungen suffizientes
Ausgangsmaterial bietet. Um in diesem Sinne eine gute Haltbarkeit zu gewéhrleisten, wurde
zur finalen Elution aus der Matrix auf 70°C temperierter Puffer AE (200ul, mitgeliefert)
eingesetzt und die Proben dann bei —20°C in Eppendorfcups gelagert.

3.3.3. PCR-Reaktion

Die jetzt vorliegende DNA-L6sung ist noch nicht ausreichend konzentriert, um direkt dem
Enzymverdau und der Gelelektrophorese zugefiihrt zu werden. An dieser Stelle wurde daher
das Amplifikationsverfahren der Polymerase Ketten Reaktion (PCR) eingesetzt, das heute
zentrales Element fiir die meisten Methoden der Gentechnik ist.

Dieses Verfahren sei hier in Kiirze dargestellt:

Grundsitzlich macht man sich ein biologisches Prinzip zunutze, das in allen
Eukaryontenzellen zur Replikation gebraucht wird. Das Enzym DNA-Polymerase l4duft unter
geeigneten Bedingungen einen vorgegebenen DNA-FEinzelstrang (DNA-Extrakt) entlang.
Sind hierbei die Bausteine der DNA, also die Nukleoside Adenin, Cytosin, Guanin und
Thymin in energetisch aktivierter Form vorhanden, so baut die Polymerase den jeweiligen
Gegenstrang auf. Trennt man nachfolgend den synthetisierten Doppelstrang thermisch in

Einzelstrange auf, so stehen zwei neue Ausgangsstringe zur Verfiigung.
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Lisst man diese Reaktion mehrfach ablaufen, so entsteht durch den Effekt der Zweier-
Potenzierung ein pyramidenférmiger Zuwachs an DNA.

Fiir eine Laboranalyse anwendbar wird dieses Prinzip durch folgende Modifikationen:

- Einsatz einer besonderen ,,Tag-Polymerase” aus dem Bakterium thermus aquaticus, die
aufgrund ihres natiirlichen Umfeldes in heilen Quellen sehr temperaturresistent ist. Das
eroffnet zwei Moglichkeiten: zum einen die Beschleunigung der Synthesereaktion des
Enzyms bei erhohter Temperatur, zum anderen das hdufige Durchfiihren des Elongations-
Strangtrennungs-Zyklus, da das Enzym der thermischen Strangtrennung bei 95°C standhilt.

- Verwendung von speziellen Primern: Da fiir meine Fragestellung nur eine Sequenz von
einigen hundert Basenpaaren rund um den polymorphen Locus von Interesse ist, liegt das
Konzept nahe, auch nur diesen kleinen Bereich des Millionen von Basenpaaren umfassenden
Genoms zu amplifizieren. Diese Markierung geschieht durch synthetische Oligonukleotide,
sogenannte Primer. Ein Primer ist eine kleine Basenpaarsequenz, die sich aufgrund der
komplementéiren Basenabfolge an einer Stelle des Mutterstrangs bindet und zusammen mit
einem zweiten Oligonukleotid Start- und Endpunkt der Polymerase-Reaktion auf dem Strang
markiert.

Wir verwendeten das ABI Prism Sequence Detection System (Applied Biosystems,
Weiterstadt, Deutschland), welches die Kombination von DNA-Amplifizierung und
Genotypisierung in einem einzelnen (TaqMan) Versuch erlaubt. Die Primer bzw. Sonden
hatten folgende Nukleotidsequenzen: forward primer 5' TTC TCC CAC GAC AGC ATC
ATC T 3, reverse primer 5' GTC GTC GTA GCC AGC GAA TAG TA 3', allele 825C probe
5' CAT CAC GTC CGT GGC CTT CTC C 3'und allele 825T probe 5' CAT CAC GTC TGT
GGC CTT CTC CCT 3'.

Die 825C Sonde war mit 6-Carboxy-Fluorescein (FAM) an ihrem 5' Ende markiert, die 825T
Sonde mit VIC (Applied Biosystems, patent pending). An ihren 3' Enden erfolgte die
Markierung mit 6-Carboxy-Tetramethyl-Rhodanin (TAMRA).

- Schaffung optimaler Temperaturbedingungen durch einen Thermocykler. Wie schon
beschieben, muss fiir das Verldngern (,,Elongation®) der neuen Kette durch die Polymerase,
fiir das Trennen (,,Denaturation”) des entstandenen Doppelstrangs und vor diesen beiden
Phasen fiir das Koppeln (,,Annealing®) der Primer ein jeweiliges Temperaturoptimum

vorliegen.
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Wiéhrend der konkreten, idealen Zeiten Tabelle 1: PCR-Bedingungen

(Tabelle 1) fiir diese Vorgéinge sollte die

Vorlaufphase 2 min 95°C
Temperatur moglichst konstant gehalten Denaturierung 155 95°C (x40)
werden, im Wechsel dazwischen sehr Annealing und I min 60°C (x40)
schnell den neuen Wert erreichen. Diese .

Kettenverlangerung
Bedingungen = wurden = mit einem Nachlaufphase 7 min 72°C
Thermocykler-Gerdt geschaffen. Dieses Abkiihlen 2 min 25°C

ermoglicht, ca. 50 Proben gleichzeitig nach
einem programmierten Zyklus mit variabler Wiederholung, hier 40mal, zu prozessieren. Das
resultierende Programm bestand aus 40 Denaturierungszyklen bei 95°C zu je 15 Sekunden,

sowie einer finalen Elongation bei 62°C fiir 1 Minute .

3.3.4. Restriktionsverdau

Die PCR-Produkte erlauben nach dem Prinzip der einfachen Gelelektrophorese noch keine
Aussage, welches Allel vorliegt. Hier wird lediglich nach Grofe und Laufeigenschaft
getrennt, der Austausch einer Base stellt keinen zur Darstellung ausreichenden physikalischen
Unterschied dar. Daher wurde ein Zwischenschritt erforderlich. Hier kommen
Restriktionsenzyme zur Anwendung. Solche sind DNAsen, die den DNA-Strang nur dann
zerteilen, wenn das Enzym eine besondere Basensequenz ,,erkennt, d.h. aufgrund sterischer
Verhiltnisse eine hohe Affinitéit zu dieser Stelle aufweist.

Wihlt man aus einer enormen Zahl verschiedener erhiltlicher Enzyme ein geeignetes aus, das
nur im Falle einer genetischen Variante an dem polymorphen Locus bindet und schneidet, so
kann man das Vorliegen eines geschnittenen oder unversehrten PCR-Produktes als Merkmal
fiir das vorliegende Allel niitzen.

Zusitzlich waren folgende Bedingungen fiir die Wahl des Enzyms entscheidend:

- Es soll an mindestens einer weiteren, nicht allel-abhidngigen Stelle schneiden. Diese
Verianderung der bp-Lénge, bzw. das Vorliegen des Schnittfragments fungiert als
Erfolgskontrolle der Verdaureaktion (,,internal control®).

- Dennoch sollte die Zahl der Schnittstellen nicht zu gro3 sein, um eine Zerstiickelung in
viele kleine, evtl. nicht optisch trennbare Fragmente zu verhindern.

- Die Fragmente sollten einen bp-Unterschied von mindestens 20 bp haben. Nur so ist eine
deutliche Darstellung der Einzelfragmente bei einem Routine-Gellauf sinnvoll méglich.
Natiirlich muss fiir einen sicheren und effizienten Verdau ein dem Enzym angepasstes Milieu

vorliegen. Alle Reaktionen wurden daher bei einer Temperatur von 37°C (Inkubation im
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Thermoblock) durchgefiihrt. Ideale Ionenkonzentrationen und pH-Werte lieBen sich durch
Zugabe von Puffern einstellen, welche vom Hersteller mitgeliefert wurden. Bis zum
vollstdndigen Schnitt des Ausgangsprodukts war ca. lh ausreichend. Laut Auskunft des

Herstellers ist aber sogar ein Verdau bis zu 16h ohne falsche Schnittstellen garantiert.

3.3.5 Gelelektrophorese

Dieser finale Schritt dient der Darstellung der nun ausreichenden Menge (PCR) an DNA-
Fragmenten aussagekréftiger Lénge (Restriktion). Das Prinzip ist einfach: DNA-Molekiile
werden in einem elektrischen Feld auf einem Medium bewegt. Wie weit unterschiedliche
Molekiile wandern, hiangt ab von konstantgehaltenen Parametern:

- der Dauer des angelegten Feldes (ca. 90 min.)

- der Spannung und resultierenden Feldstirke (150V)

- der Ladung des Molekiils, die vom Ionisationsgrad abhédngt (pH-Milieu des Loading
Buffers)

- der Porositit der Matrix (Agarosegel konstanter Zusammensetzung)und den physikalischen
Determinanten des DNA-Molekiils (GroBe), deren Effekt zur Analyse genutzt wird.
Vereinfacht gesagt wandern unter konstanten Bedingungen gleiche Fragmente immer gleich
weit, wobei kleinere DNA-Molekiile auf dem Gel weiter bewegt werden. Die Zuverlédssigkeit
des Versuchs wurde zusétzlich durch ein mitlaufendes Standard-DNA-Gemisch (Marker VIII,
Boehringer, Mannheim, BRD) erhoht, welches eine Skala bekannter FragmentgroBen
markierte.

Da die Banden auf dem Gel dem Auge nicht unmittelbar sichtbar sind, wurde dem Medium
eine stark DNA-affine Substanz (Ethidiumbromid) zugesetzt. Regt man die so markierte DNA
auf einem Spezialschirm mit UV-Strahlung an, so kann man die Banden durch Lichtemission
im sichtbaren Bereich deutlich ausmachen. Fiir die Agarosegele wurde eine erhitzte Mischung
aus 10% Tris-Borat-EDTAPuffer (TBE, Fa. Gibco) in destilliertem Wasser, zwei Prozent
Agarose (Seakem GTGAgarose, Biozym, Oldenburg, BRD) und zwei Promille
Ethidiumbromid verwendet. Nach dem Festwerden wurden die Gele mit selbiger TBE-
Pufferlosung in die Gelkésten eingebracht und die Taschen mit den Laufansitzen beschickt.
Fiir diese Ansdtze wurden 15 pl des Verdaus mit 5 pl Ficoll-Puffer versetzt (1,5% in TBE-
Puffer).
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3.3.6 Auswertung

Wie schon beschrieben, geht aus der Konzeptionierung des Verdaus bereits hervor, welche
Basenpaar-Lingen potentiell entstehen sollen. Die Banden auf dem Gel diesen erwarteten
Banden zuzuordnen wird dadurch einfach, dass als Skala gedachte Banden mitlaufender,
vielbandiger Normmarker verwendet werden. Als weitere Orientierung lief grundsétzlich ein
ungeschnittenes PCR Produkt mit.

Bei heterozygoten Individuen beziiglich des polymorphen Gens sind sowohl die Banden des

ungeschnittenen als auch der geschnittenen Fragmente gleichzeitig sichtbar.

3.4. Statistik und Datenverarbeitung

Alle Patientendaten und Genbestimmungen wurden in einer Datenbank verwaltet. Es handelt
sich hierbei um eine Microsoft Exel Datei. Von hier aus erfolgte der Transfer in die
Statistiksoftware SPSS 11.0 beziehungsweise 12.0, mit deren Hilfe die statistischen
Kalkulationen einfacher zu bewerkstelligen sind.

Zum Vergleich kategorischer Variablen (Patientencharakteristika, GNB3 Genotyp Verteilung,
T und C Allel Verteilung) verwendete ich den Chi-Quadrat-Test, bezichungsweise den
exakten Test nach Fischer. Den Mann-Whitney Test zog ich heran zum Vergleich des
quantitativen Parameters Alter (nicht normalverteilte kontinuierliche Variable). Ein p-Wert

<0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.
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4. Ergebnisse

4.1. Patientencharakterisika

Wie schon mehrfach erwdhnt besteht die AVNRT-Gruppe aus einem recht groflen Kollektiv
von 408 Patienten. Die Kontroll-Gruppe ist nach Selektion durch die Ein- und
Ausschlusskriterien mit 213 Patienten kleiner ausgefallen. Das Durchschnittsalter in der
AVNRT-Gruppe betrdagt 53,2 Jahre, 16,1 Jahre.
Kontrollgruppe war der Altersschnitt 53,1+ 17,0 Jahre. Abb. 7 zeigt die Altersverteilung im

die Standardabweichung In der

einzelnen.
Altersverteilung in der Altersverteilung in
AVNRT-Gruppe der Kontrollgruppe
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Abb. 7: Altersverteilung in der AVNRT- und Kontrollgruppe

Die beiden Gruppen wurden hinsichtlich Alter, Geschlecht und kardiovaskulérer

Risikofaktoren —auf signifikante Unterschiede verglichen. Eine Ubersicht der
Patientencharakteristika gibt Tabelle 2.

AVNRT-Gruppe Kontroll-Gruppe P Wert
Anzahl n=408 n=213
Alter 53,2+ 16,1 53,1+17,0 0,953
Minnl. Geschlecht 39,2% 62,9% <0,001
Art. Hypertonie 39,3% 41,3% 0,666
Adipositas (BMI>26) 50% 45,5% 0,311
Diabetes mellitus 5,9% 6,6% 0,745
KHK 11,8% 16% 0,169

Tabelle 2 : Patientencharakteristika
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In der Kontrollgruppe finden sich mit 62,9% signifikant mehr méinnliche Patienten als in der
AVNRT-Gruppe (39,2%). Der hohe Frauenanteil in der AVNRT-Gruppe spiegelt die
Tatsache wieder, dass beim weiblichen Geschlecht das Risiko fiir AVNRT erhoht ist.

Bei den Parametern Alter und kardiovaskuldre Risikofaktoren wie arterielle Hypertonie,
Adipositas, Diabetes mellitus und koronare Herzkrankheit, ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede.

Nach dieser Analyse der klinischen Charakteristika scheinen beide Gruppen bis auf das

Geschlecht ausreichend vergleichbar zu sein.

Abbildung 8 stellt die Patientencharakteristika graphisch dar.

Verteilung von Geschlecht und Risikofaktoren

70 | B Mannl. Geschl.
p<0,05

B Hypertonie
[ Adipositas
M Diabetes
G

60 —

50 —

40 -

Prozent

30 —

20 —

10 —

AVNRT Kontrolle

Abb. 8: Verteilung von Geschlecht und Risikofaktoren in der AVNRT- und Kontrollgruppe
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4.2. GNB3 Genotyp Verteilung und AVNRT
Die Analyse der Genotypen war in allen Féllen erfolgreich und eindeutig. Es wurden 5%
Doppelauswertungen als Sicherheitskontrollen durchgefiihrt, die keine Abweichungen

ergaben.

Die GNB3 Genotyp Verteilung unter den AVNRT- und Kontrollpatienten zeigen Tabelle 3
und Abbildung 9.

CcC CT TT
AVNRT-Gruppe 51,7% 41,4% 6,9%
Kontrollgruppe 46,5% 40,8% 12,7%

Tabelle 3: GNB3 Genotyp Verteilung, p<0,05 im Chi-Quadrat 6-Feldertest

Genotyp Verteilung in

der AVNRT-Gruppe Genotyp Verteilung in
mcc der Kontroll-Gruppe
mcT W cc
oTT @cT
aoTT

Abb. 9: GNB3 Genotyp Verteilung in der AVNRT- und Kontrollgruppe

Der TT-Genotyp ist in der AVNRT-Gruppe mit 6,9% signifikant seltener anzutreffen als in
der Kontrollgruppe mit 12,7% (p=0,016).

Im Test CC versus CT/TT belief sich p auf 0,237 und war also nicht signifikant
unterschiedlich zwischen beiden Gruppen.

Im Gegensatz hierzu ergab sich im Test TT versus CC/CT ein p-Wert von 0,016.
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Also kommt die homozygote Tragerschaft des T-Allels in der AVNRT-Gruppe signifikant
seltener vor als im Kontroll-Kollektiv und man kann von einem protektiven Effekt des TT-
Genotyps gegeniiber AV-Knoten-Reentrytachykardie ausgehen.

Da es im Test CC versus CT/TT keinen signifikanten Unterschied gibt, scheint ein Exemplar

des T-Allels nicht auszureichen, um den schiitzenden Effekt auszuldsen.

Die Odds Ratio des Genotyps TT fiir die AV-Knoten-Reentrytachykardie betrdgt: OR =0,51.
Das bedeutet, dass die "Chance", in der AVNRT-Gruppe auf einen homozygoten T Allel
Tréager zu stoBen, nur halb so grof3 ist wie in der Kontrollgruppe.

Das 95%-Konfidenzintervall (CI) liegt zwischen 0,291 und 0.886, also liegt der wahre Wert
der Odds Ratio mit 95prozentiger Wahrscheinlichkeit innerhalb dieser beiden Werte.

Um die Frage zu kléren, ob die unterschiedliche Genotyp Verteilung auch noch signifikant ist,
wenn die kardiovaskuldren Risikofaktoren und das Geschlecht in die Rechnung mit

einbezogen werden, wurde eine logistische Regressionsanalyse durchgefiihrt (Abb. 10).

CC/CT
|
|
|
|
|

TT | 0,47 (95% C10,26-0,83)
|
|
|

| | I | |
0,2 0,5 1 2 4 Wabhrscheinlichkeitsfaktor

Abb. 10: Wahrscheinlichkeitsfaktoren mit Konfidenzintervall mittels logistischer Regressionsanalyse
unter Einschluss der Kofaktoren Geschlecht, Art. Hypertonie, Adipositas, Diabetes mellitus und koronare
Herzerkrankung

Diese zeigte, dass die signifikant niedrigere Haufigkeit des Genotyps TT versus CC/CT in der
AVNRT-Gruppe unabhéngig vom Geschlecht, Arteriellen Hypertonus, Diabetes mellitus,

Body-Mass-Index und Koronarer Herzerkrankung war. Die Odds Ratio betrdgt 0,47 bei einem
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95prozentigen Konfidenzintervall zwischen 0,26 und 0,83. Die "Chance", einen TT Genotyp
in der Kontrollgruppe vorzufinden ist also auch unter Einschluss von Geschlecht und

kardiovaskulédren Risikofaktoren noch etwa doppelt so hoch wie in der AVNRT-Gruppe.

4.3. T- und C-Allel Verteilung und kardiovaskuliire Risikofaktoren

Da aus anderen Studien bekannt ist, dass das 825T-Allel ein erhohtes kardiovaskuldres Risiko
mit sich bringt, wurden in der Folge jeweils zwei Patientengruppen mit und ohne dem
jeweiligen kardiovaskuldren Risikofaktor gebildet und innerhalb dieser Gruppen das T- und

das C-Allel quantifiziert und die Haufigkeiten miteinander verglichen.

4.3.1 T- und C-Allel Verteilung und Arterielle Hypertonie

Das T-Allel ist aus friheren

Studien als Risikofaktor fiir -
Arterielle Hypertonie bekannt. Das 00
Patientengut dieser Studie wurde in

zwei Gruppen (mit und ohne

Anzahl

Hypertonie) eingeteilt. Bei den
Hypertonikern (n= 248) fanden
sich 145 T-Allele und 351 C-

Allele, das entspricht 29,2% T- normoton hyperton

Allelen. Bei den Normotonikern Abb. 11: T- und C-Allel Verteilung und
. Arterielle Hypertonie

waren es 29,7%. Vergleicht man

diese Ergebnisse, erweisen sie sich

als nicht signifikant

unterschiedlich. (p=0,859).
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4.3.2. T- und C-Allel Verteilung und Adipositas

Auch zwischen dem T-Allel und

500

Adipositas  wurde in fritheren e
Studien eine signifikante

Assoziation  nachgewiesen. In

Anzahl

dieser Studie waren in dem
Genpool der Patienten mit einem

BMI>26 (n=301) 30,1% T-Allele

zZu finden. Bei den
. . . normalgewicht adipositas
normalgewichtigen Patienten
Abb. 12: T- und C-Allel Verteilung und

waren es 28,9% T-Allele. Auch Adipositas

dieser Unterschied ist nicht

signifikant unterschiedlich

(p=0,654).

4.3.3. T- und C-Allel Verteilung und Diabetes mellitus

Die Allel Verteilung bei den Ho]
Diabetikern (n=38) war wie folgt:
30,3% waren T-Allele, 69,7% C-
Allele. Bei den Nichtdiabetikern
fanden sich 29,5% T-Allele. Es

Anzahl

ergibt sich im y’-Test ein p-Wert

von p= 0,890. Somit ist auch dieser

Vergleich nicht signifikant. kein diabetes diabetes

Abb. 13: T- und C-Allel Verteilung und Diabetes
mellitus
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5. Diskussion

Die hier vorliegende Untersuchung hat ergeben, dass der GNB3 TT-Genotyp in der AVNRT-
Gruppe signifikant seltener vorkommt als in der Kontrollgrppe (p=0,016). Somit scheint der TT-
Genotyp mit einem verminderten Risiko fiir AV-Knoten-Reentrytachykardie einher zu gehen.
Die Assoziation des T-Allels mit Arterieller Hypertonie, Adipositas und Diabetes mellitus liell

sich jedoch in dieser Studie nicht bestitigen.

5.1. Assoziation zwischen dem GNB3 Genotyp und AVNRT

Dies ist die erste Studie, die sich mit der Assoziation zwischen dem GNB3 C825T
Polymorphismus und AV-Knoten-Reentrytachykardie befasst. Somit gibt es bisher keine
weiteren Ergebnisse, die den in dieser Studie aufgezeigten protektiven Effekt des TT-Genotyps
gegeniiber AVNRT bestdtigen oder widerlegen.

Schreieck et al.* fiihrten jedoch im Jahr 2003 eine dhnliche Studie durch. Es wurde untersucht,
ob es eine Assoziation zwischen der GNB3 Genotyp Verteilung und Vorhofflimmern gibt. Auch
das war die erste Studie, die sich mit jenem Thema befasste. Es stellte sich heraus, dass ebenso
wie in der vorliegenden Untersuchung der TT-Genotyp in der Arrhythmie-Gruppe (Patienten mit
meist intermittierendem Vorhofflimmern) signifikant seltener vorkam, als in der Kontrollgruppe.
Auch gegeniiber Vorhofflimmern scheint der TT Genotyp einen gewissen Schutz zu bieten.

Eine weitere Gemeinsamkeit zwischen dieser Studie und der von Schreieck et al. ist, dass jeweils
nur der TT-Genotyp, nicht aber der CT-Genotyp diesen protektiven Effekt auszuldsen vermag.
Meine Untersuchungen ergeben im Test TT versus CC/CT das signifikante Ergebnis p=0,016,
das Ergebnis des Tests CT/TT versus CC (p=0,237) war dagegen nicht signifikant.

Man spricht in diesem Zusammenhang von dem nicht vorhandenen Gen-Dosis-Effekt, wie er
auch schon auf Ebene der atrialen Einwértsgleichrichterstrome beschrieben wurde (Dobrev et
al.®). Dagegen zeigte sich in fritheren Studien beziiglich der Assoziation des GNB3 C825T
Polymorphismus mit kardiovaskuldren Risikofaktoren, dass schon beim heterozygoten
Merkmalstrager, der ja beide Varianten des Gens auf Ebene des Aminosdure-Austausches
exprimiert, eine erhohte Hiufigkeit des jeweiligen klinischen Risikofaktors vorliegt. Des
Weiteren hatte der homozygote T-Allel-Triger ein noch hoheres Risiko als der heterozygote. Das
heiflt, hier lagen Gen-Dosis-Effekte vor. So hatten in einer Studie von Siffert et al. die
homozygoten Individuen verglichen mit den heterozygoten ein erhohtes Hypertonie-Risiko. Die
Odds Ratios lagen im Test TT versus CC bei 1,79, im Test TT+CT versus CC bei 1,44, und im
Test TT versus TC nur bei 1,38.*° Hengstenberg et al. zeigte, dass bei Méannern mit dem TT

Genotyp die Privalenz von ausgepréagter Hypertonie signifikant hoher war als beim CT Genotyp.
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Die Privalenz beim CC Genotyp war noch um einiges niedriger als beim CT Genotyp.'? Auch
Benjafield et al. wiesen einen Einfluss der Anzahl der T-Allele auf die Hohe des Blutdrucks nach,
bei den homozygoten T-Trigern waren die Werte hoher als bei den Heterozygoten.' Ein
dhnlicher Trend zeigte sich in einer Studie von Siffert et al. in Assoziation zu Adipositas,
wenngleich der Effekt nur in einer ethnischen Gruppe, die der Chinesen, statistisch signifikant

W&lI’.38

Weitere Gen Dosis Effekte lieBen sich fiir Linksherzhypertrophie’” und koronare
Herzkrankheit* nachweisen.

Bei elektrophysiologischen Einfliissen scheint eine verdnderte Funktionalitit der T-Variante bei
Heterozygoten nicht prisent zu sein. Es gibt also keinen Gen-Dosis-Effekt und nur der
homozygote T-Allel-Trdager hat ein vermindertes Risiko an AVNRT zu erkranken. Anders
ausgedriickt folgt der elekrophysiologisch protektive Effekt einem rezessiven Vererbungsmodus.
Eine schliissige Erkldrung, warum nur TT, nicht aber CT einen Schutz gegeniiber AVNRT
darstellt, kann bisher nicht gegeben werden. Zudem ist noch nicht vollig klar, wie bzw. ob das
825T-Allel das alternative Splicing der entsprechenden mRNA induziert. Hier besteht also noch
Aufklarungsbedarf.

Auch eine elektrophysiologische Alteration der Vorhofzellen wurde nur fiir den TT- und nicht fiir
den CT-Genotyp beschrieben. Dobrev et al.® verdffentlichte im Jahr 2000 den bereits in der
Einleitung erwdhnten Artikel iiber eine Studie mit der Fragestellung, ob das T-Allel zu einer
verstarkten Signaltransduktion durch das py-Dimer auf den Acetylcholin-stimulierten
Kaliumstrom (Igx acn) flihrt. Bei 70 fiir den C825T Polymorphismus typisierten Patienten
untersuchten sie die Einwértsgleichrichterstrome Ix; und Ik ach. Es gelang, eine signifikante
Assoziation zwischen dem 825T-Allel und der Aktivitit von beiden Einwirtsgleichrichter-
Kaliumstrémen in menschlichen Vorhofmyozyten nachzuweisen. Die Amplitude von Ix; war
beim TT- im Vergleich zum CC- bzw. CT- Genotyp gesteigert. AuBerdem war die Steigerung
von Ik acn durch muskarinische Stimulation mit Carbachol bei homozygoten T-Allel-Trigern
vermindert. Da Ix; das Ruhemembranpotential bestimmt, konnte die erhohte Dichte von Ik, bei
TT-Tragern zu einem negativeren Membranpotential und einer fritheren Repolarisation fiihren.

Ik, ach, Welcher ebenfalls zum Ruhemembranpotential beitrdgt, war bei Patienten mit TT-Genotyp
vermindert. Es konnte insgesamt von Dobrev et al. kein verdndertes Ruhemembranpotential bei
den verschiedenen Genotypen gemessen werden. Die erhdhte Dichte von Ix; bei TT-Triagern
konnte die Aktionspotentialdauer verkiirzen. Obwohl Verdnderungen der Protein Expression
dieser Kanéle nicht ausgeschlossen werden konnten, spekulierten Dobrev et al., dass die erhohte

Dichte des Hintergrund-Stroms im Myozyten von TT-Trigern in Kombination mit einer
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verminderten Stimulation durch Carbachol das Resultat einer grundlegenden Aktivitit von Ix acn
bei diesem Genotyp sein konnte.

Im Jahr 2002 wurde erstmals von Karle et al."”> die G-Protein vermittelte Hemmung von
Einwirtsgleichrichtenden Kaliumkanélen (Ix;) durch Proteinkinase C nachgewiesen. Mehr als 10
Jahre frither wurde eine ebensolche Hemmung iiber o,-adrenerge Rezeptoren aufgezeigt’. Die
Ergebnisse von Ruiz-Velasco et al.*’> aus dem Jahr 2003, dass das mit dem 825T-Allel
einhergehende Gf3-s keine biologische Aktivitdt aufweist, passen zu den ebengenannten
Ergebnissen, insofern eine G-Protein vermittelte a-adrenerge Hemmung auf den Ix; wegfallen
konnte. Bei den homozygoten T-Allel Tragern konnte ein gesteigerter Einwartsgleichrichter-
Auswirts-Strom das atriale Ruhepotential hyperpolarisieren und die Aktionspotential-Dauer
verkiirzen. Es ist bekannt, dass dem T-Allel auch beziiglich der Entstehung von Vorhofflimmern
ein protektiver Effekt zugewiesen wurde. Bei der Adaptierung an den schnellen Herzschlag bei
Vorhofflimmern wurde auflerdem eine gesteigerte Expression des Einwirtsgleichrichterstroms
beschrieben. Diese elektrophysiologischen Einfliisse auf Ruhe- und Aktionspotential diirften die
atrialen Myozyten vor einer Kalzium-Uberladung und deren Konsequenzen schiitzen. Solche
Folgen wiren Zellschaden oder struktureller Umbau auf Vorhofebene, die letztlich die Persistenz
oder das Wiederauftreten von Vorhofflimmern begiinstigen.

Vieles spricht dafiir, dass durch den TT Genotyp verdnderte elektrophysiologische Vorgédnge im
Atrium direkt mit dem vor Vorhofflimmern schiitzenden Effekt zusammenhéngen. Dass es sich
um dieselben Mechanismen handelt, die auch vor AVNRT schiitzen, ist allerdings sehr
spekulativ.

Die angefiihrten moglichen Erkldrungen fiir die Assoziation zwischen dem TT-Genotyp und
einem verminderten AVNRT-Risiko sind jedoch rein spekulativ. Diese Studie erbringt keinen
Kausalitdtsbeweis und die genauen Mechanismen, die zu dieser Protektion flihren, kdnnten in der

Zukunft interessante Forschungsschwerpunkte bilden.

5.2. Assoziation zwischen dem T-Allel und kardiovaskuliren Risikofaktoren

In fritheren Studien wurde eine signifikante Assoziation zwischen dem T-Allel und
kardiovaskuldren Risikofaktoren wie der arterielle Hypertonie, Adipositas, Diabetes mellitus und
koronaren Herzerkrankung nachgewiesen. Bei meinen Patientenkollektiven fallen alle
assoziativen Berechnungen zu Hypertonie, Adipositas und Diabetes nicht signifikant aus.
Berechnungen zu GNB3 als Risikofaktor fiir koronare Herzerkrankung waren nicht sinnvoll, da
bei dieser Studie Patienten mit signifikanter KHK ausgeschlossen wurden. Durch den Ausschluss

von Patienten mit manifester KHK und schweren Herzerkrankungen aus den Gruppen kann der
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Einfluss des T-Allels auf alle kardiovaskuldren Risikofaktoren verwéssert werden. Wie in der
Einleitung kurz aufgefiihrt, gibt es viele Studien, die positive Assoziationen aufzeigen, zahlreiche
andere konnten jedoch keinen Zusammenhang von kardiovaskuldren Risikofaktoren mit dem T-

Allel herstellen.

5.2.1. Assoziation zwischen dem T-Allel und Arterieller Hypertonie

Nachdem Siffert et al. eine Assoziation zwischen dem T-Allel und Hypertonie aufgezeigt hatten,
haben mehrere Forschungsgruppen weltweit sich ebenfalls dieses Themas angenommen und sind
auf zum Teil kontroverse Ergebnisse gestoBen. So liel sich etwa bei Studien mit asiatischen
Probanden '*** 3% ¥ kein signifikanter Zusammenhang nachweisen und auch Brand et al.* fanden
bei einem kaukasischen Kollektiv keine signifikante Assoziation. Allerdings wird von Siffert
kritisiert, dass es in der Studie von Brand et al. zu einer Missklassifikation der normotensiven
Kontrollen gekommen ist, da entgegen der Richtlinien der WHO diastolische Werte von 90-95
mmHG noch als normotensiv angesehen wurden. In meiner Studie wurden Patienten als
Hypertoniker klassifiziert ab Werten von >140 mmHg systolisch und >90 mmHG diastolisch.
Dennoch gab es in meinem Patientenkollektiv keine Assoziation des T-Allels mit arterieller
Hypertonie. Aufgrund der Komplexitit der Mechanismen, die zur Blutdruckregulierung
beitragen, wie hormoneller Status, Volumen-Regulations-Mechanismen und Reaktivitit der
Blutgefille, ist es aber nicht liberraschend, dass das Hypertonie-Risiko bei Tragern eines einzigen
genetischen Markers nicht exzessiv hoch ist und das einige Studien diese Ergebnisse nicht
reproduzieren kdnnen. Aullerdem kann durch den Ausschluss von Patienten mit manifester KHK
und schweren Herzerkrankungen aus dieser Studie der Einfluss des T-Allels auf kardiovaskulére
Risikofaktoren verwéssert worden sein. So konnen meine Ergebnisse nicht ausschlieBen, dass das

T-Allel in signifikantem Zusammenhang mit arterieller Hypertonie steht.

5.2.2. Assoziation zwischen dem T-Allel und Adipositas

In dem vorliegenden Studienkollektiv fand sich keine signifikante Assoziation zwischen dem T-
Allel und Adipositas. Auch zu diesem Thema gab es in der Vergangenheit gegensitzliche
Untersuchungen. Siffert et al.*® zeigten eine signifikante Erhohung der T-Allel-Frequenz bei
iibergewichtigen (BMI>25) Minnern aus Deutschland, China, Siidafrika und Zimbabwe.
Banjafield et al.” konnten keine Assoziation feststellen, nicht einmal bei sehr iibergewichtigen
Patienten mit einem BMI>43. Die Probandenzahl in dieser Studie war wesentlich hoher als bei

Siffert et al. In einer japanischen Studie von Ohshiro®® war ebenfalls kein Zusammenhang
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eruierbar, jedoch wurde hier ein kleines Kollektiv untersucht. AuBlerdem ist die ethnische
Variation von Faktoren zu beriicksichtigen, die Adipositas beglinstigen.

Siffert geht davon aus, dass das T-Allel primér fiir ein erhdhtes Korperfett pradisponiert, welches
dann iiber Jahre zur Entwicklung von Bluthochdruck fiihrt. Allerdings wirkt gerade ein hohes
Level an korperlicher Aktivitdt dieser Veranlagung entgegen. Weder in der Studie von Ohshiro
noch in meiner sind Angaben vorhanden {iber die Lebensgewohnheiten der Probanden, wie etwa
physische Aktivitdt. Diese Tatsache sowie Selektionsbias oder inaddquates Matching der Fall-

und Kontrollgruppen konnten fiir die Diskrepanz der Ergebnisse verantwortlich sein.

5.2.3. Assoziation zwischen dem T-Allel und Diabetes

Auch Diabetes entsteht durch ein Zusammenspiel von genetischen Faktoren und
Umwelteinfliissen. Da Insulin  G-Protein-vermittelte Mechanismen benutzt, um die
Glukoseaufnahme in Geweben zu steigern, konnte das GNB3 Gen eine Rolle bei der Genese von
Diabetes Typ 2 spielen. Das GNB3 Gen ist nur eines von vielen, das bei der Genese dieser
Erkrankung involviert sein konnte. In einigen Studien'’ gelang es, eine solche Assoziation
nachzuweisen, bei meinem Patientengut war dies nicht moglich, sicherlich auch weil der Anteil
der Diabetiker gering war. Die kontroversen Ergebnisse konnten das Resultat von Selektionsbias
oder inaddquatem Matching der Fall- und Kontrollgruppen sein. Moglicherweise waren andere
nicht ermittelte Faktoren, die bei der Entstehung von Diabetes von Bedeutung sind, in meinen
Patientengruppen tiiber- oder unterdurchschnittlich vertreten. Daher 1dsst sich ein Mitwirken des
T-Allels bei der Pathogenese der Zuckerkrankheit aufgrund meiner Ergebnisse nicht

ausschlief3en.

5.3. Limitationen und Kritikpunkte der Arbeit

5.3.1. Studiendesign

Fiir Fragestellungen dieser Art eignet sich auch eine retrospektive Analyse. Das Studiendesign ist
eine Assoziationsstudie mit Fall- und Kontrollgruppe. Anstatt der Matched-Pair-Analyse werden
durch entsprechende Ein- und Ausschlusskriterien sehr dhnliche Patientenkollektive fiir Fall- und
Kontrollgruppe geschaffen. Die den Berechnungen zugrundeliegenden Daten wurden
Krankenakten des Deutschen Herzzentrums entnommen. Da die Dokumentation an diesem Haus
nach einem standardisierten System durchgefiihrt wird, kann mit aussagekriftigen Ergebnissen

gerechnet werden.
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5.3.2. Patientenselektion

Bei der Auswahl unserer Fall- und Kontrollpatienten entschieden wir uns statt eines eins-zu-eins
gematchten Fall-Kontroll-Studien-Designs fiir konsekutive AVNRT-Patienten des Deutschen
Herzzentrums, sowie fiir eine Kontroll-Kohorte, die in ihrem kardiovaskuldren Risikoprofil in
etwa der AVNRT-Gruppe entsprach. Die Patienten dieser konsistenten Kontrollgruppe wurden
im selben Zeitraum und im selben Krankenhaus rekrutiert wie die AVNRT-Patienten. In beide
Gruppen wurden Patienten mit schwerer Herzerkrankung ausgeschlossen, allerdings Patienten
mit myokardialer Schiadigung aufgrund chronischer Hypertonie, also linksventrikuldrer
Hypertrophie und leichter linksventrikulérer Dysfunktion, eingeschlossen, sofern keine sonstigen
Griinde fiir diese Verdnderungen eruierbar waren.

Die Préavalenz des TT-Genotyps in unserer Kontrollgruppe betrdgt 12,7%. Die populations-
basierte Pridvalenz des TT-Genotyps in unseren geographischen Breiten wurde durch die
MONICA-Studie-Augsburg'? ermittelt. Wenngleich wir unsere Patientengruppen nicht klar
ethnisch definiert haben und die Haufigkeit des T-Allels wie in der Einleitung dargestelt je nach
Ethnie sehr stark variiert, konnen die Zahlen der MONICA-Studie-Augsburg dennoch mit
unseren Ergebnissen in Beziehung gesetzt werden, da die iiberwiegende Mehrheit der
untersuchten Patienten derselben Bevolkerungsgruppe angehort wie die MONICA-Patienten.
Hengstenberg et al. untersuchten 2052 Patienten aus der Stadt Augsburg und deren Umland auf
thren GNB3 Genotyp. In diesem vergleichsweise sehr grolen Kollektiv fanden sich folgende
Werte: 46,2% CC, 43,5% CT und 10,3% TT. Unser Wert ist im Vergleich also recht hoch. Er ist
jedoch erklérbar durch die Patientenselektion, da die Symptomatik (diverse Rhythmusstérungen)
die zur Klinikeinweisung der Kontrollpatienten flihrte, in Zusammenhang mit Hypertonie und
Ubergewicht stehen konnte. Hypertonie und Ubergewicht wiederum finden sich mit einer
erhohten Privalenz beim TT-Genotyp.

Die Inzidenz des TT-Genotyps in der AVNRT-Gruppe wurde mit 6,9% ermittelt. Es ist
wahrscheinlich, dass unsere Hypothese vom protektiven Effekt der homozygoten TT-Allel
Tragerschéft gegeniiber AVNRT auf die gesamte Bevolkerung zutreffen diirfte.

5.3.3. Kein Kausalititsbeweis

In dieser Studie wurde lediglich eine signifikant verminderte Haufigkeit des TT-Genotyps in der
AVNRT-Gruppe nachgewiesen. Wir schlieBen daraus, dass dieser Genotyp ein protektiver Faktor
gegeniiber AV-Knoten-Reentrytachykardie ist. Wie dieser Schutz zustande kommt, geht aus
dieser Studie nicht hervor, und Erkldrungsversuche sind rein spekulativ. Der Kausalitdtsbeweis

zu dem Ergebnis dieser Studie ist noch zu erbringen.

-33 .



5.4. Ausblick

Unsere Ergebnisse suggerieren, dass die G-Protein vermittelte Signaltransduktion bei der
Entstehung der AV-Knoten-Reentrytachydardie eine Rolle spielt. Auch wenn die Ergebnisse
dieser Studie aktuell keine klare klinische Relevanz haben, so konnen sie doch zum besseren
Verstiandnis der Genese von AV-Knoten-Reentrytachykardie beitragen.

Zudem ist dies die erste Studie, die einen konkreten genetischen Risikofaktor fiir diese
Rhythmusstorung determiniert. Man spekulierte zwar schon seit langem, dass bei der
Pathogenese der AV-Knoten-Reentrytachykardie eine genetische Komponente eine Rolle spielt,
aber bisher wurde dies nie an einem bestimmten Genlocus beziehungsweise an einem bestimmten
genetischen Polymorphismus festgemacht.

Interessant wire in der Zukunft eventuelle weitere genetische Risikofaktoren oder
Protektionsfaktoren fiir die AVNRT aufzuzeigen, da es sich mit grofter Wahrscheinlichkeit nicht
um ein monogenetisches Geschehen handelt.

Gegenstand weiterer Forschung konnten auch die genauen elektrophysiologischen G-Protein-
vermittelten Vorgidnge auf Vorhofebene werden, da wie gesagt die in der Diskussion
aufgezeigten moglichen Erklarungen fiir den Schutzeffekt und den nicht vorhandenen Gen-Dosis-

Effekt auf Spekulationen beruhen und der weiteren experimentellen Abklarung bediirfen.
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6. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Studie war es, eine mdgliche Assoziation zwischen dem C825T-
Polymorphismus der Beta (3)-Untereinheit von G-Proteinen und dem Auftreten von AV-Knoten-
Reentrytachykardien aufzuzeigen. Das T-Allel dieses Polymorphismus ist assoziiert mit einer
verstarkten Signaltransduktion {iiber pertussistoxinsensitive G-Proteine. Diese G-Proteine
vermitteln auch die cholinerge Erregung im Herz-Vorhof. Dariiber hinaus ist eine Assoziation
zwischen einem verstirkten Einwértsgleichrichterstrom und homozygoten GNB3 825T-Allel
Tréagern, aber nicht heterozygoten T-Allel Trigern gezeigt worden.

Wir stellten zwei Patientengruppen zusammen, die AVNRT-Gruppe bestehend aus 408
konsekutiven Patienten mit induzierbarer AVNRT (53,2 + 16,1 Jahre) und die Kontrollgruppe
bestehend aus 213 Patienten (53,1 17,0 Jahre) ohne induzierbare AV-nodale Echoschldge und
ohne sonstige induzierbare oder dokumentierte anhaltende Tachykardien. Alle Patienten wurden
elektrophysiologisch untersucht und in Bezug auf den C825T-Polymorphismus genotypisiert.

Die Haufigkeit des 825 TT Genotyps war bei den AVNRT-Patienten (6,9%), verglichen mit den
Kontrollpatienten (12,7%), signifikant niedriger (p<0,05). Keine signifikanten Unterschiede lagen
hingegen in der Héufigkeitsverteilung der Genotypen CC und CT vor. Eine logistische
Regressionsanalyse zeigte, dass die signifikant niedrigere Haufigkeit des Genotyps TT in der
AVNRT-Gruppe unabhédngig vom Geschlecht, arteriellen Hypertonus, Diabetes mellitus, Body-
Mass-Index und koronarer Herzerkrankung war.

Eine Assoziation des T-Allels mit den kardiovaskuldren Risikofaktoren arterielle Hypertonie,
Adipositas und Diabetes mellitus lie3 sich nicht nachweisen.

Die Assoziation zwischen dem Auftreten einer AVNRT mit einer verminderten Haufigkeit
homozygoter 825T-Allel Trager des GNB3-Polymorphismus spricht fiir einen protektiven Effekt
des TT-Genotyps gegeniiber der AVNRT.
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7. Abkiirzungsverzeichnis

ADP Adenosindiphosphat

art. arteriell

ATP Adenosintriphosphat

AV Atrioventrikular

AVNRT AV-Knoten-Reentrytachykardie
bp Basenpaare

BMI Body mass index

°C Grad Celsius

CI Konfidenzintervall

d.h. das heif3t

dl Deziliter

DNA Desoxyribonukleinsiure

EDTA Ethylendiamintetraessigsiure
EKG Elektrokardiogramm

EPU elektophysiologische Untersuchung
et al. et altera

evtl. eventuell

g Gramm

GDP Guanosindiphosphat

Geschl. Geschlecht

GNB3 G-Protein 3 Gen

G-Protein Guaninnukleotik-bindende Proteine
GTP Gunanosintriphosphat

h Stunde

Hg Quecksilber

Ik, Ach Acetylcholin-aktivierte Kaliumkanéle
kb Kilobasen

kDa Kilo Dalton

kg Kilogramm

1 Liter

KHK Koronare Herzkrankheit
LQTS-Syndrom Long QT Syndrom
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LVEF

mannl.

mg

min

mmol

mRNA

PCR

A%

WHO
WPW-Syndrom

linksventrikuldre Ejektionsfraktion
Meter

ménnlich

Millimeter

Milligramm

Minute

Microliter

Millimol

messenger Ribonukleinsdure
Polymerase Ketten Reaktion

Volt

World Health Organisation
Wolff-Parkinson-White-Syndrom
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