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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Der plotzliche Herztod und seine Pravention

Der plotzliche Herztod (SCD), definiert als unerwarteter herzbedingter Tod innerhalb einer
Stunde nach dem Auftreten erster Symptome, stellt noch immer eine wichtige
Herausforderung fir die Medizin dar. Die Angaben zur Inzidenz sind unterschiedlich,
epidemiologische Studien gehen allerdings von jahrlich 300.000 Betroffenen in den USA und
schatzungsweise 600.000 in Europa aus (Laszlo et al. 2011, Seegers et al. 2012). Etwa 75%
dieser Herz-Kreislauf-Stillstande sind durch lebensbedrohliche Herzrhythmusstérungen

bedingt (Arastéh et al. 2009).

Zu den Risikogruppen zahlen besonders Patienten mit koronarer Herzerkrankung, unter
denen 50% der Todesfille auf den pl6tzlichen Herztod zuriickzufiihren sind. Weiterhin sind
Patienten nach Myokardinfarkt, mit Herzinsuffizienz und, seltener, mit arrhythmogenen
Erkrankungen der Herzstruktur betroffen. Dabei treten etwa 80% der Falle von plétzlichem
Herztod im Rahmen einer koronaren Herzerkrankung (KHK) auf und etwa 20% bei
Kardiomyopathien und genetisch determinierten Erkrankungen des Reizleitungssystems

(Laszlo et al. 2011). Etwa zwei Drittel der Betroffenen sind mannlich.

Der plotzliche Herztod ist allermeist von einer ventrikularen Tachykardie (VT), die in ein
Kammerflimmern (VF) Gibergeht, verschuldet. Diese Zustiande kdnnen z.B. im Rahmen akuter
myokardialer Ischdamie oder nach einem Myokardinfarkt auftreten. Bei dieser sogenannten
Reentry-Tachykardie kommt es zu einer kreisenden Erregung im Myokard, oft an einer
Infarktnarbe oder an isolierten Regionen mit schadigungsbedingt verlangsamter
Leitungsfahigkeit (Martin et al. 2011). Dabei trifft die Erregungsfront immer wieder auf
Myokard in der vulnerablen Phase, in der es zumindest teilweise wieder erregbar ist, sodass
die Erregung nach einer normalen Aktivierung nicht mehr vollstandig erléschen kann und im

Myokard kreist.
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In der Pravention des plotzlichen Herztods hat sich am asymptomatischen Patienten der
implantierte Kardioverter-Defibrillator (ICD) gegeniber der Prophylaxe mit Amiodaron als
Uberlegen erwiesen. Die EMIAT-Studie hat Postinfarktpatienten, die prophylaktisch mit
Amiodaron behandelt wurden, mit solchen verglichen, die ein Placebo erhielten (Julian et al.
1997). Wichtigstes Einschlusskriterium war jeweils u.a. eine LVEF < 40%. Hier zeigte sich der
Vorteil einer Prophylaxe mit Amiodaron bei arrhythmiebedingten Todesfillen. Insgesamt
wiesen jedoch beide Patientengruppen eine gleiche Gesamtmortalitat auf, da unter den mit
Amiodaron behandelten Patienten die Reinfarktrate und die Rate an anderen kardialen
Todesfadllen erhoht war. Die CAMIAT-Studie kam zum selben Ergebnis: In der
Amiodarongruppe unter Postinfarktpatienten starben weniger am plotzlichen Herztod, die
Gesamtmortalitdt unterschied sich jedoch nicht von jener in der Placebogruppe (Cairns et al.
1997). In der Studie waren > 10 ventrikuldre Salven oder ventrikuldre Extrasystolen pro

Stunde wichtigstes Einschlusskriterium.

Die Verlangerung der Lebenszeit durch [ICD-Therapie wurde bei chronischen
Herzinsuffizienzpatienten in der SCD-HeFT-Studie bestatigt (Bardy et al. 2005). Hier wurden
drei Gruppen verglichen: Patienten mit implantiertem Defibrillator, Patienten mit
Amiodarontherapie und eine Placebogruppe. Die Patienten der Placebogruppe wiesen eine
5-Jahres-Sterblichkeitsrate von 36% auf. Im Vergleich dazu war die Gesamtmortalitat in der
Gruppe mit medikamentoser Therapie nicht signifikant niedriger und die Gesamtmortalitat

der Gruppe mit implantiertem Defibrillator signifikant niedriger.

Die erste Indikation zur sekundarprophylaktischen ICD-Therapie kam mit den Ergebnissen
der AVID- und CIDS-Studie (Jung und Luderitz 1997). Erst spater wurde die Indikation zur
Primarprdvention aus den Ergebnissen von MADIT | und MADIT Il abgeleitet. Die MADIT I-
Studie war die erste Untersuchung zur primarprophylaktischen |ICD-Therapie. Hierbei
wurden ICD-Trager mit Patienten mit konventionellem medikamentdsem Therapieregime
(Medikation mit Amiodaron, B-Blockern, Klasse-I-Antiarrhythmika, ACE-Hemmer, Digitalis
und Diuretika) verglichen. Wichtigste Einschlusskriterien waren ein vorangegangener
Myokardinfarkt vor 3 oder mehr Wochen, 3 bis 30 nicht-anhaltende Kammertachykardien im
24-Stunden-EKG, LVEF <35% und NYHA-Klasse I-lll. Die ICD-Gruppe zeigte hier gegenliber

der Gruppe mit konventioneller medikamentoser Therapie eine signifikant niedrigere
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Gesamtmortalitdt. In letzterer Gruppe war die Zahl nicht-arrhythmiebedingter Todesfalle
erhoht.

Die ICD-Therapie gilt in der Pirmarpravention als indiziert im Rahmen von koronaren
Herzerkrankungen oder einem Zustand nach Myokardinfarkt, bei nichtischamischer
dilatativer  Kardiomyopathie sowie bei Herzinsuffizienz mit linksventrikuldrer
Ejektionsfraktion (LVEF) kleiner oder gleich 35%, unabhangig von der kardialen
Grunderkrankung (Jung et al. 2006). In der Sekundarpravention gilt eine ICD-Therapie nach
aufgetretenem Herz-Kreislauf-Stillstand oder nach mehrfach aufgetretenen, hamodynamisch

instabilen, insbesondere synkopalen ventrikularen Tachykardien als indiziert.

Allerdings hat sich die derzeitige Risikostratifizierung in vielerlei Hinsicht als
verbesserungswiirdig erwiesen. Zunachst ist der derzeit wichtigste Pradiktionsfaktor, eine
LVEF von kleiner oder gleich 35%, von unbefriedigender Spezifitat und Sensitivitat (Katritsis
und Josephson 2012). So zeigte sich, dass in der Gesamtheit der Falle von plotzlichem
Herztod weniger als ein Drittel der Betroffenen eine LVEF aufwies, die sie fir eine
Primarprdvention mit einem ICD qualifizierte. Eine wichtige Gruppe vom plétzlichen Herztod
Betroffener wird mit dem Pradiktionsfaktor LVEF nicht erfasst und erscheint gar klinisch
gesund. Dies betrifft insbesondere junge Erwachsene mit genetisch determinierten
Erkrankungen der karidalen lonenkandle, wie etwa dem Long-QT-Syndrom oder dem
Brugada-Syndrom oder ebenfalls genetisch determinierten Kardiomyopathien wie zum

Beispiel der hypertrophen Kardiomyopathie.

Auch andere Methoden zur Risikostratifizierung als die LVEF, wie zum Beispiel die T-
Wellenmorphologie oder die Veranderung der QT-Lange, zeigen in ihrer Zusammenschau
keine addquate Pradiktionsfahigkeit (Laszlo et al. 2011). So gibt es eine groBe Zahl am
plotzlichen Herztod Verstorbener, bei denen eine ICD-Implantation hiernach nicht indiziert

gewesen zu sein scheint.

Defizite in der Risikostratifizierung des plotzlichen Herztods fihren u.a. dazu, dass
lebensbedrohliche Herzrhythmusstérungen nur bei einer Minderheit von ICD-Tragern
auftreten und die Mehrheit klinisch niemals von der Therapie profitiert. In einer Studie von

Poole et al. belief sich die Inzidenz lebensrettender Schockabgaben durch einen ICD auf
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22,68% (Poole et al. 2008). In jener Studie wurden 811 Patienten nach Implantation eines
ICD in einer follow-up-Periode von durchschnittlich 45,5 Monaten beobachtet und die ICD
anschliefend nach Schockereignissen abgefragt. Als indizierte Schocks wurden solche bei
ventrikuldren Tachykardien (VT) und bei Kammerflimmern (VF) definiert. 269 der 811
Patienten (33,2%) erhielten mindestens einen ICD-Schock in der follow-up-Periode, 542
(66,8%) dagegen erhielten keinen. Unter den 269 Patienten, bei denen die ICD-Therapie zum
Tragen kam, waren insgesamt 128 Patienten (15,8%) mit ausschliefRlich indizierten Schocks
bei VT und VF und 87 Patienten (10,7%) mit ausschlieflich nicht-indizierten Schocks. Die
Ubrigen 54 Patienten empfingen beide Arten des Schocks. Insofern haben also lediglich 182
(22,4%) von allen Patienten in der follow-up-Periode klinisch von der ICD-Implantation
profitiert. Bei 87 Patienten mit ausschlieRlich nicht-indizierten und 54 Patienten mit sowohl
indizierten als auch nicht-indizierten Schockempfiangen hat es auRerdem 141 Patienten

(17,4%) gegeben, die unnotige Schocks empfingen.

Es gibt viele Griinde, warum eine ICD-Therapie indessen besonders bedachtsam erwogen
werden sollte. Sowohl die Implantation eines Defibrillators als auch die Schockabgabe bringt
Risiken mit sich. Wahrend der transventsen ICD-Implantation und insbesondere beim
intraoperativen Testen des Geradts kommt es zu myokardialen Zellschadigungen, die sich in
einem Anstieg des kardialen Troponin | im Serum nachweisen lassen (Hurst et al. 1999).
Weiterhin wurden signifikante myokardiale Zellschaden in Zusammenhang mit kumulativer
und gemittelter Defibrillationsenergie aufgezeigt. Patienten mit koronarer Herzerkrankung
erhalten mit der ICD-Therapie zwar einen lebensverlangernden Vorteil, der allerdings
anscheinend mit einem erhohten Risiko der Herzinsuffizienz nach adaquaten Schocks erkauft
ist (Goldenberg et al. 2006). Auch dies mag ein Hinweis auf konsekutive myokardiale
Zellschadigungen sein. Weiterhin kdnnten die negativ-inotropen Wirkungen der Schocks das
Todesrisiko erhohen, insbesondere bei multipler Schockabgabe durch z.B. Aufnahme von
Storsignalen, dem sogenannten Oversensing, oder einer falschlichen Einordnung einer
supraventrikuldren Tachykardie als ventrikuldre Tachykardie mit konsekutiver nicht-
adaquater Schockabgabe (Poole et al. 2008). Es gilt weiterhin zu bedenken, dass jede ICD-
Implantation ein Infektionsrisiko mit sich bringt. Auch ist eine bedachtsame Erwagung der
ICD-Therapie insofern wichtig, als inaddquate Schockabgaben durch das Gerat vom Trager

oft als schmerzhaft oder gar traumatisch wahrgenommen werden. Bei betroffenen Patienten
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sind erhohte Ausprdgungen von Depression und generalisierter Angst beschrieben worden

(Saha und Goldberger 2011).

Weiterhin ist die Identifizierung neuer Pradiktoren fir die Primarpravention von
Familienangehorigen von am pl6tzlichen Herztod Verstorbener von Vorteil. Im Vergleich zur
Normalbevdélkerung tragen erstgradige Familienangehorige der von plétzlichem Herztod
Betroffenen ein erhdhtes relatives Risiko, ebenfalls einen plotzlichen Herztod zu erleiden
(Laszlo et al. 2011). Herzerkrankungen, die zum plotzlichen Herztod fiihren konnen, wie etwa
Vorhofflimmern, koronare Herzerkrankung und der Myokardinfarkt, zeigen familidre
Haufungen, sodass ein genetisch begriindeter Zusammenhang naheliegend ist. Die
regelrechte Elektrophysiologie des Herzens hangt maligeblich von der Funktion der
beteiligten lonenkandle sowie weiteren Proteinen, wie zum Beispiel solchen, die in der
myokardialen Ca**-Homdostase involviert sind, sowie Proteinen des Zytoskeletts ab. Es ist
daher naheliegend, dass Variationen an den fiir diese Proteine kodierenden Genen
proarrhythmische Auswirkungen haben konnten. In diesem Sinne kdnnte es sein, dass
genetische Polymorphismen eine Neigung zum Auftreten eines plotzlichen Herztods
bedingen kdnnen. Darum sollte weiter untersucht werden, ob und inwiefern sich bestimmte

genetische Profile zur Pradiktion und Risikostratifizierung der ICD-Therapie eignen.

SchlielRlich ist zu bedenken, dass durch ICD-Implantationen einem Gesundheitssystem
Kosten entstehen. Diese kdnnen zwar im Vergleich zu anderen Aufwendungen durchaus

gering erscheinen, dennoch ist es wiinschenswert, Ressourcen bestmaoglich einzusetzen.

1.2 Physiologische Mechanismen der Herzerregung

1.2.1 Aktionspotential am Kardiomyozyten

Im Ruhezustand des Kardiomyozyten ist die extrazelluldre K*-Konzentration mit 4 mmol/I
niedrig, verglichen mit der intrazelluldren K*-Konzentration von 140 mmol/I (Schmidt et al.
2007). Umgekehrt verhilt es sich mit den Na*-Konzentrationen, wobei die intrazellulire
Konzentration 10 mmol/l und die extrazellulire Konzentration 140 mmol/l betragt. In

diesem Ruhezustand betrdgt das sogenannte Membranruhepotential des Kardiomyozyten
5



Einleitung

etwa - 90 mV. Diese Spannung wird maligeblich durch einen Kaliumioneneinstrom in die
Zelle Gber den K'-Einwiértsgleichrichter (ix1) in der Ndhe des K*-Gleichgewichtspotentials von

- 94 mV gehalten (vgl. Abbildung 1).

Membranpotential [mV]

50—
0
-50 —
Ruhepotential - @
-100—
| | | | l |
-100 0 100 200 300 400
Zeit [ms]

Abbildung 1: Aktionspotential des Kardiomyozyten. Das Aktionspotential am Kardiomyozyten lasst
sich in flinf Phasen aufteilen: Die Aufstrich- oder Depolarisationsphase (0), das Erreichen der initialen
Spitze (1) mit nachfolgender schneller Repolarisation, die Plateauphase mit langsamer Repolarisation
(2), die terminale Repolarisationsphase (3) und die Ruhephase (4) mit Erreichen des
Ruhemembranpotentials (verdandert nach Schmidt et al. 2007, S. 567).

Die Ubertragung der Erregung zwischen benachbarten Kardiomyozyten erfolgt direkt tiber
lonenaustausch durch gap junctions. Wird dabei das Membranpotential einer Zelle iber eine
Schwelle von etwa -70 mV angehoben, kommt es zur schnellen Inaktivierung des
Einwértsgleichrichters (ix1) und zur Offnung der schnellen inwiérts gerichteten Na*-Kanile

(ina), welche das Aktionspotential einleiten.

Der Natriumioneneinstrom leitet die Phase der Depolarisation ein, in der das
Membranpotential auf einen Spitzenwert von etwa + 20 mV steigt. Ab einer Spannung von

-40 mV werden Dihydropyridinrezeptoren am Sarkolemm erregt, die ein Teil der
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Kalziumkanilen vom langsamen Typ (L-Typ-Ca®"-Kanal; ic,) sind. Infolgedessen kommt es
zum Einstrom von Ca** in den Intrazellularraum des Kardiomyozyten. Die Natriumkanale (ina)
schlieBen und inaktivieren sich spannungsunabhadngig nach nur kurzer Zeit und beenden die
Depolarisation. Das Membranpotential erfahrt dann durch einen auswartsgerichteten
transienten Kaliumionenstrom (i,,) sowie durch einen Cl-getragenen elektrischen
Auswartsstrom (i) eine partielle Repolarisation. Es ist dann der Kalziumeinstrom (ic,) aus
den L-Typ-Ca**-Kanilen, der das Membranpotential in einer Plateauphase auf etwa 0 mV
angehoben halt. Diese Plateauphase halt je nach Herzfrequenz etwa 200 bis 400 ms an.
SchlieRlich schlieRen und inaktivieren sich die Kalziumkanale und die Repolarisationsphase

beginnt.

Die Repolarisation wird maRgeblich von zwei K*-Auswértsgleichrichterstrémen (ix) getragen,
welche mit zeitlicher Verzégerung in der depolarisierten Zelle aktiviert werden. Hierbei
handelt es sich zum einen um einen Strom aus dem langsamen verzogerten Gleichrichter (is)
und zum anderen um einen Strom aus dem schnellen verzogerten Gleichrichter (ig,). Im
Rahmen dieser Hyperpolarisation werden zunehmend wieder K*-Einwartsgleichrichter (ix1)
aktiviert, die ein Ruhemembranpotential von -90 mV stabilisieren. Die Stréme der K-
Auswartsgleichrichter (ix) versiegen in der frihen Ruhephase. Abbildung 2 zeigt die relativen
Stromstarken der beteiligten lonenkandle sowie die an den lonenkandlen beteiligten

Proteine mit dem jeweiligen dafiir kodierenden Gen.

Wahrend der Plateauphase beginnt die absolute Refraktarzeit des Kardiomyozyten, wahrend
derer er nicht durch weitere Aktionspotentiale erregt werden kann, da die schnellen
Natriumkandle inaktiviert sind. Diese werden wahrend der Repolarisationsphase unterhalb
eines Membranpotentials von circa - 40 mV wieder teilweise aktivierbar. Es lassen sich nun
Aktionspotentiale auslosen, die allerdings von kirzerer Dauer sind und nur langsam
fortgeleitet werden. Dieser Umstand beschreibt die relative Refraktdrphase, bei der die
Erregbarkeit des Arbeitsmyokards (iber dem gesamten Herzmuskel inhomogen ausgepragt
ist. In dieser Phase wird die Entstehung kreisender Erregungen, wie sie bei Arrhythmien

vorkommen, moglich. Daher spricht man auch von der vulnerablen Phase.
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Membranpotential [mV]

Phasen des Aktionspotentials
@
‘l @ 0 = Depolarisation
©| \‘-\ 1 = Schnelle Repolarisation
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‘l \ @ 3 = Terminale Repolarisation
— 4 = Ruhephase
Zeit [ms]
Strom Protein Gen
Natriumeinstrom (ing) V — Nav 1.5 SCN5A
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K*-Auswartsgleichrichterstrom (is)

Abbildung 2: Dargestellt sind ausgewaidhlte lonenstrome widhrend des Aktionspotentials am
Kardiomyozyten mit den beteiligten Proteinen sowie mit den codierenden Genen. Es werden nur
solche lonenstrome von Proteinen dargestellt, deren codierende Gene in dieser Arbeit
genotypisiert wurden (verdndert nach Camm et al. 2006, S. 200).

1.2.2 R-adrenerge Stimulation am Kardiomyozyten

Die Zellmembran des Kardiomyozyten besitzt B-Adrenorezeptoren, an die die sympathischen
Neurotransmitter Adrenalin und Noradrenalin binden (Schmidt et al. 2007). Der R-
Adrenorezeptor ist an ein stimulatorisches G-Protein (G;) gekoppelt, das nachfolgend
membranstandige Adenylylzyklase aktiviert. Dieses Enzym katalysiert die Bildung von
zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP) (ber die Abspaltung von Diphosphat aus ATP.
CAMP ist ein allosterischer Aktivator der Proteinkinase A (PKA), einem zytosolischen Protein,
das weitere Proteine, wie etwa den Ca®*-Kanal vom langsamen Typ (LTCC), Phospholamban,
den Ryanodin2-Rezeptor (RyR2), Troponin |, myosin-binding protein C (MyBP-C) sowie
Protein-Phosphatase-Inhibitor-1 (PPI-1) durch Phosphorylierung aktiviert oder deaktiviert
(Lohse et al. 2003). Dadurch kommt es zu prokontraktilen Effekten, wie etwa erhéhtem AP-
getriggertem Ca?*-Einstrom tiber L-Typ Kalziumkandle im Rahmen der Ca2+—getriggerten Ca’*-
Ausschittung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR) sowie Modulation der Ca®*-
Sensitivitdt an den Myofilamenten Uber Troponin | und MyBP-C. Weiterhin wird auch die

Ca’*-Aufnahme ins SR mithilfe der Modulation von SERCA und Phospholamban beschleunigt,
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was essenziell fur schnell aufeinanderfolgende Kontraktionen wie beim adrenerg
vermittelten Anstieg der Herzfrequenz im Sinne der positiven Lusitropie ist. Abbildung 3A

zeigt die Vorgange bei R-adrenerger Stimulation am Kardiomyozyten.

Die sarkoplasmatische Ca**-Pumpe SERCA, die zytosolisches Ca®* zuriick ins SR férdert, liegt
in einem Komplex mit ihrem Regulatorprotein Phospholamban vor, welches von PLN kodiert
wird (Wang et al. 2011). Dieses erniedrigt die Ca**-Affinitat von SERCA und inhibiert damit
die Ca’*-Aufnahme ins SR. Phospholamban selbst erfihrt durch die R-adrenerge, PKA-
getragene Phosphorylierung eine Inaktivierung. Diese B-adrenerge Stimulation fihrt also
gegeniber der nicht derart stimulierten Zelle zum verstarkten zytosolischen Ca2+-Anstieg

und konsekutiv zu verstarkter Kraftentwicklung im Sinne einer positiven Inotropie.

1.2.3 Ca**-Stoffwechsel am junktionalen sarkoplasmatischen

Retikulum

1.2.3.1 Erregungs-Kontraktions-Kopplung

Am T-Tubulus des Sarkolemms eines Kardiomyozyten befinden sich etwa 10 bis 25 L-Typ-
Ca’*-Kanile zusammen mit einem Cluster von 100 bis 200 Ryanodinrezeptoren in einem
Signalkomplex, Couplon genannt (Schmidt et al. 2007, Bers 2008). Bei der
elektromechanischen Kopplung im Myokard kommt es, ausgelést durch lokale
Aktionspotentiale, an den T-Tubuli zur Offnung spannungsgesteuerter, von CACNA1C
kodierter L—Typ—Ca2+—KanéIe vom Typ Cay1.2 und dariiber zum Ca**-Einstrom vom
Extrazellularraum in den Kardiomyozyten. In nur kurzer Entfernung zu diesen Kanalen
befinden sich Ryanodinrezeptoren vom Typ 2 (RyR2) am junktionalen sarkoplasmatischen
Retikulum. An diese gelangt Ca®" durch Diffusion und induziert dort die Offnung des im
Ryanodinrezeptor integrierten Ca’*-Kanals. Getrieben durch den hohen Ca*-
Konzentrationsunterschied strémt Ca®* aus dem sarkoplasmatischen Retikulum ins Zytosol
und erhdht dort die Ca®*-Konzentration von etwa 10”7 mol/l auf 10°® mol/l. Diese Vorgange
entsprechen einer Ca**-induzierten Ca2+—Freisetzung. Die Caz+—Konzentrationserht’)hung

bedingt die Sittigung der Ca’"-Bindungsstellen an Troponin C, sodass es Uber weitere
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Kettenreaktionen zur Myofibrillenkontraktion kommt. Abbildung 3A stellt die

elektromechanische Kopplung bei Myofibrillenkontraktion am Kardiomyozyten dar.

Fir die nachfolgende Relaxationsphase wird die zytosolische Ca’*-Konzentration auf
Ruhewerte gesenkt. Dies geschieht zum einen durch den Na*/Ca**-Austauscher (NCX), der
drei Natriumionen in die Zelle hinein- und im gleichen Zuge ein Kalziumion aus der Zelle
hinaus transportiert. Damit wird hauptséchlich jenes Ca®* in den Extrazellularraum beférdert,
welches zuvor von dort Uber die L—Typ—Ca2+—KanéIe eingestromt war. Weiterhin pumpen
Proteine in der Membran des sarkoplasmatischen Retikulums, sogenannte
sarkoendoplasmatische Retikulum-ATPasen (SERCA), Ca®* wieder zurick in die
sarkoplasmatischen Ca?*-Speicher. Mit Erreichen der Ca**-Ruhekonzentrationen im Zytosol
wird die Muskelkontraktion beendet. Abbildung 3B zeigt die elektromechanische Kopplung

am Kardiomyozyten bei Myofibrillenrelaxation.
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A ~Noradrenalin
—(ﬁ Sarkolemm
)

ATP
SR
. Ca?*
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setzungskanal
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®
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Abbildung 3: Elektromechanische Kopplung am Kardiomyozyten bei Myofibrillenkontraktion (A)
und Myofibrillenrelaxation (B) (verdandert nach Schmidt et al. 2007, S. 570). A: Ausgeldst von einem
lokalen Aktionspotential 6ffnen sich L-Typ-Ca**-Kanale am T-Tubulus des Kardiomyozyten. Durch den
konsekutiven Einstrom von Ca” in das Zytosol kommt es zur Ca’*-getriggerten Offnung eines im
Ryanodinrezeptor integrierten Ca’'-Freisetzungskanals mit Erhohung der zytosolischen Ca®'-
Konzentration in einen Bereich, in dem tber Troponin C die Myofibrillenkontraktion ausgeldst wird.
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R-adrenerge Stimulation durch Noradrenalin wirkt verstarkend kontraktil auf dieses System. Durch
die Bindung von Noradrenalin am [-Rezeptor wird ein an den Rezeptor gekoppeltes G-Protein
aktiviert, das daraufhin Adenylylzyklase (AC) aktiviert. Adenylylzyklase katalysiert die Bildung von
cAMP aus ATP, welches Proteinkinase A (PKA) aktiviert. Proteinkinase A wirkt Gber
Phosphorylisationen am sarkolemmalen Ca’*-Kanal und am Ca*-Freisetzunskanal am
sarkoplasmatischen Retikulum aktivierend auf die Ca®*-Ausschiittung.

B: In der Relaxationsphase pumpt die vom zytosolischen Ca**-Anstieg aktivierte SERCA Ca®* in das
sarkoplasmatische Retikulum und erniedrigt so die zytosolische Ca**-Konzentration, zusammen mit
dem Na*/Ca®*-Austauscher, der Ca** in den Extrazellularraum pumpt. Phospholamban inhibiert im
unphosphoryliertem Zustand SERCA. Durch R-adrenerge Stimulation wird Phospholamban tber
Proteinkinase A phosphoryliert und die Inhibition von SERCA beendet, sodass Ca** in das
sarkoplasmatische Retikulum aufgenommen wird. Proteinkinase A phosphoryliert weiterhin Troponin
I, welches nun die Ca**-Affinitdt von Troponin C herabsetzt, sodass sich Ca®* von Troponin C weg in
Richtung Zytosol bewegt und so die Myofibrillenkontraktion schneller beendet wird. Im Sinne
positiver Lusitropie bewirkt R-adrenerge Stimulation die schnellere Entspannung des Herzmuskels.

1.2.3.2 Sarkoendoplasmatische Retikulum-ATPase, Typ 2 (SERCA)

Die sarkoendoplasmatische Retikulum-ATPase vom Typ 2 (SERCA) des Kardiomyozyten ist ein
ATP-abhangiger Transporter, der am Ende der Exzitations-Kontraktions-Kopplung etwa 75%
des zytosolischen Ca?* in das SR fordert und tber die daraus resultierende Senkung der
zytosolischen Ca®*-Konzentration maRgeblich an der Beendigung der Kontraktion beteiligt ist
(Schmidt et al. 2007). Etwa 25% der zytosolischen Ca’*-lonen verlassen die Zelle durch den
Na*/Ca**-Austauscher. Dies entspricht in etwa der Menge an Ca**, die wihrend des

Aktionspotentials durch L-Typ-Ca®*-Kanéle in die Zelle gelangt war.

1.2.3.3 Phospholamban (PLN)

Phospholamban ist ein Protein des Kardiomyozyten, das (iber die reversible Inhibition der
SERCA am SR die Ca’*-Aufnahme ins sarkoplasmatische Retikulum herabsetzt und
dementsprechend Einfluss auf die Kalziumhomoostase auslibt (Wang et al. 2011). Der
inhibitorische Effekt auf SERCA wird durch Phosphorylierung des Phospholambans, wie sie
nach R-adrenerger Stimulation auftritt, wieder aufgehoben und dabei die Ca?*-Aufnahme ins

sarkoplasmatische Rektikulum gesteigert.
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1.2.3.4 Interaktion von HRC mit dem quaterniren Ca**-Ausstrom-

Proteinkomplex und SERCA im sarkoplasmatischen Retikulum

Die sarkoplasmatischen Proteine Calsequestrin, Triadin, Junctin und RyR2 bilden im
Kardiomyozyten einen quaterniren Ca**-Ausstrom-Proteinkomplex (Arvanitis et al. 2010).
Abhangig von der sarkoplasmatischen Ca’*-Konzentration tritt histidine-rich calcium binding
protein (HRC) sowohl mit diesem Proteinkomplex als auch mit der SERCA in Interaktion.
Abbildung 4 zeigt die Interaktion von HRC mit dem quaternaren Ca2+—AusstromkompIex und

SERCA.

Abbildung 4: Quaternirer Ca*-Ausstromkomplex und Interaktion mit HRC, verindert nach
Arvanitis et al. 2010.

1.2.3.4.1 Ryanodin2-Rezeptor (RyR2)

Der Ryanodin2-Rezeptor ist zentrales Element des Ca’*-Ausstroms aus den
sarkoplasmatischen Speichern des Myozyten, der tiber die Erhéhung der zytosolischen Ca®'-
Konzentration und deren Einfluss auf den Querbriickenzyklus der Muskulatur zur
Kontraktion der Muskelfaser fiihrt (Schmidt et al. 2007). Die Koordination der Offnungs- und
SchlieBungswahrscheinlichkeiten des Ryanodin2-Rezeptors sind essenziell fir den
rhythmischen Herzschlag. Sie werden beeinflusst durch seine Assoziation im quaternaren
Ca’*-Ausstromkomplex sowie durch histidine-rich calcium binding protein und (Arvanitis et

al. 2010).
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RyR2 befindet sich in der Membran des kardiomyozytéren SR, in enger Nachbarschaft zu den
L-Typ-Ca2+—Kana'Ien an den T-Tubuli des Sarkolemms (Schmidt et al. 2007). Der durch das
Aktionspotential  getriggerte Einstrom relativ  geringer Ca’*-Mengen ber die
spannungsabhadngigen L—Typ—Ca2+—KanéIe triggert den relativ starken Ca’*-Ausstrom aus dem
SR iber den Ryanodin2-Rezeptor. Auf diese Weise |6st das AP den Ca**-induzierten Ca®'-
Ausstrom aus. Dabei kommt es pro gedffnetem L—Typ—Ca2+—KanaI zur Aktivierung von etwa
vier bis sechs Ryanodin2-Rezeptoren. Ein Verband aus etwa 25 L-Typ-Ca**-Kanalen und etwa
100 Ryanodin2-Rezeptoren bilden eine funktionelle Einheit, das Couplon. Jeder Herzschlag
wird Uber die koordinierte globale Aktivierung der Kardiomyozyten lber Aktionspotentiale
ausgefiihrt, die an jeder einzelnen Muskelfaser zur simultanen Aktivierung von ungefahr

10.000 Couplons und konsekutiv zur Kontraktion fiihrt.

1.2.3.4.2 Triadin und Junctin

Triadin ist ein transmembranares, integrales Membranprotein des kardiomyozytaren
sarkoplasmatischen Retikulums (Arvanitis et al. 2010). Die Rolle des Triadins ist noch nicht
eindeutig geklart, es werden zwei Moglichkeiten in der Literatur beschrieben. Zum einen die
direkte Regulation der Aktivitit des Ryanodin2-Ca**-Kanals (Gyorke und Terentyev 2008).
Zum anderen, dass Triadin zusammen mit Junctin innerhalb des quaterniren Ca®'-
Freilassungskomplexes als Gerist dienen, welches das Ca**-bindende Calsequestrin in
direkter Nahe zum Ryanodinrezeptor halt. Dadurch kénnten hohe Ca**-Konzentration an der
luminalen Seite des Ryanodinrezeptors gehalten werden und bei Aktivierung desselben
einen schnellen Ca®*-Ausstrom ins Zytosol unterstiitzen (Lee et al. 2012). Die Triadin-Junctin-
Assoziation ist dabei unabhangig von Ca’*-Konzentrationen. Triadin tritt in Interaktion mit
histidine-rich calcium binding protein (HRC), wobei die Bindungsstarke zwischen den beiden
Proteinen bei Ca®*-Werten nahe der mittleren physiologischen Konzentration am gréf3ten ist.

Die Verbindung wird bei hohen oder niedrigen Ca**-Konzentrationen unterbrochen.

1.2.3.4.3 Calsequestrin 2 (CASQ2/C5Q2)

Beim Calsequestrin 2 handelt es sich um ein kardiales Protein innerhalb der Membran des

sarkoplasmatischen Retikulums, das etwa 50-90% des Ca** im SR bindet und Komponente im
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quaterniren Ca**-Freilassungskomplex ist (Gyorke und Terentyev 2008). Es wird von CASQ2,
auch CSQ2 genannt, kodiert. Im sarkoplasmatischen Retikulum des Kardiomyozyten dient
Calsequestrin 2 nicht nur der Ca**-Speicherung, sondern auch als aktiver Modulator des Ca*'-
Ausstroms Uber RyR2. Dazu bt es, abhangig von der intraluminalen Ca’*-Konzentration,
tiber eine Protein-Protein- Interaktion Einfluss auf die Offnungswahrscheinlichkeit des Ca**-
Kanals im Ryanodinrezeptor aus, wobei es moglicherweise als Ca**-Sensor fir Ryanodin

fungiert.

Calsequestrin 2 zeigt abhingig von der lokalen Ca®*-Konzentration Zustandsinderungen,
wobei im Herzen etwa ein Drittel des Ca?* in einer I3slichen Form des Calsequestrins und
etwa zwei Drittel gebunden an eine ausgefillte Form vorliegt (Gyorke and Terentyev 2008).
Dabei zeigte sich das Protein bei niedrigen Ca’*-Konzentrationen im geldsten, tendentiell
depolymerisierten Zustand und mit zunehmenden Ca’*-Konzentrationen polymerisiert und
ausfallend. Die Polymerisierung des Calsequestrins scheint der sarkoplasmatischen Ca*'-

Speicherung zutraglich zu sein (Lee et al. 2010).

Im Ca2+—konzentrationsabhéngigen Mechanismus der Konformationsianderung des
Calsequestrins kénnte indessen eine Schliisselrolle in der Dissoziation des Ca?* vom
Calsequestrin in der Phase des Ca®*-Ausstroms aus dem SR im Rahmen der Erregungs-
Kontraktionskopplung des Kardiomyozyten liegen (Gyorke und Terentyev 2008). Die
Depolymerisation des Calsequestrins geschieht ausschlielRlich in der stochiometrischen
Anwesenheit von Junctin (Lee et al. 2010). Die Interaktion beider Proteine zeigt sich konstant
und unabhinging von der sarkoplasmatischen Ca**-Konzentration. Die Untersuchungen von
Lee, Maeng et al. zeigen, dass die Junctin-Calsequestrin-Interaktion die Polymerisation des
Calsequestrins inhibiert und dies zur reduzierten sarkoplasmatischen Ca**-Speicherung sowie

reduziertem, spontanen Ca®"-Ausstrom aus dem SR fiihrt (Lee et al. 2010).

1.2.3.4.4 Histidin-rich calcium binding protein (HRC)

An der Membran des sarkoplasmatischen Retikulums im Kardiomyozyten interagiert
histidine-rich calcium binding protein (HRC) zum einen mit SERCA und zum anderen mit dem

guaternaren Proteinkomplex mit Triadin, Junctin, Ryanodin und Calsequestrin (Arvanitis et
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al. 2010). Dabei iibt HRC dort Einfluss auf Ca’"-Aufnahme, Ca®"-Abgabe und die Ca*'-
Speicherung im SR aus, indem es in direkter Interaktion mit SERCA und Triadin tritt. Die
Interaktion zwischen HRC und SERCA ist Ca**-abhingig. Die groRte Bindungsstarke zwischen
diesen beiden Proteinen herrscht bei sehr niedriger Ca’*-Konzentration, wihrend die
Interaktion bei ansteigenden Konzentrationen abschwacht und SERCA von HRC dissoziiert.
Das aus diesem Komplex geléste HRC kann so an Triadin binden und dabei innerhalb des
quaterniren Komplexes die Regulation des Ca”*-Ausstroms uber Ryanodinrezeptoren
beeinflussen. In diesem Sinne kénnte HRC als Sensor fiir die Ca**-Konzentration im SR

dienen.

1.2.4 Calsequestrin 1 (CASQ1/€SQ1)

Beim Calsequestrin 1, welches von CASQ1, beziehungsweise CSQ1 kodiert wird, handelt es
sich um eine Isoform des Proteins Calsequestrin 2, die allerdings nicht nur im Herzmuskel,
sondern auch in Skelettmuskelfasern vom schnellzuckenden Typ vorkommt (Dainese et al.
2009). Es ist Gber die Speicherung und Freilassung von Kalziumionen ins Zytoplasma in einem

Mechanismus zur Glucoseaufnahme in die Muskelzelle involviert (Fu et al. 2004).

1.2.5 NO-Synthetase-1-Adapterprotein (NOS1AP)

NOS1AP kodiert flr das Adapterprotein fir die Stickstoffmonoxid-Synthetasel, dessen
Funktion in neuronalen Zellen zwar beschrieben ist, in den Kardiomyozyten allerdings noch
nicht verstanden ist. Es wird angenommen, dass es eine Rolle in der kardialen Repolarisation

und Kontraktilitat spielt (Aarnoudse et al. 2007).

1.2.6 Ankyrin-B (ANK2)

Ankyrin-B ist ein von ANK2 kodiertes Adapterprotein in unterschiedlichen Zellen, wie zum
Beispiel Neuronen oder [-Zellen des Pankreas. Im Kardiomyozyten ist Ankyrin-B ein
multifunktionelles Adapterprotein im Zytoskelett des Kardiomyozyten, dessen Funktion in
der zielgerichteten rdaumlichen Anordnung von Membranproteinen wie Transportern,

lonenkanalen und Signalmolekiilen liegt (Sedlacek et al. 2008, Cunha et al. 2011). In diesem
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Sinne ist Ankyrin-B wichtig fiir die Funktion von einer Untergruppe von LTCC, den Cavl.3-
Kanilen, der Na'/K*-ATPase und dem NCX, mit denen Ankyrin-B direkt assoziiert ist und

interagiert.

1.3 Pathophysiologie der Herzrhythmusstérung

1.3.1 Pathophysiologie der an der Herzerregung beteiligten Proteine

Da es in dieser Arbeit um erblich bedingte oder zumindest teilweise erblich mitbedingte
Herzrhythmusstorungen geht, werden im Folgenden viele der Strukturen dargestellt, bei
denen bekannt ist, das erbliche Varianten zu Herzrhythmusstérungen fiihren konnen.
Abbildung 5 zeigt wichtige kardiale lonenkanale, das NO-Synthetase-1-Adapterprotein sowie
Proteine der Kalziumhomoostase in raumlicher Anordnung im Kardiomyozyten und unter

Angabe der jeweils codierenden Gene.

N\
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f'_ B;-Rezeptor B,-Rezeptor r
(ADRBT) (ADRB2)
NaV1.5 i i LTCC
(SCN5A) Na Cal(cACNATC)
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( ) (€SQ2)

Ryanodin-2- EO-Synthelased -Adapterproteﬂ

el . A -. : Rezeptor (NOS1AP)
(KCNH2) | kR .

Abbildung 5: Ubersicht iiber die rdumliche Anordnung ausgewihlter kardiomyozytirer Proteine
mit den jeweiligen kodierenden Genen (verdndert nach Camm et al. 2006, S. 197).
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1.3.1.1 L-Typ-Kalziumkanal (CACNA1()

CACNAIC kodiert fir den L-Typ-Kalzium-Kanal (LTCC) vom Typ Ca,1.2. De novo missense-
Mutationen in CACNAIC zeigen sich derzeit als alleinig fur das Auftreten des Timothy-
Syndroms verantwortlich, einem Syndrom, bei dem unter anderem auch die
frequenzkorrigierte QT-Zeit extrem, teilweise sogar um ldanger als 500 ms, verlangert ist
(Gillis et al. 2011). Weiterhin fiihren Genvarianten im CACNA1C zum Long-QT-Syndrom vom
Typ 8 (LQTS8). Fiir das Ansprechen auf eine Therapie mit Ca”**-Kanalblockern scheinen SNPs

flr die Bindungsstelle des Medikaments mitverantwortlich zu sein (Beitelshees et al. 2009).

1.3.1.2 Na,1.5 (SCN5A)

SCN5A kodiert fiir den einwirts gerichteten Na*-Kanal (Na,1.5), der bei Offnung den
schnellen Na'-Einstrom zur Aufstrichphase des kardialen APs ermdglicht. Mutationen dieses
Gens konnen zu verschiedenen Phanotypen fiihren. So sind sowohl gain-of-function
Mutationen bekannt, die zum Long-QT-Syndrom vom Typ 3 (LQT3) oder familidrem
Vorhofflimmern fiihren, als auch loss-of-function Mutationen, die sich in idiopathischem
Kammerflimmern oder Sick-Sinus-Syndrom manifestieren (Chen et al. 2011). Loss of function
Mutationen in SCN5A mogen auch fir bis zu 20% aller Brugadasyndrome verantwortlich sein
(Camm et al. 2006). Weiterhin sind Assoziationen mit SCN5A-Varianten und Progressive
Cardiac Conduction Disease (PCCD), einer unter anderem zu Bradykardie flihrenden

Herzerkrankung, beschrieben (Martin et al. 2011).

1.3.1.3 hERG (KCNH2)

Der hERG-K'-Kanal wird von KCNH2 kodiert und tragt durch K*-Ausstréme (l;) maRgeblich
zur Repolarisierung des AP bei (Adeniran et al. 2011). Eine gain-of-function-Mutation des
hERG, N588K kann zur Erhhung der T-Wellenamplitude und Gber eine Verstarkung des I,
zur Verkiirzung des QT-Intervalls, bis hin zum Short-QT-Syndrom vom Typ 1 (SQT1) fuhren.
Eine Verkiirzung des QT-Intervalls ist ein pradisponierend fiir die Erhaltung kreisender

Erregungswellen im Sinne einer Reentry-Tachykardie.

18



Einleitung

1.3.1.4 Phospholamban (PLN)

Bei Veranderungen in der Expression des fliir Phospholamban kodierenden Gens PLN zeigen
sich signifikante Veranderungen in der Morphologie des ventrikuldren Aktionspotentials
sowie in dessen K*- und Ca**-Strémen (Wang et al. 2011). Phospholamban mag Uber die
Superinhibition der SERCA signifikante Anderungen in der Kalziumhomdostase des
Kardiomyozyten spielen und somit indessen bei Mutationen und Defekten des PLN von

Krankheitswert sein.

1.3.1.5 B;-adrenerger Rezeptor (ADBR1)

Patienten mit Herzinsuffizienz zeigen erhohte Katecholaminspiegel, was am [;-Rezeptor
stimulierend wirkt (Engelhardt et al. 2001). B;-Rezeptorstimulation am Herzen fihrt zwar
zundchst zu verstarkter systolischer und diastolischer Pumpfunktion, eine chronische
Stimulation mit R-adrenergen Agonisten hat sich jedoch in der Behandlung der
Herzinsuffizienz eher als schadlich erwiesen. Stattdessen zeigt die langwahrende BR-
Blockertherapie bei Herzinsuffizienten eine niedrigere Mortatiltdit und verbessertes
klinisches outcome. In diesem Sinne bestatigten Experimente in vivo, dass eine
Uberexpression der kardialen R;-Rezeptoren zu kardiotoxischen Effekten wie
linksventrikuldrer Fibrose und veranderter kardiomyozytarer Kalziumhomoostase fiihren

kann.

Die in dieser Arbeit untersuchte Gly389-Variante im ADRB1 weist eine verminderte
Auftrittswahrscheinlichkeit flr ventrikuldare Tachykardien bei Patienten mit dilatativer
Kardiomyopathie (DCM) auf (Ilwai et al. 2002). Ventrikulare Tachykardien bergen das Risiko
in ein lebensbedrohliches Kammerflimmern lGberzugehen welches zum plétzlichen Herztod
fiihren kann. So ist anzunehmen, dass Trager dieser Variante gegeniiber den Tragern der
Arg389-Variante ein geringeres Risiko flr den plotzlichen Herztod haben. Indessen wurde
beobachtet, dass [3;-Rezeptorblocker bei Herzinsuffizienzpatienten zu einem reduzierten
Risiko fiir den plotzlichen Herztod und Arrhythmien fiihren. Da Trager der Gly389-Variante
nach Stimulation mit 8;-sympathomimetischem Isoproterenol im Sinne eines loss-of-function

eine dreifach niedrigere Adenylylzyclase-Aktivitat aufweisen als Trager der Arg389-Variante,
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ldsst sich annehmen, dass die erstere Variante in &dhnlicher Weise wirkt wie B;-
Rezeptorblocker. Dies wirde mit sich haufenden Hinweisen, dass R;-Rezeptoraktivitaten

kardiotoxische Wirkungen entfalten kdnne, einhergehen (Bernstein et al. 2011).

Zu einem weiteren Polymorphsimus im ADRB1, S49G gibt es Hinweise auf eine
unterschiedliche Rezeptorfunktion zwischen den Tragern der beiden Varianten, welche
kardioprotektiv wirken konnen (Borjesson et al. 2000). In einem Modell mit Nagetieren
zeigen sich  diese  Unterschiede in  unterschiedlicher  Agonisten-induzierter
Herrunterregulation, wobei die Ser49-Variante weniger empfanglich fir Stimulation ist
(Muthumala et al. 2008). Allerdings bleiben die genauer zugrundeliegenden Mechanismen

derzeit unklar.

1.3.1.6 B,-adrenerger Rezeptor (ADBR2)

Rezeptorvarianten des 3,-Rezeptors, die verandert auf agonistische Stimuli reagieren, zum
Beispiel Uber abnorme lonenkanalmodulation, kdnnen einen Risikofaktor fiir den plétzlichen
Herztod darstellen (Sotoodehnia et al. 2006). Der [,-Rezeptor findet sich auch in
BlutgefaBen, Lungenparenchym, Blutplattchen und Adipozyten. Auch hier koénnten
Rezeptorvarianten zur Erhéhung des Risikos fiir den plotzlichen Herztod fihren. So kommt
es in Adipozyten unter adrenerger Stimulation zu Lipolyse und der Freisetzung gesattigter
Fettsdauren. Im Rahmen einer erh6hten Rezeptorsensitivitdt konnte es dabei zur inaddquat
erhohten Freisetzung und Akkumulation dieser Fettsauren kommen, welche mit plétzlichem

Herztod und ventrikuldren Ektopien assoziiert ist.

Uber den R,-Rezeptor kann nicht nur die sogenannte klassische Kaskade iiber ein
stimulatorisches G-Protein initiiert werden, sondern, anders als beim [;-Rezeptor, auch
zusatzlich der sogenannte nicht-klassische Signalweg Uber ein inhibitorisches G-Protein (G;)
(Lohse et al. 2003). Dies sowie eine unterschiedliche raumliche Anordnung der Rezeptoren
werden als Ursache der Wirkungsunterschiede zwischen den beiden Rezeptorsubtypen
gehandelt. So zeigt die Aktivierung des adrenergen RB,-Rezeptors kardioprotektive
Wirkungen, wie etwa eine hemmende Wirkung auf die Apoptose sowie eine verbesserte
ventrikuldre Pumpfunktion und Kontraktion. Weiterhin flihren [,-Rezeptor-vermittelte
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Stimuli zur Phosphorylierung des Phospholambans liber die Proteinkinase A (PKA) (lkeda et
al. 2008).

In der Literatur sind Assoziationen zwischen Polymorphismen in ADRB2 und dem Risiko
einen plotzlichen Herztod zu erleiden sowie einem schlechterem Verlauf bei Herzinsuffizienz

und koronarer Herzkrankheit beschrieben (McLean et al. 2011).

1.3.1.7 Ryanodin2-Rezeptor (RyR2)

Der Ryanodin2-Rezeptor interagiert mit Triadin, Calsequestrin und Junctin innerhalb eines
guaterndren Ca2+—AusstromkompIexes (Priori und Napolitano 2005). Da dieser im
kardiomyozytaren Ca**-Stoffwechsel fir den rhythmischen Herzschlag essenziell ist, ist
davon auszugehen, dass Mutationen in RyR2 eine Rolle bei Herzrhythmusstérungen spielen
kdnnten. Tatsachlich sind haufig vorkommende Varianten des RyR2 mit ventrikularen
Arrhythmien und plétzlichem Herztod bei chronischem Herzversagen assoziiert (Ran et al.
2010). Neben RyR2-Mutationen haben weitere Faktoren wie die sarkoplasmatische Ca*-
Konzentration, Phosphorylierung und Nitrolierung am Rezeptor, Mutationen in
Interaktionspartnern sowie andere Einfluss auf die Sensitivitat und

Offnungswahrscheinlichkeit des Ryanodin2-Rezeptors (Prosser et al. 2010).

Bestimmte Varianten des RyR2 zeigen sich ferner assoziiert mit katecholamin-induzierter
polymorpher ventrikuldrer Tachykardie (CPVT), wobei diese Mutationen zu einer

zytosolischen Ca®*-Uberlagerung fiihren kénnen (Martin et al. 2011).

1.3.1.8 Triadin

Uberexpression des Triadins zeigte eine erhdhte Aktivitdt des Ryanodin-Ca®*-Kanals mit
Abnahme der im SR gespeicherten Kalziumionen sowie Abnahme spontaner Ca’*-
Ausstromungen und Membrandepolarisationen, &hnlich wie in CPVT-assoziierten
Calsequestrinmutanten (Gyorke und Terentyev 2008). Hierbei ist allerdings zu bedenken,
dass die Uberexpression zu anderen pathophysiologischen Anpassungen oder

Veranderungen fiihren kdnnen, die eine direkte Kausalitat vortdauschen.
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1.3.1.9 Calsequestrin 1 (CASQ1/CSQ1)

Allelvarianten in Polymorphismen des fiir Calsequestrin codierenden CSQ1 zeigten
Assoziationen mit Typ-2-Diabetes (Fu et al. 2004). Typ-2-Diabetes ist ein wichtiger
Risikofaktor fir die koronare Herzerkrankung und diese wiederum ist ein wichtiger
Risikofaktor fur Herzinsuffizienz und den plétzlichen Herztod (Arastéh et al. 2009, Chiha et al.
2012).

1.3.1.10 Calsequestrin 2 (CASQ2/CSQ2)

In K.0.-Mausen, denen CASQ2 fehlt, zeigt sich eine beinahe normale Herzfunktion mit der
Ausnahme, dass sie nach Katecholamingabe polymorphe ventrikulare Tachykardien
entwickeln (Gyorke und Terentyev 2008). Dabei ist die aus dem SR ausstrémende Ca*'-
Fraktion erhoht und so auch die spontanen Ca”*-Ausstréme aus dem SR, sogenannte Sparks.
Diese Veranderungen konnten mit jenen Veranderungen einhergehen, die bei CASQ2-
Mutanten mit CPVT-Syndrom auftreten. Dabei kdnnten jene Mutanten eine zytosolische

Ca?*-Uberladung generieren (Martin et al. 2011).

Transgene Maiuse mit Uberexpression von Calsequestrin 2 hingegen entwickeln eine

Herzinsuffizienz (Engelhardt et al. 2001).

1.3.1.11 Histidine-rich calcium binding protein (HRC)

Polymorphismen des HRC zeigen hohe Assoziationen mit dem Auftreten lebensbedrohlicher
Herzrhythmusstérungen (Arvanitis et al. 2010). Ein moglicher Mechanismus hierfiir kénnte in
einer gestorten Phosphorylierung der Ser96Ala-Trager durch die Casein-Kinase Il liegen. Ein
Funktionsverlust der Phosphorylierungsseite des histidine-rich calcium binding protein (HRC)
kédnnte dabei dessen Interaktion mit SERCA und/ oder Triadin stéren und so zur
Destabilisierung des Ryanodinrezeptors fihren. Im Rahmen solch einer Destabilisierung
kénnte eine Zunahme spontaner Ca’"-Ausstréomungen aus dem SR im Zusammenhang mit
spaten Nachdepolarisationen zu todlichen Herzrhythmusstérungen bei Patienten mit
idiopathischer dilatativer Kardiomyopathie fiihren. In der Tat zeigt der Ser96Ala-

Polymorphismus eine statistisch signifikante Korrelation mit lebensbedrohlichen
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Herzrhythmusstorungen unter den Tragern bei Patienten mit idiopathischer, dilatativer
Kardiomyopathie (Han et al. 2011). Des Weiteren scheint HRC eine wichtige kardioprotektive

und antiapoptotische Rolle bei Reperfusion nach Myokardischamien zu spielen.

1.3.1.12 NO-Synthetase-1-Adapterprotein (NOS1AP)

Das Genprodukt von NOS1AP, das NO-Synthetase-1-Adapterprotein, reguliert die
intrazellulare Kalziumkonzentration im Kardiomyozyten und beeinflusst dessen Kontraktion
(Jamshidi et al. 2012). Dabei interagiert es mit der neuronalen NO-Synthetase (nNOS), was
Uber die Inhibition des L-Typ-Kalziumkanals zur beschleunigten kardialen Repolarisation

flhrt. Dies mag zur QT-Intervallverkiirzung fiihren.

Arking et al. gehen davon aus, dass etwa 60% der Personen europadischer Herkunft Trager
einer NOS1AP-Variante sind, die bis zu 1,5% aller Variationen des QT-Intervalls erklaren
wirden (Arking et al. 2006). Weitere genetische Varianten von NOS1AP sind mit dem
Auftreten lebensbedrohlicher Herzrhythmusstérungen sowie dem plotzlichem Herztod

assoziiert (Crotti et al. 2009).

1.3.1.13 Ankyrin-B (ANK2)

ANK2 kodiert flir das Adapterprotein Ankyrin-B im Zytoskelett des Kardiomyozyten. Unter
anderem ist es von Bedeutung fiir die Funktion von LTCC von der Untergruppe Ca,1.3 in
atrialen Kardiomyozyten (Cunha et al. 2011). Hierbei stellte sich heraus, dass eine reduzierte
Ankyrin-B-Expression in einer reduzierten Ca,1.3-Expression und -Funktion resultiert. Bei
Patienten mit dokumentiertem Vorhofflimmern zeigte sich eine solche Pathophysiologie, die
nahelegt, dass eine Mutation im ANK2 mit Vorhofflimmern assoziiert ist. Daflir spricht auch,
dass Patienten mit /oss-of-function-Mutation im ANK2 ein friih auftretendes Vorhofflimmern

entwickeln.

In ventrikuldren Kardiomyozyten ist Ankyrin-B direkt mit Na'/K'-ATPase und dem NCX
assoziiert (Sedlacek et al. 2008). Hier zeigte sich eine verminderte Ankyrin-B-Expression in

abnormaler lonenkanalfunktion, die zur Caz+—UberIadung im sarkoplasmatischen Retikulum
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sowie katecholamininduzierten spaten Nachdepolarisationen fiihrt. Es konnten verschiedene
ANK2-Varianten identifiziert werden, die Sinusknotendysfunktion, Vorhofflimmern,
plétzlicher Herztod, ventrikuldare Arrhythmien und sogar das Long-QT-Syndrom vom Typ 4
(LQTS4) zur Folge haben konnen. Haufig vorkommende Varianten offenbarten auerdem
einen signifikant modulierenden Einfluss auf das QT-Intervall. Eine Verlangerung des QT-
Intervalls bringt ein erhohtes Risiko lebensbedrohlicher Herzrhythmusstérungen und
plotzlichen Herztodes mit sich. Dabei ist das QT-Intervall etwa bis zu 35% hereditar

beeinflusst (Aarnoudse et al. 2007).

1.3.2 Ca**-Uberladung als Trigger fiir Arrhythmien

Sowohl Ca**-Uberladung im Zytosol als auch Ca**-Uberladung im SR des Kardiomyozyten sind
dafur bekannt, an der Entstehung von getriggerten Arrhythmien beteiligt zu sein (Gyorke
und Terentyev 2008). Dabei steigert eine hohe Ca”**-Konzentration im SR die Empfindlichkeit
der RyR2, sodass diese mit héherer Offnungswahrscheinlichkeit des Ca®*-Kanals spontane
Ca2+—Sparks ins Zytosol provozieren. Die resultierende Erhohung der zytosolischen Ca*-
Konzentration induziert an der Zellmembran spate Nachdepolarisationen, auch delayed
afterdepolarizations (DAD) genannt, in Richtung der AP-auslésenden Schwelle durch
einwarts gerichtete Strome (iy) des 3Na*/1Ca*"-Austauscher, NCX (Bers 2008). In diesem
Sinne stellen spontane Ca**-Ausstréme aus dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR) einen
Angriffspunkt fiir Arrhythmien dar, indem sie verfriihte Aktionspotentiale in der vulnerablen
Phase ermoglichen (vgl. 1.2.1). Kommt es am Sarkolemm der einzelnen Zelle zu spaten
Nachdepolarisationen, die nah an die AP-auslésende Schwelle von -70 mV heranreichen,
kann dies nicht zur Entstehung einer globalen Herzrhythmusstorung fiihren, da die
Nachbarzellen von abgeschwachten Strémen erreicht werden. Allerdings kénnen sich solche
Impulse im Herz ausbreiten, wenn sie einer ganzen Gruppe benachbarter Zellen synchron

ihren Ursprung nehmen.

1.3.3 Besondere Form der Herzrhythmusstérung: CPVT

Mutationen im RyR2 werden in etwa 40% der Patienten mit katecholaminerger polymorpher

ventrikuldrer Tachykardie vom Typ 2 (CPVT2) angenommen.
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Dabei handelt es sich um eine autosomal-dominant vererbte Erkrankung, die insbesondere
bei sowohl physischem Stress als auch emotionaler Belastung meist im Kindesalter erstmals
auftritt und zu Synkopen und plotzlichem Herztod fihren kann (Betzenhauser und Marks
2010). Die Sterblichkeitsrate Betroffener betragt bis zum 35. Lebensjahr 30-50% (Medeiros-
Domingo et al. 2009). Betroffene Patienten sind homozygote Defekttrager, weisen eine
normale Herzstruktur auf und haben ein unauffalliges Ruhe-EKG.

Dabei zeigen die auftretenden bidirektionalen VTs starke Ahnlichkeiten mit Digitalis-
induzierten Arrhythmien deren elektrophysiologischer Mechanismus gut verstanden ist
(Priori und Napolitano 2005). Digitalis ist ein Herzglykosid, welches von extrazelluldr an die
a-Untereinheit der 3Na*/2K*-ATPase des Sarkolemms bindet und inhibiert, was zur erhéhten
intrazelluliren Na*-Konzentration und erniedrigter Ka'-Konzentration im Kardiomyozyten
fuhrt (Aktories et al. 2009). Der Na*/3Ca**-Austauscher am Sarkolemm, NCX, vermindert bei
therapeutischen Digitalisdosen konsekutiv seinen auswarts gerichteten Ca2+—Transport.
Daraus ergibt sich eine intrazelluldre Erhéhung der Ca®*-Konzentration, die eine positive
Inotropie bewirkt.

AuBerhalb der therapeutischen Digitalisdosis kann der Mechanismus allerdings eine
intrazellulare Ca2+—UberIadung im Kardiomyozyten bewirken (Priori und Napolitano 2005).
Der NCX-Austauscher dndert dabei seine Transportrichtung und schafft nun Ca®* im
Austausch von drei Na* aus der Zelle. Dieser elektrogene, depolarisierende lonentransport
erleichtert indessen das Auftreten spater Nachdepolarisationen, in Richtung der
Aktivierungsschwelle des iya.. Innerhalb der vulnerablen Phase kénnen pro-arrhythmische
Aktionspotentiale ausgelost werden. Weiterhin hat sich gezeigt, dass bei R-adrenerger
Stimulation, welche tber intrazellulire Ca**-Konzentrationen die Inotropie erhéht, spate
Nachdepolarisationen sowohl in Kardiomyozyten als auch in Purkinjefasern auftreten. Unter
diesen Aspekten scheinen gewisse Mutationen im RyR2 intrazellulire Ca**-Uberladungen bei
sympathischer Stimulation zu provozieren, welche liber spate Nachdepolarisationen zu
Herzrhythmusstorungen fiihren kénnten. Die Therapie der CPVT besteht derzeit aus der
Einnahme von B-Blockern (Betzenhauser und Marks).

Bei Patienten mit CPVT werden Mutationen in CASQ2 gefunden, welche mindestens 50% der
CPVT-Falle ausmachen (Medeiros-Domingo et al. 2009). Man spricht hier von der CPVT vom
Typl (CPVT1). CASQ2 kodiert fiir das sarkoplasmatische Ca**-bindende Calsequestrin,
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welches mit RyR2 interagiert. Auch diese Tatsache demonstriert, dass die Veranderung des

Ca’*-Stoffwechsels im Kardiomyozyten Ursache fir diese Art der Arrhythmien sein konnte.

1.4 Kandidatengene

Genetische Polymorphismen sind durch Mutation entstandene interindividuelle
Unterschiede in der Nukleotidsequenz der DNA, die in der gesunden Normalbevdlkerung mit
einer Allelfrequenz von Uber 1% anzutreffen sind. Die in dieser Arbeit untersuchten
Polymorphismen befinden sich in oder in der Ndhe von Genen, deren Genprodukte vor allem
Uber Herzrhythmusstorungen an der Pathophysiologie des plotzlichen Herztods beteiligt

sind, oder beteiligt sein kdnnten.

1.4.1 SCN5A

SCN5A befindet sich auf dem kurzen Arm des Chromosom 3 (3p21) und kodiert fiir das die a-
Untereinheit des spannungsabhdngigen Natriumkanals Na,1.5, hauptsachlich im
Kardiomyozyten (Camm et al. 2006). Dieses Protein ist fiir den schnellen Aufstrich des
Aktionspotentials (ina) verantwortlich. Defekte in diesem Gen sind als Ursache des Brugada-
Syndroms sowie des autosomal-dominant vererbten Long-QT-Syndroms vom Typ 3 (LQT3).
Weiterhin ist das idiopathische ventrikuldre Flimmern, der pl6tzliche Kindstod sowie eine
fehlerhafte Reizweiterleitung im Herzen damit assoziiert (Darbar et al. 2008). AuRerdem
wurden Assoziationen zwischen bestimmten Polymorphismen und Vorhofflimmern entdeckt
(Pfeufer). Darunter ist der H558R Polymorphismus zu nennen, dessen SNP, rs1805124, in
dieser Arbeit untersucht wurde (Chen et al. 2011). Bestimmte Genvarianten von SCN5A
zeigen des weiteren phanotypische Assoziationen mit Verlangerung des QRS- und PR-

Intervalls sowie Verkiirzung des QT-Intervalls (Sotoodehnia et al. 2010).

1.4.2 Calsequestrin 2 (CASQ2/CASQ2)

CASQ2 befindet sich auf dem kurzen Arm von Chromosom 1 (1p23-21) (Camm et al. 2006).
Es kodiert flir das Protein Calsequestrin 2 im Herzmuskel. Bei Calsequestrin 2 handelt es sich
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um ein kalziumbindendes Protein, das sich im sarkoplasmatischen Retikulum der
Herzmuskelzelle und im Skelettmuskel vom langsamen Typ befindet und dort Kalzium fiir die
Muskelaktivitdat speichert. Calsequestrin ist physisch und funktional an den
Ryanodinrezeptor gebunden und an der Erregungs-Kontraktions-Kopplung der glatten
Muskulatur beteiligt. Mutationen in diesem Gen fiihren zur Herzerkrankung der
katecholaminergen polymorphen ventrikuldren Tachykardie (CPVT). Assoziationen mit

plotzlichem Herztod zeigten sich bei bestimmten Varianten (Westaway et al.).

1.4.3 B;-adrenerger Rezeptor (ADRB1)

ADRB1 kodiert flir den adrenergen [3;-Rezeptor, der zu einer Familie von regulatorischen
Guanosin-Triphosphat(GTP)-bindenden Rezeptoren gehort, die die Effekte der Transmitter
Norepinephrin und Epinephrin modulieren. Die Ser49Gly-Variante ist mit verstarkter
agonistisch-induzierter Downregulation assoziiert (Brockmoller und Tzvetkov 2008, Cresci
2012). Andere Polymorphismen im Gen des Rezeptors sind am Herzversagen beteiligt. Eine
weitere Variante, Arg389Gly, betrifft die Domane des ADRB1, die das G-Protein bindet und

darlber Veranderungen in der Aktivitat der Adenylyzyklase bedingt.

1.4.4 B,-adrenerger Rezeptor (ADRB2)

Das intronlose ADRB2 kodiert fiir den adrenergen R3,-Rezeptor (Sotoodehnia et al. 2006).
Dieser gehort zu einer Superfamilie aus an ein G-Protein gekoppelten Rezeptoren. Er ist
direkt mit einem L-Typ-Kalziumkanal assoziiert, den er auch effektiv beeinflusst. Es finden
sich genetische Varianten, die mit einem erhdhten Risiko des pl6tzlichen Herztods
vergesellschaftet sind, wie zum Beispiel GIn27Glu. Studienteilnehmer, die Homozygot fiir die
GIn27-Variante sind, zeigen im Vergleich zu jenen Teilnehmern, die mindestens ein Glu27-
Allel tragen, ein um 58%-64% erhohtes Risiko, am plotzlichen Herztod zu versterben. Dabei
zeigt diese Variante auch eine Assoziation mit hohen ungesattigten Blutfetten, welche
wiederum mit erhéhtem Risiko, am plotzlichen Herztod zu sterben, assoziiert sind. Die
Gly16Arg-Variante hingegen ist nicht mit einem erhohten Risiko, am plétzlichen Herztod zu

sterben, vergesellschaftet.
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Eine andere Variante, Gly389Arg, offenbart ferner eine vierfach verstarkte agonistisch
induzierte Signaltransduktion am Gg-Protein gegeniliber dem Gly-Allel (Brockmoller und

Tzvetkov 2008).

1.4.5 KCNQ1

KCNQ1 befindet sich auf Chromosom 11 und kodiert fiir das Protein KvLQT1/minK, einen
spannungsabhangigen Kaliumkanal, der wahrend des Aktionspotentials des Herzens in der
Repolarisationsphase aktiv ist und langsam hyperpolarisierende Strome (ixs) ermoglicht
(Camm et al. 2006). Mutationen in diesem Gen finden sich beim Long-QT-Syndrom vom Typ

1 (LQT1) und auch beim Short-QT-Syndrom (Beckmann 2011).

1.4.6 KCNH2

KCNH2 kodiert flir das Protein hERG, einen spannungsabhangigen Kaliumkanal, der in der
Repolarisationsphase des Aktionspotentials am Kardiomyozyten hyperpolarisierende Strome
vom schnellen Typ (ix,) generiert. Bestimmte Polymorphismen in KCNH2 zeigen
Assoziationen mit kontinuierlicher Verlangerung der QT-Intervalldauer (Newton-Cheh et al.
2007). Defekte in diesem Gen kdnnen Ursache fiir das Long-QT-Syndrom vom Typ 2 (LQT2)
sein und sind sogar flr etwa 30% aller Long-QT-Syndrome verantwortlich. Minor-Alleltrager
der in dieser Arbeit untersuchten K897T-Variante (rs1805123) zeigen signifikant gehauft
kiirzere QT-Intervalle (Gouas et al. 2005). Mutationen in KCNH2 werden auch in Patienten

mit Short-QT-Syndrom gefunden (Monteforte et al. 2012).

1.4.7 Histidin-rich calcium binding protein (HRC)

HRC besteht aus sechs Exons und befindet sich auf dem langen Arm von Chromosom 19
(19913.3) (Arvanitis et al. 2010). HRC kodiert flr das histidine-rich calcium binding protein
(HRC), einem Protein an der luminalen Seite des sarkoplasmatischen Retikulums, dass eine
regulatorische Funktion bei der Kalziumausschiittung vom sarkoplasmatischen Reticulum in

das Zytosol erfiillt. Die Transkription von HRC ist gewebespezifisch und besonders
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ausgepragt in Herzmuskulatur und Skelettmuskulatur sowie, etwas weniger, in der glatten

Muskulatur der Arteriolen.

Ein Polymorphismus im Gen, Ser96Ala, suggeriert eine Verbindung zwischen der Ser96-
Variante und lebensbedrohlichen Herzrhythmusstérungen und plotzlichem Herztod bei

Patienten mit idiopathischer dilatativer Kardiomyopathie (Han et al. 2011).

1.4.8 Phospholamban (PLN)

PLN kodiert fiir das Protein Phospholamban, ein Protein, das in der Herzmuskelzelle als
reversibler Inhibitor der SERCA fungiert (Wang et al. 2011). Im nicht-phosphorylisierten
Zustand zeigt sich Phospholamban hierbei inhibierend aktiv. Phosphorylierung des
Phospholambans, wie sie im Rahmen R-adrenerger Stimulation vorkommt, beendet diese
Inhibition. Die SERCA-Funktion verstarkt dann die Herzmuskelrelaxation und tragt zur B-
adrenerg vermittelten Inotropie des Herzens bei. Defekte dieses Gens verursachen die
erbliche dilatative Kardiomyopathie. Bestimmte Genvarianten von PLN zeigen Assoziationen

mit Verlangerung des QRS- und QT-Intervalls (Sotoodehnia et al. 2010).

1.4.9 NO-Synthetase-1-Adaptorprotein (NOS1AP)

NOS1AP kodiert flir das Nitric oxide synthase 1 adaptor protein, welches neben neuronalem
Gewebe auch im Kardiomyozyten vorkommt, wobei in letzterem die spezifische Rolle des
Proteins noch nicht verstanden ist. Allerdings haben sich Assoziationen zwischen haufigen
NOS1AP-Varianten und Verlangerungen des QT-Intervalls sowie plétzlichem Herztod gezeigt

(Westaway et al. 2011).

1.4.10 Ankyrin2 (ANK2)

ANK2 befindet sich auf dem kurzen Arm von Chromosom 4 und kodiert fiir das
zytoskelettdre Adapterprotein Ankyrin-B, welches fir die raumliche Anordnung von
lonenkanalen, Transportern und Signalmolekilen und dariiber hinaus fiir deren Funktion von

Bedeutung ist (Camm et al. 2006).
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1.4.11 CACNA1C

CACNAIC befindet sich auf 12p13.3 und besteht aus 55 Exons. Das Transkriptionsprodukt
unterliegt ausgepragten alternativen SpleiBvorgangen, welches zu den vielen verschiedenen
Isoformen in unterschiedlichen Geweben fihrt (Gillis et al. 2011). Es kodiert fir jene a-
Untereinheit des L-Typ-Calciumkanals vom Typ Ca,1.2, welche den Kanaltunnel formt.
Missense-Mutationen in diesem Gen fiihren zu allen soweit dokumentierten Fallen von Long-
QT-Syndromen vom Typ 8 (Camm et al. 2006). Weiterhin handelt es sich um das einzige Gen,
welches fir das Timothy-Syndrom verantwortlich zu sein scheint, einem Syndrom, das unter
anderem zu Fehlbildungen des Bewegungsapparats, verlangertem QT-Intervall, ventrikularen

Tachykardien, mentaler Retardierung und geringer Lebenserwartung fuhrt (Gillis et al. 2011).

1.4.12 Ryanodin2-Rezeptor (RyR2)

RYR2 befindet sich auf 1g43 und kodiert fir das Ryanodin-Rezeptorprotein 2 im kardialen
sarkoplasmatischen Retikulum. RyR2-Mutationen sind mit ventrikularen Arrhythmien und

plotzlichem Herztod assoziiert (Ran et al. 2010).

1.4.13 Calsequestrin 1 (CASQ1/CSQ1)

CASQ1, auch als €SQ1 bezeichnet, ist ein Gen auf dem langen Arm des Chromosom 1,
welches fiir das kardiomyozytdre und myozytare Kalziumspeicherprotein Calsequestrin 1
kodiert. Es handelt sich dabei um eine Isoform von Calsequestrin 2. Mehrere Studien in
unterschiedlichen Populationen zeigen Assoziationen zwischen Allelvarianten von SNPs in

diesem Gen und Diabetes mellitus vom Typ 2 (Das et al. 2004, Fu et al. 2004).
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1.5 Grund fiir Aufnahme in die Studie

Die untersuchten SNPs wurden anhand von Hinweisen in der Literatur auf Assoziationen mit
pathologischen Auswirkungen auf das Herz gewahlt. Manche SNPs wurden von Anderen
ohne Literaturangabe ausgewahlt. Tabelle 1 zeigt die analysierten SNPs und nennt nach
Moglichkeit die SNP-Lokalisation, die in der Literatur angegebene minor allele frequency

(MAF) sowie Grinde fur die Aufnahme in die Studie.

Tabelle 1: Grund fiir Aufnahme

Gen SNP Loka- Grund fiir Literaturangabe MAF*
lisation  Aufnahme:

Assoziation mit

Gene der Kalziumhomoostase

HRC Ser96Ala VA (Arvanitis et al. 2008)

PLN rs11756438 QT-Intervalllange (Newton-Cheh 2009) 0,47
rs11153768 6022 LVDD (Vasan et al. 2009) 0,469
rs3734381
rs11153730 Intergen QRS-Dauer, QT- (Sotoodehnia et al. 0,491

Intervall 2010)
rs11970286 Intergen QT-Zeit (Pfeufer 2010) 0,491
rs12210810 Modulation der QT-  (Pfeufer 2010) 0,07

Intervalldauer

csa1l rs2275703 Intron 4 Typ-2-Diabetes (Fu et al. 2004) 0,5
rs617698 Intron 4 Typ-2-Diabetes (Fu et al. 2004) 0,354

csQ2 rs7536370 Intron SCD (Westaway et al. 2011) 0,342
rs3010396 Intron SCD (Westaway et al. 2011) 0,455

CACNA1C rs1051375 Ansprechen auf i3- (Beitelshees et al. 2009)

Blockertherapie
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Gen SNP Loka- Grund fiir Literaturangabe MAF*
lisation  Aufnahme:
Assoziation mit
CACNA1C rs1558322 SCD (Westaway et al. 2011) 0,278
RYR2 rs3766871 Reduziertes SCD- (Ran et al. 2010)
Risiko
rs72549415
rs6678625 SCD (Westaway et al. 2011) 0,149
Gene der kardialen B-adrenergen Stimulation
ADRB1 Ser49Gly Vorhofflimmern (Nicoulina et al. 2010)
Arg389Gly Empfindlichkeit  (Leineweber und Heusch
fir Agonisten u.  2009)
Antagonisten
ADRB2 Glyl6Arg Down- (Leineweber und Heusch
Regulierung 2009)
GIn27Glu desensitizing (Leineweber und Heusch
2009)
Gene der elektrischen Herzerregung
SCN5A rs11710077 Intron5 QRS-Dauer (Sotoodehnia et al. 2010) 0,195
rs1805124 evtl. (Gouas et al. 2005) 0,179
modulierende
Effekte durch
Arrhythmie-
verursachende
Mutationen
QRS-Dauer (Sotoodehnia et al. 2010) 0,2
rs3922844 PR-Intervall (Smith et al. 2011) 0,41**
(African
American)
rs7638909  Intron27 PR-Zeit (Smith et al. 2009) 0,4
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Gen SNP Loka- Grund fiir Literaturangabe MAF*
lisation  Aufnahme:

Assoziation mit

SCN5A rs1805126  Exon 28 QT-Dauer (Gouas et al. 2005) 0,317
rs11129795 Intergen QT-Zeit, LQT3, (Pfeufer 2010) 0,248
Brugada-
syndrom
KCNH2 rs3807375  Intron 2 QT-Intervall (Newton-Cheh et al. 2007) 0,376
rs1805123  Lys897Thy, QT-Intervall (Newton-Cheh et al. 2007) 0,239
Exonll
rs2968863  Downstream QT-Intervall (Pfeufer 2010) 0,229
rs3815459  Intron 13 Verlangerung (Pfeufer 2010) 0,5

des QT-Intervall

KCNQ1 rs2237892  Exon increased risk of (Westaway et al. 2011) 0,376
SCD
rs12296050 Intron 1 QT- (Pfeufer 2010) 0,186

Intervalldauer

rs757092 Intron 1 (Pfeufer 2010) 0,179

Gene von Strukturproteinen des kardialen Kontraktionsapparates

ANK2 rs2107026 SCD (Westaway et al. 2011) 0,158
NOS1AP rs10918859 SCD (Westaway et al. 2011) 0,194
rs12084280 SCD (Westaway et al. 2011) 0,11

*MAF aus der angegebenen Literatur
**in Afroamerikanern
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1.6 Fragestellung und Aufgabenstellung

Diese Arbeit sollte zur Klarung der Frage beitragen, welche Rolle genetische Polymorphismen
fir das Auftreten von lebensbedrohlichen Herzrhythmusstérungen bei Patienten mit
implantiertem Kardioverter-Defibrillator (ICD) spielen. Medizinische Konsequenzen dieses
Projektes konnten sein, dass man in Zukunft bei der Entscheidung, ob ein Patient einen ICD

bendtigt oder nicht, auch Genvarianten berlicksichtigen wiirde.

Bei der Auswahl der untersuchten Gene hat man sich hauptsachlich auf Gene konzentriert,
die eine Bedeutung in der Kalziumregulation und der Elektrophysiologie des Kardiomyozyten
haben. Aus anderen Funktionssystemen wurden nur wenige Gene untersucht. Es wurden
spezielle elektrophysiologische Parameter mit Pradiktionsfahigkeit flir den plotzlichen
Herztod erhoben, da noch keine finalen Daten zum Auftreten flr den pl6tzlichen Herztod
verantwortlicher Herzrhythmusstdrungen, bei den in dieser Arbeit genotypisierten Patienten

vorliegen.

Spezifisch sollte folgende Frage geklart werden: Gibt es eine Haufung bestimmter

Genvarianten bei Patienten mit lebensbedrohlichen Herzrhythmusstoérungen?

Aufgabenstellung dieser Arbeit ist es an der Selektion der Polymorphismen mitzuwirken, die
molekularbiologischen Analysen zu etablieren, durchzufiihren und auszuwerten. Die
Ergebnisse sollen zusammen mit statistischen Analysen der anthropometischen, klinischen
und elektrophysiologischen Daten interpretiert werden. Die Selektion und Untersuchung des
Patientenkollektivs wurde durch arztliche und nichtdrztliche Mitarbeiter in mehreren
europaischen Klinikzentren im Rahmen der EUTrigTreat-Studie durchgefiihrt. Die hierbei
erhobenen Daten wurden von Herrn PD Dr. Klaus Jung vom Institut fir Medizinische Statistik

der Universitatsmedizin Gottingen statistisch analysiert.
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2 Material und Methoden

2.1 Klinische Studie

Diese Arbeit geschah im Rahmen der klinischen Studie EUTrigTreat, die auf eine verbesserte
Risikostratifizierung fir jene Patienten, fiir die eine ICD-Implantation evaluiert werden muss,

abzielt (Seegers et al. 2011).

Bei der EUTrigTreat-Studie handelt es sich um eine prospektive Kohortenstudie zur
Risikostratifizierung von ICD-Tragern hinsichtlich der Sterblichkeit jeder Ursache sowie durch
Schockabgaben durch den ICD (Seegers et al. 2011). Der primare Studienendpunkt wird mit
dem Tod aus jeder Ursache innerhalb des follow-ups von durchschnittlich etwa 2,8 Jahren
definiert. Die sekundaren Studienendpunkte sind: plotzlicher Herztod, Herztod, nicht-
herzbedingter Tod, indizierte und nicht-indizierte ICD-Schocks sowie die Kombination aus
indiziertem Schock und Tod jeder Ursache. Es wurden 1000 Patienten in 5 akademischen
Klinikzentren Europas rekrutiert, von denen 250 Patienten in dieser Arbeit untersucht
wurden. Unter diesen Patienten waren solche, bei denen eine ICD-Implantation oder ein
ICD-Austausch indiziert waren und solche, die dauerhaft und seit mindestens drei Monaten
einen ICD trugen und ambulant Gberwacht wurden. Alle Patienten wurden nicht-invasiv
untersucht und dabei unter anderem spezielle elektrophysiologische, zur

Risikostratifizierung des pl6tzlichen Herztods relevante Parameter erhoben.

Bei diesen speziellen elektrophysiologischen Parametern handelte es sich um Parameter des
T-Wellen  Alternans  (TWA), der Herzfrequenzvariabilitit (HRV) und  der
Herzfrequenzturbulenz (HRT), welche abnorme Repolarisationen sowie abnorme vegetative
Regulationen am Herzen evaluieren.

Die ATRAMI-Studie kommt zu dem Schluss, dass die Barorezeptorsensitivitdit (BRS),
zusammen betrachtet mit der linksventrikularen Ejektionsfraktion (LVEF), bei
Postinfarktpatienten < 65 Jahre ein starkerer Marker flr den plotzlichen Herztod ist, als die
Herzfrequenzvariabilitdt (La Rovere et al. 1998). Das hier untersuchte Patientenkollektiv war

im Durchschnitt 62 Jahre alt. Dennoch wurde hier nicht die Barorezeptorsensitivitat
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evaluiert, sondern Herzfrequenzvariabilitdit und Herzfrequenzturbulenz als Ersatz fir
Parameter des autonomen Tonus gewahlt, da der Test zur Barorezeptorsensitivitat die
intravendse Gabe eines blutdruckerhéhenden Noradrenalinderivats erfordert und hier nicht-
invasiv zu erhebende Parameter gewinscht waren. Patienten, die einen ICD de novo
implantiert bekamen, oder bei denen das Gerdt ausgewechselt wurde, wurden in der
EUTrigTreat-Studie zusatzlich invasiv elektrophysiologisch untersucht. In dieser Arbeit
wurden die elektrophysiologischen Parameter dieser invasiven Untersuchung jedoch nicht

betrachtet.

Zum Zeitpunkt dieser Arbeit liegen keine finalen Daten zu klinischen Ergebnissen der ICD-
Therapien vor. Somit wurden hier keine Assoziationen zwischen Allelvarianten und dem
manifesten Auftreten fiir den pl6tzlichen Herztod verantwortlicher Herzrhythmusstérungen,
oder der Gesamtmortalitat bei ICD-Tragern untersucht. Anstelle klinischer Ergebnisse
wurden spezielle elektrophysiologische Parameter mit Pradiktionsfahigkeit fir den
plotzlichen Herztod verwendet und das so ermittelte Risikoprofil mit Allelvarianten
verglichen. Bei diesen Allelvarianten handelte es sich hauptsachlich um genetische
Polymorphismen in den Genen kardialer Proteine des Kalziummetabolismus, kardialer
lonenkandle sowie Strukturproteine. Hierflir wurden 12 Gene zur Analyse von
Polymorphismen ausgewadhlt. Es wurden aus isolierter DNA von jeweils 250 ICD-Tragern
Varianten in 35 single nucleotide polymorphsims (SNPs) bestimmt. Bei zwei weiteren
Polymorphismen, Ser49Gly auf ADRB1 und rs1558322 auf CACNA1C, gelang die Feststellung
des Genotyps bei 249 Probanden, sodass insgesamt 37 Polymorphismen genotypisiert

wurden.

2.1.1 Elektrophysiologische Untersuchungen

In den elektrophysiologischen Untersuchungen wurden insbesondere solche Parameter
erhoben, die sich als nuitzliche positiv-pradiktive Marker fir Herzrhythmusstorungen
erwiesen haben. Tabelle 2 zeigt die klinischen und elektrophysiologischen Parameter, fiir die
in dieser Arbeit zu prifen ist, ob sie von genetischen Varianten wesentlich beeinflusst

werden. Weiterhin sind die erhobenen anthropometrischen Parameter aufgefiihrt.
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Tabelle 2: Anthropometische, klinische und elektrophysiologische Parameter. Dargestellt sind die
erhobenen anthropometrischen Parameter sowie klinische und elektrophysiologische Parameter mit
kurzen Definitionen nach Lollgen 1999, Zehender 1999, Yi et al. 2000, Bloomfield et al. 2002, Hoppe
et al. 2005, Strimpell 2007, Friedlbinder 2008, Arastéh et al. 2009, Zuern et al. 2011, Barthel et al.
2003, Katritsis und Camm 2004.

Anthropometrische, klinische und
elektrophysiologische Parameter

Einbezogene Risikofaktoren fiir die méglich und hier zu priifen ist, ob sie von
den Genvarianten abhangig sein konnten

NYHA-Klasse Schweregradeinteilung der Herzinsuffizienz von
| bis IV nach der New York Heart Association

(NYHA). *

I Herzerkrankung ohne kérperliche Limitation.
Alltagliche korperliche Belastung verursacht
keine inaddaquate Erschépfung,
Rhythmusstérungen, Luftnot oder Angina

pectoris.

I-11 Patienten mit nur leichten Beschwerden bei

NYHA 1.

Il Herzerkrankung mit leichter Einschrankung der
korperlichen Leistungsfahigkeit. Keine
Beschwerden in Ruhe. Alltagliche koérperliche
Belastung verursacht Erschopfung,
Rhythmusstérungen, Luftnot oder Angina

pectoris.

-1 Patienten mit starken Beschwerden bei NYHA II.
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Einbezogene Risikofaktoren fiir die méglich und hier zu priifen ist, ob sie von
den Genvarianten abhangig sein konnten

NYHA-Klasse

11 Herzerkrankung mit héhergradiger
Einschrankung der kérperlichen
Leistungsfahigkeit bei gewohnter Tatigkeit.
Keine Beschwerden in Ruhe. Geringe
korperliche Belastung verursacht Erschopfung,
Rhythmusstérungen, Luftnot oder Angina

pectoris.

LVEF (%) Linksventrikuldre Ejektionsfraktion.

Nt-proBNP (ng/l) Herzinsuffizienzbiomarker.

TWA onset HF (Schlage pro Minute) Onset-Herzfrequenz, bei der ein Daueralternans
auftritt.

TWA-Amplitude in VM (uV) Maximale Amplitude in der Ableitung Vektor
Magnitude (VM), wenn TWA-Test positiv

ausgefallen war.

TWA max. Amplitude (u1V) Maximale Amplitude in einer beliebigen
Ableitung auller VM, wenn der TWA-Test positiv

ausgefallen war.

TWA max. neg. HF (Schlage pro Minute) Maximale negative Herzfrequenz im T-Wellen-

Alternans-Test.
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Einbezogene Risikofaktoren fiir die méglich und hier zu priifen ist, ob sie von
den Genvarianten abhangig sein konnten

TWA-Klassifikation Beurteilung ob T-Wellen Alternans negativ, bzw.
negativ normal, unbestimmt oder positiv ist.

positiv

unbestimmt

Ventrikuldre Extrasystolen 24 h Zahl der ventrikularen Extrasystolen im Langzeit-

EKG Uber 24 Stunden.

NSVT 24 h Zahl der nicht-anhaltenden ventrikuldren
Tachykardien im Langzeit-EKG (iber 24 Stunden.
Diese sind definiert als drei oder mehr
aufeinanderfolgende Herzschlage bei einer
Herzfrequenz von tber 100 Schldagen pro Minute
mit weniger als 30 Sekunden Dauer. Die
elektrische Erregung dieser Schlage entsteht

dabei definitionsgemaR distal des AV-Knotens.

SDRR (ms) Standardabweichung aller RR-Intervalle im
Langzeit-EKG zur Charakterisierung der

Herzfrequenzvariabilitat.

RMSSD (ms) Quadratischer Mittelwert der Differenzen
aufeinanderfolgender RR-Intervalle zur

Charakterisierung der Herzfrequenzvariabilitat.
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Einbezogene Risikofaktoren fiir die méglich und hier zu priifen ist, ob sie von
den Genvarianten abhangig sein konnten

HRT onset (%) Im Langzeit-EKG erhobener Parameter zur
Herzfrequenzvariabilitat Gber die
Beschleunigung der Sinusrhythmusfrequenz

nach einer Extrasystole.

HRT slope (ms/RR) Im Langzeit-EKG erhobener Parameter zur
Herzfrequenzvariabilitat Gber die
Verlangsamung der Sinusrhythmusfrequenz

nach dem turbulence onset.

HRT-Kategorie Einteilung der Herzfrequenzturbulenz im
TO+TS normal Langezeit-EKG Uber 24 Stunden anhand des

TO oder TS abnormal turbulence onset (TO) und des turbulence slope
TO+TS abnormal (TS) in drei Kategorien. Kategorie 0 entspricht

dabei dem physiologischen Zustand mit
normalem TO und TS. Kategorie 1 wird mit
einem abnormalen TO oder TS definiert und ist
unphysiologisch. Kategorie 3 ist mit

abnormalem TO und TS am gravierendsten.

AC (ms) Akzelerationskapazitdt im Langzeit-EKG Uber 24
Stunden.

DC (ms) Dezelerationskapazitat im Langzeit-EKG Uber 24
Stunden.
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Einbezogene Risikofaktoren fiir die méglich und hier zu priifen ist, ob sie von
den Genvarianten abhangig sein konnten

VT-Induzierbakeit Induzierbarkeit ventrikuldrer Tachykardien in
Nein der nicht-invasiven elektrophysiologischen

Ja Ventrikelstimulation.

Induzierte Tachykardie Art der induzierten tachykarden
Kammerflimmern Rhythmusstorung, falls eine solche in der nicht-
Monomorphe VT invasiven elektrophysiologischen Untersuchung
Polymorphe VT induziert werden konnte.

cQT-Zeit nach Bazett frequenzkorrigierte QT-Zeit
Herzfrequenz in Ruhe (Schlage/min)

Einbezogene Risikofaktoren, fiir die unwahrscheinlich ist, dass sie von den
Genvarianten determiniert werden

Alter

Geschlecht

Ethnie

Body mass index (BMI) (kg/m?)

*In dieser Arbeit wurde mit NYHA-Zwischenstufen gearbeitet, da Zwischenstufen hdufig vorkommen
und so eine bessere quantitative Abstufung moglich ist.

2.1.1.1 Nicht-invasive Risikostratifikation mittels 24-Stunden-EKG

Die hier untersuchten Langzeit-Elektrokardiogramme (Langzeit-EKGs) wurden bei Aufnahme
in die Studie Uber 24 Stunden aufgezeichnet. Solche lber 24 Stunden aufgezeichneten EKGs
werden im angloamerikanischen Raum als Holter-EKG bezeichnet. Weitere Aufzeichnungen
erfolgten nach 6 und 12 Monaten sowie anschlielend jahrlich bis zum Studienende im

September 2014. Die Untersuchungen wurden mit den herkémmlichen, den Standards
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entsprechenden EKG-Geraten der jeweiligen Klinik bzw. Ambulanz durchgefiihrt. Die EKG-
Gerate wurden im Hinblick auf ventrikulare Extrasystolen und voribergehende ventrikuldre
Tachykardien (non-sustained ventricular tachycardia, NSVT) abgefragt. Bei letzterem wurde
auch die Art der ventrikularen Tachykardie bestimmt. Des Weiteren wurden Parameter der

Herzfrequenzvariabilitdt und der Herzfrequenzturbulenz ermittelt.

2.1.1.1.1 T-Wellen Alternans im Mikrovoltbereich (MTWA)

Beim T-Wellen-Alternans (TWA) handelt es sich um von Herzschlag zu Herzschlag
alternierende morphologische Veranderungen der T-Welle im 12-Kanal-EKG (Zehender
1999). Der TWA wurde im 12-Kanal-EKG und mit den orthogonalen Ableitungen nach Frank
gemessen. Die EKG-Daten wurden computergestitzt durch das Cambridge Heart System®
aufbereitet, sodass der TWA anhand der Amplitude sowie der Herzfrequenzen, bei denen er
auftritt, charakterisiert werden konnte. Bei der Untersuchung wurden die Probanden bei
leichter Fahrradergometrie unter steigender korperlicher Leistung in zwei Stufen bis zu einer
maximalen Herzfrequenz von 119 Schlagen pro Minute belastet. Dabei musste der Proband
zur Verringerung von Storsignalen die Arme locker hdangen lassen. Fir das EKG wurden an
den orthogonalen Ableitungen X, Y und Z nach Frank sowie an den thorakalen Ableitungen
V4 und V6 spezielle Multisegment-Elektroden verwendet, die durch eine hohe Abschirmung
eine artefaktfreie Aufzeichnung des EKGs erleichtern (Frank 1956). Die Ableitung Vektor
Magnitude ist eine Summation der X-Y-Z-Vektoren und stellt eine Einkanal-Ableitung des
globalen Herzens dar. An den Ubrigen Stellen der standardgemafBen 12-Kanal-EKG-Ableitung
wurden herkdommliche Elektroden verwendet. Die Hautstellen, an denen die Elektroden
aufgetragen wurden, wurden zur Herabsetzung des Storpegels gereinigt und gegebenenfalls

rasiert.

Der TWA kann manchmal visuell im 12-Kanal-Oberflaichen-EKG erkannt werden, jedoch
lassen sich andere verborgene TWA erst im Mikrovoltbereich aufgezeichnet darstellen. Die
Berechnung des TWA erfolgt mit der Methode der Spektralanalyse, die Auswertung wurde
computergestiitzt mit dem Cambridge Heart System® durchgefiihrt und doppelblind von
zwei Experten nach Bloomfield et al. klassifiziert. Mit der Methode der Spektralanalyse

wurde ermittelt, ob ein TWA vorliegt. Dazu werden im EKG 128 konsekutive Herzschlage zur
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Auswertung herangezogen. Zunachst wird ein konstanter Zeitabstand der T-Welle zum QRS-
Komplex festgelegt. In diesem zeitlichen Abstand vom QRS-Komplex wird die Amplitude des
EKG in pV bestimmt. Die gemessenen T-Wellen-Amplituden werden gegen eine fortlaufende
Nummerierung der Herzschlage aufgetragen, sodass sich eine Gesamtdarstellung aller T-
Wellen-Amplituden ergibt. Mittels Fast-Fourier-Transformation (FFT) lasst sich aus der
Gesamtdarstellung ein Frequenzspektrum errechnen. In diesem Spektrum lassen sich die
Frequenzen, die im Messsignal enthalten sind, ablesen. Da ein TWA typischerweise bei
jedem zweiten Schlag auftritt, muss dieser eine charakteristische Frequenz bei 0,5 Zyklen pro
Herzschlag besitzen und sich so von anderen Frequenzen, die zum Beispiel von periodischer
Atmung oder periodischem Treten des Probanden in die Pedale des Fahrradergometers

herriihren, abgrenzen lassen.

Unter physiologischen Bedingungen kommt es bei kardialer Belastung zu
Repolarisationsveranderungen, die allerdings Giber das Herz synchronisiert sind. Man spricht
von konkordantem Alternans. Bei weiterer Steigerung der Herzfrequenz, beispielsweise wie
hier durch korperliche Arbeit induziert, werden diese Veranderungen in der myokardialen
Repolarisation zunehmend asynchron, was als diskordanter Alternans bezeichnet wird. Beide
Formen kommen am erkrankten Herzen bei deutlich geringeren Herzfrequenzen vor, als
unter physiologischen Bedingungen. Auf zellularer Ebene ist der TWA ein Ausdruck von
Veranderungen der myokardialen Repolarisation und elektrischer Instabilitat (Arvanitis et al.
2010). Hier mag eine gestorte Kalziumhomaoostase im Kardiomyozyten eine Rolle spielen. So
wird das Auftreten eines TWA zum Beispiel bei geringeren Ryanodinkonzentrationen, im

Bereich nmol/I vereinfacht, im Bereich umol/l eher unterdriickt.

Das Auftreten eines T-Wellen-Alternans im Mikrovoltbereich gilt als Vorlaufer fiir das
Auftreten von lebensbedrohlichen Herzrhythmusstérungen sowie dem plétzlichen Herztod
und ist dartber hinaus mit Herzinsuffizienz und elektrophysiologischen Herzerkrankungen
assoziiert (Arvanitis et al. 2010, Bao et al. 2007). Patienten, die positiv getestet werden,
profitieren mit héherer Wahrscheinlichkeit mehr von einer ICD-Therapie als solche, die

negativ getestet werden (Chow et al. 2007).
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Zur Klassifizierung werden dabei folgende Begriffe herangezogen:

Daueralternans: TWA der bei Herzfrequenzen bestindig ist, die Uber der

patientenspezifischen Onset-Herzfrequenz liegt.

- Onset Herzfrequenz: Herzfrequenz oberhalb der die Kritierien flr einen positiven
Alternans ununterbrochen erfiillt sind.

- Maximale Herzfrequenz : Hierbei handelt es sich um die hochste Intervall-
Herzfrequenz. Die Intervall-Herzfrequenz ist dabei die niedrigste Herzfrequenz, die in
einem unspezifischen Intervall von einer Minute Dauer gemessen wird.

- Maximale negative Herzfrequenz: Dieser Wert gibt die hochste Herzfrequenz an, bei
der noch kein positiver TWA auftritt.

- Positiver TWA: Ein positiver TWA ist als ein Daueralternans definiert, der mit einer
Onset-Herzfrequenz von weniger oder gleich 110 Schlagen pro Minute oder der bei
Ruhefrequenzen auftritt.

- Negativer TWA: Ein negativer TWA erfillt nicht die Kriterien des positiven TWA und
besitzt eine maximale negative Herzfrequenz von gréRer oder gleich 105 Schldagen
pro Minute.

- Unbestimmter TWA: Dies bezeichnet einen Test, der nicht eindeutig als positiv und

nicht eindeutig als negativ klassifiziert werden kann.

2.1.1.1.2 Nicht-anhaltende ventrikuldre Tachykardien (Non-sustained ventricular
Tachycardia, NSVT)

Nicht-anhaltende ventrikuldre Tachykardien (NSVTs), sind definiert als drei oder mehr
aufeinanderfolgende Herzschlage mit Erregungsursprung distal des Atrioventrikularknotens
(AV-Knotens) bei einer Herzfrequenz von (iber 100 Schldgen pro Minute fiir eine Dauer von

weniger als 30 Sekunden (Katritsis et al. 2012).

NSVTs treten sowohl beim Herzgesunden als auch beim scheinbar Herzgesunden und dem
gesichert Herzkranken auf. Bei vielen Herzerkrankungen, u.a. bei den Haufigsten
lonenkanalerkrankungen und nach Nicht-ST-Hebungsinfarkt (NSTEMI), besitzt ihr Auftreten
eine prognostische Signifikanz hinsichtlich bestandiger ventrikularer Tachykardien und dem

plotzlichen Herztod. Bei anderen Herzerkrankungen hingegen, wie beispielsweise bei
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Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie, ist eine prognostische Signifikanz nicht gesichert.
Auch beim scheinbar Herzgesunden wird das Auftreten von NSVTs beobachtet, wobei es bei
Sportlern unter gewissen Umstanden als gutartig angesehen wird. Bei Anderen jedoch kann
ihr Auftreten unter korperlicher Belastung oder in der Erhohlungsphase danach, jedoch
Ausdruck einer verborgenen zugrundeliegenden Pathologie sein, die zur erhdhten

kardiovaskularen Sterblichkeit innerhalb der nachsten Lebensdekade fihrt.

Medikamente wie Adenosin oder Verapamil, die den intrazellularen Ca**-Level senken,
konnen auf NSVTs wirken, sodass der zugrunde liegende Mechanismus der NSVT-Entstehung
moglicherweise in einer gestérten kardiomyozytaren Kalziumhomoostase mit spaten
Nachdepolarisationen liegen kann. Ob aber NSVTs selbst lebensgefahrliche Herzrhythmus-

storungen provozieren, oder ob sie lediglich Surrogatmarker einer zugrundeliegenden
Herzerkrankung sind, die zum plétzlichen Herztod fiihrt, ist im klinischen Umfeld meist nicht

sicher zu differenzieren.

2.1.1.1.3 Herzfrequenzvariabilitat (HRV)

Die Herzfrequenzvariabilitat stellt Schwankungen in der Herzfrequenz von Herzschlag zu
Herzschlag dar (Lollgen 1999). Wie auch die Herzturbulenz, hdangt sie von vagalen Effekten
ab (Lombardi und Stein 2011). Die Herzfrequenzvariabilitdt kann Hinweise auf eine etwaige
erhohte Sympathikusaktivierung mit einer damit einhergehenden reduzierten vagalen
Stimulation aufdecken. Uber Wirkung auf den Sinusknoten kann es dabei zu

lebensbedrohlichen elektrophysiologischen Instabilitdten am Herzen kommen.

Die Herzfrequenzvariabilitat ist ein positiv-pradiktiver Wert fiir den pl6tzlichen Herztod nach
Myokardinfarkt und hat sich in der nicht-invasiven Risikostratifizierung des plotzlichen
Herztods etabliert (Kleiger et al. 1987). Zur Ermittlung der Herzfrequenzvariabilitdt wurden
in dieser Arbeit im Langzeit-EKG (iber 24 Stunden die Standardabweichungen aller RR-
Intervalle (SDRR) und der quadratische Mittelwert der Differenzen aufeinanderfolgender RR-
Intervalle (RMSSD) errechnet. Dabei werden SDRR-Werte von >100 ms als glinstig und von

<50 ms als ungiinstig betrachtet. Der RMSSD-Wert gilt bei unter 20 ms als pathologisch.
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2.1.1.1.4 Herzfrequenzturbulenz (HRT)

Die Herzfrequenzturbulenz wurde in dieser Arbeit im Langzeit-EKG (ber 24 Stunden
ermittelt. Es handelt sich dabei um kurzweilige physiologische, (iber den Baro-Rezeptorreflex
vermittelte Fluktuationen in der Zykluslange der Herzerregung, die spontan nach verfrihten
ventrikuldren Komplexen auftreten (Zuern et al. 2011). Das Fehlen der
Herzfrequenzturbulenz ist mit einer signifikant erhéhten Sterblichkeit assoziiert (Schmidt et

al. 1999).

Kommt es zu einer ventrikuldren Extrasystole, so schlieRt sich eine kompensatorische Pause
an, in der die vom Sinusknoten ausgehende Erregung auf refraktare Herzmuskelfasern trifft
und so nicht wirksam wird (Friedlbinder 2008). Schmidt et al. gingen davon aus, dass der
arterielle  Blutdruckabfall nach kompensatorischer Pause eine physiologische
Gegenregulierung durch das autonome Nervensystem bedingt, bei der die Herzfrequenz
barorezeptorvermittelt beschleunigt wird. Die Herzfrequenzturbulenz wiirde sich demnach
aus dieser ersten Phase der Akzeleration der Herzfrequenz und aus einer zweiten Phase der
Dezeleration der Herzfrequenz zusammensetzen. Jedoch zeigte sich diese Erklarung
aufgrund der sehr kurzen Zeit nach der die Herzfrequenzturbulenz im Vergleich zum
Blutdruckabfall auftritt, als unzureichend (Lombardi und Stein 2011). Schlieflich wurde
spater die Hypothese aufgestellt, dass nach der kompensatorischen Pause die ventrikuldre
Fillung und konsekutiv der arterielle Blutdruck liberschieRend ansteigt. Dadurch wiirde es
zur Dezeleration der Herzfrequenz aufgrund eines Zusammenspiels zwischen sympathischen
und vagalen Einflusses auf den Herzrhythmus kommen. Die genauen zugrundeliegenden

Ursachen und Vorgange sind jedoch nicht ausreichend verstanden.

Zur Quantifizierung der Akzeleration bzw. der Dezeleration werden die Akzelerations- und
die Dezelerationskapazitat eingefiihrt (Bauer et al. 2006). Die Berechnung der Akzelerations-
und Dezelerationskapazitat geschieht aus EKG-Langzeitmessungen (Holter-EKG). Dazu wird
die Methode des PRSA  (phaserectified signal averaging) angewendet.
Dabei werden in den RR-Intervallen Ankerpunkte der PRSA-Methode markiert. Alle RR-
Intervalle, die kiirzer als das vorausgehende RR-Intervall sind, werden zu Ankerpunkten fir
die Bestimmung der Akzelerationskapazitdat. Zu Ankerpunkten der Bestimmung der

Dezelerationskapazitdat werden alle RR-Intervalle, die langer als das vorausgehende RR-
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Intervall sind. Es werden die Mittelwerte X(0) der Ankerpunkte fiir den Fall der
Akzelerationskapazitat und fiir den Fall der Dezelerationskapazitdt berechnet. Zusatzlich
werden auch die Mittelwerte X(1) der RR-Intervalle gebildet, die unmittelbar auf die
Ankerpunkte folgen. Ebenso werden die Mittelwerte X(-1) der RR-Intervalle, die den
Ankerpunkten unmittelbar vorausgehen und die Mittelwerte X(-2) der RR-Intervalle, die den
Ankerpunkten um zwei RR-Intervalle vorausgehen, gebildet. Die Akzelerationskapazitat (AC)
bzw. Dezelerationskapazitat (DC) wird dann mit der Formel AC(DC) = [X(0) + X(1) - X(-1) - X(-
2)]1/4 berechnet.

Anhand der Dezelerationskapazitat (DC) lasst sich das Risiko flr kardiale Ereignisse
klassifizieren. Dabei geht man bei Werten <2,5 ms von einem hohen, bei Werten von 2,6 bis
4,5 ms von einem intermediaren, und bei Werten 24,6 ms von einem niedrigen Risiko aus
(Bauer et al. 2006). Zwar wurde in der Literatur schon berichtet, dass die
Dezelerationskapazitat ein starker Risikomarker fiir kardiale Ereignisse ist- sogar noch starker
als die etablierte LVEF-, jedoch konnte fiir die Akzelerationskapazitat bisher noch keine

bemerkenswerte Aussagekraft ermittelt werden.

Schmidt et al. haben im Zusammenhang mit der Herzfrequenzturbulenz zwei weitere
Parameter, turbulence onset (TO) und turbulence slope (TS), definiert (Schmidt et al. 1999).
Sie charakterisieren die Anderung der Sinusrhythmusfrequenz direkt nach einer
stattgefundenen Extrasystole. Die normalerweise zunachst auftretende Beschleunigung der
Sinusrhythmusfrequenz wird als turbulence onset (TO) festgehalten. Dieser ist definiert als
die Differenz zwischen dem Mittelwert der ersten beiden RR-Intervalle nach der Extrasystole
und dem Mittelwert der letzten beiden RR-Intervalle im Sinusrhythmus vor Extrasystole
geteilt durch den Mittelwert dieser beiden letzten RR-Intervalle im Sinusrhythmus vor der
Extrasystole. Ein positiver turbulence onset tritt bei einer Entschleunigung des
Sinusrhythmus nach stattgehabter Extrasystole auf. Ein negativer turbulence onset entsteht
bei Beschleunigung des Sinusrhythmus nach stattgehabter Extrasystole. Da eine solche
Beschleunigung des Sinusrhythmus nach Extrasystole physiologisch ist, wird ein turbulence

onset von =0 als abnormal definiert.
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Zur Berechnung des turbulence slope (TS) werden die 20 RR-Intervalle im Sinusrhythmus
nach einer stattgehabten Extrasystole als Funktion der Zahl der Herzschlage nach der
Extrasystole aufgetragen. Es wird jeweils an finf aufeinanderfolgende RR-Intervalle eine
lineare Regressionsgerade angepasst. Dies ist 16-mal innerhalb der 20 RR-Intervalle nach der
Extrasystole moglich. Der turbulence slope (TS) ist nun die Steigung der Regressionsgeraden
mit der grofSten positiven Steigung aller 16 Regressionsgeraden. Der turbulence slope wird in

Millisekunden angegeben. Werte von 2,5 ms gelten als abnormal.

Nach Barthel et al. werden drei Kategorien der Herzfrequenzturbulenz unterschieden
(Barthel et al. 2003). Bei Kategorie 0 sind TO und TS normal und in der Kategorie 1 sind
entweder der TO oder der TS abnormal. Sind sowohl TO als auch TS abnormal, handelt es
sich um Kategorie 2. Fir Patienten der Kategorie 2 mit einer linksventrikuldren
Ejektionsfraktion von weniger oder gleich 30% ergibt sich eine fast 40%ige 2-Jahres-

Mortalitat.

2.1.1.2 Nicht-invasive elektrophysiologische Untersuchung mittels ICD

Die nicht-invasive elektrophysiologische Untersuchung beinhaltet die ICD-getriggerte
elektrische Erregung des Myokards. Hierzu steuert ein externes Abfragegerat, der ICD-
Programmer, per Ubertragung den implantierten ICD an. Es werden dann mit einer
programmierten Stimulation nach verkiirztem Ann Arbor-Protokoll die Induzierbarkeit von
ventrikuldaren Arrhythmien getestet (Seegers et al. 2011). In der Elektrode im Apex des
rechten Ventrikel wurden dabei drei Extrastimuli ausgelést und aufgezeichnet, ob
anhaltende ventrikuldre Arrhythmien auftraten (VT-Induzierbarkeit). Die stimulierenden
monophasischen Aktionspotentiale (MAP) wurden dabei nicht mit aufgezeichnet. Es wurde
differenziert, ob es sich bei den auftretenden Arrhythmien um monomorphe oder
polymorphe Tachykardien oder Kammerflimmern handelte. Der Parameter TWA onset HF
beschreibt die maximal negative Frequenz, bei der in dieser Untersuchung ein T-Wellen
Alternans auftrat. Weiterhin wurde die maximale TWA-Amplitude in der Ableitung Vektor
Magnitude (TWA-Amplitude in VM) sowie in einer anderen beliebigen Brustwandableitung
(TWA max. Amplitude) gemessen. Der T-Wellen Alternans wurde dabei als negativ, positiv

oder unbestimmt klassifiziert (TWA-Klassifikation negativ/positiv/unbestimmt).
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2.1.1.3 N-terminal pro-brain natriuretic protein (NT-proBNP)

Beim N-terminalen pro-brain natriuretic peptide (NT-proBNP) handelt es sich um einen
Laborparameter, der im Blutserum mittels Immunoassay gemessen wird. Die
Laboruntersuchungen wurden von den jeweiligen Laboren der Kliniken, in denen die

Patienten untersucht wurden, durchgefiihrt.

NT-proBNP ist das enzymatische Spaltprodukt des Vorlauferproteins fiir BNP, dem proBNP
(Luchner et al. 2003). Das Neurohormon BNP wird von den atrialen Myozyten nach Dehnung
ausgeschittet, zum Beispiel bei intrakavititer Volumenzunahme im Rahmen von
Herzinsuffizienz (Schmidt et al. 2007). Bei hamodynamischer Uberlastung wird das Hormon
zusatzlich und maRgeblich von ventrikuldren Kardiomyozyten sezerniert. Dazu wird das
Vorlauferprotein proBNP in einen aktiven Teil, das BNP und in einen inaktiven Teil am N-
Terminus, dem NT-proBNP, gespalten. NT-pro-BNP eignet sich besser als Biomarker fur
Herzinsuffizienz als BNP, da es weniger rasch metabolisiert wird. Der Wert ist stark
altersabhangig, so sind ab 45 Jahren fiir Mdanner Werte von bis zu 65 ng/l, bei Frauen bis zu
130 ng/l im Referenzbereich (Arastéh et al. 2009). Ab 75 Jahren gelten fir Manner Werte bis
278 ng/l und fir Frauen bis 303 ng/l als normwertig. Weitere wichtige EinflussgroRen sind,
neben dem Alter, die kardiale Auswurffraktion, die linksventrikulare Masse, die GroRRe des

rechten Vorhofs, Alter, Geschlecht und die Nierenfunktion (Luchner et al. 2003).
NT-proBNP ist ein vielversprechender Biomarker zur Bewertung und Detektion

linksventrikuldrer Dysfunktionen, wie sie im Rahmen der Herzinsuffizienz gegeben sind

(Luchner et al. 2003).
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2.2 Molekulargenetische Laboranalysen

2.2.1 Materialien

2.2.1.1 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3: Verbrauchsmaterialien.

Verbrauchsmaterialien Lieferant/Hersteller
Adhesive PCR Sealing Sheets Thermo Scientific (Epsom, UK)
Pipettenspitzen, steril (200 pl) Sarstedt (Nimbrecht)
Pipettenspitzen, steril (10 ul) Sarstedt (Nimbrecht)
Pipettenspitzen, steril (1000 pl) Sarstedt (Nimbrecht)
Multipipettenspitzen, steril 0,1 ml Eppendorf (Hamburg)
Multipipettenspitzen, steril 1 ml Eppendorf (Hamburg)
Multipipettenspitzen, steril 0,5 ml Eppendorf (Hamburg)
384-Well-Platten 4titude (Wotton, UK)
96-Well-Platten Thermo Scientific (Epsom, UK)
8er Kettendeckel (Flat Cap Strip) Thermo Scientific (Epsom, UK)
Optically Clear Adhesive Seal Sheets Thermo Scientific (Epsom, UK)
flir TagMan

384-Well-Platten fir Realtime-PCR Thermo Scientific (Epsom, UK)
Reagenzgefalle (Eppis) Sarstedt (Nimbrecht)
Agarosepulver Invitrogen (Paisley, UK)
Thermo-Fast® 384-Well-PCR-Platte Thermo Scientific (Epsom, UK)

2.2.1.2 Reagenzien, Kits und Enzyme

Tabelle 4 zeigt die verwendeten Reagenzien, Kits und Enzyme, die zur Genotypisierung

verwendet wurden. Die verwendeten Gerate sind in Tabelle 5 verzeichnet.
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Tabelle 4: Reagenzien, Kits und Enzyme.

Material und Methoden

Reagenzien, Kits und Enzyme

Lieferant/Hersteller

100 bp Langenstandard fiir Agarosegel
Agarose Ultra Pure

dNTP-Set

Ethidiumbromid 1% in H,0

TagMan® Genotyping Master Mix
SNaPshot® Multiplex Kit

Multiplex PCR Master Mix

BSA 100x Puffer

10x SAP-Puffer

Fast-AP

Fast-AP-Puffer

Exonuklease | (20 U/pl)

SAP (1 U/ul)

10x SAP-Puffer

GeneScan'™-120 LIZ™ GréRenstandard
Sau96! (5000 U/ml)

NEBuffer 4 (10x)

BsmFI (2 U/ul)

Rapidozym, Berlin

Invitrogen, Karlsruhe

ABgene (Epsom, UK)

Merck, Darmstadt

Applied Biosystems (Foster City, USA)
Applied Biosystems, Darmstadt
Qiagen, Hilden

New England Biolabs, Beverly, USA
usb, Staufen

Fermentas

Fermentas

Fermentas

Affymetrix (Cleveland, USA)
Affymetrix (Cleveland, USA)

Applied Biosystems (Foster City, USA)
New England Biolabs, Beverly, USA
New England Biolabs, Beverly, USA
New England Biolabs, Beverly, USA
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Tabelle 5: Verwendete Gerdte.

Material und Methoden

Gerate

Hersteller

Centrifuge 5810 R

Feinwaage

Fluor-s™ Multimager

MS2 Minishaker-Vortexer

Peltier Thermal Cycler: Mastercycler
gradient

Peltier Thermal Cycler: PTC-200
TagMan 7900 HAT

Eppendorf, Hamburg
Sartorius, Gottingen
BioRad, Miinchen
IKA, Staufen

Eppendorf, Hamburg

BioRad, Miinchen

Applied Biosystems,

Darmstadt
2.2.1.4 Software und Datenbanken
Tabelle 6: Verwendete Software.
Software Hersteller
MS Office Microsoft, USA
OpenOffice Calc 4.01 Opensource
Quantity One S BioRad, Miinchen

TagMan-Analysesoftware SDS Applied Biosystems, Darmstadt

National Center for

Biotechnological Information NCBI (Bethesda, USA)

Clone Manager Suite SECentral (Timberlake, USA)
CorelDraw Corel Corporation (Ottawa, USA)
Adobe Photoshop Adobe Systems GmbH, Miinchen
XFluor4 Software Tecan, Crailsheim
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2.2.1.5 Primer

Tabelle 7: Primer.

Gen SNP vor-PCR-Sequenz PCR- SNaPshot-Primer Primer- Konzen
Amplikon- Lange -tration
lange

SCN5A rs11710077  5’-AACATGGCCCCAGACATTCCACACC-3’ 103 bp (8atc)sGAGAGCAATCATGAGTTAGAGG 46 bp 1,5 uM

3’-GCAGCTGGTGGCCGTGTGTCTGTCT-5’

rs1805124 5’-CACCCGTGGCCTCAGCAGGACTTCT-3’ 269 bp GGGGGAGACGAGAGCCACC 19 bp 1uM
3’-CCACCCCATTGCAGTCCACAGTGCT-5’

rs3734381 5’-CATGGAATCCAGGCAATATTGAAGAGTTAC-3 303 bp (gatc);8ACAAGCTGTGAGTTCCCACT 49 bp 1,5uM
3’-ATTGCTCCCCAAAATGGTTGTACCA-5

rs11153730  5’-CAGGGCTGGAAGGCCATCAAGGAAA-3’ 142 bp gatcgTCTTCACCTTCTGTACATATTCCAC 30 bp 0,5uM
3’-GGTGTCGCCAGCTTTGCCTCTAGAA-5’

rs7638909 5-ACCTCGGAGCCCAGATCTTTTTTTT-3’ 279 bp (gatc)sGGGAAATGAATGGGGATTGAC 53 bp 3uM
3’- CAGTTTGGTGGTCCCTCAAAACTTT-5'

rs1805126 5’-CAGCCGTGGGCATCCTCTTCTTCAC-3’ 294 bp gatcGTCCTGTCTGACTTTGCCGA 24 bp 1uM
3’-CCATGGGCAGGTCCATGTTGATGAG-5’

rs11129795  5’-TAAGCCAGTCACAAGAGGACAAATA-3’ 248 bp gatTATTATATGATTCCACTTATATAAG 28 bp 1uM
3’-GCTTTTTCATCCCTACAAATTTGAC-5
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Gen SNP vor-PCR-Sequenz PCR- SNaPshot-Primer Primer- Konzen
Amplikon- Ldnge  -tration
lange

PLN rs11756438  5’- ATGGCTGGCCATGGGKCATCTTAAA-3’ 238 bp ATGGCTGGCCATGGGGCATCTTAAA 25 bp 0,5uM

3’- CGAACTCCTGGCCTCAAGTGATCTG-5’

rs11153768  5’- GGACCCGAAGGATCCCTCTTTCTTC-3’ 169 bp (gatc),8aTGAGTGAATTTGTGGCAACTAATTAA 36 bp 1uM
3’- AATGGCTGCTTTCAAAACCARTCAG-5’

rs3734381 5’-ATTCCAGCGCTTCAATTTCCAAACT-3’ 183 bp (gatc)4gatAGAGTCCTGCTCCCCCCTAC 39 bp 1uM
3’-TATCCGGGGCAGTGAGTTTGGATAA-5

rs11153730  5’-GCTGGGGCTAAATCTTAATTCTGTA-3’ 177 bp (gatc),gTTTAACCTCTATCACTCTTAATTTCA 35 bp 1uM
3’-TCATAGTATCACTTGTTGTAAGCTTT-5’

rs11970286  5’-GAAGCCAAAGTGTCTCTTTGTAAAG-3’ 412 bp gatcgGCCAAAGGCATGAGAACTAG 25 bp 1uM
3’-TTGAGGGTCTGGATAGAACACAAAG-5’

rs12210810 5’-CAGCAATGGGGACTGTAGAGAGAAG-3’ 173 bp (gatc)sgatCTGTCCTGTGTTCACACAGA 55 bp 3uM
3’-GGCAACCAGCAATCAACACACTATA-5

KCNQ1 rs2237892  5-TAAGGCCCCCACAGAGTGTGCATCC-3’ 275 bp (gatc)s gTGTCACAGGACTTTGCCACC 45 bp 1,5 uM
3'-GCAGCTGGGCTGGTAGGGAACAACT-5'
rs12296050  5'-CTGTGCCCGGAAAATGCACTGTCTC-3’ 159 bp (gatc);gCACTGTCTCTCCTGGGCTCC 33bp 0,5 uM
3'-GTCGAGGCTGCAGTGAACCAAGATC-5’
rs757092 5'-CAGGGCTGGAAGGCCATCAAGGAAA-3’ 143 bp (gatc)sgaGGCAGGGGTTCAAAGAGCTG 42 bp 1M
3'-GGTGTCGCCAGCTTTGCCTCTAGAA-5’
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Gen SNP vor-PCR-Sequenz PCR- SNaPshot-Primer Primer- Konzen
Amplikon- Ldnge  -tration
lange

KCNH2 rs3807375 5-CTGGGTGGGGTGATTTTGGAGGTTC-3’ 215 bp gatcgCCCTTAGAGAACTTCTGCGTTTAGA 32 bp 1uM

3’-CGTCGGGAGGGAAGTTCTGTTAAAC-5’

rs1805123 5’-CAACGCAAGCGCAAGTTGTCCTTCC-3 224 bp (gatc),gaCTTCCGCAGGCGCACGGACA 50 bp 1,5 uM
3’-ACAGCTGCAGGGGCCCTGAAAGATG-5’

rs2968863 5’-CCTCCTGGATTTTTGACTGTTGTAA-3’ 260 bp (gatc),gAACAACACAAATGACTGGAAAGC 40 bp 1uM
3’-AGTGGAAAGGCTATTGACAGATCTT-5'

rs3815459 5’-GGGGCGACGTGGAGAGCAGGCTGGA-3’ 201 bp GACTCCAGGGCGTGCCCCCC 20 bp 0,5uM
3’-GGGGCGACGTGGAGAGCAGGCTGGA-5’

CAsQ1 rs2275703 5’-CTGTCCTCCCACCTCCCCACATCAC-3’ 206 bp (gatc)sgCTGGGGGTTCCCAGACAAGC 50 bp 1uM

3’-TTGCAGGCAGGGTTCATTTTGAGAC-5’
rs617698 5’-GAGGGGCTTGGGAATCTCTCAGATT-3’ 430 bp (gatc),ecGGGATTTGAGCATGGAACTTCA 40 bp 1uM
3’-GCTGCCCCCTAGTGGCTGACTGCTC-5

CASQ2 rs7536370 5’-CCCCATGGAGTTGTCTTGTCATTCT-3’ 157 bp (gatc)s CAGATGTGCACCCACTCAG 55 bp 3uM

3’-GCTGGGGCTGATAATTAAGGTCCTC-5
rs3010396 5’-AATCCAACAAGGCTACATGAACACT-3’ 102 bp (gatc)sATGACTCAGTGTCCTACAGA 36 bp 1uM

3’-AGGTGAGGTCAGGCTATGATTAAAA-5
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Gen SNP vor-PCR-Sequenz PCR- SNaPshot-Primer Primer- Konzen
Amplikon- Ldnge  -tration
lange

RYR2 rs6678625 5’-ACCCAGGCTTACATCATCAGACTTA-3’ 279 bp (gatc)sgCCTTTCTTGGGTAATTCAGCC 46 bp 1uM

3'-AATTCCCACAATGTCAGAGTTTCAG-5'

rs3766871 5'-CCACTCCGGAGGAGGAGAGTGACAC-3' 145 bp GCCTTCCTTGGGCCGCTTGC 20 bp 1uM
3-"TTAACTGGCTCTGGCAGTTTCATTT-5'

rs72549415  5'-GGACGGTGGTATTTTGAATTTGAGA-3' 229 bp (gatc);gaCTCAGATGAACGTGCCTTTG 34 bp 2uM
3'-CTGTGGRAAACACTGGTACTGTGAA-5'

CACNA1C  rs1558322 5'-AAGCCGCCTTTCCCAATAAAATAAG-3' 376 bp (gatc)sACATGTTGGCTGCAAAAGCAAA 42 bp 4 uMm

3'-AATCCCGTGACTGCTACAAAATGTG-5'
rs1051375 5'-AGTCGCCATCCCACGAGAAGCTGGT-3' 194 bp (gatc),gaCCCGCCGGCTACCCCAGCAC 30 bp 1uM

3'-CTGCACCCGGATGGCAGGGGACAAG-5'
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Gen SNP vor-PCR-Sequenz PCR- SNaPshot-Primer Primer- Konzen
Amplikon- Ldnge  -tration
lange

NOS1AP rs12084280  5'-TGACCAGGAATGTCTGAATCTGTGA-3' 119 bp (gatc),gGTTTCTTCACACACTTCCAGG 50 bp 2uM

3-TTGGGTTGGTTCCAAGTCTTTGATA-5'
rs10918859  5'-TGTAAGGCTCCATAGATGAAGTGAG-3' 111 bp (gatc);gGTGTTTCTAAAACTTTCTGAGGGAT 38 bp 1uM
3'-GTCCAGGCTCTAGACTTTTCTTGTG-5'

ANK2 rs2107026 5’-TACCAGGCGCTGTGTTAGATGCTAG-3’ 308 bp (gatc)sgaAAGTAGACCCAGGGAGATCC 54 bp 3uM
3’-CTGGCTCTGTTTTCCACCTGACTTA-5’

Die Langen der PCR-Amplikone und des SnaPshot-Primers sind in Basenpaaren (bp) angegeben.
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2.2.2 Methoden

2.2.2.1 Standardmethoden der Molekulargenetik
2.2.2.1.1 Isolation und Lagerung der DNA

Die Extraktion von DNA wurde automatisch mit dem BioRobot® EZ 1 vorgenommen. Die
Trennung der DNA von den restlichen Bestandteilen der Zelle wird dabei durch Magnetismus
ermoglicht. Hierzu werden Blutzellen lysiert und Siliziumdioxid-beschichtete Magnetpartikel
hinzugefiigt, die die DNA binden und sie wahrend des Waschvorgangs von den Ubrigen
Zellbestandteilen trennen. Die DNA-Extraktionen erfolgten mit dem BioRobot® EZ 1 aus je
350 ul venésem Blut. Nach Herstelleranleitung wurde hierflir das EZ 1 DNA Blood 350 ul KIT
verwendet. Nach der Extraktion erhdlt man 200 pul Wasser-DNA-Losungen, die jeweils
unterschiedlich stark konzentriert sind. Vor dem weiteren Gebrauch wurden die
Konzentrationen der DNA-Proben bestimmt. Die Proben fir die TagMan-Analysen wurden
bis zur Verwendung noch auf 10 ng DNA pro ul verdiinnt. Fir die Genotypisierungen wurde
die DNA bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert, um DNAse-Spaltungen sowie Wachstum

von Mikroorganismen zu verhindern.

2.2.2.1.2 Herstellung der Nukleosidtriphosphat (dNTP)-Mischung

Desoxynukleosidtriphosphate (dNTPs) sind die Bausteine fiir die Amplifikation der DNA-
Stréange. Zur Herstellung einer Mischung aus dNTPs wurden StammlOosungen mit jeweils
100 mmol/l Desoxyadenosintriphosphat (dATP), Desoxythymidintriphosphat (dTTP),
Desoxyguanosintriphosphat (dGTP) und Desoxycytosinphosphat (dCTP) im destilliertem
Wasser im Verhéltnis von 1:50 zu einer Konzentration von 2 mmol/l verdinnt. Hierfir
wurden jeweils 120 pl Stammldsungen von dATP, dTTP, dCTP und dGTP in einem Gefall mit
5520 ul H,0 vermischt, sodass sich eine dNTP-Losung von 6000 pl ergab. Diese Lésung wurde
bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert. Vor Gebrauch der Loésung wurde diese aufgetaut,

gevortext und abzentrifugiert.
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2.2.2.1.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR ist ein Verfahren zur enzymatischen in vitro Replikation eines vordefinierten DNA-
Fragmentes. Dabei werden zwei sogenannte Primer, synthetisch hergestellte
Oligonukleotide von etwa 18-25 Nukleotiden, benutzt, die sich an den zu replizierenden
DNA-Abschnitt flankierend anlagern und dem synthetisierenden Enzym Tag-Polymerase als
Start-und Endpunkt dienen (Strachan 2004). Ein PCR-Durchlauf umfasst dabei 25 bis 40
Zyklen, wobei ein Zyklus drei Schritte beinhaltet. Im ersten Schritt, der Denaturierung,
werden die beiden DNA-Strange bei 94-95°C durch das Aufbrechen ihrer
Wasserstoffbrickenbindungen aufgetrennt, sodass zwei Einzelstrange resultieren. Im ersten
Zyklus wird die DNA meist langere Zeit erhitzt um sicherzustellen, dass die Doppelstrange in
jeweils zwei Einzelstrange getrennt werden. Im zweiten Schritt, dem annealing, wird die
Temperatur, in Abhdngigkeit von der Schmelztemperatur des Primers auf etwa 50 bis 70 °C
gesenkt, um das Anlagern desselben an die komplementaren DNA-Abschnitte moglich zu
machen. Diese annealing-Temperatur liegt im Normalfall bei etwa 5 °C unter dem jeweiligen
Primerschmelzpunkt, welcher vom Guanosin- und Cytosingehalt der Sequenz abhangig ist.
Bei hohem Guanosin-/Cytosingehalt der Sequenz kann Q-solution hinzugegeben werden, die
das Schmelzverhalten der DNA moduliert, um die Amplifikation zu vereinfachen. Im dritten
Arbeitsschritt werden die Oligonukleotidprimer verlangert. Dazu wird in Abhangigkeit von
der Polymerase eine Temperatur gewahlt, die im Falle der hier verwendeten Tag-Polymerase
bei 72 °C liegt. In diesem Schritt, der Elongation, wird der DNA-Matrizenstrang ausgehend
von den Primern durch die Polymerase in 3‘-5-Richtung komplementdr zum codogenen
Strang verlangert, sodass am Ende des dritten Arbeitsschritts die DNA-Vorlage wieder als
Doppelstrang vorliegt. Die in einem Zyklus erzeugten Kopien des DNA-Abschnitts dienen in
den nachfolgenden Zyklen als Vorlage. So kommt es zur exponentiellen Replikation des DNA-

Abschnittes.

2.2.2.1.4 Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese ermoglicht die Identifizierung der in der PCR amplifizierten DNA-
Fragmente. Dabei werden die DNA-Produkte in einem elektrischen Feld der GréRe nach
aufgetrennt und anhand eines mitlaufenden DNA-Lingenstandards groBenweise

zugeordnet. Dazu gibt man die DNA in die Taschen eines Agarosegels, welches sich in TRIS-
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Borat-EDTA (TBE)-Puffer einfacher Konzentration getaucht in einer Gelkammer befindet und
legt eine elektrische Spannung an. In dieser Arbeit wurde eine Spannung von 120V
verwendet. Das Agarosegel bildet auf Molekularebene eine Geflechtstruktur mit Poren aus.
Die DNA, die aufgrund der Phosphatgruppen negativ geladen ist, bewegt sich im elektrischen
Feld aus Richtung der Anode auf die Kathode zu und wird anhand der MolekilgrofRe durch
das Porengeflecht des Gels aufgetrennt, da kurze DNA-Fragmente in kiirzerer Zeit den Weg
durch die Poren zurlicklegen als langere Fragmente. Es bilden sich Banden, die mithilfe von
Ethidiumbromid im Gel sichtbar gemacht werden. Das Ethidiumbromid interkaliert nach
seiner Zugabe zwischen den Basenpaaren und besitzt unter UV-Licht fluoreszierende

Eigenschaften, die sich hier zunutze gemacht werden.

Bei der Herstellung des Agarosegels wird dessen Konzentration unter Berlicksichtigung der
GrolRe der zu trennenden DNA-Fragmente gewahlt. In dieser Arbeit wurden Konzentrationen
von 2-3% verwendet. Zur Herstellung eines kleinen 2%igen Agarosegels wurden 50 ml
einfachen TBE-Puffers mit 1 g Agarosepulver vermischt, zur Herstellung eines groRRen Gels
wurden 400 ml einfachen TBE-Puffers mit 8 g Agarosepulver verwendet. Im kleinen 3%igen

Gel wurden 50 ml TBE-Puffer mit 1,25 g Agarosepulver vermischt.

Die jeweilige entstandene Losung wurde in der Mikrowelle aufgekocht und anschlieSend bei
Raumtemperatur und unter Rihren auf etwa 60°C abgekihlt und anschlielend
Ethidiumbromid bis zur Endkonzentration von 5 pg pro 100 ml Agarosel6sung hinzugefiigt.
Im Anschluss wurde das flissige Gel in die Gelkammer gegossen, in der zuvor Kdimme als
Platzhalter platziert wurden, sodass sich Taschen im Gel bilden kénnen. Nach Erstarrung des
Gels werden die Kdmme entfernt und das fertige Gel in die mit einfachem TBE-Puffer
gefillten Gelkammern gegeben. Dabei muss das Agarosegel vollstindig bedeckt in der
Pufferlosung liegen. Bevor die Geltaschen mit den DNA-Proben gefiillt werden, werden die
Proben mit 0,25%igem Bromphenolblau farblich markiert, sodass der Fortschritt der
Elektrophorese durch Sicht abgeschatzt werden kann. Nach langenmaRiger Auftrennung der
Fragmente in der Gelelektrophorese wird das Ergebnis mithilfe des Fluor-S-Multiimager®
und der Software Quantity One® festgehalten und ausgewertet. Das Bromphenolblau wurde

in aliquotierten Eppendorff-Cups bei-20 °C gelagert.
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Zur Herstellung der verwendeten TBE-Pufferlésung wurden 109,02 g Tris mit einem pH von
8,3 mit 55,64 g Borsdure und mit 9,3 g Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) und 100 ml
destilliertem Wasser zu einem zehnfach konzentrierten TBE-Puffer gemischt. Der Puffer wird
auf einfache Konzentration verdiinnt, in dem 200 ml 10facher Konzentration auf 1600 ml

destilliertem Wasser verteilt werden.

2.2.2.2 Genotypisierung genetischer Polymorphismen

Die Bestimmung genetischer Polymorphismen wurde in dieser Arbeit mittels drei
verschiedener Verfahren durchgefiihrt: Der Methode des Restriktionsfragment-Langen-
Polymorphismus (RFLP, vgl. 2.2.2.2.1), der SNaPshot-Methode (vgl. 2.2.2.2.3) und der
TagMan-Analyse  (vgl. 2.2.2.2.2). Fur die Verfahren wurden jeweils die

Amplifikationsprodukte der Polymerase-Kettenreaktion verwendet.

Die beiden Rezeptoren im adrenergen Beta-1-Rezeptor (ADRB1) wurden mittels PCR-RFLP-
Verfahrens analysiert, da dieses flir diese SNPs bereits gut etabliert ist. Die beiden
Polymorphismen im 3,-Rezeptor (ADRB2) und der Serin96Alanin-Polymorphismus in HRC
wurden mittels TagMan-Analyse bestimmt. Das TagMan-Verfahren ist besonders gut
geeignet zur Determinierung weniger SNPs in vielen, bis zu etwa 1500, Proben pro Lauf.
Zudem ist es die schnellste unter den drei Methoden. Allerdings sind die Kosten hierfir
gegeniber den Alternativen deutlich hdher, weshalb nur die vier oben erwdhnten SNPs auf
diese Weise bestimmt wurden. Alle anderen Genvarianten wurden mittels des so genannten
SNaPshot-Verfahrens analysiert. Dieses Verfahren eignet sich besonders gut zur
Diskriminierung vieler, meist 6-9 SNPs pro Lauf bei einigen hundert Proben. Nur im
SNaPshot-Verfahren lassen sich verschiedene SNPs simultan genotypisieren. Zudem ist das

Verfahren relativ kostengiinstig.

2.2.2.2.1 Genotypisierungen nach der PCR-RFLP-Methode

Die PCR-Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus (PCR-RFLP)-Analyse setzt einen
Polymorphismus voraus, der sich innerhalb einer natirlichen oder kiinstlich hinzugefligten

Schnittstelle fur Restriktionsendonukleasen befindet und dort zum Funktionsverlust fuhrt.
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Nach Voranschaltung einer PCR (vgl. 2.2.2.1.3) wird ein Restriktionsenzymverdau
angewandt. Dabei schneidet das jeweilige Restriktionsenzym das PCR-Produkt nur unter der
Bedingung, dass eine Schnittstelle vorhanden ist. In diesem Falle resultieren aus einem
Strang zwei DNA-Fragmente unterschiedlicher Lange. Ein Polymorphismus innerhalb dieser
Schnittstelle zerstort dieselbe und fuhrt dazu, dass das Restriktionsenzym den DNA-Strang

nicht mehr schneiden kann, sodass der Strang seine Ursprungslange beibehalt.

Die nach dem Restriktionsverdau durchgefiihrte Gelelektrophorese trennt die DNA-Proben
der Lange nach auf und macht so das vorliegende allelspezifische Schnittmuster kenntlich,
wodurch Riickschluss auf den vorhandenen Genotyp gegeben wird. Abbildung 6 zeigt die fir
den S49G-RFLP, bzw. R389G-Polymorphismus typischen Banden im Elektrophoresegel. Die
Genotypisierung nach PCR-RFLP-Methode ist geeignet zur Detektion von Einzelnukleotid-

Basenaustauschen (single nucleotide polymorphisms, SNPs).
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Abbildung 6:

a) Auswertung des S49G-RFLP. Dargestellt sind von links nach rechts Proben von Individuen, die den
ADRB1-549G-Polymorphismus des ADRB1 in homozygot deletierter, homozygot inserierter sowie
heterozygoter Form aufweisen. Die PCR-Amplifikationsprodukte wurden auf 2 %igem Agarosegel
aufgetragen. Es wurde ein 100 bp Langenstandard hinzugefiigt.

b) Auswertung des R389G-RFLP. Dargestellt sind von links nach rechts Proben von Individuen, die den
ADRB1-R389G-Polymorphismus des ADRB1 in homozygot inserierter, homozygot deletierter sowie
heterozygoter Form aufweisen. Die PCR-Amplifikationsprodukte wurden auf 2 %igem Agarosegel

aufgetragen. Es wurde ein 100 bp-Langenstandard hinzugefiigt.
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Als erster Schritt der PCR-RFLP-Methode wurde zur DNA-Amplifizierung folgender Mastermix

auf Eis pipettiert:

Tabelle 8: Mastermix zur Genotypisierung des S49G-Polymorphismus.

Mastermix Volumen/Reaktion [pl]
ddH,0 6,26

PCR Buffer (10x) 1,1

Q-solution (5x) 2,2

dNTP (10 mM) 0,22

Primer ADRB1_S49G_f (100 uM) 0,11

Primer ADRB1_S49G_f (100 uM) 0,11

Tag-DNA Polymerase (5 U/ul) 0,06
Endvolumen 10,06

Es wurden je 10,06 ul Mastermix pro Well in einer 96-Well-Platte verteilt und jeweils 1 pl
unverdinnte DNA hinzugegeben. Nach Abdeckung der Wells mit 8er-Deckelketten wurde die
Amplifikation in der PCR gestartet. Im ThermoCycler wurde die PCR unter folgenden

Bedingungen durchgefiihrt:

Tabelle 9: PCR-Arbeitsschritte zur Genotypisierung des S49G-Polymorphismus.

PCR-Arbeitsschritt Temperatur  Dauer Zyklen
Initiale Denaturierung 94 °C 3 min \
Denaturierung 94 °C 30 sec

Anlagerung 65 °C 30 sec \ 35
Verldangerung 72 °C 45 sec

finale Verlangerung 72 °C 10 min )
Lagerung 8°C bis Verwendung
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Nach erfolgreicher Amplifizierung in der PCR erfolgte der Verdau mit dem Restriktionsenzym
Sau96l. Hierzu wurden destilliertes Wasser, Puffer und Enzym nach Tabelle 10 gemischt und

den Proben hinzugegeben:

Tabelle 10: Komponenten fiir den Restriktionsverdau.

Komponente Volumen/Reaktion [pl]
ddH20 12,35

10x Buffer 4 2

Sau9e6l 0,5
Endvolumen 15

Der Restriktionsverdau erfolgte iber Nacht im Inkubator bei 37 °C. Nachfolgend wurden die

Restriktionsprodukte im 2%igen Agarosegel analysiert.

2.2.2.2.1.1 Genotypisierung des R389G Polymorphismus im adrenergen f3;- Rezeptor

Als erster Schritt wurde zur DNA-Amplifizierung folgender Mastermix auf Eis pipettiert:

Tabelle 11: Mastermix fiir PCR.

Mastermix (10 pl/Reagenz) Volumen/Reaktion [ul]
ddH,0 6,26

PCR Buffer 1,1

Q-solution 2,2

dNTPs 0,22

Primer ADRB1_R389G (100 uM) 0,11

Primer ADRB1_R389G (100uM) 0,11

Tag-DNA Polymerase 0,06
Endvolumen 10,06

Es wurden je 10,06 ul Mastermix pro Well in einer 96-Well-Platte verteilt und jeweils 1 pl
unverdinnte DNA hinzugegeben. Nach Abdeckung der Wells mit 8er-Kettendeckel wurde die
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Amplifikation in der PCR gestartet. Im ThermoCycler wurde die PCR unter folgenden

Bedingungen durchgefihrt:

Tabelle 12: PCR-Bedingungen.

PCR-Arbeitsschritt Temperatur Dauer Zyklen
Initiale Denaturierung 98 °C 5 min
Denaturierung 98 °C 30 sek

Anlagerung 60 °C 30 sek 35
Verlangerung 72 °C 45 sek

finale Verlangerung 72 °C 10 min

Lagerung 8°C bis Verwendung

Nach erfolgreicher Amplifizierung in der PCR erfolgte der Verdau mit dem Restriktionsenzym
BsmfFl. Hierzu wurden bidestilliertes Wasser, Puffer und Enzym entsprechend Tabelle 13

gemischt und den Proben hinzugegeben.

Tabelle 13: Komponenten fiir den Restriktionsverdau.

Komponente Volumen [pl]/Reaktion
ddH,0 12,55

100x BSA (10 pg/ul) 0,2

10x Buffer 2

BsmFI (2 U/ul) 0,25
Endvolumen 14,45

2.2.2.2.2 SNP-Genotypisierung mit TagMan

Bei der TagMan®-Methode handelt es sich um ein Echtzeit-PCR-Verfahren zur

Genotypisierung von single nucleotide polymorphisms.
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Fiir dieses Verfahren werden zwei Arten von Oligonukleotidsonden benutzt, die jeweils am
5-Ende mit einem Fluoreszenzmarker, dem Reporter, bestiickt sind. Am 3‘-Ende befindet
sich der nicht-fluoreszierende Quencher, der eine Phosphatgruppe tragt, die verhindert, dass
am 3‘-Ende eine Verlangerung stattfindet. Am Quencher befindet sich ein minor groove
binder, der an die kleine Furche der DNA bindet und eine stabilere Bindung der Sonde an die
DNA ermoglicht, wodurch kiirzere Sonden verwendet werden kénnen. Die beiden Sonden
unterscheiden sich durch den Reporter. Eine besitzt den VIC-, und eine den FAM-
Fluoreszenzmarker, die bei jeweils unterschiedlichen Wellenlangen zur Emittierung von
Photonen angeregt werden und dadurch spater die Diskriminierung der beiden Sonden

ermoglichen.

Bindet die Sonde in der annealing-Phase an eine komplementare Basensequenz, so findet
keine Emission vom Fluoreszenzmarker statt, weil dessen Signal vom Quencher unterdriickt
wird. Das Enzym, das zur real time PCR verwendet wird, Tag Polymerase, besitzt eine 5-3'-
Exonukleaseaktivitat, die in der Elongationsphase der Replikation die Sonde spaltet. Dabei
kommt es zu einer raumlichen Trennung zwischen Quencher und Reporter, die die
Unterdriickung des Fluoreszenzsignals aufhebt und die Emission von Photonen auf der fir
den jeweiligen Marker spezifischen Wellenldnge erlaubt. Die gemessene Emission ist

proportional zur Anzahl der PCR-Produkte und der Menge an Fluoreszenzmarkern.

Bleibt eine spezifische, vollstandige Bindung der Sonde an die Zielsequenz aus, etwa weil die
Allelvariante nicht komplementar ist, so kommt es auch nicht zur Spaltung der Sonde durch
die TagPolymerase und das Fluoreszenzsignal des Reporters bleibt durch den Quencher
unterdrickt (vgl. Abbildung 7). Das Verhaltnis der beiden gemessenen wellenlangen-
spezifischen Fluoreszenzsignale, bzw. VIC und FAM, wird graphisch zur Auswertung

dargestellt (vgl. Abbildung 8).
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Abbildung 7: TagMan-Prinzip (verandert nach Applied Biosystems).
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Abbildung 8: Graphische Darstellung der TagMan-Ergebnisse.
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2.2.2.2.2.1 Vorentwickelte Assays

In dieser Arbeit wurde flir das TagMan-Verfahren ein von Applied Biosystems entwickelter,
vorgefertigter Assay mit Primer-und Sondenansatzen in 20facher Konzentration, angewandt.
Die vorgefertigten Assays wurden vor der Verwendung lichtgeschiitzt unter Schitteln
aufgetaut, zentrifugiert und anschlieRend unter Zugabe von bidestilliertem H,0 der

MasterMix wie folgt pipettiert und danach vermischt und zentrifugiert:

Tabelle 14: Komponenten des Mastermix fiir das TagMan-Verfahren.

Komponenten Volumen [pl]/Reaktion
2x TagMan MasterMix 2,5

40x Sonden und Primer 0,13

DNA (10 ng/ul) 1

ddH,0 1,4
Gesamtvolumen 5,03

Mit einer Multipipette wurden jeweils 4 ul MasterMix pro Well in einer 384-Well-Platte
verteilt und anschlieBend jeweils ein 1 pul DNA dazugegeben, vermischt, zentrifugiert. Dann
wurde die PCR-Plattenoberseite mit transparenter Folie abgeklebt und die PCR mithilfe des
7900 HAT sequence detection system in jeweils 50 Zyklen unter den folgenden Bedingungen

durchgefihrt:

Tabelle 15: Cycler-Bedingungen fiir das TagMan-Verfahren.

Temperatur Dauer
95°C 10 min
92°C 15 sek
60°C 1,5 min
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Die Endpunktmessungen wurden 30 Minuten nach Ende der erfolgreichen PCR durchgefiihrt
und deren Ergebnisse mithilfe eines Modus zur allelischen Diskriminierung der SDS 2.0
Software analysiert. Jede Reaktionsplatte enthielt zudem DNA-freie Kontrollen (non
template control, NTC) und, wenn moglich, Kontrollen mit bereits zuvor bestimmten
Genotypen. Zur weiteren Ergebniskontrolle wurden mindestens 20% der Proben an einem
anderen Tag erneut analysiert. Dabei stimmten alle Kontrollen mit den Ergebnissen der

ersten Analyse Uberein.

2.2.2.2.3 SNaPshot-Methode

An der SNaPshot-Reaktion beteiligt sind die aufgereinigten PCR-Amplifikationsprodukte,
spezifische Primer sowie der SNaPshot multiplex ready mix (vgl. Tabelle 4). Letzterer enthalt
die fluoreszenzmarkierten Abbruchnukleotide ddATP, ddUTP, ddGTP, ddCT und weiterhin
multiplex reaction buffer (vgl. Tabelle 4) sowie die spezifischen Primer. Die Primer sind so
gewadhlt, dass sie jeweils genau in Elongationsrichtung eine Base vor dem zu untersuchenden
Polymorphismus an die DNA-Strange binden. An den Primern kommt es nun zur
Einzelbasenelongation mit einem passenden der vier Didesoxynukleotiden (ddNTPs). Diese
sind bereits hydrolysiert, sodass keine nachfolgenden Basen mehr eingebaut werden kénnen
und es zum Abbruch der Elongation an der Stelle des Polymorphismus kommt. Die vier
verwendeten ddNTPs sind unterschiedlich fluoreszenzmarkiert, sodass die Base, die am Ort
des SNPs gebunden hat, spater identifiziert werden kann. Da in einer SNaPshot-Reaktion
mehrere Polymorphismen innerhalb einer Reaktion untersucht wurden, weisen die Primer
zur Unterscheidung jeweils eine GCTA-Sequenz von spezifischer Lange am 5°-Ende auf,
welche nicht am zu untersuchenden DNA-Abschnitt bindet. Auf diese Weise unterscheiden
sich die Primer untereinander um eine Lange von mindestens 5 Basen, sodass es zu einem
unterschiedlichen Laufverhalten in der Gelelektrophorese kommt und so eine
Unterscheidung zwischen allen SNPs, die innerhalb eines Ansatzes untersucht werden,
moglich wird. In der kapillarelektrophoretischen Auftrennung der SNaPshot-Elemente im
Sequencer zeigten sich an den groBendefinierten Positionen die fluoreszenzmarkierten

Abbruchbasen an den Stellen der SNPs, welche vom Gerat detektiert werden.
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Das SNaPshot-Verfahren erfordert im Vergleich zur RFLP-Methode weniger Zeit und
ermoglicht die Untersuchung mehrerer SNPs eines PCR-Amplifikationsproduktes. AuRerdem
ist die Genotypisierung der Polymorphismen unabhangig von der Existenz eines passenden
Restriktionsenzyms moglich. Allerdings muss die SNaPshot-Methode vor der Verwendung
zunachst etabliert werden und erfordert die hoheren Kosten. Aus diesen Griinden wurden in

dieser Arbeit Polymorphismen mit anderen Methoden als dem SNaPshot angewandt.

2.2.2.2.4 Genotypisierungen mit der SNaPshot-Methode
Im ersten Arbeitsschritt wurden pro Reaktion 10 ul multiplex mastermix (vgl. Tabelle 16) mit

1 ul DNA vermischt, zentrifugiert und in einer 96-Well-Platte verteilt.

Tabelle 16: Multiplex-Mastermix zur vor-PCR.

Reagenz Menge [pl]
2x QIAGEN Mastermix 5,5
10x Primer Mix (je 2uM) 1,1
Q-solution 1,1
H,O (bidestilliert) 2,3
Gesamtvolumen 10

Nach Verschluss der 96-Well-Platte mit 8er-Deckelketten erfolgte die Amplifikation in der
PCR unter den in Tabelle 17 aufgefiihrten Bedingungen. Zu beachten ist hierbei, dass

primerspezifische Anlagerungstemperaturen verwendet wurden.
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Tabelle 17: PCR fiir SNaPshot-Reaktion.

Material und Methoden

PCR-Arbeitsschritt Temperatur Dauer  Zyklen
Initiale Denaturierung 94°C 3 min
Denaturierung 94°C 30 sek
Anlagerung 58-64,6°C 30sek p 35
Verlangerung 72°C 45 sek

Finale Verlangerung 72°C 10 min

Lagerung 8°C

Nach erfolgreicher PCR wurden die Amplifikationsprodukte aufgereinigt und im 2,5%igen

Agarosegel analysiert. Die Aufreinigung erfolgte fir jede Reaktion mit je 3 ul des nach in

Tabelle 18 hergestellten Mix.

Tabelle 18: Reagenzien und Enzyme zur Aufreinigung.

Reagenzien und Enzyme

Menge [pl]

SAP (1 U/ul)
Exo | (10 U/ul)

10x SAP-Puffer

2,5
0,3

0,9

Gesamtvolumen

3

Die Aufreinigung fand eine Stunde lang bei 37 °C im Inkubator statt und wurde in 15

Minuten bei 80 °C im PCR-Gerat beendet. Anschlieend wurden die Proben zur Lagerung auf

8 °C heruntergekihlt oder bei 4 °C im Kihlschrank aufbewahrt. Um sich der erfolgreichen

Vor-PCR zu vergewissern, wurden je 5 upl der aufgereinigten Produkte im 2,5 %igen

Agarosegel analysiert (vgl. 2.2.2.1.4)

Im nachsten Arbeitsschritt wurden 3 pl SNaPshot-Mastermix (vgl. Tabelle 19) pro Reaktion

zusammen vermischt.
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Tabelle 19: Komponenten fiir den SNaPshot-Mastermix.

Reagenzien Menge [ul]
SNaPshot Reaktionsmix 1
Pooled Primermix 0,5

H,0 (bidestilliert) 1,5
Gesamtvolumen 3

Zusammen mit 2 ul aufgereinigtem PCR-Produkt wurde der SNaPshot-Mastermix in eine
384-Well-Platte aufgetragen und der SNaPshot-Reaktion unterzogen. Diese fand unter den in

Tabelle 20 folgenden Bedingungen im ThermoCycler statt:

Tabelle 20: Thermocyclerprogramm fiir die SNaPshot-Reaktion.

Temperatur Dauer Zyklen
96,0°C 2 min

96,0°C 10 sec

50,0°C 5 sec 25
60,0°C 30 sec

8,0°C bis zur Verwendung

Als ndchstes wurden zur Aufreinigung FastAP und FastAP-Puffer zu gleichen Anteilen
vermischt und von diesem Mix 1 pl pro Reaktion den Proben hinzugefiigt. Anschliefend
erfolgte die Aufreinigung der Produkte flr eine Stunde bei 37 °C im Inkubator. Danach
wurde die Reaktion bei 75 °C im ThermoCycler gestoppt. Die Proben wurden hiernach bei
4 °C gelagert oder direkt weiter fiir die Sequenzierung eingesetzt. Je 1 ul der Proben wurden
in eine Sequenzierungsplatte gegeben und 10,2 pl Mastermix fir die Sequenzierung
hinzugegeben. Die Zusammensetzung dieses Mastermix fiir die Sequenzierung zeigt Tabelle

21:
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Tabelle 21: Mastermix fiir die Sequenzierung.

Reagenzien Menge [pl]
Formaldehyd 10
GeneScan-120 LIZ 0,2
Gesamtvolumen 10,2

Nach erfolgreicher Sequenzierung wurden die Ergebnisse mittels GeneMapper Generic
ausgewertet. Abbildung 9 zeigt die Auswertung der Genotypisierungen von SNPs der Gene
CSQ1, €SQ2, PLN, SCN5A und MC4R. MC4R wurde zwar mituntersucht, ist aber fiir diese
Arbeit nicht weiter relevant. Abbildung 10: Auswertung der Genotypisierungen von SNPs der
Gene PLN, KCNH2 und KCNQ1. Abbildung 11: Auswertung der Genotypisierungen von SNPs der

Gene SCN5A, KCNQ1 und PLN..

o rs1805124 rs1805126  rs11129795 rs2229616  rs3010396 rs617698 rs1221081 rs2275703
200
00
100
ol - o I pT—
AfG T/T G/G c/c G/A c/T c/G AfA
rs1805124 rs1805126 rs11129795 rs2229616 rs3010396 rs617698 rs12210810 rs2275703
300
200
100 l
AfA c/T G/G c/c A/A T/T c/c c/c
- rs1805124 rs1805126 rs11129795 rs2229616 rs3010396 rs617698 rs12210810 rs2275703

. AA A

AlG c/c G/A G/G A/A c/T c/c Afc

Abbildung 9: Auswertung der Genotypisierungen von SNPs der Gene €5Q1, €5Q2, PLN, SCN5A und
MC4R.
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Abbildung 10: Auswertung der Genotypisierungen von SNPs der Gene PLN, KCNH2 und KCNQ1.
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Abbildung 11: Auswertung der Genotypisierungen von SNPs der Gene SCN5A, KCNQ1 und PLN.
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2.2.3 MafBlnahmen zur Kontaminationsvermeidung und

Ergebniskontrolle

Um eine Kontamination der PCR-Masteransatze mit DNA zu vermeiden, wurden die
Herstellung der Mastermischungen und das Hantieren mit DNA raumlich voneinander
getrennt. Die zum Pipettieren der Mastermischungen verwendeten Pipetten wurden
ausschlieBlich fir DNA-freies Arbeiten verwendet. So musste zur Hinzugabe der DNA in den

Mastermix in den Arbeitsbereich fiir das Arbeiten mit DNA gewechselt werden.

Die Pipettierschemata der verdiinnten und der unverdinnten DNA waren auf 96-Well-
Platten aufgetragen und entsprachen so den Pipettierschemata der PCR-Platten, sodass mit
einer 8-Kanal-Pipette DNA direkt von der DNA-Platte in die Platte fiir die PCR pipettiert und
so Pipettierfehler vermieden werden konnten. Weiterhin wurden von den DNA-Platten nur
jene mit 8er-Deckelketten verschlossenen Probenreihen geéffnet, die verwendet werden
sollten. Nach Verwendung wurde die jeweilige Probenreihe sofort wieder verschlossen,
bevor der Deckel von der nachsten Probenreihe genommen wurde. Vor Benutzung einer 96-
Well-Platte wurde diese zudem zentrifugiert. So konnte die Wahrscheinlichkeit verringert
werden, dass beim langsamen und vorsichtigen Offnen der Deckel DNA einer Probenreihe
unbeabsichtigt in andere Probenreihen gelangen konnte und diese kontaminierten.
Desweiteren konnte durch diese Arbeitsweise vermieden werden, dass die Deckelketten
beim Wiederverschliefen der Probenreihen untereinander vertauscht werden und etwaige
an den Deckeln sitzende DNA einer Probenreihe in andere Probenreihen gelangt. In diesem
Sinne wurden die 8er-Deckelketten beim WiederverschlieBen in der gleichen Richtung

angeordnet. Zur Orientierung sind die Deckelketten dazu an den Enden markiert.

Mindestens 20% der Proben wurden an verschiedenen Tagen mindestens doppelt
genotypisiert und die Ergebnisse reproduziert. Zur Kontrolle liefen bei jedem
Genotypisierungslauf Proben mit bekanntem Genotyp und auch Proben bei denen anstelle

von DNA H,0 hinzugegeben wurde, mit.

Die Verteilung der Genotypen wurde mit Hardy-Weinberg-Kalkulationen und auch mit

Werten aus der Literatur verglichen. So lieRen sich im Falle von auffalligen Abweichungen in
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den Genotypenhaufigkeiten samtliche Proben erneut von einer anderen unabhangigen

Person genotypisieren.

2.3 Statistische Analyse

In der Analyse wurden die Genotypen von 37 SNPs mit 21 klinischen und
elektrophysiologischen Parametern sowie Laborparametern verglichen. In der statistischen
Auswertung der Daten wurden die Verteilungen der metrischen Parameter mit Mittelwert
und Standardabweichung sowie dem Median und dem maximalen und dem minimalen Wert
angegeben. Die Angabe einer Standardabweichung im Rahmen einer parametrischen
Statistik basiert auf der Annahme, dass eine Normalverteilung der Parameter vorliegt. Bei
der GroRe des hier untersuchten Kollektivs sind die Werte jedoch nicht normal verteilt,
sodass die Testungen auf Signifikanz bei einer nicht-parametrischen Statistik angewandt
wurden. Anhand der absoluten und relativen Frequenzen wurden die kategoriellen und

ordinalen Parameter festgelegt.

Zu bemerken ist, dass die Assoziationen zwischen Genotyp und elektrophysiologischen
Parametern hier sehr haufig kein lineares Verhalten zeigen. Wenn Einzelbasenaustdausche zu
einem Funktionsgewinn oder Funktionsverlust des Genprodukts flihren, so ist allerdings ein
Trend zu erwarten, sodass der Effekt beim Variante-Homozygoten am Starksten und beim
Wildtyp-Homozygoten am Schwachsten ausgepragt ist. Aus diesem Grund wurden die
metrischen und ordinalen Parameter anhand des Jonckheere-Terpstra-Trend-Test mit den
Genotypen verglichen. Kategorielle Parameter hingegen wurden Uber den Cochran-

Armitage-Test mit den Allelvarianten verglichen.

In dieser Arbeit wurde das Signifikanzniveau fiir jeden angewandten statistischen Test mit
a=5% gewidhlt. Neben der Bestimmung der p-Werte wurden dieselben fiir jeden einzelnen
untersuchten SNP nach Bonferroni-Holm adjustiert (adjusted p-level). Alle Analysen wurden

mit der freien Statistiksoftware R, Version 2.14.1, durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Patientenkollektiv

In der EUTrigTreat-Studie wurden insgesamt 1000 Patienten rekrutiert. Tabelle 22 fasst die

Einschluss- und Ausschlusskriterien fiir diese Probanden zusammen.

Tabelle 22: Einschluss- und Ausschlusskriterien.

Einschlusskriterien Ausschlusskriterien
e Klinische Indikation zur ICD- e Kardiale
Implantation nach aktuellen Instabilitat/Dekompensation (z.B.
Richtlinien (Zipes et al. 2006) NYHA 1V, akutes Koronarsyndrom,

symptomatische Arrhythmien)

e Alter 218 Jahre e vor < 3 Monaten stattgehabte
perkutane Koronarintervention oder
Koronararterienbypass-OP

e schriftliche Einverstindniserklarung ¢ In mehr als 20% der mit dem ICD
gemessenen Zeit stattfindende
Schrittmachertherapie bei Patienten
mit single oder dual-chamber Gerit,
die sich zur Auswechselung des ICD-
Generators vorstellten

e negativer Schwangerschaftstest bei e ICD, die keine ventrikuldre
gebarfahigen Frauen Stimulation durch einen ICD-
programmer durchfiihren kénnen

e Keine Teilnahme an anderen e Gerate zur kardialen
klinischen Studien einen Monat Resynchronisationstherapie, die bis
bevor oder einen Monat nach zu 6 Monate zuvor implantiert
Aufnahme in die Studie wurden

Im Zeitraum von Januar 2010 bis Mai 2011 wurden die Blutproben von 253 der fiir die Studie
rekrutierten Patienten gesammelt. Von 251 Patienten wurden klinische Parameter erhoben.
In dieser Arbeit wurden jedoch lediglich die Blutproben von 250 Patienten verwendet, bei

denen sowohl genetisches Material gesammelt als auch klinische Daten erhoben worden
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sind. So wurden die Allelvarianten von 35 Polymorphismen bei 250 Patienten und fiir zwei

weitere Polymorphismen bei 249 Patienten determiniert.

Von den 251 Patienten, fir die klinische Daten erhoben worden waren, kamen 179 aus der
Universitatsmedizin Gottingen, 3 aus der Universitatsmedizin Utrecht, Niederlande, 34 aus
der Abteilung fur klinische Kardiologie der Universitat Leuven, Belgien, und 35 aus der
Abteilung Kardiologie des Attikon Hospital der Universitdt von Athen, Griechenland. Alle
Patienten waren entweder bereits Trager eines ICD, bekamen de novo einen ICD implantiert
oder ein altes Gerat ausgetauscht. Die Indikation zur Implantation des ICD wurde dabei nach
aktuellen Richtlinien gestellt (Zipes et al. 2006). Unter den Patienten bekamen 168 (67%)
einen ICD zur Primarpravention und 81 (33%) einen ICD zur Sekundarpravention. Das Alter
der untersuchten Probanden reichte von 21 bis 86 Jahren, die Geschlechterverteilung belief
sich auf 57 Frauen und 193 Manner. Das Patientenkollektiv wurde so zusammengestellt,
dass die Menge an Patienten mit koronarer Herzerkrankung und/oder stattgehabtem STEMI
nicht mehr als 60% und die Menge an Patienten mit Vorhofflimmern nicht mehr als 20%
betrug. Die Indikation zur ICD-Implantation wurde am Haufigsten aufgrund einer

ischamischen oder einer dilatativen Kardiomyopathie gestellt.
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3.2 Gemessene Parameter in der Stichprobe

Diskussion

Tabelle 23 fasst die unter den Probanden erhobenen Parameter mit Einheiten, Mittelwerten,
Standardabweichungen und Wertebereichen zusammen.

Tabelle 23: Gemessene Parameter in der Stichprobe. Fehlende Werte sind mit ,na
deklariert, fehlende Eintragungen mit ,,NA“.

"

Parameter Einheit Mittelwert Standardab- Median
/Haufigkeiten weichung +/-  (Bereich)

Alter Jahre 62 13 63,7 (21,6-
86,8)

Geschlecht

weiblich 57

mdnnlich 193

BMI kg/m? 28,4 5,5 28 (16,8-51,6)

NYHA-Klasse

/ 73

I-11 22

Il 74

1-111 34

1 47

LVEF % 42 12,5 42,8 (15-72)

Nt-proBNP ng/I 1345 2542 526 (5-20270)

Ventrikuldre 3133,0 7503,1 455 (0-73350)

Extrasystolen 24h

NSVT 24h 7,3 50,7 0 (0-720)

SDRR ms 112,5 44,1 108 (3-259,8)

RMSSD ms 35,2 40,5 24,4 (3-433,8)

HRT onset % -0,3 2,3 -0,1 (-11,4-9,3)

HRT slope ms/RR 5,4 5,6 3,3 (-0,3-35,2)

HRT-Kategorie

TO+TS normal 69

TO oder TS abnormal 61

TO+TS abnormal 51

na 50

NA 19

AC ms -7,7 8,23 -6 (-68,5-6,4)

DC ms 1,1 7,08 2,7 (-40,5-
12,7)
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Parameter Einheit Mittelwert Standardab- Median
[Haufigkeiten weichung +/-  (Bereich)

VT-Induzierbarkeit

Nein 186

Ja 41

na 2

NA 2

Induzierte Tachykardien

Kammerflimmern 3

Monomorphe VT 33

Polymorphe VT 5

na 2

NA 188

TWA max. neg. HF (Schlage pro 103,6 14,5 106 (55-139)
Minute)

TWA onset HF (Schlage pro 98,5 11,1 100 (77-120)
Minute)

TWA-Klassifikation

negativ 53

positiv 40

unbestimmt 19

na 1

NA 118

TWA-Amplitude in VM uv 3,24 2,49 1,5 (0,4-14,2)

TWA max. Amplitude A% 6,19 5,21 4,5 (0,7-26,3)

cQT- Zeit 460,4 51,1 270-632*

Herzfrequenz in Ruhe (Schlage pro 64,1 10,3 36-105*

Minute)

*Median nicht vorliegend.

3.3 Haufigkeiten der Genvarianten

Nach abgeschlossener Genotypisierung wurde gepriift, inwiefern die Haufigkeiten mit denen

die Allelvarianten auftraten, den Gesetzen des Hardy-Weinberg-Equilibriums folgen. Hierbei

ergaben sich fur drei Polymorphismen, rs1805126 und rs11129795 auf SCN5A sowie

rs1805123 auf KCNH2 Abweichungen. Genotypenverteilungen, die nicht im Hardy-Weinberg-

Equilibrium liegen, konnten z.B. dadurch zustande kommen, dass die Stichprobe fir die
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Population nicht reprasentativ ist oder, dass Fehler bei der Genotypisierung aufgetreten

sind. Tabelle 24 stellt die Haufigkeiten der Genvarianten dar.

Tabelle 24: Haufigkeiten der Genvarianten.

Gen rs- Wt- Vt- Wildtyp- Hetero- Variante- p (Hardy-
Nummer* Base/ Base/ Homozygot zygot Homozygot Weinberg-
AS AS Equilibrium)
HRC Ser96Ala Ser Ala 84 113 53 0,43
PLN 11756438 T G 54 119 77 0,82
11153768 G A 84 114 52 0,52
3734381 T C 57 130 63 0,81
11153730 C T 63 112 75 0,27
11970286 C T 82 117 51 0,74
12210810 C G 228 22 0 0,77
csal 2275703 C A 73 123 54 0,99
617698 T C 95 115 40 0,87
csQ2 3010396 G A 75 117 58 0,64
7536370 A C 116 110 24 0,96
CACNA1C 1051375 G A 128 96 26 0,46
1558322 T C 126 100 23 0,89
RYR2 3766871 C T 234 16 0 0,87
72549415 C T 246 4 0 0,99
6678625 G A 171 75 4 0,42
ADRB1 Ser49Gly Ser Gly 190 53 6 0,62
Arg389Gly  Arg Gly 132 102 16 0,82
ADRB2 Glyl6Arg Gly Arg 92 115 43 0,79
GIn27Glu Gln Glu 88 120 42 0,99
SCN5A 11710077 A T 153 80 17 0,36
1805124 A G 139 92 19 0,79
11708996 G C 189 58 3 0,82
3922844 A G 120 101 29 0,56
7638909 T G 154 81 15 0,62
1805126 T C 124 91 35 0,03
11129795 G A 160 90 0 0,002
KCNH2 3807375 G A 101 110 39 0,62
1805123 A C 147 79 24 0,03
2968863 C T 146 82 22 0,12
3815459 C T 143 91 16 0,96
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Gen rs- Wit- Vit- Wildtyp- Hetero- Variante- p (Hardy-

Nummer* Base/ Base/ Homozygot zygot Homozygot Weinberg-
AS AS Equilibrium)

KCNQ1 2237892 C T 233 16 1 0,47
12296050 T C 157 83 10 0,97
757092 G A 109 104 37 0,34

NOS1AP 10918859 G A 157 85 8 0,69
12084280 C G 207 40 3 0,80

ANK2 2107026 A T 167 77 6 0,71

*Dargestellt sind der Genname, die rs-Nummer, die Wildtyp- und Variante-Base sowie der p-Wert
des Hardy-Weinberg-Equilibriums. Soweit der Polymorphismus zu einem Aminosaureaustausch
fiihrte, sind an Stelle der Basen Wildtyp-Aminosaure und Variante-Aminosadure genannt.

3.4 Genetische Assoziationen

Die p-Werte der einzelnen Signifikanztests sind im Nachhinein zu adjustieren, um das
multiple Testen zu bericksichtigen. Die Adjustierung wurde nach der Bonferroni-Holm-
Methode vorgenommen. Hiernach fanden sich in der Untersuchung keine signifikanten
Beziehungen zu den gemessenen Genvarianten, wenn man die p-Werte auf das multiple
Testen adjustiert. Es fanden sich zwei Parameter welche mit adjustierten p-Werten von <
0,11 dieser berechneten Signifikanzniveau am nachsten sind. Hierbei handelte es sich zum
einen um die Assoziation zwischen der Dezelerationskapazitdat im Langzeit-EKG und dem
Genotyp in rs11708996 auf SCN5A bei einem nicht-adjustierten p-Wert von 0,003 und einem
adjustierten p-Wert von 0,11. Zum anderen handelte es sich um die Assoziation zwischen
der Dezelerationskapazitat im Langzeit-EKG und dem Genotyp im GIn27Glu-Polymorphismus
auf ADRB2. Der nicht-adjustierte p-Wert betragt hier 0,003 und der adjustierte 0,09.
Verzichtete man auf Adjustierung und nahm, wie in dieser Arbeit geschehen, ein
Signifikanzniveau von 0,03 an, so fanden sich einige interessante Assoziationen. Diese
eventuell in zukiinftigen Untersuchungen weiter zu analysierenden Befunde sind im
Folgenden dargestellt, hier beginnend mit den Assoziationen fiir Gene, die mit der

Kalziumregulation zusammenhéangen.
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3.4.1 Assoziationen mit Polymorphismen aus den Genen der
Kalziumhomoostase

Wie oben dargestellt, wurden insgesamt 37 Polymorphismen aus sechs Genen dieser Gruppe
untersucht. In der statistischen Auswertung waren davon zehn Polymorphismen signifikant,
jedoch kein Polymorphismus in CSQ1/CASQ1 und HRC. Tabelle 25 fasst die Assoziationen

dieser Polymorphismen mit der untersuchten phanotypischen Auspragung zusammen.

Tabelle 25: Assoziationen mit Polymorphismen aus den Genen der Kalziumhomodostase. Die
metrischen Parameter sind zundchst angegeben mit dem Mittelwert und der Standardabweichung
(+/-), darauffolgend dem Median und letztlich dem Mindest- und Hochstwert. Weiterhin sind der p-
Wert und in Klammern dahinter der nach Bonferroni-Holm adjustierte p-Wert angegeben. Fehlende
Werte sind mit ,,na“ deklariert, fehlende Eintragungen mit ,NA“.

rs- Klinischer Wildtyp- Heterozygot Variante- p
Nummer Parameter Homozygot Homozygot (adjus-
tiert)
rs11153768  NYHA-Klasse 0,02
| 24 (28,57%) 29 (25,44%) 20 (38,46%) (0,73)
I-11 4 (4,76%) 14 (12,28%) 4 (7,69%)
I 32 (38,1%) 32 (28,07%) 10 (19,23%)
-1 6 (7,14%) 17 (14,91%) 11 (21,15%)
M 18 (21,43%) 22 (19,3%) 7 (13,46%)
HRT-Kategorie 0,03
(0,85)
TO+TS normal 19 (34,55%) 40 (45,98%) 10 (25,64%)
TO oder TS 16 (29,09%) 23 (26,44%) 22 (56,41%)
abnormal
TO+TS 20 (36,36%) 24 (27,59%) 7 (17,95%)
abnormal
rs3734381 NYHA-Klasse 0,02
| 17 (29,82%) 32 (24,62%) 24 (38,1%) (0,66)
I-11 2(3,51%) 15 (11,54%) 5(7,94%)
I 27 (47,37%) 34 (26,15%) 13 (20,63%)
H-111 3(5,26%) 20 (15,38%) 11 (17,46%)
11 8 (14,04%) 29 (22,31%) 10 (15,87%)
rs12210810 TWA-Amplitude 3,3+/-1,513 4,75+/-2,69 NA+/-NA 0,03
VM (nv) (0,5; 6,5) 3,95 (2,5; 8,6) NA (NA; NA) (0,93)
rs11153730  SDRR (ms) 104,17+/- 111,2+/-42,25 121,7+/-48,54 0,03
40,77 108 (3;259,75)  116(23;223)  (0,96)
97 (18; 219)
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Gen rs- Klinischer Wildtyp- Heterozygot Variante- p
Nummer Parameter Homozygot Homozygot (adjus-
tiert)
PLN rs11756438 NYHA-Klasse 0,02
: | 21(38.89%) 32(26.89%) 20 (25.97%) (0.67)
I; 2 (3.7%) 16 (13.45%) 4 (5.19%)
-1 11 (20.37%) 32 (26.89%) 31 (40.26%)
n 11 (20.37%) 18 (15.13%) 5 (6.49%)
9 (16.67%) 21 (17.65%) 17 (22.08%)
csQ2 rs3010396 HRT-Kategorie 0,01
(0,29)
TO+TS normal 26 (48,15%) 34 (40,96%) 9 (20,45%)
TO oder TS 12 (22,22%) 28 (33,73%) 21 (47,73%)
abnormal
TO+TS 16 (29,63%) 21 (25,3%) 14 (31,82%)
abnormal
VT- 0,03
Induzierbarkeit (0,97)
Nein 47 (72,31%) 93 (85,32%) 46 (86,79%)
Ja 18 (27,69%) 16 (14,68%) 7 (13,21%)
TWA-Amplitude 3,01 +/-1,32 3,69 +/-3,12 2,61+/-1,68 0,03
VM (V) 2,7 (1,5; 5,5) 3(0,4; 14,2) 2(0,5; 6,2) (0,74)
TWA max. 6,02 +/-2,44 6,67 +/-5,25 5,54 +/-6,36 0,01
Amplitude (V) 6 (3;9) 4,6 (0,7; 19,4) 3,8(1; 26,3) (0,39)
CACNA1C rs1051375 induzierte 0,03
Tachykardien (0,83)
VF 0 (0%) 1(4,76%) 2 (12,5%)
monomorph 1(25%) 19 (90,48%) 13 (81,25%)
polymorph 3 (75%) 1(4,76%) 1(6,25%)
rs1558322 LVEF (%) 37 +/-13,42 41 +/-12,4 43,88 +/-11,93 0,03
40 (15; 55) 42 (15; 72) 45 (17; 70) (0,81)
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Gen rs- Klinischer Wildtyp- Heterozygot Variante- p
Nummer Parameter Homozygot Homozygot (adjus-
tiert)
RYR2 rs72549415 TWAonsetHF 99,15 +/-10,88 85,5 +/-7,78 NA +/- NA 0,01
(bmp) 100 (77;120) 85,5 (80; 91) NA (NA; NA) (0,41)
Herzfrequenzin 64,31 +/-10,17 52,75 +/-11,3 NA +/-NA 0,01
Ruhe 63 (42; 105) 57,5 (36; 60) NA (NA; NA) (0,19)
rs6678625 Turbulence 5.88+/-5.58  4.62+/-5.55 1.13+/-0.59 0,01
slope (ms/RR) 3.6 (-0.3, 2.5(-0.31,35.2) 1.13(0.72, (0,25)
28.35) 1.55)

3.4.1.1 Phospholamban (PLN)

Im Gen PLN fanden sich flir 5 SNPs Assoziationen zwischen Genotyp und den Befunden der
klinischen bzw. elektrophysiologischen Untersuchung. Zunachst wurde in rs11756438 eine
Assoziation mit der NYHA-Klasse verzeichnet (vgl. Abbildung 12). Hierbei unterschritt der p-
Wert mit 0,02 das Signifikanzniveau. Im selben Polymorphismus fand sich weiterhin eine
Assoziation mit der HRT-Kategorie im Langzeit-EKG . Hier betrug der p-Wert 0,03. Flr einen
anderen SNP in PLN, rs3734381, fand sich eine Assoziation des Genotyps mit der NYHA-
Klasse bei einem p-Wert von 0,02. Auch in rs12210810 bestand bei einem p-Wert von 0,03
eine Assoziation zwischen der TWA-Amplitude in der Ableitung VM und dem Genotyp.
Weiterhin fand sich eine Assoziation zwischen dem Genotyp in rs11153730 und SDRR im
Langzeit-EKG. Hierbei betrug der p-Wert 0,03. Zuletzt ist noch eine Assoziation zwischen der

NYHA-Klasse und dem Genotyp in rs11756438 bei einem p-Wert von 0,02 zu beachten.
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Abbildung 12: Assoziation zwischen dem Genotyp in rs11756438 auf PLN und der NYHA-Klasse. Die
Saulen auf der x-Achse sind jeweils einer NYHA-Klasse zugeordnet sowie einem Genotyp zugeordnet.
Auf der y-Achse ist der Anteil an Probanden mit den jeweiligen NYHA-Klassen prozentual
aufgetragen. Der Genotyp T/T stellt hierbei den Wildtyp-Homozygoten, T/G den Heterozygoten und
G/G den Variante-Homozygoten dar.

3.4.1.2 Calsequestrin 2 (CASQ2/CSQ2)

Im fir Calsequestrin 2 kodierenden Gen (CSQ2 fanden sich fir SNP rs3010396 vier
Assoziationen zwischen elektrophysiologischen Parametern und dem Genotyp.

Zundachst betraf dies die Kategorie der Herzfrequenzturbulenz bei einem p-Wert von 0,01.
Diese Assoziation wird in Abbildung 13 dargestellt. Weiterhin fanden sich Assoziationen
zwischen Genotyp und sowohl der TWA-Amplitude in der Ableitung VM als auch der
Induzierbarkeit von ventrikuldaren Tachykardien mit jeweils einem p-Wert von 0,03. Eine

andere Assoziation fand sich zwischen dem Genotyp und der Kategorie der
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Herzfrequenzturbulenz. Hierbei betrug der p-Wert 0,01. Zuletzt sei beim selben SNP noch
eine Assoziation zwischen Genotyp und der maximalen TWA-Amplitude in einer beliebigen

anderen Ableitung als VM bei einem p-Wert von 0,01 bemerkt.

.

Anteil [%]

L

TO + TS normal TO or TS abnormal TO + TS abnormal
HRT-Kategorie

Abbildung 13: Assoziation zwischen dem Genotyp in rs3010396 in CSQ2 und der Kategorie der
Herzfrequenzturbulenz (HRT). Die Saulen auf der x-Achse sind jeweils einer Kategorie der
Herzfrequenzturbulenz zugeordnet sowie einem Genotyp zugeordnet. Beim Genotyp G/G handelt es
sich dabei um den Wildtyp-Homozygot, bei G/A um den Heterozygoten und bei A/A um den
Variante-Homozygot. Auf der y-Achse ist der Anteil an Probanden mit den jeweiligen Kategorien
prozentual aufgetragen.
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3.4.1.3 CACNA1C

Im Gen CACNAIC zeigten sich bei der Analyse zwei Assoziationen zwischen Genotyp und
Phanotyp bei 2 SNPs. Die erste Assoziation fand sich fiir rs1051375. Hier ist eine Assoziation
zwischen der Art induzierter Tachykardie und dem Genotyp darzustellen, bei einem p-Wert
von 0,03. Die zweite Assoziation fand sich zwischen dem Genotyp in rs1558322 und der

linksventrikuldren Ejektionsfraktion (LVEF) der Probanden bei einem p-Wert von 0,03.

3.4.1.4 Ryanodin2-Rezeptor (RYR2)

Fiir 2 Polymorphismen im Gen des Ryanodin2-Rezeptor fanden sich Assoziationen mit den in
dieser Arbeit erhobenen klinischen beziehungsweise elektrophysiologischen Parametern.
Hierbei war der Genotyp in rs72549415 sowohl mit der Herzfrequenz, bei der ein TWA-onset
auftritt, als auch mit der Herzfrequenz in Ruhe bei einem p-Wert von jeweils 0,01 assoziiert.
Fir diesen Polymorphismus fand sich kein Variante-Homozygot unter den Probanden.
Weiterhin war der Genotyp in rs6678625 mit dem turbulence slope bei einem p-Wert von

0,01 signifikant.
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3.4.2 Assoziationen mit Polymorphismen aus Genen der
B-adrenergen Stimulation am Herzen

In der Gruppe aus Genen der R-adrenergen Stimulation des Herzens wurden je 2
Polymorphismen aus ADRB1 und ADRB2 analysiert, wobei sich fiir insgesamt drei
Polymorphismen signifikante Assoziationen fanden. Tabelle 26 fasst die Assoziationen dieser

Polymorphismen mit der untersuchten phanotypischen Auspragung zusammen.

Tabelle 26: Assoziationen mit Polymorphismen aus den Genen der B-adrenergen Stimulation am
Herzen. Die metrischen Parameter sind zundchst angegeben mit dem Mittelwert und der
Standardabweichung (+/-), darauffolgend dem Median und letztlich dem Mindest- und Hochstwert.
Weiterhin sind der p-Wert und in Klammern dahinter der nach Bonferroni-Holm adjustierte p-Wert
angegeben. Fehlende Werte sind mit ,,na“ deklariert, fehlende Eintragungen mit ,NA"“.

Gen AS- Klinischer Wildtyp- Heterozygot Variante- P
Austausch Parameter Homozygot Homozygot (adjus-
tiert)
ADRB1 Arg389Gly TWA onset HF 104,59 +/-12,7 101,15 +/-16,51 105,57 +/-20,54 0,02
(bmp) 107 (80; 139) 100,5 (55,120) 120 (68; 120) (0,57)
ADRB2 Gly16Arg Holter HRT 0,02
Kategorie (0,51)
TO+TS normal 11 (25,58%) 38 (33,04%) 20(21,74%)
TO oder TS 9 (20,93%) 21 (18,26%) 31(33,7%)
abnormal
TO+TS 13 (30,23%) 26 (22,61%) 12 (13,02%)
abnormal
na 7 (16,28%) 21 (18,26%) 22 (23,91%)
NA 3 (6,98%) 9(7,83%) 7 (7,61%)
GIn27Glu Holter AC (ms) -6,25 +/-3,74 -8,54 +/-10,64 -8,06 +/-6,22 0,01
-5,57 (-18,74;  -5,99 (-68,45; -7,08 (-28,47; (0,34)
1,45) 3,67) 6,37)
Holter DC (ms) 2,71 +/-4,04 0,48 +/-8,77 0+/-5,8 0,003
3(-11,47; 2,57 (-40,53; 2,13 (-13,13; (0,09)
8,94) 12,71) 8,05)
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3.4.2.1 B,-adrenerger Rezeptor (ADRB1)

Fir ADRB1 fand sich einzigst eine signifikante Assoziation zwischen dem Arg389Gly-
Polymorphismus und der Onset-Herzfrequenz, bei der ein Daueralternans auftritt. Das
Signifikanzniveau betrug hierbei 0,02. Fir einen anderen Polymorphismus auf diesem Gen,
Ser49Gly, fanden sich keinerlei signifikante Assoziationen mit den hier verwendeten

klinischen Parametern.

3.4.2.2 B,-adrenderger Rezeptor (ADRB2)

Unter den beiden untersuchten Polymorphismen im Gen ADRB2 fanden sich insgesamt 3
Assoziationen mit den erhobenen elektrophysiologischen Parametern.

Zunachst lieR sich bei einem p-Wert von 0,02 eine Assoziation zwischen dem Genotyp im
Gly16Arg-Polymorphismus und der Kategorie der Herzfrequenzturbulenz feststellen.

Fir den GIn27Glu-Polymorphismus fanden sich 2 signifikante Assoziationen. So war hier der
Genotyp mit der Akkzelerationskapazitdt im Langzeit-EKG bei einem p-Wert von 0,01
assoziiert. Weiterhin war die Assoziation zwischen dem Genotyp im selben Polymorphismus
und der Dezelerationskapazitdt im Langzeit-EKG bei einem p-Wert von 0,003 signifikant. Hier
betrug der adjustierte p-Wert 0,09. Abbildung 14 zeigt die Verteilung der Werte fir die

Dezelerationskapazitat unter den Genotypen.
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Abbildung 14: Assoziation zwischen der Dezelerationskapazitdt im Langzeit-EKG und dem Genotyp
im GIn27Glu-Polymorphismus. Auf der y-Achse findet sich die Dezelerationskapazitdt in
Millisekunden aufgetragen. Auf der x-Achse sind die Genotypen in der Reihenfolge Wildtyp-
Homozygot, Heterozygot und Variante-Homozygot aufgetragen.

3.4.3 Assoziationen mit Polymorphismen in Genen der kardialen
elektrischen Erregung

In dieser Arbeit wurden insgesamt 14 Polymorphismen in 3 Genen analysiert, deren
Expression eine Rolle in der kardialen elektrischen Erregung spielen. Hierbei fanden sich
insgesamt 12 Assoziationen bei Polymorphismen auf SCN5A und KCNQ1. Tabelle 27 fasst die
Assoziationen dieser Polymorphismen mit den untersuchten phanotypischen Auspragungen

Zzusammen.
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Tabelle 27: Assoziationen mit Polymorphismen in Genen der kardialen elektrischen Erregung. Die
metrischen Parameter sind zundchst angegeben mit dem Mittelwert und der Standardabweichung
(+/-), darauffolgend dem Median und letztlich dem Mindest- und Hochstwert. Weiterhin sind der p-
Wert und in Klammern dahinter der nach Bonferroni-Holm adjustierte p-Wert angegeben.

Gen rs- Klinischer Wildtyp- Heterozygot Variante- p
Nummer Parameter Homozygot Homozygot (adjustiert)

SCN5A  rs3922844 Holter SDRR 136,44 +/- 110,71 +/- 108,66 +/- 0,02 (0,61)

(ms) 38,9 43,62 44,39
136 (65; 211) 106 (3; 215) 105 (18;
259,75)
Holter RMSSD  53,85+/- 34,25+/-50,56  31,62+/- 0,03 (1)
(ms) 37,66 48 (11; 23 (3; 433,8) 29,64
167,48) 24 (3; 227,52)
NoninvEP 0,01 (0,32)
induzierte
Tachykardie
VF 2 (66,67%) 1 (4,76%) 0 (0%)
monomorph 1(33,33%) 18 (85,71%) 14 (82,35%)
polymorph 0 (0%) 2 (9,52%) 3(17,65%)
rs11708996  TWA max. 6,63+/-3,82 5,49+/-2,955  6,75+/-3,18 0,03 (0,91)

Amplitude 6,5(1,5;21)  (1,5;12,5) 6,75 (4,5; 9)
(nv)
Holter HRT 0,03 (0,89)
Kategorie

TO+TS normal 52 (38,81%) 17 (37,78%) 0 (0%)

TO oder TS 50 (37,31%) 11 (24,44%) 0 (0%)
abnormal
TO+TS 32 (23,88%) 17 (37,78%) 2 (100%)
abnormal
Holter DC(ms) 1,75 +/-6,3 -0,17 +/-8,12 -11,61 +/- 0,003 (0,11)
3,07 (-40,53; 1,56 (-31,95; 19,2
12,71) 8,57) -11,61 (25,19;
1,97)
rs1805126 Holter DC(ms) 0,57+/-7,08 1,37+/-6,98 2,66+/-7,38 0,01 (0,21)
2,29 (-40,53; 2,92 (-31,95; 4,42 (-25,19;
12,71) 9,09) 8,57)
rs1805124 Holter PVC 24h  1875,16+/- 4271,58+/- 7133,88+/- 0,03 (0,86)
4194,08 341 7716,26 17998,26
(1; 30077) 949 (0; 38205) 1685 (4;
73347)
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Gen rs- Klinischer Wildtyp- Heterozygot Variante- p
Nummer Parameter Homozygot Homozygot (adjustiert)
SCN5A rs11710077  Holter NSVT 7,11+/-58,87  6,59+/-33,92 12,71+/- 0,03 (0,81)
24h 0 (0; 720) 0(0; 291) 36,57
0 (0; 150)
rs7638909 Nt-proBNP 1313,53+/- 1500,98+/- 707,25+/- 0,03 (0,96)
(ng/1) 2834,04 1990,95 1167,42
433 (5; 956 (12; 9752) 151 (35;
20273) 3432)
KCNQ1 rs2237892 NoninvEP 0,03 (0,85)
induzierte
Tachykardie
VF 3 (7,5%) 0 (0%) 0 (NA)
monomorph 33 (82,5%) 0 (0%) 0 (NA)
polymorph 4 (10%) 1(100%) 0 (NA)
3.4.3.1 SCN5A

Im Gen SCN5A fanden sich fir 11 Polymorphismen signifikante Assoziationen mit den
erhobenen klinischen Parametern. Zunachst sei eine bei einem p-Wert von 0,02 signifikante
Assoziation zwischen dem Genotyp in rs3922844 und einem Parameter der
Herzfrequenzvariabilitdt, der SDRR, beschrieben. Fir den selben Polymorphismus fand sich
weiterhin  eine signifikante Assoziation mit einem weiteren Parameter der
Herzfrequenzvariabilitat, namlich der RMSSD. Hier betrug der p-Wert 0,03. Eine dritte
signifikante Assoziation fand sich zwischen diesem Polymorphismus und der Art von

induzierter Tachykardie. Der p-Wert hierfir betrug 0,01.

Weiterhin wurde eine Assoziation zwischen dem Polymorphismus rs11708996 und der
maximalen Amplitude in einer beliebigen Brustwandableitung auBer VM bei positivem
Alternans gefunden. Fir diese Assoziation war der p-Wert bei 0,03 innerhalb des
festgelegten Signifikanzniveaus. Fir den selben Polymorphismus zeigte sich weiterhin eine
bei p=0,03 signifikante Assoziation mit der Herzfrequenzturbulenz-Kategorie im Langzeit-EKG
und eine bei 0,003 signifikante Assoziation mit der Dezelerationskapazitat im Langzeit-EKG.

Bei Letzterer betrug der adjustierte p-Wert 0,11. Abbildung 15 stellt diese Assoziation dar.
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Abbildung 15: Assoziation zwischen der Dezelerationskapazitdt im Langzeit-EKG und dem Genotyp
in rs11708996. Auf der y-Achse findet sich die Dezelerationskapazitat in Millisekunden aufgetragen.
Auf der x-Achse sind die Genotypen in der Reihenfolge Variante-Homozygot, Heterozygot und
Wildtyp-Homozygot aufgetragen.

Eine weitere Assoziation fand sich zwischen dem Polymorphismus rs1805126 und der
Dezelerationskapazitat im Langzeit-EKG bei einem p-Wert von 0,01. Abbildung 16 stellt die

Daten dar, die die Assoziation aufzeigen.
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Abbildung 16: Assoziation zwischen der Dezelerationskapazitat im Langzeit-EKG und dem Genotyp
in rs1805126. Auf der y-Achse findet sich die Dezelerationskapazitdt in Millisekunden aufgetragen.
Auf der x-Achse sind die Genotypen in der Reihenfolge Variante-Homozygot, Heterozygot und
Wildtyp-Homozygot aufgetragen.

Des weiteren zeigte sich eine bei einem p-Wert von 0,03 signifikante Assoziation zwischen
dem Polymorphismus rs1805124 und der Anzahl ventrikuldrer Extrasystolen im Langzeit-
EKG. Zwischen dem Polymorphismus rs11710077 und der Zahl nicht-anhaltender
ventrikuldrer Tachykardien im Langzeit-EKG fand sich auflerdem eine signifikante Assoziation

mit dem Nt-proBNP-Wert. Hierflir betrug der p-Wert 0,03.

3.43.2 KCNQ1

In dieser Arbeit wurden drei Polymorphismen in KCNQ1 hinsichtlich Assoziationen mit den
gemessenen Parametern analysiert. Lediglich bei einem Polymorphismus, rs2237892, wurde
eine Assoziation verzeichnet. Bei einem p-Wert von 0,03 war hier die Art einer induzierten

Tachykardie mit dem Genotyp in diesem Polymorphismus assoziiert.
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3.4.4 Assoziationen mit Polymorphismen in nitric oxidase
synthase-1 adaptorprotein (NOS1AP)

In dieser Arbeit wurden zwei SNPs in NOSI1AP analysiert, von denen zu einem eine
Assoziation mit einem elektrophysiologischen Parameter ausgemacht werden konnte.

Tabelle 28 zeigt diese Assoziation.

Tabelle 28: Assoziation mit einem Polymorphismus in NOS1AP. Die metrischen Parameter sind
zunachst angegeben mit dem Mittelwert und der Standardabweichung (+/-), darauffolgend dem
Median und letztlich dem Mindest- und Hochstwert. Weiterhin sind der p-Wert und in Klammern
dahinter der nach Bonferroni-Holm adjustierte p-Wert angegeben.

Gen rs- Klinischer  Wildtyp- Heterozygot Variante- p
Nummer Parameter Homozygot Homozygot (adjustiert)

NOS1AP rs12084280 Holter SDRR  108,5+/-42,21  133,31+/-50,24 123,33+/-28,02 0,01 (0,24)
(ms) 105 (3; 219) 126 (58; 259,75) 132 (92, 146)
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3.4.4.1 NO-Synthetase-1-Adapterprotein (NVOS1AP)

Flr den Polymorphismus rs12084280 in NOS1AP fand sich eine signifikante Assoziation bei
einem p-Wert von 0,01. Diese konnte zwischen dem Genotyp und der Standardabweichung
aller RR-Intervalle im Langzeit-EKG ausgemacht werden. In Abbildung 17 stellt die Daten dar,

die diese Assoziation aufzeigen.
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Abbildung 17: Assoziation zwischen der Standardabweichung aller RR-Intervalle im Langzeit-EKG

und dem Genotyp in rs12084280. Auf der y-Achse findet sich die Dezelerationskapazitat in

Millisekunden aufgetragen. Auf der x-Achse sind die Genotypen in der Reihenfolge Wildtyp-
Homozygot, Heterozygot und Variante-Homozygot aufgetragen.
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3.4.5 Assoziationen mit Polymorphismen in Genen des
kardiomyozytaren Zytoskeletts

Von Genen des kardiomyozytaren Zytoskeletts wurde lediglich ein Gen, ANK2 und darin ein

Polymorphismus analysiert. Hierbei zeigte sich eine Assoziation auf signifikantem Niveau.

3.4.5.1 Ankyrin2 (ANK2)

Im Gen ANK2 wurde rs2107026 analysiert. Dabei zeigte sich eine Assoziation zwischen dem
Genotyp und der maximalen Amplitude in der Ableitung VM bei positivem T-Wellen-
Alternans. Hierflr betrug der p-Wert 0,03.

Eine zweite Assoziation findet sich bei einem p-Wert von 0,03 zwischen demselben
Polymorphismus und der Standardabweichung aller RR-Intervalle im Langzeit-EKG. Tabelle
29 zeigt die Assoziationen dieses Polymorphismus mit den elektrophysiologischen

Parametern.

Tabelle 29: Assoziationen mit Polymorphismen in ANK2. Die metrischen Parameter sind zunachst
angegeben mit dem Mittelwert und der Standardabweichung (+/-), darauffolgend dem Median und
letztlich dem Mindest- und Hochstwert. Weiterhin sind der p-Wert und in Klammern dahinter der
nach Bonferroni-Holm adjustierte p-Wert angegeben.

Gen rs- Klinischer Wildtyp- Heterozygot Variante- p
Nummer Parameter Homozygot Homozygot (adjustiert)
ANK2 rs2107026 TWA 3,24+/-1,5 3,63+/-1,86 4,25+/-0,35 0,03 (1)
Amplitude VM 3 (0,5; 6,5) 3,2(1,2;8,6) 4,25 (4;4,5)
(nv)
Holter SDRR 116,29+/- 106,9+/-40,11  79,6+/-11,01 0,03 (1)
(ms) 46,06 107 (24;223) 79 (65; 96)
114 (3;
259,75)
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4 Diskussion

4.1 Ubersicht iiber die Ergebnisse

Nach Adjustierung der p-Werte beziliglich multiplen Testens zeigten sich keine statistisch
signifikanten  Assoziationen zwischen dem Genotyp und den klinischen bzw.
elektrophysiologischen Parametern. Nachdem die elektrophysiologischen Parameter als
Risikofaktoren fiir den plotzlichen Herztod ausgewahlt wurden kann man den Schluss ziehen,
dass die in dieser Arbeit untersuchten Allelvarianten keinen Einfluss auf das Auftreten des
plotzlichen Herztods ausiiben, oder zumindest keinen erheblichen, der an 250 Patienten zu
erkennen ware. Moglich ist aber auch, dass die angewandten klinischen bzw.
elektrophysiologischen Parameter einen nur relativ geringen pradiktiven Wert fir das Risiko

des plotzlichen Herztods haben.

Allerdings fanden sich, wenn man auf eine Adjustierung der p-Werte verzichtet, mehrere
Assoziationen bei einem angenommenen Signifikanzniveau von 0,03. Dies betraf insgesamt
35 SNPs in den Genen PLN, CACNA1C, RYR2 ADRB1, ADRB2, SCN5A, KCNQ1 CS5Q2, NOS1AP
und ANK2. Weder bei Adjustierung, noch bei Nicht-Adjustierung der p-Werte fanden sich

jedoch in Polymorphismen von €SQ1, KCNH2 und HRC signifikante Assoziationen.

Besonders interessant waren zwei Assoziationen, bei denen die adjustierten p-Werte nahe
dem hierfiir angenommenen Signifikanzniveau von 0,05 sind. Dies betraf zum einen eine
Assoziation zwischen dem Genotyp im GIn27Glu-Polymorphismus auf ADRB2 und der
Dezelerationskapazitat im Langzeit-EKG. Diese Assoziation war bei einem nicht-adjustierten
p-Wert von 0,003 signifikant. Der adjustierte p-Wert war mit 0,09 dem angenommenen

Signifikanzniveau nahe.

Bei der zweiten interessanten Assoziation handelte es sich um eine solche zwischen dem

Polymorphismus rs11708996 auf SCN5A und der Dezelerationskapazitit im Langzeit-EKG.
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Diese war bei einem nicht-adjustierten p-Wert von 0,003 signifikant. Der adjustierte p-Wert

war bei 0,11 nahe des angenommenen Signifikanzniveaus.

4.2 Genotypenhaufigkeiten: Eigene Daten und
Literaturdaten im Vergleich

Die meisten Minor-Allelfrequenzen (MAF), die in der Literatur angegeben wurden, lagen
nahe an den in dieser Arbeit gefundenen Werten. Fir manche SNPs fanden sich in der
Literatur keine Angaben zur Minor-Allelfrequenz, es wurde dann mit den Daten der HapMap
Datenbank fiir Probanden européischer Abstammung verglichen. Es wurde untersucht, ob
die Genotypenverteilung den Regeln des Hardy-Weinberg-Equilibriums folgte. Unter den 37
untersuchten SNPs erfiillten die Genotypenhaufigkeiten von 3 SNPs in der einzelnen
Betrachtung nicht die Bedingungen fir das Hardy-Weinberg-Equilibrium. Dies betraf die
SNPs rs1805126 und rs11129795 auf SCN5A sowie rs1805123 auf KCNH2. Die Abweichungen
vom Hardy-Weinberg-Equilibrium sind fir alle SNPs betrachtet nicht signifikant, da auch hier
das Prinzip des multiplen Testens beachtet werden muss. Es liegt kein p-Wert unterhalb des
nach einfachem Bonferroni-Verfahrens ermittelten Signifikanzniveaus von 0,00135.
Genotypenverteilungen, die nicht im Hardy-Weinberg-Equilibrium liegen, kdénnten z.B.
dadurch zustande kommen, dass die Stichprobe fiir die Population nicht reprasentativ ist,
oder dass Fehler bei der Genotypisierung aufgetreten sind. Tabelle 30 zeigt die ermittelten

und in der Literatur beschriebenen Haufigkeiten der Genotypen im Vergleich.
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Gen SNP Literaturangabe MAF Ermittelte
(Literatur) MAF
Gene der Kalziumhomdoostase
HRC Ser96Ala Arvanitis et al. 2008 0,44
PLN rs11756438 Newton-Cheh 2009 0,47 0,54
rs11153768 Vasan et al. 2009 0,47 0,44
rs3734381 0,43* 0,51
rs11153730 Sotoodehnia et al. 2010 0,49 0,52
rs11970286 Pfeufer et al. 2010 0,49 0,44
rs12210810 Pfeufer et al. 2010 0,07 0,04
csQ1l rs2275703 Fu et al. 2004 0,5 0,46
rs617698 Fu et al. 2004 0,35 0,39
CcsQ2 rs7536370 Westaway et al. 2011 0,34 0,32
rs3010396 Westaway et al. 2011 0,46 0,46
CACNA1C rs1051375 Beitelshees et al. 2009 1* 0,29
rs1558322 Westaway et al. 2011 0,28 0,29
RYR2 rs3766871 Arvanitis et al. 2010 0,04* 0,03
rs72549415 *x 0,01
rs6678625 Westaway et al. 2011 0,15 0,17
Gene der kardialen B-adrenergen Stimulation
ADRB1 Ser49Gly Nicoulina et al. 2010 ok 0,13
Arg389Gly Leineweber und Heusch 2009 0,31* 0,27
ADRB2 Glyl6Arg Leineweber und Heusch 2009 ok 0,4
GIn27Glu Leineweber und Heusch 2009 0,47 0,4
Gene der elektrischen Herzerregung
SCN5A rs11710077 Sotoodehnia et al. 2010 0,2 0,23
rs1805124 Gouas et al. 2005 0,18 0,26
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Gen SNP Literaturangabe MAF Ermittelte
(Literatur) MAF
rs11708996 Sotoodehnia et al. 2010 0,2 0,13
SCN5A rs3922844 Smith et al. 2011 0,27* 0,32
rs7638909 Smith et al. 2009 0,4* 0,22
rs1805126 Gouas et al. 2005 0,32 0,32
rs11129795 Pfeufer et al. 2010 0,25 0,18
KCNH2 rs3807375 Newton-Cheh et al. 2007 0,38 0,38
rs1805123 Newton-Cheh et al. 2007 0,24 0,25
rs2968863 Pfeufer et al. 2010 0,23 0,25
rs3815459 Pfeufer et al. 2010 0,5 0,25
KCNQ1 rs2237892 Westaway et al. 2011 0,38 0,04
rs12296050 Pfeufer et al. 2010 0,19 0,21
rs757092 Pfeufer et al. 2010 0,18 0,36

Gene kardialer Strukturpoteine

Westaway et al. 2011

ANK2 rs2107026 0,16 0,18

Sonstige Gene

NOSIAP  rs10918859  \Westaway etal. 2011 0,19 0,2
rs12084280 Westaway et al. 2011 0,11 0,1

*Vergleich mit HapMap-Datenbank fiir Probanden europaischer Abstammung
** kein Vergleich mit der HapMap-Datenbank verfligbar

4.3 Assoziationen mit Genvarianten der Kalziumhomoostase

4.3.1 Histidine-rich calcium binding protein (HRC)

In dieser Arbeit fanden sich keine signifikanten Assoziationen zwischen Polymorphismen in
HRC und den klinischen, bzw. elektrophysiologischen, Parametern. Arvanitis et al. fanden
allerdings eine statistisch signifikante Assoziation zwischen der Ala-Variante im Ser96Ala-

Polymorphismus und lebensbedrohlichen ventrikuldren Arrhythmien und plotzlichem
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Herztod bei Patienten mit idiopathischer dilatativer Kardiomyopathie (Arvanitis et al. 2008).
Diese Arbeit konnte keine derartige Assoziation oder einen Hinweis auf mogliche

Zusammenhange liefern.

4.3.2 Phospholamban (PLN)

Die Assoziationen, die bei SNPs in PLN gefunden wurden, betrafen die NYHA-Klasse, die
Kategorie der Herzfrequenzturbulenz im Langzeit-EKG sowie die Standardabweichung aller

RR-Intervalle im Langzeit-EKG und der TWA-Amplitude in der Ableitung VM.

In der Literatur wird hier eine Assoziation zwischen einer Variante des SNP rs11756438 in
der Ndhe von PLN und langerer QT-Intervalllange beschrieben (Newton-Cheh 2009).
Weiterhin ist eine Mutation in PLN beschrieben, die zur erblichen dilatativen
Kardiomyopathie fihrt (Schmitt et al. 2003). Sowohl die vergroRerte QT-Intervalllange als
auch die dilatative Kardiomyopathie beglinstigen das Auftreten kardialer Arrhythmien.
Jedoch wurde in dieser Arbeit keine Assoziation zwischen Genotypen in PLN und der
frequenzadaptierten QT-Zeit gefunden. Auch fand sich keine relevante Publikation, die
Allelvarianten in PLN mit genau den in dieser Arbeit angewandten elektrophysiologischen
Parametern, zur Risikostratifizierung des plétzlichen Herztods nutzen und sich mit den

Ergebnissen dieser Arbeit vergleichen lieSen.

4.3.3 Calsequestrin 1 (CSQ1/CASQ1)

Die Analysen der Polymorphismen in CSQ1 ergaben keinerlei signifikante Assoziationen mit
den hier gemessenen Parametern, weder bei adjustierten noch bei nicht-adjustierten p-

Werten.

In mehreren Publikationen wurden bei Allelvarianten von SNPs in diesem Gen Assoziationen
mit Typ-2-Diabetes gefunden, welche sich gut mit der funktionellen Rolle des Proteins bei
der Glucoseaufnahme in die Muskelzelle vereinbaren lasst (Das et al. 2004; Fu et al. 2004).
Eine Assoziation mit Merkmalen, die mit dem Typ-2-Diabetes korrelieren, wie etwa dem
BMI, ware zu erwarten gewesen. Jedoch wurde in dieser Arbeit keine solche Assoziation

ausgemacht.
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4.3.4 Calsequestrin 2 (CSQ2/CASQ2)

Lediglich ein  Polymorphismus in CSQ2, rs3010396, weist Assoziationen mit
elektrophysiologischen Parametern auf. Zum einen gibt es eine Assoziation mit der Kategorie
der Herzfrequenzturbulenz und zum anderen eine Assoziation mit der Induzierbarkeit
ventrikuldrer Tachykardien. Auffallig ist, dass zwei Assoziationen mit Parametern des T-
Wellen-Alternans ausgemacht werden konnten, namlich mit der TWA-Amplitude in
Ableitung VM und der maximalen Amplitude in einer beliebigen anderen Ableitung, wenn

der TWA-Test positiv ausgefallen war.

Dies ist insofern interessant, als ein pathologischer T-Wellen-Alternans (iber eine gestorte
Kalziumhomoostase am Myozyten Ausdruck einer gestérten Repolarisation am
Kardiomyozyten sein kann (Arvanitis et al. 2010). Hierzu ist in der Literatur weiterhin
beschrieben, dass das Auftreten eines TWA bei geringeren Ryanodinkonzentrationen eher
unterdriickt wird. Da Calsequestrin 2 zusammen mit dem Ryanodin2-Rezeptor, Triadin und
dem histidine-rich calcium binding protein einen quaterndren Wirkkomplex bildet, sind
Auswirkungen von Polymorphismen in CSQ2 auf Parameter des T-Wellenalternans denkbar.
Weiterhin ist in der Literatur eine signifikante Assoziation zwischen Allelvarianten in diesem

SNP und dem pl6tzlichen Herztod beschrieben (Westaway et al. 2011).

4.3.5 CACNA1C

In der Literatur sind Assoziationen zwischen SNPs auf CACNA1C, welches fir eine a-
Untereinheit des L-Typ-Kalziumkanals kodiert, und syndromalen QT-Verlangerungen
beschrieben (vgl. 1.4.11). Im SNP rs1051375 fand sich in dieser Arbeit eine Assoziation
zwischen der Allelvariante und der Art von induzierten Tachykardien. Hier ist ein
funktioneller Zusammenhang zwischen Genotyp und Phanotyp gut denkbar, da syndromale
QT-Verlangerungen das Risiko fiir kardiale Rhythmusstorungen erhdhen. Es ist beschrieben,
dass missense-Mutationen in diesem Gen zum Long-QT-Syndrom vom Typ 8 fihrten (Camm
et al. 2006). Weiterhin handelt es sich um das einzige Gen welches fir das Timothy-Syndrom

verantwortlich zu sein scheint (Gillis et al. 2011).

105



Diskussion

Des Weiteren fand sich in dieser Arbeit eine Assoziation zwischen einem weiteren
Polymorphismus dieses Gens, rs1558322, und der linksventrikuldaren Ejektionsfraktion

(LVEF).

Da hier die adjustierten p-Werte aller gefundenen Assoziationen nicht unterhalb des
angenommenen Signifikanzniveaus waren, ist es denkbar, dass diese Polymorphismen
eventuell nur geringen Einfluss auf das Risiko des plotzlichen Herztodes ausiliben. Dennoch

kdnnte sich in einer groReren Stichprobe hier ein signifikanter Zusammenhang offenbaren.

4.3.6 Ryanodin2-Rezeptor (RYR2)

Fiir einen Polymorphismus in RYR2, rs72549415, wurde eine Assoziation mit der Onset-
Herzfrequenz, bei der ein Daueralternans auftritt, gefunden. Bei dem selben
Polymorphismus fand sich weiterhin eine Assoziation mit der Herzfrequenz in Ruhe. Hierbei
gilt jedoch zu bedenken, dass in der Stichprobe keine Variante-Homozygoten ausgemacht
wurden. Es ist denkbar, dass die hier gefundenen Assoziationen bei einer groReren

Stichprobe bedeutsam schwacher ausfallen wiirden.

In  der Literatur sind Assoziationen zwischen Genotypen in RyR2 und der
Auftrittswahrscheinlichkeit  ventrikularer Arrhythmien sowie plétzlichem  Herztod

beschrieben (Ran et al. 2010).
Bei adjustierten p-Werten lber dem angenommenen Signifikanzniveau ist es insgesamt

denkbar, dass Einflisse auf die gemessenen Parameter durch die in dieser Arbeit

analysierten Polymorphismen in RyR2 eine wenig bedeutsame Rolle spielen.
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4.4 Assoziationen mit Genvarianten aus dem adrenergen
System

4.4.1 B,-adrenerger Rezeptor (ADRB1)

In dieser Arbeit fand sich eine Assoziation zwischen dem Genotyp im Arg389Gly-
Polymorphismus und der maximal negativen Frequenz im T-Wellen-Alternans-Test. Jedoch
ist hier der nicht-adjustierte p-Wert mit 0,57 oberhalb des angenommenen

Signifikanzniveaus, sodass hier ein Zufallsbefund gut denkbar ist.

In der Literatur sind Unterschiede in der linksventrikularen Ejektionsfraktion zwischen
Genotypen in ADRB1 und ADRB2 Postmyokardinfarktpatienten unter R-Blockertherapie
(McLean et al. 2011) beschrieben. Dabei waren relativ hohe linksventrikuldre
Ejektionsfraktionen mit der Arg389-Variante in ADRB1 assoziiert. Eine signifikante
Assoziation zwischen linksventrikularer Ejektionsfraktion und den Genotypen in ADRB1 und

ADRB2 konnte in dem hier untersuchten Patientenkollektiv nicht ausgemacht werden.

4.4.2 B,-adrenerger Rezeptor (ADRB2)

In der Gengruppe des adrenergen Systems wurde weiterhin auf ADRB2 im SNP Glyl6Arg,
eine Assoziation zwischen den Allelvarianten und der Kategorie der Herzfrequenzturbulenz
gefunden. Fir den GIn27Glu- Polymorphismus fanden sich Assoziationen mit der
Akkzelerations- und Dezelerationskapazitdat im Langzeit-EKG. Die Assoziation zwischen dem
Genotyp in diesem Polymorphismus und der Dezelerationskapazitat ist bei Betrachtung der
p-Werte besonders interessant, da hier der adjustierte p-Wert von 0,09 dem
angenommenen Signifikanzniveau nahe kommt. Es ist daher gut denkbar, dass es sich

hierbei um einen echten Zusammenhang handelt.

In der Literatur findet sich zu diesem Polymorphismus eine Assoziation mit reduzierter
linksventrikuldrer  Ejektionsfraktion  bei  Postmyokardinfarktpatienten  unter  R-
Blockertherapie als Marker fiir Remodeling (McLean et al. 2011). Fir den Glyl6Arg-

Polymorphismus hingegen wurde in derselben Arbeit keine Assoziation mit der
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linksventrikuldren Ejektionsfraktion ausgemacht. Dieses Ergebnis stimmt mit den in dieser

Arbeit erhobenen Befunden Uberein.

4.5 Assoziationen mit Genvarianten in der kardialen
elektrischen Erregung

4.5.1 SCN5A

In 7 Polymorphismen in SCN5A wurden insgesamt 11 Assoziationen gefunden. Zunachst sei
die Assoziation zwischen dem Genotyp in rs3922844 und zwei Parametern der
Herzfrequenzvariabilitdat dargestellt, namlich der RMSSD im Langzeit-EKG. Hier fanden sich
jeweils in der Gruppe der Wildtyp-Homozygoten die grofRten und in der Gruppe der
Variante-Homozygoten die kleinsten Werte, sodass ein Trend zu erkennen war. Im Rahmen
der Literaturrecherche konnten hier keinerlei Beschreibungen von Assoziationen zwischen
SCN5A-Varianten und der Herzfrequenzvariabilitdt gefunden werden, die dieses Ergebnis
bestdtigen wirden. Auch zeigten die groRen adjustierten p-Werte von gréRer 0,6, dass es

sich hier allenfalls um schwache Assoziationen handelt.

Eine weitere Assoziation fand sich zwischen dem Genotyp in diesem SNP und der Art von
induzierter Tachykardie. In der Gruppe der Homozygoten und der Variante-Heterozygoten
konnten hier am Haufigsten monomorphe ventrikuldare Tachykardien induziert werden, in
der Gruppe der Wildtyp-Homozygoten jedoch am Haufigsten ein Kammerflimmern. Hier

koénnte eine weitere Untersuchung in einem grélReren Patientenkollektiv interessant sein.

Far den SNP rs11708996 fand sich in dieser Arbeit eine Assoziation mit der maximalen
Amplitude in einer beliebigen anderen Ableitung aufler VM, wenn der TWA-Test positiv
ausgefallen war. Hier zeigte sich in der Gruppe der Heterozygoten der kleinste Mittelwert,
sodass ein Trendverhalten, wie es den genetischen Prinzipien der Merkmalsauspragung
entspricht, nicht vorhanden ist. Die Standardabweichungen in dieser Stichprobe sind
weiterhin im Vergleich zu den Differenzen der Mittelwerte fiir alle Genotypen groR.
Zusammen mit dem adjustierten p-Wert von 0,91% legt die verhaltnismaRig grofRe Streuung

einen Zufallsbefund nahe.
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Des Weiteren wurde eine Assoziation zwischen der Variante in diesem Polymorphismus und
der Kategorie der Herzfrequenzturbulenz ausgemacht. Dabei fanden sich in der Gruppe der
Variante-Homozygoten lediglich zwei Probanden mit abnormalem TO und TS, und keine
Probanden mit anderen Kategorien der Herzfrequenzturbulenz. In der Gruppe der Wildtyp-
Homozygoten fanden sich die meisten Probanden in allen drei Kategorien, sodass sich ein
Trend abzeichnete. Zwar genilgt die Genotypenverteilung den Kriterien des Hardy-
Weinberg-Equilibriums, jedoch ist angesichts der lediglich 3 Variante-Homozygoten
gegeniber 183 Wildtyp-Homozygoten und 58 Heterozygoten in der Stichprobe, die Analyse
einer grolBeren Stichprobe sinnvoll. In der Zusammenschau der Argumente und bei
Beachtung des adjustierten p-Werts von 0,89 ist eine bedeutsame Assoziation hier eher

unwahrscheinlich.

Darilber hinaus fanden sich Assoziationen zwischen der Dezelerationskapazitdt im Langzeit-
EKG und dem Genotyp in rs1805126. Hier zeichnete sich ein Trend ab mit der kleinsten
medianen Dezelerationskapazitat in der Gruppe der Wildtyp-Homozygoten und den groliten
Werten in der Gruppe der Variante-Homozygoten. Jedoch waren die Standardabweichungen
in dieser Stichprobe im Vergleich zu den Differenzen der Mittelwerte fiir alle Genotypen
grofl. Zusammen mit dem adjustieren p-Wert von 0,21% legt die verhaltnismaBig grole

Streuung einen Zufallsbefund nahe.

Eine andere Assoziation fand sich zwischen dem Genotyp in rs1805124 und der Zahl der
ventrikuldaren Extrasystolen im Langzeit-EKG. Hier zeichnete sich ein Trend ab mit dem
kleinsten Median in der Gruppe der Wildtyp-Homozygoten und dem groRten Median in der
Gruppe der Variante-Homozygoten. Allerdings waren in dieser Stichprobe die
Standardabweichungen im Vergleich zu den Differenzen der Mittelwerte fir alle Genotypen
grol. Diese vergleichsweise grofle Streuung legt, zusammen mit dem adjustierten p-Wert

von 0,86 einen Zufallsbefund nahe.

Weiterhin war der Genotyp in rs11710077 signifikant mit der Zahl der nicht-anhaltenden

ventrikularen Tachykardien im Langzeit-EKG assoziiert. Aus verschiedenen Griinden ist

jedoch hier ein Zufallsbefund wahrscheinlich: Die Standardabweichungen in dieser
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Stichprobe waren im Vergleich zu den Differenzen der Mittelwerte fiir alle Genotypen groR,

der adjustierte p-Wert betrug 0,81 und ein Trend liel8 sich nicht verzeichnen.

Eine andere Assoziation fand sich zwischen dem Genotyp in rs7638909 und dem Nt-proBNP-
Wert. Jedoch ist hier allenfalls von einem Zufallsbefund auszugehen, da der adjustierte p-
Wert mit 0,96 nahe 1 war, ein Trend sich nicht abzeichnete und die Standardabweichungen
in dieser Stichprobe im Vergleich zu den Differenzen der Mittelwerte fir alle Genotypen

grol} waren.

Die Assoziation zwischen der Dezelerationskapazitdt im Langzeit-EKG und dem Genotyp in
rs11708996 ist besonders interessant. Beachtlich ist hier, dass die Assoziation bei
Betrachtung des nicht-adjustierten p-Werts von 0,003 stark zu sein scheint. Auch bei
Betrachtung des adjustierten p-Werts, zeigt sich, dass dieser sich bei 0,11 nah am
angenommenen Signifikanzniveau befindet. Hier kdnnte die Analyse einer groReren Kohorte
eine stdrkere Assoziation offenbaren und einen Hinweis auf einen bedeutsamen
Zusammenhang liefern. Fiir alle anderen vorbeschriebenen Assoziationen mit Genvarianten
von SCN5A sind die adjustierten p-Werte fern des angenommenen Signifikanzniveaus,

sodass hier Zufallsbefunde gut denkbar sind.

SCN5A kodiert fiir die a-Untereinheit des Na, 1.5, einem Na'-Kanal, der maRgeblich die
depolarisierenden Strome des Aktionspotential ermdglicht. Mutationen in SCN5A kénnen zu
vielen verschiedenen Erkrankungen fihren, wie Vorhofflimmern, Long-QT-Syndrom vom Typ
3, idiopathischem Kammerflimmern, dem Brugada- oder Sick-Sinus-Syndrom (Camm et al.
2006). Weiterhin sind Assoziationen mit SCN5A-Varianten und Progressive Cardiac
Conduction Disease (PCCD), einer unter anderem zu Bradykardie flihrenden Herzerkrankung

beschrieben (Martin et al. 2011).

4.5.2 KCNQ1

KCNQ1 kodiert fur das Protein KvLQT1/minK, einem spannungsabhangigen Kaliumkanal, der
in der Repolarisationsphase des Aktionspotential hyperpolarisierend aktiv ist. In dieser

Arbeit fanden sich Assoziationen zwischen den Allelvarianten eines SNPs in KCNQ1 und der
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Art von induzierter Tachykardie. In der Gruppe der Wildtyp-Homozygoten konnten dabei am
Haufigsten monomorphe Tachykardien induziert werden. Weiterhin fanden sich in dieser
Gruppe mit Abstand die meisten Individuen mit sowohl induziertem Kammerflimmern, als
auch polymorphen ventrikularen Tachykardien. Jedoch gilt hier zu beachten, dass innerhalb
des Probandenkollektivs 233 Wildtyp-Homozygoten gegeniiber 16 Heterozygoten und
lediglich einem Variante-Homozygoten determiniert wurden. Insofern ware ein grolReres
Probandenkollektiv zur Beurteilung einer Assoziation zwischen Genotyp und Phanotyp

notwendig.

In der Literatur sind fiir dieses Gen Mutationen beschrieben, die zum Long-QT-Syndrom vom
Typ 1 (LQT1) sowie zum Short-QT-Syndrom fiihren (Beckmann 2011). Allerdings fand sich in
dieser Arbeit keine Assoziation mit der frequenzkorrigierten QT-Zeit, sodass unsere

Ergebnisse nicht mit der Literatur Gbereinstimmen.

4.5.3 KCNH2

Fiir Genvarianten von KCNH2, dessen Genprodukt fiir einen K*-lonenkanal kodiert, der eine
wichtige Rolle in der Repolarisierung des kardiomyozytaren Aktionspotentials spielt, fanden
sich in dieser Arbeit keinerlei Assoziationen mit den erhobenen klinischen und

elektrophysiologischen Parametern.

Gouas et al. konnten zeigen, dass bei rs1805123 (K897T) Minor-Alleltragern signifikant
gehauft kirzere QT-Intervalle auftraten als bei Probanden anderer Allelgruppen (Gouas et al.
2005). Dieses Ergebnis konnte in dieser Arbeit nicht repliziert werden. Porthan et al. fanden
weiterhin, dass Allelvarianten in rs3807375 keinen Einfluss auf die Parameter der T-
Wellenmorphologie nehmen (Porthan et al. 2010). Auch Koskela et al. fanden keinen
statistisch signifikanten Effekt von diesem Polymorphismus auf die T-Wellen-Amplitude
(Koskela et al. 2008). Die Ergebnisse dieser beiden Arbeiten sind mit den hier gemachten

Beobachtungen vereinbar.
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4.6 Assoziationen mit Genvarianten aus dem Bereich des
kardiomyozytaren Kontraktionsapparates

4.6.1 ANK2

Far Varianten von rs 2107026 auf ANK2 fanden sich zwei Assoziationen mit
elektrophysiologischen Parametern. Zum einen handelte es sich dabei um eine Assoziation
zwischen dem Genotyp und der TWA-Amplitude in der Ableitung VM. Zum anderen zeigte
sich eine Assoziation mit der Standardabweichung aller RR-Intervalle im Langzeit-EKG.
Jedoch fallt hier bei naherer Betrachtung der Einzelwerte auf, dass die
Standardabweichungen im Vergleich zu den Differenzen der Mittelwerte fir alle Genotypen
grofd sind. Zusammen mit dem adjustierten p-Wert von 1 legt diese verhaltnismaRig groflle

Streuung einen Zufallsbefund nahe.

Es wurde erwartet eine Assoziation zwischen SNP-Varianten und der Herzfrequenz in Ruhe
zu finden. Hierzu ist in der Literatur beschrieben, dass Dysfunktionen des Genprodukts von
ANK2, Ankyrin-B, zu einer Sinusknotendysfunktion fiihren (Wolf et al. 2013). Dieses Ergebnis

aus der Literatur konnte in dieser Arbeit nicht reproduziert werden.

4.7 Assoziationen mit Polymorphismen im Gen fiir das Nitric

oxidase synthase-1 Adaptorprotein (NOS1AP)

Es wurde in NOSIAP eine Assoziation zwischen den Allelvarianten von rs12084280 und
einem Parameter der Herzfrequenzvariabilitdt, der Standardabweichung aller RR-Intervalle
im Langzeit-EKG, gefunden. Jedoch fanden sich hier die hchsten Werte in der Gruppe der
Heterozygoten, sodass ein Trend-Verhalten, wie es nach den genetischen Prinzipien der
Merkmalsauspragung zu erwarten ist, fehlte. Daher ist ein Zufallsbefund wahrscheinlich,

zumal der adjustierte p-Wert 0,24 betragt.

Bei NOSIAP handelt es sich um ein Gen, dessen Rolle beim Auftreten von
Herzrhythmusstorungen noch nicht geklart ist (Westaway et al. 2011). In der Literatur sind

jedoch innerhalb von Assoziationsstudien Assoziationen zwischen haufigen SNP-Varianten
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im Gen und dem plotzlichen Herztod sowie einem verlangerten QT-Intervall beschrieben.

Eine derartige Assoziation konnte in dieser Arbeit nicht reproduziert werden.

4.8 Ausblick und kritische Diskussion von Starken und
Schwachen

Nach der Analyse der ausgewdhlten Polymorphismen konnten keine Allelvarianten
identifiziert werden, welche eindeutig eine Pradisposition fiir lebensbedrohliche
Herzrhythmusstérungen und dem plotzlichen Herztod sein kénnten. Die hier ermittelten
Assoziationen waren unter dem Aspekt des multiplen Testens nicht signifikant. Daflir, dass
nur eher schwache Assoziationen gefunden wurden, kommen mehrere Griinde infrage. Im
Rahmen der EUTrigTreat-Studie wurden 1000 Patienten rekrutiert, von denen in dieser
Arbeit nur die Genotypen und klinischen Parameter von 250 Patienten determiniert und
analysiert wurden. Es konnte sein, dass sich bei einer groeren Kohorte einige Assoziationen
als eindeutig starker oder schwacher erweisen wiirden und sich so Annahmen deutlich
bestatigen oder widerlegen lassen wirden. Davon unberihrt bleibt die Mdoglichkeit, dass
manche oder gar alle Polymorphismen keinen bedeutsamen Einfluss auf das Auftreten des

plotzlichen Herztods ausiiben und die Assoziationen zufallig aufgetreten sind.

Die Ergebnisse konnten auch in Ermangelung ausreichender Heterogenitat der Stichprobe
nicht reprasentativ flr die hier untersuchte kaukasische Population sein. Jedoch waren die
hier gefundenen Minor-Allelfrequenzen stets nahe an den in der Literatur beschriebenen
Werten. Auch sind Fehler in den Messungen und der Auswertung der Messergebnisse
moglich, die trotz strengen Qualitdtsmanagements und mehrfacher Uberpriifung zu falschen
genotypischen Determinierungen gefiihrt haben konnten. Allerdings hatte dies bei einer
gewissen Schwere auffallen kénnen, z.B. durch insuffiziente Erflllung des Hardy-Weinberg-
Equilibriums oder bei auffalliger Abweichung der Minor-Allelfrequenzen dieser Kohorte mit

denen aus der Literatur.

Die spezifischen elektrophysiologischen Parameter waren vielversprechend fir die
Risikostratifizierung des plotzlichen Herztods. Im follow up der EUTrigTreat-Studie wird es

moglich sein, Signifikanztests zwischen dem Auftreten von lebensbedrohlichen
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Herzrhythmusstorungen und dem Genotyp durchzufiihren. Es ist moglich, dass diese
Ergebnisse eine hohere statistische Verlasslichkeit aufweisen werden als die Ergebnisse die
sich in dieser Arbeit fanden. Nach Ablauf der follow-up-Periode wird es moglich sein die

Pradiktionsfahigkeit dieser Parameter genauer zu ermitteln.

In den Messungen der elektrophysiologischen Parameter zeigt sich, dass sich die Werte
unter den Allelvariantentrager nicht eindeutig voneinander unterschieden. Obwohl diese
Kohorte Patienten umfasste, die alle ein hohes Risiko fir lebensbedrohliche
Herzrhythmusstorungen aufwiesen, hatten wir erwartet, dass die elektrophysiologischen

Marker eindeutig unterschiedliche Risikoprofile unter den Patienten aufzeigen wiirden.

In Zukunft wird es sicher noch weitergehende genomweite Resequenzierungen und
Assoziationsstudien geben, die SNPs auf den von uns erwahlten Genen identifizieren, welche
starke Assoziationen aufzeigen. Auch die Identifizierung von assoziationsstarken SNPs auf
anderen Genen, die bei unserer auf Kandidatengene fixierten Herangehensweise nicht
berlicksichtigt wurden, wird es sicherlich geben. Nach Feststellung von solchen
reproduzierbar starken Assoziationen kénnte dann eine Uberpriifung der pradiktiven
Fahigkeiten erfolgen, beispielsweise in Langzeitstudien. Die Identifizierung eines fir den
plétzlichen Herztod pradisponierenden Genotyps kdonnte die gangige Risikostratifizierung
erganzen und verbessern. In der Folge konnten mehr Patienten, die einen ICD bendétigen,
einen solchen bekommen, und weniger Patienten, die niemals von der Therapie profitieren
wirden, keinen ICD implantiert bekommen. Die in dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse
tragen dazu bei einen Biomarker zur Risikostratifizierung des plotzlichen Herztods in Zukunft
finden zu kénnen. Auf diese Weise wirde in Zukunft eine addquate Indikation zur ICD-

Therapie besser gestellt werden kdnnen.
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5 Zusammenfassung

Der plotzliche Herztod ist eine haufige Komplikation bei Herzkranken, die in etwa 75% der
Falle auf eine lebensbedrohliche Herzrhythmusstorung zurlickgeht. Bei Patienten mit
koronarer Herzerkrankung gehen etwa 50% der Todesfdlle auf den plotzlichen Herztod
zuriick. Daher bekommen Risikopatienten zunehmend ein ICD implantiert. Die
Risikostratifizierung des plotzlichen Herztods ist dabei verbesserungswiirdig, da sehr viele
Patienten, denen ein ICD implantiert wurden, niemals klinisch davon profitieren. Diese
Patienten kénnen wir heute allerdings noch nicht im Voraus identifizieren.

Diese Arbeit ist Teil der klinischen EUTrigTreat-Studie, die unter anderem eine Verbesserung
der Risikostratifizierung des plotzlichen Herztods zum Ziel hat. In dieser Arbeit wurden 250
Patienten mit ICD nach Genotypen untersucht, die mit dem Auftreten von
lebensbedrohlichen Herzrhythmusstérungen assoziiert sind. Hierfir wurden 37
Einzelnukleotidpolymorphismen aus 12 Kandidatengenen genotypisiert und der
Zusammenhang zwischen den Allelvarianten und kardiologisch-elektrophysiologischen
Parametern untersucht. Unter Letzteren waren zum Beispiel die Herzfrequenzvariabilitat, die
Herzfrequenzturbulenz und der T-Wellen-Alternans. Bei den Kandidatengenen handelte es
sich um solche, die fiir Proteine der kardialen Kalziumhomoostase, der kardiomyozytaren
lonenregulation, der B-adrenergen kardialen Stimulation, fiir kardiale Strukturproteine sowie
fiir ein NO-Synthetase Adapterprotein kodieren.

Unter strenger Adjustierung auf multiples Testen fand sich lediglich eine signifikante
Assoziation zwischen dem Genotyp in einem Polymorphismus im ANK2 und der
schwarzafrikanischen Ethnie. Es ist jedoch angesichts der GroRe der Stichprobe, die lediglich
einen einzigen Probanden nicht-kaukasischer Ethnie einschlieBt, von keinem echten
Zusammenhang auszugehen, sodass diese Assoziation hier keine weitere Berlicksichtigung
fand. Ohne Beriicksichtigung des multiplen Testens in einer explorativen Analyse zeigen sich
jedoch einige weitere Assoziationen wenn man, wie hier geschehen, ein Signifikanzniveau
von 0,03 annimmt.

In zwei Polymorphismen von CS5Q2 fanden sich Assoziationen mit der Kategorie der
Herzfrequenzturbulenz und der Induzierbarkeit ventrikuldarer Tachykardien. Auffallig war,

dass hier zwei weitere Assoziationen mit Parametern des T-Wellen-Alternans ausgemacht
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werden konnten. Dies ist insofern interessant, als ein pathologischer T-Wellen-Alternans
Uber eine gestorte Kalziumhomoostase am Myozyten Ausdruck einer gestorten
Repolarisation am Kardiomyozyten sein kann (Arvanitis et al. 2010). Hierzu ist in der Literatur
weiterhin  beschrieben, dass das Auftreten eines TWA bei geringeren
Ryanodinkonzentrationen eher unterdriickt wird. Da Calsequestrin 2 zusammen mit dem
Ryanodin2-Rezeptor, Triadin und dem histidine-rich calcium binding protein einen
qguaterndaren Wirkkomplex bildet, sind Auswirkungen von Polymorphismen in CSQ2 auf

Parameter des T-Wellenalternans denkbar.

In der Literatur ist beschrieben worden, dass bei Minor-Alleltragern des K897T-
Polymorphismus in KCNH2 signifikant kiirzere QT-Intervalle auftreten. Dieser Befund konnte
in dieser Arbeit nicht repliziert werden. Das Ergebnis unserer Analysen ist jedoch mit einer
anderen in der Literatur beschriebenen Beobachtung vereinbar. So fanden auch wir keinerlei
Einfluss von Allelvarianten SNP rs3807375 im Gen KCNH2 auf Parameter der T-

Wellenmorphologie.

Diese Arbeit sollte die Frage klaren, ob es Haufungen bestimmter Genvarianten bei
Patienten mit Herzrhythmusstérungen gibt und ob es Polymorphismen gibt, die sich als

Biomarker zur Pradiktion des pl6tzlichen Herztods eignen kénnen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit geben nur schwachen Anhalt dafiir, dass die hier untersuchten
Polymorphismen bei Arrhythmiepatienten gehauft vorkommen oder ein erhdhtes Risiko
einen plotzlichen Herztod zu erleiden, mit sich bringen. Es ist moglich, dass tatsachlich keine
der untersuchten Genvarianten in relevanter kausaler Beziehung zum Auftreten
lebensbedrohlicher Herzrhythmusstorungen steht. Allerdings bleibt zu prifen, ob unter den
Allelvariantentragern signifikant unterschiedlich oft lebensbedrohliche Herzrhythmus-

storungen auftreten werden, welche durch unsere und elektrophysiologischen Parameter

ungeniigend vorhergesagt werden konnten.

Diese Arbeit hat zur Suche neuer Marker zur Risikostratifizierung des plétzlichen Herztods
beigetragen. Es ist absehbar, dass in Zukunft z.B. in Assoziationsstudien noch weitere

Polymorphismen in denselben oder anderen Genen identifiziert werden, in denen nach
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starken Assoziationen zwischen Genotyp und dem Risiko des pl6tzlichen Herztodes gesucht
wird. Es ist denkbar, dass auf diese Weise noch Biomarker gefunden werden, die die

derzeitigen Mittel der positiven Pradiktion erganzen.
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