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Abstract

Zonulin is the only known endogenous modulator of tight junctions. To this

day, most studies have focused on its e�ect on intestinal permeability. As-

sociations with several intestinal conditions like celiac disease are well esta-

blished. Tight junctions, however, are present in almost all tissues. Previous

results suggest an involvement in systemic in�ammation and development of

auto-immunity in general. But data on possible associations of zonulin with

extraintestinal disease is scarce. We aimed to investigate a possible connection

between zonulin and heart and kidney disease. In a cohort of 229 patients with

severe heart conditions (patients with icd implants) serum zonulin was measu-

red by ELISA and correlated with selected markers of cardiovascular risk and

cardiorenal disease status. Three striking correlations were found: zonulin and

GFR (ρ = 0.36, p < 0.001), zonulin and homoarginine (ρ = 0.25, p = 0.003),

zonulin and carboxymethyllysine-calprotectin (ρ = −0.23, p = 0.005). Sur-

prisingly, zonulin was associated with markers of low cardiovascular risk in

those three cases. These novel �ndings are not yet fully understood but might

indicate additional functions of zonulin apart from regulating gut permeability.
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Abstract

Zonulin ist aktuell der einzige bekannte endogene Regulator von Tight Junc-

tions. Bisher ist es vor allem als Mediator der intestinalen Permeabilität un-

tersucht. Seine Rolle in der Pathophysiologie intestinaler Erkrankungen wie

der Zöliakie ist belegt. Tight Junctions üben jedoch nicht nur im Darm, son-

dern in allen Organsystemen wichtige Funktionen aus. Es gibt einige Hinweise

auf eine Beteiligung von Zonulin bei systemischen Entzündungs- und Autoim-

munprozessen. Allerdings mangelt es aktuell an Daten zu möglichen Zusam-

menhängen mit extraintestinalen Erkrankungen. Unser Ziel war es, hypothe-

tische Assoziationen zwischen Zonulin und Herz- und Nierenerkrankungen zu

untersuchen. Dazu haben wir in einer Kohorte von 229 Patienten mit schwe-

ren Herzerkrankungen (ambulant betreute Träger eines AICD-Aggregates) den

Serum-Zonulinspiegel mittels ELISA gemessen und auf Korrelationen mit aus-

gewählten etablierten Markern für kardiovaskuläres Risiko, Entzündung und

den kardiorenalen Krankheitsstatus untersucht. Wir konnten drei au�ällige

Korrelationen feststellen: Zonulin und GFR (ρ = 0, 36, p < 0, 001), Zonulin

und Homoarginin (ρ = 0, 25, p = 0, 003), Zonulin und CML-Cal-protectin

(ρ = −0, 23, p = 0, 005). Überraschenderweise korrelierte Zonulin in allen

drei Fällen mit Markern für ein niedrigeres kardiovaskuläres Risiko. Der Hin-

tergrund dieser bisher nicht bekannten Korrelationen ist noch unklar, unsere

Ergebnisse weisen jedoch auf weitere Funktionen von Zonulin neben der Re-

gulation der intestinalen Permeabilität hin.
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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Hintergrund

Tight Junctions (TJs), auch Zonulae occludentes (ZOs) genannt, gehören zu

den Zell-Zell-Verbindungen. Sie sind in der Lage, den Raum zwischen Zellen

abzudichten und so die parazelluläre Passage vieler Substanzen zu verhindern.

Lange stellte man sich TJs als starre Barrieren vor, als �Zement�, der Zellver-

bände versiegelt. Mittlerweile ist jedoch bekannt, dass die Eigenschaften von

TJs variabel sind und durch physiologische sowie pathophysiologische Prozes-

se verändert werden. Pathologische Veränderungen von TJs wurden bei vielen

Erkrankungen beschrieben (bspw. bei malignen Neoplasien, bei C.-di�cile-

Infektionen oder bei chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen), die endoge-

ne Regulation ist jedoch bis jetzt nur unvollständig aufgeklärt. Zonulin ist der

einzige bekannte körpereigene Regulator von TJs: Zonulin erhöht reversibel

ihre Durchlässigkeit und steigert so bspw. die Darmpermeabilität. [Wang u. a.,

2000; Fasano, 2001] Aktuell wird der Zonulin-Plasmaspiegel als Kriterium zur

Feststellung eines sog. �Leaky-Gut-Syndroms� genutzt, d.h. einer gesteigerten

Durchlässigkeit der Darmwand. Des Weiteren wurden Assoziationen des Zonu-

linspiegels mit verschiedenen entzündlichen Erkrankungen festgestellt, bspw.

mit der Zöliakie oder dem Diabetes mellitus Typ I. [Fasano, 2011] Die von

Zonulin regulierten TJs werden nicht nur im Epithel des Verdauungstraktes

exprimiert, sondern spielen bekanntermaÿen auch in der Lunge, in den Nieren-

tubuli und letztlich in allen Epithelien eine entscheidende Rolle. [Hou, 2014;

Günzel u. Yu, 2013] Somit könnte Zonulin bei vielen anderen Erkrankungen,
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die mit TJ-Veränderungen einhergehen, ggf. ein diagnostischer oder sogar the-

rapeutischer Ansatzpunkt sein.

Die biochemische Charakterisierung von Zonulin, die Aufklärung seiner Rol-

le in Physiologie und Pathophysiologie und die Evaluation eines möglichen

klinischen Nutzens stehen jedoch noch am Anfang. Die vorliegende Arbeit

beschäftigt sich mit der Hypothese, dass Zonulin auch bei der Entwicklung

von Herz- und Niereninsu�zienz eine Rolle spielen könnte und möchte einen

Beitrag zur Aufklärung der Zonulinwirkung leisten. Dazu haben wir Zonulin

und verschiedene etablierte Parameter für Herz- und Niereninsu�zienz, kar-

diovaskuläres Risiko und Entzündungsprozesse in einem kardiovaskulär stark

belastetem Kollektiv (Patienten mit einem AICD) gemessen und auf Zusam-

menhänge untersucht.

1.2 Tight Junctions

Benachbarte Zellen werden im Körper durch verschiedene Proteinkomplexe

miteinander verbunden, die unter anderem der Stabilität und der interzel-

lulären Kommunikation dienen (für eine Übersicht siehe Abbildung 1.1). TJs

sind schlieÿende Zell-Zell-Verbindungen, die die parazelluläre Passage von Sub-

stanzen regulieren. Die Aufklärung ihrer Funktionsweise und Struktur geht

auf Farquhar u. Palade [1963] zurück. Hielt man sie anfangs noch für simple

Di�usionsbarrieren, so wurde mit der Zeit klar, dass ihre Durchlässigkeit für

verschiedene Substanzen variabel ist. [Frömter u. Diamond, 1972] Mittlerweile

ist darüber hinaus bekannt, dass TJs auch für die Polarität von Zellverbänden,

d.h. für die Abgrenzung apikaler und basaler Zellmembranen, und damit für

die Funktionsweise sämtlicher Epithelien verantwortlich sind. [Lee u. a., 2006]

Bis heute ist Zonulin der einzige bekannte endogene Regulator von TJs.

1.2.1 Aufbau von TJs

Eine einzelne Tight Junction besteht aus einem Band von Proteinen, das in

den Plasmamembranen der zu verbindenden Zellen verankert ist. Seit 1986

konnten immer mehr an Tight Junctions beteiligte Proteine identi�ziert wer-

den: diese können gruppiert werden in Gerüstproteine, die die Verbindung mit

dem Zytoskelett herstellen, und transmembranäre Proteine, die mit den Ge-
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung verschiedener Zell-Zell-

Verbindungen (mit freundlicher Genehmigung von Amboss) [Amboss,

2020]

rüstproteinen verbunden sind und ihrerseits die Kontakte mit benachbarten

Zellen ermöglichen. [Stevenson u. a., 1986; Van Itallie u. Anderson, 2014]

1.2.2 Bedeutung von TJs

Die Bedeutung von TJs wird in jenen Zellverbänden besonders deutlich, in

denen die parazelluläre Passage bestimmter Substanzen erforderlich ist, an-

dere Substanzen aber am Durchtritt gehindert werden müssen. Dazu gehören

die Darmmukosa, das Endothel, das Nephron und das respiratorische Epithel.

[Alberts u. a., 2002; Stamatovic u. a., 2016; Hou, 2014; Schlingmann u. a., 2015]

Bedeutung im Darm

Die Funktion des Darms besteht nicht nur im Austausch von niedermolekula-

ren Nährsto�en und Flüssigkeiten, sondern auch in der Immunabwehr. [Peau-

decerf u. Rocha, 2011] Hierbei muss er die primär widersprüchliche Aufgabe

leisten, einerseits essentielle Substanzen in den Körper passieren zu lassen,

und andererseits potentiell schädliche Moleküle sowie Krankheitserreger fern-
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zuhalten. Fehlregulationen dieses Gleichgewichtes sind vorstellbare Ursachen

für Krankheiten wie Lebensmittelallergien, chronisch entzündliche Darmer-

krankungen oder systemische Entzündungsprozesse. [Ma, 1997; Schilling u. a.,

2014] Für eine zu durchlässige Darmwand wurde in diesem Zusammenhang der

Begri� �Leaky-Gut-Syndrom� geprägt. [Hollander, 1999] Man kann sich aber

genauso schädliche Folgen einer zu dichten Darmwand vorstellen, z.B. indem

notwendige Immuntoleranzen gegenüber ungefährlichen körperfremden Sto�en

wie Ober�ächenantigenen der apathogenen Darm�ora oder Nahrungsproteinen

verhindert werden.

Bedeutung im Endothel

Das Endothel grenzt das Lumen der Blutgefäÿe und damit das Blut selbst

von den durchbluteten Geweben ab. Dabei muss es ähnlich wie die Darm-

schleimhaut Nährsto�e passieren lassen, gleichzeitig aber toxische Substanzen

und Krankheitserreger zurückhalten. Die Barrierefunktion ist im Gehirn als

sogenannte �Blut-Hirn-Schranke� besonders ausgeprägt. Die Endothel-Barriere

stellt einerseits einen wichtigen Schutz dar, da Fehlfunktionen bspw. an der Me-

tastasierung maligner Neoplasien beteiligt sind. Andererseits kann die Endothel-

Barriere auch eine therapeutische Herausforderung sein, wenn auch Medika-

mente am Übertritt gehindert werden. [Stamatovic u. a., 2016]

Bedeutung im Nephron

TJs sind entscheidend an den Transport- und Di�usionsvorgängen in den Glo-

meruli und Tubuli beteiligt und bekanntermaÿen auch in die Pathophysiologie

von Nierenerkrankungen involviert. [Hou, 2014] Störungen der TJ-Funktion

im proximalen Tubulus führen im Mausmodell nach Muto u. a. [2010] bspw.

zu einer gestörten Ionenselektivität und einer damit einhergehenden verrin-

gerten NaCl-Toleranz. Beim Menschen basiert zum Beispiel die seltene Erb-

krankheit �familiäre Hypomagnesiämie mit Hyperkalziurie und Nephrokalzi-

nose� (FHHNC) auf einer Mutation des Gens für das TJ-Protein Claudin.

[Claverie-Martin, 2015]
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Bedeutung in der Lunge

In der Lunge gewährleisten TJs die Di�usionsbarriere zwischen dem Lungen-

epithel und dem Alveolarraum und verhindern einen Übertritt von Flüssig-

keit. [Günzel u. Yu, 2013; Schlingmann u. a., 2015] Pathophysiologisch sind

TJ-Funktionsstörungen bspw. bei der Entwicklung eines ARDS, eines Asth-

mas bronchiale oder eines toxischen Lungenödems involviert. [Liu u. a., 2019;

Wittekindt, 2017; Rittirsch u. a., 2013]

1.3 Zonulin

1.3.1 Entdeckung und Beschreibung von Zonulin

Die Entdeckung von Zonulin als Mediator der intestinalen Permeabilität geht

auf Fasano u. a. [1997] zurück: Sie beschrieben, dass ein von Vibrio cholerae

produziertes Toxin, genannt Zonula-occludens-Toxin (ZOT), die Durchlässig-

keit von TJs reversibel erhöht. Basierend auf der Hypothese, dass es ein en-

dogenes Analogon von ZOT geben könnte, identi�zierten sie schlieÿlich ein

körpereigenes Protein mit ZOT-ähnlicher Wirkung auf die intestinale Permea-

bilität, das sie �Zonulin� nannten. [Wang u. a., 2000; Fasano u. a., 2000]

Zonula-occludens-Toxin (ZOT)

Das Bakterium V. cholerae löst beim Menschen schwere Durchfallerkrankun-

gen aus. Als wichtigster Virulenzfaktor gilt das Cholera-Toxin (CT), das im

Dünndarm durch die Erhöhung intrazellulärer cAMP-Spiegel über die Aktivie-

rung intrazellulärer Signalwege zu einer sekretorischen Diarrhoe führt. [Harris

u. a., 2012] Bei der Entwicklung von Cholera-Impfsto�en mit attenuierten V.

cholerae-Stämmen �el jedoch auf, dass diese trotz Unfähigkeit zur Produktion

von CT weiterhin Durchfälle auslösen können. [Levine u. a., 1988] Die Hypo-

these, dass es ein weiteres Toxin geben könnte, wurde von Fasano u. a. [1991]

weiter untersucht: Die Zugabe von Bakterienkultur-Überständen verschiedener

V. cholerae-Stämme zu isolierter Kaninchen-Dünndarmmukosa führte zu einer

erhöhten Permeabilität. Der E�ekt auf die Permeabilität unterschied sich zwi-

schen den verschiedenen Stämmen, war aber unabhängig von der Fähigkeit,

CT zu produzieren. Gleichzeitig korrelierte die Stärke der Permeabilitätserhö-
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hung mit der Fähigkeit der Stämme, Durchfall in Probanden auszulösen. Aus

funktionellen Versuchen und elektronenmikroskopischer Betrachtung schlossen

sie, dass der E�ekt auf die Permeabilität auf einer reduzierten Dichtigkeit von

Zonulae occludentes (= Tight Junctions) basiert und nannten die verantwort-

liche Substanz danach Zonula-occludens-Toxin (ZOT). [Fasano u. a., 1991]

In den folgenden Studien zum neu entdeckten ZOT ging es anfangs vor

allem um seine Rolle als Virulenzfaktor von V. cholerae sowie um die Ent-

wicklung eines verträglichen Cholera-Impfsto�es [Baudry u. a., 1992; Karasawa

u. a., 1993; Michalski u. a., 1993] Die Arbeitsgruppe um A. Fasano beschäftig-

te sich darüber hinaus schwerpunktmäÿig mit der Wirkung von ZOT auf TJs:

Die Funktionsweise von TJs war und ist zu groÿen Teilen ungeklärt, die Entde-

ckung von ZOT mit spezi�scher, reversibler Wirkung auf TJs bot daher einen

vielversprechenden Ansatz. [Fasano u. a., 1991, 1995]

Von ZOT zu Zonulin

Fasano u. a. [1995] bemerkten, dass die Wirkung von ZOT komplett reversi-

bel, sehr spezi�sch und zelltypenabhängig ist und konnten zeigen, dass der

E�ekt auf die Permeabilität von TJs in der Dünndarmmukosa auf einer Reor-

ganisation des Aktin-Zytoskeletts basiert und durch intrazelluläre Signalwege

vermittelt wird, die von der Proteinkinase-C (PKC) abhängig sind. Diese Er-

kenntnisse führten sie zu der Hypothese, dass ZOT über einen Rezeptor wirkt,

für den es auch einen endogenen Liganden gibt. [Fasano u. a., 1995, 1997]

Sie fanden schlieÿlich ein Protein in Präparaten humaner Dünndarmmu-

kosa, das von anti-ZOT-Antikörpern gebunden wird. Dieses Protein wurde

aufgereinigt und zeigte in weiteren Versuchen einen analogen E�ekt auf die

Permeabilität von Dünndarmmukosa. Gleichzeitig konnten sie eine vollständi-

ge Hemmung durch ZOT und eine starke Hemmung durch Blockade des für die

ZOT-Wirkung verantwortlichen PKC-Signalswegs demonstrieren. [Wang u. a.,

2000] Daraus folgt, dass das entdeckte Protein höchstwahrscheinlich über den

gleichen Rezeptor wirkt wie ZOT. Das entdeckte Protein nannten sie als endo-

gene Entsprechung von ZOT und Regulator von Zonulae occludentes �Zonulin�.

[Wang u. a., 2000; Fasano, 2000]

Die Gröÿe des als �Zonulin� bezeichneten Proteins konnte über Aufreini-

gung, Filterung und wiederholte in-vitro-Testungen an Dünndarmmukosa auf
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ca. 47 kDa eingegrenzt werden. Bemerkenswert ist, dass Wang u. a. [2000] zwei

verschiedene Zonulin-Varianten nachweisen konnten: das Zonulin aus fötalem

Dünndarmgewebe unterschied sich in der Aminosäuresequenz von jenem aus

adultem Dünndarmgewebe. Auÿerdem fanden sie entgegen ihrer Erwartung

Zonulin nicht nur im Darm, sondern in allen getesteten Gewebeproben, d.h.

auch in fetalem und adultem Hirn- und Herzgewebe.

Biochemische Eigenschaften und Genetik von Zonulin

Nach der Publikation von Wang u. a. [2000] ist Zonulin also ein ca. 47kDa

groÿes Protein, das die Permeabilität von Tight Junctions steigert, in ver-

schiedenen intestinalen und extraintestinalen Geweben vorkommt und in min-

destens zwei Varianten (fötales und adultes Zonulin) vorliegt.

Tripathi u. a. [2009] stellten fest, dass der zum Zonulin-Nachweis benutzte

anti-ZOT-Antikörper an Prähaptoglobin-2 (Prä-HP2) bindet und dass rekom-

binantes Prä-HP2 die intestinale Permeabilität erhöht, d.h. �Zonulin-Wirkung�

besitzt. Daraus folgerten sie, dass Prä-HP2 identisch mit dem Protein ist, das

als �Zonulin� de�niert worden war. Hierbei ergab sich jedoch das Problem,

dass eine Aminosäure-Sequenz (GGVLVQPG), die nach Wang u. a. [2000] in

Zonulin enthalten ist, gar nicht in Prä-HP2 vorkommt. [Tripathi u. a., 2009]

Das Zonulinsystem: Zusammenfassung der aktuellen Kenntnisse

Aktuell geht man davon aus, dass Zonulin ein ca. 47 kDa groÿes Protein ist,

dessen primäre Funktion in der Regulation von Tight Junctions besteht. Es

bindet an EGFR und führt PKC-vermittelt zu einer Umorganisation intra-

zellulärer Aktin-Filamente, welche wiederum die TJ-Konformation beein�usst

und so zu einer höheren Durchlässigkeit führt (siehe Abbildung 1.2). Es gibt

Hinweise darauf, dass Zonulin identisch mit Prä-HP2 ist, einem Protein, das

vorher nur als Vorläufer von Haptoglobin-2 (HP2) bekannt war. [Fasano, 2012a;

Tripathi u. a., 2009]

Die physiologische Bedeutung von Zonulin ist noch unklar. Möglicherwei-

se bildet es einen Teil der unspezi�schen Immunabwehr des Dünndarms: Auch

apathogene Bakterienspezies führen zu einer erhöhten luminalen Zonulinsekre-

tion, was zu einem erhöhten Austritt von Elektrolyten und Flüssigkeiten ins

Lumen führt und so eventuell zu einer Ausschwemmung der Mikroorganismen
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Abbildung 1.2: Illustration der intrazellulären Zonulin-Signalwege vor Bin-

dung von Zonulin (A) und nach Bindung von Zonulin (B) [Fasano, 2012a] (mit

freundlicher Genehmigung von Elsevier)

aus dem normalerweise annähernd sterilen Dünndarm führen könnte. [Fasano,

2001; El Asmar u. a., 2002]

1.3.2 Assoziation von Zonulin mit Erkrankungen

Zonulin und intestinale Permeabilität

Zonulin erhöht wie in 1.3.1 beschrieben die intestinale Permeabilität. Hiermit

geht eine verstärkte Konfrontation des Körpers, insbesondere des Immunsys-

tems, mit verschiedenen Substanzen einher. So werden eine Reihe von Krank-

heiten, bei denen (Auto)-Immunprozesse beteiligt sind, mit intestinalen Per-

meabilitätsstörungen (�leaky gut�) in Verbindung gebracht [Fasano, 2012b].

Hierzu zählen bspw. Zöliakie [Fasano u. a., 2000], Morbus Crohn [Hollander,

1999], Diabetes mellitus Typ I [Watts u. a., 2005], multiple Sklerose [Yacyshyn

u. a., 1996] und Morbus Basedow [Zhang u. a., 2018]. Für die Zöliakie [Fasano

u. a., 2000] und Diabetes mellitus Typ I [Sapone u. a., 2006; Watts u. a., 2005]
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konnte sogar bereits eine direkte Assoziation mit Zonulin gezeigt werden. Ei-

ne sog. Zonulin-abhängige intestinale Barrieredysfunktion (�zonulin-dependent

intestinal barrier dysfunction�) wurde von Fasano [2008] als neuer möglicher

Mechanismus der Entstehung von Autoimmunkrankheiten vorgeschlagen.

Zonulin und Entzündungsprozesse sowie metabolische Störungen

Erhöhte Zonulinspiegel scheinen allgemein mit systemischen Entzündungspro-

zessen assoziiert zu sein. So fanden sich Zusammenhänge bei vielen chronischen

und akuten entzündlichen Erkrankungen, bspw. bei Sepsis [Klaus u. a., 2013],

multipler Sklerose [Camara-Lemarroy u. a., 2020] oder rheumatoider Arthritis

[Tajik u. a., 2020]. Erhöhte Zonulin-Serumspiegel wurden auÿerdem bei vie-

len metabolischen Störungen, die ihrerseits mit Entzündungsprozessen asso-

ziiert sind, nachgewiesen: Bei hochgradiger Adipositas [Aasbrenn u. a., 2020],

bei Fettsto�wechselstörungen [Moreno-Navarrete u. a., 2012] und bei Diabetes

mellitus Typ 2 [Jayashree u. a., 2014]. Moreno-Navarrete u. a. [2012] fanden

zudem eine Korrelation von Zonulin mit zirkulierendem Interleukin-6, einem

etablierten Entzündungsmarker.

Zonulin und Malignome

Ein Kennzeichen maligner Erkrankungen ist die Invasion über zelluläre Bar-

rieren hinweg. Hierfür müssen insbesondere auch TJs überwunden werden.

Indizien weisen auf eine Beteiligung von Zonulin bei diesem Prozess hin: So

konnten Skardelly u. a. [2009] zeigen, dass Gliome Zonulin exprimieren und

dass das Ausmaÿ der Expression mit dem Grad der Malignität korreliert.

Herzinsu�zienz und Zonulin

Es liegen Hinweise vor, dass Zonulin mit Herzinsu�zienz assoziiert ist. Bspw.

bestand eine Korrelation des Zonulinspiegels mit dem linksventrikulären Durch-

messer. [Przybyªowski u. a., 2014] Bei vielen Formen der Herzinsu�zienz spielt

eine chronische Entzündungssituation eine Rolle. [Van Linthout u. Tschöpe,

2017] Zudem ist auch bei der Herzinsu�zienz eine begleitende epitheliale Bar-

rierestörung bekannt. So konnten De Pasquale u. a. [2003] bspw. zeigen, dass

die Durchlässigkeit der alveolokapillären Barriere für Proteine bei Patienten



30

mit ischämischer Kardiomyopathie erhöht ist. Zudem wird derzeit der Zusam-

menhang zwischen Herzinsu�zienz und der Durchlässigkeit des Darmepithels

untersucht, hierfür wurde der Begri� �Gut-Heart-Axis� geprägt. Diesbezüglich

scheint es eine wechselseitige Beziehung zu geben: Eine Herzinsu�zienz erhöht

die intestinale Permeabilität, gleichzeitig verstärkt eine zu permeable Darm-

wand aber eine Herzinsu�zienz. [Kamo u. a., 2017]

Nierenerkrankungen und Zonulin

Ein Zusammenhang zwischen Zonulin und Nierenfunktionsstörungen wurde

bisher nicht beschrieben. Bekanntermaÿen �nden sich jedoch bei etlichen rena-

len Erkrankungen Veränderungen von TJs, welchen auch eine pathophysiologi-

sche Bedeutung zugesprochen wird. [Lee u. a., 2006; Garg, 2018] Des Weiteren

tritt bei sehr vielen chronischen entzündlichen Krankheiten eine Nierenbeteili-

gung auf. [Dietel u. a., 2005] Das gilt insbesondere für Erkrankungen des rheu-

matischen Formenkreises, für die, wie unter 1.3.2 beschrieben, Assoziationen

mit dem Zonulinspiegel bekannt sind.

1.3.3 O�ene Fragen

Die biochemische Charakterisierung des Zonulin-Systems ist noch nicht abge-

schlossen. Aktuell wird Zonulin häu�g mit Prä-HP2 gleichgesetzt, jedoch �elen

diesbezüglich Widersprüche in der Aminosäure-Struktur zwischen Prä-HP2

und den ursprünglich beschriebenen Zonulin-Sequenzen auf. [Tripathi u. a.,

2009; Wang u. a., 2000].

Wie Zonulin auf die TJs des Dünndarmes wirkt, konnte gezeigt werden

(siehe 1.3.1). Ob sich diese Erkenntnisse auf andere Organsysteme übertra-

gen lassen, oder ob Zonulin auch weitere physiologische Funktionen erfüllt,

ist Gegenstand aktueller Forschung. Es konnte bereits demonstriert werden,

dass sich der Zonulinrezeptor von Gewebe zu Gewebe unterscheidet. Zudem

�el schon bei der Erstbeschreibung von Zonulin auf, dass fetales Zonulin eine

etwas andere Aminosäuren-Sequenz aufweist. [Wang u. a., 2000] Beides kann

als Hinweis auf weitere Wirkungen von Zonulin interpretiert werden, bspw. in

der Migration von Zellen während der Embryonalentwicklung.

Nach der Entdeckung von Zonulin lag der Fokus vor allem auf der Betei-
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ligung von Zonulin bei der Entwicklung intestinaler Barrierestörungen und

damit assoziierter Erkrankungen, insbesondere der Zöliakie. Sehr früh �el al-

lerdings auf, dass Zonulin nicht nur im Darm, sondern auch in vielen anderen

Geweben exprimiert wird. Mittlerweile wird Zonulin nicht mehr nur als Regula-

tor der intestinalen Barriere angesehen, sondern zunehmend als übergreifender

Regulator verschiedener Grenzgewebe. Assoziationen mit extraintestinalen Er-

krankungen sind bisher jedoch nur sehr lückenhaft evaluiert worden, Erkennt-

nisse zu Zonulin bei kardialen und renalen Funktionsstörungen gab es bisher

kaum.

1.4 Herzinsu�zienz

1.4.1 De�nition

Als �Herzinsu�zienz� bezeichnet man allgemein eine eingeschränkte Herzfunk-

tion, welche zu einer unzureichenden Bereitstellung des Herzzeitvolumens führt.

Da ein reduziertes Herzzeitvolumen prinzipiell jedes Organsystem beeinträch-

tigen kann, hat eine Herzinsu�zienz Auswirkung auf den gesamten Körper.

[Dietel u. a., 2005]

1.4.2 Epidemiologie

Nach Daten des Statistischen Bundesamtes war die Herzinsu�zienz 2013 die

zweithäu�gste Diagnose von stationär behandelten Patienten in Deutschland.

Seit über 20 Jahren wird ein stetiger Anstieg der Herzinsu�zienz-Morbidität

dokumentiert. Im Jahr 2013 betrug die stationäre Morbiditätszi�er für die

Herzinsu�zienz für Deutschland 490,8 je 100.000 Einwohner. Die Häu�gkeit

der Herzinsu�zienz steigt mit dem Alter, insbesondere nach dem 75. Lebens-

jahr. Au�ällig sind die Unterschiede in der Geschlechterverteilung: Im Gegen-

satz zu allen anderen häu�gen Herzerkrankungen ist bei der Herzinsu�zienz

für Frauen eine höhere Morbidität als bei Männern zu verzeichnen; besonders

bemerkenswert ist die Di�erenz der Morbiditätszi�er, diese ist bei Frauen 82%

höher als bei Männern (siehe Abbildungen 1.3 und 1.4). Der Unterschied be-

ruht nicht allein auf dem höheren Alter der Frauen, der genaue Grund ist

jedoch nicht bekannt. Diese Zahlen verdeutlichen die hohe Relevanz weiterer
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wissenschaftlicher Erkenntnisse auf diesem Gebiet. [Meinertz u. a., 2015]

Abbildung 1.3: Herzinsu�zienz bei Frauen [Meinertz u. a., 2015]

Abbildung 1.4: Herzinsu�zienz bei Männern [Meinertz u. a., 2015]

1.4.3 Ätiologie

Grundsätzlich können viele verschiedene Grunderkrankungen zu einer Herzin-

su�zienz führen. In Deutschland ist die ischämische Kardiomyopathie als Folge
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einer koronaren Herzerkrankung die bei weitem bedeutendste Form. Darüber

hinaus können bspw. Herzklappenfehler, angeborene Herzfehler, genetisch be-

dingte Kardiomyopathien oder Infektionen zu einer Herzinsu�zienz führen.

[Dietel u. a., 2005]

Koronare Herzerkrankung

Als koronare Herzerkrankung bezeichnet man die Arteriosklerose der Koro-

nararterien. Sie ist in Deutschland die Herzkrankheit mit der höchsten Mor-

biditität (über 800/100.000 Einwohner im Jahr 2013) und zudem durch die

mögliche Auslösung einer ischämischen Kardiomyopathie die führende Ursa-

che einer Herzinsu�zienz. [Meinertz u. a., 2015]

Die koronare Herzerkrankung wird heute als systemische Erkrankung mit

Beteiligung des Immunsystems verstanden. So ist bspw. der etablierte Ent-

zündungsparameter CRP prognostisch ungünstig bei einer koronaren Herzer-

krankung. [Ribeiro u. a., 2014] Die Senkung des CRP-Spiegels mittels Plas-

mapherese nach einem Herzinfarkt kann den Verlauf verbessern [Sheri� u. a.,

2015].

1.4.4 Einteilung und Diagnostik der Herzinsu�zienz

Klinisch wird die Herzinsu�zienz nach dem System der New York Heart Asso-

ciation (NYHA) je nach Symptomatik in vier Schweregrade eingeteilt: NYHA I

bis NYHA IV. [Dietel u. a., 2005]

Als Laborparameter der Herzinsu�zienz sind die natriuretischen Peptide

etabliert: Dabei handelt es sich insbesondere um das Brain Natriuretic Pepti-

de (BNP), das unter physiologischen Bedingungen an der Flüssigkeits- und Vo-

lumenregulation des Körpers mitwirkt. Ein wichtiger Stimulus für die endogene

Produktion von BNP ist eine Volumenüberladung der Vorhöfe. [McCullough

u. a., 2003; Azzazy u. Christenson, 2003] Im Rahmen der Pathophysiologie der

Herzinsu�zienz tritt regelhaft eine Volumenüberladung des Körpers mit Vor-

hofdehnung auf, daher korreliert erhöhtes BNP mit dem Schweregrad einer

Herzinsu�zienz. Neben der Messung des BNP selbst ist auch die Messung des

sogenannten n-terminalen Pro-BNP (nt-proBNP) üblich; dabei handelt es sich

um ein Polypeptid, das bei der Abspaltung von BNP aus pro-BNP frei wird
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und dessen Spiegel daher auf die endogene BNP-Produktion schlieÿen lässt.

[McCullough u. a., 2003] Klinisch werden die natriuretischen Peptide insbe-

sondere zur Di�erenzierung zwischen kardialer und pulmonaler Genese von

Dyspnoe eingesetzt.

1.4.5 Automatische implantierte Kardioverter/De�brillatoren

(AICD)

AICD werden in der Primär- und Sekundärprophylaxe ventrikulärer Herz-

rhythmusstörungen eingesetzt. Die wichtigsten Indikationen sind hierbei:

• Primärprävention bei symptomatischer Herzinsu�zienz und LVEF<35%

• Sekundärprävention nach anhaltender ventrikulärer Tachykardie

• Sekundärprävention nach Kammer�immern

• Primär- und Sekundärprävention bei angeborenen primären Arrhythmie-

syndromen [Priori u. a., 2015]

Grundsätzlich wird die Indikation aufgrund einer Vielzahl von kardialen Er-

krankungen gestellt, in Deutschland erhält die Mehrheit der Patienten (über

70%) einen AICD jedoch zur Primärprophylaxe [Markewitz, 2019]. Die ischämi-

sche Kardiomyopathie ist die bedeutendste Grunderkrankung bei Patienten

mit einem AICD. [Meinertz u. a., 2015]

1.5 Niereninsu�zienz

1.5.1 De�nition

Als Niereninsu�zienz bezeichnet man eine dauerhaft reduzierte Fähigkeit der

Nieren, Primärharn zu bilden. Sie beruht auf einer Reduktion der funktions-

fähigen Nephrone. In der Praxis wird diese reduzierte Nierenfunktion über die

glomeruläre Filtrationsrate (GFR) bewertet. [Dietel u. a., 2005]

1.5.2 Epidemiologie

Üblicherweise geht man bei einer GFR von unter 60ml/min/1, 73m2 von einer

relevanten Nierenfunktionseinschränkung aus. Nach dieser De�nition gibt es
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derzeit ca. 2 Millionen Niereninsu�ziente in Deutschland. [Girndt u. a., 2016]

Weltweit wird die Prävalenz auf über 10% geschätzt. [Eckardt u. a., 2013].

Niereninsu�ziente Personen haben eine stark erhöhte Mortalität und erlei-

den vermehrt kardiovaskuläre Ereignisse [Go u. a., 2004]. Die chronische Nie-

reninsu�zienz ist daher auch global gesehen von auÿerordentlicher Relevanz.

[Luyckx u. a., 2018]

1.5.3 Ätiologie

Die wichtigsten Ursachen für eine Niereninsu�zienz sind in Deutschland die

arterielle Hypertonie und der Diabetes mellitus. Beide Erkrankungen führen

über eine Schädigung der Glomeruli zur Zerstörung von Nephronen. [Dietel

u. a., 2005]

1.5.4 Einteilung

Zur Einteilung einer Niereninsu�zienz wird hauptsächlich die glomeruläre Fil-

trationsrate benutzt. In der klinischen Praxis wird diese meistens nicht direkt

bestimmt, sondern über Algorithmen aus dem Serumkreatinin abgeschätzt.

Standard ist aktuell die sogenannte CKD-EPI-Formel. [Levey u. a., 2009; Ste-

vens u. a., 2013]

1.5.5 Niereninsu�zienz bei Herzinsu�zienz

Sowohl die Niere als auch das Herz sind entscheidend am Volumenhaushalt, an

der Blutdruckregulation und der Steuerung der Organdurchblutung beteiligt.

Daraus folgt ein komplexes Zusammenspiel � Störungen eines Systems ha-

ben Auswirkungen auf das andere. Bei herzinsu�zienten Patienten �ndet man

dementsprechend sehr häu�g auch eine bestehende Niereninsu�zienz. Dafür

gibt es mehrere Gründe: Die Risikofaktoren ähneln sich, fast alle typischen Risi-

kofaktoren für eine Herzinsu�zienz wie Diabetes mellitus, Nikotinkonsum oder

arterielle Hypertonie sind auch Risikofaktoren für die Niereninsu�zienz. Au-

ÿerdem beeinträchtigt eine gestörte Herzfunktion über die verminderte Perfusi-

on auch die Nierenfunktion. Umgekehrt verursacht eine schwer eingeschränkte

Nierenfunktion auch eine Herzinsu�zienz. Bei einer Gruppe herz- und nieren-
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insu�zienter Patienten sind also mehrere Konstellationen zu erwarten: [Dietel

u. a., 2005]

• Koinzidenz von Herz- und Niereninsu�zienz bei prädisponierenden Grunder-

krankungen

• Gestörte Nierenperfusion durch Herzinsu�zienz (kardiorenales Syndrom)

• Gestörte Herzfunktion durch Niereninsu�zienz (renokardiales Syndrom)
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1.6 Systemische Entzündung

Kardiovaskuläre Erkrankungen werden nicht mehr nur als lokale Erkrankungen

begri�en, sondern scheinen im Zusammenhang mit einer systemischen Entzün-

dungsreaktion zu stehen. [Elia u. a., 2021; Boland u. Long, 2021] So erlaubt der

etablierte Entzündungsparameter CRP eine Risikostrati�zierung von KHK-

Patienten. Zudem gab es wiederholt Hinweise, dass entzündungshemmende

Medikamente die kardiovaskuläre Sterblichkeit reduzieren. [Tapoi u. a., 2021;

Boland u. Long, 2021]

Viele Zustände, die eine chronische Entzündungsreaktion zur Folge haben,

sind auch mit einer erhöhten kardiovaskulären Morbidität und Mortalität asso-

ziiert. Dies betri�t zum einen die Atherosklerose, die mittlerweile als komplexe

systemische Krankheit mit in�ammatorischer Komponente begri�en wird. Zum

anderen aber auch systemische Erkrankungen, die nicht primär kardiovasku-

lären Ursprungs sind, wie die rheumatoide Arthritis, Morbus Crohn oder eine

chronische Hepatitis-C-Infektion. [Hansson, 2005; Cainzos-Achirica u. a., 2020;

Nevola u. a., 2020]

1.7 Laborparameter für kardiovaskuläres Risiko

und systemische Entzündungsprozesse

1.7.1 C-reaktives Protein (CRP)

Das CRP gehört zu den sogenannten Akut-Phase-Proteinen, also Proteinen,

die im Rahmen von akuten Entzündungsreaktionen typischerweise ansteigen.

Seine klinische Bedeutung liegt hauptsächlich in seiner Verwendung als La-

borparameter zur Diagnostik und Verlaufsbeurteilung von systemischen Ent-

zündungsreaktionen bei Infektionen oder Autoimmunkrankheiten. [Pepys u.

Hirsch�eld, 2003]

Der CRP-Spiegel ist ein sehr nützlicher Indikator für die aktuelle Entzün-

dungsaktivität, da er von anderen Faktoren kaum beein�usst wird und der

gemessene Spiegel aufgrund der kurzen Halbwertszeit von ca. 19h hauptsäch-

lich von der aktuellen Syntheserate abhängt. [Vigushin u. a., 1993] Für die

meisten entzündlichen Erkrankungen eignet sich CRP besser als andere Akut-
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Phase-Proteine zur Einschätzung der Krankheitsaktivität. Typisch ist eine aus-

geprägte CRP-Reaktion bei systemischen Infektionen insbesondere bakteriel-

ler Genese, Gewebsnekrosen inklusive Myokardinfarkten und Krankheiten des

rheumatischen Formenkreises [Pepys u. Hirsch�eld, 2003]

CRP-Spiegel als kardiovaskulärer Risikofaktor

Bei der Untersuchung von 468 gesunden Blutspendern fanden Shine u. a. [1981]

eine mediane CRP-Konzentration im Serum von 0,8 g/l, eine 90.-Perzentile von

3 g/l und eine 99.-Perzentile von 10 g/l. Bei CRP-Konzentrationen von über

10 g/l kann daher von einer zugrundeliegenden systemischen Entzündung aus-

gegangen werden. In den letzten Jahren wurde wiederholt gezeigt, dass über

erhöhte CRP-Spiegel festgestellte gesteigerte systemische Entzündungsaktivi-

tät mit einem gesteigerten kardiovaskulären Risiko assoziiert ist. [Ridker u. a.,

1998; Hak u. a., 1999; Hansson, 2005; Elkind u. a., 2006]

1.7.2 Homoarginin

Homoarginin ist eine nicht-proteinogene Aminosäure, die sich von Arginin

nur durch eine zusätzliche Methylgruppe unterscheidet. Der Homoarginin-

Plasmaspiegel gilt als protektiver Faktor für die Entwicklung kardiovaskulärer

Erkrankungen. Ein zugrundeliegender Mechanismus ist aktuell nicht geklärt,

vermutet wird aber ein günstiger Ein�uss auf den NO-Sto�wechsel und damit

eine Verbesserung der endothelialen Funktion. [Karetnikova u. a., 2019; Zinellu

u. a., 2018]

1.7.3 Asymmetrisches Dimethylarginin (ADMA)

ADMA ist ein Derivat der Aminosäure Arginin und entsteht endogen durch

posttranslationale Methylierung. Erhöhte ADMA-Plasmaspiegel sind ein eta-

blierter kardiovaskulärer und renaler Risikofaktor. Zusammenhänge mit KHK,

chronischer Niereninsu�zienz, Atherosklerose und einer Vielzahl anderer Er-

krankungen wurden beschrieben. Die ungünstige Wirkung von ADMA beruht

wahrscheinlich auf einer Störung des NO-Sto�wechsels: ADMA ist der am bes-

ten charakterisierte endogene Hemmsto� der NO-Synthase, welche die Bildung
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von NO aus Arginin katalysiert. [Vallance u. a., 1992; Valkonen u. a., 2001; Zoc-

cali u. a., 2001; Cooke, 2004]

1.7.4 Carboxymethyl-Lysin-Calprotectin (CML-Cal)

Carboxymethyl-Lysin-Calprotectin ist durch oxidative Glykierung modi�zier-

tes Calprotectin und gehört damit zu den sogenannten �Advanced Glycation

End Products (AGEs)�. [Delgado-Andrade, 2016] AGEs sind nach aktuellen

Erkenntnissen an einer Vielzahl pathologischer Veränderungen im Rahmen

von Alterungsprozessen und degenerativen Erkrankungen wie bspw. der Athe-

rosklerose oder der Niereninsu�zienz beteiligt. [Yamagishi u. Matsui, 2018;

Drenth u. a., 2016; Mallipattu u. Uribarri, 2014] Carboxymethyl-Lysin (CML)

wird klinisch als Indikator für erhöhte endogene Glykierung und damit ge-

steigertes Risiko für die Entwicklung entsprechender Erkrankungen eingesetzt.

[Jaisson u. a., 2011; Monnier u. a., 2014; Delgado-Andrade, 2016]

Calprotectin ist ein heterodimeres Protein, das in Zellen des angeborenen

Immunsystems, vor allem in neutrophilen Granulozyten, vorkommt. Erhöhte

Spiegel treten bei einer Vielzahl akuter und chronischer Entzündungszustände

auf. [Stríz u. Trebichavský, 2004; Nakashige u. a., 2015]

1.7.5 Kynurenin

Kynurenin ist ein Abbauprodukt der essentiellen Aminosäure Tryptophan.

Die Tryptophan-Versto�wechselung läuft im menschlichen Körper gröÿtenteils

über den Kynurenin-Weg, der die Bildung mehrerer bioaktiver Metabolite inkl.

Kynurenin selbst beinhaltet. Erhöhte Spiegel dieser Metabolite sind sowohl

direkt mit kardiovaskulären Erkrankungen wie Herzinsu�zienz oder Athero-

sklerose als auch mit kardiovaskulären Risikofaktoren wie Adipositas, Diabetes

mellitus und arterieller Hypertonie assoziiert. [Song u. a., 2017] Des Weiteren

treten erhöhte Spiegel von Kynurenin und Kynurenin-Metaboliten als Urämie-

toxine bei chronischer Niereninsu�zienz auf und scheinen bspw. zu thromb-

embolischen Ereignissen beizutragen. [Addi u. a., 2018]
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1.7.6 Carbonylproteine (CP)

Carbonylproteine sind Oxidationsprodukte von Proteinen mit Carbonylgrup-

pen. Sie sind Biomarker für erhöhten oxidativen Stress, erhöhte CP-Spiegel

treten bspw. bei Diabetes mellitus, chronischem Nierenversagen und vielen

entzündlichen und degenerativen Erkrankungen auf. [Dalle-Donne u. a., 2003]

1.7.7 Nitrotyrosin (Nty)

Nitrotyrosin entsteht durch Nitrierung der Aminosäure Tyrosin, insbesondere

durch Reaktion von Tyrosin mit dem Radikal Peroxinitrit. Erhöhte Nitrotyrosin-

Spiegel weisen auf oxidativen Stress hin und werden als entsprechende Biomar-

ker eingesetzt. [Campolo u. a., 2020]

1.8 Herleitung der Fragestellung

Als Parameter für intestinale Permeabilität ist Zonulin mittlerweile etabliert

und Korrelationen mit einigen primär gastrointestinalen Erkrankungen konn-

ten gezeigt werden. TJs, deren Durchlässigkeit von Zonulin moduliert wird,

üben jedoch in praktisch allen Organsystemen wichtige Funktionen aus; be-

sonders hervorzuheben sind hier das Endothel, die Epithelien des Respira-

tionstraktes einschlieÿlich der Lunge sowie die Nierenglomeruli und -tubuli.

Darüber hinaus gab es Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen Zonulin

und systemischen Entzündungsreaktionen generell, die � wie in 1.6 dargestellt

� einen bekannten Risikofaktor für Herzinsu�zienz, koronare Herzerkrankung

und kardiovaskuläre Mortalität darstellen. Daraus haben wir folgende Fragen

abgeleitet:

• Korreliert Zonulin in einem kardiovaskulär stark vorbelasteten Kollektiv

mit etablierten laborchemischen Parametern für kardiovaskuläres Risiko,

Nierenfunktion oder systemische Entzündungsprozesse?

• Gibt es Zusammenhänge zwischen dem Plasmazonulinspiegel und dem

Krankheitsstatus bzgl. Herzinsu�zienz, koronare Herzkrankheit (KHK)

oder Niereninsu�zienz?
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Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Studiendesign

Zur Beantwortung der Fragestellung wurden Plasmaproben und klinische Da-

ten von Patienten mit kardiovaskulären und renalen Erkrankungen benötigt.

Ausgewählt wurden Patienten mit einem automatischen implantierten De�-

brillator, die in der rhythmologischen Sprechstunde der Charité Campus Mitte

betreut wurden. Wie in 1.4.5 dargestellt, besteht bei der Mehrzahl der AICD-

Träger eine chronische Herzinsu�zienz, zudem sind in diesem Kollektiv weitere

kardiovaskuläre Erkrankungen wie eine KHK, eine Niereninsu�zienz oder eine

arterielle Hypertonie zu erwarten.

2.2 Probanden

Die Probanden wurden in der rhythmologischen Sprechstunde der Charité

Campus Mitte über einen Zeitraum von sieben Monaten (April bis Oktober

2013) rekrutiert. Dabei handelte es sich ausschlieÿlich um ambulant betreute

Träger eines AICD.

Die Patienten wurden sowohl schriftlich als auch mündlich aufgeklärt und

bei Einverständnis eingeschlossen. Weitere Einschlusskriterien wurden nicht

angewandt. Da alle bereits betreuten Patienten mindestens halbjährlich einen

Sprechstundentermin erhalten, kann von einer fast vollständigen Abdeckung

des Patientenstammes ausgegangen werden.
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2.2.1 Erfasste Daten

Bei der Vorstellung der Patienten wurden folgende Daten anamnestisch erfasst:

• Körpergröÿe

• Körpergewicht

• Nikotinkonsum in py

• Dialysep�ichtigkeit

• Bekannter Diabetes mellitus Typ 1 oder 2

2.2.2 Archivdaten

Den Patientenakten der kardiologischen Ambulanz wurden, wenn vorhanden,

folgende Daten entnommen:

• Koronarangiographisch ermittelter Koronarstatus

• Echokardiographisch ermittelte LVEF

• Echokardiographisch ermittelter LVEDD

2.2.3 Abgeleitete Daten

Auf Basis der Anamnese, einer orientierenden körperlichen Untersuchung und

gegebenenfalls vorhandener Vorbefunde wurden folgende Klassi�kationen vor-

genommen:

• Indikation des AICD (primär- oder sekundärprophylaktisch)

• Vorhandensein einer ischämischen oder nichtischämischen Herzinsu�zi-

enz

• Body Mass Index (BMI) de�niert als BMI := Körpergewicht

Körpergröÿe2

• Einteilung in Körpergewichtsklassen (siehe Tabelle 2.1)

• Einteilung in Raucherklassen (siehe Tabelle 2.2)

• Klassierung der linksventrikulären Funktion nach Echokardiographiebe-

funden (siehe Tabelle 2.3)
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• Berechnete GFR entsprechend aktueller Empfehlungen über die Kreatinin-

basierte CKD-EPI-Formel (siehe Tabelle 2.4) [Eknoyan u. a., 2013; Levey

u. a., 2009]

Tabelle 2.1: Einteilung des Körpergewichts nach der WHO [World

Health Organization, 2009]

Gewichtsklasse De�nition

Untergewicht BMI < 18, 5 kg
m2

Normalgewicht 18, 5 kg
m2 ≤ BMI < 25 kg

m2

Übergewicht BMI ≥ 25 kg
m2

- Präadipositas 25 kg
m2 ≤ BMI < 30 kg

m2

- Adipositas I◦ 30 kg
m2 ≤ BMI < 35 kg

m2

- Adipositas II◦ 35 kg
m2 ≤ BMI < 40 kg

m2

- Adipositas III◦ BMI ≥ 40 kg
m2

Tabelle 2.2: De�nition des Raucherstatus [Janjigian u. a., 2010]

Raucherstatus De�nition

Nichtraucher <100 gerauchte Zigaretten im Leben

Raucher ≥ 100 Zigaretten, <20py

Starker Raucher ≥20py

Tabelle 2.3: Klassierung der LVEF und des LVEDD [Lang u. a., 2015]

Klassierung der LVEF LVEF in % (Frauen) LVEF in % (Männer)

Normal 54 � 74 52 � 72

Leichtgradig erniedrigt 41 � 54 41 � 52

Mittelgradig erniedrigt 30 � 41 30 � 41

Schwergradig erniedrigt < 30 < 30

Klassierung des LVEDD LVEDD in mm (Frauen) LVEDD in mm (Männer)

Nicht erhöht ≤ 52,6 ≤ 58,3

Erhöht > 52,6 > 58,3
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Tabelle 2.4: Berechnung der GFR (CKD-EPI-Formel) [Eknoyan u. a.,

2013; Levey u. a., 2009]

Geschlecht Formel

Weiblich GFR = 144 ·min(SCr
0,7
, 1)−0,329 ·max(SCr

0,7
, 1)−1,209 · 0, 993Alter

Männlich GFR = 141 ·min(SCr
0,9
, 1)−0,411 ·max(SCr

0,9
, 1)−1,209 · 0, 993Alter

2.3 Proben

2.3.1 Probengewinnung

Nach Einschluss eines Patienten wurden bei der Vorstellung nach üblichem

Prozedere 6ml Blut venös entnommen und in entsprechende Röhrchen mit

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) gefüllt (BD Vacutainer R© EDTA-Röhrchen

6ml). Im Anschluss wurden die Proben 15 Minuten bei 3500 Umdrehungen pro

Minute zentrifugiert. 2ml Plasma wurden schlieÿlich von jeder Probe in Form

von 4 Aliquots à 0,5ml bei −80 ◦C eingefroren und gelagert. Die Verarbeitung

und Einfrierung der Proben erfolgte immer am Entnahmetag.

2.3.2 Verblindung

Die Proben wurden fortlaufend durchnummeriert. Die Nummer lieÿ dabei kei-

nen Rückschluss auf den Patienten oder die anderen erfassten Daten zu. Die

Daten wurden in einer separaten Datenbank gespeichert und erst nach voll-

ständiger Bearbeitung aller Proben zur Entblindung mit den anderen Daten

zusammengeführt. Eine Zuordnung der Proben zum Patienten war damit wäh-

rend der Weiterverarbeitung und Messung für keine beteiligte Person möglich.

2.4 Laborchemische Methoden

Die Laboranalysen erfolgten in Kooperation mit der Immundiagnostik AG,

Bensheim und der Limbach Gruppe, Heidelberg. Zur Analyse wurden ELISA,

HPLC und Photometrie verwendet (siehe Tabelle 2.5).
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Tabelle 2.5: Übersicht der Laboranalysen [Immundiagnostik, 2020;

Limbach-Gruppe, 2020]

Parameter Methode Durchführung

Zonulin Kompetitiver ELISA Immundiagnostik

Kreatinin Photometrie Limbach Gruppe

CRP Direkter Sandwich-ELISA Immundiagnostik

Homoarginin HPLC Immundiagnostik

ADMA HPLC Immundiagnostik

CML-Cal ELISA Immundiagnostik

Kynurenin Kompetitiver ELISA Immundiagnostik

CP Indirekter ELISA Immundiagnostik

Nty Indirekter Sandwich-ELISA Immundiagnostik

2.4.1 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

ELISA ist ein Antikörper-basiertes Analyseverfahren. Es nutzt deren Eigen-

schaft, sehr spezi�sch an eine Zielsubstanz zu binden. Zum Nachweis dieser

Bindung dienen Enzyme, die mit Antikörpern oder Antigenen verbunden wur-

den (sog. Enzym-Konjugate) und deren Reaktionsprodukte sich einfach messen

lassen. Hierzu werden insbesondere Enzyme eingesetzt, die über ein zugegebe-

nes Substrat zu einem photometrisch messbaren Farbumschlag führen. Es gibt

mehrere Abwandlungen des ursprünglichen Verfahrens mit jeweils eigenen Vor-

und Nachteilen. [Engvall u. Perlmann, 1971; Van Weemen u. Schuurs, 1971;

Crowther, 2000]

Bei der einfachsten Version, dem sog. direkten ELISA, wird ein Enzym-

konjugierter Detektionsantikörper eingesetzt, der spezi�sch für die Zielsub-

stanz ist. Die Zielsubstanz wird erst unspezi�sch �xiert, dann werden die

Enzym-markierten Antikörper hinzugefügt. Diese binden an ggf. vorhandene

Zielsubstanz, nicht-gebundene Antikörper werden entfernt. Gebundene Anti-

körper können nach Zugabe des Substrats über die katalysierte Enzym-Substrat-

Reaktion quanti�ziert werden � je mehr Zielsubstanz vorhanden war, desto

mehr Reaktionsprodukt ist nachweisbar. Direkte ELISA sind vergleichsweise
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einfach durchführbar.

Der indirekte ELISA unterscheidet sich hinsichtlich des Enzymkonjugats:

Hier ist das Enzym nicht mit dem Detektionsantikörper verbunden, sondern

mit einem zweiten Antikörper, der an den Detektionsantikörper bindet. Beim

indirekten ELISA weist die Enzymreaktion also gebundene Antikörper und

nicht die Zielsubstanz selbst nach. Seine Spezi�tät entsteht durch die Auswahl

des Detektionsantikörpers. Vorteilhaft ist hierbei, dass ein Enzymkonjugat zum

Nachweis verschiedener Zielsubstanzen eingesetzt werden kann.

Kompetitive ELISA basieren auf einem etwas abgewandelten Nachweisprin-

zip: Hier läuft die Enzym-Substrat-Reaktion ohne die Zielsubstanz ab, die

Quanti�zierung der zu testenden Substanz erfolgt über die Fähigkeit, die Re-

aktion zu stören. Die Störung beruht dabei auf einer Kompetition von En-

zymkonjugat und Testsubstanz um Bindungsstellen � je mehr Zielsubstanz

vorhanden war, desto weniger Reaktionsprodukt ist nachweisbar. Kompetitive

ELISA sind bei nicht aufgereinigten Proben vorteilhaft.

Beim Sandwich-ELISA erfolgt die Fixierung der Zielsubstanz nicht unspe-

zi�sch, sondern über einen weiteren Antikörper, den Capture-Antikörper. Er

ist möglichst gegen ein anderes Epitop gerichtet als der Detektionsantikörper.

Die Zielsubstanz wird dann von zwei Antikörpern gebunden: Dem Capture-

Antikörper, der es �xiert, und dem Detektionsantikörper, der dem Nachweis

dient (das �Sandwich�). Vorteile liegen in der höheren Spezi�tät durch Nut-

zung zweier Epitope sowie in der besseren Fixierung des Antigens, was die

Sensitivität erhöhen kann. [Crowther, 2000]

Zonulin und Kynurenin wurden über einen kompetitiven ELISA bestimmt,

CP und Nty über einen indirekten und CRP über einen direkten Sandwich-

ELISA. Durchgeführt wurden die Assays von der Immundiagnostik AG, Bens-

heim.

2.4.2 High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

Die HPLC gehört zu den Trennverfahren und wird vor allem zur Bestimmung

organischer Substanzen in Lösungen eingesetzt. Dabei wird die zu analysieren-

de Probe in einem sog. Elutionsmittel unter hohem Druck durch eine Trennsäu-

le gepumpt. In der Probe enthaltene Substanzen wechselwirken je nach Sto�-
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eigenschaft unterschiedlich stark mit der stationären Phase in der Trennsäule,

wodurch verschiedene Substanzen voneinander getrennt werden. Am Ende der

Säule werden die getrennten Substanzen detektiert und können durch Vergleich

mit Standardproben zugeordnet und quanti�ziert werden. [Schwedt, 2017]

Über HPLC wurden ADMA und Homoarginin bestimmt. Die Analysen er-

folgten durch die Immundiagnostik AG, Bensheim.

2.4.3 Photometrie

Bei der Photometrie wird die Konzentration einer farbigen Substanz in einer

Probe durch Durchleuchtung und Bestimmung der Absorption analysiert. Das

Ausmaÿ der Absorption hängt dabei von der Konzentration des zu analysieren-

den Sto�es ab, dabei muss die Wellenlänge des verwendeten Lichts gemäÿ der

sto�spezi�schen Absorptionsspektren gewählt werden. Farblose Sto�e können

durch chemische Reaktionen in farbige Substanzen überführt werden, damit

sie mittels Photometrie analysierbar werden. [Schwedt, 2017]

Der Serum-Kreatininspiegel wurde photometrisch bestimmt, die Analyse

wurde von der Limbach-Gruppe, Heidelberg, durchgeführt
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2.5 Statistische Auswertung

Alle statistischen Berechnungen wurden über die Programmiersprache �R� un-

ter Nutzung der Software �RStudio� durchgeführt. Bei kontinuierlichen Grö-

ÿen wurde die Normalverteilung optisch über Quantil-Quantil-Diagramme und

rechnerisch über den Shapiro-Wilk-Test überprüft. Korrelationsanalysen wur-

den bei normalverteilten Daten als Pearson-Korrelation berechnet. Bei nicht

normalverteilten Daten wurde der Rangkorrelationskoe�zient nach Spearman

angewandt. Gruppenvergleiche wurden bei normalverteilten Daten über einen

doppelten t-Test, bei nicht normalverteilten Daten über den Wilcoxon-Rang-

summentest durchgeführt. Ergebnisse mit einen Signi�kanzwert p < 0, 05 wur-

den als signi�kant und Ergebnisse mit einen Wert p < 0, 01 als hochsigni�kant

bezeichnet, signi�kante und hochsigni�kante Ergebnisse wurden mit �*� bzw.

�**� markiert. Zur Reduktion der Wahrscheinlichkeit eines α-Fehlers durch mul-

tiples Testen wurde bei den Zielparametern zusätzlich ein adjustierter p-Wert

(padj) nach Holm [1979] berechnet.



49

Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Deskriptive Statistik

3.1.1 Patientenkollektiv

Im Zeitraum der Rekrutierung stellten sich 230 Patienten in der Sprechstunde

vor, alle haben einer Teilnahme an der Studie zugestimmt. Ein Proband wurde

wegen unvollständiger Daten ausgeschlossen, so dass letztlich 229 Patienten in

die Auswertung einbezogen wurden (n = 229).

3.1.2 Daten aus Anamnese, Untersuchung und Archiv

Demographische Daten

Unter den 229 in die Datenauswertung eingeschlossenen Probanden waren

Männer deutlich überrepräsentiert: Das Kollektiv setzt sich aus 45 Frauen

und 184 Männern zusammen. Das Durchschnittsalter aller Probanden betrug

67,3 Jahre und unterschied sich nur geringfügig in den geschlechtsspezi�schen

Subgruppen (siehe Tabelle 3.1).
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Tabelle 3.1: Alter und Geschlecht der Probanden

Anzahl (Prozent) Durchschnittsalter (SD)

Gesamt 229 (100) 67 (11,7)

Frauen 45 (20) 65 (11,0)

Männer 184 (80) 68 (12,0)

Klinische kardiale Parameter

Gemäÿ dem Studiendesign sind alle Patienten Träger eines AICD-Aggregats.

Bei den meisten Patienten (ca. 66%) handelt es sich um eine primärprophy-

laktische AICD-Versorgung bei höhergradiger Herzinsu�zienz.

Die Auswertung der Echokardiographiebefunde ergab bei einem Groÿteil

der Probanden eine mittel- oder hochgradig eingeschränkte linksventrikulä-

re systolische Funktion sowie bei fast der Hälfte einen deutlich vergröÿerten

LVEDD (siehe Tabellen 3.2 und 3.3). Beide Ergebnisse deuten auf einen sehr

hohen Anteil herzinsu�zienter Probanden hin. Zudem bestand bei einem Groÿ-

teil (ca. 2/3) der Studienteilnehmer eine koronarangiographisch nachgewiesene

koronare Herzerkrankung (siehe Tabelle 3.4).

Tabelle 3.2: Echokardiographische Parameter der linksventrikulären

Funktion

Parameter Mittelwert

LVEF 37,3%

LVEDD der Frauen 53,0mm

LVEDD der Männer 58,0mm
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Tabelle 3.3: Einteilung nach echokardiographischen Parametern

LVEF Anzahl (Prozent)

Keine Angabe 9 (3,9)

Erhöht 1 (0,4)

Normal 33 (14,4)

Leicht eingeschränkt 36 (15,7)

Mittelgradig eingeschränkt 93 (40,6)

Hochgradig eingeschränkt 57 (24,9)

LVEDD Anzahl (Prozent)

Keine Angabe 27 (11,8)

Erhöht 95 (41,5)

Nicht erhöht 107 (46,7)

Tabelle 3.4: Koronarstatus der Probanden

Koronarstatus Anzahl (Prozent)

Keine Angabe 16 (7,0)

Keine KHK 72 (31,4)

Eingefäÿ-KHK 36 (15,7)

Zweigefäÿ-KHK 40 (17,5)

Dreigefäÿ-KHK 65 (28,4)

Nikotinkonsum

Der Raucherstatus wurde wie in Tabelle 2.2 dargestellt de�niert. Danach sind

über zwei Drittel der Probanden Raucher, 48% sogar starke Raucher (siehe

Tabelle 3.5).
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Tabelle 3.5: Klassierung nach Raucherstatus

Raucherstatus Anzahl (Prozent)

Keine Angabe 1 (0,4)

Nichtraucher 69 (30,1)

Raucher 49 (21,4)

Starker Raucher 110 (48,0)

Körpergewicht

Gemäÿ Einteilung über den BMI nach der WHO (siehe Tabelle 2.1) war die

Mehrzahl der Patienten übergewichtig (68%), fast ein Drittel sogar adipös

(siehe Tabelle 3.6).

Tabelle 3.6: Klassierung nach Körpergewicht

Gewichtskategorie Anzahl (Prozent)

Keine Angabe 1 (0,4)

Untergewicht 1 (0,4)

Normalgewicht 71 (31,0)

Präadipositas 89 (38,9)

Adipositas I◦ 51 (22,3)

Adipositas II◦ 10 (4,4)

Adipositas III◦ 6 (2,6)

Diabetes mellitus

Im Kollektiv gab es nur einen Patienten mit Diabetes mellitus Typ 1. Ein

bekannter Typ-2-Diabetes-mellitus lag bei 60 Probanden vor (siehe Tabelle

3.7).
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Tabelle 3.7: Bekannter Diabetes mellitus

Kategorie Anzahl (Prozent)

Keine Angabe 6 (2,6)

Kein Diabetes mellitus 162 (70,7)

Diabetes mellitus Typ 1 1 (0,4)

Diabetes mellitus Typ 2 60 (26,2)

3.1.3 Ergebnisse der durchgeführten Laboranalysen

Zonulin

Bei allen Patienten wurde eine Zonulin-Immunreaktion über den durchgeführ-

ten ELISA festgestellt, die Messwerte für Zonulin lagen zwischen 4,1 ng
ml

und

26,8 ng
ml

(siehe Tabelle 3.8, Abbildungen 3.1 und 3.2). Die Werte waren nach

Shapiro-Wilk-Test (p < 0, 001) und QQ-Plot (siehe Abbildung 3.3) nicht nor-

malverteilt.

Tabelle 3.8: Kennzahlen Zonulinmessung

Kennzahl Zonulin in ng
ml

Anzahl 229

Niedrigster Wert 4,1

Mittelwert 10,6

Höchster Wert 26,8

Standardabweichung 2,9
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Abbildung 3.1: Alle gemessenen Zonulinwerte nach Gröÿe sortiert

Abbildung 3.2: Verteilung der Zonulinwerte
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Abbildung 3.3: QQ-Plot für Zonulin

Kreatinin und GFR

Bei allen Probanden wurde der Kreatininspiegel gemessen, die GFR wurde

anschlieÿend über den Kreatininspiegel nach CKD-EPI berechnet. Bei zwei

Patienten konnte aufgrund einer bestehenden terminalen Niereninsu�zienz mit

intermittierender Hämodialyse keine sinnvolle GFR ermittelt werden. Es zeigte

sich ein hoher Anteil an Patienten mit einer Niereninsu�zienz: Mehr als die

Hälfte der Probanden hatte eine GFR von unter 60 ml
min·1,72m2 (siehe Tabellen

3.9 und 3.10).

Tabelle 3.9: Kennzahlen Kreatininmessung und GFR-Berechnung

Kennzahl Kreatinin in mg
dl

GFR in ml
min·1,72m2

Niedrigster Wert 0,64 13,3

Mittelwert 1,35 59,5

Höchster Wert 7,22 107,5
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Tabelle 3.10: Stadium der Niereninsu�zienz nach KDIGO

Stadium der Niereninsu�zienz Anzahl (Prozent)

I oder keine 20 (8,7)

II 91 39,7)

III 98 (42,8)

IV 17 (7,4)

V 3 (1,3)

Marker für kardiovaskuläres Risiko und Entzündung

Analysiert wurden insgesamt sieben Marker, die mit erhöhtem kardiovasku-

lärem Risiko und systemischen Entzündungsprozessen in Verbindung stehen,

wie in Sektion 1.7 beschrieben. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.11 zusammen-

gefasst.

Tabelle 3.11: Kennzahlen der Risiko- und Entzündungsmarker

Marker Minimum Mittelwert Maximum

ADMA in µmol
l

0,51 0,78 1,36

CML-Cal in ng
ml

0,1 198,5 3579

Carbonylprotein in U
ml

60,9 182,1 709,9

CRP in mg
l

0,2 4,8 99,2

Homoarginin in µmol
l

0,27 1,65 7,91

Kynurenin in µmol
l

1,3 3,7 11,7

Nitrotyrosin in nmol
l

0,1 608,7 4295,3

3.1.4 Übersicht über das Patientenkollektiv

Insgesamt handelt es sich um ein überwiegend männliches Patientenkollektiv

im fortgeschrittenen Alter mit einem hohen kardiovaskulären Risikopro�l und

entsprechenden Vorerkrankungen (siehe Tabelle 3.12)



57

Tabelle 3.12: Übersicht des Patientenkollektivs

Parameter Anzahl (Prozent) bzw. Mittelwert (SD)

Eingeschlossen (= n) 229

Männlich 184 (80)

Weiblich 45 (20)

Alter 67, 3 (±12)

BMI 27, 8 (±5)

Übergewicht 156 (68)

Raucher 159 (69,4)

GFR (CKD-EPI) 59 (±21)

Moderate bis terminale Niereninsu�zienz 118 (52)

KHK 141 (62)

Eingeschränkte LVEF 186 (81)

Diabetes mellitus 61 (27)

3.2 Explorative Analyse

3.2.1 Korrelationsanalysen

Zonulin und demographische Daten

Es zeigten sich keine geschlechtsspezi�schen Unterschiede im gemessenen Zo-

nulinspiegel (p = 0, 59), jedoch eine hochsigni�kante negative Korrelation mit

dem Patientenalter (siehe Tabelle 3.13 und Abbildung 3.4).

Tabelle 3.13: Korrelationsanalyse Zonulin und Alter

Koe�zient ρ Signi�kanz p

Alter -0,24** <0,001
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Abbildung 3.4: Zonulinspiegel bei Frauen und Männern

Zonulin und Nierenfunktionsparameter

Es zeigte sich eine hochsigni�kante negative Korrelation mit dem gemessenen

Kreatininspiegel (ρ = −0, 35, padj < 0, 001) und entsprechend eine hochsigni�-

kante positive Korrelation mit der berechneten GFR (ρ = 0, 36, padj < 0, 001).

Tabelle 3.14: Korrelationsanalyse Zonulin und Nierenparameter

Parameter Koe�zient ρ Signi�kanz p (padj)

Kreatinin -0,35** <0,001 (<0,001)

GFR 0,36** <0,001 (<0,001)

Zonulin und kardiale Parameter

Der aus ggf. vorhandenen Vorbefunden ermittelte Koronarstatus korrelierte

signi�kant negativ mit Zonulin. Die LVEF zeigte einen Trend zu einer positiven

Korrelation, die jedoch nach p-Wert-Adjustierung nicht signi�kant war (siehe

Tabelle 3.15).
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Tabelle 3.15: Korrelationsanalyse für Zonulin und kardiale Parame-

ter

Parameter Koe�zient ρ Signi�kanz p (padj)

Koronarstatus -0,21* 0,002 (0,018)

LVEF 0,13 0,05 (0,23)

LVEDD (Frauen) -0,02 0,09

LVEDD (Männer) -0,13 0,09

Zonulin und klinische kardiovaskuläre Risikofaktoren

Die Zonulinspiegel zwischen Nicht-Diabetikern und Typ-2-Diabetikern unter-

schieden sich nicht (p = 0, 49). Bezüglich Typ-1-Diabetes konnte keine Analyse

durchgeführt werden, da nur ein entsprechender Patient eingeschlossen war.

Auch bzgl. des BMI und Raucherstatus zeigte sich kein Zusammenhang.

Zonulin und Labormarker für kardiovaskuläres Risiko und Entzün-

dung

Bzgl. der erhobenen Labormarker zeigten sich mehrere au�ällige Korrelatio-

nen. So ergaben sich signi�kante oder hochsigni�kante negative Korrelationen

mit ADMA, CML-Cal und Kynurenin sowie eine hochsigni�kante positive Kor-

relation mit Homoarginin (siehe Tabelle 3.16).

Tabelle 3.16: Korrelationsanalyse für Zonulin und erhobene Risiko-

und Entzündungsmarker

Marker Koe�zient ρ Signi�kanz p (padj)

ADMA -0,20* 0,003 (0,018)

CML-Cal -0,23** <0,001 (0,005)

Carbonylprotein -0,08 0,243 (0,728)

CRP -0,03 0,66 (>0,999)

Homoarginin 0,25** <0,001 (0,003)

Kynurenin -0,25** <0,001 (0,002)

Nitrotyrosin 0,01 0,93 (>0,999)
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Überblick signi�kanter Korrelationen von Zonulin

Insgesamt zeigten sich acht signi�kante Korrelationen zwischen Zonulin und

anderen erhobenen Werten (siehe Tabelle 3.17).

Bei vielen dieser Gröÿen ist zu erwarten, dass sie auch untereinander korre-

lieren, bspw. bei Alter und GFR. Um Scheinkorrelationen auszuschlieÿen, wur-

de daher im Anschluss eine partielle Korrelationsanalyse durchgeführt. Hierbei

wurde Kreatinin von der Analyse ausgeschlossen, da eine Korrelation mit der

nach CKD-EPI berechneten GFR zwangsläu�g vorhanden ist.

Tabelle 3.17: Signi�kante Korrelationen von Zonulin

Parameter Koe�zient ρ

Alter -0,24**

Kreatinin -0,35**

GFR 0,36**

Koronarstatus -0,21*

ADMA -0,20*

CML-Calprotectin -0,23**

Homoarginin 0,25**

Kynurenin -0,25**

Partielle Korrelationsanalyse für Zonulin

Bei allen signi�kant mit Zonulin univariat korrelierenden Gröÿen wurde eine

partielle Korrelationsanalyse mit den jeweils anderen Gröÿen als Kontrollva-

riable durchgeführt. Dabei blieben drei Korrelationen von Zonulin mit allen

Kontrollvariablen signi�kant: GFR, CML-Cal und Homoarginin. Die übrigen

au�älligen Korrelationen (mit Alter, Koronarstatus, ADMA und Kynurenin)

waren mit der GFR als Kontrollvariable nicht mehr signi�kant, so dass es sich

hier wahrscheinlich um Scheinkorrelationen handelt. Die vollständigen Ergeb-

nisse der partiellen Korrelationsanalyse �nden sich im Anhang (Tabellen 5.1,

5.2).
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3.2.2 Regressionsanalysen

Für die drei genannten signi�kant mit Zonulin korrelierenden Parameter wurde

weiterführend eine univariate lineare Regressionsanalyse durchgeführt (siehe

Tabelle 3.18 und Abbildungen 3.5, 3.6, 3.7).

Tabelle 3.18: Univariate lineare Regressionsanalysen für Zonulin

Unabhängige Variable Regressionskoe�zient Intercept R2

GFR 0,044 8,01 0,10

Homoarginin 0,638 9,64 0,02

CML-Cal -0,001 10,89 0,01

Abbildung 3.5: Zonulin in Abhängigkeit von der GFR inkl. Regressionsge-

rade
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Abbildung 3.6: Zonulin in Abhängigkeit von Homoarginin inkl. Regressions-

gerade

Abbildung 3.7: Zonulin in Abhängigkeit von CML-Cal inkl. Regressionsge-

rade1

1In der Abbildung wurde der höchste CML-Cal-Wert zur besseren Darstellbarkeit weg-

gelassen, bei der Auswertung jedoch berücksichtigt.
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3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

Bei allen Patienten wurde ein Zonulinspiegel gemessen (Tabelle 3.8). Zonulin

korrelierte positiv mit der glomerulären Filtrationsrate sowie dem Homoargin-

inspiegel und negativ mit dem CML-Calprotectin-Spiegel (siehe Tabellen 3.14

bzw. 3.16). Diese Korrelationen blieben auch in einer partiellen Korrelations-

analyse hochsigni�kant, so dass es sich wahrscheinlich um keine Scheinkorrela-

tion handelt (siehe Tabellen 5.1 5.2). Korrelationen mit CRP, Carbonylprotei-

nen oder den erhobenen klinischen kardialen Parametern fanden sich nicht. Da

sich im Kollektiv nur ein Patient mit einem Diabetes mellitus Typ 1 be�ndet,

konnte diesbezüglich keine Subgruppenanalyse durchgeführt werden.
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Kapitel 4

Diskussion

4.1 Einleitung in die Diskussion

Zonulin ist der erste entdeckte endogene Regulator von Tight Junctions. Seit

der Erstbeschreibung konnten einige Assoziationen mit Erkrankungen des Ver-

dauungssystems gezeigt werden, die Bedeutung bei extraintestinalen Erkran-

kungen blieb aber weitgehend unklar. Ziel dieser explorativen Studie war es,

mögliche Zusammenhänge zwischen Zonulin und Herz- und Nierenerkrankun-

gen zu klären. Dazu führten wir eine Korrelationsanalyse zwischen dem Zonulin-

Plasmaspiegel und verschiedenen Parametern für entsprechende Erkrankungen

sowie damit assoziierte Zustände (systemische Entzündung, erhöhtes kardio-

vaskuläres Risiko) in einem kardiovaskulär stark vorbelasteten Patientenkol-

lektiv durch.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Überblick

Bei allen Probanden zeigte sich im ELISA eine Zonulin-Immunreaktion. Au�äl-

lige Korrelationen von Zonulin bestanden mit der glomerulären Filtrationsrate,

mit CML-Calprotectin und mit Homoarginin, nicht aber mit dem CRP-Spiegel,

den erhobenen klinischen kardialen Parametern, dem BMI, dem Rauchersta-

tus, den Parametern für erhöhten oxidativen Stress und Diabetes mellitus.
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4.2.2 Patientenkollektiv

Die deskriptive statistische Auswertung des Patientenkollektivs zeigte eine ge-

mäÿ der Indikationen für eine AICD-Implantation und der etablierten Ri-

sikofaktoren für eine Herzinsu�zienz zu erwartende Verteilung: Die gröÿte

Subgruppe bildeten männliche Raucher mit einer ischämischen Kardiomyopa-

thie. Die meisten Probanden hatten einen primärprophylaktisch implantierten

AICD (ca. 66%), was sich mit den deutschlandweiten Zahlen deckt (ca. 70%)

[Markewitz, 2019]. Man kann von einer repräsentativen Stichprobe deutscher

AICD-Träger ausgehen.

4.2.3 Ergebnisse der Zonulin-Messung

In unserem Patientenkollektiv betrug der mittlere Zonulinspiegel ca. 11 ng
ml
. In

allen Proben lieÿ sich dabei Zonulin nachweisen (Details siehe Tabelle 3.8)

Der Nachweis von Zonulin in allen Proben widerspricht, wie im Folgenden

dargelegt wird, der aktuell von vielen Autoren vertretenen Gleichsetzung von

Zonulin mit Prähaptoglobin-2 (Prä-HP2).

Prä-HP2 ist ein Polypeptid, aus dem die α- und β-Kette von Haptoglobin ab-

gespalten werden. Beim Menschen gibt es zwei verbreitete Varianten von Hap-

toglobin, die als Haptoglobin-1 bzw. Haptoglobin-2 bezeichnet werden. Dem

entsprechend handelt es sich bei Prä-HP2 um die Vorstufe von Haptoglobin-

2. [Langlois u. Delanghe, 1996] Die Identi�kation von Zonulin mit Prä-HP2

basiert auf Tripathi u. a. [2009]: Sie zeigten in ihrer Studie, dass ein anti-ZOT-

Antikörper, der im Vorfeld von verschiedenen Arbeitsgruppen zur Detekti-

on von Zonulin benutzt worden war, in Blutseren von Zöliakiepatienten an

Prä-HP2 bindet. In einem zweiten Schritt konnten sie zudem demonstrieren,

dass rekombinantes Prä-HP2 die Permeabilität von Duodenalepithel erhöht,

also eine �Zonulinwirkung� besitzt. Aus diesen Ergebnissen folgerten sie, dass

Prä-HP2 und Zonulin das gleiche Protein seien.

Aus epidemiologischen Untersuchungen ist jedoch bekannt, dass ca. 10�20%

der europäischen Bevölkerung homozygot für Prähaptoglobin-1 sind und dem-

zufolge gar kein Prähaptoglobin-2 bilden. [Langlois u. Delanghe, 1996] Ausge-

hend davon dürfte in unserem Kollektiv bei einem relevanten Teil der Proban-



67

den kein Zonulin nachweisbar sein, tatsächlich zeigte sich aber in allen unse-

ren 229 Proben eine Zonulin-Immunreaktion. Dabei handelt es sich um einen

au�älligen Widerspruch zur Gleichsetzung von Zonulin mit Prähaptoglobin-2

(p < 0, 001 nach Binomialtest bei angenommener Prävalenz von 5%).

Eine mögliche Erklärung hierfür ist, dass es sich bei �Zonulin� nicht um ein

einzelnes Protein, sondern um eine Familie von Proteinen mit ähnlicher bis

gleicher Funktion handelt. De�niert wurde �Zonulin� als ein Protein, das über

den in Abschnitt 1.3.1 beschriebenen Mechanismus die Permeabilität von Tight

Junctions erhöht. Schon bei der Erstbeschreibung �el auf, dass es mindestens

zwei Varianten gibt, nämlich fetales und adultes Zonulin. [Wang u. a., 2000]

Weitere Anhaltspunkte dafür, dass es mehrere Proteine mit �Zonulinwirkung�

gibt, wurden zwischenzeitlich von Fasano [2020] publiziert. Ihm zufolge gibt

es verschiedene �Zonuline�, zu denen beispielsweise Prä-HP2 und Properdin,

höchstwahrscheinlich aber noch weitere, bisher nicht genau charakterisierte

Proteine gehören, die alle über den selben Mechanismus zu einer erhöhten

Permeabilität von TJs führen.

Nach jetzigem Stand kann man vermuten, dass es sich bei �Zonulin� um

eine Gruppe von verwandten Proteinen handelt. Jedenfalls scheint es neben

Prä-HP2 noch weitere Proteine mit �Zonulinwirkung� zu geben. Hierbei ergibt

sich das Problem, dass die verschiedenen derzeit verfügbaren Messmethoden

für �Zonulin� teils andere Proteine messen, so dass ein Vergleich der Ergebnisse

mitunter nicht möglich ist.

4.2.4 Ergebnisse der Korrelationsanalysen: Zonulin und

klinische kardiologische Parameter

Es zeigten sich keine au�älligen Zusammenhänge zwischen dem Zonulinspiegel

und den von uns erhobenen klinischen und echokardiographischen kardialen

Parametern. Die Korrelation zwischen dem Grad der KHK und Zonulin be-

werten wir als Scheinkorrelation mit der GFR als Störvariable.

In unserem Kollektiv gibt es damit keine Hinweise darauf, dass die in Ab-

schnitt 1.3.2 beschriebene Hypothese eines Zusammenhangs zwischen Zonulin

und einer Herzinsu�zienz zutri�t. Daten aus einer anderen Studie mit 115
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herzinsu�zienten Patienten zeigten ebenfalls keinen Zusammenhang zwischen

Herzinsu�zienz und Zonulinspiegel, so dass die Hypothese von uns verworfen

wird. [Dschietzig u. a., 2016]

4.2.5 Ergebnisse der Korrelationsanalysen: Zonulin und

kardiovaskuläre Risikofaktoren

In der univariaten Korrelationsanalyse zeigten sich eine au�ällige positive Kor-

relation von Homoarginin und eine negative Korrelation von CML-Calprotectin

mit Zonulin, die auch in der partiellen Korrelationsanalyse signi�kant blieben.

Mit den anderen erhobenen Risikofaktoren (BMI, Pack Years, CRP) und den

Markern für oxidativen Stress (Carbonylproteine, Nitrotyrosin) korrelierte Zo-

nulin nicht.

Homoarginin gilt als protektiv für kardiovaskuläre Erkrankungen, ein nied-

riger Homoarginin-Spiegel ist ein etablierter Risikofaktor. [März u. a., 2010]

[Pilz u. a., 2011] Dass Zonulin positiv mit Homoarginin korreliert, ist unseres

Wissens ein neues Ergebnis und steht im Widerspruch zur ursprünglichen Hy-

pothese, dass Zonulin ein Marker für erhöhtes Risiko sein könnte. Die negative

Korrelation von Zonulin mit CML-Calprotectin weist in die gleiche Richtung:

CML-Calprotectin ensteht durch Glykierung und gehört damit zu den sog.

�Advanced glycation end products� (AGE), welche als kardiovaskuläre Risi-

kofaktoren gelten. Das heiÿt, auch bezüglich CML-Calprotektin besteht eine

Assoziation von höheren Zonulinspiegeln mit geringerem kardiovaskulärem Ri-

siko.

Unseres Wissens wurden diese Zusammenhänge bisher nicht weiter unter-

sucht. Möglicherweise hat zirkulierendes Zonulin andere bzw. weitere Funktio-

nen als derzeit bekannt. [Dschietzig u. a., 2016; Mann u. a., 2017]

Da sich keine Korrelationen mit dem CRP-Spiegel oder den Parametern

für erhöhten oxidativen Stress fanden, gibt es keinen Hinweis, dass Zonulin

über diesen Mechanismus an der Pathogenese kardiovaskulärer Erkrankungen

beteiligt sein könnte.



69

4.2.6 Ergebnisse der Korrelationsanalysen: Zonulin und

Nierenfunktion

Unsere Daten zeigen eine hochsigni�kante negative Korrelation zwischen dem

Zonulinspiegel und dem Kreatininspiegel bzw. eine hochsigni�kante positive

Korrelation mit der berechneten GFR. Zwischenzeitlich publizierte Studien

anderer Gruppen weisen auf die gleiche Korrelation hin: Hasslacher [2018] zeig-

te sie in einem Kollektiv von 63 Patienten mit Typ 2 Diabetes mellitus und

Lukaszyk u. a. [2018] in einem Vergleich von 88 chronisch niereninsu�zienten

Patienten mit 23 nierengesunden.

Der Hintergrund dieses Zusammenhangs ist derzeit unklar, mehrere Erklä-

rungen sind denkbar:

• Ein renaler Verlust von Zonulin durch erhöhte Proteinurie

• Ein kausaler Zusammenhang zwischen Zonulin und Erkrankungen, die

die Nierenfunktion verschlechtern

• Eine pathophysiologische Beteiligung von Zonulin bei der Entwicklung

einer Niereninsu�zienz

• Eine verringerte renale Zonulin-Synthese bei Niereninsu�zienz

• Eine Kombination aus mehreren der genannten Faktoren

Erhöhte renale Verluste bei Proteinurie wären eine einfache Erklärung für

den beobachteten Zusammenhang. Zonulin ist ca. 47 kDa groÿ und wird daher

nicht frei �ltriert. Viele Erkrankungen, die zu einer chronischen Niereninsuf-

�zienz führen, gehen jedoch gleichzeitig mit einer pathologischen Proteinurie

einher. [Zhong u. a., 2017] Im Falle einer unselektiven Proteinurie ist davon

auszugehen, dass auch Zonulin über den Urin verloren geht. Da uns weder In-

formationen zur Proteinurie unserer Probanden noch Urinproben zur Messung

zur Verfügung stehen, können wir diese Hypothese nicht weiter untersuchen. In

einer Studie an pädiatrischen Patienten mit nephrotischem Syndrom zeigte sich

kein Zusammenhang zwischen der Höhe der Proteinurie und dem Zonulinspie-

gel, aber eine signi�kante Zonulinerhöhung bei den Probanden im Vergleich zu

gesunden Kontrollen. [Trachtman u. a., 2019] Diese Ergebnisse sprechen gegen
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renale Verluste als alleinige Ursache, sind aber aufgrund des speziellen Patien-

tenkollektivs nicht auf unsere Probanden übertragbar. Weitere Daten hierzu,

insbesondere bei erwachsenen Patienten, fanden wir in einer Literaturrecherche

nicht. Damit können wir die Hypothese, dass der niedrigere Zonulinspiegel bei

eingeschränkter Nierenfunktion primär auf Verlusten über den Urin basiert,

aktuell nicht bewerten.

Ein indirekter kausaler Zusammenhang über primär extrarenale Erkran-

kungen, die aber im Verlauf die Nierenfunktion beeinträchtigen, ist ebenfalls

möglich: Au�ällige Zonulinspiegel sind insbesondere für Erkrankungen mit Au-

toimmunprozessen beschrieben (siehe hierzu auch Abschnitt 1.3.2). Viele Au-

toimmunkrankheiten können im Verlauf die Nieren schädigen, bspw. etliche

Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises. [Kapoor u. Bathon, 2018;

Davidson, 2016; Bertrand u. a., 2017] Unser Kollektiv beinhaltet jedoch keine

relevante Anzahl entsprechender Patienten, so dass diesbezüglich keine Aus-

wertung möglich ist. In der aktuellen Literatur fanden wir ebenfalls keine ent-

sprechenden Daten.

Die Möglichkeit einer direkten Beteiligung von Zonulin bei der Entwicklung

von Nierenfunktionseinschränkungen ergibt sich daraus, dass Tight Junctions

in der Physiologie und Pathophysiologie der Niere eine groÿe Rolle spielen. Im

Tubulus gewährleisten TJs die Barrierefunktion und damit die selektive Rück-

resorption �ltrierter Moleküle. Die Filtrationsbarriere im Glomerulum wird

zwar nicht direkt durch TJs, sondern durch das sogenannte �Glomerular Slit

Diaphragm� gebildet, das die Fortsätze der Podozyten miteinander verbindet.

Das GSD enthält jedoch Tight-Junction-typische Proteine und weist viele Ge-

meinsamkeiten mit TJs auf. Im akuten Nierenversagen verlieren tubuläre TJs

ihre Barrierefunktion, auÿerdem sind funktionale Veränderungen von TJs an

der Entwicklung einer tubulointerstitiellen Fibrose beteiligt, welche wiederum

die gemeinsame Endstrecke zum terminalen Nierenversagen darstellt. [Lee u. a.,

2006; Garg, 2018] Ob Zonulin selbst Ein�uss auf die Entwicklung einer renalen

Funktionsstörung nimmt, wurde unseres Wissens bisher nicht untersucht, er-

scheint aber aufgrund der beschriebenen Beteiligung von Tight Junctions bei

der Entwicklung verschiedener renaler Pathologien denkbar.
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Aktuell ist nicht klar, woher genau das im Blutplasma zirkulierende Zonulin

stammt. Tight Junctions kommen in allen Epithelien vor und sind neben der

Barrierefunktion auch an der Zell- und Gewebedi�erenzierung beteiligt. [Lee

u. a., 2006] Bei chronischer Niereninsu�zienz entsteht regelhaft eine Nieren-

�brose mit Untergang des Tubulusepithels und Reduktion vitaler Nephrone.

Dadurch könnte es zu einer reduzierten Zonulinsynthese innerhalb der Nieren

und in der Folge auch zu messbar niedrigeren Zonulinspiegeln kommen. Auf

Basis unserer Daten können wir jedoch keine Aussage zu einer eventuellen

renalen Zonulinproduktion machen.

Grundsätzlich ist auch eine Kombination mehrerer Ursachen denkbar, die

sich sowohl verstärken als auch gegenseitig abschwächen könnten. So könnte

der Zonulinspiegel einerseits durch eine Proteinurie sinken, andererseits könnte

Zonulin aber auch eine protektive Rolle durch Regulation der Tubulusbarrie-

re spielen. Eine Bewertung der verschiedenen Erklärungsansätze ist auf Ba-

sis unserer Ergebnisse und anderer Publikationen nach aktuellem Stand nicht

möglich.

4.3 Limitationen

Die vorliegende Arbeit basiert auf einer primär explorativen Studie. Uns liegen

keine weiteren Daten vor, um die au�älligen Zusammenhänge und die daraus

generierten Hypothesen überprüfen zu können. Unsere Daten entstammen zu-

dem einem sehr speziellen Kollektiv, daher ist die Übertragbarkeit auf andere

Populationen eingeschränkt.

Sämtliche Biomarker konnten nur einmalig gemessen werden, so dass ana-

lytische Fehler nicht ausgeschlossen werden können. Bezüglich Zonulin gibt

es zudem Hinweise, dass die Serumspiegel starken Schwankungen ausgesetzt

sind, so dass Mehrfachmessungen eventuell aussagekräftiger wären. [Vojdani

u. a., 2017]

Zur Messung des Serumzonulins gibt es keinen etablierten Standard. Der-

zeit werden verschiedene ELISA angewandt, die sich jedoch nicht gegen die

gleiche Struktur richten und nach neueren Erkenntnissen unterschiedliche Pro-
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teine nachweisen. Daraus folgt, dass sich die Messwerte bezüglich Zonulin nur

schwer bis gar nicht vergleichen lassen. Des Weiteren ist aktuell nicht klar, wel-

ches Protein bzw. welche Proteine als �Zonulin� bezeichnet werden sollten. In

aktuellen Publikationen wird daher teilweise die Bezeichnung �Zonulin Family

Peptide� angewandt. [Pietrukaniec u. a., 2019; Tajik u. a., 2020].

4.4 Zusammenfassung

Zonulin korrelierte hochsigni�kant positiv mit der glomerulären Filtrationsra-

te. Die Ursache für diesen Zusammenhang ist derzeit unklar, neben erhöhten

renalen Verlusten ist auch eine pathophysiologische Rolle von Zonulin bei Nie-

reninsu�zienz denkbar.

Auÿerdem fanden wir eine Assoziation von Zonulin mit zwei Faktoren für ein

niedriges kardiovaskuläres Risiko: mit einem hohen Homoarginin- und einem

niedrigen CML-Calprotectinspiegel. Hier fehlt es aktuell an Erklärungsansät-

zen, möglicherweise deutet dieses Ergebnis auf bisher unbekannte Funktionen

von Zonulin hin.

Wie auch schon von anderen Arbeitsgruppen berichtet, zeigte sich, dass

der von uns verwendete ELISA zum Zonulinnachweis nicht Prä-Haptoglobin-2

erkennt. Unsere Daten sprechen daher gegen die Gleichsetzung von Zonulin

und Prä-Haptoglobin-2 und reihen sich in neuere Hypothesen ein, dass es sich

bei �Zonulin� um eine Familie verschiedener, funktionell ähnlicher Proteine

handelt.

4.5 Ausblick

Der hier erstmals aufgefallene Zusammenhang zwischen dem Zonulinspiegel

und der GFR bietet möglicherweise einen Ansatzpunkt zur weiteren Aufklä-

rung der Bedeutung von Zonulin und Tight Junctions bei dem hochrelevanten

Krankheitsbild der Niereninsu�zienz. Ein sinnvoller nächster Schritt wären

Studien, die den verantwortlichen Mechanismus näher untersuchen, bspw. über

zusätzliche Zonulinmessungen in Urinproben oder direkt im Nierengewebe.

Die ebenfalls bisher nicht beschriebenen Korrelationen von Zonulin mit Mar-

kern für ein niedrigeres kardiovaskuläres Risiko stehen auf den ersten Blick im
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Widerspruch zur aktuell üblichen Interpretation von Zonulin als Krankheits-

marker oder gar Pathogenitätsfaktor. Der Ein�uss von Zonulin scheint weit

über die Regulation der intestinalen Barriere hinauszugehen, das derzeitige

Verständnis hierzu ist noch sehr lückenhaft. Die Einschätzung und Reduktion

des kardiovaskulären Risikos ist eine anhaltende Herausforderung, so dass auch

in diesem Bereich weitere Untersuchungen lohnenswert erscheinen.

Ein weiterer wichtiger Schritt ist eine genauere biochemische und geneti-

sche Charakterisierung von Zonulin bzw. von �Zonulin Family Peptides�, um

perspektivisch einen Goldstandard zur Messung zu etablieren und eine bessere

Vergleichbarkeit verschiedener Studien zu ermöglichen.

Zur Veri�zierung aller Ergebnisse wäre eine Untersuchung in einem gröÿe-

ren, repräsentativen Kollektiv sinnvoll.
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Kapitel 5

Anhang
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Tabelle 5.1: Partielle Korrelationsanalyse für Zonulin, Teil 1 von 2

Variable Kontrollvariable Korrelationskoe�zient Signi�kanz

Alter

KHK -0.17 0.023

EF -0.22 0.003

GFR -0.02 0.819

Calprotectin -0.26 0.001

Homoarginin -0.22 0.004

Kynurenin -0.18 0.021

ADMA -0.22 0.005

KHK

Alter -0.13 0.096

EF -0.17 0.024

GFR -0.05 0.532

Calprotectin -0.18 0.018

Homoarginin -0.22 0.004

Kynurenin -0.15 0.052

ADMA -0.17 0.024

EF

Alter 0.11 0.142

KHK 0.07 0.333

GFR 0.01 0.897

Calprotectin 0.14 0.073

Homoarginin 0.11 0.157

Kynurenin 0.05 0.526

ADMA 0.11 0.140
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Tabelle 5.2: Partielle Korrelationsanalyse für Zonulin, Teil 2 von 2

Variable Kontrollvariable Korrelationskoe�zient Signi�kanz

GFR

Alter 0.32 <0,001

KHK 0.34 <0,001

EF 0.37 <0,001

Calprotectin 0.43 <0,001

Homoarginin 0.37 <0,001

Kynurenin 0.32 <0,001

ADMA 0.36 <0,001

Calprotectin

Alter -0.31 <0,001

KHK -0.28 <0,001

EF -0.30 <0,001

GFR -0.36 <0,001

Homoarginin -0.31 <0,001

Kynurenin -0.35 <0,001

ADMA -0.31 <0,001

Homoarginin

Alter 0.26 <0.001

KHK 0.28 <0,001

EF 0.26 <0.001

GFR 0.24 <0.001

Calprotectin 0.29 <0,001

Kynurenin 0.26 <0.001

ADMA 0.26 <0.001

Kynurenin

Alter -0.18 0.018

KHK -0.19 0.012

EF -0.20 0.008

GFR -0.02 0.76

Calprotectin -0.31 <0,001

Homoarginin -0.22 0.005

ADMA -0.20 0.008

ADMAHLC

Alter -0.16 0,043

KHK -0.15 0.059

EF -0.17 0.029

GFR -0.10 0.190

Calprotectin -0.20 0.008

Homoarginin -0.16 0.036

Kynurenin -0.13 0.092
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