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Abstract

Zonulin is the only known endogenous modulator of tight junctions. To this
day, most studies have focused on its effect 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 inflammation 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 (p = 0.36, p < 0.001), zonulin and homoarginine (p = 0.25, p = 0.003),
zonulin and carboxymethyllysine-calprotectin (p = —0.23, p = 0.005). Sur-
prisingly, zonulin was associated with markers of low cardiovascular risk in
those three cases. These novel findings 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 Permeabilitdt un-
tersucht. Seine Rolle in der Pathophysiologie intestinaler Erkrankungen wie
der Zoliakie ist belegt. Tight Junctions iiben jedoch nicht nur im Darm, son-
dern in allen Organsystemen wichtige Funktionen aus. Es gibt einige Hinweise
auf eine Beteiligung von Zonulin bei systemischen Entziindungs- und Autoim-
munprozessen. Allerdings mangelt es aktuell an Daten zu moglichen Zusam-
menhingen 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 Triger eines AICD-Aggregates) den
Serum-Zonulinspiegel mittels ELISA gemessen und auf Korrelationen mit aus-
gewdhlten etablierten Markern fiir kardiovaskuldres Risiko, Entziindung und
den kardiorenalen Krankheitsstatus untersucht. Wir konnten drei auffillige
Korrelationen feststellen: Zonulin und GFR (p = 0,36, p < 0,001), Zonulin
und Homoarginin (p = 0,25, p = 0,003), Zonulin und CML-Cal-protectin
(p = —0,23, p = 0,005). Uberraschenderweise korrelierte Zonulin in allen
drei Féllen mit Markern fiir ein niedrigeres kardiovaskulédres 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 Permeabilitéit hin.
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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Hintergrund

Tight Junctions (TJs), auch Zonulae occludentes (ZOs) genannt, gehtren zu
den Zell-Zell-Verbindungen. Sie sind in der Lage, den Raum zwischen Zellen
abzudichten und so die parazellulire Passage vieler Substanzen zu verhindern.
Lange stellte man sich TJs als starre Barrieren vor, als ,,Zement®, der Zellver-
béande versiegelt. Mittlerweile ist jedoch bekannt, dass die Eigenschaften von
TJs variabel sind und durch physiologische sowie pathophysiologische Prozes-
se verandert werden. Pathologische Verdnderungen von TJs wurden bei vielen
Erkrankungen beschrieben (bspw. bei malignen Neoplasien, bei C.-difficile-
Infektionen oder bei chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen), die endoge-
ne Regulation ist jedoch bis jetzt nur unvollstindig aufgeklirt. Zonulin ist der
einzige bekannte korpereigene Regulator von TJs: Zonulin erhoht reversibel
ihre Durchléssigkeit und steigert so bspw. die Darmpermeabilitit. [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
Durchléssigkeit der Darmwand. Des Weiteren wurden Assoziationen des Zonu-
linspiegels mit verschiedenen entziindlichen Erkrankungen festgestellt, bspw.
mit der Zoliakie oder dem Diabetes mellitus Typ I. [Fasano, 2011] Die von
Zonulin regulierten TJs werden nicht nur im Epithel des Verdauungstraktes
exprimiert, sondern spielen bekanntermaifsen auch in der Lunge, in den Nieren-
tubuli und letztlich in allen Epithelien eine entscheidende Rolle. [Hou, 2014;

Giinzel u. Yu, 2013] Somit kénnte Zonulin bei vielen anderen Erkrankungen,
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die mit TJ-Verdnderungen einhergehen, ggf. ein diagnostischer oder sogar the-
rapeutischer Ansatzpunkt sein.

Die biochemische Charakterisierung von Zonulin, die Aufkldrung seiner Rol-
le in Physiologie und Pathophysiologie und die Evaluation eines moglichen
klinischen Nutzens stehen jedoch noch am Anfang. Die vorliegende Arbeit
beschiftigt sich mit der Hypothese, dass Zonulin auch bei der Entwicklung
von Herz- und Niereninsuffizienz eine Rolle spielen kénnte und méchte einen
Beitrag zur Aufklirung der Zonulinwirkung leisten. Dazu haben wir Zonulin
und verschiedene etablierte Parameter fiir Herz- und Niereninsuffizienz, kar-
diovaskuldres Risiko und Entziindungsprozesse in einem kardiovaskular stark
belastetem Kollektiv (Patienten mit einem AICD) gemessen und auf Zusam-

menhénge untersucht.

1.2 Tight Junctions

Benachbarte Zellen werden im Korper durch verschiedene Proteinkomplexe
miteinander verbunden, die unter anderem der Stabilitit und der interzel-
luliren Kommunikation dienen (fiir eine Ubersicht siehe Abbildung 1.1). TJs
sind schliefende Zell-Zell-Verbindungen, die die parazellulare Passage von Sub-
stanzen regulieren. Die Aufklarung ihrer Funktionsweise und Struktur geht
auf Farquhar u. Palade [1963] zuriick. Hielt man sie anfangs noch fiir simple
Diffusionsbarrieren, so wurde mit der Zeit klar, dass ihre Durchlissigkeit fiir
verschiedene Substanzen variabel ist. [Fromter u. Diamond, 1972| Mittlerweile
ist dariiber hinaus bekannt, dass TJs auch fiir die Polaritat von Zellverbanden,
d.h. fiir die Abgrenzung apikaler und basaler Zellmembranen, und damit fiir
die Funktionsweise sémtlicher 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 identifiziert wer-
den: diese kdnnen gruppiert werden in Geriistproteine, die die Verbindung mit

dem Zytoskelett herstellen, und transmembranire 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]

riistproteinen verbunden sind und ihrerseits die Kontakte mit benachbarten

Zellen ermoglichen. [Stevenson u. a., 1986; Van Itallie u. Anderson, 2014|

1.2.2 Bedeutung von TJs

Die Bedeutung von TJs wird in jenen Zellverbanden besonders deutlich, in
denen die parazellulire Passage bestimmter Substanzen erforderlich ist, an-
dere Substanzen aber am Durchtritt gehindert werden miissen. Dazu gehoren
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 Nihrstoffen und Fliissigkeiten, sondern auch in der Immunabwehr. [Peau-
decerf u. Rocha, 2011] Hierbei muss er die primér widerspriichliche Aufgabe
leisten, einerseits essentielle Substanzen in den Korper passieren zu lassen,

und andererseits potentiell schéddliche Molekiile sowie Krankheitserreger fern-
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zuhalten. Fehlregulationen dieses Gleichgewichtes sind vorstellbare Ursachen
fiir Krankheiten wie Lebensmittelallergien, chronisch entziindliche Darmer-
krankungen oder systemische Entziindungsprozesse. [Ma, 1997; Schilling u. a.,
2014| Fiir eine zu durchldssige Darmwand wurde in diesem Zusammenhang der
Begriff , Leaky-Gut-Syndrom* geprigt. [Hollander, 1999] Man kann sich aber
genauso schéddliche Folgen einer zu dichten Darmwand vorstellen, z.B. indem
notwendige Immuntoleranzen gegeniiber ungefdhrlichen kérperfremden Stoffen
wie Oberflachenantigenen der apathogenen Darmflora oder Nahrungsproteinen

verhindert werden.

Bedeutung im Endothel

Das Endothel grenzt das Lumen der Blutgefife und damit das Blut selbst
von den durchbluteten Geweben ab. Dabei muss es dhnlich wie die Darm-
schleimhaut Nahrstoffe passieren lassen, gleichzeitig aber toxische Substanzen
und Krankheitserreger zuriickhalten. Die Barrierefunktion ist im Gehirn als
sogenannte , Blut-Hirn-Schranke® besonders ausgeprigt. 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 Ubertritt gehindert werden. [Stamatovic u. a., 2016]

Bedeutung im Nephron

TJs sind entscheidend an den Transport- und Diffusionsvorgingen in den Glo-
meruli und Tubuli beteiligt und bekanntermafen auch in die Pathophysiologie
von Nierenerkrankungen involviert. [Hou, 2014] Stérungen der TJ-Funktion
im proximalen Tubulus fiihren im Mausmodell nach Muto u.a. [2010] bspw.
zu einer gestorten lonenselektivitdt und einer damit einhergehenden verrin-
gerten NaCl-Toleranz. Beim Menschen basiert zum Beispiel die seltene Erb-
krankheit ,familidre Hypomagnesiiimie mit Hyperkalziurie und Nephrokalzi-
nose“ (FHHNC) auf einer Mutation des Gens fiir das TJ-Protein Claudin.
[Claverie-Martin, 2015]
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Bedeutung in der Lunge

In der Lunge gewéhrleisten TJs die Diffusionsbarriere zwischen dem Lungen-
epithel und dem Alveolarraum und verhindern einen Ubertritt von Fliissig-
keit. [Giinzel u. Yu, 2013; Schlingmann u. a., 2015] Pathophysiologisch sind
TJ-Funktionsstorungen bspw. bei der Entwicklung eines ARDS, eines Asth-
mas bronchiale oder eines toxischen Lungenddems 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 Permeabilitdt geht
auf Fasano u.a. [1997] zuriick: Sie beschrieben, dass ein von Vibrio cholerae
produziertes Toxin, genannt Zonula-occludens-Toxin (ZOT), die Durchléssig-
keit von TJs reversibel erhoht. Basierend auf der Hypothese, dass es ein en-
dogenes Analogon von ZOT geben konnte, identifizierten sie schlieflich ein
korpereigenes Protein mit ZOT-dhnlicher Wirkung auf die intestinale Permea-

bilitdt, das sie ,Zonulin“ nannten. [Wang u. a., 2000; Fasano u. a., 2000]

Zonula-occludens-Toxin (ZOT)

Das Bakterium V. cholerae 16st beim Menschen schwere Durchfallerkrankun-
gen aus. Als wichtigster Virulenzfaktor gilt das Cholera-Toxin (CT), das im
Diinndarm durch die Erhéhung intrazelluldrer cAMP-Spiegel iiber die Aktivie-
rung intrazelluldrer Signalwege zu einer sekretorischen Diarrhoe fiihrt. [Harris
u.a., 2012] Bei der Entwicklung von Cholera-Impfstoffen mit attenuierten V.
cholerae-Stammen fiel jedoch auf, dass diese trotz Unfahigkeit zur Produktion
von CT weiterhin Durchfélle auslosen konnen. [Levine u. a., 1988] Die Hypo-
these, dass es ein weiteres Toxin geben konnte, wurde von Fasano u.a. [1991]
weiter untersucht: Die Zugabe von Bakterienkultur-Uberstinden verschiedener
V. cholerae-Stamme zu isolierter Kaninchen-Diinndarmmukosa fiihrte zu einer
erhohten Permeabilitiat. Der Effekt auf die Permeabilitdt unterschied sich zwi-
schen den verschiedenen Stdmmen, war aber unabhéngig von der Fahigkeit,

CT zu produzieren. Gleichzeitig korrelierte die Stiarke der Permeabilitétserho-
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hung mit der Fahigkeit der Stdmme, Durchfall in Probanden auszulésen. Aus
funktionellen Versuchen und elektronenmikroskopischer Betrachtung schlossen
sie, dass der Effekt auf die Permeabilitdt 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 vertréglichen Cholera-Impfstoffes [Baudry u. a., 1992; Karasawa
u. a., 1993; Michalski u. a., 1993| Die Arbeitsgruppe um A. Fasano beschéftig-
te sich dariiber hinaus schwerpunktméfbig mit der Wirkung von ZOT auf TJs:
Die Funktionsweise von TJs war und ist zu grofen Teilen ungeklért, die Entde-
ckung von ZOT mit spezifischer, 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 spezifisch und zelltypenabhingig ist und konnten zeigen, dass der
Effekt auf die Permeabilitdt von TJs in der Diinndarmmukosa auf einer Reor-
ganisation des Aktin-Zytoskeletts basiert und durch intrazellulidre Signalwege
vermittelt wird, die von der Proteinkinase-C (PKC) abhéngig sind. Diese Er-
kenntnisse fiihrten sie zu der Hypothese, dass ZOT iiber einen Rezeptor wirkt,
fiir den es auch einen endogenen Liganden gibt. [Fasano u. a., 1995, 1997|

Sie fanden schliefslich ein Protein in Priparaten humaner Diinndarmmu-
kosa, das von anti-ZOT-Antikérpern gebunden wird. Dieses Protein wurde
aufgereinigt und zeigte in weiteren Versuchen einen analogen Effekt auf die
Permeabilitat von Diinndarmmukosa. Gleichzeitig konnten sie eine vollstandi-
ge Hemmung durch ZOT und eine starke Hemmung durch Blockade des fiir die
ZOT-Wirkung verantwortlichen PKC-Signalswegs demonstrieren. [Wang u. a.,
2000] Daraus folgt, dass das entdeckte Protein hochstwahrscheinlich {iber 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 Groke des als ,Zonulin“ bezeichneten Proteins konnte iiber Aufreini-

gung, Filterung und wiederholte in-vitro-Testungen an Diinndarmmukosa auf
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ca. 47kDa eingegrenzt werden. Bemerkenswert ist, dass Wang u. a. [2000] zwei
verschiedene Zonulin-Varianten nachweisen konnten: das Zonulin aus fotalem
Diinndarmgewebe unterschied sich in der Aminosduresequenz von jenem aus
adultem Diinndarmgewebe. Auferdem 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
grolses Protein, das die Permeabilitdt von Tight Junctions steigert, in ver-
schiedenen intestinalen und extraintestinalen Geweben vorkommt und in min-
destens zwei Varianten (fotales und adultes Zonulin) vorliegt.

Tripathi u.a. [2009] stellten fest, dass der zum Zonulin-Nachweis benutzte
anti-ZOT-Antikorper an Prahaptoglobin-2 (Pra-HP2) bindet und dass rekom-
binantes Pra-HP2 die intestinale Permeabilitiat erhoht, d.h. Zonulin-Wirkung"*
besitzt. Daraus folgerten sie, dass Pra-HP2 identisch mit dem Protein ist, das
als ,Zonulin“ definiert worden war. Hierbei ergab sich jedoch das Problem,
dass eine Aminosdure-Sequenz (GGVLVQPG), die nach Wang u. a. [2000] in
Zonulin enthalten ist, gar nicht in Pra-HP2 vorkommt. |Tripathi u. a., 2009

Das Zonulinsystem: Zusammenfassung der aktuellen Kenntnisse

Aktuell geht man davon aus, dass Zonulin ein ca. 47kDa grofes Protein ist,
dessen primédre Funktion in der Regulation von Tight Junctions besteht. Es
bindet an EGFR und fiihrt PKC-vermittelt zu einer Umorganisation intra-
zelluldrer Aktin-Filamente, welche wiederum die TJ-Konformation beeinflusst
und so zu einer hoheren Durchléssigkeit fiihrt (siehe Abbildung 1.2). Es gibt
Hinweise darauf, dass Zonulin identisch mit Pra-HP2 ist, einem Protein, das
vorher nur als Vorldufer von Haptoglobin-2 (HP2) bekannt war. [Fasano, 2012a;
Tripathi u. a., 2009]

Die physiologische Bedeutung von Zonulin ist noch unklar. Méglicherwei-
se bildet es einen Teil der unspezifischen Immunabwehr des Diinndarms: Auch
apathogene Bakterienspezies fiihren zu einer erhohten luminalen Zonulinsekre-
tion, was zu einem erhdhten Austritt von Elektrolyten und Fliissigkeiten ins

Lumen fiihrt und so eventuell zu einer Ausschwemmung der Mikroorganismen
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Abbildung 1.2: Illustration der intrazelluliren Zonulin-Signalwege vor Bin-
dung von Zonulin (A) und nach Bindung von Zonulin (B) [Fasano, 2012a] (mit

freundlicher Genehmigung von Elsevier)

aus dem normalerweise anndhernd sterilen Diinndarm fiithren kénnte. [Fasano,
2001; El Asmar u. a., 2002]

1.3.2 Assoziation von Zonulin mit Erkrankungen
Zonulin und intestinale Permeabilitit

Zonulin erhéht wie in 1.3.1 beschrieben die intestinale Permeabilitat. Hiermit
geht eine verstirkte Konfrontation des Korpers, insbesondere des Immunsys-
tems, mit verschiedenen Substanzen einher. So werden eine Reihe von Krank-
heiten, bei denen (Auto)-Immunprozesse beteiligt sind, mit intestinalen Per-
meabilitatsstorungen (Jeaky gut“) in Verbindung gebracht [Fasano, 2012b].
Hierzu zéhlen bspw. Zoliakie [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]. Fiir die Zoliakie |[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-abhéngige intestinale Barrieredysfunktion (,zonulin-dependent
intestinal barrier dysfunction“) wurde von Fasano [2008] als neuer moglicher

Mechanismus der Entstehung von Autoimmunkrankheiten vorgeschlagen.

Zonulin und Entziindungsprozesse sowie metabolische Stérungen

Erhohte Zonulinspiegel scheinen allgemein mit systemischen Entziindungspro-
zessen assoziiert zu sein. So fanden sich Zusammenhénge bei vielen chronischen
und akuten entziindlichen Erkrankungen, bspw. bei Sepsis [Klaus u. a., 2013],
multipler Sklerose [Camara-Lemarroy u. a., 2020] oder rheumatoider Arthritis
|Tajik u.a., 2020|. Erhohte Zonulin-Serumspiegel wurden auferdem bei vie-
len metabolischen Storungen, die ihrerseits mit Entziindungsprozessen asso-
ziiert sind, nachgewiesen: Bei hochgradiger Adipositas [Aasbrenn u. a., 2020],
bei Fettstoffwechselstorungen [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 Entziindungsmarker.

Zonulin und Malignome

Ein Kennzeichen maligner Erkrankungen ist die Invasion iiber zellulire Bar-
rieren hinweg. Hierfiir miissen insbesondere auch TJs {iberwunden 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 Ausmak der Expression mit dem Grad der Malignitit korreliert.

Herzinsuffizienz und Zonulin

Es liegen Hinweise vor, dass Zonulin mit Herzinsuffizienz assoziiert ist. Bspw.
bestand eine Korrelation des Zonulinspiegels mit dem linksventrikuldren Durch-
messer. |Przybytowski u. a., 2014| Bei vielen Formen der Herzinsuffizienz spielt
eine chronische Entziindungssituation eine Rolle. [Van Linthout u. Tschope,
2017] Zudem ist auch bei der Herzinsuffizienz eine begleitende epitheliale Bar-
rierestorung bekannt. So konnten De Pasquale u. a. [2003] bspw. zeigen, dass

die Durchlissigkeit der alveolokapilliren Barriere fiir Proteine bei Patienten
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mit ischdmischer Kardiomyopathie erhcht ist. Zudem wird derzeit der Zusam-
menhang zwischen Herzinsuffizienz und der Durchléssigkeit des Darmepithels
untersucht, hierfiir wurde der Begriff ,Gut-Heart-Axis* geprigt. Diesbeziiglich
scheint es eine wechselseitige Beziehung zu geben: Eine Herzinsuffizienz erhéht
die intestinale Permeabilitat, gleichzeitig verstirkt eine zu permeable Darm-

wand aber eine Herzinsuffizienz. [Kamo u. a., 2017]

Nierenerkrankungen und Zonulin

Ein Zusammenhang zwischen Zonulin und Nierenfunktionsstorungen wurde
bisher nicht beschrieben. Bekanntermafen finden sich jedoch bei etlichen rena-
len Erkrankungen Verdnderungen von TJs, welchen auch eine pathophysiologi-
sche Bedeutung zugesprochen wird. [Lee u. a., 2006; Garg, 2018] Des Weiteren
tritt bei sehr vielen chronischen entziindlichen Krankheiten eine Nierenbeteili-
gung auf. [Dietel u. a., 2005] Das gilt insbesondere fiir Erkrankungen des rheu-
matischen Formenkreises, fiir die, wie unter 1.3.2 beschrieben, Assoziationen

mit dem Zonulinspiegel bekannt sind.

1.3.3 Offene Fragen

Die biochemische Charakterisierung des Zonulin-Systems ist noch nicht abge-
schlossen. Aktuell wird Zonulin haufig mit Pra-HP2 gleichgesetzt, jedoch fielen
diesbeziiglich Widerspriiche in der Aminosiure-Struktur zwischen Pra-HP2
und den urspriinglich beschriebenen Zonulin-Sequenzen auf. |Tripathi u.a.,
2009; Wang u. a., 2000].

Wie Zonulin auf die TJs des Diinndarmes wirkt, konnte gezeigt werden
(siche 1.3.1). Ob sich diese Erkenntnisse auf andere Organsysteme iibertra-
gen lassen, oder ob Zonulin auch weitere physiologische Funktionen erfiillt,
ist Gegenstand aktueller Forschung. Es konnte bereits demonstriert werden,
dass sich der Zonulinrezeptor von Gewebe zu Gewebe unterscheidet. Zudem
fiel schon bei der Erstbeschreibung von Zonulin auf, dass fetales Zonulin eine
etwas andere Aminosiduren-Sequenz aufweist. [Wang u. a., 2000] Beides kann
als Hinweis auf weitere Wirkungen von Zonulin interpretiert werden, bspw. in
der Migration von Zellen wihrend 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 Barrierestorungen und
damit assoziierter Erkrankungen, insbesondere der Zdliakie. Sehr friih fiel 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 iibergreifender
Regulator verschiedener Grenzgewebe. Assoziationen mit extraintestinalen Fr-
krankungen sind bisher jedoch nur sehr liickenhaft evaluiert worden, Erkennt-
nisse zu Zonulin bei kardialen und renalen Funktionsstorungen gab es bisher

kaum.

1.4 Herzinsuffizienz

1.4.1 Definition

Als ,Herzinsuffizienz“ bezeichnet man allgemein eine eingeschrinkte Herzfunk-
tion, welche zu einer unzureichenden Bereitstellung des Herzzeitvolumens fiihrt.
Da ein reduziertes Herzzeitvolumen prinzipiell jedes Organsystem beeintréch-
tigen kann, hat eine Herzinsuffizienz Auswirkung auf den gesamten Korper.
[Dietel u. a., 2005]

1.4.2 Epidemiologie

Nach Daten des Statistischen Bundesamtes war die Herzinsuffizienz 2013 die
zweithdufigste Diagnose von stationdr behandelten Patienten in Deutschland.
Seit iiber 20 Jahren wird ein stetiger Anstieg der Herzinsuffizienz-Morbiditat
dokumentiert. Im Jahr 2013 betrug die stationdre Morbiditétsziffer fiir die
Herzinsuffizienz fiir Deutschland 490,8 je 100.000 Einwohner. Die Hiufigkeit
der Herzinsuffizienz steigt mit dem Alter, insbesondere nach dem 75. Lebens-
jahr. Auffillig sind die Unterschiede in der Geschlechterverteilung: Im Gegen-
satz zu allen anderen haufigen Herzerkrankungen ist bei der Herzinsuffizienz
fiir Frauen eine hohere Morbiditdt als bei Mannern zu verzeichnen; besonders
bemerkenswert ist die Differenz der Morbiditatsziffer, diese ist bei Frauen 82%
hoher als bei Ménnern (siehe Abbildungen 1.3 und 1.4). Der Unterschied be-
ruht nicht allein auf dem hoheren 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]

Morbiditat ausgewéhlter Herzkrankheiten in den Altersgruppen - Frauen
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Abb. 2/2: Stationare Morbiditatsziffer der ischamischen Herzkrankheiten (120-125), der Herzrhythmusstorungen (144-149), der Herzklappen-
krankheiten (I05-109, 134-139) und der Herzinsuffizienz (150) nach Altersgruppen in Deutschland 2013 — weiblich

Abbildung 1.3: Herzinsuffizienz bei Frauen [Meinertz u. a., 2015]
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Abb. 2/1a: Stationadre Morbiditatsziffer der ischamischen Herzkrankheiten {120-125), der Herzrhythmusstorungen (144-149), der Herzklappenkrank-
heiten (105-109, 134-139) und der Herzinsuffizienz {I50) nach Altersgruppen in Deutschland 2013 — ménnlich, auf Basis der ,neuen” Bevilkerungs-
fortschreibung (Zensus 2011).

Abbildung 1.4: Herzinsuffizienz bei Ménnern [Meinertz u. a., 2015]

1.4.3 Atiologie

Grundséatzlich konnen viele verschiedene Grunderkrankungen zu einer Herzin-

suffizienz fiihren. In Deutschland ist die ischdmische Kardiomyopathie als Folge
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einer koronaren Herzerkrankung die bei weitem bedeutendste Form. Dariiber
hinaus kénnen bspw. Herzklappenfehler, angeborene Herzfehler, genetisch be-
dingte Kardiomyopathien oder Infektionen zu einer Herzinsuffizienz fiihren.
[Dietel u. a., 2005

Koronare Herzerkrankung

Als koronare Herzerkrankung bezeichnet man die Arteriosklerose der Koro-
nararterien. Sie ist in Deutschland die Herzkrankheit mit der hochsten Mor-
bidititdt (iiber 800/100.000 Einwohner im Jahr 2013) und zudem durch die
mogliche Auslésung einer ischdmischen Kardiomyopathie die fiithrende Ursa-
che einer Herzinsuffizienz. [Meinertz u. a., 2015]

Die koronare Herzerkrankung wird heute als systemische Erkrankung mit
Beteiligung des Immunsystems verstanden. So ist bspw. der etablierte Ent-
ziindungsparameter CRP prognostisch ungiinstig bei einer koronaren Herzer-
krankung. [Ribeiro u.a., 2014] Die Senkung des CRP-Spiegels mittels Plas-
mapherese nach einem Herzinfarkt kann den Verlauf verbessern |Sheriff u. a.,
2015].

1.4.4 Einteilung und Diagnostik der Herzinsuffizienz

Klinisch wird die Herzinsuffizienz nach dem System der New York Heart Asso-
ciation (NYHA) je nach Symptomatik in vier Schweregrade eingeteilt: NYHA 1
bis NYHA IV. [Dietel u. a., 2005|

Als Laborparameter der Herzinsuffizienz sind die natriuretischen Peptide
etabliert: Dabei handelt es sich insbesondere um das Brain Natriuretic Pepti-
de (BNP), das unter physiologischen Bedingungen an der Fliissigkeits- und Vo-
lumenregulation des Kérpers mitwirkt. Ein wichtiger Stimulus fiir die endogene
Produktion von BNP ist eine Volumeniiberladung der Vorhofe. [McCullough
u. a., 2003; Azzazy u. Christenson, 2003] Im Rahmen der Pathophysiologie der
Herzinsuffizienz tritt regelhaft eine Volumeniiberladung des Kérpers mit Vor-
hofdehnung auf, daher korreliert erhohtes BNP mit dem Schweregrad einer
Herzinsuffizienz. Neben der Messung des BNP selbst ist auch die Messung des
sogenannten n-terminalen Pro-BNP (nt-proBNP) iiblich; 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 schlieffen lasst.
[McCullough u.a., 2003] Klinisch werden die natriuretischen Peptide insbe-
sondere zur Differenzierung zwischen kardialer und pulmonaler Genese von

Dyspnoe eingesetzt.

1.4.5 Automatische implantierte Kardioverter /Defibrillatoren
(AICD)

AICD werden in der Primér- und Sekundérprophylaxe ventrikuldrer Herz-
rhythmusstorungen eingesetzt. Die wichtigsten Indikationen sind hierbei:
e Primérpriavention bei symptomatischer Herzinsuffizienz und LVEF<35%
e Sekundirprévention nach anhaltender ventrikularer Tachykardie
e Sekundéarprivention nach Kammerflimmern
e Primir- und Sekundérprévention bei angeborenen priméren Arrhythmie-

syndromen [Priori u. a., 2015]

Grundsétzlich wird die Indikation aufgrund einer Vielzahl von kardialen Er-
krankungen gestellt, in Deutschland erhélt die Mehrheit der Patienten (iiber
70%) einen AICD jedoch zur Primérprophylaxe [Markewitz, 2019]. Die ischdmi-
sche Kardiomyopathie ist die bedeutendste Grunderkrankung bei Patienten
mit einem AICD. [Meinertz u.a., 2015]

1.5 Niereninsuffizienz

1.5.1 Definition

Als Niereninsuffizienz bezeichnet man eine dauerhaft reduzierte Féahigkeit der
Nieren, Primérharn zu bilden. Sie beruht auf einer Reduktion der funktions-
fahigen Nephrone. In der Praxis wird diese reduzierte Nierenfunktion iiber die
glomerulire Filtrationsrate (GFR) bewertet. [Dietel u. a., 2005]

1.5.2 Epidemiologie

Ublicherweise geht man bei einer GFR von unter 60 ml/min/1,73m? von einer

relevanten Nierenfunktionseinschrankung aus. Nach dieser Definition gibt es
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derzeit ca. 2 Millionen Niereninsuffiziente in Deutschland. |Girndt u. a., 2016|
Weltweit wird die Privalenz auf iiber 10% geschétzt. |[Eckardt u.a., 2013].
Niereninsuffiziente Personen haben eine stark erhohte Mortalitdt und erlei-
den vermehrt kardiovaskuldre Ereignisse [Go u.a., 2004|. Die chronische Nie-
reninsuffizienz ist daher auch global gesehen von aufserordentlicher Relevanz.
[Luyckx u. a., 2018]

1.5.3 Atiologie

Die wichtigsten Ursachen fiir eine Niereninsuffizienz sind in Deutschland die
arterielle Hypertonie und der Diabetes mellitus. Beide Erkrankungen fiihren
tiber eine Schidigung der Glomeruli zur Zerstérung von Nephronen. |Dietel
u. a., 2005|

1.5.4 Einteilung

Zur Einteilung einer Niereninsuffizienz wird hauptséchlich die glomerulére Fil-
trationsrate benutzt. In der klinischen Praxis wird diese meistens nicht direkt
bestimmt, sondern iiber Algorithmen aus dem Serumkreatinin abgeschétzt.
Standard ist aktuell die sogenannte CKD-EPI-Formel. [Levey u. a., 2009; Ste-

vens u.a., 2013]

1.5.5 Niereninsuffizienz bei Herzinsuflizienz

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 — Storungen eines Systems ha-
ben Auswirkungen auf das andere. Bei herzinsuffizienten Patienten findet man
dementsprechend sehr haufig auch eine bestehende Niereninsuffizienz. Dafiir
gibt es mehrere Griinde: Die Risikofaktoren dhneln sich, fast alle typischen Risi-
kofaktoren fiir eine Herzinsuffizienz wie Diabetes mellitus, Nikotinkonsum oder
arterielle Hypertonie sind auch Risikofaktoren fiir die Niereninsuffizienz. Au-
fserdem beeintrichtigt eine gestorte Herzfunktion {iber die verminderte Perfusi-
on auch die Nierenfunktion. Umgekehrt verursacht eine schwer eingeschriankte

Nierenfunktion auch eine Herzinsuffizienz. Bei einer Gruppe herz- und nieren-
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insuffizienter Patienten sind also mehrere Konstellationen zu erwarten: |Dietel
u. a., 2005]

e Koinzidenz von Herz- und Niereninsuffizienz bei pradisponierenden Grunder-

krankungen
e Gestorte Nierenperfusion durch Herzinsuffizienz (kardiorenales Syndrom)

e Gestorte Herzfunktion durch Niereninsuffizienz (renokardiales Syndrom)
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1.6 Systemische Entziindung

Kardiovaskuldre Erkrankungen werden nicht mehr nur als lokale Erkrankungen
begriffen, sondern scheinen im Zusammenhang mit einer systemischen Entziin-
dungsreaktion zu stehen. |Elia u. a., 2021; Boland u. Long, 2021| So erlaubt der
etablierte Entziindungsparameter CRP eine Risikostratifizierung von KHK-
Patienten. Zudem gab es wiederholt Hinweise, dass entziindungshemmende
Medikamente die kardiovaskuldre Sterblichkeit reduzieren. [Tapoi u.a., 2021;
Boland u. Long, 2021]

Viele Zustéande, die eine chronische Entziindungsreaktion zur Folge haben,
sind auch mit einer erhdhten kardiovaskuldren Morbiditdt und Mortalitat asso-
ziiert. Dies betrifft zum einen die Atherosklerose, die mittlerweile als komplexe
systemische Krankheit mit inflammatorischer Komponente begriffen wird. Zum
anderen aber auch systemische Erkrankungen, die nicht primér kardiovasku-
laren 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 fiir kardiovaskulares Risiko

und systemische Entziindungsprozesse

1.7.1 C-reaktives Protein (CRP)

Das CRP gehort zu den sogenannten Akut-Phase-Proteinen, also Proteinen,
die im Rahmen von akuten Entziindungsreaktionen typischerweise ansteigen.
Seine klinische Bedeutung liegt hauptséichlich in seiner Verwendung als La-
borparameter zur Diagnostik und Verlaufsbeurteilung von systemischen Ent-
ziindungsreaktionen bei Infektionen oder Autoimmunkrankheiten. [Pepys u.
Hirschfield, 2003]

Der CRP-Spiegel ist ein sehr niitzlicher Indikator fiir die aktuelle Entziin-
dungsaktivitdt, da er von anderen Faktoren kaum beeinflusst wird und der
gemessene Spiegel aufgrund der kurzen Halbwertszeit von ca. 19h hauptsich-
lich von der aktuellen Syntheserate abhingt. |[Vigushin u.a., 1993] Fiir die

meisten entziindlichen Erkrankungen eignet sich CRP besser als andere Akut-
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Phase-Proteine zur Einschatzung der Krankheitsaktivitat. Typisch ist eine aus-
gepriagte CRP-Reaktion bei systemischen Infektionen insbesondere bakteriel-
ler Genese, Gewebsnekrosen inklusive Myokardinfarkten und Krankheiten des

rheumatischen Formenkreises [Pepys u. Hirschfield, 2003]

CRP-Spiegel als kardiovaskuldrer Risikofaktor

Bei der Untersuchung von 468 gesunden Blutspendern fanden Shine u. a. [1981]
eine mediane CRP-Konzentration im Serum von 0,8 g/1, eine 90.-Perzentile von
3 g/l und eine 99.-Perzentile von 10g/l. Bei CRP-Konzentrationen von {iber
10g/1 kann daher von einer zugrundeliegenden systemischen Entziindung aus-
gegangen werden. In den letzten Jahren wurde wiederholt gezeigt, dass iiber
erhohte CRP-Spiegel festgestellte gesteigerte systemische Entziindungsaktivi-
tat mit einem gesteigerten kardiovaskuldren 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 Aminoséure, die sich von Arginin
nur durch eine zusdtzliche Methylgruppe unterscheidet. Der Homoarginin-
Plasmaspiegel gilt als protektiver Faktor fiir die Entwicklung kardiovaskuldrer
Erkrankungen. Ein zugrundeliegender Mechanismus ist aktuell nicht geklért,
vermutet wird aber ein giinstiger Einfluss auf den NO-Stoffwechsel 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 Aminosdure Arginin und entsteht endogen durch
posttranslationale Methylierung. Erhohte ADMA-Plasmaspiegel sind ein eta-
blierter kardiovaskuldrer und renaler Risikofaktor. Zusammenhange mit KHK,
chronischer Niereninsuffizienz, Atherosklerose und einer Vielzahl anderer Er-
krankungen wurden beschrieben. Die ungiinstige Wirkung von ADMA beruht
wahrscheinlich auf einer Storung des NO-Stoffwechsels: ADMA ist der am bes-
ten charakterisierte endogene Hemmstoff 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 modifizier-
tes Calprotectin und gehort damit zu den sogenannten ,,Advanced Glycation
End Products (AGEs)“. [Delgado-Andrade, 2016] AGEs sind nach aktuellen
Erkenntnissen an einer Vielzahl pathologischer Verdnderungen im Rahmen
von Alterungsprozessen und degenerativen Erkrankungen wie bspw. der Athe-
rosklerose oder der Niereninsuffizienz beteiligt. [Yamagishi u. Matsui, 2018;
Drenth u. a., 2016; Mallipattu u. Uribarri, 2014] Carboxymethyl-Lysin (CML)
wird klinisch als Indikator fiir erhdhte endogene Glykierung und damit ge-
steigertes Risiko fiir 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. Erhoéhte
Spiegel treten bei einer Vielzahl akuter und chronischer Entziindungszustande
auf. [Striz u. Trebichavsky, 2004; Nakashige u. a., 2015]

1.7.5 Kynurenin

Kynurenin ist ein Abbauprodukt der essentiellen Aminosdure Tryptophan.
Die Tryptophan-Verstoffwechselung 1duft im menschlichen Kérper groftenteils
iiber den Kynurenin-Weg, der die Bildung mehrerer bioaktiver Metabolite inkl.
Kynurenin selbst beinhaltet. Erhohte Spiegel dieser Metabolite sind sowohl
direkt mit kardiovaskuldren Erkrankungen wie Herzinsuffizienz oder Athero-
sklerose als auch mit kardiovaskuldaren Risikofaktoren wie Adipositas, Diabetes
mellitus und arterieller Hypertonie assoziiert. [Song u. a., 2017] Des Weiteren
treten erhohte Spiegel von Kynurenin und Kynurenin-Metaboliten als Urdmie-
toxine bei chronischer Niereninsuffizienz 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 fiir erhohten oxidativen Stress, erhhte CP-Spiegel
treten bspw. bei Diabetes mellitus, chronischem Nierenversagen und vielen

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

1.7.7 Nitrotyrosin (Nty)

Nitrotyrosin entsteht durch Nitrierung der Aminoséure Tyrosin, insbesondere
durch Reaktion von Tyrosin mit dem Radikal Peroxinitrit. Erh6hte 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 fiir intestinale Permeabilitit ist Zonulin mittlerweile etabliert
und Korrelationen mit einigen primér gastrointestinalen Erkrankungen konn-
ten gezeigt werden. TJs, deren Durchldssigkeit von Zonulin moduliert wird,
iiben jedoch in praktisch allen Organsystemen wichtige Funktionen aus; be-
sonders hervorzuheben sind hier das Endothel, die Epithelien des Respira-
tionstraktes einschlieflich der Lunge sowie die Nierenglomeruli und -tubuli.
Dariiber hinaus gab es Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen Zonulin
und systemischen Entziindungsreaktionen generell, die — wie in 1.6 dargestellt
— einen bekannten Risikofaktor fiir Herzinsuffizienz, koronare Herzerkrankung
und kardiovaskuldre Mortalitdt darstellen. Daraus haben wir folgende Fragen

abgeleitet:

e Korreliert Zonulin in einem kardiovaskulér stark vorbelasteten Kollektiv
mit etablierten laborchemischen Parametern fiir kardiovaskulares Risiko,

Nierenfunktion oder systemische Entziindungsprozesse?

e Gibt es Zusammenhinge zwischen dem Plasmazonulinspiegel und dem
Krankheitsstatus bzgl. Herzinsuffizienz, koronare Herzkrankheit (KHK)

oder Niereninsuffizienz?
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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 kardiovaskuldren und renalen Erkrankungen bendétigt.
Ausgewihlt wurden Patienten mit einem automatischen implantierten Defi-
brillator, die in der rhythmologischen Sprechstunde der Charité Campus Mitte
betreut wurden. Wie in 1.4.5 dargestellt, besteht bei der Mehrzahl der AICD-
Tréger eine chronische Herzinsuffizienz, zudem sind in diesem Kollektiv weitere
kardiovaskuldre Erkrankungen wie eine KHK, eine Niereninsuffizienz oder eine

arterielle Hypertonie zu erwarten.

2.2 Probanden

Die Probanden wurden in der rhythmologischen Sprechstunde der Charité
Campus Mitte iiber einen Zeitraum von sieben Monaten (April bis Oktober
2013) rekrutiert. Dabei handelte es sich ausschlieflich um ambulant betreute
Trager eines AICD.

Die Patienten wurden sowohl schriftlich als auch miindlich aufgekldrt und
bei Einversténdnis eingeschlossen. Weitere Einschlusskriterien wurden nicht
angewandt. Da alle bereits betreuten Patienten mindestens halbjahrlich einen
Sprechstundentermin erhalten, kann von einer fast vollstindigen Abdeckung

des Patientenstammes ausgegangen werden.
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2.2.1 Erfasste Daten
Bei der Vorstellung der Patienten wurden folgende Daten anamnestisch erfasst:

e Korpergrofe

o Korpergewicht

Nikotinkonsum in py

Dialysepflichtigkeit

Bekannter Diabetes mellitus Typ 1 oder 2

2.2.2 Archivdaten

Den Patientenakten der kardiologischen Ambulanz wurden, wenn vorhanden,
folgende Daten entnommen:

e Koronarangiographisch ermittelter Koronarstatus

e Echokardiographisch ermittelte LVEF

e Echokardiographisch ermittelter LVEDD

2.2.3 Abgeleitete Daten

Auf Basis der Anamnese, einer orientierenden korperlichen Untersuchung und
gegebenenfalls vorhandener Vorbefunde wurden folgende Klassifikationen vor-

genomien:

e Indikation des AICD (primér- oder sekundarprophylaktisch)

e Vorhandensein einer ischamischen oder nichtischamischen Herzinsuffizi-

enz

e Body Mass Index (BMI) definiert als BM T := Korergewicht

Kérpergrofie®
e Einteilung in Korpergewichtsklassen (siehe Tabelle 2.1)
e Einteilung in Raucherklassen (siehe Tabelle 2.2)

e Klassierung der linksventrikuldren Funktion nach Echokardiographiebe-
funden (siehe Tabelle 2.3)
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e Berechnete GFR entsprechend aktueller Empfehlungen iiber die Kreatinin-
basierte CKD-EPI-Formel (siehe Tabelle 2.4) [Eknoyan u. a., 2013; Levey
u. a., 2009]

Tabelle 2.1: Einteilung des Korpergewichts nach der WHO [World
Health Organization, 2009]

Gewichtsklasse Definition

Untergewicht BMI < 18,5:792
Normalgewicht 18,52 < BMI < 254
Ubergewicht BMI > 254

- Priadipositas 2524 < BMI < 3024

- Adipositas I°  30£% < BMT < 355

m2
- Adipositas II°  35%4 < BMT < 402

- Adipositas I1I°  BMI > 40%4

Tabelle 2.2: Definition des Raucherstatus [Janjigian u. a., 2010]

Raucherstatus Definition
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 % (Ménner)
Normal 04 — T4 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 (Ménner)

Nicht erhoht < 52,6 < 58,3
Erhoht > 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(3%,1)7%329 . max (592, 1)~1299 . 0, 993Alter

0,7 0,7
Ménnlich  GFR = 141 - min(55, 1)"%"" - maz(55,1)712% - 0,9934%
2.3 Proben

2.3.1 Probengewinnung

Nach Einschluss eines Patienten wurden bei der Vorstellung nach iiblichem
Prozedere 6 ml Blut venos entnommen und in entsprechende Rohrchen mit
Ethylendiamintetraessigsiure (EDTA) gefiillt (BD Vacutainer® EDTA-Rohrchen
6 ml). Im Anschluss wurden die Proben 15 Minuten bei 3500 Umdrehungen pro
Minute zentrifugiert. 2 ml Plasma wurden schlieflich von jeder Probe in Form
von 4 Aliquots & 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 liefs dabei kei-
nen Riickschluss auf den Patienten oder die anderen erfassten Daten zu. Die
Daten wurden in einer separaten Datenbank gespeichert und erst nach voll-
standiger Bearbeitung aller Proben zur Entblindung mit den anderen Daten
zusammengefiihrt. Fine Zuordnung der Proben zum Patienten war damit wéih-

rend der Weiterverarbeitung und Messung fiir keine beteiligte Person moglich.

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 (siche Tabelle 2.5).
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Tabelle 2.5: Ubersicht der Laboranalysen [Immundiagnostik, 2020;
Limbach-Gruppe, 2020]

Parameter Methode Durchfiihrung

Zonulin Kompetitiver ELISA Immundiagnostik
Kreatinin Photometrie Limbach Gruppe
CRP Direkter Sandwich-ELISA  Immundiagnostik
Homoarginin HPLC Immundiagnostik
ADMA HPLC Immundiagnostik
CMIL-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 Antikdrper-basiertes Analyseverfahren. Es nutzt deren Eigen-
schaft, sehr spezifisch an eine Zielsubstanz zu binden. Zum Nachweis dieser
Bindung dienen Enzyme, die mit Antikérpern oder Antigenen verbunden wur-
den (sog. Enzym-Konjugate) und deren Reaktionsprodukte sich einfach messen
lassen. Hierzu werden insbesondere Enzyme eingesetzt, die iiber ein zugegebe-
nes Substrat zu einem photometrisch messbaren Farbumschlag fiihren. Es gibt
mehrere Abwandlungen des urspriinglichen 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 Detektionsantikorper eingesetzt, der spezifisch fiir die Zielsub-
stanz ist. Die Zielsubstanz wird erst unspezifisch fixiert, dann werden die
Enzym-markierten Antikérper hinzugefiigt. Diese binden an ggf. vorhandene
Zielsubstanz, nicht-gebundene Antikorper werden entfernt. Gebundene Anti-
korper konnen nach Zugabe des Substrats iiber die katalysierte Enzym-Substrat-
Reaktion quantifiziert werden — je mehr Zielsubstanz vorhanden war, desto

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

Der indirekte ELISA unterscheidet sich hinsichtlich des Enzymkonjugats:
Hier ist das Enzym nicht mit dem Detektionsantikorper verbunden, sondern
mit einem zweiten Antikérper, der an den Detektionsantikorper bindet. Beim
indirekten ELISA weist die Enzymreaktion also gebundene Antikérper und
nicht die Zielsubstanz selbst nach. Seine Spezifitit entsteht durch die Auswahl
des Detektionsantikorpers. Vorteilhaft ist hierbei, dass ein Enzymkonjugat zum
Nachweis verschiedener Zielsubstanzen eingesetzt werden kann.

Kompetitive ELISA basieren auf einem etwas abgewandelten Nachweisprin-
zip: Hier lauft die Enzym-Substrat-Reaktion ohne die Zielsubstanz ab, die
Quantifizierung der zu testenden Substanz erfolgt iiber die Fahigkeit, die Re-
aktion zu stéren. Die Storung 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-
zifisch, sondern iiber einen weiteren Antikorper, den Capture-Antikérper. Er
ist moglichst gegen ein anderes Epitop gerichtet als der Detektionsantikorper.
Die Zielsubstanz wird dann von zwei Antikorpern gebunden: Dem Capture-
Antikorper, der es fixiert, und dem Detektionsantikorper, der dem Nachweis
dient (das ,Sandwich®). Vorteile liegen in der hoheren Spezifitit durch Nut-
zung zweier Epitope sowie in der besseren Fixierung des Antigens, was die
Sensitivitat erhohen kann. [Crowther, 2000]

Zonulin und Kynurenin wurden iiber einen kompetitiven ELISA bestimmt,
CP und Nty iiber einen indirekten und CRP {iber einen direkten Sandwich-
ELISA. Durchgefiihrt wurden die Assays von der Immundiagnostik AG, Bens-

heim.

2.4.2 High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

Die HPLC gehort zu den Trennverfahren und wird vor allem zur Bestimmung
organischer Substanzen in Lésungen eingesetzt. Dabei wird die zu analysieren-
de Probe in einem sog. Elutionsmittel unter hohem Druck durch eine Trennsiu-

le gepumpt. In der Probe enthaltene Substanzen wechselwirken je nach Stoff-
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eigenschaft unterschiedlich stark mit der stationdren Phase in der Trennsaule,
wodurch verschiedene Substanzen voneinander getrennt werden. Am Ende der
Saule werden die getrennten Substanzen detektiert und konnen durch Vergleich

mit Standardproben zugeordnet und quantifiziert werden. [Schwedt, 2017]

Uber 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
Ausmals der Absorption hingt dabei von der Konzentration des zu analysieren-
den Stoffes ab, dabei muss die Wellenldnge des verwendeten Lichts gemafs der
stoffspezifischen Absorptionsspektren gewihlt werden. Farblose Stoffe kénnen
durch chemische Reaktionen in farbige Substanzen iiberfiihrt werden, damit

sie mittels Photometrie analysierbar werden. [Schwedt, 2017]

Der Serum-Kreatininspiegel wurde photometrisch bestimmt, die Analyse

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

Alle statistischen Berechnungen wurden iiber die Programmiersprache ,,R* un-
ter Nutzung der Software ,RStudio* durchgefiihrt. Bei kontinuierlichen Gro-
fsen wurde die Normalverteilung optisch {iber Quantil-Quantil-Diagramme und
rechnerisch iiber den Shapiro-Wilk-Test iiberpriift. Korrelationsanalysen wur-
den bei normalverteilten Daten als Pearson-Korrelation berechnet. Bei nicht
normalverteilten Daten wurde der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman
angewandt. Gruppenvergleiche wurden bei normalverteilten Daten {iber einen
doppelten t-Test, bei nicht normalverteilten Daten iiber den Wilcoxon-Rang-
summentest durchgefiihrt. Ergebnisse mit einen Signifikanzwert p < 0,05 wur-
den als signifikant und Ergebnisse mit einen Wert p < 0,01 als hochsignifikant

* bzw

bezeichnet, signifikante und hochsignifikante Ergebnisse wurden mit ,,
» o markiert. Zur Reduktion der Wahrscheinlichkeit eines o-Fehlers durch mul-
tiples Testen wurde bei den Zielparametern zuséatzlich ein adjustierter p-Wert

(Pagj) nach Holm [1979] berechnet.
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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 unvollstdndiger 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
Méanner deutlich iiberreprisentiert: Das Kollektiv setzt sich aus 45 Frauen
und 184 Méannern zusammen. Das Durchschnittsalter aller Probanden betrug
67,3 Jahre und unterschied sich nur geringfiigig in den geschlechtsspezifischen

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)
Ménner 184 (80) 68 (12,0)

Klinische kardiale Parameter

Gemaél dem Studiendesign sind alle Patienten Triger eines AICD-Aggregats.
Bei den meisten Patienten (ca. 66%) handelt es sich um eine primérprophy-

laktische ATCD-Versorgung bei héhergradiger Herzinsuffizienz.

Die Auswertung der Echokardiographiebefunde ergab bei einem Grofsteil
der Probanden eine mittel- oder hochgradig eingeschrankte linksventrikulé-
re systolische Funktion sowie bei fast der Hélfte einen deutlich vergréfierten
LVEDD (siehe Tabellen 3.2 und 3.3). Beide Ergebnisse deuten auf einen sehr
hohen Anteil herzinsuffizienter Probanden hin. Zudem bestand bei einem Grof-
teil (ca. 2/3) der Studienteilnehmer eine koronarangiographisch nachgewiesene

koronare Herzerkrankung (siche Tabelle 3.4).

Tabelle 3.2: Echokardiographische Parameter der linksventrikuliren

Funktion
Parameter Mittelwert
LVEF 37,3 %

LVEDD der Frauen 53,0 mm
LVEDD der Manner 58,0 mm
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Tabelle 3.3: Einteilung nach echokardiographischen Parametern

LVEF Anzahl (Prozent)
Keine Angabe 9 (3,9)

Erhoht 1 (0,4)

Normal 33 (14,4)

Leicht eingeschrénkt 36 (15,7)
Mittelgradig eingeschriankt 93 (40,6)
Hochgradig eingeschriankt 57 (24,9)
LVEDD Anzahl (Prozent)
Keine Angabe 27 (11,8)

Erhht 95 (41,5)

Nicht erhoht 107 (46.7)

Tabelle 3.4: Koronarstatus der Probanden

Koronarstatus ~ Anzahl (Prozent)

Keine Angabe 16 (7,0)

Keine KHK 72 (31,4)
Eingefit KHK 36 (15.7)
Zweigefafi-KHK 40 (17,5)
Dreigefat-KHK 65 (28,4)

Nikotinkonsum

Der Raucherstatus wurde wie in Tabelle 2.2 dargestellt definiert. Danach sind

iber zwei Drittel der Probanden Raucher, 48% sogar starke Raucher (siche
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)

Ko6rpergewicht

Geméfs Einteilung iiber den BMI nach der WHO (siche Tabelle 2.1) war die
Mehrzahl der Patienten iibergewichtig (68%), fast ein Drittel sogar adipos
(siche Tabelle 3.6).

Tabelle 3.6: Klassierung nach Koérpergewicht

Gewichtskategorie Anzahl (Prozent)

Keine Angabe 1 (0,4)
Untergewicht 1(0,4)
Normalgewicht 71 (31,0)
Praadipositas 89 (38,9)
Adipositas I° 51 (22,3)
Adipositas II° 10 (4,4)

Adipositas I11° 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 durchgefiihrten Laboranalysen

Zonulin

Bei allen Patienten wurde eine Zonulin-Immunreaktion iiber den durchgefiihr-
ten ELISA festgestellt, die Messwerte fiir Zonulin lagen zwischen 4,1 22 und
26,8 7& (siche Tabelle 3.8, Abbildungen 3.1 und 3.2). Die Werte waren nach
Shapiro-Wilk-Test (p < 0,001) und QQ-Plot (siche Abbildung 3.3) nicht nor-

malverteilt.

Tabelle 3.8: Kennzahlen Zonulinmessung

Kennzahl Zonulin in 4
Anzahl 229
Niedrigster Wert 4,1
Mittelwert 10,6
Ho6chster Wert 26,8

Standardabweichung 2,9
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Abbildung 3.3: QQ-Plot fiir Zonulin

Kreatinin und GFR

Bei allen Probanden wurde der Kreatininspiegel gemessen, die GFR wurde
anschliefsend iiber den Kreatininspiegel nach CKD-EPI berechnet. Bei zwei
Patienten konnte aufgrund einer bestehenden terminalen Niereninsuffizienz mit
intermittierender Hamodialyse keine sinnvolle GFR ermittelt werden. Es zeigte
sich ein hoher Anteil an Patienten mit einer Niereninsuffizienz: Mehr als die
Halfte der Probanden hatte eine GFR von unter 60 ﬁlmmg (siche Tabellen
3.9 und 3.10).

Tabelle 3.9: Kennzahlen Kreatininmessung und GFR-Berechnung

c e . om . ml
Kennzahl Kreatinin in d—lg GFR in TR R
Niedrigster Wert 0,64 13,3
Mittelwert 1,35 59,5

Ho6chster Wert 7,22 107,5
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Tabelle 3.10: Stadium der Niereninsuffizienz nach KDIGO

Stadium der Niereninsuffizienz Anzahl (Prozent)

I oder keine 20 (8,7)

IT 91 39,7)

111 98 (42,8)
v 17 (7,4)

v 3 (1,3)

Marker fiir kardiovaskulares Risiko und Entziindung

Analysiert wurden insgesamt sieben Marker, die mit erhohtem kardiovasku-
larem Risiko und systemischen Entziindungsprozessen 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 Entziindungsmarker

Marker Minimum Mittelwert Maximum
ADMA in &2 0,51 0,78 1,36
CML-Cal in 74 0,1 198.,5 3579
Carbonylprotein in %, 60,9 182,1 709,9
CRP in ¢ 0,2 4.8 99,2
Homoarginin in “"lwl 0,27 1,65 7,91
Kynurenin in %"l 1,3 3,7 11,7
Nitrotyrosin in 27t 0,1 608,7 4295,3

3.1.4 Ubersicht iiber das Patientenkollektiv

Insgesamt handelt es sich um ein iiberwiegend ménnliches Patientenkollektiv
im fortgeschrittenen Alter mit einem hohen kardiovaskuldren Risikoprofil und

entsprechenden Vorerkrankungen (siche Tabelle 3.12)
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Tabelle 3.12: Ubersicht des Patientenkollektivs

Parameter Anzahl (Prozent) bzw. Mittelwert (SD)
Eingeschlossen (= n) 229
Miinnlich 184 (80)
Weiblich 45 (20)
Alter 67,3 (£12)
BMI 97,8 (£5)
Ubergewicht 156 (68)
Raucher 159 (69,4)
GFR (CKD-EPI) 59 (£21)
Moderate bis terminale Niereninsuffizienz 118 (52)
KHK 141 (62)
Eingeschrénkte LVEF 186 (81)
Diabetes mellitus 61 (27)

3.2 Explorative Analyse

3.2.1 Korrelationsanalysen
Zonulin und demographische Daten
Es zeigten sich keine geschlechtsspezifischen Unterschiede im gemessenen Zo-

nulinspiegel (p = 0,59), jedoch eine hochsignifikante negative Korrelation mit
dem Patientenalter (siche Tabelle 3.13 und Abbildung 3.4).

Tabelle 3.13: Korrelationsanalyse Zonulin und Alter

Koeffizient p Signifikanz p

Alter -0,24%* 0,001
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Zonulinin ng/ml

weiblich mannlich
Geschlecht

Abbildung 3.4: Zonulinspiegel bei Frauen und Mannern

Zonulin und Nierenfunktionsparameter

Es zeigte sich eine hochsignifikante negative Korrelation mit dem gemessenen
Kreatininspiegel (p = —0, 35, pag; < 0,001) und entsprechend eine hochsignifi-
kante positive Korrelation mit der berechneten GFR (p = 0, 36, p.q; < 0,001).

Tabelle 3.14: Korrelationsanalyse Zonulin und Nierenparameter

Parameter Koeffizient p Signifikanz p (puq;)

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
signifikant negativ mit Zonulin. Die LVEF zeigte einen Trend zu einer positiven
Korrelation, die jedoch nach p-Wert-Adjustierung nicht signifikant war (siehe
Tabelle 3.15).
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Tabelle 3.15: Korrelationsanalyse fiir Zonulin und kardiale Parame-

ter

Parameter Koeffizient p Signifikanz p (pag;)
Koronarstatus -0,21°%* 0,002 (0,018)
LVEF 0,13 0,05 (0,23)
LVEDD (Frauen) -0,02 0,09

LVEDD (Minner) -0,13 0,09

Zonulin und klinische kardiovaskulidre Risikofaktoren

Die Zonulinspiegel zwischen Nicht-Diabetikern und Typ-2-Diabetikern unter-
schieden sich nicht (p = 0,49). Beziiglich Typ-1-Diabetes konnte keine Analyse
durchgefiihrt werden, da nur ein entsprechender Patient eingeschlossen war.

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

Zonulin und Labormarker fiir kardiovaskulidres Risiko und Entziin-

dung

Bzgl. der erhobenen Labormarker zeigten sich mehrere auffillige Korrelatio-
nen. So ergaben sich signifikante oder hochsignifikante negative Korrelationen
mit ADMA, CML-Cal und Kynurenin sowie eine hochsignifikante positive Kor-

relation mit Homoarginin (siehe Tabelle 3.16).

Tabelle 3.16: Korrelationsanalyse fiir Zonulin und erhobene Risiko-

und Entziindungsmarker

Marker Koeffizient p Signifikanz p (paq;)
ADMA -0,20% 0,003 (0,018)
CML-Cal L0,23%* ~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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Uberblick signifikanter Korrelationen von Zonulin

Insgesamt zeigten sich acht signifikante Korrelationen zwischen Zonulin und
anderen erhobenen Werten (siehe Tabelle 3.17).

Bei vielen dieser Grofsen ist zu erwarten, dass sie auch untereinander korre-
lieren, bspw. bei Alter und GFR. Um Scheinkorrelationen auszuschliefsen, wur-
de daher im Anschluss eine partielle Korrelationsanalyse durchgefiihrt. Hierbei
wurde Kreatinin von der Analyse ausgeschlossen, da eine Korrelation mit der
nach CKD-EPI berechneten GFR zwangslaufig vorhanden ist.

Tabelle 3.17: Signifikante Korrelationen von Zonulin

Parameter Koeffizient p
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 fiir Zonulin

Bei allen signifikant mit Zonulin univariat korrelierenden Grofen wurde eine
partielle Korrelationsanalyse mit den jeweils anderen Grofen als Kontrollva-
riable durchgefiihrt. Dabei blieben drei Korrelationen von Zonulin mit allen
Kontrollvariablen signifikant: GFR, CML-Cal und Homoarginin. Die {ibrigen
auffélligen Korrelationen (mit Alter, Koronarstatus, ADMA und Kynurenin)
waren mit der GFR als Kontrollvariable nicht mehr signifikant, so dass es sich
hier wahrscheinlich um Scheinkorrelationen handelt. Die vollstindigen Ergeb-

nisse der partiellen Korrelationsanalyse finden sich im Anhang (Tabellen 5.1,
5.2).
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3.2.2 Regressionsanalysen

Fiir die drei genannten signifikant mit Zonulin korrelierenden Parameter wurde
weiterfithrend eine univariate lineare Regressionsanalyse durchgefiihrt (siehe
Tabelle 3.18 und Abbildungen 3.5, 3.6, 3.7).

Tabelle 3.18: Univariate lineare Regressionsanalysen fiir Zonulin

Unabhingige Variable Regressionskoeffizient Intercept R?

GFR 0,044 8,01 0,10
Homoarginin 0,638 9,64 0,02
CML-Cal -0,001 10,89 0,01

Zonulin in ng/ml

i
a0

60
GFR in ml/min

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

rade
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Zonulinin ngfml

'
2

4
Homoarginin in pmolil

Abbildung 3.6: Zonulin in Abhéngigkeit von Homoarginin inkl. Regressions-
gerade

Zonulin in ng/ml

250 500 750
CML-Cal in nmol/ml

Abbildung 3.7: Zonulin in Abhéngigkeit von CML-Cal inkl. Regressionsge-
rade’

In der Abbildung wurde der héchste CML-Cal-Wert zur besseren Darstellbarkeit weg-
gelassen, bei der Auswertung jedoch beriicksichtigt.
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3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

Bei allen Patienten wurde ein Zonulinspiegel gemessen (Tabelle 3.8). Zonulin
korrelierte positiv mit der glomeruléren 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 hochsignifikant, 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 befindet,

konnte diesbeziiglich keine Subgruppenanalyse durchgefiihrt 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,
mogliche Zusammenhénge zwischen Zonulin und Herz- und Nierenerkrankun-
gen zu kliaren. Dazu fiihrten wir eine Korrelationsanalyse zwischen dem Zonulin-
Plasmaspiegel und verschiedenen Parametern fiir entsprechende Erkrankungen
sowie damit assoziierte Zustinde (systemische Entziindung, erhohtes kardio-
vaskulires Risiko) in einem kardiovaskuldr stark vorbelasteten Patientenkol-
lektiv durch.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 TUberblick

Bei allen Probanden zeigte sich im ELISA eine Zonulin-Immunreaktion. Auffil-
lige Korrelationen von Zonulin bestanden mit der glomerulidren 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 fiir erhOhten oxidativen Stress und Diabetes mellitus.
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4.2.2 Patientenkollektiv

Die deskriptive statistische Auswertung des Patientenkollektivs zeigte eine ge-
méak der Indikationen fiir eine AICD-Implantation und der etablierten Ri-
sikofaktoren fiir eine Herzinsuffizienz zu erwartende Verteilung: Die grofste
Subgruppe bildeten ménnliche Raucher mit einer ischdmischen Kardiomyopa-
thie. Die meisten Probanden hatten einen primérprophylaktisch implantierten
AICD (ca. 66%), was sich mit den deutschlandweiten Zahlen deckt (ca. 70%)
[Markewitz, 2019]. Man kann von einer reprisentativen Stichprobe deutscher

AICD-Tréager ausgehen.

4.2.3 Ergebnisse der Zonulin-Messung

In unserem Patientenkollektiv betrug der mittlere Zonulinspiegel ca. 11 22, In

allen Proben liefs sich dabei Zonulin nachweisen (Details siche 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 Prdhaptoglobin-2 (Pra-HP2).

Pra-HP2 ist ein Polypeptid, aus dem die o- und -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 Pra-HP2 um die Vorstufe von Haptoglobin-
2. |Langlois u. Delanghe, 1996] Die Identifikation von Zonulin mit Pra-HP2
basiert auf Tripathi u. a. [2009]: Sie zeigten in ihrer Studie, dass ein anti-ZOT-
Antikorper, der im Vorfeld von verschiedenen Arbeitsgruppen zur Detekti-
on von Zonulin benutzt worden war, in Blutseren von Zoliakiepatienten an
Pra-HP2 bindet. In einem zweiten Schritt konnten sie zudem demonstrieren,
dass rekombinantes Pria-HP2 die Permeabilitit von Duodenalepithel erhoht,
also eine ,Zonulinwirkung® besitzt. Aus diesen Ergebnissen folgerten sie, dass
Pra-HP2 und Zonulin das gleiche Protein seien.

Aus epidemiologischen Untersuchungen ist jedoch bekannt, dass ca. 10-20%
der europiischen Bevolkerung homozygot fiir Prahaptoglobin-1 sind und dem-
zufolge gar kein Prahaptoglobin-2 bilden. |Langlois u. Delanghe, 1996] Ausge-

hend davon diirfte in unserem Kollektiv bei einem relevanten Teil der Proban-
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den kein Zonulin nachweisbar sein, tatsdchlich zeigte sich aber in allen unse-
ren 229 Proben eine Zonulin-Immunreaktion. Dabei handelt es sich um einen
auffalligen Widerspruch zur Gleichsetzung von Zonulin mit Prahaptoglobin-2
(p < 0,001 nach Binomialtest bei angenommener Privalenz von 5%).

Eine mogliche Erklarung hierfiir ist, dass es sich bei ,,Zonulin“ nicht um ein
einzelnes Protein, sondern um eine Familie von Proteinen mit &hnlicher bis
gleicher Funktion handelt. Definiert wurde ,Zonulin® als ein Protein, das {iber
den in Abschnitt 1.3.1 beschriebenen Mechanismus die Permeabilitéit von Tight
Junctions erhéht. Schon bei der Erstbeschreibung fiel auf, dass es mindestens
zwel Varianten gibt, namlich fetales und adultes Zonulin. [Wang u. a., 2000]
Weitere Anhaltspunkte dafiir, dass es mehrere Proteine mit ,,Zonulinwirkung"
gibt, wurden zwischenzeitlich von Fasano [2020] publiziert. Thm zufolge gibt
es verschiedene ,Zonuline®, zu denen beispielsweise Pra-HP2 und Properdin,
hochstwahrscheinlich aber noch weitere, bisher nicht genau charakterisierte
Proteine gehoéren, die alle iiber den selben Mechanismus zu einer erhéhten

Permeabilitdt von TJs fiithren.

Nach jetzigem Stand kann man vermuten, dass es sich bei ,Zonulin“ um
eine Gruppe von verwandten Proteinen handelt. Jedenfalls scheint es neben
Pra-HP2 noch weitere Proteine mit ,,Zonulinwirkung® zu geben. Hierbei ergibt
sich das Problem, dass die verschiedenen derzeit verfiigharen Messmethoden
fiir ,Zonulin“ teils andere Proteine messen, so dass ein Vergleich der Ergebnisse

mitunter nicht méglich ist.

4.2.4 Ergebnisse der Korrelationsanalysen: Zonulin und

klinische kardiologische Parameter

Es zeigten sich keine auffalligen Zusammenhénge 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 Storvariable.

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 Herzinsuffizienz zutrifft. Daten aus einer anderen Studie mit 115
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herzinsuffizienten Patienten zeigten ebenfalls keinen Zusammenhang zwischen
Herzinsuffizienz und Zonulinspiegel, so dass die Hypothese von uns verworfen
wird. [Dschietzig u. a., 2016]

4.2.5 Ergebnisse der Korrelationsanalysen: Zonulin und

kardiovaskulare Risikofaktoren

In der univariaten Korrelationsanalyse zeigten sich eine auffillige positive Kor-
relation von Homoarginin und eine negative Korrelation von CML-Calprotectin
mit Zonulin, die auch in der partiellen Korrelationsanalyse signifikant blieben.
Mit den anderen erhobenen Risikofaktoren (BMI, Pack Years, CRP) und den
Markern fiir oxidativen Stress (Carbonylproteine, Nitrotyrosin) korrelierte Zo-

nulin nicht.

Homoarginin gilt als protektiv fiir kardiovaskuldre Erkrankungen, ein nied-
riger Homoarginin-Spiegel ist ein etablierter Risikofaktor. [Mérz u.a., 2010]
[Pilz u.a., 2011| Dass Zonulin positiv mit Homoarginin korreliert, ist unseres
Wissens ein neues Ergebnis und steht im Widerspruch zur urspriinglichen Hy-
pothese, dass Zonulin ein Marker fiir erhéhtes Risiko sein konnte. Die negative
Korrelation von Zonulin mit CML-Calprotectin weist in die gleiche Richtung:
CML-Calprotectin ensteht durch Glykierung und gehort damit zu den sog.
sAdvanced glycation end products® (AGE), welche als kardiovaskulire Risi-
kofaktoren gelten. Das heifst, auch beziiglich CML-Calprotektin besteht eine
Assoziation von hoheren Zonulinspiegeln mit geringerem kardiovaskuldrem Ri-

siko.

Unseres Wissens wurden diese Zusammenhénge bisher nicht weiter unter-
sucht. Moglicherweise 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
fiir erhOhten oxidativen Stress fanden, gibt es keinen Hinweis, dass Zonulin
iiber diesen Mechanismus an der Pathogenese kardiovaskuldrer Erkrankungen

beteiligt sein konnte.
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4.2.6 Ergebnisse der Korrelationsanalysen: Zonulin und

Nierenfunktion

Unsere Daten zeigen eine hochsignifikante negative Korrelation zwischen dem
Zonulinspiegel und dem Kreatininspiegel bzw. eine hochsignifikante 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 niereninsuffizienten

Patienten mit 23 nierengesunden.

Der Hintergrund dieses Zusammenhangs ist derzeit unklar, mehrere Erkla-

rungen sind denkbar:
e Fin renaler Verlust von Zonulin durch erhohte Proteinurie

e Ein kausaler Zusammenhang zwischen Zonulin und Erkrankungen, die

die Nierenfunktion verschlechtern

e Line pathophysiologische Beteiligung von Zonulin bei der Entwicklung

einer Niereninsuffizienz
e Eine verringerte renale Zonulin-Synthese bei Niereninsuffizienz
e Eine Kombination aus mehreren der genannten Faktoren

Erhohte renale Verluste bei Proteinurie wiren eine einfache Erklarung fiir
den beobachteten Zusammenhang. Zonulin ist ca. 47 kDa grof und wird daher
nicht frei filtriert. Viele Erkrankungen, die zu einer chronischen Niereninsuf-
fizienz fiihren, gehen jedoch gleichzeitig mit einer pathologischen Proteinurie
einher. [Zhong u.a., 2017] Im Falle einer unselektiven Proteinurie ist davon
auszugehen, dass auch Zonulin iiber den Urin verloren geht. Da uns weder In-
formationen zur Proteinurie unserer Probanden noch Urinproben zur Messung
zur Verfiigung stehen, konnen wir diese Hypothese nicht weiter untersuchen. In
einer Studie an padiatrischen Patienten mit nephrotischem Syndrom zeigte sich
kein Zusammenhang zwischen der Hohe der Proteinurie und dem Zonulinspie-
gel, aber eine signifikante Zonulinerhéhung 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 iibertragbar. Weitere Daten hierzu,
insbesondere bei erwachsenen Patienten, fanden wir in einer Literaturrecherche
nicht. Damit kénnen wir die Hypothese, dass der niedrigere Zonulinspiegel bei
eingeschréankter Nierenfunktion primar auf Verlusten iiber den Urin basiert,

aktuell nicht bewerten.

FEin indirekter kausaler Zusammenhang iiber primér extrarenale Erkran-
kungen, die aber im Verlauf die Nierenfunktion beeintréchtigen, ist ebenfalls
moglich: Auffillige Zonulinspiegel sind insbesondere fiir Erkrankungen mit Au-
toimmunprozessen beschrieben (siche hierzu auch Abschnitt 1.3.2). Viele Au-
toimmunkrankheiten kénnen im Verlauf die Nieren schidigen, 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 diesbeziiglich keine Aus-
wertung moglich ist. In der aktuellen Literatur fanden wir ebenfalls keine ent-

sprechenden Daten.

Die Moglichkeit einer direkten Beteiligung von Zonulin bei der Entwicklung
von Nierenfunktionseinschrinkungen ergibt sich daraus, dass Tight Junctions
in der Physiologie und Pathophysiologie der Niere eine grofse Rolle spielen. Im
Tubulus gewéhrleisten TJs die Barrierefunktion und damit die selektive Riick-
resorption filtrierter Molekiile. Die Filtrationsbarriere im Glomerulum wird
zwar nicht direkt durch TJs, sondern durch das sogenannte ,,Glomerular Slit
Diaphragm® gebildet, das die Fortséitze der Podozyten miteinander verbindet.
Das GSD enthélt jedoch Tight-Junction-typische Proteine und weist viele Ge-
meinsamkeiten mit TJs auf. Im akuten Nierenversagen verlieren tubuldre TJs
ihre Barrierefunktion, auferdem sind funktionale Verdnderungen 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 Einfluss auf die Entwicklung einer renalen
Funktionsstorung 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 Gewebedifferenzierung beteiligt. [Lee
u. a., 2006] Bei chronischer Niereninsuffizienz entsteht regelhaft eine Nieren-
fibrose mit Untergang des Tubulusepithels und Reduktion vitaler Nephrone.
Dadurch kénnte es zu einer reduzierten Zonulinsynthese innerhalb der Nieren
und in der Folge auch zu messbar niedrigeren Zonulinspiegeln kommen. Auf
Basis unserer Daten kénnen wir jedoch keine Aussage zu einer eventuellen

renalen Zonulinproduktion machen.

Grundsatzlich ist auch eine Kombination mehrerer Ursachen denkbar, die
sich sowohl verstidrken als auch gegenseitig abschwichen koénnten. So konnte
der Zonulinspiegel einerseits durch eine Proteinurie sinken, andererseits konnte
Zonulin aber auch eine protektive Rolle durch Regulation der Tubulusbarrie-
re spielen. Eine Bewertung der verschiedenen Erkldrungsansitze ist auf Ba-
sis unserer Ergebnisse und anderer Publikationen nach aktuellem Stand nicht

moglich.

4.3 Limitationen

Die vorliegende Arbeit basiert auf einer primér explorativen Studie. Uns liegen
keine weiteren Daten vor, um die auffilligen Zusammenhénge und die daraus
generierten Hypothesen iiberpriifen zu kénnen. Unsere Daten entstammen zu-
dem einem sehr speziellen Kollektiv, daher ist die Ubertragbarkeit auf andere
Populationen eingeschréinkt.

Samtliche Biomarker konnten nur einmalig gemessen werden, so dass ana-
lytische Fehler nicht ausgeschlossen werden koénnen. Beziiglich Zonulin gibt
es zudem Hinweise, dass die Serumspiegel starken Schwankungen ausgesetzt
sind, so dass Mehrfachmessungen eventuell aussagekriftiger wéren. |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 beziiglich 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 hochsignifikant positiv mit der glomeruldren Filtrationsra-
te. Die Ursache fiir diesen Zusammenhang ist derzeit unklar, neben erhohten
renalen Verlusten ist auch eine pathophysiologische Rolle von Zonulin bei Nie-
reninsuffizienz denkbar.

Aufserdem fanden wir eine Assoziation von Zonulin mit zwei Faktoren fiir ein
niedriges kardiovaskuldres Risiko: mit einem hohen Homoarginin- und einem
niedrigen CML-Calprotectinspiegel. Hier fehlt es aktuell an Erklarungsansét-
zen, moglicherweise 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 Pri-Haptoglobin-2
erkennt. Unsere Daten sprechen daher gegen die Gleichsetzung von Zonulin
und Pra-Haptoglobin-2 und reihen sich in neuere Hypothesen ein, dass es sich

bei ,Zonulin“ um eine Familie verschiedener, funktionell dhnlicher Proteine

handelt.

4.5 Ausblick

Der hier erstmals aufgefallene Zusammenhang zwischen dem Zonulinspiegel
und der GFR bietet moglicherweise einen Ansatzpunkt zur weiteren Aufkla-
rung der Bedeutung von Zonulin und Tight Junctions bei dem hochrelevanten
Krankheitsbild der Niereninsuffizienz. Ein sinnvoller nichster Schritt wiren
Studien, die den verantwortlichen Mechanismus niher untersuchen, bspw. iiber
zusitzliche Zonulinmessungen in Urinproben oder direkt im Nierengewebe.
Die ebenfalls bisher nicht beschriebenen Korrelationen von Zonulin mit Mar-

kern fiir ein niedrigeres kardiovaskulires Risiko stehen auf den ersten Blick im



73

Widerspruch zur aktuell iiblichen Interpretation von Zonulin als Krankheits-
marker oder gar Pathogenitédtsfaktor. Der Einfluss von Zonulin scheint weit
iiber die Regulation der intestinalen Barriere hinauszugehen, das derzeitige
Verstdndnis hierzu ist noch sehr liickenhaft. Die Einschitzung und Reduktion
des kardiovaskuldren 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 ermoglichen.

Zur Verifizierung aller Ergebnisse wére eine Untersuchung in einem grofe-

ren, repriasentativen Kollektiv sinnvoll.
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Tabelle 5.1: Partielle Korrelationsanalyse fiir Zonulin, Teil 1 von 2

Variable Kontrollvariable Korrelationskoeffizient Signifikanz

KHK -0.17 0.023
EF -0.22 0.003
GFR -0.02 0.819
Alter Calprotectin -0.26 0.001
Homoarginin -0.22 0.004
Kynurenin -0.18 0.021
ADMA -0.22 0.005
Alter -0.13 0.096
EF -0.17 0.024
GFR -0.05 0.532
KHK Calprotectin -0.18 0.018
Homoarginin -0.22 0.004
Kynurenin -0.15 0.052
ADMA -0.17 0.024
Alter 0.11 0.142
KHK 0.07 0.333
GFR 0.01 0.897
EF 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 fiir Zonulin, Teil 2 von 2

Variable Kontrollvariable Korrelationskoeffizient Signifikanz
Alter 0.32 <0,001
KHK 0.34 <0,001
EF 0.37 <0,001
GFR Calprotectin 0.43 <0,001
Homoarginin 0.37 <0,001
Kynurenin 0.32 <0,001
ADMA 0.36 <0,001
Alter -0.31 <0,001
KHK -0.28 <0,001
EF -0.30 <0,001
Calprotectin  GFR -0.36 <0,001
Homoarginin -0.31 <0,001
Kynurenin -0.35 <0,001
ADMA -0.31 <0,001
Alter 0.26 <0.001
KHK 0.28 <0,001
EF 0.26 <0.001
Homoarginin GFR 0.24 <0.001
Calprotectin 0.29 <0,001
Kynurenin 0.26 <0.001
ADMA 0.26 <0.001
Alter -0.18 0.018
KHK -0.19 0.012
EF -0.20 0.008
Kynurenin GFR -0.02 0.76
Calprotectin -0.31 <0,001
Homoarginin -0.22 0.005
ADMA -0.20 0.008
Alter -0.16 0,043
KHK -0.15 0.059
EF -0.17 0.029
ADMAHLC GFR -0.10 0.190
Calprotectin -0.20 0.008
Homoarginin -0.16 0.036
Kynurenin -0.13 0.092
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