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Referat

3;-Adrenozeptoren spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation der Inotropie und
Chronotropie im menschlichen Herzen, sowie der Ausschiittung von Renin in der Niere.
Kiirzlich wurde ein Polymorphismus des B;-Adrenozeptors entdeckt. An Position 389
der Aminosdurekette des B;-Adrenozeptors wurde entweder die Aminosdure Glycin
oder Arginin gefunden. Durch in vitro Versuche konnte nachgewiesen werden, dass die
Gly389 Mutante wesentlich geringer auf agonisteninduzierte Stimulation reagiert als
die Arg389 Mutante.Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es herauszufinden, ob dieser
Polymorphismus auch in vivo eine Rolle spielt. Zu diesem Zweck untersuchten wir die
belastungsinduzierten Anderungen der Herzfrequenz, der Plasmareninaktivitiit sowie
der herzfrequenzkorrigierten Dauer der elektromechanischen Systole (QS,c), als Mal3
fiir die Inotropie, die beim Menschen fast ausschlieBlich durch Stimulation von B;-
Adrenozeptoren vermittelt werden. Bei jeweils 12 (6 ménnlichen und 6 weiblichen
homozygot fiir die Gly389 bzw. Arg389 Mutante) Probanden (mittleres Alter 24 £ 1)
erfolgte die dynamische Belastung am Ergometer in liegender Position fiir jeweils 5
Minuten in den Belastungsstufen 25 Watt, 50 Watt, 75 Watt und 100 Watt. Dabei
wurden  Blutdruck, Herzfrequenz, QS,c, Katecholaminspiegel und die
Plasmareninaktivitit gemessen. Die Ergometerbelastung fiihrte zu einer Steigerung der
Herzfrequenz und der Plasmareninaktivitdt, sowie einer Verkiirzung der QS,c. Bei den
gemessenen Parametern fanden sich aber keine signifikanten Unterschiede in der
Ansprechbarkeit der beiden Polymorphismen des B;-Adrenozeptors auf dynamische
Belastung. Uberraschend zeigten sich jedoch Unterschiede im Vergleich von
ménnlichen und weiblichen Probanden beider Gruppen. So kam es bei den weiblichen
Probanden, unabhidngig vom Genotyp, zu einem stirkeren Anstieg der Herzfrequenz
sowie einer tendenziell stirkeren Verkiirzung der QS,c. Zusammenfassend kann man
sagen, dass die in vitro beobachteten Unterschiede, hinsichtlich einer verminderten
Ansprechbarkeit der Gly389 Mutante auf Stimulation, in vivo keine funktionelle

Bedeutung besitzen.

Belger, Heiko: Belastungsinduzierte Zunahme der Herzfrequenz, Kontraktilitdt und Plasmareninaktivitit
bei Probanden mit dem Gly389Arg Polymorphismus des beta-1 Adrenozeptors. Halle, Univ., Med.Fak.,
Diss., 32 Seiten, 2003
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1. Einleitung

Die Adrenozeptoren gehoren zur Familie der ,,seven transmembrane domain receptors*.
Ihre Wirkung entfalten sie durch Kopplung an stimulierende oder hemmende G-
Proteine. Bis heute wurden neun verschiedene Typen von Adrenozeptoren
nachgewiesen, namlich: aa, o, OLip, O2a, OB, O2c; Und Bi, B2 und B3 (Bylund et al.,

1994).

Adrenozeptoren spielen eine Schliisselrolle fiir die Vermittlung der Wirkung des
vegetativen Nervensystems. Dieses dient der Regulierung und Aufrechterhaltung vieler
Korperfunktionen und damit der Aufrechterhaltung der Homdostase unter den
wechselnden Anforderungen der Umwelt. Beispiele hierfiir sind die Anpassung von
Herzfrequenz, Blutdruck und Muskeldurchblutung bei korperlicher Arbeit und die

Zunahme von Hautdurchblutung und Schweil3sekretion bei erhohter Korpertemperatur.

Die Neurone des peripheren vegetativen Nervensystems konnen funktionell und
anatomisch in drei Untereinheiten unterteilt werden, namlich in das sympathische,
parasymphatische und enterische Nervensystem. Als hauptsdchliche Botenstoffe
enthalten sie Acetylcholin und Noradrenalin, und werden entsprechend als cholinerg
bzw. adrenerg bezeichnet. Die synaptische Ubertragung vom ersten zum zweiten
Neuron in den vegetativen Ganglien ist im sympathischen und parasymphatischen
Nervensystem cholinerg. Die parasymphatischen postganglindren Axone, die mit den
Zielorganen in Kontakt treten, setzen ebenfalls Acetylcholin frei; die meisten
sympathischen postgangliniren Axone hingegen Noradrenalin. Die Zellen des
Nebennierenmarkes geben vor allem Adrenalin in den Blutkreislauf ab, und zusammen
werden Noradrenalin und Adrenalin wegen ihrer dhnlichen chemischen Struktur als

Katecholamine bezeichnet.

Die Rezeptoren an den Zielorganen des sympathischen Nervensystems sind die schon
erwihnten Adrenozeptoren. Unter den a-Rezeptoren vermitteln die o;-Adrenozeptoren
die durch Adrenalin und Noradrenalin hervorgerufene Kontraktion glatter Muskelzellen
der Gefille, wihrend a,-Adrenozeptoren an der Steuerung zentraler Vorginge beteiligt
sind. Die B-Adrenozeptoren bewirken iiber stimulierende G-Proteine eine Erhohung der

Aktivitdt der Adenylatcyclase und damit eine Erhohung der intrazelluliren cAMP-



Konzentration (Kaumann und Molenaar, 1997; Brodde, 1991). Dies wiederum fiihrt zu
einer Aktivierung von Proteinkinasen, welche verschiedene sarkolemmale Proteine,
einschlieflich L-Typ Kalziumkanile, kontraktile Proteine und Phospholamban
phosphorylieren. Die Phosphorylierung von spannungsabhidngigen Kalziumkanilen
erhoht ihre Permeabilitit. Das wiederum zieht einen Einstrom von Kalzium in der
Diastole nach sich. Die Phosphorylierung von Phospholamban aktiviert die Kalzium-
ATPase im sarkoplasmatischen Retikulum was einen vermehrten Abtransport von
Kalzium in der Diastole und damit eine erhohte Bereitstellung von Kalzium in der
Systole zur Folge hat. Zusammengenommen hat dies eine stirkere und schnellere

Kontraktion der Muskelzelle zur Folge (Kaumann und Molenaar, 1997).

Klinisch von grofler Bedeutung ist die Unterscheidung einzelner Untertypen der [3-
Adrenozeptoren (Lands et al., 1967). Vorrangig iiber Rezeptoren vom B;-Typ bewirkt
der Sympathikus am Herzen eine Steigerung der Schlagkraft und Herzfrequenz,
vermittelt die Lipolyse in Adipozyten sowie die Sekretion von Renin aus den
juxtaglomeruldren Zellen der Niere. Die [,-Adrenozeptoren sind dagegen im
Bronchialgewebe, in peripheren Blutgefilen und im Uterus prédsent, und von
wesentlicher Bedeutung bei der Glykogenolyse, der Glukagon und Insulin Sekretion,
sowie dem physiologischen Tremor. Heute weill man nun, dass -Adrenozeptoren keine
homogene Population darstellen, sondern dass hier genetische Unterschiede existieren.
Diese sogenannten Polymorphismen gaben in den letzten Jahren Anlass zu vielen

Studien hinsichtlich ihrer Bedeutung in vivo als auch in vitro (Biischer et al., 1999).

Als wichtige Regulatoren vieler Organfunktionen stellen die Adrenozeptoren ein
attraktives Modell zur Untersuchung mdglicher Zusammenhinge zwischen
Rezeptorpolymorphismus, Ansprechbarkeit auf Medikamente und Anfilligkeit fiir

bestimmte Krankheiten dar.

Im Jahre 1987 konnte der ;-Adrenozeptor erstmals geklont und auf dem Chromosom
10 lokalisiert werden (Frielle et al., 1987). Erst kiirzlich wurden 18 Polymorphismen
von einzelnen Nucleotiden am f3;-Adrenozeptor entdeckt, wovon 7 einen Austausch von
Aminosduren in der kodierenden Region zur Folge haben, nidmlich: Ser49Gly,
Ala59Ser, Gly389Arg, Arg399Cys, His402Arg, Thr404Ala und Pro418Ala (Podlowski

et al., 2000). Aus diesen Mutationen resultieren elf verschiedene Genotypen des [3;-



Adrenozeptors. Der Arg389Gly Polymorphismus befindet sich am intrazelluldren Ende
in der Ndhe der siebenten transmembrandren Schlinge des [3;-Adrenozeptors, welche
mit hoher Wahrscheinlichkeit eine Gs-Proteinbindungstelle repréasentiert und damit
Auswirkungen auf die Ansprechbarkeit des Rezeptors auf Agonistenstimulation haben
konnte. Vor kurzem wurde in einer in vitro Studie, durch Transkription und Expression
von durch ,side directed mutagenesis“ hergestellten [3;-Adrenozeptoren mit dem
Gly389 bzw. Arg389 Polymorphismus, eine verminderte Ansprechbarkeit der Gly389
Variante auf die durch Isoprenalin induzierte Aktivierung der Adenylatcyclase

gegeniiber der Arg389 Variante festgestellt (Mason et al., 1999).

Ziel dieser Studie war es herauszufinden, ob diese unterschiedliche Ansprechbarkeit der

Gly389 Variante versus der Arg389 Variante auch in vivo bestehen.

Zu diesem Zweck unterzogen wir 24 (je 6 minnliche und 6 weibliche Probanden
homozygot fiir die Gly389 bzw. Arg389 Mutante) junge gesunde Probanden einer
Belastung am Liegeergometer in den Belastungsstufen 25 Watt, 50 Watt, 75 Watt und
100 Watt fiir jeweils 5 Minuten. Dynamische Belastung fiihrt iiber neuronal
freigesetztes Noradrenalin zu einer Steigerung der Herzfrequenz und Schlagkraft des
Herzens, sowie zu einer Ausschiittung von Renin in der Niere. Vermittelt werden diese
Wirkungen des Noradrenalins iiber eine ausschlieBliche Stimulierung von ;-
Adrenozeptoren, und stellt somit ein reprdsentatives Modell fiir die in vivo
Charakterisierung der Aktivitit der B;-Adrenozeptoren dar (Vanhees et al., 1985; Mc
Devitt, 1989; Brodde, 1991).

Andere Studien konnten zeigen, dass die Infusion von Noradrenalin, im Sinne einer
exogenen Applikation, und die Freisetzung von endogenem Noradrenalin, durch
Tyramininfusion, eine Steigerung der Kontraktilitdit und Herzfrequenz durch eine fast
ausschlieBliche Stimulierung von ;-Adrenozeptoren bewirkten (Schifers et al., 1997).
Auch bei Patienten nach Herztransplantation, bei denen bekanntlich aufgrund der
Denervierung des Herzens jeglicher parasympathische Einflu3 fehlt, konnte Leenen et
al. (1998) zeigen, dass die Steigerung von Inotropie und Chronotropie iiberwiegend
durch die Stimulierung von ;-Adrenozeptoren erziehlt wurde. Weiterhin wies Hespel

et al. (1986) nach, dass Atenolol, nicht aber der selektive B,-Antagonist ICI 118551, die



Plasmareninaktivitit beim Menschen im Ruhezustand und bei dynamischer Belastung

herabsetzen konnte.

Um Unterschiede in der Regulierung der Inotropie, der Herzfrequenz, sowie den
EinfluB3 auf die Reninausschiittung der Niere bei beiden Polymorphismen aufzuzeigen,
bestimmten wir jeweils die Herzfrequenz und die herzfrequenzkorrigierte Systolendauer
QS;c (als MaB fiir die Inotropie (Li & Belz, 1993; Belz, 1995)), den systolischen und
diastolischen Blutdruck, die Plasmakatecholaminspiegel sowie die Plasmareninaktivitdt

und verglichen anschlieBend beide Ergebnisse miteinander.



2. Probanden und Methodik

2.1. Allgemeine Bemerkungen zur Studienplanung

2.1.1. Probandenauswahl

Initial wurde ein Kollektiv von 220 Probanden im Alter von 19 bis 32 Jahren (davon
113 weibliche und 107 ménnliche Probanden) auf einen Gly389 bzw. Arg389

Polymorphismus des 3;-Adrenozeptors untersucht.

An der nachfolgend vorgestellten klinischen Studie nahmen 24 gesunde Probanden teil
(12 homozygot fiir den Gly389 Polymorphismus, 6 ménnliche und 6 weibliche,
mittleres Alter 24 + 1 Jahre, von 22-30 Jahre, mittleres Gewicht 67 + 3 kg; 12
homozygot fiir den Arg389 Polymorphismus, 6 minnliche und 6 weibliche, mittleres
Alter 24 + 1 Jahre, von 22-30 Jahre, mittleres Gewicht 70 + 4 kg). Bei allen
Testpersonen wurde eine Anamneseerhebung, klinische Untersuchung, Kontrolle von
Blutbild und Serumelektrolyte, EKG-Ableitung sowie Blutdruckmessung durchgefiihrt,
um Asthma bronchiale, chronische Lungenerkrankungen, Diabetes mellitus, arteriellen
Bluthochdruck und weitere kardiovaskuldre Erkrankungen auszuschlieen. Keiner der
ménnlichen Probanden nahm zum Zeitpunkt der Studie Medikamente ein. Jeweils 3
Probandinnen der Gruppe A und B gaben an, Hormonpriparate zur
Empfangnisverhiitung einzunehmen. Alle Probanden erkldrten, nur unregelméfig
sportlich aktiv zu sein. In Vorbereitung der Studie wurden sie iiber deren Inhalt und
Verlauf von einem approbierten Arzt aufgekldart und erteilten schriftlich ihr
Einverstindnis. Die Zustimmung der Ethikkommission der Martin-Luther-Universitét

Halle-Wittenberg lag zu Beginn der klinischen Studie vor.
2.1.2. Studienmodell

Das Studienmodell war einfach blind, randomisiert und cross-over. Am
Untersuchungstag erfolgte die dynamische Belastung am Fahrradergometer in liegender
Position und steigenden Belastungsstufen. Gleichzeitig erfolgte die Ableitung der
systolischen Zeitintervalle sowie die Bestimmung himodynamischer und biochemischer

Parameter.



2.1.3. Studienausgangsbedingungen und Studienprotokoll

Die Probanden erschienen am Untersuchungstag um 13 Uhr niichtern im klimatisierten
(22°C) Kreislauflabor des Pharmakologischen Institutes der Martin-Luther-Universitét
Halle-Wittenberg. Das Rauchen war den Probanden am Untersuchungstag nicht

gestattet, ebenso das Erscheinen im Institut mit dem Fahrrad.

In einer linken unteren Armvene wurde eine Verweilkaniile fixiert, durch welche die
Blutabnahme erfolgte und im Bedarfsfall schnell kreislaufwirksame Medikamente

appliziert werden konnten.

Die Blutdruckmanschette wurde am rechten Arm befestigt, die EKG-Elektroden als
Extremitdtenableitungen angebracht, das Herzschallmikrophon am Erbschen Punkt (3.
Intercostalraum links) plaziert sowie der Pulswandler jeweils an der Karotisbifurkation

submandibuldr aufgelegt und die Stelle mit der optimalen Anstiegssteilheit markiert.

Nach einer mindestens 60-miniitigen Ruhephase im Liegen wurden die Ausgangswerte
fir die zu untersuchenden hidmodynamischen Werte (Blutdruck, Herzfrequenz,
systolische  Zeitintervalle) aufgezeichnet und die biochemischen Parameter
(Plasmakatecholamine, Plasmareninaktivitdt, Plasmakalium und Plasmalaktatspiegel)
abgenommen. AnschlieBend erfolgte die Belastung am Fahrradergometer in steigenden
Belastungstufen von 25, 50, 75, und 100 Watt. Die Dauer eines jeweiligen
Belastungsschrittes betrug 5 min. Jeweils in der 2., 3., und 4. Minute wurden der
systolische und diastolische Blutdruck manuell nach Riva-Rocci gemessen, sowie die
Herzfrequenz notiert. In der 5. Minute einer jeweiligen Belastungsstufe wurden die
systolischen Zeitintervalle, ein noninvasives Verfahren zur Bestimmung der Steigerung
der Kontraktionskraft des Herzens gemessen (Belz, 1995), sowie 10 ml Blut zur
Bestimmung der Plasmaspiegel fiir Adrenalin, Noradrenalin und Renin entnommen. Die
Glukose, Kalium und Laktatbestimmung erfolgte erst wieder am Ende der letzten

Belastungsstufe mit 100 Watt (20. Minute).

Der letzten Belastungsstufe folgte eine 15-miniitige Beobachtungszeit mit nochmaliger
Erfassung samtlicher vorher genannter himodynamischer und biochemischer Parameter

sowie einer letztmaligen Bestimmung des Glukose-, Kalium- und Laktatwertes.



Der Proband wurde nach Erreichen von Blutdruck- und Herzfrequenzausgangswerten
sowie subjektiven Wohlbefinden entlassen. Bei allen Untersuchungen war stets ein
approbierter Arzt zugegen und es erfolgte eine stindige elektrokardiographische

Kontrolle des Probanden.

2.1.4. Abbruchkriterien

Im Vorfeld waren folgende klinische Abbruchkriterien festgelegt worden:
- Wunsch des Probanden,

- Anstieg des systolischen Blutdruckes um mehr als 80 mmHg,

- Anstieg des diastolischen Blutdruckes um mehr als 40 mmHg,

- Anstieg der Herzfrequenz um mehr als 80 Schlage/Minute,

- Abfall der Herzfrequenz unter 40 Schlige/Minute,

- pathologische Verdnderungen im Elektrokardiogramm,

- ventrikuldre Rhythmusstorungen (Neuauftreten von isolierten, ventrikulédren,
Extrasystolen mit einer Frequenz von mehr als 5 pro Minute und alle

hohergradigen ventrikuldren Rhythmusstérungen),
- Dyspnoe,
- jede weitere in der Beurteilung des Untersuchers potentiell bedrohliche Storung.

Von den Probanden wurden keinerlei Nebenwirkungen angegeben. In dieser Studie
wurde kein Versuch vorzeitig abgebrochen, weder aus personlichen noch aus klinischen

Griinden.

2.2. Untersuchungsparameter und -methoden

2.2.1. Systolischer und diastolischer Blutdruck

Der Blutdruck wurde nach festgelegtem Zeitschema in allen Versuchen unblutig nach

Riva-Rocci mit einem Quecksilbermanometer (Erkameter; Richard Kallmayer, Bad



To6lz, Deutschland) gemessen (I. und V. Korotkoff'sches Gerdusch). Um die
individuellen Fehlerquellen so gering wie moglich zu halten, wurde er wihrend des
gesamten Versuches durch ein und denselben Untersucher ermittelt. Der Mittelwert

aus jeweils 3 gemessenen Werten diente zur weiteren statistischen Auswertung.
2.2.2. Herzfrequenz

Per Computer (Programm: LabVIEW 4.0) wurden 20 aufeinanderfolgende RR-Zacken
im EKG automatisch ausgemessen, welches vom Elektrokardiographen (Bioset 8000,

Hormann Medizintechnik Zwo6nitz) aufgenommen wurde.

Zur exakten Ermittlung der Herzfrequenz wurden immer 20 RR-Intervalle vermessen.
So konnte der Einfluss der physiologischen respiratorischen Arrhythmie, die sich auf
das Schlagintervall, jedoch nicht wesentlich auf die systolischen Zeitintervalle

auswirkt, minimiert werden (Erbel & Belz, 1977).
2.2.3. Systolische Zeitintervalle

Die Ermittlung der systolischen Zeitintervalle LVET, QS; und PEP ist eine anerkannte
nicht-invasive Methode zur Charakterisierung der linksventrikuldren Kontraktilitét
(Lewis et al., 1977; Gibson, 1978; Johnson et al., 1981). Durch =zeitgleiche
Registrierung von Elektrokardiogramm [EKG] (ein Kanal einer Extremitétenableitung
nach Goldberger), Phonokardiogramm [PKG] (Mikrofon am 3. Intercostalraum links,
parasternal aufgesetzt) und der Karotispulskurve (Ableitung immer am vorher
ermittelten und festgelegten Punkt {iber der rechten Karotisbifurkation) ist es moglich,
die zeitlichen Beziehungen zwischen elektrischer und mechanischer Herzaktion
darzustellen, eben jene oben erwéhnten systolischen Zeitintervalle (Li & Belz, 1993;
Venitz und Lucker, 1984; World, 1990). Die Aufzeichnung der STI's erfolgte bei
hoher Papiervorlaufgeschwindigkeit (100 mm/sek) mit Hilfe des Bioset 8000 jeweils
unmittelbar vor Belastung und am Ende (5. Minute) eines jeweiligen
Belastungsschrittes. Die dynamische Belastung erfolgte in liegender Position am

Fahrradergometer (Ergo-fit 877, Pirmasens, Germany).



Zur ndheren Erlauterung:

1.) LVET: Linksventrikuldre Austreibungszeit (left ventricle ejection time) in ms

markiert den Beginn des Steilanstieges in der Carotispulskurve bis zur Inzisur

im PKG

2)) QS2: Zeitraum der elektromechanischen Systole (Anspannungs- und
Austreibungszeit) in ms, gemessen vom Beginn der Q-Zacke im EKG
(entspricht der ventrikuldren Depolarisation) bis zur ersten hochfrequenten
Schwingung im PKG (entspricht dem Anfang des 2. Herztones,
Aortenklappenschlusston)

3) PEP: Priejektionsperiode (pre-ejection-period) entspricht der
Anspannungszeit der isovolumetrischen Phase in ms (PEP = QS2 — LVET)

4.) RR-Intervall: Zeitintervall zwischen 2 R-Zacken der QRS-Komplexe im EKG
5) Herzfrequenz: Herzfrequenz = 60000 : RR-Intervall

Es wurden stets 10 Herzzyklen aufgezeichnet (Papiergeschwindigkeit 100 mm/sek)
und meist der dritte bis siebente Schlag ausgemessen und daraus der Mittelwert von
QS,, LVET und PEP errechnet. Zur Auswertung kamen dabei jeweils 5 Herzaktionen
pro Messung. Eine weitere Erhohung der Zahl der Messwerte erbringt keine

wesentliche Steigerung der Messgenauigkeit (Erbel & Belz, 1977).

Mittels einer von Schéfers et al. (1994) ermittelten Korrekturgleichung ldsst sich die in
hohem  MaBe  herzfrequenzabhdngige  QS,  frequenzkorrigieren.  Diese
herzfrequenzkorrigierte QS,-Zeit wird nachfolgend als QS,c bezeichnet und stellt den
sensitivsten Parameter der systolischen Zeitintervalle dar (Belz, 1995). Sie berechnet

sich nach folgender Gleichung: QS,c = QS, + (1,22 x Herzfrequenz).
2.2.4. Blutproben

Unmittelbar vor Versuchsbeginn und jeweils am Ende eines jeden Versuchsschrittes (5.
Minute) wurden in speziell vorbereiteten 4,9 ml EDTA-Monovetten (50 pl
Gluthationzusatz zu den EDTA-Monovetten fiir die Katecholaminbestimmung) Blut zur

Bestimmung der Plasmakatecholamine und der Plasmareninaktivitdt enthommen und
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sofort eisgekiihlt. Die Proben wurden am Versuchsende bei 4°C und 2000 U/min fiir
mindestens 10 Minuten zentrifugiert, anschlieBend das Plasma abpipettiert und bei —
80°C tiefgefroren. Die Bestimmung der Plasmakatecholaminspiegel erfolgte
fluorometrisch mit Hilfe der HPLC wie bei Schéfers et al., (1997) beschrieben; die
Bestimmung der Plasmareninaktivitdt mit einem Radioimmunassay (Sorin, Turin, Italy).
Zusitzlich erfolgte vor Versuchsbeginn und am Versuchsende die Bestimmung der
Plasmakalium- und Laktatwerte mit Hilfe des ABL-System 650  Radiometer,

Kopenhagen, Dédnemark
2.2.5. Datenanalyse

Die experimentellen Daten im Text und in den Abbildungen sind dargestellt als
Mittelwert (x) + mittlerer Fehler des Mittelwertes (SEM) von n Versuchen. Die
Signifikanz von Unterschieden zwischen zwei Gruppen wurde mit dem ungepaarten t-
Test bestimmt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen. Alle
statistischen Berechnungen wurden mit dem InStat-Programm (GraphPAD Software,

San Diego, CA, USA) durchgefiihrt.
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3. Ergebnisse

3.1. Ergebnisse des Screenings fiir den B,-Adrenozeptor Polymorphismus

Bei 220 getesteten Probanden im Alter von 19 bis 32 Jahren, davon 113 Weibliche und
107 Maénnliche, wurde eine Allelfrequenz von 72% (Arg389) : 28% (Gly389)
festgestellt. Dies stimmt mit den Angaben aus der Literatur iiberein (Mason et al., 1999;
Tesson et al., 1999; Podlowski et al., 2000), die besagen, dass der Arg389
Polymorphismus die pradominierende Form der B;-Adrenozeptoren im menschlichen
Organismus ist. Dennoch wurde die Gly389 Mutante in der Literatur urspriinglich als

Wildtyp bezeichnet (Frielle et al., 1987).

3.2. Himodynamische und biochemische Auswirkungen des B;-Adrenozeptor

Polymorphismus

Die Ausgangswerte flir den systolischen Blutdruck, die Herzfrequenz, die QS,c, den
Katecholaminspiegel, die Plasmareninaktivitit, das Plasmakalium und Plasmalaktates
ergaben keine signifikanten Unterschiede zwischen Probanden der Gruppe A (Gly389
Mutante) und der Gruppe B (Arg389 Mutante, siche Tabelle 1).

Die Belastung am Ergomter fithrte zu einer belastungsabhingigen Steigerung der
Plasmanoradrenalinspiegel mit einem Maximum am Ende der Belastung (100 Watt)
von: 171 £ 44 vs. 147 = 26 pg/ml bei der Gly389 vs. der Arg389 Mutante. Die
Unterschiede zwischen beiden Gruppen waren jedoch nicht signifikant (siche Tabelle 1
und Abb.6). Die Plasmaadrenalinspiegel erhdhten sich von anfanglich 28 £ 5 auf 30 +
11 pg/ml in Gruppe A bzw. von 21 £ 1 auf 47 + 10 pg/ml in Gruppe B. Auch diese
Daten wichen in beiden Gruppen nur unwesentlich voneinander ab und waren nicht

signifikant (siche Tabelle 1 und Abb.5).

Die Belastung am Ergometer bewirkte eine belastungsabhingige Steigerung der
Herzfrequenz sowie eine Verkiirzung der QS,c. Auch hier zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede (65,9 = 6,4 Schldge pro Minute bei der Gly389 Mutante

gegeniiber von 62,6 £ 5,2 Schldgen pro Minute bei der Arg389 Mutante, sowie einer
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Verkiirzung der QS,c von —43,2 + 4 ms bei der Gly389 Mutante gegeniiber von —42,1 +
8,5 ms bei der Arg389 Mutante, siche Tabelle 1 und Abb.1 und 2).

Bei niedrigen Belastungsstufen von 25 und 50 Watt reagierten die Probanden der
Gruppe A mit einem leicht hoheren Anstieg der Herzfrequenz verglichen mit den

Probanden der Gruppe B. Die Unterschiede waren jedoch nicht signifikant.

Auch bei der QS,c konnte in den ersten zwei Belastungsschritten eine deutlichere, und
bei Belastung mit 50 Watt auch signifikante, Verkiirzung bei den Probanden mit der
Gly389 Mutante festgestellt werden (-26 £ 4 ms bei der Gly389 gegeniiber von —14 £ 4
ms bei der Arg389 Mutante; p=0,03). Diese Unterschiede glichen sich jedoch bei

hoheren Belastungsstufen wieder aus (Abb.2).

Auf der anderen Seite war die belastungsabhingige Steigerung des systolischen
Blutdruckes im Wesentlichen in beiden Gruppen gleich (48 = 2 mm Hg bei der Gly389
Mutante gegeniiber von 51 = 2 mm Hg bei der Arg389 Mutante, siche Tabelle 1 und
Abb.3). Der diastolische Blutdruck #dnderte sich nach einer diskreten Steigerung
wihrend der ersten Belastungsstufe kaum (9,3 =+ 2,1 mm Hg in Gruppe A gegeniiber

von 5,1 £ 1,2 mmHg in Gruppe B, siche Tabelle 1 und Abb.4).

Die Steigerung der Plasmareninaktivitit entsprechend der jeweiligen Belastungsstufe
war im Vergleich von Gruppe A zu B weitestgehend gleich (0,29 £ 0,08 ng ANG I/ml/h
bei der Gly389 Mutante gegeniiber 0,25 + 0,1 ng ANG I/ml/h bei der Arg389 Mutante;
siche Tabelle 1 und Abb.7), ebenso wie die relative Anderung des Plasmakaliums (0,69
+ 0,26 in Gruppe A vs. 0,41 £ 0,11 mmol/l in Gruppe B) und des Plasmalaktatspiegels
(0,98 £ 0,18 in Gruppe A vs. 1,73 £ 0,52 mmol/l in Gruppe B); gemessen jeweils am
Ende des Versuchs bei einer Belastung von 100 Watt in der 20. Minute.

3.3. Geschlechtsspezifische Unterschiede hdmodynamischer und biochemischer

Parameter bei Ergometrie

Da beide Gruppen aus jeweils 6 weiblichen und 6 ménnlichen Probanden bestanden,
ergab sich die Moglichkeit, die gewonnen Daten auf geschlechtsspezifische
Unterschiede der untersuchten Parameter zu analysieren. So zeigte sich bei den

weiblichen Probanden ein signifikant stirkerer Anstieg der Herzfrequenz. Die
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Maximalwerte der Anderung der Herzfrequenz (Mittelwerte + SEM bei jeweils 6
Probanden) betrugen 85,4 + 3,6 Schldge pro Minute bei den weiblichen Probanden der
Gruppe A gegeniiber von 46,4 + 3,7 Schligen pro Minute bei den ménnlichen
Probanden in Gruppe A (Gly389 Mutante, sieche Tabelle 2 und Abb.8) sowie von 76,5 +
6,1 Schldgen pro Minute bei den weiblichen Probanden der Gruppe B gegeniiber von
48,6 + 2,3 Schldgen pro Minute bei den mannlichen Probanden (Arg389 Mutante, siche
Tabelle 2 und Abb.9).

Eine dhnliche Tendenz ergab sich auch fiir alle anderen gemessenen Parameter: QS,c
(Abb. 10 und 11), Plasmanoradrenalinspiegel, Plasmareninaktivitit, Kalium und Laktat
im Vergleich Frauen vs. Minner, unabhingig vom Polymorphismus des B;-
Adrenozeptors (Tabelle 2). Die gemessenen Unterschiede waren jedoch nicht

signifikant.
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4. Diskussion

Beim Menschen ist die durch dynamische Belastung hervorgerufene Zunahme der
Herzfrequenz und Kontraktilitdit des Herzens ein klassisches Modell einer ;-
Adrenozeptor vermittelten kardialen Wirkung (Mc Devitt, 1989). Dies wird
hervorgerufen durch neuronal freigesetztes Noradrenalin (Robertson et al., 1979), das
beim Menschen in vitro und in vivo nahezu ausschlieBlich kardiale B;-Adrenozeptoren
stimuliert (Kaumann et al., 1989; Motomura et al., 1990). Dies duflert sich auch darin,
dass die durch Fahrradergometrie hervorgerufene Zunahme der Herzfrequenz und
Kontraktilitdt durch B;-Adrenozeptor Antagonisten wie Bisoprolol oder Atenolol, nicht
aber durch den B3,-Adrenozeptor Antagonisten ICI 118,551 blockiert wird (Arnold et al.,
1985; Motomura et al., 1990; Pringle et al., 1988). Dariiber hinaus haben Leenen et al.
(1998) kiirzlich bei herztransplantierten Patienten (bei denen das Herz denerviert ist und
keinen parasympathischen Reflexen unterliegt) zeigen konnen, dass die Infusion von
Noradrenalin positive ino- und chronotrope Effekte hervorrief, die nahezu vollstindig
durch einen B;-Adrenozeptor Antagonisten antagonisiert werden konnten. SchlieBlich
haben mehrere Gruppen aufzeigen konnen, dass der B-Adrenozeptor, der die
Freisetzung von Renin in der Niere vermittelt, in erster Linie ein B;- Adrenozeptor ist

(Weber et al., 1983; Vanhees et al., 1985; Brodde et al., 1987).

Diese Befunde weisen nach, dass die in der vorliegenden Arbeit angewendete
Bestimmung der durch Fahrradergometrie hervorgerufenen Zunahme der Herzfrequenz,
Kontraktilitdt (Verkiirzung der QS,c) und Plasmareninaktivitit ein addquates Modell

darstellt, um prézise die Funktion der B3;-Adrenozeptoren in vivo zu untersuchen.

In vitro Untersuchungen an transfizierten CHWI1102 Zellen hatten eine groBere
Rezeptor Gs-Protein-Kopplung, Isoprenalin induzierte GTPyS-Bindung und Aktivierung
der Adenylatcyclase fiir den Arg389, verglichen mit dem Gly389 Polymorphismus des
B;-Adrenozeptors, ergeben (Mason, 1999).

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob sich auch in vivo beim gesunden
Probanden eine stirkere kardiale und extrakardiale Ansprechbarkeit des Arg389 vs.

Gly389 Polymorphismus des B;- Adrenozeptors nachweisen lésst.
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Dazu genotypisierten wir 220 weibliche und maénnliche Probanden beziiglich des
Arg389Gly Polymorphismus des B;-Adrenozeptors. Wir fanden eine Allel- Frequenz
von 72%(Arg389) : 28%(Gly389); dies in Ubereinstimmung mit Publikationen, die
ebenfalls nachweisen konnten, dass der Arg389 die dominierende Form des B;-
Adrenozeptors beim Menschen darstellt (Mason et al., 1999; Magbool et al., 1999;
Tesson et al., 1999; Podlowski et al., 2000). Es sollte darauf hingewiesen werden, dass
diese Befunde nicht im Einklang mit der originalen Struktur des B;- Adrenozeptors
stehen; Frielle et al. (1987) beschrieb den Wild-Typ des B,- Adrenozeptors an Position

389 mit einem Glycin.

In der vorliegenden Arbeit fanden wir bei je 12 Probanden homozygot fiir den Arg389
bzw. Gly389 B;-Adrenozeptor keine signifikanten Unterschiede in der durch
Fahrradergometrie hervorgerufenen Zunahme der Herzfrequenz, Kontraktilitdt oder
Plasmareninaktivitit. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnten also die in vitro
erhobenen Befunde einer wesentlich stirkeren Ansprechbarkeit des Arg389
Polymorphismus im Vergleich zum Gly389 Polymorphismus des ;- Adrenozeptors in
vivo nicht bestitigen. Dementsprechend scheint dieser B;- Adrenozeptor
Polymorphismus keinen wichtigen Einfluss auf die in vivo Ansprechbarkeit von §;-
Adrenozeptoren zu haben, zumindest nicht bei gesunden Probanden. Die Ursache fiir
die in vivo vs. in vitro beobachteten Unterschiede ist nicht geklart. Es sollte aber darauf
hingewiesen werden, dass sich im Allgemeinen die Effekte einer Rezeptorstimulation in
vitro deutlich von denen einer Rezeptorstimulation in vivo unterscheiden. Zum einen ist
die Anzahl der Rezeptoren in transfizierten Zellen die Mason et al. (1999) zur
Untersuchung der Polymorphismen des ;- Adrenozeptors benutzt hatte, sehr viel hdher
ist als die, die sich in vivo von natiirlich exprimierten Rezeptoren finden lassen. Dariiber
hinaus gibt es zahlreiche andere Faktoren, die sich unter in vivo und in vitro
Bedingungen signifikant unterscheiden: u.a. das Ionenmilieu und metabolische
Bedingungen im extrazelluldiren Medium. Weiterhin gibt es fiir in vitro untersuchte
Zellen keine Interaktionen mit anderen Zelltypen bzw. neurohumorale Faktoren. Es ist
gut denkbar, dass einer oder mehrere dieser, bzw. noch unbekannter Faktoren zu den
Unterschieden zwischen den in vivo Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit und
den in vitro Untersuchungen von Mason et al. (1999) {iiber den Arg389Gly

Polymorphismus des 3;-Adrenozeptors beitragen.
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Da B;-Adrenozeptoren eine wichtige physiologische Rolle fiir die Regulation der
Kontraktilitit und Herzfrequenz beim Menschen spielen (Ubersicht siehe Brodde, 1991;
Brodde und Michel, 1999), besteht auch die Mdoglichkeit, dass dieser Polymorphismus
eine Rolle bei kardiovaskuldren Erkrankungen spielen konnte. Auch die Tatsache, dass
die vorliegenden Ergebnisse keinen Einfluss dieses Polymorphismus auf die durch B;-
Adrenozeptor Stimulation hervorgerufene Zunahme der Kontraktilitit und
Herzfrequenz erkennen lieB, schlieBt die Maoglichkeit der Beteiligung dieses
Polymorphismus an kardiovaskuldren Erkrankungen nicht aus. Drei Studien iiber einen
Zusammenhang des Gly389Arg Bi-Adrenozeptor Polymorphismus mit der
idiopathischen dilatativen Kardiomyopathie sind bisher publiziert worden (Tesson et al.,
1999; Podlowski et al., 2000; Iwai et al., 2002). In allen drei Studien fand sich
allerdings keine Assoziation zwischen Kardiomyopathie und dem Gly389Arg B;-

Adrenozeptor Polymorphismus.

Interessanterweise fanden wir in der vorliegenden Studie, welche an méannlichen und
weiblichen Probanden durchgefithrt wurde, unabhédngig vom B;-Adrenozeptor
Polymorphismus geschlechtsspezifische Unterschiede in den durch Fahrradergometrie
hervorgerufenen kardiovaskuldren Effekten. Obwohl die Zahl der untersuchten
Probanden nicht grofl war, lieBen die vorliegenden Befunde jedoch den Schluss zu, dass
das Geschlecht der Probanden direkt oder indirekt einen Einfluss auf die durch
Fahrradergometrie hervorgerufene Zunahme der Herzfrequenz und Kontraktilitdt hatte:
die Effekte waren bei den weiblichen Probanden signifikant stirker ausgeprigt als bei
den ménnlichen. Diese Tendenz bestand auch fiir alle anderen gemessenen Parameter
dieser Studie. Die Ursache fiir diese Unterschiede ist nicht bekannt. Wir hatten in der
vorliegenden Arbeit Probanden, die regelmédBig Ausdauertraining betrieben,
ausgeschlossen. Trotzdem wére denkbar, dass die insgesamt bessere Fitness der
mannlichen Probanden dazu gefiihrt hat, dass der Anstieg der Herzfrequenz und
Kontraktilitit geringer ausfiel als bei den weiblichen Probanden. Die Tatsache, dass in
dieser Arbeit die durch Fahrradergometrie hervorgerufenen Anstiege des
Plasmalaktatspiegels bei den weiblichen Probanden grofler als bei den ménnlichen war

(siehe Tabelle 2), unterstiitzt diese These.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass sich die in vitro

gefundene unterschiedliche Ansprechbarkeit des Gly389Arg Polymorphismus des B;-
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Adrenozeptors auf Agonistenstimulation in vivo bei gesunden Probanden nicht
bestitigen lie. So war die durch Fahrradergometrie iiber B;-Adrenozeptor Stimulation
hervorgerufene Steigerung der Herzfrequenz, Kontraktilitit des Herzens und
Plasmareninaktivitit bei Probanden homozygot fiir den Gly389 B;-Adrenozeptor und
homozygot fiir den Arg389 B;-Adrenozeptor nahezu identisch; genotypabhéngige
Unterschiede konnten also nicht gefunden werden. Diese Befunde zeigen, dass zur
Charakterisierung der funktionellen Bedeutung von Rezeptor-Polymorphismen nicht

nur in vitro, sondern auch in vivo Untersuchungen durchgefiihrt werden sollten.
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5. Zusammenfassung

B;-Adrenozeptoren spielen eine iiberaus wichtige Rolle in der Regulierung der

Schlagkraft und der Frequenz des Herzens.

Kiirzlich wurde ein Polymorphismus des B;-Adrenozeptors entdeckt: an Stelle 389 der
Aminosédurekette fanden sich entweder Glycin bzw. Arginin; wobei die Gly389 Mutante

eine verminderte Ansprechbarkeit auf agonisteninduzierte Stimulation in vitro zeigte.

Um herauszufinden, ob der Gly389 Polymorphismus auch in vivo eine verminderte
Ansprechbarkeit zeigt, untersuchten wir bei gesunden Probanden die Auswirkungen
einer Belastung am Ergometer auf die Herzfrequenz und die herzfrequenzkorrigierte
Dauer der elektromechanischen Systole (kurz QSsc; als MaB fiir die Inotropie) welche

beim Menschen durch 8,-Adrenozeptor Stimulation vermittelt wird.

Vierundzwanzig junge gesunde Probanden (12 méannliche und 12 weibliche) homozygot
fir den Gly389 bzw. Arg389 Polymorphismus, wurden in liegender Position am
Fahrradergometer belastet (25, 50, 75 und 100 W fiir jeweils 5 Minuten), und die
Herzfrequenz und die QS,c bestimmt. Zusdtzlich gemessen wurde die

Plasmareninaktivitit (PRA), welche ebenfalls durch ,-Adrenozeptoren vermittelt wird.

Die Ergometerbelastung erzeugte belastungsabhidngige Anstiege der Herzfrequenz und
Plasmareninaktivitdt sowie eine Verkiirzung der QS,c; allerdings waren diese drei iiber
den B;-Adrenozeptor vermittelten Wirkungen bei den Probanden mit dem Gly389 bzw.

Arg389 Polymorphismus nicht signifikant verschieden.

Die Analysen innerhalb einer jeden Gruppe des B;-Adrenozeptorpolymorphismus
ergaben jedoch, dass die belastungsabhdngige Steigerung der Herzfrequenz und die
Verkiirzung der QS,c groBer bei den weiblichen als bei den ménnlichen Probanden

waren.

Zusammenfassend konnen wir sagen, dass die von uns erhobenen Daten die
Beobachtung einer verminderten Ansprechbarkeit der Gly389 Mutante des B;-
Adrenozeptors auf agonisteninduzierte Stimulation in vitro keine Auswirkungen in vivo

zeigt.
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7. Tabellen und Abbildungen

Gly389 (Gruppe A) Arg389 (Gruppe B)

Ausgangswerte Maximalwerte Ausgangswerte Maximalwerte
Herzfrequenz (bpm) 63.242.5 6616 63.7£2.3 6315
Systolischer Blutdruck (mmHg) 118.3+2.4 47.842.2 118.6+£3.2 51.2+2.4
Diastolischer Blutdruck (mmHg) 78+3.1 9.312.1 81+2.4 5.1£1.2
QS;c (ms) 492.8+4.4 -43.244.0 488.4+4.6 -42.148°5
Plasma Noradrenalin (pg/ml) 246134 171444 261434 147426
Plasma Adrenalin (pg/ml) 28459 304119 21+1 47+10
Plasma Renin Aktivitit (ng ANG I formed/ml/h) 0.8+0.12° 0.29+0.08% 0.73+0.08" 0.25+0.1"
Plasma Kalium (mmol/L) 4.2940.16" 0.69+0.26" 4.3340.11" 0.4140.11"
Plasma Lactat (mmol/L) 0.95+0.10 0.98+0.18" 1.14+0.11 1.7340.52"

Tabelle 1: Ausgangswerte und Maximalwerte bei Belastung mit 100 Watt im Vergleich Gruppe A vs. Gruppe B

Daten sind Mittelwerte £ S.E.M. von 12 Probanden homozygot fiir den Gly389 Polymorphismus und 12 Probanden homozygot fiir den Arg389 Polymorphismus;

Ausgangswerte sind Absolutwerte, Maximalwerte sind Relativwerte bei 100 Watt Belastung In=10, ”n=9, “n=38
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Gly389 (Gruppe A) Arg389 (Gruppe B)

miinnliche weibliche méinnliche weibliche
Herzfrequenz (bpm) 46.4£3.7 85.413.6 48.612.3 76.516.1
Systolischer Blutdruck (mmHg) 47.243.1 484433 51.744.1 50.7£2.9
Diastolischer Blutdruck (mmHg) 86.9+4.4 83.243.4 92.8+4.7 85.843.6
QS;c (ms) -39.747.2 -46.6+3.9 -40.6+17.3 -43.6+4
Plasma Noradrenalin (pg/ml) 153433 190+84% 94430 205422
Plasma Adrenalin (pg/ml) 25.7410.7 35422.4" 36.8+15.1 58.7+14.8
Plasma Renin Aktivitit (ng ANG I formed/ml/h) 0.1840.10" 0.33+0.08" 0.12+0.07" 0.32+0.13
Plasma Kalium (mmol/L) 0.4240.18 1.10£0.50" 0.24+0.12° 0.630.17”
Plasma Lactat (mmol/L) 0.7340.12 1.35+0.35" 1.0840.61% 2.5540.80

Tabelle 2: Maximalwerte bei Belastung mit 100 Watt im Vergleich mannliche vs. weibliche Probanden

Daten sind Mittelwerte + S.E.M. von 12 Probanden homozygot fiir den Gly389 Polymorphismus und 12 Probanden homozygot fiir den Arg389 Polymorphismus “n=5,

On=4
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Abbildung 1: Anderung der Herzfrequenz unter Ergometrie der Gly389 vs. der Arg389
Mutante
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Abbildung 2: Anderung der QS;c unter Ergometrie der Gly389 vs. der Arg389 Mutante
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Abbildung 3: Anderung des systolischen Blutdruckes unter Ergometrie der Gly389 vs.
der Arg389 Mutante
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Abbildung 4: Anderung des diastolischen Blutdruckes unter Ergometrie der Gly389 vs.
der Arg389 Mutante

27



75
—&— Gly389, n=12 (ab Minute 25 n=4)
E —4&— Arg389, n=12 (ab Minute 25 n=5)
S 907
Z
£
©
c
o
o
<
8
3
-25 - T - T - T - |
0 10 20 30 40
Zeit [min]
Ordinate: Zunahme des Adrenalinspiegels [delta Adrenalin]
in Picogramm pro Milliliter [pg/ml]
Abszisse: Zeitangabe in Minuten [min]

Abbildung 5: Abbildung: Anderung des Adrenalinspiegels unter Ergometrie der
Gly389 vs. der Arg389 Mutante
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Abbildung 6: Anderung des Noradrenalinspiegels unter Ergometrie der Gly389 vs. der
Arg389 Mutante
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Abbildung 7: Anderung der Plasmareninaktivitit unter Ergometrie der Gly389 vs. der
Arg389 Mutante
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Abbildung 8: Anderung der Herzfrequenz unter Ergometrie bei weiblichen vs.

méinnlichen Probanden der Gly389 Mutante
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Abbildung 9: Anderung der Herzfrequenz unter Ergometrie bei weiblichen vs.

mannlichen Probanden der Arg389 Mutante
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Abbildung 10: Anderung der QS,c unter Ergometrie im Vergleich weibliche zu
méinnlichen Probanden der Gly389 Mutante
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Abbildung 11: Anderung der QS,c unter Ergometrie im Vergleich weibliche zu

méinnlichen Probanden der Arg389 Mutante
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8. Thesen

l.

Ergometerbelastung erzeugt bei jungen gesunden Probanden iiber eine
Stimulierung von B;-Adrenozeptoren eine belastungsabhingige Steigerung der

Herzfrequenz und Plasmareninausschiittung, sowie eine Verkiirzung der QS,c.

Die Glycin389 Mutante des B;-Adrenozeptors zeigt in vivo keine verminderte
Ansprechbarkeit auf agonisteninduzierte Stimulation in Hinsicht auf eine
Steigerung der Herzfrequenz und Plasmareninausschiittung, sowie einer

Verkiirzung der QS;c.

Analysen innerhalb der einzelnen Gruppen des B;-Adrenozeptorpolymorphismus
zeigen deutliche Unterschiede bei den méannlichen und weiblichen Probanden:
ndmlich einen signifikant stdrkeren Anstieg von Herzfrequenz und
Plasmareninausschiittung, sowie einer Verkiirzung der QS,c bei den weiblichen

Probanden.
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