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1. Einleitung

1.1 Die Bedeutung des C-reaktiven Proteins als Langzeitpradiktor des kar-

diovaskuliren Risikos in der gesunden Bevolkerung

Nach einer prospektiven Studie von Ridker et al. [1] (Physicians’ Health Study, 1997)
lasst sich mit Hilfe einer einmaligen Messung des Serum CRP-Baselinespiegels gesunder
minnlicher Probanden das zukiinftige Risiko eines Myokardinfarktes bzw. eines
zerebralen Insults iiber einen Zeitraum von iiber acht Jahren vorhersagen. Diese
Vorhersage ist unabhidngig von den klassischen kardiovaskuldaren Risikofaktoren
(Anmerkung: Unter dem CRP-Baselinespiegel versteht man den CRP-Spiegel in
Abwesenheit klinisch erkennbarer pathologischer Faktoren, welche die Akutphase-
Reaktion stimulieren [2]). Weitere Untersuchungen bestitigen diese Ergebnisse auch bei
Frauen [3-7] und beschreiben eine Risikoabschidtzung [8-12] bezogen auf die
kardiovaskuldre Mortalitdt bzw. die Gesamtmortalitit.

Hinsichtlich des kardiovaskulidren Risikos zeichnet sich der CRP-Baselinespiegel im
Vergleich zum LDL-Cholesterin als stirkerer Prddiktor ab und bietet zuséitzliche
prognostische Informationen zu den klassischen Framingham Risikofaktoren [13-15].
Zur Stratifizierung des kardiovaskuldren Risikos werden CRP-Baselinespiegel <1,0 mg/I
als niedriges, 1,0 — <3.0 mg/1 als mittleres, >3,0 mg/l als hohes kardiovaskuldres Risiko

angesehen [16;17].

1.2 Die Bedeutung des C-reaktiven Proteins als Langzeitpridiktor des kar-

diovaskuliren Risikos bei Patienten mit chronischer Nierenerkrankung

Chronisch nierenkranke Menschen weisen im Vergleich zur gesunden All-
gemeinbevolkerung eine stark erhohte Pravalenz fiir kardiovaskuldre Erkrankungen auf
[18-20]. Anndhernd 75 % der Dialysepatienten leiden an einer Linksherzhypertrophie, 40
% an einer koronaren Herzerkrankung und 40 % an einer Herzinsuffizienz [21]. Die
jdhrliche kardiovaskulidre Mortalitit dialysepflichtiger Patienten betrdgt neun Prozent und
ist nach statistischer Korrektur des Mortalititsrisikos fiir Alter, Geschlecht und Diabetes
mellitus um 10 bis 20fach hoher als in der gesunden Bevolkerung [18]. Somit sterben 50

% der Dialysepatienten an kardiovaskulidren Zwischenfillen [22].



Die hohe Privalenz kardiovaskulédrer Erkrankungen ist noch vor Dialysebeginn friithzeitig
im Verlauf einer chronischen Nierenerkrankung zu beobachten [23-30] und nimmt
konsekutiv mit abnehmender Nierenfunktion zu [23;24;31-33]. Dies ist von besonderem
Interesse, da der kardiovaskuldre Status zu Beginn der Nierenersatztherapie die
Patientenprognose beeinflusst [34].

Das erhohte kardiovaskulidre Risiko chronisch nierenkranker Menschen erklért sich durch
eine hohere Privalenz klassischer Risikofaktoren [35-37] und spezifischer nicht-

klassischer Risikofaktoren [38-40] (s. Tabelle 1).

klassische kardiovaskuliire nicht-klassische kardiovaskulire

Risikofaktoren Risikofaktoren

Alter Chronische Inflammation

ménnliches Geschlecht Oxidativer Stress und Endotheliale Dysfunktion

arterielle Hypertension Urimie per se

Diabetes mellitus Dialyse per se

Dyslipiddmie Anidmie

positive Raucheranamnese Hypervoliamie, “leaky gut”

Linksherzhypertrophie Storungen des Calcium-Phosphat-Stoffwechsels,
Calciphylaxie

mangelnde korperliche Aktivitit Hyperhomocysteindmie

kardiovaskulédre Ereignisse in der Familie =~ Asymmetric-dimethyl-L-arginine (adma)

Mangelerndhrung

Tabelle 1: Klassische und nicht-klassische kardiovaskulidre Risikofaktoren bei chronischen Nier-

enerkrankungen [41-43].

Besondere Bedeutung kommt der chronischen Inflammation der Gefdfswand zu [44-47T],
welche eine zentrale Rolle in der Genese der Atherosklerose (Initiation, Progression bis
zur Plaqueerosion und -—ruptur) [48;49] spielt. Durch Bestimmung der CRP-
Baselinespiegel als Marker chronischer Inflammationsprozesse kann das kardiovaskulire
Risiko in der nierenkranken Bevolkerung abgeschitzt werden. So belegen Studien bei
Hémodialysepatienten  [44;45;50-54] den Zusammenhang fiir die Zunahme
kardiovaskulérer Ereignisse (sowie einem steigendem Mortalititsrisiko) in Abhingigkeit
erhohter CRP-Baselinespiegel. Entsprechende Erkenntnisse finden sich auch in
Peritonealdialysekollektiven [55-57]. Mit fortschreitender Abnahme der Nierenfunktion

zeigt sich ein kontinuierlicher Anstieg der Inflammationsmarker Interleukin-6, CRP,



Fibrinogen sowie ein Abfall von Albumin [36;58;59]. Dialysepflichtige Patienten
erreichen einen 8 - 10fach hoheren CRP-Baselinespiegel als gesunde Kontrollprobanden
[60], obgleich ein akuter oder kiirzlich zuriickliegender Infekt ausgeschlossen werden
kann [44]. Weiterhin verlauft die kardiovaskuldre Erkrankung mit rascherer Progredienz
[53]. Chronische Inflammationsprozesse stellen somit ein zentrales Phianomen bei
chronisch nierenkranken Patienten dar. Die einmalige Bestimmung des CRP-
Baselinespiegels bietet infolgedessen erginzend zu den klassischen Framingham
Risikofaktoren prognostische Informationen (iiber einen Mindestzeitraum von vier
Jahren) hinsichtlich der kardiovaskuldren Mortalitit bzw. der Gesamtmortalitét [53].

In der Zusammenschau deuten diese Erkenntnisse auf eine floride Akutphase-Reaktion in
einer betridchtlichen Anzahl von chronisch nierenkranken Patienten hin, welche in enger
Beziehung zur Pridvalenz kardiovaskuldrer Erkrankungen und zur kardiovaskuldren
Mortalitidt bzw. Gesamtmortalitit steht [44].

In diesem Zusammenhang ist es von Bedeutung, Interleukin-6 als Hauptregulator der

Akutphase-Reaktion in Verbindung mit dem C-reaktiven Protein niher zu betrachten.

1.3 C-reaktives Protein und Interleukin-6

Das C-reaktive Protein (CRP), benannt nach seiner Reaktion mit dem C-Polysaccharid
von Streptococcus pneumoniae, ist das klinisch bedeutsamste Akutphaseprotein [61].
Das Zytokin Interleukin-6 stellt den zentralen Regulator der Akutphase-Reaktion [61-63]
und somit auch der CRP-Genexpression [64-67] dar. Interleukin-6 wird durch
Monozyten, Adipozyten, Endothelzellen, glatte Muskelzellen und Fibroblasten gebildet
[62;68;69].

Die biologische Bedeutung des C-reaktiven Proteins zeigt sich in seiner Beteiligung an
der unspezifischen Immunabwehr durch Opsonierung und Aktivierung des Komplement-
systems sowie der Clearance von apoptotischen und nekrotischen Zellen [70].

Nach einem inflammatorischen Stimulus steigen innerhalb von sechs Stunden die CRP-
Spiegel an und konnen mehr als das 10000fache der Norm erreichen [71]. Die CRP-
Plasmahalbwertszeit (19 h) wird alleine durch die Syntheserate der Leber determiniert
und zeigt keine Verdnderungen durch inflammatorische Prozesse [72]. Rascher Anstieg
und Abfall der Serumspiegel sowie hohe Sensitivitit hinsichtlich entziindlicher Prozesse

ermdglichen den klinischen Einsatz zur initialen Erfassung und Verlaufsbeobachtung



unspezifischer inflammatorischer Prozesse und erkldren die klinische Bedeutung des C-

reaktiven Proteins.

1.4 CRP-Baselinespiegel und Interleukin-6 aus genetischer Sicht

Verschiedene Studien belegen eine 35 — 40 %ige Heritabilitit des CRP-Baselinespiegels
[2;73;74] mit Interleukin-6 als entscheidenden Regulator der CRP-Genexpression [62-
67]. Fishman et al. konnte in der Promotorregion des Interleukin-6 Gens einen
Basenaustausch (single nucleotide polymorphism, SNP) von Guanin nach Cytosin an der
Position —174 bezogen auf die ,transcription start site (Interleukin-6 —174 G—C

Genpolymorphismus) nachweisen [75] (s. Abb. 1).

IL-6 -174 G/C

A

transcription start site

5 1 2 3 4 5 3

Promotorbereich Exons (1 -5)

Abb. 1: Interleukin-6 Gen auf Chromosom 7p21

Der Basenaustausch beeinflusst sowohl die Transkriptionsrate des Interleukin-6 Gens, als
auch die Interleukin-6 Spiegel [75;76].

Die CRP-Baselinespiegel [77-80] unterliegen im Vergleich zu den Interleukin-6
Baselinespiegeln [81-83] keiner zirkadianen Rhythmik und weisen eine hohe
intraindividuelle Stabilitét {iber einen Zeitraum von fiinf Jahren auf [84]. Aus genannten

Griinden ist die Bestimmung der CRP-Baselinespiegel vorzuziehen.



1.5 Fragestellung

Unter Beriicksichtigung der dargelegten Fakten resultierte die Aufgabenstellung dieser
Arbeit in der Untersuchung des Interleukin-6 —174 G— C Polymorphismus hinsichtlich
seines vorstellbaren Einflusses auf die Akutphase-Reaktion. Unter der Voraussetzung
eines sich ergebenden Zusammenhangs zwischen dem Interleukin-6 —-174 G—C
Polymorphismus und den Plasmaspiegeln der Akutphaseproteine erdffnete sich die
Moglichkeit einer individuellen Risikostratifizierung chronisch nierenkranker Patienten.
Bei der Durchfiihrung dieser Arbeit dienten 224 chronische (nicht dialysepflichtige)
Nierenkranke als Patientenklientel (s. Kap. 2.1).



2. Methodik

2.1 Kollektivbeschreibungen

In der Medizinischen Klinik der Universititsklinik Wiirzburg (Nephrologische
Ambulanz) und in einer Dialysepraxis im Raum Wiirzburg (Dres. med. Schramm,
Zimmermann, Netzer; Gemeinschaftspraxis fiir Innere Medizin, Nephrologie und
Diabetologie) erfolgte im Zeitraum von April 1999 bis Januar 2002 die Rekrutierung von
224 Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz unterschiedlicher Genese bei noch nicht
bestehender Dialysepflichtigkeit. Ein klinisch apparenter oder kiirzlich zuriickliegender

Infekt galt als Ausschlusskriterium fiir dieses Patientenkollektiv.

Sowohl im Rahmen von Blutspendeaktionen des Roten Kreuzes als auch iiber die
transfusionsmedizinische Abteilung der Universititsklinik Wiirzburg wurden 301
nierengesunde Blutspender aus der Region Unterfranken in das Kontrollkollektiv
aufgenommen. Einer ausfiihrlichen &rztlichen Befragung und Untersuchung der
Kontrollpersonen schloss sich die Entnahme der Blutproben an. Patienten mit
Auffilligkeiten im Hinblick auf Anamnese, korperliche Untersuchung und
Laborergebnisse, insbesondere Probanden mit einem akuten und kiirzlich zuriick-

liegenden Infekt, wurden von der Studie ausgeschlossen.

Samtliche Patienten und Probanden wurden iiber die Studie aufgekldart und gaben ihr

schriftliches Einverstindnis.

2.2 Laboranalytik

Alle Laboranalysen erfolgten im Zentrallabor der Medizinischen Klinik der
Universitétsklinik Wiirzburg nach standardisierten und vollautomatisierten Methoden. Im
speziellen wurden das C-reaktive Protein mit dem Analysesystem Cobas Integra 700 der
Firma Roche (high sensitive homogeneous immunoassay), das Fibrinogen mit dem
Behring Coagulation System der Firma Behring, Homocystein mit AXSYM der Firma
Abbott, und jeweils Ferritin, Transferrin, Albumin, Kreatinin, Harnstoff mit dem

Analysesystem MODULAR der Firma Roche bestimmt.



2.3 DNA-Isolierung aus EDTA-Vollblut

Die Isolierung der Patienten-DNA aus EDTA-Vollblut erfolgte unter Verwendung des
peqGOLD Blood DNA Maxi Kit der Firma Peqlab Biotechnologie in Anlehnung an das
mitgelieferte Protokoll (Version 04.02.).

Zuniachst wurde das bei -20° C gelagerte Patienten-Vollblut bei Raumtemperatur
aufgetaut. Die Erythrozytenlyse fand Anwendung durch Vorlegen von maximal 2,5 ml
Blut in Falcon-Zentrifugenréhrchen (15 ml) der Fa. Becton Dickinson, Zugabe von 10 ml
Puffer EL (4° C), Durchmischung auf dem Schiittler (VF2) und Inkubation auf Eis fiir 10
min. Nach Zentrifugation (20° C, 3000 U/min, 5 min, Hettich Rotixa/P) lie sich der
Uberstand unter Beibehaltung des entstandenen Leukozytenpellets verwerfen. Die
Zugabe von 10 ml Puffer EL (4° C) und Verwendung des Schiittlers erleichterte die
Resuspension des Zellpellets. Die folgende Zentrifugation fiihrte zu einer erneuten
Zellpelletbildung (20° C, 3000 U/min, 5 min); der Uberstand wurde dann verworfen.

Die nachfolgende Leukozytenlyse erfolgte durch Resuspension des Zellpellets in 1 ml
Lyse-Puffer A unter Verwendung des Schiittlers und Uberfiihrung der Suspension in ein
steriles 2 ml Reaktionsgefal.

Die sich anschliefende Proteolyse wurde durch Zugabe von 20 ul Proteinase K und
kurzem Schiitteln eingeleitet. Zahlreiche Vorversuche ergaben eine unzureichende DNA-
Ausbeute bei Zugrundelegung der im Protokoll angegebenen Inkubationszeit von 20 min
bei 70° C. Eine deutliche Erhohung der Inkubationsdauer im Thermomixer auf 24 h (70°
C, 500 U/min, Eppendorf 5436) fiihrte zu einer bemerkenswerten Steigerung der DNA-
Ausbeute.

Anschlieend wurden die DNA-Bindungssédulen in die Sammel-Tubes eingesetzt. Die
Versetzung der Suspension mit 500 ul Bindungs-Puffer A und kurzem Schiitteln
garantierte optimale DNA-Bindungsverhiltnisse fiir die nachfolgende Uberfiihrung in die
DNA-Bindungssdulen. Nach einer Inkubation von einer Minute schloss sich die
Zentrifugation der Suspension (20° C, 4000 U/min, 5 min) mit nachfolgendem
Verwerfen des Filtrats an.

Anschlieend wurden 2 ml DNA-Waschpuffer D1 zugegeben, zentrifugiert (20° C, 4000
U/min, 5 min) und das Filtrat verworfen. Dies wurde zweimal, jedoch mit jeweils 3 ml
DNA-Waschpuffer D2, wiederholt.

Nach Abtrennung des Ethanols durch Zentrifugation (20° C, 4000 U/min, 15 min)
erfolgte durch Zugabe von 250 ul vorgewédrmten (38° C) Elutions-Puffer D, Inkubation



(5 min) und Zentrifugation (20° C, 4000 U/min, 5 min) die Elution der Patienten-DNA in
eine sterile Sammel-Tube.
Das Eluat wurde in ein steriles 2 ml Reaktionsgefdll pipettiert, als DNA-Stammldsung

etikettiert und bei -20° C gelagert.

2.4 Bestimmung der DNA-Konzentration und des DNA-Reinheitsgrades

Die Bestimmung der DNA-Konzentration ergab sich durch UV/VIS-Spektrometrie
(Perkin Elmer UV/VIS Spectrometer Lambda 12).

Nach Vorlegen von jeweils 90 ul Aqua bidestillata in Proben- und Standardkiivette folgte
der Nullabgleich des Photometers. AnschlieBend wurde der Inhalt der Proben-Kiivette
mittels Membranpumpe (Laboport, N86 KN.18) sorgfiltig abgesaugt und 5 ul der
geschiittelten DNA-Stammlosung mit 85 ul Aqua bidestillata verdiinnt sowie
durchmischt. Nach Messen der Extinktion im Spektrometer bei einer Wellenldnge von
260 und 280 nm, wurde die Probenkiivette sorgfiltig abgesaugt, mit 85 ul Aqua
bidestillata gespiilt und erneut abgesaugt.

Vor Bestimmung der Extinktion der ndchsten DNA-Probe erfolgte zunichst eine
Leerwertmessung von 85 ul Aqua bidestillata als Kontrolle des Nullabgleichs. An-
schlieBend wurden 5 pl der geschiittelten DNA-Stammlosung hinzugegeben, durch-

mischt und darauthin die Extinktion gemessen.

Die Berechnung der DNA-Konzentration ergab sich nach der Formel:

Konzentration (ng/ul) = Extinktion (260 nm) x 50 x 18 (Verdiinnungsfaktor)

Der DNA-Reinheitsgrad lie3 sich durch folgenden Quotienten abschitzen und sollte im

Extinktion (260 nm)

Intervall [1,6-2,0] liegen: ——
Extinktion (280 nm)

Der errechnete Mittelwert der DNA-Konzentration fiir das gesamte Patientenkollektiv

entsprach 193 ng/ul, der errechnete Mittelwert der DNA-Reinheit 1,898.



2.5 Erstellung von DNA-Versuchsverdiinnungen

Aus den isolierten DNA-Stammldsungen wurden jeweils 300 ul DNA-Versuchsverdiin-
nungen der Konzentration 10 ng/ul hergestellt. Entsprechend nachfolgender Formel
wurde fiir jede DNA-Verdiinnung ein bestimmtes Volumen an Aqua bidestillata in ein
steriles 2 ml Reaktionsgefille vorgelegt, ein definiertes Volumen der DNA-Stammldsung

zugegeben und anschliefend mit dem Schiittler durchmischt.

3000 ng

10 ng/ul =
s 300 pl

3000 ng
[DNA-Stammldsung (ng/ul)]

Volumenentnahme aus der Stammlosung (ul) =

Volumenvorlage an Aqua bidestillata (ul) = 300 pul - Volumenentnahme Stammlosung (ul)

2.6 DNA-Amplifikation durch PCR

Die DNA-Amplifikation erfolgte unter Verwendung des Thermocycler Mastercycler
Gradient der Firma Eppendorf. Alle Reagenzien wurden auf Eis pipettiert und vor
Gebrauch geschiittelt (Microspin FV-2400). Tabelle 2 stellt die verwendeten Primer- und

Heteroduplexinduktor-Sequenzen dar.

Basensequenz
Primer forward 5’- GCTTCTTAGCGCTAGCCTCAATG -3
Primer reverse 5’- TGGGGCTGATTGGAAACCTTATTA - 3°

Heteroduplexinduktor 5’- GTTCTGCTTCTTAGCGCTAGCCTCAATGACGACCT
AAGCTGCACTTTTCCCCCTAGTTGTGTCTTGCAAAAG
ATGCTAAAGGACGTCACATTGCACAATCTTAATAAG
GTTTCCAATCAGCCCCACCCGC - 3’

Tabelle 2: Auflistung der Primer- und Heteroduplexinduktor-Sequenzen [85]



Jeder 25 pl PCR-Ansatz setzte sich wie folgt zusammen:
1 15,25 ul  Aqua bidestillata,
2 2,50 ul PCR-Puffer mit (NH4),SO4 (10x), MBI Fermentas,
3 2,00 ul MgCl, (25 mM), MBI Fermentas,
4 2,00 ul dNTP Mix (10 mM), MBI Fermentas,
5. 1,00 ul  Primer forward (5 pmol/ul), MWG Biotech,
6 1,00 ul  Primer reverse (5 pmol/ul), MWG Biotech,
7 0,25 ul Taq DNA Polymerase — native, without BSA (5 U/ul), MBI Fermentas,
8 1,00 ul Patienten-DNA (10 ng/ul)
oder

1,00 ul Heteroduplexinduktor (0,1 pmol/ul), MWG Biotech

Zur Minimierung des Pipettierfehlers wurde zunidchst ein PCR-Mastermix, entsprechend
der oben genannten Reihenfolge (1. — 7.), in einem sterilen 2 ml Reaktionsgefil3
angesetzt, geschiittelt und anschlieBend im Verhiltnis 2 : 1 als Patienten- sowie
Heteroduplexinduktor-Mastermix aufgeteilt. Zur Erstellung des 25 ul PCR-Ansatzes in
PCR-Tubes (0,2 ml) der Firma Eppendorf waren jeweils 24 ul des Patienten-
Mastermixes und 1 pl der geschiittelten Patienten-DNA erforderlich. Weiterhin wurden
dem Heteroduplexinduktor-Mastermix Probenzahl/3 ul des geschiittelten Heteroduplex-
induktor zugesetzt, sorgfiltig geschiittelt und auf PCR-Tubes (0,2 ml) der Firma
Eppendorf verteilt. Die spitere Heteroduplexanalyse machte jeweils die Amplifikation
der Patienten-DNA und Heteroduplex-DNA erforderlich. Eine parallel mitgefiihrte

Negativkontrolle sollte das Auftreten einer Kontamination ausschlieBen.

Zur Ermittlung der optimalen Annealing-Temperatur wurde einmalig ein 200 ul DNA-
Mastermix auf acht Reaktionsgefdfe aufgeteilt und bei einem Temperaturgradienten von
58 +/- 5° C amplifiziert. Die nachfolgende Agarose-Gelelektrophorese erlaubte die
Identifizierung der Annealing-Temperatur mit der hochsten Spezifitit und Produkt-
ausbeute. Weiterhin ergaben umfangreiche Vorversuche, dass eine hohe DNA-Ausbeute
nur durch sehr lange Zyklenschritte (je 1 min) zu erreichen war. Eine Erhéhung der

DNA- bzw. der Mg2+—Konzentration beeinflusste negativ die Spezifitit der PCR.

10



Folgende Programmierung des Thermocyclers erwies sich als vorteilhaft:

1. 95,0°C fiir 5 Minuten

2. 95,0° C fiir 1 Minute Wiederholung der
3. 60,5° C fiir 1 Minute Schritte 2. — 4.:
4. 72,0° C fiir 1 Minute 38-mal

5. 72,0° C fiir 10 Minuten
4,0° C fiir oo Minuten

N

2.7 Bestiitigung einer erfolgreichen PCR durch horizontale TAE-Agarose-
Gelelektrophorese

Das Auftragen der amplifzierten DNA im Agarosegel diente der Bestitigung einer
erfolgreichen und spezifischen PCR.

Hierzu wurden 2 g Agarose in einem Becherglas abgewogen und 100 ml einfach TAE-
Puffer hinzugegeben. Der Losungsvorgang der Agarose erfolgte durch wiederholtes
kurzes Aufkochen in der Mikrowelle (900 W, 50 — 60 s, HF 22023). Die folgende
Zugabe von 2 ul GelStar Nucleic Acid Gel Stain ermoglichte die spitere
Fluoreszenzdarstellung der DNA im Agarosegel. Nach Durchmischung wurde das noch
flissige Gel gleichmiBig und moglichst ohne Blasenbildung in die Giellform der
Elektrophoresekammer (Model B3 Buffer Puffer) eingefiillt und 20 — 25 min abgewartet
bis die Agarose erhirtet war. Nach Entfernung des Gelkamms und Uberschichtung des
Gels mit einfach TAE-Puffer folgte die Beladung der ersten und letzten Geltasche mit 3
ul DNA-Léangenstandard (peqGOLD Leiter-Mix 100 — 10000 bp). Anschlielend wurden
jeweils 8 ul der amplifizierten DNA mit 8 pl einfach Loading Buffer gemischt und in die
Geltaschen pipettiert. Die mitgefiihrte Negativkontrolle diente dem Ausschluss einer
eventuellen Kontamination. Nach Anschluss der Elektrophoresekammer an das
Spannungsgerit (Electrophoresis Power Supply EPS 301) erfolgte die Gelelektrophorese
bei 110 Volt fiir eine Stunde.

Abschlieend wurde die fluoreszenzmarkierte DNA auf einem UV-Transilluminator
(TFX-35M) bei einer Wellenldnge von 312 nm dargestellt und das Agarosegel mit einer

Polaroidkamera (Direct Screen Instant Camera DS 34) dokumentiert.

11



2.8 DNA-Aufreinigung

Da fiir die spiatere Auswertung der fluoreszenzgefarbten TBE-Acrylamidgele (s. Kap.
2.10) Bandenmuster mit definiertem Genotyp erforderlich waren, wurden einmalig nach
dem Zufallsprinzip 20 Patienten-DNAs (nach erfolgter PCR mit doppeltem Ansatz und
Erfolgskontrolle durch eine Agarose-Gelelektrophorese) ausgewdhlt, aufgereinigt und
zur Sequenzierung an die Firma MWG Biotech geschickt. Die Aufreinigung der
amplifizierten Patienten-DNA verlief unter Verwendung des QIAquick PCR Purification
Kits (Spin-column format) der Firma Qiagen (in Anlehnung an das beigefiigte Protokoll
vom Januar 1999). Die Aufreinigung der amplifizierten Patienten-DNA gewdhrleistete
die Abtrennung der freien Nukleotide, Primer, Salze und Taq-Polymerase.

Nach Einsetzen der QIAquick-Bindungssdule in die Sammel-Tube wurden 42 ul PCR-
Produkt mit 210 pl Puffer PB vermischt und anschlieBend in die Bindungssiule
pipettiert. Durch die nachfolgende Zentrifugation (20° C, 13000 U/min, 1 min,
Centrifuge 5417C) erfolgte die Bindung der DNA an die QIAquick-Bindungssiule. Nach
Verwerfen des Filtrats war es erforderlich, die gebundene DNA mit 750 ul Puffer PE zu
waschen, zentrifugieren (20° C, 13000 U/min, 60 s) und anschlieBend das Filtrat erneut
zu verwerfen. AbschlieBend wurde das Ethanol durch Zentrifugation (20° C, 14000
U/min, 2 min) abgetrennt und die DNA durch Zugabe von 50 pl Puffer EB, 1 min
Inkubation und Zentrifugation (20° C, 14000 U/min, 1 min) in ein steriles Sammel-Tube
eluiert.

Die DNA-Sequenzierung durch die Firma MWG Biotech bewies die Existenz aller drei
Genotypen GG, GC, CC innerhalb der zufillig ausgewihlten Patientenproben.

2.9 Genotypisierung durch Heteroduplexanalyse

Bei der Heteroduplexreaktion handelt es sich um eine molekularbiologische Methode zur
Sequenzanalyse polymorpher Gene [86]. Das Prinzip der Heteroduplexanalyse basiert
auf der Synthese doppelstringiger DNAs mit kurzen, nicht-komplementdren DNA-
Abschnitten [87]. Aufgrund der unterschiedlichen Basensequenz der Mismatched-Region
weisen die doppelstringigen DNAs verschiedene sterische Konformationen auf [87] und
unterscheiden sich folglich in ihrem Laufverhalten im Acrylamidgel [88]. Die
entstehenden mutationsspezifischen Bandenmuster ermoglichen die Genotypisierung
[85]. Niedrige Kosten, iiberschaubarer methodischer Aufwand, hohe Sensitivitdt und

Spezifitit zeichnen die Heteroduplexanalyse zusitzlich aus [86;89]. Der primire Versuch
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einer Genotypisierung durch Verwendung von ,,Molecular Beacons‘ in einer qualitativen
Realtime-PCR war aufgrund der unzureichenden Genotypendiskrimination in der ersten

experimentellen Phase nicht erfolgreich.

Nach einer Reihe von Vorversuchen zur Ermittlung spezifischer und scharf begrenzter
Banden stellte sich ein optimales Mischungsverhiltnis von 1 : 2 fiir den amplifizierten
Heteroduplexinduktor und die amplifizierte Patienten-DNA heraus. Folglich wurden 8 pl
des Heteroduplexinduktors und 16 ul der Patienten-DNA in ein PCR-Tube (0,2 ml) der
Firma Eppendorf pipettiert und vermischt.

Fiir die Herstellung der Heteroduplex-DNA im T1 Thermocycler der Firma Biometra
erfolgte anschlieBend die Denaturierung der doppelstringigen DNA in einzelstringige
DNA durch Erhitzen (5,0° C/s) auf 95,0° C fiir eine Dauer von 5 min. Durch langsame
Abkiihlung (0,04° C/s) auf 20° C wurde die Wiederanlagerung der Einzelstringe zu
Hetero- und Homoduplices begiinstigt. AbschlieBend war es erforderlich, die Temperatur
von 20° C fiir 15 min beizubehalten und dann die Hetero-/Homoduplices auf 4° C

abzukiihlen (5,0° C/s).

2.10 Auftrennung der Hetero- und Homoduplices durch vertikale TBE Acryl-

amid-Gelelektrophorese

Im Anschluss an die Heteroduplex-Reaktion erfolgte die Auftrennung der Hetero-/Homo-
duplices durch eine Acrylamid-Gelelektrophorese. Durch zahlreiche Vorversuche konnte
eine eindeutige Bandendifferenzierung unter Verwendung eines 15 % Acrylamidgels
ermittelt werden.

Fiir die Erstellung des 15 % Acrylamidgels waren 10,3 ml Aqua bidestillata, 5,0 ml
fiinffach TBE-Puffer, 9,5 ml Acrylamid (40 %), 180 ul Ammoniumpersulfat (10 %) und
30 ul TEMED (10 %) erforderlich, die als Gesamtlosung in einem 50 ml Zentri-
fugenrohrchen (Firma Becton Dickinson) 30 s lang geschiittelt wurden. Ein
gleichmiBiges EingieBen des Gels zwischen die Glasplatten der Elektrophoresekammer
(MGV-102-33) konnte unter Verwendung des Pipettierhelfers (accujet) erreicht werden.
Beim vollstindigen Einsetzen des Gelkammes war vor allem darauf zu achten, eine
Entstehung von Luftblasen zu vermeiden. Die vollstindige Polymerisation des

Acrylamidgels war nach 25 — 30 min erzielt.
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Nach Entfernung der Gummidichtung wurden die Glasplatten in die Elektro-
phoresekammer eingespannt, Gelreste mit dem Skalpell entfernt, der Gelkamm langsam
herausgezogen sowie die obere und untere Kammer mit einfach TBE-Puffer gefiillt.
Nach griindlicher Spiilung der Geltaschen (2 — 3 mal) schloss sich die Beladung der
ersten und letzten Geltasche mit 3 ul DNA-Léangenstandard (peqGOLD Leiter-Mix 100 —
10000 bp) an. Die aus der Heteroduplex-Reaktion hervorgehenden 24 ul Hetero-
/Homoduplex-DNA wurden mit 7 pl einfach Loading Buffer gemischt und hiervon 10 pl
in die Geltaschen pipettiert. Weiterhin war es notwendig, als Positivkontrolle die Hetero-
/Homoduplex-DNA dreier Patientenproben mit dem definierten Genotyp GG, GC und
CC mitzufithren. Nach Anschluss des Elektrophoresegerites an das Spannungsgerit
(Electrophoresis Power Supply EPS 301) erfolgte die Gelelektrophorese bei 200 Volt fiir

zwel Stunden.

2.11 Fluoreszenzfiarbung des Acrylamidgels

Zunachst wurden 200 ml einfach TBE in eine Instrumentenschale gegeben, 10 ul GelStar
Nucleic Acid Gel Stain zur Fluoreszenzmarkierung der DNA hinzugefiigt und auf einem
Kreisschiittler (450 U/min, Allégro Rotator) durchmischt. AnschlieBend erfolgte die
Trennung der beiden Glasplatten mit Hilfe eines Spatels. Nach vorsichtigem Abldsen des
Gels von der Glasplatte wurde es 30 min zur Fluoreszenzfirbung in die Farbstoff-Puffer-
Losung eingelegt und bei 450 U/min kreisgeschiittelt. Die Auswertung der
fluoreszierenden Bandenmuster ermoglichte ein UV-Transilluminator (TFX-35M) bei
einer Wellenldnge von 312 nm. Mit Hilfe der Bandenmuster der Positivkontrollen
konnten die noch unbekanntem Genotypen indentifiziert werden (s. Abb. 2). Die
Dokumentation der Acrylamidgele erfolgte mit einer Polaroidkamera (Direct Screen

Instant Camera DS 34).

\4
Abb. 2: Zuordnung der Bandenmuster zu ihrem jeweiligen Genotyp. Der Pfeil gibt die

Laufrichtung des Acrylamidgels an.
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2.12 Statistik

Zur statistischen Datenauswertung und -darstellung dienten die Programme ,,SPSS 11.5.1
fiir Windows* (SPSS Inc., Chicago, IL, USA), ,,Sigma Plot for Windows 2001 Version
7.0% (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) und ,,Microsoft Excel 2002 (Microsoft Cor.,
Redmond, WA, USA).

Vor Beginn der statistischen Analyse wurden zunichst stetig nummerische Variablen
unter Verwendung des Kolmogorov-Smirnov-Tests auf Normalverteilung gepriift. Die
Aufnahme der ,,Mittelwerte £ Standardabweichung* in tabellarische Darstellungen diente
der Erhohung der Anschaulichkeit, wenngleich in spiteren Tests auf Normal- und Nicht-
Normalverteilung der Variablen geachtet wurde. Die Berechnung der Korrelations-
koeffizienten erfolgte bei normalverteilten Parametern nach Pearson, bei nicht-
normalverteilten Werten nach Spearman-Rank. Fiir Mittelwertsvergleiche zweier nicht-
normalverteilter unabhédngiger Variablen wurde der Mann-Whitney-U-Test, bei
vorliegender Normalverteilung der Student’s t-Test fiir unabhiingige Variablen
verwendet. Eine eventuelle Abweichung der Genotypen- und Allelfrequenz des
Interleukin-6 Polymorphismus vom Hardy-Weinberg-Gesetz wurde durch Anwendung
eines fiir diese Fragestellung angepassten Chi-Quadrat-Tests ausgeschlossen. Die
Untersuchung einer signifikanten Héufung eines Genotyps bei KHK und pAVK-
Patienten ermoglichte der Chi-Quadrat-Test. P-Werte < 0,05 wurden als statistisch

signifikant angesehen.

Die Untersuchung des Interleukin-6 —174 G—C Polymorphismus hinsichtlich seines vor-
stellbaren Einflusses auf die Akutphase-Reaktion erfolgte sowohl unter der
hypothetischen Annahme eines kodominanten Effekts des G- und C-Allels (Genotypen
GG, CC und GC), als auch eines dominanten Effekts des G- bzw. C-Allels (Kodierung
der Genotypen GG, GC als G+ und CC als G-, entsprechend CC, GC als C+ und GG als
C-).
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3. Ergebnisse

In Tabelle 3 sind die klinischen und biochemischen Basisdaten der noch nicht dialyse-
pflichtigen Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz sowie der nierengesunden
Kontrollprobanden dargestellt.

Das Patientenkollektiv setzte sich aus 137 Ménnern und 87 Frauen mit einem mittleren
Alter von 57,2 £ 17,1 Jahren und einem Body Mass Index (BMI) von 26,7 £ 4,6
zusammen. Bei 82,6 % der Patienten konnte klinisch eine arterielle Hypertonie und
anamnestisch in 44,0 % ein positiver Raucherstatus, in 35,3 % ein Diabetes mellitus, in
20,1 % eine koronare Herzkrankheit (KHK), in 11,6 % eine periphere arterielle Ver-
schlusskrankheit (pAVK) sowie in 8,0 % der Fille ein fritherer zerebraler Insult
festgestellt werden.

Das Patienten- und Kontrollkollektiv zeigte signifikante Unterschiede hinsichtlich des
Alters, BMles, Kreatinins, Harnstoffs, C-reaktiven Proteins, Fibrinogens und Albumins.
Die Abbildungen 3 — 5 stellen fiir beide Kollektive die Korrelationen der Akutphase-

proteine vergleichend dar.

Basisdaten Patientenkollektiv (n = 224) Kontrollkollektiv (n = 301)
Alter bei Studieneintritt [Jahre] 572+171°" [14,0 - 86,0] 42,0+10,9 [20,0 — 67,0]
Geschlecht [Ménner/Frauen] 137/87 168/133
KorpergroBe [m] 1,71 £0,09™ [1,50 — 1,95] 1,73+0,09 [1,50 - 2,01]
Korpermasse [kg] 77,7+154 [41,0 - 126,0] 76,9 £13,0 [50,0 — 120,0]
BMI [kg/m’] 26,7+4,6" (16,3 —42,8] 25,6+3,4 [19,3 - 42,0]
Arterielle Hypertonie 185 (82,6) /
Raucher 74 (44,0)" 54 (17,9)
Diabetes mellitus 79 (35,3) /
KHK 45 (20,1) /
zerebraler Insult 18 (8,0) /
PAVK 26 (11,6) /
Systolischer Blutdruck [mmHg] 142,1 £21,3™ [85,0 — 220,0] 130,9 +15,3 [100,0 — 175,0]
Diastolischer Blutdruck [mmHg] 833+11,5" [55,0 — 120,0] 784+69 [60,0 — 100,0]
Kreatinin im Serum [mg/dl] 20£127 [0,5-8,3] 1,0+0,2 [0,7 - 1,6]
Harnstoff im Serum [mg/dl] 77,0 +46,0" [16,0 — 240,0] 333+8,9 [14,1 -62,1]
Kreatininclearance [ml/min] 58,3 +38,1 [4,0 —190,0] n. u.

Fortsetzung auf der folgenden Seite
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Basisdaten

Patientenkollektiv (n = 224)

Kontrollkollektiv (n = 301)

Cholesterin [mg/dl]
LDL-Cholesterin [mg/dl]
HDL-Cholesterin [mg/dl]
Triglyceride [mg/dl]
Apolipoprotein Al [mg/dl]
Apolipoprotein A2 [mg/dl]
Apolipoprotein B [mg/dl]
Lipoprotein (a) [mg/dl]

Genotypenverteilung
GG/GC/CC [%]
C-reaktives Protein [mg/dl]
Fibrinogen [g/1]
Homocystein [umol/1]
Ferritin [pg/l]

Transferrin [mg/dl]
Albumin [g/dl]

218,0+51,7"
134,4 + 44,7
43,7+16,0™
194,3 +127,1"
144,5+33,5™
263+11,7°
100,3 +29,0
451+471"

33,5/50,9/15,6

0,8+18"
39+1,6™
16,1 6,3
197,5 +289,0
223,9+49,3
39+0,6™

[89,0 —419,0]
[25,0 —290,0]
[21,0 - 139,0]
[40,0 — 899,0]
[16,0 —254,0]
[1,2-61,3]
[18,0—193,0]
[4,9 —287,6]

[0,1-17,6]
[0,8 —9,5]
[5,5-379]
[11,0 —2809,0]
[0-363,0]
[0,6 —4,9]

186,2 £ 31,2
99,3+27,5
56,6 13,7

160,4 £113,4

163,5+25,2
36,0+ 15,7
98,6 £22,6
21,9+325

4,703

[118,0 -303,0]
[34,0 - 190,0]
[26,0 — 106,0]
[34,0 — 845,0]
[108,0 —291,0]
[4,8 —208,0]
[48,0 — 185,0]
[0,5-195,0]

[0,0-6,2]
[1,0-5,5]

[3.8-57]

Tabelle 3: Klinische Basisdaten des Patienten- und Kontrollkollektivs. Die Daten sind als

Mittelwerte + Standardabweichung oder Absolutwerte (Prozentwerte) angegeben.

Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Kollektiven sind durch Sterne

markiert * p < 0,05, = p < 0,01, o p < 0,001. " Raucheranamnese bezogen auf 168

Patienten; bei 56 Patienten konnte eine Raucheranamnese nicht erhoben werden.

Abkiirzungen: n. u., nicht untersucht; /, im Referenzbereich liegend. Weitere Ab-

kiirzungen sind im Anhang erlédutert.
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Abb. 5: Korrelation zwischen Albumin und Fibrinogen

In Tabelle 4 sind fiir das Patientenkollektiv unter besonderer Beriicksichtigung der
Akutphaseproteine die Korrelationskoeffizienten nach Spearman-Rank und Pearson
aufgefiihrt.

Signifikant positive Korrelationen konnten zwischen Kreatinin und nachfolgenden Para-
metern nachgewiesen werden: CRP (r = 0,34; p < 0,01), Fibrinogen (r = 0,38; p < 0,01)
und Homocystein (r = 0,60; p < 0,01. Eine signifikant negative Korrelation ergab sich
zwischen Kreatinin und Albumin (r=- 0,17; p < 0,01).

Signifikant korreliert zeigte sich auch die Kreatininclearance mit CRP (r = - 0,36; p <
0,01), Fibrinogen (r = - 0,42; p < 0,01), Homocystein (r = - 0,56; p < 0,01). Keine
signifikante Assoziation wurde mit Albumin (r = 0,12; p > 0,05) gefunden.

CRP korrelierte signifikant mit Fibrinogen (r = 0,55; p < 0,01), Homocystein (r = 0,22; p
< 0,01), BMI (r = 0,14; p < 0,05), jedoch nicht mit Albumin (r = - 0,07; p > 0,05).
Weiterhin lieBen sich zwischen Fibrinogen und den nachfolgenden Parametern
signifikante Korrelationen beobachten: Homocystein (r = 0,14; p < 0,05) und Albumin (r
=-0,22; p < 0,01). Signifikante Korrelationen konnten des weiteren zwischen dem Alter
und Kreatinin (r = 0,30; p < 0,01) sowie der Kreatininclearance (r = - 0,53; p < 0,01),
CRP (r = 0,35; p < 0,01), Fibrinogen (r = 0,31; p < 0,01) und Homocystein (r = 0,33; p <
0,01) festgestellt werden.
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Variablen

Alter

BMI

Krea-

RR Sys. RR Dia. Kreatinin Harnstoff Clearance CRP Fibrinogen Homocystein Ferritin Transferrin Albumin Lp(a)
Alter 1,00
BMI 0,04 1,00
RR Sys. 027" 0,18™ 1,00
RR Dia. 0,317 0,07 0,44 1,00
Kreatinin 0,30 0,03 0,25" -0,05 1,00
Harnstoff 0,49™ 0,08 0,23" 0,22 0,83" 1,00
Krea-Clearance -0,53" 0,07 -0,23" 0,20” 0,80 0,79 1,00
CRP 0,35 0,14" 0,12 -0,13 0,34 0,34" -0,36" 1,00
Fibrinogen 031" -0,10 0,07 0,17 0,38 039" 042" 0,55" 1,00
Homocystein 0,33” [0,11] 017" -0,09 0,60 0,58 0,56 0,22 0,14" 1,00
Ferritin 0,20" 0,22 0,18" 0,00 0,25" 0,28" -0,14" 0,11 0,17" 0,19" 1,00
Transferrin 0,00 [0,147] 0,00 0,05 -0,29" 0,217 0,16" 0,00 0,17 [-0,07] -0,37" 1,00
Albumin -0,02 0,09 -0,01 0,10 -0,17" -0,16" 0,12 -0,07 0,22 -0,08 -0,09 0,58" 1,00
Lp(a) 0,00 -0,10 -0,05 -0,04 0,18 0,18" -0,17" 0,19" 0,14" 0,10 -0,03 0,00 0,00 1,00

Tabelle 4: Korrelationen nach Spearman und [Pearson] im Patientenkollektiv (n = 224)

Statistisch signifikante Korrelationen sind durch Sterne markiert “p < 0,05, " p < 0,01; die Abkiirzungen sind im Anhang erliutert.
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Tabelle 5 stellt zusammenfassend die Genotypen- und Allelverteilung des Interleukin-6
—174 G—C Polymorphismus im Patientenkollektiv dar. Die bestimmten Genotyp-
frequenzen unterscheiden sich nicht signifikant vom Hardy-Weinberg-Gesetz (p = 0,44).
Die ermittelten Allelfrequenzen lieBen sich in fritheren Studien an gesunden Probanden

bestétigen [85;90].

Patientenkollektiv (n = 224)

IL-6 Genotypen

kodominantes Modell:

GG 75 (33,5)
GC 114 (50,9)
cc 35 (15,0)

dominant-rezessives Modell:

G+ (GG und GC) 189 (84,4)
G- (CC) 35 (15,6)
C+ (CC und GC) 149 (66,5)
C- (GG) 75 (33,5)

IL-6 Allelverteilung

G 264 (58,9)
C 184 (41.,1)
G/C Ratio 1.4

Tabelle S: Interleukin-6 Genotypen- und Allelverteilung im Patientenkollektiv
(n =224). Die Daten sind als Absolutwerte (Prozentwerte) angege-

ben.

Die Untersuchung des Interleukin-6 Polymorphismus unter der Annahme eines
kodominanten Effektes der Allele Guanin und Cytosin ergab im Patientenkollektiv keinen
signifikanten Unterschied hinsichtlich der Serum-/Plasmaspiegel der Akutphaseproteine
CRP, Fibrinogen, Homocystein, Ferritin, Transferrin und Albumin sowie der Nieren-
parameter Kreatininclearance, Kreatinin und Harnstoff (s. Tabelle 6). Abb. 6 — 9 stellen
die Serum-/Plasmaspiegel ausgewihlter Akutphaseproteine und Nierenparameter in
Abhidngigkeit vom Interleukin-6 Polymorphismus unter der Annahme eines

kodominanten Effektes dar.
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C-reaktives Protein [mg/dl] 0,75 1,57 1,00 £2,11 0,53 +0,59
Fibrinogen [g/1] 3,84 £ 1,44 3,80 +1,71 3,99 £ 1,35
Homocystein [pmol/1] 15,96 +£ 5,65 16,68 + 7,06 14,67 £4,90

265,77 + 448,94
219,79 £ 49,70

161,51 + 146,84
226,89 + 50,69

168,20 + 148,08
223,00 £ 44,33

Ferritin [ug/l]
Transferrin [mg/dl]

Albumin [g/d]] 3,82 +0,62 3,91 +0,52 3,91 £0,60
Lipoprotein (a) [mg/dl] 42,36 + 50,07 48,76 £ 48,21 39,05 £ 35,66
Kreatinin im Serum [mg/dl] 2,08 +1,34 2,02 +1,18 1,89 +0,92
Harnstoff im Serum [mg/dl] 76,90 £45,38 79,78 £ 48,64 68,61 +£38,13
Kreatininclearance [ml/min] 58,23 +41,69 56,72 +£36,92 63,46 + 34,41

Tabelle 6: Baselinespiegel der Akutphaseproteine und Nierenparamter in Bezug auf den
Genotyp GG, GC, CC. Die Daten sind als Mittelwerte £ Standardabweichung

angegeben; Unterschiede zwischen den Genotypen p > 0,05.

Die Untersuchung des Interleukin-6 Polymorphismus unter der Annahme eines
dominant-rezessiven Effektes der Allele Guanin und Cytosin ergab im Patientenkollektiv
keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich der Serum-/Plasmaspiegel der
Akutphaseproteine CRP, Fibrinogen, Homocystein, Ferritin, Transferrin und Albumin
sowie der Nierenparameter Kreatininclearance, Kreatinin und Harnstoff (s. Tabelle 7).

Abb. 10 — 17 stellen die Serum-/Plasmaspiegel ausgewihlter Akutphaseproteine und
Nierenparameter in Abhingigkeit vom Interleukin-6 Polymorphismus unter der

Annahme eines dominant-rezessiven Effektes dar.
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Abb. 10:

Assoziation IL-6 Genotyp G+,
G- und CRP-Plasmaspiegel im
Patientenkollektiv (dominant-
rezessives Modell, Mittelwert

+ Standardfehler).

Abb. 11:

Assoziation IL-6 Genotyp G+,
G- und Fibrinogen-Plasma-
spiegel im Patientenkollektiv
(dominant-rezessives Modell,

Mittelwert + Standardfehler).

Abb. 12:

Assoziation IL-6 Genotyp G+,
G- und Albumin-Plasma-
spiegel im Patientenkollektiv
(dominant-rezessives Modell,

Mittelwert = Standardfehler).
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Abb. 13:

Assoziation 1L-6 Genotyp G+,
G- und Kreatininclearance im
Patientenkollektiv (dominant-
rezessives Modell, Mittelwert

+ Standardfehler).

Abb. 14:

Assoziation IL-6 Genotyp C+,
C- und CRP-Plasmaspiegel im
Patientenkollektiv (dominant-
rezessives Modell, Mittelwert

+ Standardfehler).

Abb. 15:

Assoziation IL-6 Genotyp C+,
C- und Fibrinogen-Plasma-
spiegel im Patientenkollektiv
(dominant-rezessives Modell,

Mittelwert + Standardfehler).
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Abb. 16:

Assoziation IL-6 Genotyp C+,
C- und Albumin-Plasma-
spiegel im Patientenkollektiv
(dominant-rezessives Modell,

Mittelwert + Standardfehler).

Abb. 17:

Assoziation IL-6 Genotyp C+,
C- und Kreatininclearance im
Patientenkollektiv (dominant-
rezessives Modell, Mittelwert

+ Standardfehler).



G+ G- C+ C-
C-reaktives Protein [mg/dl] 0,90 +1,91 0,53 £0,59 0,89 + 1,88 0,75 + 1,57
Fibrinogen [g/1] 3,87 £1,61 3,99 +1,35 391 +1,63 3,84 +1,44
Homocystein [pmol/1] 16,40 + 6,54 14,67 £ 4,90 16,21 £ 6,66 15,96 £5,65

Ferritin [ug/1]
Transferrin [mg/dl]

202,88 + 308,07
224,07 £ 50,29

168,20 + 148,08
223,00 £ 44,33

163,08 + 146,66
225,98 £49,15

265,77 +448,94
219,79 £ 49,70

Albumin [g/d]] 3,87 £0,56 3,91 +£0,60 3,91 +0,54 3,82 +£0,62
Lipoprotein (a) [mg/dl] 46,25 +48,92 39,05 £ 35,66 46,51 £45,69 42,36 £ 50,07
Kreatinin im Serum [mg/dl] 2,04 1,24 1,89 £0,92 1,99 1,12 2,08 1,34
Harnstoff im Serum [mg/dl] 78,62 £ 47,25 68,61 £38,13 77,11 £46,46 76,90 £45,38
Kreatininclearance [ml/min] 57,31 £38,75 63,46 £ 34,41 58,33 £36,34 58,23 +41,69

Tabelle 7: Baselinespiegel der Akutphaseproteine und Nierenparamter in Bezug auf den

Genotyp G+, G—; C+, C—. Die Daten sind als Mittelwerte £ Standardabweichung

angegeben; Unterschiede zwischen den Genotypen p > 0,05.

Im Patientenkollektiv

konnte

keine

signifikante

Assoziation

zwischen IL-6

Polymorphismus und einer bestehenden koronaren Herzkrankheit (KHK) bzw.

peripheren arteriellen Verschlusskrankheit (pAVK) nachgewiesen werden. So zeigten
weder KHK-, noch pAVK-Patienten im Chi-Quadrat-Test (unter Beriicksichtigung eines
kodominanten bzw. dominant-rezessiven Modells) eine signifikante Hidufung eines
Genotyps (p > 0,05). Abbildungen 18 — 23 beschreiben die Genotypenverteilungen in
Abhiéngigkeit von der KHK- und pAVK-Anamnese.
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Abb. 18: Assoziation IL-6 Genotyp GG, GC, CC und KHK-Anamnese im Patientenkollektiv

(kodominantes Modell). Unterschiede zwischen den Genotypen

Abkiirzungen sind im Anhang erlédutert.
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Abb. 19: Assoziation IL-6 Genotyp G+, G- und KHK-Anamnese im Patientenkollektiv

(dominant-rezessives Modell). Unterschiede zwischen den Genotypen p = 0,344. Die

Abkiirzungen sind im Anhang erldutert.
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Abb. 20: Assoziation IL-6 Genotyp C+, C— und KHK-Anamnese im Patientenkollektiv
(dominant-rezessives Modell). Unterschiede zwischen den Genotypen p = 0,760. Die

Abkiirzungen sind im Anhang erlédutert.
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Abb. 21: Assoziation IL-6 Genotyp GG, GC, CC und pAVK-Anamnese im Patientenkollektiv
(kodominantes Modell). Unterschiede zwischen den Genotypen p = 0,194. Die

Abkiirzungen sind im Anhang erlédutert.
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Abb. 22: Assoziation IL-6 Genotyp G+, G- und pAVK-Anamnese im Patientenkollektiv
(dominant-rezessives Modell). Unterschiede zwischen den Genotypen p = 0,079. Die

Abkiirzungen sind im Anhang erlédutert.
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Abb. 23: Assoziation IL-6 Genotyp C+, C— und pAVK-Anamnese im Patientenkollektiv
(dominant-rezessives Modell). Unterschiede zwischen den Genotypen p = 0,896. Die

Abkiirzungen sind im Anhang erlédutert.
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Ein signifikanter Zusammenhang konnte im Patientenkollektiv zwischen bestehender
koronarer Herzkrankheit (KHK) bzw. peripherer arterieller Verschlusskrankheit (pAVK)
und erhohten CRP-, Fibrinogen-, Kreatinin-, Harnstoff-Spiegeln bzw. erniedrigter
Kreatininclearance nachgewiesen werden. Keine signifikante Assoziationen ergaben sich
zwischen KHK und Albumin bzw. pAVK und Albumin (s. Tabelle 8). Abbildung 24 und
25 zeigen die signifikanten Unterschiede zwischen CRP-Serumspiegeln und KHK bzw.

pAVK.

1,6 - p < 0,001
1
1,4
1,2 +
= Abb. 24:
2107 Assoziation KHK und CRP im
o 087 Patientenkollektiv (Mittelwerte
O |
06 + Standardfehler). Die Ab-
0.4 kiirzungen sind im Anhang
0.2 7 erldutert.
0,0
KHK-  KHK+
2,5
p < 0,001
1
2,0
5 i Abb, 25:
£ Assoziation pAVK und CRP
i 10 im Patientenkollektiv (Mittel-
O b
werte + Standardfehler). Die
0,57 Abkiirzungen sind im Anhang
erldutert.
0,0

PAVK- pAVK+
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KHK - KHK + PAVK - PAVK +

C-reaktives Protein [mg/dl] 0,75 1,82 1,20+1,597 0,73 1,64 1,67 2,467
Fibrinogen [g/1] 3,69 £ 1,51 4,66 + 1,59 3,76 £ 1,48 4,89 +1,84™
Albumin [g/d1] 3,86 + 0,61 3,96 0,35 3,89 0,55 3,77 0,65
Kreatinin im Serum [mg/dl] 1,89 + 1,07 2,44 +1,43" 1,97 £ 1,18 2,42 +127
Harnstoff im Serum [mg/dl] 69,62 + 40,33 104,10 % 54,08 73,87 + 44,39 102,98 +51,54™
Kreatininclearance [ml/min] 62,56 + 38,22 42,33 +32,68"" 60,28 + 37,85 4334 + 37,18

Tabelle 8: Zusammenhang von CRP, Fibrinogen, Albumin, Kreatinin, Harnstoff,
Kreatininclearance mit KHK, pAVK. Die Daten sind als Mittelwerte =+
Standardabweichung angegeben. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen
negativer und positiver KHK bzw. pAVK-Anamnese sind durch Sterne markiert * p

<0,05," p <0,01, o p < 0,001. Die Abkiirzungen sind im Anhang erldutert.
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4. Diskussion

Chronische Inflammationsprozesse bei chronisch nierenkranken Patienten stehen in
enger Assoziation zu einem erhohten kardiovaskuldren Risiko sowie zu einer erhohten
kardiovaskuldren Mortalitit [44]. Akutphaseproteine als Marker chronischer Inflam-
mationsprozesse - insbesondere das C-reaktive Protein - spielen in der Préadiktion
kardiovaskuldrer Ereignisse eine zentrale Rolle [1;44]. Bisherige Studien fiihren zum
Ergebnis einer 35 — 40 %igen Heritabilitit des CRP-Baselinespiegels [2;73;74] und
weisen Interleukin-6 als zentralen Regulator der CRP-Genexpression [64-67] bzw. der
Akutphase-Reaktion aus [61-63].

Unter Beriicksichtigung der dargelegten wissenschaftlichen Erkenntnisse resultierte die
Aufgabenstellung dieser Arbeit in der Untersuchung des Interleukin-6 —174 G—C Poly-
morphismus hinsichtlich seines vorstellbaren Einflusses auf die Akutphase-Reaktion in

einem chronisch nierenkranken (nicht dialysepflichtigen) Patientenkollektiv.

Das untersuchte Préadialysekollektiv wies im Vergleich zum Kontrollkollektiv eine durch
erhohte CRP-, Fibrinogen- bzw. erniedrigte Albumin-Baselinespiegel charakterisierte
Akutphase-Reaktion auf. Abbildungen 3 - 5 verdeutlichen die Unterschiede der
Akutphaseprotein-Plasmaspiegel zwischen den beiden Gruppen. Die Wertepaare des
Patientenkollektivs zeigen in Bezug zum Kontrollkollektiv eine deutliche Rechts- (s.
Abb. 3, 4) bzw. Linksverschiebung (Abb. 5). Weiterhin ist eine vermehrte Streuung mit
AusreiBern zu erkennen. Diese Ergebnisse deuten im Préddiaylsekollektiv auf vermehrte
Inflammationsprozesse hin und bestétigen die Resultate von Shlipak et al. [58].

Die CRP- und Albumin-Spiegel des Patientenkollektivs lieBen in der statistischen
Auswertung keinen Schluss auf eine signifikante Korrelation zu und zeigten sich nur sehr
gering negativ korreliert (p = -0,07). Diese iiberraschende Beobachtung steht im
Widerspruch zu anderen Studien [59;91]. Allerdings kamen jedoch Kaysen et al. [92]
zum Schluss, dass erhohte CRP-Spiegel durchaus mit einem fehlenden oder geringen

Effekt auf die Albumin-Spiegel einhergehen konnen.

Der Interleukin-6 Polymorphismus -174 G—C zeigte unter Annahme eines
kodominanten Modells (GG, GC, CC) keinen signifikanten Zusammenhang mit den
Serum-/Plasmaspiegeln der Akutphaseproteine CRP, Fibrinogen, Homocystein, Ferritin,

Transferrin und Albumin. Die Hypothese eines dominant-rezessiven Modells (G+, G-/
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C+, C-) konnte ebenfalls nicht bestitigt werden. Ein Einfluss des Interleukin-6
Polymorphismus auf die Akutphase-Reaktion war somit in dieser Arbeit nicht signifikant
nachweisbar.

Studien zur Untersuchung der Auswirkung des IL-6 Polymorphismus —174 G—C auf die
Modulation der Interleukin-6 Spiegel bzw. Akutphase-Reaktion sowie dem Auftreten
kardiovaskuldrer Ereignisse zeigen widerspriichliche Resultate. So decken sich die in
dieser Arbeit erzielten Ergebnisse mit denen von Nauk et al. [93]. Nauk et al. konnten in
ihrer Fall-Kontroll-Studie (2559 KHK-Patienten mit 729 Kontrollen) gleichfalls keine
Assoziation zwischen dem Interleukin-6 Polymorphismus und den CRP-, Fibrinogen-
Spiegeln bzw. dem kardiovaskuldren Risiko nachweisen. Weiterhin stellten Margaglione
et al. [94] bei 598 gesunden Probanden keinen signifikanten Zusammenhang zwischen
dem Interleukin-6 Polymorphismus sowie den CRP-, Fibrinogen-, Interleukin-6-Spiegeln
fest. Vergleichbare Ergebnisse beschreiben Brull et al. [95] bei 127 Patienten (vor
elektiver koronarer Bypass-Operation) zwischen Interleukin-6 Polymorphismus und
Interleukin-6 Baselinespiegeln sowie Burzotta et al. [96] bei 111 Patienten in Bezug auf
CRP, Fibrinogen-Spiegeln.

Hingegen beobachteten Jenny et al. [97] in einer Fall-Kontroll-Studie mit 1724 Patienten
(bei bestehender kardiovaskuldrer Vorerkrankung) einen signifikanten Zusammenhang
zwischen der Existenz des C-Allels und erhohten CRP- und Fibrinogenspiegeln sowie
einen Trend (p = 0,16) zu erhohten IL-6-Spiegeln. Desgleichen zeigten Vickers et al. [2]
bei 588 gesunden Probanden eine signifikante Assoziation zwischen dem Vorliegen des
C-Allels und erhohten CRP-Baselinespiegeln. Erginzend fanden Rea et al. [98] bei 375
gesunden Probanden einen Zusammenhang zwischen dem C-Allel und erhohten
Interleukin-6 Baselinespiegeln. Die bisher dargelegten Ergebnisse erortern einerseits eine
fehlende Assoziation zwischen dem Interleukin-6 Polymorphismus und der Akutphase-
Reaktion sowie andererseits den Einfluss des C-Allels auf erhohte Akutphaseproteine-
Spiegel.

Im Gegensatz hierzu beschreiben Giacconi et al. [99] in einer Fall-Kontroll-Studie mit 80
Carotisstenose-Patienten sowie 77 gesunden Kontrollprobanden einen Zusammenhang
zwischen dem Genotyp GG und erhohten Interleukin-6 Baselinespiegeln. Dies steht im
direkten Gegensatz zu dem Ergebnis von Rea et al. [98]. Auch unter der Voraussetzung,
dass Interleukin-6 den entscheidenden Regulator der Akutphase-Reaktion darstellt,
erscheinen die Resultate von Jenny et al. [97] und Vickers et al. [2] hierzu

widerspriichlich. Eine signifikante Beziehung zwischen Genotyp GG und erhohten
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Interleukin-6 Baselinespiegeln konnten wie Giacconi et al. [99] auch Bonafe et al. [100]
bei 269 gesunden Probanden feststellen. Entsprechend beobachteten Fishman et al. [75]
bei 102 gesunden Probanden eine Assoziation des C-Allels mit signifikant niedrigeren

Interleukin-6 Baselinespiegeln.

Die weitere Annahme eines kodominanten Modells hinsichtlich einer vorstellbaren
Assoziation zwischen dem Interleukin-6 Polymorphismus und dem Vorliegen einer
koronaren Herzkrankheit bzw. einer peripheren arteriellen Verschlusskrankheit kann in
dieser Arbeit statistisch nicht bestitigt werden. Auch die Hypothese eines dominant-
rezessiven Modells ldsst sich aufgrund eines fehlenden signifikanten Zusammenhangs
zwischen dem Interleukin-6 Polymorphismus und einer KHK bzw. pAVK hierbei nicht
belegen.

Basso et al. [101] fanden bei 498 Patienten mit kardiovaskuldrer Vorerkrankung keine
erkennbare Beziehung zwischen dem IL-6 Polymorphismus und CRP-, Fibrinogen-, IL-
6-Spiegeln. Allerdings zeichnete sich fiir den Genotyp CC ein signifikant niedrigeres
kardiovaskuldres Risiko ab. Desgleichen beschrieben Humphries et al. [102] bei 2751
gesunden Probanden keine Assoziation zwischen dem IL-6 Polymorphismus und den
CRP-, Fibrinogen-Spiegeln. Im Gegensatz zu Basso et al. [101] ergab sich bei Vorliegen
des C-Allels ein erhohtes kardiovaskulidres Risiko. Jones et al. [103] zeigten bei 466
Patienten mit abdominalem Aortenaneurysma eine signifikante Assoziation zwischen
dem C-Allel und einer erhohten kardiovaskuldren Mortalitit. Sie konnten ebenfalls
keinen signifikanten Zusammenhang zwischen dem IL-6 Polymorphismus und den CRP-
bzw. Fibrinogenspiegeln feststellen. Vergleichbare Resultate weisen die Untersuchungen
von Bruunsgaard et al. [104] bei 324 Probanden zwischen dem Genotyp CC und einer

hoheren Priavalenz an kardiovaskuldren Erkrankungen auf.

In der Zusammenschau lassen die in dieser Arbeit erzielten Resultate den Schluss zu,
dass der Interleukin-6 Polymorphismus keinen signifikanten Einfluss auf chronische
Inflammationsprozesse sowie auf ein erhohtes kardiovaskuldres Risiko nimmt. Zusétzlich
deuten die dargelegten widerspriichlichen Studienergebnisse auf einen geringen Einfluss
des Interleukin-6 Polymorphismus als Modulator der Akutphase-Reaktion hin. Im
untersuchten Pridialysekollektiv findet diese Annahme aufgrund einer nicht vorhandenen

genotypischen Variation der Akutphaseproteine eine Bestétigung.
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Eine vorstellbare Ursache fiir die Vielzahl sich widersprechender Studienergebnisse
konnte in einer sehr komplexen Regulation der Promotorfunktion begriindet sein [93]. So
konnten Terry et al. [76] nachweisen, dass vier Polymorphismen der Promotorregion des
Interleukin-6 Gens (darunter auch der Interleukin-6 —174 G—C Polymorphismus) nicht
unabhédngig voneinander agieren, sondern sich gegenseitig in ihrem funktionellen
Einfluss auf die Transkription beeinflussen. Ihre Auswirkung auf die Interleukin-6
Gentranskription stellt sich also nicht als einfacher additiver, sondern vielmehr als

interagierender Effekt dar.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten statistischen Auswertungen ergeben einen
signifikanten Zusammenhang in Bezug auf das Vorkommen einer koronaren
Herzkrankheit (KHK) und erhohten CRP- [44;51;105;106] bzw. Fibrinogen-Spiegeln
[107-109]. Die von Foley et al. [110] beschriebene Assoziation zwischen dem Vorliegen
einer koronaren Herzkrankheit und erniedrigten Albumin-Spiegeln kann in dieser Arbeit
nicht bestitigt werden. Der gefundene signifikante Zusammenhang zwischen einer
peripheren arteriellen Verschlusskrankheit (pAVK) und erhéhten CRP- und Fibrinogen-
Spiegeln wird auch von Ridker et al. aufgezeigt [14;111].

Inwieweit das C-reaktive Protein einen Surrogatmarker oder einen Mediator der Genese
der KHK/pAVK darstellt ist noch nicht geklart. Aktuelle Erkenntnisse zur Pathogenese
der Atherosklerose deuten jedoch auf eine kausale Beteilung des C-reaktiven Proteins bei
der Atherogenese hin. So weist die CRP-mRNA im atherosklerotischen Plaque einen
10,2 fach hoheren Spiegel im Vergleich zu einer gesunden Arterie auf [112].
Entsprechend dieser Tatsache lassen sich auch gesteigerte CRP-Level im Plaquegewebe
nachweisen [112]. Das C-reaktive Protein zeigt hierbei eine enge Kolokalisation zum
Membranangriffskomplex des Komplementsystems [112;113]. Aufgrund des bekannten
Umstandes, dass C-reaktive Proteine Komplemente aktivieren und aktivierte
Komplemente Zellen des Plaquegewebes attackieren, konnte hier ein kausaler
Zusammenhang zwischen dem CRP und einer Atherogenese abgeleitet werden [112].
Weiterhin induziert das CRP die Expression verschiedener Adhédsionsmolekiile (u.a.
VCAM-1, ICAM-1, E-Selektin, MCP-1) in den Endothelzellen [114;115] und fordert auf
diese Weise die Leukozytenemigration. Aufgrund einer LDL-Opsonierung begiinstigt
CRP die Makrophagentransformation in Schaumzellen des Plaquegewebes [113;116].
Zusitzlich bewirkt CRP eine Reduktion der eNOS- [117] sowie eine Erhohung der

Angiotensin-1-Rezeptor-Expression [118]. Induktion des Plasminogenaktivator-
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Inhibitors [119] und Stimulierung der Synthese von Tissue factor in Makrophagen [120]
durch das C-reaktive Protein fordern die Thrombusbildung. Paul et al. [121] untersuchten
bei Apolipoprotein E defizienten Médusen den Effekt einer transgenen Expression von
Human-CRP auf die Atherogenese. Ihr Ergebnis einer durch Human-CRP beschleunigten
Atherosklerose-Progression bestidrkt die Hypothese, dass das C-reaktive Protein nicht nur

als Risikomarker, sondern auch als Risikofaktor der Atherosklerose einzuschitzen ist.
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5. Zusammenfassung

Chronisch nierenkranke Menschen weisen im Vergleich zur gesunden Allgemein-
bevolkerung eine stark erhohte Prdvalenz fiir kardiovaskuldare Erkrankungen auf. Die
jdhrliche kardiovaskulédre Mortalitit ist nach statistischer Korrektur des Mortalititsrisikos
fiir Alter, Geschlecht und Diabetes mellitus um 10 bis 20fach hoher als in der gesunden
Bevolkerung. Chronische Inflammationsprozesse spielen eine zentrale Rolle in der
Atherogenese und stehen in enger Assoziation zum erhohten kardiovaskuldren Risiko
sowie zur erhohten kardiovaskuldren Mortalitit. Akutphaseproteinen - insbesondere dem
C-reaktiven Protein - kommen als Marker chronischer Inflammationsprozesse in der
Pradiktion kardiovaskulédrer Ereignisse eine besondere Bedeutung zu. Bisherige Studien
filhren zum Ergebnis einer 35 — 40 %igen Heritabilitdt des CRP-Baselinespiegels und
weisen Interleukin-6 als zentralen Regulator der CRP-Genexpression bzw. der
Akutphase-Reaktion aus.

Unter Beriicksichtigung der dargelegten wissenschaftlichen Erkenntnisse resultierte die
Aufgabenstellung dieser Arbeit in der Untersuchung des Interleukin-6 —174 G—C Poly-
morphismus hinsichtlich seines vorstellbaren Einflusses auf die Akutphase-Reaktion in
einem chronisch nierenkranken, nicht dialysepflichtigen Patientenkollektiv (n = 224).
Die Genotypisierung erfolgte durch Heteroduplexanalyse. In der Zusammenschau lassen
die erzielten Resultate aus der Sicht eines kodominanten bzw. dominant-rezessiven
Modells den Schluss zu, dass der Interleukin-6 —174 G—C Polymorphismus keinen
signifikanten Einfluss auf die Modulation der Akutphase-Reaktion sowie auf ein erhohtes
kardiovaskuldres Risiko nimmt. Ein signifikanter Zusammenhang konnte allerdings
zwischen bestehender koronarer Herzkrankheit bzw. peripherer arterieller
Verschlusskrankheit und erhohten CRP-, Fibrinogen-, Kreatinin-, Harnstoff-Spiegeln
bzw. erniedrigter Kreatininclearance nachgewiesen werden. Aus diesem Grund sollte die
Bestimmung des C-reaktiven Proteins als sensitiver kardiovaskuldrer Risikomarker in die

Routinekontrolle chronisch nierenkranker Patienten aufgenommen werden.
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7. Anhang

7.1 Liste der verwendeten Abkiirzungen

APP

art. Hypertonie
BMI

C+

C—

CRP

G+

G—

h

IL-6

KHK
Krea-Clearance
Lp(a)

min

pAVK

PCR

RR Dia.

RR Sys.

S

v

Akutphaseproteine
arterielle Hypertonie

Body Mass Index
Genotypen CC, GC
Genotyp GG

C-reaktives Protein
Genotypen GG, GC
Genotyp CC

Stunde(n)

Interleukin-6

koronare Herzkrankheit
Kreatininclearance
Lipoprotein (a)

Minute(n)

periphere arterielle Verschlusskrankheit
Polymerase-Kettenreaktion
diastolischer Blutdruck
systolischer Blutdruck
Sekunde(n)

Volt

7.2 Verwendete Chemikalien und molekularbiologische Produkte

Chemikalien:

Acrylamid (40%)

Agarose

Ammoniumpersulfat

Borsiure
Essigsdure

Ethanol

Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

Mallinckrodt Baker, Griesheim



Ethylendiamintetraacetat (2Na"™-EDTA)
Natronlauge

Salzsédure

Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris(hydroxymethyl-)aminomethan (TRIS)

Puffer:
TAE-Puffer (50fach)

TBE-Puffer (5fach)

Kits und molekularbiologische Produkte:
dNTP Mix (je 10 mM dATP, dCTP,
dGTP, dTTP)

GelStar Nucleic Acid Gel Stain

Loading Buffer (6x)

MgCl, (25 mM)

PCR-Buffer mit (NH4),SO4 (10x)
peqGOLD Blood DNA Maxi Kit
peqGOLD Leiter-Mix 100 — 10000 bp
(0,5 mg DNA/ml)

Primersynthese

QIAquick PCR Purification Kit (Spin-
column format)

Taq DNA Polymerase - native, without
BSA (5 U/ul)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

242.0 g Tris

57,1 ml Eisessig (= konz. Essigsdure)
100,0 ml 0,5 M EDTA (pH = 8,0)

auf 1000 ml mit Aqua bidestillata auffiillen

54,0 g Tris

27,5 g Borsdure

20 ml 0,5 M EDTA (pH = 8,0)

auf 1000 ml mit Aqua bidestillata auffiillen

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf
Peqglab Biotechnologie, Erlangen

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Peqglab Biotechnologie, Erlangen
Peqglab Biotechnologie, Erlangen

MWG Biotech, Ebersberg
Qiagen, Hilden

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

51



7.3 Verwendete Gerite und Einmalartikel

Gerditeart

Elektrophoresegerit

(horizontal)

Elektrophoresegerit

(vertikal)
Kreisschiittler

Laborzentrifugen

Magnetriithrer

Membranpumpe

Mikroliterpipetten

Mikrowelle

Mini-
Zentrifuge/Vortex
pH-Meter
Pipettierhelfer
Polaroid Kamera
Schiittler
Spannungsgeriit

Thermocycler

Thermomixer

Universalschrank

UV/VIS-Spektrometer

UV-Transilluminator

Modellbezeichnung
Model B3 Buffer Puffer

MGV-102-33

Allégro Rotator

Centrifuge 5417 C

Hettich Rotixa/P

REO

Laboport, N86 KN.18
Multipette Plus 1 - 10 pl
Multipette Plus 10 - 100 pl
Multipette Plus 100 - 1000 ul
HF 22023

Microspin FV-2400

CG 825

accu-jet

Direct Screen Instant Camera
DS 34

VEF2

Electrophoresis Power Supply
EPS 301

Mastercycler Gradient

T1 Thermocycler

Eppendorf Thermomixer 5436
Thriller

UES500
Lambda 12
TFX-35M

52

Hersteller / Lieferant
OWL, Portsmouth, USA

C.B.S. Scientific Co., Del Mar,
USA

Nichols Institute Diagnostika,
Bad Vilbel

Eppendorf, Hamburg
Hettich-Zentrifugen, Tuttlingen
IKA-Werke, Staufen

KNF Neuberger, Freiburg
Eppendorf, Hamburg

Siemens, Deutschland

Hartenstein, Wiirzburg

Schott, Mainz

Brand, Wertheim/Main
Polaroid, Offenbach/Main
Janke&Kunkel, IKA-Werke,
Staufen

Amersham Biosciences,
Freiburg

Eppendorf, Hamburg

Biometra, Gottingen
Eppendorf, Hamburg

Peqglab Biotechnologie,
Erlangen

Memmert, Schwabach

Perkin Elmer, Uberlingen
Vilber

Lourmat, Marine la



Waagen

Einmalartikel:
Artikelbezeichnung
PCR-Reaktionsgefilie
Reaktionsgefilie
Reaktionsgefilie

Zentrifugenr6hrchen

PM6100
AE240

PCR 8-Strip Tubes 0,2 ml
Safe-Lock Tubes 2,0 ml
Schraub-Reaktionsgefile,
steril 2 ml

Falcon (15 ml)

Falcon (50 ml)
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Vallee CDX 1, France
Mettler-Toledo, Gie3en

Hersteller / Lieferant
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Hartenstein, Wiirzburg

Becton Dickinson, Heidelberg
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