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Einleitung

1. Einleitung

Die chronische Glomerulonephritis stellt eine der haufigsten Ursachen der terminalen
Niereninsuffizienz dar. Das Renin-Angiotensin-System (RAS) spielt dabei eine bedeutende
Rolle in der Ausprdgung der Nierenschdaden durch die Entwicklung einer arteriellen
Hypertonie oder auch direkt durch die lokale Auswirkung seiner Produkte auf die Funktion
und Architektur der Nephrone. Vor diesem Hintergrund werden genetische Polymorphismen
des Renin-Angiotensin-Systems im Zusammenhang mit der Progression der chronischen
Glomerulonephritis untersucht. Lasst sich eine Korrelation bestatigen, so kénnten in Zukunft

Patienten mit den entsprechenden Genotypen identifiziert und selektiv therapiert werden.

1.1 Genetische Polymorphismen des Renin-Angiotensin-Systems

Abgesehen von den monogenen Erkrankungen, die durch einen Defekt eines einzigen Gens
verursacht werden (z.B. autosomal dominant vererbte Zystennieren), ist in den letzten
Jahren erkannt worden, dass viele Krankheitsbilder von multifaktoriellen genetischen
Einflissen gepragt werden. Aus dieser Perspektive haben auch als harmlos oder stumm
eingestufte Variationen des genetischen Materials an Bedeutung gewonnen. Zur
genetischen Analyse von polygenen multifaktoriellen Erkrankungen ist es naheliegend,
zunachst die Gene zu untersuchen, deren Produkte bekanntermalen eine physiologische
Bedeutung fir den Phanotyp haben.

Wegen der unbestrittenen wichtigen (patho)physiologischen Rolle des RAS, sind die Genloci
seiner Komponenten Kanditatengene fir die Entwicklung der arteriellen Hypertonie und das
Fortschreiten von Nierenerkrankungen'. Die Forschung nach bedeutenden Genloci war nicht
immer erfolgreich; die Suche z.B. nach einem klinisch relevanten Polymorphismus des
Renin-Gens erwies sich als negativ> > *. Auch bei den anderen Kandidatengenen des RAS
(Angiotensin I-Converting Enzyme-Gen, Angiotensinogen-Gen, Angiotensin |I-Typ 1
Rezeptor-Gen) hatten nur wenige der zahlreichen beschriebenen Polymorphismen eine

klinische Bedeutung. Nachfolgend werden die drei wichtigsten von ihnen dargestellt:

1.1.1 Angiotensin I-Converting Enzym-Gen /D Polymorphismus
Im Jahr 1990 stellten Rigat et al’ einen Polymorphismus am Intron 16 des Angiotensin I-
Converting Enzym (ACE)-Gens fest: eine 287 Basenpaare lange Sequenz kann entweder

anwesend (,insertion®, |-Allel) oder abwesend (,deletion”, D-Allel) sein. Das D-Allel wurde mit
1
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héheren ACE-Serumspiegeln in der gesunden Bevdlkerung assoziiert. Abgesehen vom
zirkulierenden ACE konnte auch auf Gewebeebene (lokales RAS) eine erhdhte ACE-Aktivitat
in T-Lymphozyten®, im Myokard’ und in der Niere [auf Grund der kleinen Fallzahl (n= 17) nur
Tendenz]® beim D-Allel nachgewiesen werden.

Eine Beziehung zwischen dem ACE-I/D Polymorphismus und der arteriellen Hypertonie

0.1 Auf der anderen Seite wurde das D-Allel mit verschiedenen

bestand nicht®
kardiovaskularen Komplikationen assoziiert: festgestellt wurde ein Zusammenhang mit
einem hoheren Risiko fiir die koronare Herzkrankheit' "> ' den Myokardinfarkt'> '® ' und
den Hirninfarkt'” " . Der ACE-I/D Polymorphismus wurde mit der Entwicklung einer

21.22 ynd bei Gesunden nach

Linksherzhypertrophie in der Gesamtpopulation?’, bei Patienten
hartem Training®® verkniipft. Beobachtet wurde auch eine Assoziation mit der Entwicklung
der ischamischen oder idiopatischen dilatativen Kardiomyopathie®*. Ein ungiinstiger Einfluss
des ACE-D Allels auf die Intima/Media-Relation der Arteria Carotis in der Gesamtpopulation®
und auf die Wandbreite der interlobularen Arterien bei nierenbiopsierten, nicht diabetischen
Patienten konnte ebenfalls nachgewiesen werden®. Dem ersten Bericht (iber eine erhdhte
Pravalenz des D-Allels unter insulinpflichtigen Diabetikern mit diabetischer Nephropathie®
folgten zahlreiche widersprichliche Studien. Selbst groRen Metaanalysen ist es nicht
gelungen, Klarheit zu verschaffen® > *°. Die meisten Autoren beobachteten einen Effekt des
ACE-I/D Polymorphismus auf die Manifestation und den Verlauf der autosomal dominant

32, 33

vererbten Zystennieren®" Ein Einfluss auf das Langzeitorganuberleben nach

Nierentransplantation wurde auch beschrieben** 3°, war aber nicht in allen Studien

36, 37

reproduzierbar . Interessanterweise wurde das I-Allel haufiger unter Hochleistungs-

sportlern nachgewiesen®® > .

1.1.2 Angiotensinogen-Gen M235T Polymorphismus

Jeunemaitre et al beschrieben im Jahr 1992 eine Punktmutation des Angiotensinogen
(AGT)-Gens, die mit héheren AGT-Serumspiegeln und mit der Entwicklung einer arteriellen
Hypertonie assoziiert war*'. Es handelt sich um eine Substitution von Thymin durch Cytosin,
die bei der Translation zu einer Anderung der Primarstruktur des produzierten
Angiotensinogens fuhrt: bei der Aminosaure 235 wird Methionin (M) gegen Threonin (T)

ausgetauscht.
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Der AGT-M235T Polymorphismus wurde mit einem erhdhten Risiko flir koronare
Herzkrankheit**> ** ** und Myokardinfarkt*> verkniipft. Ein héhere Pravalenz des T-Allels
unter praeklamptischen Schwangeren wurde beschrieben. Eine vermutete Assoziation des
AGT-M235T Polymorphismus mit der Entwicklung einer diabetischen Nephropathie konnte

nicht bestatigt werden*’-*®.

1.1.3 Angiotensin lI- Typ 1 Rezeptor-Gen A1166C Polymorphismus

Im Jahr 1994 stellten Bonnardeaux et al fest, dass der A1166C Polymorphismus des AT/R-
Gens (Ersatz von Adenosin durch Cytosin im Kodon 1166) vermehrt unter Patienten mit
essentieller Hypertonie auftrat. Dartber hinaus wurde das C-Allel mit dem Auftrittsalter und
dem Schweregrad der arteriellen Hypertonie assoziiert’. Obwohl der AT;R-A1166C

$% 51 hoch die

Polymorphismus weder die Konzentrationen der Komponenten des RA
Anzahl oder die Affinitit der AT Rezeptoren auf Thrombozyten®® beeinflusste, wurde eine
gesteigerte vasokonstriktive Reaktion der Arterien auf Ang-Il beim C-Allel festgestellt®?, die
eine ahnliche Hyperreaktivitat auch in anderen Geweben vermuten lasst.

Der AT1R-A1166C Polymorphismus wurde mit der Entwicklung und dem Schweregrad der
koronaren Herzkrankheit assoziiert®® >, Beschrieben wurde auRerdem ein synergistischer
Effekt des ACE-I/D und des AT,R-A1166C Polymorphismus in Bezug auf das Risiko eines
Myokardinfarkts®™ und der Entwicklung einer koronaren Herzkrankheit®® °*; diese Befunde
konnten aber nicht von allen Autoren bestatigt werden®. Bei normotensiven aber nicht bei
hypertensiven Japanern korrelierte der AT:R-A1166C Polymorphismus mit der
linksventrikuldren Masse®. In anderen Studien war jedoch der AT{R-A1166C
Polymorphismus nicht in die Entwicklung einer Linksherzhypertrophie involviert®® ®°. Der
Grad der Linksherzhypertrophie bei Patienten mit hypertrophischer®® aber nicht mit
dilatativer® Kardiomyopathie war vom AT;R-A1166C Genotyp abhéngig. Eine verminderte

63.64.65 'hicht aber bei normotonen Personen® mit

Aortendehnbarkeit wurde bei Hypertonikern
dem C-Allel festgestellt. Die Arterienwandbreite korrelierte nicht mit dem ATR-A1166C
Genotyp®. In den meisten Publikationen fand sich kein Zusammenhang des AT{R-A1166C
Polymorphismus mit der Entwicklung einer diabetischen Nephropathie67: ® ®°. Das AT;R-C

Allel war nicht vermehrt unter praeklamptischen Frauen nachweisbar.
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1.2 Zielsetzung und Fragestellungen

In der vorliegenden Untersuchung galt es, einen potentiellen Einfluss verschiedener
genetischer Polymorphismen des Renin-Angiotensin-Systems auf die Progression der
chronischen Glomerulonephritis zu untersuchen. Betrachtet wurden die drei haufigsten
primaren Glomerulonephritisformen: IgA Nephropathie, fokal und segmental sklerosierende
Glomerulonephritis (FSGN) und membrandse Glomerulonephritis (MGN).

Folgende Fragestellungen wurden Uberpruift:

1. Tragen die drei oben beschriebenen Polymorphismen zum Auftreten der Erkrankung bei?
2. Haben die Polymorphismen eine Auswirkung auf die Progression der untersuchten
Glomerulonephritiden?

3. Fuhren diese Polymorphismen bei Patienten mit einer chronischen Glomerulonephritis
zur Entwicklung einer arteriellen Hypertonie?

4. Wird die Effektivitat der Therapie mit ACE-Hemmern von diesen Polymorphismen
beeinflusst?

Mit Hilfe von genetischen Markern, die mit einem gravierenden Verlauf assoziiert waren,
bestinde die Mdglichkeit die entsprechenden Patienten in einem friheren Stadium zu
identifizieren. Diese Patienten waren dann rechtzeitig aggressiver zu behandeln, z.B. durch
Einsatz von ACE-Hemmern auch bei normotensiven Patienten oder durch kombinierte Gabe

von ACE-Hemmern und AT,R-Antagonisten.
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2. Patienten und Methoden

2.1 Studiendesign
In der vorliegenden Studie wurden Patienten mit einer bioptisch gesicherten chronischen
Glomerulonephritis  (IgA  Nephropathie, fokal und segmental sklerosierende
Glomerulonephritis und membrandse Glomerulonephritis) untersucht. Eine sekundare Form
der Erkrankung wurde durch Klinische, laborchemische und bildgebende Verfahren
ausgeschlossen. Die Entdeckung einer sekundaren Ursache der Glomerulonephritis im
Laufe der Betrachtung flhrte zu einem Studienausschluss.
Folgende klinische Daten und Laborparameter wurden fiir jeden Patienten neu erhoben oder
aus den vorliegenden Akten und Arztbriefen entnommen:

Initialen, Geburtsjahr, Geschlecht

GroRe und Korpergewicht

Zeitpunkt der ersten klinischen bzw. Ilaborchemischen Manifestation der
Nierenerkrankung

Zeitpunkt der ersten Nierenbiopsie, Befund der Nierenbiopsie(n)

Serumkreatinin, endogenen Kreatinin Clearance (ECC) und Proteinurie von der ersten
Manifestation bis zur Andialyse bzw. bis zum Studienabschluss

Zeitpunkt der Verdopplung des Serumkreatinins und/oder der Erstdialyse

Zeitpunkt der Erstdiagnose einer arteriellen Hypertonie

Systolischer und diastolischer Blutdruck zum Zeitpunkt der Biopsie und im Verlauf

Antihypertensive Therapie, Gabe von ACE-Hemmern bzw. AT,R-Antagonisten

ACE-Serumaktivitat vor Verordnung von ACE-Hemmern oder AT R-Antagonisten
Als arterielle Hypertonie wurden Blutdruckwerte systolisch >140mmHg oder diastolisch > 90
mmHg bei nicht therapierten Patienten definiert. Patienten, die bereits mit Antihypertensiva
behandelt wurden, sind der hypertensiven Gruppe zugeteilt worden. Als nephrotisches
Syndrom wurde das klinische Bild bestehend aus der Kombination von Proteinurie
(>3.5g/24h), Hypoproteinamie, Odembildung und Hyperlipiddmie bezeichnet. Die
Progression wurde fir jeden Patienten als Steigung der Kurve des  reziproken
Serumkreatinins pro Zeit mit Hilfe der linearen Regression berechnet (siehe 2.5). Die
Uberlebenskurven der Niere als funktionierendes Organ wurden vom Zeitpunkt der ersten

Nierenbiopsie bis zum Erreichen eines Endpunktes nach Kaplan Meier kalkuliert. Als



Patienten und Methoden

Endpunkte wurden eine eingetretene Dialysepflichtigkeit (Dialyse oder praemptive
Nierentransplantation) oder eine Verdoppelung des Ausgangsserumkreatinins betrachtet '*°.
Mit molekularbiologischen Methoden wurden die ACE-Gen I/D, Angiotensinogen-Gen M235T
und Angiotensin II-Typ 1 Rezeptor-Gen A1166C Polymorphismen bestimmt.

2.2 Patienten

In die Studie wurden n= 213 Patienten (139 Manner und 74 Frauen) mit einer bioptisch
gesicherten Glomerulonephritis eingeschlossen, die im Zeitraum von 1968 bis 2001 in der
Heinrich-Heine Universitat Disseldorf nierenbiopsiert und/oder behandelt wurden. Die
Patienten wurden anhand der Morphologie in drei Gruppen unterteilt: IgA Nephropathie (n=
107), fokal und segmental sklerosierende Glomerulonephritis (n= 62) und membrandse

Glomerulonephritis (n= 44).

2.3 Kontrollgruppe

Als Kontrollgruppe wurden 120 gesunde Probanden (61 Manner und 59 Frauen) ohne
anamnestische oder klinische Hinweise auf eine Nierenerkrankung oder arterielle Hypertonie
eingesetzt. Die Mehrheit der Kontrollpersonen waren Mitarbeiter der Klinik. Ihr mittleres Alter

(39 £ 14 Jahre) war vergleichbar zum Patientenalter (40 £ 16 Jahre, ns).

2.4 Laborbestimmungen

2.4.1 Allgemeine Laborbestimmungen

Serumkreatinin, Endogene Kreatinin Clearance (ECC), 24-Stunden EiweiRausscheidung im
Urin und ACE-Serumaktivitat wurden neu ermittelt oder aus den Patientenakten entnommen.
Die Bestimmung der o.g. Parameter erfolgte im nephrologischen Labor mit folgenden
labortechnischen Standardmethoden: Das Kreatinin im Serum und im Urin wurde mit der
Jaffe-Reaktion ohne Enteiweillung und das Gesamteiwei} im Sammelurin mittels einer
Jfixed-time“ Endproduktbestimmung an einem Synchron CX-System (Beckman Coulter,
Minchen) gemessen. Die ECC wurde auf die Koérperoberflache der Patienten korrigiert und
in ml/min pro 1.73m? angegeben. Die ACE-Aktivitit im Serum wurde mit der
radioimmunologischen Methode (RIA) bei den Patienten, die keine ACE-Hemmer oder AT/R-

Antagonisten einnahmen, bestimmt.
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2.4.2 Bestimmung genetischer Polymorphismen des Renin-Angiotensin-Systems

2.4.2.1 Materialgewinnung

Fir die molekularbiologischen Bestimmungen wurde vendses Blut mit ACD als Zusatz
bendtigt (Acid Citrat Dextrose; Acidum citricum purum 2.5%, Dextrose 2.5%, Natrium
citricum 2.16%, BD Vacutainer Systems, UK). Die Proben wurden in sterilen 1.5 ml
Eppendorf-Cups (Eppendorf, Hamburg) portioniert (400 pl pro Cup) und bei -20°C

eingefroren.

2.4.2.2 DNA-Extraktion
Um die DNA aus Leukozyten im ACD-Vollblut zu extrahieren, wurde das QIAGEN-QIAmp
DNA Blood Mini Kit (QIAGEN, Hilden Deutschland, Januar 1999) angewandt. Das Verfahren

bestand aus folgenden Schritten:

Lyse

Die Lyse der Leukozyten erfolgte mit Hilfe der Qiagen Protease. Auf den Boden von 1.5 ml
groRen Eppendorf-Cups wurden 0.4 mg aufgeldste Protease pipettiert. 200 ul aufgetautes
Probenmaterial und 200 ul AL-Puffer wurden dazugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde
sofort durch Vortexen vermischt und 10 min bei 56°C inkubiert. AnschlieRend wurden 200 pl

Ethanol (96-100%) hinzugefugt und die Lésung wurde erneut durch Vortexen homogenisiert.

DNA-Bindung

Das Gemisch wurde in mitgelieferte Saulen pipetiert und 1 min bei 6000 x g (8000 rpm) bei
Raumtemperatur zentrifugiert (Eppendorf 5417 R, Hamburg). Die DNA wurde dabei von der
QlAamp Silica-Gel-Membran, die in den Saulen enthalten war, absorbiert. Proteine und
andere potentielle Storfaktoren durchliefen die Membran und wurden mit dem Filtrat

verworfen.

Waschung

Um die DNA-Reinheit zu optimieren, wurden zwei Waschschritte durchgefiihrt. 500 pl des
Waschpuffers 1 (AW 1) wurden auf die Saulen gegeben. Die Saulen wurden 1 min bei 6000 x
g (8000 rpm) zentrifugiert. Das Eluat wurde verworfen. Der gleiche Vorgang wurde fiir den
Waschpuffer 2 (AW2) wiederholt. Danach erfolgte eine zweiminutige Zentrifugation bei

20000 x g (14000 rpm), um auch die letzten Flissigkeitsreste zu entfernen.
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DNA-Freisetzung

Die Qiagen-Saulen wurden in 1.5 ml Eppendorf-Cups umgelagert und mit 50 ul Puffer AE
versetzt. Der Puffer AE setzte die an der Sadulemembran gebundene reine DNA frei. Diese
wurde nach 5 min Inkubationszeit bei Raumtemperatur und anschliefdender Zentrifugation [1

min bei 6000 x g (8000 rpm)] eluiert. Die Saulen wurden entsorgt.

Messung der DNA-Konzentration und DNA-Reinheit

Im Spektrophotometer (Gene Quant, Pharmacia Biotech, Cambridge, England) wurde die
Absorption der extrahierten DNA gegen einen Leerwert bei 260 und 280 nm Wellenlange
gemessen. Zur Messung wurde die DNA mit Aqua dest verdinnt. Die DNA-Konzentration
wurde aus der Absorption bei 260 nm berechnet. Im Durchschnitt wurden 4-12 yg DNA aus

200 pl Vollblut gewonnen. Um die DNA-Reinheit zu evaluieren, wurde die Relation A,g/Asg

verwendet (reine DNA hat ihr Absorptionsmaximum bei 260 nm; Proteine bei 280 nm). Gut

gereinigte DNA weist Werte im Bereich von 1.7-1.9 auf.

DNA-Verdiinnung
Da fir die Bestimmung des ACE-Gen I/D Polymorphismus vorzugsweise Proben mit einer
sehr geringen DNA-Menge von ca. 15 ng bendtigt wurden, wurde ein Teil des gewonnen

Materials entsprechend mit Puffer AE verdinnt.

DNA-Lagerung
Sowohl verdiinnte als auch unverdinnte DNA wurde bis zu ihrer Weiterverarbeitung

kurzfristig bei +4°C und langfristig bei -20°C gelagert.

2.4.2.3 Angiotensin I-Converting Enzym-Gen I/D Polymorphismus

Das Angiotensin |-Converting Enzym (ACE, EC 3.4.15.1),auch Dipeptidyl-Carboxypeptidase |
oder Kininase Il genannt, ist eine Zink-Metallopeptidase. Es handelt sich um ein
membrangebundenes Ektoenzym, geankert an der Zelloberflache mit Hilfe einer
karboxyterminalen  hydrophoben Region. Durch proteolytisches Schneiden der
Membrananker wird von den Endothelzellen der Gefallwand eine I3sliche zirkulierende Form

des Enzyms ins Plasma freigesetzt”’

. Die membrangebundene ACE-Isoform ist auf der
Oberflache von Endothelzellen, Epithelzellen, glatten Muskelzellen und Fibroblasten weit
verbreitet’2. In der Niere wird ACE vor allem im Birstensaum der Epithelzellen des

proximalen Tubulus exprimiert’”®. ACE entfernt als Peptidase karboxiterminale Dipeptide von

8
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Substraten wie Ang-l oder Bradykinin und nimmt eine bedeutende Rolle in der vaskularen
Homeostase ein, indem es die Umwandlung von Angiotensin | in Angiotensin Il, einen
potenten Vasokonstriktor, und die Inaktivierung von Bradikinin, einem Vasodilatator,
katalysiert.

Das ACE-Gen liegt im Chromosom 17 in 23, ist ca. 21kb lang und enthalt 26 Exone’ " ®.
Aus der Transkription aller Exone von 1-26 bis auf Exon 13 entsteht ein 4.3 kb langes
mRNA, das fiur das Ubliche 1306 Aminosauren lange ACE-Protein kodiert. Dieses
somatische ACE-Molekihl weist zwei Reaktionszentren auf, die in zwei homologen
Regionen liegen und beide funktionell sind”’. Diese Struktur ist durch eine urspriingliche
Verdoppelung des ACE-Gens entstanden (Exone 4-11 und 17-24 enthalten homologe
Sequenzen). In den Keimzellen fuhrt die Aktivierung eines sich im Intron 12 befindenden
Promoters zur einer kirzeren (3kb) mRNA, die flr das 732 Aminosauren lange testikulare
ACE kodiert (Exone 13-26)"°. Diese kleinere ACE-Isoform verfiigt nur Uber ein
Reaktionszentrum und entspricht der evolutionar alteren Form™® 7. ein entsprechendes Gen
wurde in Drosophila melanogaster identifiziert®®. Die Expression der zwei unterschiedlichen
Promoter unterliegt vermutlich einer hormonellen Kontrolle (Glukokortikoide vs.
Androgene)’®.

Die ACE-Serumaktivitat zeigt sich bei gesunden Erwachsenen bei mehrfacher Bestimmung
in unterschiedlichen Zeitpunkten sehr stabil bei der selben Person®'. Im Gegensatz dazu
variiert sie bis zu 500% in der gesunden Population, ohne dass diese interindividuelle
Schwankung durch hormonelle oder exogene Einfliisse zu erklaren ware®. Eine Studie von
87 Familien ergab eine groRe intrafamilidre Ahnlichkeit der ACE-Serumaktivitat, die gut mit
der Existenz eines autosomal codominanten Gens vereinbar wére®, so dass der Verdacht
geauliert wurde, dass eine Variation des ACE-Gens fir dieses Phanomen verantwortlich
sein konnte.

Im Jahr 1990 wurde festgestellt, dass eine 287 Basenpaare lange Sequenz innerhalb des
Introns 16 entweder anwesend (= ,insertion“, |-Allel) oder abwesend (= ,deletion®, D-Allel)
sein kann. Drei Genotypen des ACE-Gens wurden definiert: Il, DI und DD. Dieser
Polymorphismus wurde fir 47% der interindividuellen Schwankungen des ACE-
Serumspiegels in der gesunden Bevolkerung verantwortlich gemacht®. Personen mit dem

DD-Genotyp hatten im Durchschnitt den doppelten ACE-Serumspiegel im Vergleich zum II-
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Genotyp. Heterozygoten (DI-Genotyp) wiesen Werte im mittleren Bereich auf, ein Zeichnen
dafur, dass D- und I-Allel codominant sind.

Eine mogliche Erklarung fir die Entstehung dieses Polymorphismus konnte durch DNA-
Sequenzanalyse des |- und des D-Allels gegeben werden: eine 14 bp lange Sequenz
wiederholt sich direkt am Anfang und gleich nach den 287 Basenpaaren, die beim D-Allel
abwesend sind. Wahrend einer Meiose kdnnte es zu einer Hybridisierung zwischen der
Sequenz am Anfang und der Sequenz nach dem Ende der 287 Basenpaaren am anderen
DNA-Strang und dadurch zur Entstehung des D-Allels gekommen sein''. Ist diese
Hypothese wahr, resultiert daraus, dass das I-Allel den urspringlichen ,wilden* Status und

das D-Allel die Mutation darstellen.

Laborbestimmung

Die Bestimmung des ACE-I/D Polymorphismus erfolgte durch Amplifikation mittels PCR
(Polymerase Kettenreaktion)® eines 597 bp langen Fragmentes des ACE-Gens, das die
beim D-Allel nicht vorhandenen 287 Basenpaare umfasste. Deswegen war beim D-Allel das

Amplifikationsprodukt statt 597 nur noch 310bp lang.

PCR-Protokoll

Der Reaktionsansatz fur die Amplifikation einer Probe setzte sich folgendermalen
zusammen: DNA: 15 ng, Tris-HCI (pH 8.4): 20 mM, KCI 50 mM, MgCl,: 1.5 mM, dNTP-mix
[Mischung aus den Desoxynukleotidtriphoshaten dTTP, dCTP, dGTP, dATP (Roche
Diagnostics, Mannheim)]: 0.2 mM, Primer sense (5" GCC CTG CAG GTG TCT GCA GCA
TGT 37): 20 pM, Primer antisense (5" GGA TGG CTC TCC CCG CCT TGT CTC 3°, MWG
Biotech AG, Ebersberg): 20 pM, Tag-Polymerase (thermostabile DNA-Polymerase
gewonnen aus dem Thermus aquaticus, Life Technologies, Karlsruhe): 1.2 Units. Die
Polymerasekettenreaktion wurde in einem Thermocycler (Personal Cycler, Biometra,
Gottingen) wie folgt ausgefihrt: Zu Beginn wurden die DNA-Strange fir 5 min bei 94°C
vordenaturiert. Es folgten 31 Zyklen, die jeweils aus einem 30 sec dauernden
Denaturierungsschritt bei 94°C, einem Hybridisierungschritt (Primeranlagerung) von 25 sec
bei 64°C und dem 2 min wahrenden Syntheseschritt (Polymerisierung) bei 70°C bestanden.
Im letzten Zyklus wurde der Syntheseschritt um 7 Min verlangert, um alle Strange vollstandig

zu synthetisieren (Endamplifikation).
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Gelelektrophorese

Die Amplifikate wurden elektrophoretisch in 1.5%-Agarose-Gelen (Sigma-Aldrich Chemie,
Steinheim) entsprechend ihrer Lange aufgetrennt und durch Zusatz von Ethidiumbromid
(Roche Diagnostics, Mannheim, 0.05 pg/ml pro Gel), einem Fluoreszenzfarbstoff, und UV-
Anregung sichtbar gemacht. Die PCR-Produkte wurden mit einem Ladepuffer aus
Xylencyanol, Ficoll 400, Glycerin und TAE-Puffer (Tris 0.04 M, Essigsaure 0.04 M, EDTA
0.05 M pH 8.0) versetzt und auf das Gel aufgetragen. Die elektrophoretische Auftrennung
erfolgte bei 5V / cm in TAE-Puffer. AnschlieRend wurden die entstandenen Banden unter
UV-Licht (312 nm, Herolab, Wiesloch) photographisch festgehalten. Die theoretisch
erwartete Lange der amplifizierten Fragmente (l-Allel: 597 bp, D-Allel: 310 bp) wurde mit
einem mitgefihrten sogenannten Langenstandard [DNA-Marker IX (Roche Diagnostics,

Mannheim)] verglichen (Abb. 1).

310bp 597 bp

Abbildung 1: Angiotensin I|-Converting Enzym-Gen I/D Polymorphismus: Darstellung der PCR-
Produkte in der Elektrophorese; I-Allel bei 597 und D-Allel bei 310 Basenpaaren

Insertionsspezifische PCR

Da in der obenbeschriecbenen PCR zur Bestimmung des ACE-I/D Genotyps oft die
Amplifikation des I-Allels bei DI-Heterozygote unterdriickt wird® (und sie falschlicherweise
als DD-Homozygoten gedeutet werden), wurde fiir alle Proben mit einem DD-Ergebnis eine
I-spezifische Kontroll-PCR durchgeflihrt. Das amplifizierte DNA-Fragment befand sich zum
Teil in der Variationssequenz. Deswegen konnte ein Amplifikationsprodukt nur bei den

Patienten mit mindestens einem I-Allel entstehen.

PCR-Protokoll
Benutzt wurde ein PCR-Ansatz mit folgenden Reaktionspartnern: DNA: 15 ng, Tris-HCI (pH
8.4): 20 mM, KCI: 50 mM, MgCl,: 1.5 mM, dNTPs 0.2 mM, Primer sense: 20 pM, Primer

11
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antisense: 20 pM, Tag-Polymerase 0.6 Units. Die insertionsspezifischen Primersequenzen
lauteten: sense: 5 TGG GAC CAC AGC GCC CGC CAC TAC 3", antisense: 5 TCG CCA
GCC CTC CCA TGC CCA TAA 3" (MWG Biotech AG, Ebersberg).

Im Thermoblock wurden folgende Schritte fur 33 Zyklen durchgefuhrt:

Vordenaturierung: 5 min bei 94°C

1. Schritt: Denaturierung: 30 sec bei 94°C

2. Schritt: Hybridisierung (Primeranlagerung): 25 sec bei 64°C

3. Schritt: Amplifikation (Polymerisierung): 2 min bei 72°C
Endamplifikation: 7 min bei 72°C
Gelelektrophorese

Die PCR-Produkte wurden mit Hilfe einer 1.5%gen Agarose-Gelelektrophorese
nachgewiesen (siehe oben). Beim Vorhandensein mindestens eines I-Allels (ID-
Heterozygote und ID- und ll-Kontrollen) war eine Bande bei 335 bp sichtbar. Bei den DD-

Homozygoten war kein Amplifikationsprodukt nachweisbar (Abb. 2).

Abbildung 2: Angiotensin [-Converting Enzym-Gen |I/D Polymorphismus: I-spezifische PCR zur
Identifizierung von DI-Heterozygoten bei unterdriickter Amplifikation des I-Alleles. Bei den zwei ersten
Proben kommt bei 335 Basenpaaren ein I-Allel zum Vorschein (obwohl sie in der tblichen PCR als

DD-Homozygoten erschienen). Die vier letzen Proben sind die Kontrollen.

2.4.2.4 Angiotensinogen-Gen M235T Polymorphismus

Angiotensinogen (AGT) ist ein aus 452 Aminosduren bestehendes Glykoprotein®.
Zirkulierendes AGT wird hauptsachlich in der Leber synthetisiert. AGT wird auch in anderen
Geweben -zumindest im Rahmen von lokalen Renin-Angiotensin-Systemen- exprimiert.
Renin spaltet aus dem karboxyterminalen Ende des AGT das Dekapeptid Ang-l ab.

Bei Mehrfachbestimmung der AGT Serumkonzentration zu unterschiedlichen Zeitpunkten

zeigt sich nur eine geringe Varianz bei der einen und selben Person®. Diese Beobachtung
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unterstutzt die Annahme, dass die individuelle AGT-Basisproduktion genetisch festgelegt ist.
Dazu kommen sekundare Einflisse, die diese Basisproduktion steigern, z.B. im Rahmen
einer akuten-Phase-Reaktion. Die AGT-Synthese wird namlich von Glykokortikoiden, TNFa,
IL 1, Ostrogenen, Schilddriisenhormonen und Ang-ll (positives ,feedback*) stimuliert 2 #°.

Das menschliche AGT-Gen befindet sich im Chromosom 1 in q42-43% 91 ist 12000 bp lang
und setzt sich aus 5 Exonen und 4 Intronen zusammen®* %, Jeunemaitre et al beschrieben
15 Polymorphismen des AGT-Gens innerhalb der finf Exone und in der 5 ,flanking“ Region,
stellten aber nur fir den M235T Polymorphismus eine klinische Relevanz fest. Es handelt
sich um eine Substitution von Thymin durch Cytosin am Kodon 702 im zweiten Exon. Diese
Punktmutation fiihrt bei der Translation zu einer Anderung der Priméarstruktur des
produzierten Angiotensinogens: bei der Aminosdure Nummer 235 wird Methionin (M) gegen
Threonin (T) ausgetauscht. Das T-Allel wurde mit hdheren AGT-Serumspiegeln (stufenweise
direkt proportional zur Anzahl der T-Allele) und mit der Entwicklung einer arteriellen

Hypertonie assoziiert*'.

Laborbestimmung

Zur Genotypisierung des AGT-M235T Polymorphismus wurde zuerst eine PCR durchgeflhrt,
bei der eine 104 bp lange Sequenz des Angiotensinogen-Gens amplifiziert wurde. Das durch
eine Gelelektrophorese dokumentierte PCR-Produkt wurde anschlieBend mit der
Endonuklease MSP | versetzt. Durch die Punktmutation entstand beim T-Allel eine
Erkennungssequenz fir das Restriktionsenzym, welches das 104 Basenpaare lange PCR-
Produkt in zwei Teile (jeweils 73 und 31 bp lang) spaltete. Das Endergebnis wurde mit Hilfe

einer erneuten Gelelektrophorese erkannt.

PCR Protokoll

Benutzt wurde ein PCR-Ansatz mit folgenden Reaktionspartnern:
unverdinnte DNA  0.1-0.5 pg

Tris-HCI (pH 8.4) 20 mM

KCI 50 mM

MgCl, 1.5 mM

DMSO 5% (Dimethyl Sulphoxid, Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim)
dNTP-Mix 0.2 mM

Primer sense 30 pM

13
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Primer antisense 30 pM

Taqg-Polymerase 1.2 Units

Die benutzten Primersequenzen lauteten: sense: 5° TGA CAG GAT GGA AGA CTG GCT
GCT CCC TGC 3', antisense: 5" AGC AGA GAG GTT TGC CTT ACC TTG 3 (MWG Biotech
AG, Ebersberg).

Folgendes PCR-Programm wurde fiir 30 Zyklen durchgefuhrt:

Vordenaturierung: 5 min bei 94°C

1. Schritt: Denaturierung: 1 min bei 94°C

2. Schritt: Hybridisierung (Primeranlagerung): 40 sec bei 63°C

3. Schritt: Amplifikation (Polymerisierung): 40 sec bei 72°C
Endamplifikation: 5 min bei 72°C
Gelelektrophorese

Zur Dokumentierung des PCR Produkts wurde eine Elektrophorese mit 1.5% Agarose-Gelen
(siehe 2.4.2.3) durchgefiihrt. Zum Langenvergleich wurde ein 50 bp DNA-Marker (Life
Technologies, Karlsruhe) eingesetzt.

Restriktion

Das PCR-Produkt wurde Uber Nacht (16h) mit der Restriktionsendonuklease MSP |
(Promega, Mannheim; Erkennungssequenz: 5° C/CGG 3°) bei 37°C inkubiert. Das
Reaktionsgemisch setzte sich aus folgenden Materialien zusammen:

PCR-Produkt

Tris-HCI (pH 7.5) 6 mM

NaCl 50 mM
MgCl, 6 mM
DTT 1 mM
BSA 0.1 ug
MSP | 12 Units
Gelelektrophorese

Da es sich um relativ kleine Fragmente handelte (vgl. ACE-Gen Polymorphismus 597 und
310 bp) wurde bei der Elektrophorese der Restriktionsprodukte ein dazu besser geeignetes
2.5% Metaphor-Agarose-Gel (BMA, Rockland, USA) mit TBE-Puffer (89 mM Tris-borate pH
8.3, 2 mM Na,EDTA) verwendet. Zum Langenvergleich wurde ein 25 bp DNA-Marker (Life
Technologies, Karlsruhe) benutzt. Beim MM-Genotyp war nur die urspringliche 104 bp
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Bande nachweisbar. Beim TT-Genotyp entstanden durch die Spaltung (Restriktion) des 104
bp PCR-Produkts zwei Banden, jeweils 73 und 31 bp lang. Bei den Heterozygoten (MT-
Genotyp) wurden sowohl die urspringliche 104 bp Bande (M-Allel) als auch die
Spaltprodukte (73 und 31 bp, T-Allel) nachgewiesen (Abb. 3).

Marker MM TT MM MT TT neg

Abbildung 3: Angiotensinogen-Gen M235T Polymorphismus: Elektrophorese der PCR-Produkte nach
der Restriktionsphase. Beim T-Allel wurde das 104 bp lange PCR-Produkt vom Restriktionsenzym in
zwei Teile (jeweils 73 und 31 bp) gespaltet.

2.4.2.5 Angiotensin lI-Typ 1 Rezeptor-Gen A1166C Polymorphismus

Angiotensin-ll  (Ang-ll) ist ein Oktapeptid mit mehreren Funktionen: Vasokonstriktion,
Steuerung der Aldosteronproduktion, Freisetzung von Noradrenalin, hypertrophische und
hyperplastische Wirkung auf glatte Muskelzellen und Kardiomyozyten, Synthese von
extrazellularem Kollagenmatrix. Die erste Klassifizierung der Ang-Il Rezeptoren in Typ 1 und
Typ 2 erfolge im Jahr 1989 mit Hilfe der ersten selektiven Ang-ll-Antagonisten®. Beim
Erwachsenen werden die Wirkungen des Ang-Il grotenteils Uber den Angiotensin II-Typ 1
Rezeptor (AT4R) ausgelbt. AT4R wird in vielen Zellarten exprimiert, unter anderem in den
glatten Muskelzellen der Gefalle, in Kardiomyozyten und in der Niere, vorwiegend im
Messangium und im juxtaglomeruldren Apparat®.

Das Gen, das fur den aus 359 Aminosauren bestehenden AT Rezeptor kodiert, befindet
sich im Chromosom 3 in q21-q25 % . Seine Lénge betragt 55kb und es enthalt finf Exone
und vier Introne. Die vier ersten Exone stehen fur die 5° ,untranslated“ Region, wahrend die
gesamte kodierende Region im fiinften Exon enthalten ist®™ % ' Im Jahr 1994 entdeckten
Bonnardeux et al finf Punktmutationen des AT:R-Gens. Zwei davon liegen in der
kodierenden Sequenz und drei in der 3" ,untranslated“ Region. Eine Anderung der priméren
Struktur des Rezeptors wird von keiner dieser Mutationen hervorgerufen. Der A1166C

Polymorphismus (Ersatz von Adenosin durch Cytosin im Kodon 1166 in der 3" ,untranslated*
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Region des finften Exons) wurde mit der Entwicklung einer arteriellen Hypertonie

assoziiert*®.

Laborbestimmung

Fir die Bestimmung des AT;R-Gen A1166C Polymorphismus wurde mittels PCR ein
Fragment bestehend aus 856 Basenpaaren vervielfaltigt. Das PCR-Produkt wurde
anschliefiend mit der Endonuklease Dde | behandelt. In der amplifizierten Sequenz existierte
bei allen Proben eine Erkennungssequenz flr das Restriktionsenzym, welches das PCR-
Produkt zunachst in zwei Teile (601 und 255 bp) spaltete. Durch die Punktmutation entstand
beim C-Allel eine zusatzliche Erkennungssequenz bzw. Schnittstelle: die 250 bp Bande
wurde weiter in zwei Teile (143 und 112 bp) aufgetrennt. Die Restriktionsprodukte wurden

mit Hilfe einer Elektrophorese erkannt.

PCR Protokoll

Das Reaktionsgemisch enthielt:
unverdinnte DNA  0.1-0.5 pg
Tris-HCI (pH 8.4) 20 mM

KCI 50 mM
MgCI2 1.5 mM
dNTP-Mix 0.2 mM
Primer sense 40 pM

Primer antisense 40 pM

Taqg-Polymerase 1.2 Units

Benutzt wurden folgende Primersequenzen: sense: 5° AAT GCT TGT AGC CAA AGT CAC
CT 37, antisense: 5" GGC TTT GCT TTG TCT TGT TG 3" (MWG Biotech AG, Ebersberg).
Im Thermocycler wurden folgende Schritte fur 34 Zyklen durchgefihrt:

Vordenaturierung: 5 min bei 94°C

1. Schritt: Denaturierung: 1 min bei 94°C

2. Schritt: Hybridisierung (Primeranlagerung): 1 min bei 60°C

3. Schritt: Amplifikation (Polymerisierung): 1 min bei 72°C

Endamplifikation: 7 min bei 72°C
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Gelelektrophorese

Die erfolgreiche Amplifikation der 856 bp langen Sequenz wurde mit einer 1.5% Agarose-
Gelelektrophorese bestatigt (Ladepuffer: Bromphenolblau, Ficoll 400, Glycerin, TAE Puffer).
Als Langenstandard wurden zwei DNA-Marker verwendet: 100 bp (Peqlab-Biothechnologie,
Erlangen) und IX (Roche Diagnostics, Mannheim).

Restriktion

Das PCR-Produkt wurde Uber Nacht (16h) bei 37°C mit der Restriktionsendonuklease Dde |
(Promega, Mannheim, USA; Erkennungssequenz: 5° C/TNAG 3°) inkubiert. Fir die Reaktion
wurden eingesetzt:

PCR Produkt
Tris-HCI (pH 7.9) 6 mM

NaCl 0.15 mM
MgCl, 6 mM
DTT 1 mM
BSA 0.1 ug
Dde | 5 Units
Gelelektrophorese

Die Fragmente wurden auf 2% Metaphor-Agarose-Gele aufgetrennt (Ladepuffer:
Bromphenolblau, Ficoll 400, Glycerin, TBE Puffer) und konnten durch
Ethidiumbromidfarbung nachgewiesen werden. Zum Langenvergleich wurde ein 50 bp DNA-
Marker (Life Technologies, Karlsruhe) verwendet. Beim AA-Genotyp waren zwei Banden
nachweisbar (601 und 255 bp). Beim CC-Genotyp war die 255 bp Bande in zwei weitere
kleinere Spaltprodukte geschnitten (601, 143 und 112 bp). SchlieRlich waren bei AC-
Heterozygoten alle vier Banden zu erkennen: 601, 255, 143, 112 bp (Abb. 4).

601 bp

143 bon e

- e W= WY W e <+— 250 bo

i <«— |50 bp
f <— 100 bp

255bp 112 bp
Marker AA AC CC neg

Abbildung 4: Angiotensin II-Typ 1-Rezeptor-Gen A1166C Polymorphismus: Elektrophorese der PCR-
Produkte nach der Restriktionsphase. Beim C-Allel wurde die 255 bp Bande vom Restriktionsenzym in

zwei kleinere (143 und 112 bp) geschnitten.
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2.4.2.6 Qualitatssicherung

Die Elektrophoresefotos wurden von zwei Untersuchern bewertet. Bei unterschiedlicher
Bewertung der Genotypisierung einer Probe wurde die Bestimmung wiederholt. In jeder PCR
bzw. Restriktion liefen interne Kontrollen mit allen Allelkombinationen mit.

Um eine Kontamination zu verhindern, wurden folgende MalRnahmen eingeleitet: Die
Asservierung erfolgte Uber das Vacutainer System nach grindlicher Hautdesinfektion.
Wahrend der Blutabnahme und der gesamten Aufarbeitung herrschte Handschuhpflicht. Es
gab je einen Arbeitsplatz fur die DNA-Extraktion, DNA-Messung und Verdiinnung, PCR und
Elektrophorese. Fir jeden Bereich standen separate Pipetten und Pipettenspitzen zur
Verfligung. Benutzt wurden nur sterile Pipettenspitzen mit Filter (bis auf die Elektrophoresen;
Biozym, Oldendorf). Um eine potentielle Kontamination friihzeitig zu erkennen, wurde in

jeder PCR bzw. Restriktion eine negative Kontrolle eingesetzt.

2.5 Statistik

Die untersuchten Parameter wurden als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben. Die
Variablen wurden in jeder Gruppe mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test fiir eine Stichprobe auf
Normalverteilung getestet. Bei normalverteilten Variablen wurden Mittelwerte mit dem t-Test
nach Student fir unabhangige Stichproben zwischen zwei Gruppen verglichen. Die
einfaktorielle ANOVA wurde eingesetzt, wenn mehr als zwei Gruppen vorhanden waren. Bei
nicht normalverteilten Variablen wurden entsprechend folgende nicht parametrische Tests
verwendet: bei zwei Gruppen der U-Test nach Mann-Whitney und bei mehr als zwei
Gruppen der H-Test nach Kruskal Wallis. Kreuztabellen wurden mit dem Chi-Quadrat-Test
nach Pearson und dem exakten Test nach Fisher ausgewertet. Der Korrelationsgrad zweier
Variablen wurde mit dem Produkt-Moment-Korrelationskoeffizient nach Pearson, wenn beide
Variablen intervallskaliert und normalverteilt waren, und in allen anderen Fallen mit dem
Rang-Korrelationskoeffizient nach Spearman evaluiert. Die beobachteten
Genotypverteilungen in der Patienten- und Kontrollgruppe wurden zum Ausschluss einer
Selektion mit den anhand des Hardy Weinberg Gesetzes'”' erwarteten Frequenzen
verglichen. Die statistischen Berechungen wurden mit dem Programm SPSS (Statistical
Package for Social Sciences, SSPS GmbH, Munchen, Landeslizenz NRW) ausgefiihrt. Bei

den angegebenen Signifikanzen handelt es sich um explorative Werte; eine a-Korrektur nach
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Bonferroni wurde nicht durchgefihrt. Wahrscheinlichkeitswerte p<0.05 wurden als signifikant

erachtet.

Berechung der Kurve des reziproken Serumkreatinins

Im Verlauf der chronisch progredienten Nierenerkrankungen kommt es zu einem nicht
linearen Anstieg des Serumkreatinins (Abb. 5). Deswegen ist seine Darstellung Uber die Zeit
fur den Vergleich zwischen verschiedenen Patienten ungeeignet. Das reziproke
Serumkreatinin dagegen zeigt einen linearen Abfall mit der Zeit'® (Abb. 6). Mit Hilfe der
linearen Regression lasst sich die Steigung der Kurve des reziproken Serumkreatinins
berechnen. Sie kann als MalRR der Progression der chronischen Nierenerkrankungen
verwendet werden und zum Vergleich der Progression zwischen Patientengruppen

eingesetzt werden.

M.H. 1934
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Abbildung 5: Darstellung des zeitlichen Velaufs des Serumkreatinins (in mg/dl) des Patienten M.H.

geboren im Jahr 1934.
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Abbildung 6: Darstellung des zeitlichen Verlaufs des reziproken Serumkreatinins (in di/mg) des
Patienten M.H. geboren im Jahr 1934.
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2.6 Ethische Aspekte - Datenschutz

Die vorliegende Studie wurde von der lokalen Ethikkommission genehmigt (Studien-Nr.:
1643; 21/8/2000). Die Blutprobenentnahme erfolgte nach detaillierter Aufklarung und
Einwilligung der Patienten. Die Patienten konnten auf eigenen Wunsch in jedem Stadium der
Untersuchung aus der Studie aussteigen. Ein Ausscheiden brauchte nicht vom Patienten
gerechtfertigt zu werden. Die erhobenen klinischen Daten und die Befunde der
Laboruntersuchungen wurden in anonymisierter Form elektronisch gespeichert und
ausgewertet. Die Bestimmungen des Datenschutzgesetzes fanden Anwendung und wurden

beachtet. Nach Abschluss der Studie wurden die patientenbezogenen Daten eliminiert.
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3. Ergebnisse

3.1 Gesamtes Patientenkollektiv

3.1.1 Patientenbeschreibung

Unser Kollektiv setzte sich aus n= 213 Patienten (139 Manner und 74 Frauen) mit einer
bioptisch gesicherten primaren Glomerulonephritis zusammen [IgA Nephropathie: n= 107;
fokal und segmental sklerosierende Glomerulonephritis (FSGN): n= 62; membrandse
Glomerulonephritis (MGN): n= 44]. Die Patienten wurden im Zeitraum von 1968 bis 2001 in
der Heinrich-Heine Universitat Disseldorf nierenbiopsiert und/oder behandelt. Die mittlere
Beobachtungsdauer betrug 6.3 = 5.2 Jahre (Zeitspanne: 1-30 Jahre). Im Durchschnitt
wurden 21.2 + 18 Serumkreatininmessungen pro Patient vorgenommen.

Die untersuchten Parameter zum Zeitpunkt der Biopsie im gesamten Patientenkollektiv und
in den einzelnen Glomerulonephritisformen sind auf Tabelle 1 aufgelistet. Die Patienten mit
IgA Nephropathie waren junger bei Diagnosestellung im Vergleich zu den Patienten mit
FSGN oder MGN (p<0.05). Das mannliche Geschlecht war signifikant haufiger unter den
Patienten mit IgA Nephropathie vertreten (p<0.01). Auflerdem wiesen Patienten mit IgA
Nephropathie eine schlechtere Nierenfunktion (Serumkreatinin und ECC) zum Zeitpunkt der
Nierenbiopsie im Vergleich zu Patienten mit FSGN oder MGN auf (p<0.001). Die Proteinurie
dagegen war signifikant héher unter Patienten mit FSGN bzw. MGN (p<0.001). Schliellich
wurden unter den Patienten mit IgA Nephropathie hohere Blutdruckwerte als bei den

Patienten mit FSGN oder MGN gemessen (p<0.01).
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IgA FSGN MGN | Signifikanz | | Gesamtes
Kollektiv

Patienten (n) 107 62 44 - 213
Auftrittsalter (Jahre) | 38114 | 429+ 17 | 450+16 | p<0.05T 40116
Manniich (%) 757 516 59.1 0<0.01# 653
Kreatinin (mg/d) 20%12 | 1406 | 1.2+07 | p<0.001% 1710
ECC (mi/min/1.73m?) | 72536 | 92234 | 906+38 | p<0.011{ 825+ 37
Proteinurie (g/24h) | 3.9%29 |117+103| 97+4.9 | p<0.001 % 74+72
MAP (mmHg) T117%12 | 108711 | 10659 | p<0.011 109.6 % 11
Antihypertensiva (n) | 2.2+12 | 1.8+11 | 21412 ns 21+12

Tabelle 1: Klinische und laborchemische Parameter (Mittelwert + SD) zum Zeitpunkt der Biopsie bei
Patienten mit verschiedenen Glomerulonephritisformen. Vergleich der drei Glomerulonephritisformen
untereinander: (1) einfaktorielle ANOVA, (1) Kruskal Wallis H-Test, (#) x*= 11.0.

3.2.2 Progression im gesamten Patientenkollektiv

Zum Zeitpunkt der Genotypisierung hatten 110 Patienten eine erhaltene priméare
Nierenfunktion, wahrend 103 Patienten bereits eine terminale Niereninsuffizienz erreicht
hatten. Davon wurden 38 hamodialysiert, 15 wurden mit der Peritonealdialyse behandelt und
50 waren bereits nierentransplantiert. Patienten mit IgA Nephropathie wiesen eine schnellere

Progression auf (p<0.001, Tab. 2, Abb. 7)

Gesamtes
IgA FSGN MGN Signifikanz _
Kollektiv
ESRD (%) 66.4 33.9 25.0 p<0.001 t 48.4

Tabelle 2: Prozentsatz der Patienten mit verschiedenen Glomerulonephritisformen, die im Laufe der

Betrachtung eine terminale Niereninsuffizienz (ESRD) erreichten. (t) X°= 27.7

22



Ergebnisse: gesamtes Kollektiv

Kumulatives Organuberleben

i p<0.001t T MGN
8 FSGN
IgA
’ 5 i T

Jahre nach Nierenbiopsie

Abbildung 7: Kaplan Meier Analyse des 10 Jahre Organilberlebens bei n= 213 Patienten mit bioptisch
gesicherter primarer Glomerulonephritis in Abhangigkeit von der Glomerulonephritisform (MGN:
membrandse Glomerulonephritis, FSGN: fokal und segmental sklerosierende Glomerulonephritis, IgA:
IgA Nephropathie). (1) Log Rank

Einfluss der Therapie mit ACE-Hemmern auf die Progression

Im gesamten Patientenkollektiv war eine nephroprotektive Wirkung der ACE-Hemmung nicht
nachweisbar. Behandelte Patienten zeigten kein signifikant besseres Organuberleben zehn
Jahre nach Nierenbiopsie (ns, Abb. 8) und ihre Progressionsrate (anhand der Steigung des
reziproken Serumkreatinins, siehe 2.5) war nicht signifikant langsamer im Vergleich zu
unbehandelten Patienten (1/Cr Steigung: mit ACE-Hemmung: -0.101 + 0.16, ohne ACE-
Hemmung: -0.146 + 0.12 dI-mg™ Jahr”, ns). Bei dieser Auswertung wurden n= 9 Patienten,

die mit AT,R-Antagonisten therapiert wurden, nicht berlcksichtigt.
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mit ACE-Hemmung
----------- ohne ACE-Hemmung

Kumulatives Organuberleben

Jahre nach Nierenbiopsie

Abbildung 8: Kaplan Meier Analyse des Organuberlebens zehn Jahre nach Nierenbiopsie bei n= 204
Patienten mit bioptisch gesicherter Glomerulonephritis in Abhangigkeit von der Therapie mit ACE-

Hemmern.

3.2.3 ACE-Serumaktivitat im gesamten Patientenkollektiv und in der Kontrollgruppe

Die ACE-Serumaktivitat wurde in n= 92 Patienten (vor Verordnung von ACE-Hemmern oder
AT,R-Antagonisten) und n= 104 Kontrollpersonen bestimmt. Sie unterschied sich nicht
signifikant zwischen der Patienten- und der Kontrollgruppe (ns). In beiden Gruppen war sie

aber stark mit dem ACE-I/D Genotyp assoziiert (p<0.001, Tab. 3, Abb. 9a und b).

ACE-Gen |I/D Polymorphismus
Signifikanz
Il DI DD
Patienten (n=92) 64.3 £ 19 90.9+24 106.2 £ 22 p<0.001 t
Probanden (n= 104) 69.5+18 90.8 £ 21 100.0 £ 23 p<0.001 t

Tabelle 3: Angiotensin I-Converting Enzym Serumaktivitat (Mittelwert + SD in U/l, Normwert: 50-120
U/ bei n= 92 Patienten mit bioptisch gesicherter primarer Glomerulonephritis und n= 105 gesunden
Kontrollpersonen in Abhangigkeit vom ACE-Gen I/D Polymorphismus (keine Gabe von ACE-Hemmern
oder AT4R Antagonisten). (1) Kruskal Wallis H-Test

24



Ergebnisse: gesamtes Kollektiv

p<0.001t
1301 ‘ ‘ ‘
110
m
— N — Patienten
3 907 ©
= | (n=92)
=
%‘ -
701
E 11}
)
—
(0]
B .
w S0L
O -~
< . . .
n= 20 51 21
1l DI DD

ACE-Gen I/D Polymorphismus

Abbildung 9a: Angiotensin I-Converting Enzym Serumaktivitat (Mittelwert + SE in U/l, Normwert: 50-
120 U/1) bei n= 92 Patienten mit bioptisch gesicherter Glomerulonephritis in Abhangigkeit vom ACE-
Gen I/D Polymorphismus (keine Gabe von ACE-Hemmern oder AT4R Antagonisten). (1) einfaktorielle
ANOVA
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Abbildung 9b: Angiotensin I-Converting Enzym Serumaktivitat (Mittelwert + SE in U/l, Normwert: 50-
120 U/1) bei n= 105 gesunden Kontrollpersonen in Abhangigkeit vom ACE-Gen I/D Polymorphismus.
(T) einfaktorielle ANOVA
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3.2 IgA Nephropathie

3.2.1 Patientenbeschreibung

Untersucht wurden n= 107 Patienten mit einer bioptisch gesicherten IgA Nephropathie, die
im Zeitraum von 1968 bis 2001 in der Heinrich-Heine Universitat Disseldorf nierenbiopsiert
wurden und/oder in Behandlung waren. Die mittlere Beobachtungsdauer betrug 6.6 + 5.8
Jahre (Zeitspanne: 1-30 Jahre). Im Durchschnitt wurden 16.2 + 13 Serumkreatininwerte pro
Patient erhoben. Unser Patientenkollektiv setzte sich aus 81 Manner und 26 Frauen
zusammen. Eine schnellere Progression bei mannlichen Patienten wurde nicht feststellt
(1/Cr Steigung bei Mannern: -0.128 + 0.14, bei Frauen: -0.110 + 0.11 dl - mg™"- Jahr", ns).
Das mittlere Patientenalter zum Zeitpunkt der Biopsie betrug 38.1 + 14.2 Jahre und war nicht

mit der Progression der Erkrankung verknupft (Korrelation mit der 1/Cr Steigung: ns).

Nierenfunktion zum Zeitpunkt der Biopsie

Zum Zeitpunkt der Biopsie lag das mittlere Serumkreatinin bei 2.0 + 1.1 mg/dl und die
endogene Kreatinin Clearance bei 72.5 + 36 ml/min/1.73m% Die Nierenfunktion zum
Zeitpunkt der Biopsie war nicht mit der Progression der IgA Nephropathie assoziiert

(Korrelation mit der 1/Cr Steigung: ns).

Proteinurie
Die mittlere Proteinurie betrug zum Zeitpunkt der Biopsie 3.9 + 2.9 g/24h. Das Ausmal} der
Proteinurie korrelierte mit der Progression der Erkrankung (p=0.001, Abb. 10).

Einfluss der Therapie mit ACE-Hemmern auf die Proteinurie

Bei n= 29 Patienten mit IgA Nephropathie lagen die Werte der Proteinurie kurz vor und 3-6
Monate nach Therapiebeginn mit ACE-Hemmern vor. Die ACE-Hemmung bewirkte eine
hoch signifikante Reduktion der Eiweilausscheidung (p<0.001, Abb. 11). Als Kontrollgruppe
wurden n= 22 Patienten ausgewertet, die zum Zeitpunkt der Nierenbiopsie und im ersten
Halbjahr danach nicht mit ACE-Hemmern oder AT R-Antagonisten behandelt wurden. Bei
diesen Patienten wurde keine signifikante Anderung der Proteinurie innerhalb der ersten

zwei Quartale nach der Nierenbiopsie festgestellt (ns).
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Abbildung 10: Progression abgelesen an der Steigung der Kurve des reziproken Serumkreatinins pro

Zeit (Mittelwert + SE in dl . mg™- Jahr") in Abhangigkeit vom AusmaR der Proteinurie zum Zeitpunkt
der Nierenbiopsie (g/24h). (1) Kruskal Wallis H-Test

Proteinurie (g/24h)

15

10 |

ns p<0.001 t

a) konventionelle Therapie b) ACE-Hemmung

Abbildung 11: Proteinurie (in g/24h) a) bei n= 22 mit konventioneller Therapie ohne ACE-Hemmer

oder AT,R-Antagonisten behandelten Patienten zum Zeitpunkt der Nierenbiopsie und nach 3-6

Monate und b) bei n= 29 Patienten mit IgA Nephropathie vor und 3-6 Monate nach Therapiebeginn mit

ACE-Hemmern. (1) Student's t-Test fir gepaarte Stichproben
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Ergebnisse: IgA Nephropathie

Nephrotisches Syndrom

Ein nephrotisches Syndrom lag bei 29 Patienten (27%) vor. Diese Subgruppe zeigte eine
deutlich schnellere Progression (1/Cr Steigung: nephrotisch: -0.173 + 0.13 vs. nicht
nephrotisch: -0.105 + 0.14 dl - mg’- Jahr', p<0.01; Kaplan Meier Analyse des
Organuberlebens zehn Jahre nach Nierenbiopsie bei nephrotischen gegeniber nicht

nephrotischen Patienten: p<0.01, Abb. 12).

Nephrotisches Syndrom

nein

ja

Kumulatives Organuberleben

Jahre nach Nierenbiopsie

Abbildung 12: Kaplan Meier Analyse des zehn Jahre Organuberlebens bei n= 107 Patienten mit IgA

Nephropathie in Abhangigkeit vom Vorliegen eines nephrotischen Syndroms. (1) Log Rank

Arterielle Hypertonie

Bei 86 Patienten (80%) bestand bei der nephrologischen Erstvorstellung eine arterielle
Hypertonie. In den meisten Fallen (n= 67) wurde sie im Zusammenhang mit der
Glomerulonephritis erstdiagnostiziert, in einigen Fallen wurde die Nierenerkrankung sogar im
Rahmen der Hypertonieabklarung festgestellt. Nur 21 Patienten (20%) waren zum Zeitpunkt
der Nierenbiopsie normotensiv, die Mehrheit von ihnen (n= 15) entwickelte allerdings im
weiteren Verlauf eine arterielle Hypertonie und nur 6 Patienten blieben bis zum Zeitpunkt der

Genotypisierung normotensiv. Das mittlere Alter bei Erstdiagnose einer arteriellen
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Ergebnisse: IgA Nephropathie

Hypertonie betrug 36.1 + 13 Jahre. Die Patienten wurden im Durchschnitt mit 2.2 + 1.2
Antihypertensiva (0-6) therapiert.

Die Patienten, die zum Zeitpunkt der Nierenbiopsie normotensiv waren (n= 21), zeigten ein
besseres Organuberleben zehn Jahre nach Nierenbiopsie (p=0.011, Abb. 13). Diese
Patienten zeigten auRerdem eine tendenziell stabilere Nierenfunktion, wie aus dem Vergleich
der 1/Cr Steigung hervorgeht (normotensiv zum Zeitpunkt der Biopsie: -0.068 * 0.05,
hypertensiv: -0.137 + 0.15 dl - mg™"- Jahr"; p=0.071). Der mittlere arterielle Blutdruck war mit
114.5 £ 10 mmHg signifikant héher bei den Patienten (n= 47), die innerhalb der ersten drei
Jahre einen Organverlust erlitten, im Vergleich zu 108.9 +14 mmHg bei Patienten (n= 46) mit

einer erhaltenen Nierenfunktion (p<0.05).

Arterielle Hypertonie zum
Zeitpunkt der Biopsie

21 . —— nein

Kumulatives Organuberleben

0 2 4 6 8 10

Jahre nach Nierenbiopsie

Abbildung 13: Kaplan Meier Analyse des zehn Jahre Organuberlebens bei n= 107 Patienten mit IgA
Nephropathie in Abhangigkeit vom Vorliegen einer arteriellen Hypertonie zum Zeitpunkt der
Nierenbiopsie. (1) Log Rank

3.2.2 Progression der IgA Nephropathie

Zum Zeitpunkt der Genotypisierung hatten 36 Patienten (33.6%) eine ausreichende
Nierenfunktion, wahrend 71 Patienten (66.3%) eine terminale Niereninsuffizienz erreicht
hatten. Von ihnen wurden 21 hamodialysiert, 12 mit der Peritonealdialyse behandelt und 38

waren nierentransplantiert. Als Mall der Progression wurde die Steigung der Kurve des
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reziproken Serumkreatinins pro Zeit verwendet (siehe 2.5). Die mittlere 1/Cr Steigung betrug
unter den Patienten mit IgA Nephropathie -0.124 + 0.14 dl - mg™ Jahr' (entspricht einer
Erhdhung des Serumkreatinins von 1.0 auf 2.0 mg/dl innerhalb von vier Jahren). Drei Jahre
nach der Nierenbiopsie hatten bereits 47% der Patienten (47 der 93 so lange betrachteten

Patienten) einen Organverlust erlitten (Abb. 14).
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Abbildung 14: Kaplan Meier Analyse des zehn Jahre Organuberlebens bei n= 107 Patienten mit IgA
Nephropathie.

Einfluss der ACE-Hemmer Therapie auf die Progression der IgA Nephropathie

Eine durch ACE-Hemmung erzielte Nierenprotektion konnte bei Patienten mit IgA
Nephropathie festgestellt werden. Patienten, die Gber langere Zeit mit einem ACE-Hemmer
behandelt wurden (n= 64) zeigten drei Jahre nach Nierenbiopsie ein besseres
Organtuberleben im Vergleich zu den nicht behandelten Patienten (n= 38; p<0.05, Abb. 15).
Bei dieser Auswertung wurden n= 5 Patienten, die mit einem AT R-Antagonisten therapiert

wurden, nicht berucksichtigt.
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Kumulatives Organuberleben
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Abbildung 15: Kaplan Meier Analyse des drei Jahre Organiberlebens bei n= 102 Patienten mit IgA
Nephropathie in Abhangigkeit von der Therapie mit ACE-Hemmern. (1) Log Rank

Gruppeneinteilung anhand der Progression der Erkrankung

Anhand der Steigung des reziproken Serumkreatinins (= oder <-0.05 dI-mg™- Jahr") wurden
die Patienten in Gruppe A (n= 30) mit langsamer Progression und Gruppe B (n= 77) mit
schneller Progression unterteilt (Abb. 16a und b). Die beiden Gruppen waren bezuglich der
Geschlechtsverteilung, Nierenfunktion, Proteinurie und des arteriellen Blutdrucks
vergleichbar (ns, Tab. 4). Die Patienten der Gruppe B (fast progressors) wurden tendenziell
in einem jungeren Alter nierenbiopsiert (p=0.062). Ein nephrotisches Syndrom war signifikant
haufiger in der Gruppe B (fast progressors) als in der Gruppe A (slow progressors, x°= 4.0,
p<0.05). Im Laufe der Betrachtung wurden n= 60 Patienten (77.9%) aus der Gruppe B (fast
progressors) und n= 11 (36,7%) aus der Gruppe A (slow progressors) terminal
niereninsuffizient (x’=16.5, p<0.001). Die mittlere ACE-Serumaktivitat (vor Verordnung von
ACE-Hemmern oder AT{R Antagonisten) war signifikant hoéher in der Gruppe B (fast
progressors) im Vergleich zur Gruppe A (slow progressors) zu beobachten (p<0.05, Abb.
17). Die Kaplan Meier Analyse des Organuberlebens zehn Jahre nach Nierenbiopsie
erbrachte ein hoch signifikant besseres Ergebnis in der Gruppe A im Vergleich zur Gruppe B

(p<0.001).
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Gruppe A Gruppe B

slow progressors fast progressors Signifikanz
Patienten (n) 37 70
Alter (Jahre) 422 +13 364 +15 ns
Mannliches Geschlecht (%) 70.0 77.9 ns
Kreatinin (mg/dl) 1.8+0.8 21+13 ns
ECC (ml/min/1.73m?) 70.8 + 34 73.2+37 ns
Proteinurie (g/24h) 3.1+33 42+27 ns
MAP (mmHg) 110.6 + 13 112.1 £ 12 ns
Antihypertensiva (n) 22+15 22+11 ns
Nephrotisches Syndrom (%) 13 35 p<0.05 t
ACE-Serumaktivitat (U/l) 79.5+27 100.3 £ 28 p<0.05 1
ESRD (%) 36.7% 77.9% p<0.001 T

Tabelle 4: Klinische und laborchemische Parameter (Mittelwert £ SD) zum Zeitpunkt der Biopsie in der
Gruppe A und der Gruppe B bei Patienten mit IgA Nephropathie. (1) Chi Quadrat Test (f) Student’s t-

Test

Gruppe A (slow progressors)

Gruppe B (fast progressors)

Jahre nach Nierenbiopsie

1,5 1
I=—
SK
-20 -10 0 10 20 30 -20

Jahre nach Nierenbiopsie

Abbildung 16a und b: Kurven des reziproken Serumkreatinins pro Zeit jeweils in Gruppe A (slow

progressors, n= 30) und Gruppe B (fast progressors, n= 77) bei Patienten mit IgA Nephropathie.
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Abbildung 17: Angiotensin |-Converting Enzym Serumaktivitat (Mittelwert + SE in U/l, Normwert: 50-

120 U/1) in der Gruppe A und der Gruppe B bei n= 39 Patienten mit IgA Nephropathie (vor Verordnung
von ACE-Hemmern oder AT R-Antagonisten. (1) Student’s t-Test
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3.2.3 Einfluss des Angiotensin-l Converting Enzyme Gen I/D Polymorphismus auf die

IgA Nephropathie

Prévalenz

Die Genotypverteilung und die Allelfrequenzen des Angiotensin |-Converting Enzym (ACE)-
Gen I/D Polymorphismus unterschieden sich nicht signifikant zwischen den Patienten und
den nierengesunden Probanden (Tab. 5). Bei der Prifung der Genotyphaufigkeiten durch
das Hardy Weinberg Gesetz zeigte sich sowohl in der Patienten- als auch in der

Kontrollgruppe ein stabiles Gleichgewicht.

ACE-Gen |I/D Polymorphismus

Il ID DD I-Allel D-Allel
Patienten 17.7 % 53.3 % 29.0 % ns 0.44 0.56 ns
Probanden| 18.3 % 51.7 % 30.0 % 0.44 0.56

Tabelle 5: Genotypverteilung und Allelfrequenzen des ACE-Gen I/D Polymorphismus bei n= 107

Patienten mit IgA Nephropathie und n= 120 Kontrollpersonen.

Parameter zum Zeitpunkt der Biopsie

Der ACE-I/D Polymorphismus war mit keinem der untersuchten klinischen und

laborchemischen Parameter zum Zeitpunkt der Biopsie assoziiert (Tab. 6).

ACE-Gen I/D Polymorphismus
Signifikanz
Il ID DD
Alter (Jahre) 40.0+12 37.2+15 385+ 14 ns
Kreatinin (mg/dl) 22+1.0 20+14 1.7+0.7 ns
ECC (ml/min/1.73m?) 57.2 £27 76.7 £ 41 74.7 £29 ns
Proteinurie (g/24h) 3.9+29 42+3.0 3.5+28 ns
MAP (mmHg) 115119 110.6 £ 13 111.6£12 ns
Antihypertensiva (n) 23+0.8 22+14 21+1.0 ns
Nephrotisches Syndrom (%) 214 29.8 258 ns

Tabelle 6: Klinische und laborchemische Parameter (Mittelwert + SD) zum Zeitpunkt der Biopsie in

Abhangigkeit vom ACE-Gen I/D Polymorphismus bei Patienten mit IgA Nephropathie
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Progression

Ein Einfluss des ACE-I/D Polymorphismus auf die Progression der IgA Nephropathie war

anhand der Genotypverteilung und der Allelfrequenzen in Gruppe A und Gruppe B im

gesamten Patientenkollektiv nicht nachweisbar (ns, Tab. 7).

ACE-Gen |I/D Polymorphismus

Il ID DD [-Allel D-Allel
Gruppe A (slow) 23.3 % 53.4 % 23.3 % ns 0.50 0.50 ns
Gruppe B (fast) 15.6 % 53.2 % 31.2 % 0.42 0.58

Tabelle 7: Genotypverteilung und Allelfrequenzen des ACE-Gen I/D Polymorphismus in der Gruppe A
(slow progressors, n= 37) und der Gruppe B (fast progressors n= 70) bei Patienten mit IgA

Nephropathie.

In der Subgruppe (n= 38) der Patienten, die nicht mit ACE-Hemmern (bzw. ATR-
Antagonisten) behandelt wurden, war das D-Allel mit einer Allelfrequenz von 0.83 haufiger
unter den fast progressors (Gruppe B;) als unter den slow progressors (Gruppe A;,
Allelfrequenz: 0.37) vertreten (p<0.05, Abb. 18). Patienten mit mindestens einem D-Allel
neigten zu einer schnelleren Progression in dieser nicht mit ACE-Hemmern therapierten
Subgruppe (n= 38, 1/Cr Steigung beim II-Genotyp: -0.103 + 0.09 vs. ID/DD: -0.190 % 0.20 dI

-mg™-Jahr", p=0.182) aber nicht in der behandelten Subgruppe oder im gesamten Kollektiv

(ns)
p<0.05 1
100 -

80 4 keine ACE-Hemmung
< 60 1 o Gruppe A; (n=8)
. ® Gruppe B; (n=30)

20

0

[ ID/DD
ACE-Gen I/D Polymorphismus

Abbildung 18: Genotypverteilung des ACE-Gen I/D Polymorphismus in der Gruppe A; (slow

progressors) und der Gruppe B, (fast progressors) bei n= 38 nicht mit ACE-Hemmern (bzw. AT/R-

Antagonisten) behandelten Patienten. (1) exakter Test nach Fisher
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Die Analyse nach Kaplan Meier des Organiberlebens zehn Jahre nach Nierenbiopsie
erbrachte kein signifikantes Ergebnis zwischen Patienten mit und ohne das ACE-D Allel (ns,

Abb. 19).

ACE-Gen I/D
Polymorphismus

............. [I-Genotyp
ID/DD-Genotyp

Kumulatives Organuberleben

Jahre nach Nierenbiopsie

Abbildung 19: Zehn Jahre Organiberlebensanalyse nach Kaplan Meier in Abhangigkeit vom ACE-
Gen I/D Polymorphismus bei n= 107 Patienten mit IgA Nephropathie.

Ansprechen auf die Therapie mit ACE-Hemmern

Eine nephroprotektive Wirkung der ACE-Hemmung war nur unter den Patienten mit
mindestens einem ACE-D Allel nachweisbar. Die Therapie mit ACE-Hemmern hatte nur bei
den ID- und DD-Genotypen eine signifikante Reduktion der Proteinurie 3-6 Monate nach
Therapiebeginn zur Folge (p<0.05, Abb. 20 und 21). Bei den ID- und DD-Genotypen wurde
eine Verlangsamung der Progression durch die ACE-Hemmung festgestellt (p<0.05),
wahrend bei Patienten mit dem II-Genotyp kein signifikanter Vorteil von der Therapie mit

ACE-Hemmern nachgewiesen werden konnte (Abb. 22).
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Abbildung 20: Proteinurie (in g/24h) vor und 3-6 Monate nach Therapiebeginn mit ACE-Hemmern bei
n= 29 Patienten mit IgA Nephropathie in Abhangigkeit vom ACE-Gen I/D Polymorphismus. (t)
Student’s t-Test flir gepaarte Stichproben

-

[__] konventionelle Therapie (n=22)
Il ACE-Hemmung (n=29)

AProteinurie (%)

-25=

-75m
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ACE-Gen I/D Polymorphismus

Abbildung 21: Prozentuale Anderung der Proteinurie (Mittelwert + SE) 3-6 Monate nach Nierenbiopsie
bzw. nach Therapiebeginn mit ACE-Hemmern bei n= 51 Patienten mit IgA Nephropathie in
Abhangigkeit von der Behandlung mit ACE-Hemmern und dem ACE-Gen I/D Polymorphismus. (1)
Student’s t-Test flir ungepaarte Stichproben
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Abbildung 22: Progression abgelesen an der Steigung der Kurve des reziproken Serumkreatinins pro
Zeit (Mittelwert + SE in dl - mg™- Jahr") bei n= 102 Patienten mit IgA Nephropathie in Abhangigkeit
vom ACE-Gen I/D Polymorphismus und der Behandlung mit ACE-Hemmern. (1): Mann Whitney U-
Test
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3.2.4 Einfluss des Angiotensinogen-Gen M235T Polymorphismus auf die IgA
Nephropathie

Prévalenz

Die Angiotensinogen (AGT)-MT und TT Genotypen wurden haufiger bei Patienten mit IgA
Nephropathie als in der Kontroligruppe nachgewiesen (x?=7.0, p<0.05; Abb. 23). Bei den
Patienten mit langsamer Progression (Gruppe A) war die Genotypverteilung vergleichbar mit
der Kontrollgruppe (ns), es bestand jedoch ein hoch signifikanter Unterschied (x°=11.1,
p<0.01) zwischen Kontrollgruppe und den Patienten mit einer schnellen Progression (Gruppe
B). Ein grenzwertiger Unterschied der Allelfrequenzen zwischen den Patienten (M-Allel: 0.47,
T-Allel: 0.53) und den nierengesunden Probanden (M-Allel: 0.56, T-Allel: 0.44, x*= 3.7,
p=0.054) wurde ebenfalls festgestellt. Die beobachtete Genotypverteilung unterschied sich
nicht signifikant von den erwarteten Haufigkeiten anhand des Hardy Weinberg Gesetzes

sowohl in der Patienten- als auch in der Kontrollgruppe.

p<0.05 t
|
p<0.01 t
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Kontrollgruppe Gruppe A Gruppe B Gruppen A&B
n=120 n=30 n=77 n=107

Abbildung 23: Genotypverteilung in der Gruppe A (slow progressors), Gruppe B (fast progressors) und
im gesamten Patienten Kollektiv im Vergleich zur Kontrollgruppe bei Patienten mit IgA Nephropathie.
() Chi Quadrat Test
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Parameter zum Zeitpunkt der Biopsie

Patienten mit einem AGT-T Allel (MT- und TT-Genotypen) waren zum Zeitpunkt der
Nierenbiopsie relativ jinger als Patienten mit dem MM-Genotyp, eine Signifikanz wurde
jedoch nicht erreicht (ns, Tab. 8). Die Nierenfunktion (Serumkreatinin und ECC) und die
Proteinurie wiesen vergleichbare Werte unter Patienten mit verschiedenen AGT-Genotypen

zum Zeitpunkt der Biopsie auf (ns).

Angiotensinogen-Gen M235T Polymorphismus
Signifikanz
MM MT TT
Alter (Jahre) 449 +12 38.1+15 343113 ns
Kreatinin (mg/dl) 20+0.8 20+1.1 2017 ns
ECC (ml/min/1.73m?) 60.3 £ 31 75.2 £ 36 76.4 £ 41 ns
Proteinurie (g/24h) 3.3+2.0 40+3.0 42+31 ns

Tabelle 8: Nierenfunktion und Proteinurie zum Zeitpunkt der Nierenbiopsie bei Patienten mit IgA
Nephropathie (Mittelwert £ SD).

Nephrotisches Syndrom

Ein nephrotisches Syndrom lag haufiger unter den Patienten mit dem MT- oder TT-Genotyp

vor (x°= 7.0, p<0.05, Abb. 24).
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Abbildung 24: Vorliegen eines nephrotischen Syndroms in Abhangigkeit vom Angiotensinogen-Gen

M235T Polymorphismus bei n= 107 Patienten mit IgA Nephropathie. (1) Chi Quadrat Test
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Arterielle Hypertonie

Patienten mit einem AGT-T Allel waren tendenziell jinger bei Erstdiagnose einer arteriellen
Hypertonie (MM: 41.7 £ 12, MT: 35.9 + 13, TT: 32.8 £ 11 Jahre, p=0.103). Der AGT-M235T
Polymorphismus war ebenfalls nur tendenziell mit den absoluten Blutdruckwerten bei
Erstvorstellung assoziiert (MM: 106.8 + 13, MT: 111.9 + 12, TT: 114.9 £+ 12 mmHg,
p=0.109). Viele Patienten wurden jedoch zu diesem Zeitpunkt bereits mit Antihypertensiva
behandelt. Die Anzahl der Antihypertensiva, die erforderlich flr eine ausreichende
Blutdruckeinstellung war, korrelierte stark zur Anzahl der vorhandenen T-Allele (p<0.01, Abb.

25).
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Abbildung 25: Anzahl der eingenommenen Antihypertensiva (Mittelwert = SE) in Abhangigkeit vom
Angiotensinogen-Gen M235T Polymorphismus bei n= 107 Patienten mit IgA Nephropathie. (1) Kruskal
Wallis H-Test
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Ergebnisse: IgA Nephropathie

Progression

Der Angiotensinogen-Gen Polymorphismus hatte einen signifikanten Einfluss auf die
Progression der IgA Nephropathie. Die AGT-MT und TT Genotypen kamen haufiger in der
Gruppe B (fast progressors) als in der Gruppe A (slow progressors) vor (p<0.05, Abb. 26).
Der AGT-M235T Genotyp war auch direkt mit der Progression anhand der 1/Cr Steigung
assoziiert (p<0.05, Abb. 27).

p<0.05 t
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Abbildung 26: Genotypverteilung des Angiotensinogen-Gen M235T Polymorphismus in der Gruppe A
(slow progressors) und der Gruppe B (fast progressors) bei n= 107 Patienten mit IgA Nephropathie.
() Chi Quadrat Test

Innerhalb der ersten drei Jahren nach Nierenbiopsie erlitten 47 der so lange betrachteten 93
Patienten (50.5%) einen Organverlust. Unter diesen Patienten war das T-Allel haufiger
vertreten: MM: 3 von 13 Patienten (23%), MT: 30 von 59 (51%), TT: 14 von 21 Patienten
(67%); x*= 6.1, p<0.05. Die Kaplan Meier Analyse des Organiiberlebens drei Jahre nach der
Nierenbiopsie erbrachte einen Vorteil zu Gunsten der Patienten ohne ein T-Allel (p<0.05,

Abb. 28).
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Abbildung 27: Progression abgelesen an der Steigung der Kurve des reziproken Serumkreatinins pro
Zeit (Mittelwert = SE in dl - mg" Jahr") in Abhingigkeit vom Angiotensinogen-Gen M235T
Polymorphismus. (1) Kruskal Wallis H-Test

4 Angiotensinogen-Gen
M235T Polymorphismus

2 p<0.05 e MM-Genotyp
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Abbildung 28: Kaplan Meier Analyse des drei Jahre Organiberlebens bei n= 107 Patienten mit IgA
Nephropathie in Abhangigkeit vom Angiotensinogen-Gen M235T Polymorphismus. (1) Log Rank
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Ergebnisse: IgA Nephropathie

Ansprechen auf die Therapie mit ACE-Hemmern

Patienten mit dem T-Allel des AGT-M235T Polymorphismus profitierten mehr von der
Therapie mit ACE-Hemmern. Nur bei den MT- und TT-Genotypen wurde eine signifikante
Reduktion der Proteinurie durch die ACE-Hemmung 3-6 Monate nach Therapiebeginn
festgestellt (Abb. 29 und 30). Eine signifikante Progressionsverlangsamung war nur bei
Patienten mit dem TT-Genotyp nachweisbar (p<0.05, Abb. 31). Nur bei Patienten mit dem
TT-Genotyp zeigte die Kaplan Meier Analyse des Organlberlebens zehn Jahre nach
Nierenbiopsie einen Nutzen der ACE-Hemmung (behandelte gegen nicht behandelte

Patienten mit dem TT-Genotyp: p<0.05).
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Abbildung 29: Proteinurie (in g/24h) vor und 3-6 Monate nach Therapiebeginn mit ACE-Hemmern bei
n= 29 Patienten mit IgA Nephropathie in Abhangigkeit vom Angiotensinogen-Gen M235T
Polymorphismus. (1) Student's t-Test fiir gepaarte Stichproben
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Abbildung 30: Prozentuale Anderung der Proteinurie (Mittelwert + SE) 3-6 Monate nach Nierenbiopsie
bzw. nach Therapiebeginn mit ACE-Hemmern bei n= 51 Patienten mit IgA Nephropathie in
Abhangigkeit von der Behandlung mit ACE-Hemmern und dem Angiotensinogen-Gen M235T
Polymorphismus. (1) Student’s t-Test flir ungepaarte Stichproben
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Abbildung 31: Progression abgelesen an der Steigung der Kurve des reziproken Serumkreatinins pro
Zeit (Mittelwert + SE in dl - mg™- Jahr”) bei n= 102 Patienten mit IgA Nephropathie in Abhangigkeit
vom Angiotensinogen-Gen M235T Polymorphismus und der Behandlung mit ACE-Hemmer. (1): Mann
Whitney U-Test
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3.2.5 Einfluss des Angiotensin II-Typ 1 Rezeptor-Gen A1166C Polymorphismus auf die

IgA Nephropathie

Prévalenz
Die Genotypverteilung und die Allelfrequenzen des Angiotensin II-Typ 1 Rezeptor (AT{R)-
Gen A1166C Polymorphismus waren in der Patienten- und der Kontrollgruppe vergleichbar

(Tab. 9). In beiden Gruppen wurde das Hardy Weinberg Gesetz erfillt.

Angiotensin II-Typ 1 Rezeptor-Gen A1166C Polymorphismus

AA AC CcC A-Allel C-Allel
Patienten 542 % 36.4 % 9.4 % ns 0.72 0.28 Ns
Probanden| 57.1 % 375 % 10.8 % 0.70 0.30

Tabelle 9: Genotypverteilung und Allelfrequenzen des Angiotensin II-Typ 1 Rezeptor-Gen A1166C

Polymorphismus bei n= 107 Patienten mit IgA Nephropathie und n= 120 Kontrollpersonen.

Parameter zum Zeitpunkt der Biopsie
Es konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem AT,R-A1166C Polymorphismus

und den untersuchten Parametern zum Zeitpunkt der Biopsie aufgedeckt werden (Tab. 10).

Angiotensin II-Typ 1-Rezeptor Polymorphismus
Signifikanz
AA AC CC
Alter (Jahre) 36.5+14 40.6 £15 36.8 £12 ns
Kreatinin (mg/dl) 20+1.1 21+13 1.7+0.6 ns
ECC (ml/min/1.73m?) 723 +£35 75.6 £40 63.4 £ 26 ns
Proteinurie (g/24h) 3.7+25 43+3.6 41+1.9 ns
MAP (mmHg) 112.1+£12 110.2 £ 12 114.2 £ 10 ns
Antihypertensiva (n) 22+11 22+14 21+07 ns
Nephrotisch (%) 259 30.8 20.0 ns

Tabelle 10: Klinische und laborchemische Parameter (Mittelwert £ SD) zum Zeitpunkt der Biopsie in

Abhangigkeit vom Angiotensin II-Typ 1 Rezeptor-Gen A1166C Polymorphismus bei Patienten mit IgA

Nephropathie.
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Progression

Das AT/R-C Allel kam vermehrt in der Gruppe A (slow progressors) vor (p<0.05, Tab. 11).

Es schien also mit einer besseren Prognose assoziiert zu sein. Die Progressionsrate

(anhand der 1/Cr Steigung) wurde allerdings nicht vom AT;R-A1166C Polymorphismus

beeinflusst (1/Cr Steigung beim AA-Genotyp: -0.133 £ 0.15, AC: -0.111 £ 0.13, CC: -0.123

0.12 dl- mg™- Jahr", ns). Die Analyse nach Kaplan Meier des Organiiberlebens zehn Jahre

nach Nierenbiopsie zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen Patienten mit und ohne

das AT;R-C Allel. (ns, Abb. 32).

Angiotensin II-Typ 1 Rezeptor-Gen Polymorphismus

AA

AC

CC

Gruppe A (slow)

33.3 %

53.3 %

13.3 %

Gruppe B (fast)

62.3 %

29.9 %

7.8 %

X*>=7.3
p<0.05

A-Allel C-Allel )
X “=6.5
0.60 0.40
p<0.05
0.77 0.23

Tabelle 11: Genotypverteilung und Allelfrequenzen des Angiotensin 1I-Typ 1 Rezeptor-Gen A1166C

Polymorphismus in der Gruppe A (slow progressors, n= 37) und der Gruppe B (fast progressors n=

70) bei Patienten mit IgA Nephropathie.

Kumulatives Organuberleben

Angiotensin II-Typ 1 Rezeptor-Gen
A1166 C Polymorphismus

AC/CC-Genotyp
AA-Genotyp

Jahre nach Nierenbiopsie

Abbildung 32: Zehn Jahre Organiberlebensanalyse nach Kaplan Meier bei n= 107 Patienten mit IgA

Nephropathie in Abhangigkeit vom Angiotensin [I-Typ 1 Rezeptor-Gen A1166C Polymorphismus
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Ansprechen auf die Therapie mit ACE-Hemmern

Ein Einfluss des AT,R-A1166C Polymorphismus auf die Effektivitat der ACE-Hemmung war
nicht nachweisbar. Keiner der ATR-A1166C-Genotypen zeigte eine signifikante Reduktion
der Proteinurie, eine signifikante Progressionsverlangsamung oder ein signifikant besseres

Organtberleben durch die ACE-Hemmung im Vergleich zu den anderen Genotypen (ns).

3.2.6 Kombinierte Analyse des Einflusses der genetischen Polymorphismen des RAS

auf die IgA Nephropathie

Progression

In der kombinierten Analyse der ACE-I/D und AGT-M235T Polymorphismen wurde ein
synergistischer Effekt bezlglich ihrer Auswirkung auf die Progression der IgA Nephropathie
festgestellt. Der AGT-M235T Polymorphismus beeinflusste die Progression der Erkrankung
nur beim Vorhandensein mindestens eines ACE-D Allels (Tab. 12, Abb. 33).

Angiotensinogen-Gen Polymorphismus
Signifikanz

MM MT T

ACE-Gen i 0.058+0.04 | 0.117 +0.09 | 0.059 + 0.08 ns

Polymorphismus [ |p/pp 0.059+0.06 | 0.130+1.36 | 1.755+0.19 | p<0.05t

Tabelle 12: Progression anhand der Steigung der Kurve des reziproken Serumkreatinins pro Zeit
(Mittelwert + SD in di-mg™- Jahr") bei n= 107 Patienten mit IgA Nephropathie in Abhzngigkeit von den
ACE-Gen I/D und Angiotensinogen-Gen M235T Polymorphismen. (1) Kruskal Wallis H-Test

Weiterhin war die Progression der IgA Nephropathie mit der Anzahl der vorhandenen ACE-D
und AGT-T Allele assoziiert. Mit zunehmender Anzahl der ACE-D und AGT-T Allele fiel der
Anteil der Patienten mit einer langsamen Progression (Gruppe A) ab und der Anteil der

Patienten mit schneller Progression (Gruppe B) stieg an (x*=6.8, p<0.05, Abb. 34).
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Abbildung 33: Progression abgelesen an der Steigung der Kurve des reziproken Serumkreatinins pro
Zeit (Mittelwert + SE in dl-mg™ Jahr™") bei n= 107 Patienten mit IgA Nephropathie in Abhangigkeit von
den ACE-Gen I/D und Angiotensinogen-Gen M235T Polymorphismen. (1) Kruskal Wallis H-Test
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Abbildung 34: Kombinierte Darstellung der Anzahl der ACE-D und AGT-T Allele in der Gruppe A (slow
progressors) und der Gruppe B (fast progressors) bei n= 107 Patienten mit IgA Nephropathie. (1) Chi
Quadrat Test
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Ansprechen auf die Therapie mit ACE-Hemmern

Die kombinierte Analyse zeigte einen synergistischen Effekt der ACE-I/D und AGT-M235T
Polymorphismen auf die Effektivitdt der ACE-Hemmung. Der Nutzen von der Therapie mit
ACE-Hemmern nahm mit der Anzahl der vorhandenen ACE-D und AGT-T Allele proportional
zu. Das traf sowohl fur die Reduktion der Proteinurie (Abb. 35 und 36) als auch fir die

erzielte Progressionsverlangsamung (Abb. 37) zu

ns p<0.01 t p<0.01 t
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Proteinurie (g/24h)

Anzahl der ACE-D und AGT-T Allele

Abbildung 35: Proteinurie (in g/24h) vor und 3-6 Monate nach Therapiebeginn mit ACE-Hemmern bei

n= 29 Patienten mit IgA Nephropathie in Abhangigkeit von der Anzahl der ACE-D und AGT-T Allele.
(T) Student's t-Test fur gepaarte Stichproben
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Abbildung 36: Prozentuale Anderung der Proteinurie (Mittelwert + SE) 3-6 Monate nach Nierenbiopsie

bzw. nach Therapiebeginn mit ACE-Hemmern bei n= 51 Patienten mit IgA Nephropathie in

Abhangigkeit von der Behandlung mit ACE-Hemmern und der Anzahl der ACE-Gen D- und

Angiotensinogen-Gen T-Allele. (1) Student’s t-Test fir ungepaarte Stichproben
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Abbildung 37: Progression abgelesen an der Steigung der Kurve des reziproken Serumkreatinins pro
Zeit (Mittelwert + SE in dl-mg™ Jahr™") bei n= 102 Patienten mit IgA Nephropathie in Abhangigkeit von
der Anzahl der ACE-Gen D- und Angiotensinogen-Gen T-Allele und der Behandlung mit ACE-
Hemmern. () Mann Whitney U-Test
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3.2.7 Zusammenfassung des Einflusses der genetischen Polymorphismen des RAS
auf die IgA Nephropathie

Der Einfluss der Polymorphismen des RAS auf die Manifestation der IgA Nephropathie wird
zusammenfassend in der Tabelle 13 dargestellt. Das T-Allel des AGT-M235T
Polymorphismus war mit einer starker ausgepragten arteriellen Hypertonie assoziiert. Ein
nephrotisches Syndrom lag signifikant haufiger unter den Patienten mit mindestens einem
AGT-T Allel vor. Bei den MT- und TT-Genotypen des AGT-M235T Polymorphismus wurde
eine schnellere Progression festgestellt. Das ACE-D Allel war auch mit einer schlechteren
Prognose assoziiert, allerdings nur in der nicht mit ACE-Hemmern behandelten Subgruppe.
Die nephroprotektive Wirkung der Therapie mit ACE-Hemmern war nur bei bestimmten
Genotypen der ACE-I/D bzw. AGT-M235T Polymorphismen nachweisbar. Die kombinierte
Analyse der ACE-I/D und AGT-M235T Polymorphismen zeigte einen synergistischen
Einfluss auf die Progression der IgA Nephropathie und die Effektivitdt der ACE-Hemmung.
Das AT:R-C Allel war weder mit der arteriellen Hypertonie noch mit einer schlechteren

Prognose assoziiert.

ACEI/ID
ACE-I/D AGT-M235T + AT,R-A1166C
AGT-M235T(t)

Nephrotisches _ + — —
Syndrom

Hypertonie - + - -
Progression +(1) + + -
Ansprechen auf die + + + _
ACE-Hemmung

Tabelle 13: Zusammenfassende Darstellung des Einflusses der genetischen Polymorphismen des
RAS auf die klinischen Parameter der IgA Nephropathie. (1) kombinierte Analyse der ACE-Gen 1I/D
und Angiotensinogen-Gen M235T Polymorphismen () signifikant nur in der nicht mit ACE-Hemmern

(bzw. AT,R-Antagonisten) therapierten Subgruppe
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3.3 Fokal und segmental sklerosierende Glomerulonephritis

3.3.1 Patientenbeschreibung

Untersucht wurden n= 62 Patienten (32 Manner und 30 Frauen) mit bioptisch gesicherter
fokal und segmental sklerosierender Glomerulonephritis (FSGN), die im Zeitraum von 1978
bis 2001 in der Heinrich-Heine Universitat Disseldorf nierenbiopsiert wurden und/oder in
Behandlung waren. Die Patienten wurden durchschnittlich tber 5.9 + 4.3 Jahre betrachtet
(Zeitspanne: 1-17 Jahre) und 24.9 + 18 Serumkreatininwerte wurden pro Patient bestimmt.
Das Durchschnittsalter zum Zeitpunkt der ersten Nierenbiopsie betrug 42.8 + 17.1 Jahre. Ein
jungeres Alter bei Nierenbiopsie war mit einer schlechteren Prognose assoziiert (Alter der
Patienten, die im Laufe der Betrachtung einen Organverlust erlitten (n= 28): 35.0 + 16 vs.

49.3 £ 16 Jahre bei Patienten mit einer erhaltenen Nierenfunktion, p<0.001).

Nierenfunktion und Proteinurie zum Zeitpunkt der Biopsie

Bei Diagnosestellung hatten die Patienten ein mittleres Serumkreatinin von 1.4 + 0.6 mg/dl,
eine ECC von 92.2 + 34 ml/min/1.73m? und eine Proteinurie von 11.7 + 10.3 g/24h. Diese
Parameter beeinflussten die Progression der Erkrankung nicht (Korrelation mit der 1/Cr

Steigung: ns).

Arterielle Hypertonie

Bei n= 45 (72.6%) Patienten bestand zum Zeitpunkt der Biopsie eine arterielle Hypertonie.
Der mittlere arterielle Blutdruck betrug 108.7 + 11mmHg. Er war mit 111.7 + 10 signifikant
hoéher unter den Patienten (n= 28), die einen Organverlust erlitten, im Vergleich zu 106.2 +
10 mmHg bei Patienten mit einer erhaltenen Nierenfunktion (p<0.05). Die Patienten wurden
im Durchschnitt mit 1.8 + 1.1 Antihypertensiva behandelt. Patienten mit keiner oder mit
milder Hypertonie zeigten eine langsamere Progression [1/Cr Steigung bei Patienten (n= 27),
die mit weniger als zwei Antihypertensiva therapiert wurden: 0.057 + 0.11 vs. -0.215 + 0.39 dI
- mg™ Jahr" bei Patienten, die mit zwei oder mehr Antihypertensiva behandelt wurden,

p<0.05].

3.3.2 Progression der fokal und segmental sklerosierenden Glomerulonephritis
Zum Zeitpunkt der Genotypisierung hatten n= 41 Patienten (66%) eine erhaltene priméare
Nierenfunktion, wahrend n= 21 (34%) eine terminale Niereninsuffizienz erreicht hatten.

Vierzehn Patienten wurden hamodialysiert, zwei mit der Peritonealdialyse behandelt und funf
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Ergebnisse: fokal und segmental sklerosierende Glomerulonephritis

Patienten waren nierentransplantiert. Die mittlere Steigung der Kurve des reziproken
Serumkreatinins pro Zeit (als MaR der Progression, siehe 2.5) betrug -0.146 + 0.31 dl-mg™-
Jahr (entspricht einer Erhéhung des Serumkreatinins von 1.0 auf 2.5 mg/dl innerhalb von
vier Jahren). Drei Jahre nach Nierenbiopsie hatten 24% (13 der 51 so lange betrachteten

Patienten) einen Organverlust erlitten (Abb. 38).

1,01

21

Kumulatives Organuberleben

Jahre nach Nierenbiopsie

Abbildung 38: Zehn Jahre Organiiberlebensanalyse nach Kaplan Meier bei n= 62 Patienten mit fokal

und segmental sklerosierender Glomerulonephritis.

Einfluss der Therapie mit ACE-Hemmern auf die Progression

Unter Patienten mit FSGN war in unserem Kollektiv kein signifikanter Vorteil von der
Therapie mit ACE-Hemmern nachweisbar. Das Organiberleben zehn Jahre nach
Nierenbiopsie und die Progression (anhand der 1/Cr Steigung) waren vergleichbar zwischen
behandelten und unbehandelten Patienten (ns, Abb. 39). Von dieser Auswertung wurden n=

2 Patienten ausgeschlossen, die mit AT R-Antagonisten therapiert wurden.
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Abbildung 39: Kaplan Meier Analyse des Organiliberlebens zehn Jahre nach Nierenbiopsie bei n= 60
Patienten mit fokal und segmental sklerosierender Glomerulonephritis in Abhangigkeit von der

Therapie mit ACE-Hemmern.

Gruppeneinteilung anhand der Progression der Erkrankung

Anhand der Steigung der Kurve des reziproken Serumkreatinins pro Zeit (> oder <-0.1 dI -
mg™- Jahr") wurden Gruppe A mit langsamer und Gruppe B mit schneller Progression
unterschieden. Die Gruppe A (slow progressors) bestand aus n= 41 und die Gruppe B (fast
progressors) aus n= 21 Patienten (Abb. 40a und b). Zum Zeitpunkt der Biopsie waren die
Patienten der Gruppe A und B vergleichbar bezuglich aller untersuchten Parameter bis auf
das Auftrittsalter: die Patienten der Gruppe B waren signifikant jinger (p<0.05, Tab. 14). Im
Laufe der Betrachtung wurden n= 15 (71.4%) Patienten aus der Gruppe B und nur n= 6
(14.6%) aus der Gruppe A terminal niereninsuffizient (x>=20.0, p<0.001). Die Kaplan Meier
Analyse des Organuberlebens zehn Jahre nach Nierenbiopsie erbrachte ein hoch signifikant

besseres Ergebnis in der Gruppe A im Vergleich zur Gruppe B (p<0.001).
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Ergebnisse: fokal und segmental sklerosierende Glomerulonephritis

Gruppe A Gruppe B

slow progressors fast progressors Signifikanz
Anzahl (n) 41 21
Alter (Jahre) 46.2 +17 36.4+17 p<0.05 1
Kreatinin (mg/dl) 1.4+05 1.5+0.8 ns
ECC (ml/min/1.73m?) 90.4 + 32 96.5 + 37 ns
Proteinurie (g/24h) 12.1+£10 10.7 £ 11 ns
Art. Hypertonie (%) 73.2% 71.4% ns
MAP (mmHg) 108.5+9 109.1 + 14 ns
Antihypertensiva (n) 1.7+11 21+1.2 ns
ESRD (%) 14.6% 71.4% p<0.001

1/Kreatinin (dl/mg)

Tabelle 14: Vergleich der untersuchten Parameter (Mittelwert + SD) in Gruppe A (slow progressors)
und Gruppe B (fast progressors) bei Patienten mit fokal und segmental sklerosierender
Glomerulonephritis. (1) Student’s t-Test () Chi Quadrat Test

Gruppe A (slow progressors) Gruppe B (fast progressors)
1,5
1
0,5
-5 0 5 10 15 20 25 30 -5 0 5 10 15 20 25
Jahre nach Nierenbiopsie Jahre nach Nierenbiopsie

Abbildung.: 40a und b : Kurven des reziproken Serumkreatinins (dl/mg) pro Zeit jeweils in der Gruppe
A (n= 41) und Gruppe B (n= 21) bei Patienten mit fokal und segmental sklerosierender

Glomerulonephritis.
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Ergebnisse: fokal und segmental sklerosierende Glomerulonephritis

3.3.3 Einfluss des Angiotensin I-Converting Enzym-Gen I/D Polymorphismus auf die

fokal und segmental sklerosierende Glomerulonephritis

Prévalenz

Bei der Genotypverteilung des ACE-Gen |/D Polymorphismus in der Kontroll- und
Patientengruppe wurde kein signifikanter Unterschied festgestellt. Das I-Allel kam signifikant
haufiger unter den Patienten als unter den gesunden Probanden vor (Tab. 15). Die
beobachteten Genotyphaufigkeiten waren vergleichbar mit den erwarteten im Rahmen des

Hardy Weinberg Gleichgewichts.

ACE-Gen |I/D Polymorphismus

Il ID DD I-Allel D-Allel 43
Patienten | 274 % | 565% | 16.1% ns 0.56 0.44 X 0 (')5

p<0.
Probanden| 183 % | 517 % | 30.0% 0.44 0.56

Tabelle 15: Genotypverteilung und Allelfrequenzen des ACE-Gen I/D Polymorphismus bei n= 62

Patienten mit fokal und segmental sklerosierender Glomerulonephritis und n= 120 Kontrollpersonen.

Parameter zum Zeitpunkt der Biopsie
Der ACE-Gen /D Polymorphismus war nicht mit dem Auftrittsalter, der Nierenfunktion, der

Proteinurie oder der arteriellen Hypertonie zum Zeitpunkt der Biopsie assoziiert (Tab. 16).

ACE-Gen |I/D Polymorphismus o
i ™ 55 Signifikanz

Alter (Jahre) 48.9 £ 17 394 +£17 459 + 16 ns
Kreatinin (mg/dl) 1.4+0.6 1.4+£0.7 1.3+£0.6 ns
ECC (ml/min/1.73m?) 97.5+33 92.2+35 90.0 £33 ns
Proteinurie (9/24h) 11.7+£9.9 13.0+11.5 75+53 ns
MAP (mmHg) 112.9+ 10 107.2+ 10 106.7 £ 14 ns
Antihypertensiva (n) 19+1.0 1.7+1.1 21+£1.2 ns

Tabelle 16: Klinische und laborchemische Parameter zum Zeitpunkt der Biopsie (Mittelwert £ SD) in

Abhangigkeit vom ACE-Gen

sklerosierender Glomerulonephritis.

I/D Polymorphismus bei
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Ergebnisse: fokal und segmental sklerosierende Glomerulonephritis

Progression

Die Progression der FSGN wurde vom ACE-Gen I/D Polymorphismus beeinflusst, wie aus

der Genotypverteilung und den Allelfrequenzen in der Gruppe A (slow progressors) und der

Gruppe B (fast progressors) hervorgeht (Tab. 17).

ACE-Gen |I/D Polymorphismus

Il ID DD
Gruppe A (slow) | 34.1 % 56.1 % 9.8 %
Gruppe B (fast) 14.3 % 571 % 28.6 %

X*=5.0
p=0.08

[-Allel D-Allel
0.62 0.38
0.43 0.57

X°=4.2
p<0.05

Tabelle 17: Genotypverteilung und Allelfrequenzen des ACE-Gen I/D Polymorphismus in der Gruppe

A (slow progressors, n= 41) und der Gruppe B (fast progressors n= 21) bei Patienten mit fokal und

segmental sklerosierender Glomerulonephritis.

Eine signifikante Korrelation zur Progression anhand der absoluten Werten der 1/Cr
Steigung bestand jedoch nicht (II-Genotyp: 0.112 £ 0.17, ID: 0.127 + 0.30, DD: 0.270 + 0.49
dl - mg™ Jahr', ns). In der Kaplan Meier Analyse des Organiiberlebens zehn Jahre nach
Nierenbiopsie war kein Unterschied zwischen Patienten mit und ohne ein D-Allel

nachweisbar (ns, Abb. 41).

Kumulatives Organuberleben

ACE-Gen I/D
Polymorphismus
24 ns
........... [I-Genotyp
—  ID/DD-Genotyp
0 2 4 6 8 10

Jahre nach Nierenbiopsie

Abbildung 41: Zehn Jahre Organiberlebensanalyse nach Kaplan Meier in Abhangigkeit vom ACE-

Gen I/D Polymorphismus bei n= 62 Patienten mit fokal und segmental sklerosierender

Glomerulonephritis.
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Ergebnisse: fokal und segmental sklerosierende Glomerulonephritis

Ansprechen auf die Therapie mit ACE-Hemmern

Eine renoprotektive Wirkung der ACE-Hemmung (Progressionsverlangsamung oder

besseres Organiberleben) wurde bei keinem der ACE-I/D Genotypen festgestellt (ns).

3.3.4 Einfluss des Angiotensinogen-Gen M235T Polymorphismus auf die fokal und

segmental sklerosierende Glomerulonephritis

Prévalenz

Der Vergleich der Genotypverteilung und der Allelfrequenzen des AGT-M235T

Polymorphismus in der Patienten- und der Kontrollgruppe zeigte keine Signifikanz (Tab. 18).

Die Genotyphaufigkeiten entsprachen dem Hardy Weinberg Gleichgewicht.

Angiotensinogen-Gen M234T Polymorphismus

MM MT TT M-Allel T-Allel
Patienten 29.0 % 51.6 % 19.4 % ns 0.55 0.45 ns
Probanden| 30.8 % 50.8 % 18.4 % 0.56 0.44
Tabelle 18: Genotypverteilung und Allelfrequenzen des Angiotensinogen-Gen M235T

Polymorphismus bei n= 62 Patienten mit fokal undl segmental sklerosierender Glomerulonephritis und
n= 120 Kontrollpersonen.

Parameter zum Zeitpunkt der Biopsie
Alter, Nierenfunktion und Proteinurie zum Zeitpunkt der Biopsie waren vergleichbar unter

Patienten mit verschiedenen AGT-M235T Genotypen (Tab. 19).

Angiotensinogen-Gen M235T Polymorphismus o
Signifikanz
MM MT TT
Alter (Jahre) 425+ 17 439+18 40.6 £15 ns
Kreatinin (mg/dl) 14+£0.6 1.3+£05 1.7+0.9 ns
ECC (ml/min/1.73m?) 904 £33 93.8 £ 36 90.4 + 36 ns
Proteinurie (g/24h) 11.0£8.7 124 +10.9 10.5+11.8 ns

Tabelle 19: Klinische und laborchemische Parameter zum Zeitpunkt der Biopsie (Mittelwert £ SD) in
Abhangigkeit vom Angiotensinogen-Gen M235T Polymorphismus bei Patienten mit fokal und

segmental sklerosierender Glomerulonephritis.
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Ergebnisse: fokal und segmental sklerosierende Glomerulonephritis

Arterielle Hypertonie

Der AGT-M235T Polymorphismus war sowohl mit den absoluten arteriellen Blutdruckwerten
(MM: 104.2 £ 11, MT/TT: 110.5 £ 10 mmHg, p<0.05, Abb. 42) als auch mit der Anzahl der
verordneten Antihypertensiva assoziiert (MM: 1.39 £ 1.0, MT/TT: 2.02 + 1.1, p<0.05, Abb.

43).
1201 p<0.05 t
110" -
]
S 100
T
e
E
[a
<€
= 9
//
n= 1-8 4-4
MM MT oder TT

Angiotensinogen-Gen M235T Polymorphismus

Abbildung 42: Mittlerer arterieller Blutdruck (Mittelwert £ SE) in Abhangigkeit vom Angiotensinogen-
Gen M235T Polymorphismus bei n= 62 Patienten mit fokal und segmental sklerosierender

Glomerulonephritis. (1) Student’s t-Test
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Ergebnisse: fokal und segmental sklerosierende Glomerulonephritis

Antihypertensiva (n)

p<0.05 T
_l_
n=18 n=44
T T
MM MT oder TT

Angiotensinogen M235T Polymorphismus

Abbildung 43: Anzahl der eingenommenen Antihypertensiva (Mittelwert = SE) in Abhangigkeit vom

Angiotensinogen-Gen M235T Polymorphismus bei n= 62 Patienten mit fokal und segmental

sklerosierender Glomerulonepbhritis. (1) Mann Whitney U-Test

Progression

Der AGT-M235T Polymorphismus war nicht mit der Progression der FSGN assoziiert. Die

Genotypverteilung und die Allelfrequenzen unterschieden sich nicht signifikant zwischen

Gruppe A und Gruppe B (ns, Tab. 20). Auf die Progressionsrate anhand der 1/Cr Steigung

war kein signifikanter Einfluss nachweisbar (MM: -0.140 = 0.19, MT: -0.132 £ 0.31, TT: -

0.192 + 0.46 dl - mg™- Jahr", ns). Ebenfalls nicht signifikant war die Analyse nach Kaplan

Meier des Organiberlebens zehn Jahre nach Nierenbiopsie (ns, Abb. 44).

Angiotensinogen-Gen M234T Polymorphismus

MM MT TT M-Allel T-Allel
Gruppe A (slow) 24.4 % 56.1 % 19.5 % ns 0.52 0.48 ns
Gruppe B (fast) 38.1 % 42.9 % 19.0 % 0.60 0.40
Tabelle 20: Genotypverteilung und Allelfrequenzen des Angiotensinogen-Gen M235T

Polymorphismus in der Gruppe A (slow progressbrs, n= 41) und der Gruppe B (fast progressors n=

21) bei Patienten mit fokal und segmental sklerosierender Glomerulonephritis.
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Abbildung 44: Zehn Jahre Organiberlebensanalyse nach Kaplan Meier in Abhangigkeit vom
Angiotensinogen-Gen M235T Polymorphismus bei n= 62 Patienten mit fokal und segmental

sklerosierender Glomerulonephritis

Ansprechen auf die Therapie mit ACE-Hemmern
Ein Vorteil von der Therapie mit ACE-Hemmern konnte anhand der Progressionsrate (1/Cr
Steigung) und der Organlberlebensanalyse nach Kaplan Meier bei keinem der AGT-M235T

Genotypen nachgewiesen werden (ns).
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Ergebnisse: fokal und segmental sklerosierende Glomerulonephritis

3.3.5 Einfluss des Angiotensin II-Typ 1 Rezeptor-Gen A1166C Polymorphismus auf die

fokal und segmental sklerosierende Glomerulonephritis

Prévalenz

Die Genotypverteilung und die Allelfrequenzen des AT;R-A1166C Polymorphismus waren
ahnlich in der Patienten- und Kontrollgruppe (Tab. 21). Die Genotyphaufigkeiten erfullten das
Hardy Weinberg Gleichgewicht. Wegen der kleinen Fallzahl der Patienten mit CC-Genotyp

(n=4) wurden die AC- und CC-Genotypen zusammen ausgewertet.

Angiotensin II-Typ 1 Rezeptor-Gen A1166C Polymorphismus

AA AC CcC A-Allel C-Allel
Patienten 58.1 % 355 % 6.5 % ns 0.76 0.24 ns
Probanden| 57.1 % 375 % 10.8 % 0.70 0.30

Tabelle 21: Genotypverteilung und Allelfrequenzen des Angiotensin II-Typ 1 Rezeptor-Gen A1166C
Polymorphismus bei n= 62 Patienten mit fokal und segmental sklerosierender Glomerulonephritis und

n= 120 Kontrollpersonen.

Parameter zum Zeitpunkt der Biopsie

Die Patienten mit dem AA-Genotyp waren tendenziell junger bei Diagnosestellung im
Vergleich zu den Patienten mit den AC/CC-Genotypen (p=0.055). Ein Einfluss des AT/R-
A1166C Polymorphismus auf die Ubrigen klinischen und laborchemischen Parameter zum

Zeitpunkt der Biopsie war nicht nachweisbar (Tab. 22).

Angiotensin II-Typ1 Rezeptor-Gen Polymorphismus Signifikanz
AA AC/CC

Alter (Jahre) 39.3+15 47.7+18 p=0.055 (1)
Kreatinin (mg/dl) 14+07 14+£0.6 ns
ECC (ml/min/1.73m?) 89.1 + 32 96.5 + 36 ns
Proteinurie (g/24h) 13.2+11.9 9.3+6.9 ns
MAP (mmHg) 108.9 + 11 108.3 £ 11 ns
Antihypertensiva (n) 1.8+ 1.0 1.9+1.2 ns

Tabelle 22: Klinische und laborchemische Parameter zum Zeitpunkt der Biopsie (Mittelwert £ SD) in
Abhangigkeit vom Angiotensin 1I-Typ 1 Rezeptor-Gen A1166C Polymorphismus bei Patienten mit

fokal und segmental sklerosierender Glomerulonephritis. (1) Student’s t-Test
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Ergebnisse: fokal und segmental sklerosierende Glomerulonephritis

Progression

Der AT{R-A1166C Polymorphismus beeinflusste die Progression der FSGN nicht. Die
Genotypverteilung und die Allelfrequenzen waren vergleichbar in der Gruppe A und der
Gruppe B (ns, Tab. 23). Die Progression abgelesen an der 1/Cr Steigung war nicht mit dem
AT;R-A1166C Genotyp assoziiert (AA: -0.140 + 0.30, AC/CC: -0.154 + 0.33 dI - mg™"- Jahr™,
ns). Die Kaplan Meier Analyse des Organtberlebens zehn Jahre nach Nierenbiopsie zeigte

kein signifikantes Ergebnis (ns, Abb. 45).

Angiotensin II-Typ 1 Rezeptor-Gen A1166C Polymorphismus
AA AC/CC A-Allel C-Allel
Gruppe A (slow) 56.1 % 43.9 % ns 0.77 0.23 ns
Gruppe B (fast) 61.9 % 38.1 % 0.74 0.26

Tabelle 23: Genotypverteilung und Allelfrequenzen des Angiotensin 1I-Typ 1 Rezeptor-Gen A1166C
Polymorphismus in der Gruppe A (slow progressbrs, n= 41) und der Gruppe B (fast progressors n=
21) bei Patienten mit fokal und segmental sklerosierender Glomerulonephritis.

107 .,
81
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% Angiotensin II-Typ 1 Rezeptor-Gen
0 ns A1166C Polymorphismus
= 2% AA-Genotyp
E AC/CC-Genotyp
0 2 4 6 8 10

Jahre nach Nierenbiopsie

Abbildung 45: Zehn Jahre Organiberlebensanalyse nach Kaplan Meier in Abhangigkeit vom
Angiotensin II-Typ 1 Rezeptor-Gen A1166C Polymorphismus bei n= 62 Patienten mit fokal und

segmental sklerosierender Glomerulonephritis.

Ansprechen auf die Therapie mit ACE-Hemmern
Bei keinem der AT1R-A1166C Genotypen hatte eine Behandlung mit ACE-Hemmern eine

signifikante Progressionsverlangsamung oder ein besseres Organtberleben zur Folge (ns).
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Ergebnisse: fokal und segmental sklerosierende Glomerulonephritis

3.3.6 Kombinierte Analyse des Einflusses der genetischen Polymorphismen des RAS

auf die fokal und segmental sklerosierende Glomerulonephritis

Progression

In der kombinierten Analyse der ACE-I/D und AGT-M235T Polymorphismen wiesen die
Patienten mit drei oder vier ACE-D oder AGT-T Allelen eine relativ schnellere Progression
auf, eine Signifikanz bestand jedoch nicht (1/Cr Steigung bei den DD/TT, ID/TT und DD/MT
Genotypen (n= 12): -0.225 + 0.45 dl - mg™ Jahr "' vs. -0.127 + 0.274 bei den restlichen
Gentoypen, ns). In der Kaplan Meier Analyse wiesen die Patienten mit den DD/TT, ID/TT
und DD/MT Genotypen ein tendenziell schlechteres zehn Jahre Organiberleben auf, eine

Signifikanz wurde wieder nicht erreicht (p=0.106, Abb. 46).

ns

-------—---  DD/TT-, ID/TT-, DD/MT-Genotypen

restliche Genotypen

Kumulatives Organuberleben

Jahre nach Nierenbiopsie

Abbildung 46: Zehn Jahre Organlberlebensanalyse nach Kaplan Meier in Abhangigkeit vom ACE-
Gen I/D und dem Angiotensinogen-Gen M235T Polymorphismus bei n= 62 Patienten mit fokal und

segmental sklerosierender Glomerulonephritis.
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Ergebnisse: fokal und segmental sklerosierende Glomerulonephritis

3.3.7 Zusammenfassung des Einflusses der genetischen Polymorphismen des RAS
auf die fokal und segmental sklerosierende Glomerulonephritis

Das Auftrittsalter und die Proteinurie (als Malk des Schweregrades des nephrotischen
Syndroms) war mit keinem der Polymorphismen assoziiert (Tab. 24). Bei Patienten mit dem
T-Allel des Angiotensinogen-Gen Polymorphismus war eine arterielle Hypertonie deutlicher
ausgepragt. Die Progression der FSGN wurde vom ACE-I/D Polymorphismus beeinflusst.
Eine renoprotektive Wirkung der ACE-Hemmung war weder im gesamten Kollektiv noch in

einer genetisch determinierten Subgruppe der Patienten mit FSGN nachweisbar.

ACE IID
ACE-I/D AGT-M235T + AT.R-A1166C

AGT-M235T(1)

Proteinurie - - - -

Hypertonie - + - -

Progression + - - -

Ansprechen auf die
ACE-Hemmung

Tabelle 24: Zusammenfassende Darstellung des Einflusses der genetischen Polymorphismen des
RAS auf die klinischen Parameter der fokal und segmental sklerosierenden Glomerulonephritis. (1)

kombinierte Analyse der ACE-Gen I/D und Angiotensinogen-Gen M235T Polymorphismen
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Ergebnisse: membrandse Glomerulonephritis

3.4 Membrandse Glomerulonephritis

3.4.1 Patientenbeschreibung

In die Studie wurden n= 44 Patienten (26 Manner und 18 Frauen) mit einer bioptisch
gesicherten membrandsen Glomerulonephritis eingeschlossen, die im Zeitraum von 1974 bis
2001 in der Heinrich-Heine Universitat Disseldorf nierenbiopsiert und/oder behandelt
wurden. Im Durchschnitt wurden pro Patient 28.2 + 24 Serumkreatininwerte Uber den
Zeitraum von 5.9 * 4.7 (1-22) Jahren bestimmt. Das mittlere Alter zum Zeitpunkt der ersten
Nierenbiopsie lag bei 50.0 £ 16 Jahren und war nicht mit der Progression der Erkrankung

assoziiert (Korrelation mit der 1/Cr Steigung: ns).

Nierenfunktion und Proteinurie zum Zeitpunkt der Biopsie

Bei Diagnosestellung betrug das mittlere Serumkreatinin 1.2 + 0.7 mg/dl, die ECC 90.6 +
38 ml/min/1.73m? und die Proteinurie 9.7 + 4.9 g/24h. Ein erhéhtes Serumkreatinin zum
Zeitpunkt der Nierenbiopsie (>1.1mg/dl) war mit einer tendenziell schlechteren Prognose
verknupft (1/Cr Steigung bei normalem Ausgangsserumkreatinin: -0.056 + 0.05 vs. -0.151 +

0.22 dI-mg™ Jahr™ bei erhéhtem Ausgangsserumkreatinin, p=0.09).

Arterielle Hypertonie

Bei 27 (61.4%) der Patienten bestand zum Zeitpunkt der Biopsie eine arterielle Hypertonie.
Der mittlere arterielle Blutdruck lag bei 105.5 + 9 mmHg. Die Patienten wurden im
Durchschnitt mit 2.1 £ 1.2 Antihypertensiva therapiert. Weder die absoluten Blutdruckwerte
noch die Anzahl der eingenommenen Antihypertensiva beeinflussten die Progression der

Erkrankung (Korrelation mit der 1/Cr Steigung: ns).

3.4.2 Progression der membranésen Glomerulonephritis

Zum Zeitpunkt der Genotypisierung hatten n= 33 der Patienten (75%) eine erhaltene primare
Nierenfunktion, wahrend n= 11 (25%) eine terminale Niereninsuffizienz erreicht hatten. Funf
Patienten waren nierentransplantiert, drei wurden mit der Hdmodialyse und einer mit der
Peritonealdialyse behandelt. Die mittlere Steigung der Kurve des reziproken Serumkreatinins
pro Zeit (als MaR der Progression, siehe 2.5) betrug -0.088 + 0.14 dl-mg™- Jahr™ (entspricht
einer Erhdhung des Serumkreatinins von 1.0 auf 1.5 mg/dl innerhalb von vier Jahren). Drei
Jahre nach der Nierenbiopsie hatten 29% der Patienten (9 der 31 so lange betrachteten)

einen Organverlust erlitten (Abb. 47).
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Abbildung 47: Zehn Jahre Organiiberlebensanalyse nach Kaplan Meier bei n= 44 Patienten mit

membrandser Glomerulonephritis.

Einfluss der Therapie mit ACE-Hemmern auf die Progression

Unter den Patienten mit membrandser Glomerulonephritis war eine nephroprotektive
Wirkung der ACE-Hemmung nicht nachweisbar. Die Therapie mit ACE-Hemmern erbrachte
kein signifikant besseres Organuberleben zehn Jahre nach Diagnosestellung (ns, Abb. 48).
Eine Progressionsverlangsamung (anhand der 1/Cr Steigung) bei behandelten Patienten
wurde ebenfalls nicht festgestellt (ns). Zwei Patienten, die mit AT R-Antagonisten therapiert

wurden, wurden von dieser Auswertung ausgeschlossen.
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Abbildung 48: Kaplan Meier Analyse des Organiiberlebens zehn Jahre nach Nierenbiopsie bei n= 42

Patienten mit membranéser Glomerulonephritis in Abhangigkeit von der Therapie mit ACE-Hemmern.

Gruppeneinteilung anhand der Progression der Erkrankung

Anhand der Steigung der Kurve des reziproken Serumkreatinins pro Zeit (> oder <-0.1 dI -
mg™- Jahr") wurden die Patienten in Gruppe A mit langsamer und in Gruppe B mit schneller
Progression unterteilt. Die Gruppe A (slow progressors) bestand aus n= 31 und die Gruppe
B (fast progressors) aus n= 13 Patienten (Abb. 49a und b). Die Patienten mit einer schnellen
Progression (Gruppe B) wiesen bereits zum Zeitpunkt der Nierenbiopsie ein hoheres
Serumkreatinin im Vergleich zu den Patienten mit einer langsamen Progression (Gruppe A)
auf (p<0.05, Tab. 25). Die Ubrigen untersuchten Parameter unterschieden sich nicht
signifikant zwischen den zwei Gruppen. Im Laufe der Betrachtung wurden n= 9 Patienten
(69.2%) aus der Gruppe B (fast progressors) und n= 7 (22.6%) aus der Gruppe A (slow
progressors) terminal niereninsuffizient (x?=8.6, p<0.01). In der Kaplan-Meier Analyse zeigte
die Gruppe A ein hoch signifikant besseres Organlberleben zehn Jahre nach Nierenbiopsie

im Vergleich zur Gruppe B (Log Rank: p<0.0001).
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Ergebnisse: membrandse Glomerulonephritis

Gruppe A Gruppe B
slow progressors fast progressors Signifikanz

Anzahl (n) 31 13

Alter (Jahre) 44.7 £ 17 456 £ 16 ns
Kreatinin (mg/dl) 1.1+04 1.6+1.0 p<0.05
ECC (ml/min/1.73m?) 96.8 + 33 76.7 £46 ns
Proteinurie (g/24h) 94+5 1053 ns
Art. Hypertonie (%) 73.2% 71.4% ns
MAP (mmHg) 104.5+9 107.9+10 ns
Antihypertensiva (n) 20+1.2 22+13 ns
ESRD (%) 22.6% 69.2% p<0.01 t

Tabelle 25: Vergleich der untersuchten Parameter (Mittelwert + SD) in der Gruppe A (slow
progressors) und der Gruppe B (fast progressors) bei Patienten mit membrandser Glomerulonephritis.
(t) Mann Whitney U-Test () Chi Quadrat Test

1/Kreatinin (dl/mg)

Gruppe A (slow progressors) Gruppe B (fast progressors)
1,5 1,5
1
0,5
'5 . 0 5 10 15 20 -5 . 0 5 10 15
Jahre nach Nierenbiopsie Jahre nach Nierenbiopsie

Abbildung: 49a und b: Kurven des reziproken Serumkreatinins pro Zeit jeweils in der Gruppe A (n=
31) und der Gruppe B (n= 13) bei Patienten mit membranéser Glomerulonephritis.

70



Ergebnisse: membrandse Glomerulonephritis

3.4.3 Einfluss des Angiotensin I-Converting Enzym-Gen I/D Polymorphismus auf die

membranodse Glomerulonephritis

Prévalenz
Der Vergleich der Genotypverteilung und der Allelfrequenzen des ACE-I/D Polymorphismus
in der Patienten- und der Kontrollgruppe zeigte keinen signifikanten Unterschied (Tab. 26).

Die Genotyphaufigkeiten erfiillten das Hardy Weinberg Gesetz.

ACE-Gen I/D Polymorphismus

Il ID DD [-Allel D-Allel
Patienten 22.7 % 59.1 % 18.2 % ns 0.52 0.48 ns
Probanden| 18.3 % 51.7 % 30.0 % 0.44 0.56

Tabelle 26: Genotypverteilung und Allelfrequenzen des ACE-Gen I/D Polymorphismus bei n= 44

Patienten mit membrandser Glomerulonephritis und n= 120 Kontrollpersonen.

Parameter zum Zeitpunkt der Biopsie
Es konnte kein Zusammenhang zwischen dem ACE-Gen |/D Polymorphismus und den

untersuchten Parametern zum Zeitpunkt der Biopsie nachgewiesen werden (Tab. 27).

ACE-Gen |I/D Polymorphismus o
i ™ 50 Signifikanz

Alter (Jahre) 42.3+19 46.2 £ 15 444 +19 ns
Kreatinin (mg/dl) 1.1+£03 1.1+04 1.7+£1.3 ns
ECC (ml/min/1.73m?) 102.9+ 37 914 +£37 71.0+44 ns
Proteinurie (g/24h) 8.2+6.0 10.0£4.0 10.6 + 6.6 ns
MAP (mmHg) 106.2+9 104.8 + 10 107.1+9 ns
Antihypertensiva (n) 26+1.1 1.7£1.2 26+1.1 ns

Tabelle 27: Klinische und laborchemische Parameter zum Zeitpunkt der Biopsie (Mittelwert £ SD) in

Abhangigkeit vom ACE-Gen I/D Polymorphismus bei Patienten mit membrandser Glomerulonephritis.
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Progression

Der ACE-Gen |/D Polymorphismus beeinflusste die Progression der membrandsen
Glomerulonephritis, wie aus der Genotypverteilung und den Allelfrequenzen in der Gruppe A
(slow progressors) und der Gruppe B (fast progressors) hervorgeht (exakter Test nach

Fisher: 1l- gegen ID/DD-Gentotyp: p<0.05; Tab. 28, Abb. 50).

ACE-Gen |I/D Polymorphismus

Il ID DD I-Allel D-Allel 220 g
X =<.
Gruppe A (slow) | 32.3 % 51.6 % 16.1 % |p<0.05t 0.58 0.42 0.00
p=0.
Gruppe B (fast) - 76.9 % 231 % 0.38 0.62

Tabelle 28: Genotypverteilung und Allelfrequenzen des ACE-Gen I/D Polymorphismus in der Gruppe
A (slow progressors, n= 31) und der Gruppé B (fast progressors n= 13) bei Patienten mit

membrandser Glomerulonephritis. (1) exakter Test nach Fisher: |- vs. ID/DD-Genotyp

p<0.05 t

100 - |
80 -

60 1 O Gruppe A (n= 31)

B Gruppe B (n= 13)

%

40

20 -

Il ID DD

ACE-Gen I/D Polymorphismus

Abbildung 50: Genotypverteilung des ACE-Gen |I/D Polymorphismus in der Gruppe A (slow
progressors) und der Gruppe B (fast progressors) bei n= 44 Patienten mit membrandser
Glomerulonephritis. (1) exakter Test nach Fisher

Auf Grund der kleinen Fallzahl wurde eine signifikante Korrelation des ACE-I/D Genotyp zur
Progressionsrate anhand der 1/Cr Steigung nicht erreicht (Il: 0.044 + 0.04 ID: 0.080 + 0.09,

DD: 0.173 + 0.29 dl - mg™ Jahr", ns). Die Kaplan Meier Analyse zeigte ein signifikant
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besseres Organuberleben zehn Jahre nach der Nierenbiopsie bei den Patienten ohne ein D-

Allel (p<0.05, Abb. 51).

n=10

1,0! ------------------------------------------------

,8 p<0.05 t
C
(0]
QO
Q9 69
o
QO
= ACE-Gen I/D
S 4 Polymorphismus
@)
§ - |I-Genotyp
G ID/DD-Genotyp
=]
e
=)
<

0 2 4 6 8 10

Jahre nach Nierenbiopsie

Abbildung 51: Zehn Jahre Organiberlebensanalyse nach Kaplan Meier in Abhangigkeit vom ACE-

Gen I/D Polymorphismus bei n= 44 Patienten mit membrandser Glomerulonephritis. (1) Log Rank

Ansprechen auf die Therapie mit ACE-Hemmern
Eine durch die ACE-Hemmung erzielte Progressionsverlangsamung oder ein verbessertes

Organuberleben wurde bei keinem der ACE-I/D Genotypen nachgewiesen (ns).
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3.4.4 Einfluss des Angiotensinogen-Gen M235T Polymorphismus auf die membranése

Glomerulonephritis

Prévalenz

Die Patienten- und die Kontrollgruppe unterschieden sich nicht signifikant hinsichtlich der
Genotypverteilung und der Allelfrequenzen des AGT-M235T Polymorphismus (Tab. 29). Die
beobachteten Genotyphaufigkeiten waren vergleichbar mit den erwarteten im Rahmen des

Hardy Weinberg Gleichgewichts.

Angiotensinogen-Gen M234T Polymorphismus

MM MT TT M-Allel T-Allel
Patienten 341 % 445 % 204 % ns 0.57 0.43 ns
Probanden| 30.8 % 50.8 % 18.4 % 0.56 0.44

Tabelle 29: Genotypverteilung und Allelfrequenzen des Angiotensinogen-Gen M235T
Polymorphismus bei n= 44 Patienten mit membrandser Glomerulonephritis und n= 120

Kontrollpersonen.

Parameter zum Zeitpunkt der Biopsie
Es bestand kein signifikanter Unterschied in dem Auftrittsalter, der Nierenfunktion und der
Proteinurie zum Zeitpunkt der Biopsie zwischen Patienten mit verschiedenen AGT-M235T

Genotypen (Tab. 30).

Angiotensinogen-Gen M235T Polymorphismus o
Signifikanz
MM MT TT
Alter (Jahre) 478 £17 443 +15 41.7 £ 18 ns
Kreatinin (mg/dl) 1.2+0.5 1.3+£0.9 1.0+0.2 ns
ECC (ml/min/1.73m?) 90.7 £42 88.4 +£43 95.6 +£38 ns
Proteinurie (g/24h) 94+4.1 8.8+5.0 125+5.8 ns

Tabelle 30: Klinische und laborchemische Parameter zum Zeitpunkt der Biopsie (Mittelwert £ SD) in
Abhangigkeit vom Angiotensinogen-Gen M235T Polymorphismus bei Patienten mit membrandser
Glomerulonephritis.
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Arterielle Hypertonie

Der AGT-M235T Polymorphismus war zwar mit der Anzahl der verordneten Antihypertensiva

(p<0.05, Tab. 31, Abb. 52) aber nicht mit den absoluten Blutdruckwerten assoziiert (ns).

MM MT TT
MAP (mmHg) 105.9+7 105.4 + 11 105.1 £ 10 ns
Antihypertensiva (n) 1.5+0.9 23+13 26+14 p<0.05

Tabelle 31: Mittlerer arterieller Blutdruck und Anzahl der eingenommenen Antihypertensiva
(Mittelwerte = SD) in Abhangigkeit vom Angiotensinogen-Gen M235T Polymorphismus bei n= 44
Patienten mit membrandser Glomerulonephritis. (1) Mann Whitney U-Test: MM- vs. MT/TT-Genotyp

p<0.05 T

’ |
2-

<

©

=

2 -

§)

@

Q

>

<

< n=15 n=29
0 T T

MM MT oder TT

Angiotensinogen M235T Polymorphismus

Abbildung 52: Anzahl der eingenommenen Antihypertensiva (Mittelwert = SE) in Abhangigkeit vom
Angiotensinogen-Gen M235T Polymorphismus bei n= 44 Patienten mit membrandser
Glomerulonephritis. () Mann Whitney U-Test

Progression

Ein Einfluss des AGT-M235T Polymorphismus auf die Progression der membrandsen
Glomerulonephritis konnte nicht nachgewiesen werden. Die Genotypverteilung und die
Allelfrequenzen unterschieden sich nicht signifikant zwischen Gruppe A und Gruppe B (ns,

Tab. 32). Die Progressionsrate anhand der 1/Cr Steigung war nicht mit dem AGT-M235T
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Genotyp assoziiert (ns). Die Kaplan Meier Analyse des Organliberlebens zehn Jahre nach

der Nierenbiopsie zeigte ebenfalls kein signifikantes Ergebnis (ns, Abb. 53).

Angiotensinogen-Gen M234T Polymorphismus

MM MT TT M-Allel T-Allel
Gruppe A (slow) 322 % 51.6 % 16.1 % ns 0.58 0.42 ns
Gruppe B (fast) 38.5 % 30.8 % 30.8 % 0.54 0.46
Tabelle 32: Genotypverteilung und Allelfrequenzen des Angiotensinogen-Gen M235T

Polymorphismus in der Gruppe A (slow progressors, n= 31) und der Gruppe B (fast progressors n=

13) bei Patienten mit membrandser Glomerulonephritis.

49

ns

Angiotensinogen-Gen
2d M235T Polymorphismus

MM-Genotyp
MT/TT-Genotyp

Kumulatives Organuberleben

o
-
o

0 2 4 6
Jahre nach Nierenbiopsie

Abbildung 53: Zehn Jahre Organiberlebensanalyse nach Kaplan Meier in Abhangigkeit vom

Angiotensinogen-Gen M235T Polymorphismus bei n= 44 Patienten mit membrandser

Glomerulonephritis.

Ansprechen auf die Therapie mit ACE-Hemmern
Bei keinem der AGT-M235T Genotypen wurde eine nephroprotektive Wirkung der ACE-

Hemmung (Progressionsverlangsamung oder besseres Organiberleben) festgestellt (ns).
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3.4.5 Einfluss des Angiotensin II-Typ 1 Rezeptor-Gen A1166C Polymorphismus auf die

membranodse Glomerulonephritis

Prévalenz

Die Genotypverteilung und die Allelfrequenzen des AT;R-A1166C Polymorphismus waren

vergleichbar in der Patienten- und der Kontrollgruppe (Tab. 33). Die Genotyphaufigkeiten

entsprachen dem Hardy Weinberg Gleichgewicht. Wegen der kleinen Fallzahl der Patienten

mit membrandser Glomerulonephritis und dem CC-Genotyp (n= 4) wurden die AC und CC-

Genotypen zusammen ausgewertet.

Angiotensin II-Typ 1 Rezeptor-Gen A1166C Polymorphismus

AA AC CcC
Patienten 409 % 50.0 % 9.1%
Probanden| 57.1 % 37.5% 10.8 %

ns

ns

A-Allel C-Allel
0.66 0.34
0.70 0.30

Tabelle 33: Genotypverteilung und Allelfrequenzen des Angiotensin 1I-Typ 1 Rezeptor-Gen A1166C

Polymorphismus bei

Kontrollpersonen.

Parameter zum Zeitpunkt der Biopsie

44 Patienten mit

membranoser

Glomerulonephritis und n= 120

Der AT,R-A1166C Polymorphismus war mit keinem der untersuchten klinischen und

laborchemischen Parameter zum Zeitpunkt der Biopsie assoziiert (Tab. 34).

Angiotensin II-Typ1 Rezeptor-Gen Polymorphismus

A N Signifikanz
Alter (Jahre) 419+19 47.0+14 ns
Kreatinin (mg/dl) 1.5+£0.9 1.1£04 ns
ECC (ml/min/1.73m?) 80.0 +43 97.7 + 34 ns
Proteinurie (g/24h) 10.2+5.0 95+49 ns
MAP (mmHg) 105.9+10 105.2+9 ns
Antihypertensiva (n) 22+ 14 20+1.2 ns

Tabelle 34: Klinische und laborchemische Parameter zum Zeitpunkt der Biopsie (Mittelwert £ SD) in

Abhangigkeit vom Angiotensin 1I-Typ 1 Rezeptor-Gen A1166C Polymorphismus bei Patienten mit

membrandser Glomerulonephritis.
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Progression

Die Progression der membrantsen Glomerulonephritis wurde nicht vom ATR-A1166C
Polymorphismus beeinflusst. Die Genotypverteilung und die Allelfrequenzen unterschieden
sich nicht signifikant zwischen der Gruppe A und der Gruppe B (ns, Tab. 35). Die
Progressionsrate anhand der 1/Cr Steigung war nicht mit dem ATR-A1166C
Polymorphismus assoziiert (AA: -0.094 + 0.20, AC/CC: -0.084 + 0.08 dl-mg™- Jahr”, ns). Die
Kaplan Meier Analyse des zehn Jahre Organiberlebens zeigte kein signifikantes Ergebnis

(Abb. 54).

Angiotensin II-Typ 1 Rezeptor-Gen A1166C Polymorphismus

AA AC/CC A-Allel C-Allel
Gruppe A (slow) 42.5 % 54.8 % ns 0.68 0.32 ns
Gruppe B (fast) 30.8 % 69.2 % 0.62 0.38

Tabelle 35: Genotypverteilung und Allelfrequenzen des Angiotensin Il — Typ 1 Rezeptor-Gen A1166C
Polymorphismus in der Gruppe A (slow progressors, n= 31) und der Gruppe B (fast progressors n=

13) bei Patienten mit membrandser Glomerulonephritis.

Angiotensin II-Typ 1 Rezeptor-Gen

21 A1166C Polymorphismus

-—-—-———-- AA-Genotyp
AC/CC-Genotyp

Kumulatives Organuberleben

Jahre nach Nierenbiopsie

Abbildung 54: Zehn Jahre Organiberlebensanalyse nach Kaplan Meier in Abhangigkeit vom
Angiotensin 1I-Typ 1 Rezeptor-Gen A1166C Polymorphismus bei n= 44 Patienten mit membrand&ser

Glomerulonephritis.
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Ansprechen auf die Therapie mit ACE-Hemmern
Die ACE-Hemmung erbrachte keinen Effekt auf die Progressionsrate (1/Cr Steigung) oder

auf das Organuberleben bei allen AT{R-A1166C Genotypen (ns).

3.4.6 Kombinierte Analyse des Einflusses der genetischen Polymorphismen des RAS

auf die membranose Glomerulonephritis

Progression

In der kombinierten Analyse des ACE-I/D und des AGT-M235T Polymorphismus konnte ein
synergistischer Einfluss auf die Progression der membranésen Glomerulonephritis
nachgewiesen werden. Die Patienten mit drei oder vier ACE-D und AGT-T Allelen (DD/TT-,
DD/MT- oder ID/TT-Genotypen) gehdrten haufiger zur Gruppe B (fast progressors) im
Vergleich zu den Patienten mit den restlichen Genotypen (p<0.01, Abb. 55).

p<0.01 1

100 ~

80 -

60 -

%

O Gruppe A (n= 31)
B Gruppe B (n= 13)

40 -

20 A

<2 >2
Anzahl der ACE-D und ATG-T Allele

Abbildung 55: Kombinierte Darstellung der Anzahl der ACE-D und AGT-T Allele in der Gruppe A
(slow progressors) und der Gruppe B (fast progressors) bei Patienten mit membrandser
Glomerulonephritis. (1) exakter Test nach Fisher

Die Patienten mit drei oder vier ACE-D oder AGT-T Allelen wiesen weiterhin eine schnellere
Progression anhand der 1/Cr Steigung auf (p<0.05, Abb. 56). In der Kaplan Meier Analyse
wurde ein relativ schlechteres Organiberleben zehn Jahre nach Nierenbiopsie bei Patienten

mit diesen Genotypen festgestellt, eine Signifikanz wurde jedoch nicht erreicht (ns, Abb. 57).
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Progression (1/Cr Steigung in dl-mg-t-Jahr-1)

an p<0.05 t

N = 33 1
<2 >2

Anzahl der ACE-D und ATG-T Allele

Abbildung 56: Steigung der Kurve des reziproken Serumkreatinins pro Zeit (Mittelwert + SE in dl-mg™-

Jahr’1) bei n= 44 Patienten mit membrandser Glomerulonephritis in Abhangigkeit von der Anzahl der
ACE-Gen D- und Angiotensinogen-Gen T-Allele. (1) Mann Whitney U-Test
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Abbildung 57: Zehn Jahre Organuberlebensanalyse nach Kaplan Meier in Abhangigkeit von dem
ACE-I/D und dem AGT-M235T Polymorphismus bei n= 44 Patienten mit membrandser

Glomerulonephritis.
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3.4.7 Zusammenfassung des Einflusses der genetischen Polymorphismen des RAS

auf die membranose Glomerulonephritis

Das Auftrittsalter und die Proteinurie (als Mal® des nephrotischen Syndroms) wurde von
keinem der Polymorphismen beeinflusst (Tab. 36). Patienten mit dem TT-Genotyp des
Angiotensinogen-Gen  Polymorphismus  bendtigten eine  gréflere  Anzahl  von
Antihypertensiva. Die Progression der membrandsen Glomerulonephritis war mit dem ACE-
I/D Polymorphismus assoziiert. Dieser Effekt kam noch deutlicher bei der kombinierten
Analyse des ACE-I/D mit dem AGT-M235T Polymorphismus zum Vorschein. Ein Einfluss

des AT,R-A1166C Polymorphismus auf die untersuchten Parametern war nicht nachweisbar.

ACE IID
ACE-I/D AGT-M235T + AT.R-A1166C

AGT-M235T(1)

Proteinurie - - - -

Hypertonie - + - -

Progression + - + -

Ansprechen auf die
ACE-Hemmung

Tabelle 36: Zusammenfassende Darstellung des Einflusses der genetischen Polymorphismen des
RAS auf die klinischen Parameter der membrandsen Glomerulonephritis. (1) kombinierte Analyse der

ACE-Gen I/D und Angiotensinogen-Gen M235T Polymorphismen
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4. Diskussion

4.1 Das Renin-Angiotensin-System und die Progression der chronischen
Nierenerkrankungen

Das Renin-Angiotensin-System (RAS) gilt sowohl aufgrund seiner Rolle in der Regulation
des systemischen Blutdrucks und der renalen Hamodynamik als auch wegen der
trophischen Effekte seiner Endprodukte als einer der entscheidenden Faktoren, die zur
Progression der chronischen Nierenerkrankungen beitragen. Angiotensin Il (Ang-Il) fihrt zu
einer Widerstandserhdhung des ,vas efferents* und damit zu einer intraglomerularen

Hypertonie'®, die im Wesentlich fiir das Fortschreiten der glomeruldren Erkrankungen

104
d

verantwortlich gemacht wird™. Abgesehen von den funktionellen, hamodynamischen

Einflissen, wurden nach Applikation von Ang-ll auch morphologische Veranderungen

107, 108

beobachtet'®. Angiotensin-Il stimulierte die Proliferation® und/oder die

Hypertrophie'® "% 11" 1% ger Mesangiumzellen und die Produktion von Matrixproteinen'® "%

107. 111 sowohl in der Zellkultur als auch im Tiermodell. Diese Wirkungen werden mindestens
zum Teil durch die Steigerung der Expression des Gens des Wachstumsfaktors TGF-3
(transforming growth factor beta) vermittelt'’’. Auch in Tubuluszellen ruft Ang-ll eine
Zellhypertrophie und eine erhohte Kollagensynthese durch Hochregulierung des Gens des
TGF-B hervor''? ', Neben TGF-B wurden auch andere Mediatoren von Ang-ll identifiziert,
wie z.B. PDGF (platelet-derived growth factor)''* ', bFGF (basic fiborblast growth factor)'"®,
PAI-1 (plasminogen activator inhibitor-1)""® """ oder das Chemokin RANTES (regulated upon
activation normal T cell expressed and secreted)''®. Angiotensin Il induziert auRerdem die

4 oder

Expression von wachstumsférdernden Genen, wie c-fos'"®, c-jun'®, c-myc
Erg_1121,108_

Abgesehen von den pathophysiologischen Hintergriinden, gibt es auch klinische Hinweise
dafur, dass ein hochreguliertes lokales RAS an der Progredienz der chronischen
glomeruldren Erkrankungen beteiligt ist, z.B. bei Patienten mit IgA Nephropathie'®. Die
Nephroprotektion, die durch die ACE-Hemmung erzielt wird, ist ein weiteres Zeichen dafir.
Diese ist gut dokumentiert sowohl bei der diabetischen  Nephropathie

124

(Proteinurieverminderung'®, Progressionsverlangsamung'®) als auch bei nicht diabetischen

chronischen Nierenerkrankungen'?® oder auch speziell bei der IgA Nephropathie (Reduktion

128, 129, 162

der Proteinurie™® '?’, Progressionsverlangsamung ). Die langfristige Wirkung der

Therapie mit ACE-Hemmern wird nicht ausschliellich durch den Einfluss auf die
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systemische oder die renale Hamodynamik hervorgerufen'®. Bei Patienten mit IgA
Nephropathie erniedrigt die ACE-Hemmung die Permeabilitdt der Basalmembran. Dieser
Effekt ist unabhangig von den Anderungen in der glomerulidren Hamodynamik''. Die ACE-
Hemmung verhindert weiterhin morphologische Veranderungen in der Niere durch
Mechanismen, die unabhingig von der systemischen Blutdrucksenkung sind™2
Moglicherweise ist die fehlende Aktivierung der oben beschriebenen Mediatoren des Ang-ll

dafiir verantwortlich'3.

4.2 Einfluss der genetischen Polymorphismen des Renin-Angiotensin-Systems
auf die chronischen Glomerulonephritiden

Vor dem oben genannten Hintergrund wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss der drei
wichtigsten genetischen Polymorphismen des Renin-Angiotensin-Systems auf die priméare
chronische Glomerulonephritis am Beispiel der IgA Nephropathie, der fokal und segmental
sklerosierenden Glomerulonephritis und der membrandsen Glomerulonephritis untersucht.
Ziel der Studie war es, genetisch determinierte Patientensubgruppen zu identifizieren, die zu

einer schnelleren Progression pradisponiert waren.

4.2.1 IgA Nephropathie

Das mannliche Geschlecht, das hohe Auftrittsalter, eine bereits bei Erstvorstellung
eingeschrankte Nierenfunktion, eine groRe Proteinurie bzw. das Vorliegen eines
nephrotischen Syndroms und die arterielle Hypertonie gelten als Progressionsfaktoren, die
mit einer schlechteren Prognose bei Patienten mit IgA Nephropathie assoziiert sind"** *°. In
unserem Patientenkollektiv (n= 107) lieR sich diese Aussage nur fur das Ausmal} der
Proteinurie bzw. das Vorliegen eines nephrotischen Syndroms und die arterielle Hypertonie
bestatigen (siehe 3.2.1). Wir konnten aullerdem eine hoéhere ACE-Serumaktivitat bei
Patienten mit einer schnelleren Progression nachweisen (Abb. 17).

In unserem Patientenkollektiv wiesen 72% der Patienten eine schnelle Progression (Gruppe
B) und nur 28% der Patienten eine relativ stabile Nierenfunktion (Gruppe A) auf. Obwohl in
der Literatur eine Dialysepflichtigkeit zehn Jahre nach der ersten Manifestation in weniger als
20% der Patienten beschrieben ist'**, betrug der entsprechende Prozentsatz in unserem
Kollektiv.  71%. Die groRe Anzahl von Patienten mit einer schnellen

Funktionsverschlechterung in der vorliegenden Studie hat mdglicherweise folgenden
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Hintergrund: Falle mit einem gravierenden Verlauf werden in der Regel in die
Universitatsklinik Uberwiesen, wahrend Patienten mit einer langjahrig stabilen Nierenfunktion
haufig nur von ihren Hausarzten weiterbetreut werden. Deswegen hatten zwei Drittel der
Studienteilnehmer mit IgA Nephropathie zum Zeitpunkt der Genotypisierung bereits eine
terminale Niereninsuffizienz erreicht. Aus der gleichen Perspektive liesse sich auch die
grol3e Pravalenz der arteriellen Hypertonie (80% vs. 25%) und des nephrotischen Syndroms
(27% vs. 7%) in unserem Kollektiv im Vergleich zu Literaturberichten aus dem europaischen

Raum verstehen'®.

4.2.1.1 Einfluss des ACE-Gen I/D Polymorphismus auf die IgA Nephropathie

Die Genotypverteilung und die Allelfrequenzen des ACE-I/D Polymorphismus waren
vergleichbar in der Patienten- und der Kontrollgruppe, d.h. der Polymorphismus trug nicht zur
Entwicklung der IgA Nephropathie bei. Weiterhin beeinflusste er nicht das Auftrittsalter, die
Nierenfunktion, die Proteinurie oder den Schweregrad der begleitenden arteriellen
Hypertonie bei Diagnosestellung. Der ACE-I/D Polymorphismus war nicht mit der
Progression der Erkrankung im gesamten Patientenkollektiv assoziiert (n= 107, Tab. 7). Ein
Zusammenhang zur Progression konnte nur in der nicht mit ACE-Hemmern therapierten
Subgruppe (n= 38) nachgewiesen werden (Abb. 18). Diese Ergebnisse legen den Schluss
nahe, dass der Effekt des ACE-I/D Polymorphismus durch die ACE-Hemmung maskiert bzw.
aufgehoben werden kann. Die Behandlung mit ACE-Hemmern erbrachte keinen signifikanten
Vorteil beim lI-Genotyp; bei den ID- und DD-Genotypen dagegen bewirkte sie eine deutliche
Progressionsverlangsamung, so dass sich die Progressionsrate bei diesen Genotypen der
des II-Genotyps anglich (Abb. 22).

Seit der Beschreibung des ACE-I/D Polymorphismus sind etliche Berichte Uber seinen
Einfluss auf die IgA Nephropathie in verschiedenen ethnischen Gruppen erschienen (Tab.
37). In keiner dieser Studien konnte eine Pradisposition zum Auftreten der IgA Nephropathie
durch den Polymorphismus nachgewiesen werden. In Ubereinstimmung zu unseren
Ergebnissen wurde das Erscheinungsbild der Erkrankung (Alter, Nierenfunktion bei
Diagnosestellung, Proteinurie und arterielle Hypertonie) bis auf Ausnahmeféllen

138

(Proteinurie™*, Hypertonie™®) vom ACE-Gen /D Polymorphismus nicht beeinflusst. Die

meisten der Autoren stellten eine Assoziation mit dem klinischen Verlauf der Erkrankung™”

138, 139, 141, 145 ynd dem Schweregrad des pathologischen Befalls'™® " %6 fest. In einigen
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Diskussion

140, 143
)

Studien, unter anderen auch in den zwei grofiten war ein Einfluss des ACE-I/D

Polymorphismus auf die Progression der IgA Nephropathie nicht reproduzierbar®® ' 142,

Eine mogliche Erklarung fir diese Diskrepanz kdnnten die unterschiedlichen ethnischen
Hintergrinden darstellen (vgl. Frequenz des D-Allels bei Kaukasiern: 0.56, bei Afrikanern:
0.60 und bei Asiaten: 0.39, p<0.001"; Assoziation mit der Entwicklung einer diabetischen

Nephropathie bei nicht insulinpflichtigen Diabetikern bei Asiaten, aber nicht bei

147, 29, 30

Kaukasiern ). Die unterschiedlichen Therapieansatze (ACE-Hemmung, angestrebte

Blutdruckwerte, Immunsuppression usw.) waren auch zu beachten.

Interessanterweise wurde der DD-Genotyp mit einem schwereren Verlauf der Schonlein-
Henoch Purpura assoziiert, einer systemischen Vaskulitis, deren nierenbioptischer Befund
sich kaum von der IgA Nephropathie unterscheiden lisst'*. Dieser Befund wurde von

anderen Autoren jedoch nicht bestatigt'*® ™.

Pharmakogenetik

Bei Patienten mit chronischer Glomerulonephritis existiert eine groRe Variabilitdt, welches
das Ansprechen auf die ACE-Hemmung betrifft'*". Mit der Annahme, das diese Variabilitit
einen genetischen Hintergrund haben konnte, hat sich die Analyse der
pharmakogenetischen Interaktion zwischen ACE-Hemmern und dem ACE-I/D
Polymorphismus zu einem faszinierenden Forschungsgebiet entwickelt. Ziel der
Untersuchungen ist, Patientensubgruppen, die genetisch zu einer Resistenz gegeniber
ACE-Hemmern veranlagt sind, zu identifizieren, um sie zuklnftig intensiver bzw. anhand von
alternativen Therapiestrategien zu behandeln. Zum Vergleich der Effektivitat der ACE-
Hemmung in den genetischen Subgruppen, wurde abgesehen vom ,goldenen Standard“ der
Progressionrate (Steigung des reziproken Serumkreatinins oder Anderung der ECC bzw. der
GFR) auch die Proteinuriesenkung verwendet, die in den ersten Monaten nach
Therapiebeginn erreicht wurde. Diese gibt Auskunft Uber das langfristige nephroprotektive
Ergebnis der ACE-Hemmung'®* 1%,

In der Literatur werden zwei Thesen bezlglich des Effektes des ACE-I/D Polymorphismus

auf die Effektivitat der ACE-Hemmung vertreten (Tab. 38):
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Diskussion

These A: Der DD-Genotyp profitiert mehr von einer ACE-Hemmung

Sind Patienten mit dem DD-Genotyp bessere Kandidaten fir eine ACE-Hemmertherapie,
bzw. profitieren sie mehr von ihr, weil sie erhdhte ACE-Spiegel und ein hdheres
Progressionspotential aufweisen? Studien sowohl bei Patienten mit IgA Nephropathie'’ als
auch mit diabetischer Nephropathie’ oder bei gemischten Kollektiven'® 197 160
beobachteten eine grolRere Reduktion der Proteinurie nach ACE-Hemmergabe beim DD-
Genotyp (bzw. D-Allel). Auch in der vorliegenden Studie war eine Verminderung der
Proteinurie durch die ACE-Hemmung bei Patienten mit IgA Nephropathie nur bei
Vorhandensein mindestens eines D-Alleles (ID/DD-Genotypen) nachweisbar (Abb. 20-21).
Weiterhin haben wir eine durch die ACE-Hemmung erzielte Progressionsverlangsamung nur
bei den ID/DD-Genotypen festgestellt (Abb. 22). Dieses entspricht den Befunden anderer

154

Autoren bei Patienten mit IgA Nephropathie'** oder weniger homogenen Kollektiven'®.

These B: Beim DD-Genotyp ist die libliche ACE-Hemmung nicht ausreichend

Reicht bei Patienten mit dem DD-Genotyp wegen der erhohten ACE-Aktivitat die Ubliche
ACE-Hemmerdosierung nicht aus? Ist bei diesen Patienten eine Dosissteigerung oder sogar
zusatzliche Therapieansatze (z.B. kombinierte Gabe von ACE-Hemmern und AT Rezeptor
Antagonisten) erforderlich? Beim II-Genotyp bewirkte die ACE-Hemmergabe eine starkere
und langer anhaltende ACE-Blockade als beim DD-Genotyp'®, ein Zeichen dafiir, dass beim
DD-Genotyp eine ACE-Restaktivitat vorhanden blieb. Die durch ACE- Hemmung
hervorgerufenen Anderungen in der renalen Hamodynamik waren weniger ausgepragt bei
Probanden mit dem DD-Genotyp'®. In vielen Studien bei verschiedenen
Nierenerkrankungen bewirkte die ACE-Hemmung beim DD-Genotyp keine signifikante

Verminderung der Proteinurie'> %8 162

und Patienten mit dem DD-Genotyp wiesen trotz
ACE-Hemmung weiterhin eine schnellere Progression auf'*®"®'. Diese Ergebnisse sprechen
fur eine Ineffektivitat der ACE-Hemmertherapie beim DD-Genotyp zumindest in der Ublichen
Dosierung.

Diese zwei Thesen schlieBen sich nicht zwangslaufig gegenseitig aus. Nach ACE-
Hemmergabe wurde ein groRerer Abfall der ACE-Serumaktivitat bei Probanden mit dem D-
Allel gemessen (entspricht der These A), trotzdem war der ACE-Spiegel immer noch héher
beim DD-Genotyp im Vergleich zum II-Genotyp (entspricht der These B)'®. Die Probanden

mit dem DD-Genotyp profitierten also mehr von der Medikamentengabe, wiesen aber

trotzdem immer noch héhere Werte als die Probanden mit dem II-Genotyp auf. Der Einfluss
87
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Diskussion

des ACE-I/D Polymorphismus auf die Effektivitdt der ACE-Hemmung kénnte je nach
Grunderkrankung, Dosierung, Praparat, Blutdruckeinstellung, Natrium-Haushalt und
Beobachtungsdauer variieren.  Aus dieser Sicht ist auch die Diskrepanz der o.g.
Ergebnissen von Studien mit unterschiedlichem Studienaufbau und Untersuchungsmaterial

zu betrachten.

4.2.1.2 Einfluss des Angiotensinogen-Gen M235T Polymorphismus auf die IgA
Nephropathie

Beim Vergleich der Allelfrequenzen des AGT-M235T Polymorphismus zwischen den
Patienten und den nierengesunden Probanden wurde ein grenzwertiger Unterschied
(p=0.054) beobachtet, der fir einen kausalen Zusammenhang des T-Allels mit dem Auftreten
der IgA Nephropathie sprechen konnte. Dieser Zusammenhang ist aus pathophysiologischer
Sicht schwierig nachvollziehbar und wurde bei anderen Studien mit ahnlicher Fragestellung
widerlegt'®” 1" 143188 " Diese eher falsch positive Assoziation ist wahrscheinlich auf ein
methodologisches Problem der vorliegenden Studie zurlckzufiihren. Aus den in 4.2.1
erwahnten Grinden bestand unser Kollektiv zu mehr als zwei drittel aus Patienten mit einer
schnellen Progression, bei denen das T-Allel haufiger war (siehe 3.2.4). Wirde sich unser
Kollektiv gleichmalig aus slow und fast progressors oder gar vorwiegend aus slow
progressors zusammensetzten, so wirde der 0.g. Zusammenhang nicht mehr bestehen. Der
Vergleich unserer Befunde mit den beschriebenen Allelfrequenzen in der Literatur unterstitzt
diese Annahme. Die Frequenz des T-Allels in unserer Kontrollgruppe (0.44) war ahnlich mit
der berechneten Allelfrequenz fiir Kaukasiern (0.42) in einer groBen Metaanalyse™. Im
Gegensatz dazu war sie bei unseren Patienten mit 0.53 deutlich héher als in den zwei
anderen Patientengruppen aus dem kaukasischen Raum [0.41 (n= 168)'** und 0.39 (n=
64)"".

Wir konnten einen signifikanten Einfluss des AGT-M235T Polymorphismus auf das Vorliegen
eines nephrotischen Syndroms, den Schweregrad der arteriellen Hypertonie und auf die
Progression der IgA Nephropathie nachweisen (Abb. 24-28). Diese Befunde entsprechen

generell den bisherigen Berichten in der Literatur (Tab. 39a). Ein Zusammenhang zu dem

3 143, 168

Ausmal der Proteinurie™® und der Progression wurde auch von anderen Autoren

beobachtet. Ein beschriebener Einfluss auf das Auftrittsalter'® wurde in unserem Kollektiv

nur als Tendenz festgestellt. Auch im Fall des AGT-M235T Polymorphismus sind negative
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Diskussion

Ergebnisse verdffentlicht worden, welches seinen Effekt auf die Progression der Erkrankung
betrifft'®” "' Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen konnten Pei et al kein Zusammenhang
zum arteriellen Blutdruck nachweisen'®. Dieses diirfte daran liegen, dass —&hnlich wie in der
vorliegenden Studie- die meisten Patienten bereits unter antihypertensiver Therapie standen.
Schliel3lich wurde der AGT-M235T Polymorphismus mit der Entwicklung einer arteriellen
Hypertonie in zahlreichen Studien bei nierengesunden assoziiert*!: 44 69 170. 171, 172, 173
welches fir eine entsprechende Rolle auch bei Patienten mit IgA Nephropathie spricht.

Wir stellten eine hdhere Effektivitat der Therapie mit ACE-Hemmern bei Patienten mit dem
AGT-TT Genotyp fest (Abb. 29-31). In der Literatur wurde nur von einem starkeren
antihypertensiven Effekt der ACE-Hemmung beim T-Allel'”* berichtet, welches allerdings in

anderen Studien nicht bestétigt wurde'™ '7®.

4.21.3 Einfluss des AT; Rezeptor-Gen A1166C Polymorphismus auf die IgA
Nephropathie

177,141,143 war das AT;R-C Allel in unserem Kollektiv nicht mit

Ahnlich wie bei anderen Studien
einem groReren Progressionspotential verbunden (Tab. 39b). Im Gegensatz dazu schien er
in Teilen der Analyse eine protektive Wirkung zu haben (Tab. 11). Eine erhéhte Frequenz
des C-Allels in Subgruppen mit langsamer Progression wurde auch von anderen Autoren'

berichtet. Auffallig war die fehlende Assoziation zum arteriellen Blutdruck.

4.2.1.4 Kombinierte Analyse des Einflusses der Polymorphismen des RAS auf die IgA
Nephropathie

Die kombinierte Analyse der ACE-I/D und AGT-M235T Polymorphismen zeigte einen
synergistischen Effekt in Bezug auf die Progression (Abb. 33-34) und das Ansprechen auf
die ACE-Hemmung (Abb. 35-37). Ein ahnlicher additiver Effekt ist fir das Risiko fur

Myokardinfarkt*® und die Entwicklung diabetischer Nephropathie®® beschrieben worden.
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Diskussion

4.2.2 Fokal und segmental sklerosierende Glomerulonephritis

In der vorliegenden Arbeit wurden n= 62 Patienten mit einer bioptisch gesicherten FSGN
untersucht. Funf Jahre nach Nierenbiopsie hatten 69% der Patienten noch eine erhaltene
primare Nierenfunktion. Der entsprechende Prozentsatz in der Literatur liegt bei 75%'"2. Fiir
diesen Unterschied kénnten die in 4.2.1 erwahnten Grinden verantwortlich gemacht werden.
Ein junges Auftrittsalter und hohe arterielle Blutdruckwerte waren in unserem

Patientenkollektiv mit einer schlechteren Prognose assoziiert (siehe 3.3.1).

4.2.2.1 Einfluss der genetischen Polymorphismen des RAS auf die FSGN

Die Genotypverteilung der untersuchen Polymorphismen war vergleichbar in der Patienten-
und in der Kontrollgruppe, d.h. die Polymorphismen pradisponierten nicht zum Auftreten der
fokal segmental sklerosierenden Glomerulonephritis. Bei Patienten mit einem T-Allel des
AGT-M235T Polymorphismus wurden hohere mittlere Blutdruckwerte und eine grofere
Anzahl von eingenommenen Antihypertensiva nachgewiesen (Abb. 42, 43). Der DD-Genotyp
des ACE-Gen Polymorphismus war mit einer schlechteren Prognose assoziiert (Tab. 17).
Die Untersuchung des AT{R-A1166C und die kombinierte Analyse der ACE-I/D und AGT-
M235T Polymorphismen zeigte keinen signifikanten Befund.

In der Literatur existieren zwei Berichte Uber den Effekt der Polymorphismen des RAS auf
die FSGN, in beiden Fallen handelt es sich um Studien bei Kindern (Tab. 40 a,b,c). Analog
zu unseren Ergebnissen war der ACE-I/D Polymorphismus nicht mit dem Auftrittsalter und
der arteriellen Hypertonie assoziiert'”®. Die Progression der Erkrankung wurde vom ACE-I/D

aber nicht vom AGT-M235T oder dem AT;R-A1166C Polymorphismus beeinflusst'®°.
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Diskussion

4.2.3 Membrandse Glomerulonephritis

Unser Kollektiv umfasste n= 44 Patienten mit bioptisch gesicherter membrandser
Glomerulonephritis. Auch dieses Patientenkollektiv zeigte einen gravierenderen Verlauf im
Vergleich zu anderen Berichten (eingetretene dialysepflichtige Niereninsuffizienz innerhalb
der ersten 10 Jahren bei 47% unserer Patienten vs. 33% in der Literatur®'). Von den
erhobenen klinischen und laborchemischen Parametern zum Zeitpunkt der Biopsie war nur
ein erhdhtes Ausgangsserumkreatinin mit einer schlechteren Prognose assoziiert (siehe
3.4.1, Tab. 25). Eine eingeschrankte Nierenfunktion bereits bei Diagnosestellung und das
Vorliegen eines nephrotischen Syndroms wurden auch in der Literatur als die wichtigsten

Progressionsfaktoren betrachtet'*.

4.2.3.1 Einfluss der genetischen Polymorphismen des RAS auf die membrandse
Glomerulonephritis

In der vorliegenden Untersuchung war kein Einfluss der untersuchten Polymorphismen auf
die Inzidenz der membrandsen Glomerulonephritis nachweisbar. Der AGT-M235T
Polymorphismus beeinflusste den Schweregrad des Bluthochdrucks in Bezug auf die Anzahl
der verordneten Antihypertensiva (Abb. 52). Der ACE-I/D Polymorphismus war mit der
Progression der membrandsen Glomerulonephritis assoziiert (Abb. 50). Die kombinierte
Analyse der ACE-I/D und AGT-M235T Polymorphismen erlaubte eine noch prazisere
Identifizierung der Genotypkonstellationen, die mit einer schlechteren Prognose verknlpft
waren (Abb. 55, 59). Ein Zusammenhang des AT{R-A1166C mit den untersuchten
Parametern wurde nicht festgestellt. Unsere Resultate stehen in Unstimmigkeit mit einer
anderen Studie, die keine Assoziation der ACE-I/D und AGT-M235T Polymorphismen mit der

Progression der membrandsen Glomerulonephritis beobachtete' (Tab. 41 a,b,c).
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Diskussion

4.3 Vom Genotyp zum Phanotyp

4.3.1 Angiotensin I-Converting Enzym-Gen I/D Polymorphismus

Vom ACE-I/D Polymorphismus zum ACE-Spiegel

Der genaue Mechanismus, mit dem der ACE-I/D Polymorphismus den ACE-Spiegel
beeinflusst, ist noch nicht véllig geklart. Die ACE-Serumkonzentration kdnnte von drei
Faktoren abhangen: a) Synthese in den Zellen, b) Freisetzung ins Plasma und c) Entfernung
aus der Zirkulation. Da ein Einfluss des ACE-I/D Polymorphismus auch auf Gewebeebene
nachweisbar ist> " muss man von einer Modulation wahrend der Synthese in den Zellen
ausgehen. Der Nachweis von erhdhten zytoplasmatischen ACE-mRNA-Konzentrationen

beim D-Allel unterstiitzt diese Schlussfolgerung®.

ACE-I/D: Marker oder funktioneller Genlocus?

Die Frage, ob der ACE-I/D Locus funktionell ist oder nicht, bleibt immer noch Gegenstand
der Diskussion. Fur eine Funktionalitat spricht die Tatsache, dass ein Teil der im D-Allel nicht
vorhandenen Sequenz sehr &hnlich mit einer bekannten Unterdriickungssequenz ist'®. Es
bestehen Hinweise daflr, dass diese Unterdrickungssequenz beim [-Allel durch
Suppression der Transkription die Menge des produzierten Enzyms reguliert®®. Ihre
Abwesenheit kdnnte die beschriebene Uberexpression des ACE-Gens'® und demzufolge die
héheren ACE-Spiegeln beim D-Allel erklaren. Es handelt sich um eine sehr verlockende
Hypothese, es gibt aber auch Argumente, die dagegen sprechen. In einer kombinierten
Segregation- and Kopplungsstudie ergaben sich starke Hinweise dafur, dass der ACE-I/D
Polymorphismus nicht direkt an der genetischen Regulation des ACE-Spiegels beteiligt ist,
sondern nur ein neutraler Marker eines anderen wirklich funktionellen Genlocus ist. Dieser
funktionelle Genlocus soll sehr nah am I/D Locus liegen und deswegen fast immer
zusammen mit ihm vererbt werden'®®. Gegen eine Funktionalitit des ACE-I/D
Polymorphismus spricht auch der Befund, dass er keinen Einfluss auf den Spiegel des
testikularen ACE hat, obwohl sich der Promoter fur das testikuldre ACE-mRNA im Intron 12
befindet (siehe 2.4.2.3) und das testikulare ACE-mRNA die nachfolgenden Introne und

Exone, Intron 16 inklusive (in dem der I/D Polymorphismus liegt), enthalt'®’.

Regulierung der Expression des ACE-Gens: einer oder mehrere Genloci?
Die nicht hundertprozentige Abhangigkeit des ACE-Spiegels vom ACE-I/D Polymorphismus

ist durch die Mitwirkung von weiteren modulatorischen Genloci zu verstehen (abgesehen von
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sekundaren z.B. hormonellen Einflissen). Der ACE-I/D Polymorphismus von alleine kann
nicht die gesamte intrafamilidre Ahnlichkeit der ACE-Serumaktivitit erklaren®. Hinweise fiir
die Existenz eines zweiten theoretischen Genlocus, ebenfalls mit Einfluss auf den ACE-
Spiegel, weit entfernt'®® (mdglicherweise auf einem anderen Chromosom) oder im ACE-
Gen'® (z.B. in der 5" flanking“ Region) haben sich bereits ergeben.

Vom ACE-Spiegel zur Klinik

Die ACE-Serumkonzentration gilt generell nicht als geschwindigkeitsbestimmend bei der
Konvertierung von Ang-l in Ang-ll. Trotzdem fuhrte eine erhohte ACE-Expression in der
Arterienwand zu einer gesteigerten lokalen Umwandlung von Ang-l in Ang-II"®* und zu

morphologischen Verinderungen in Form einer Hypertrophie'®

. Auch der Serumspiegel des
Angiotensin |-Converting Enzyms korrelierte mit der Wandbreite der groBen Arterien'™".
Erhdhte ACE-Konzentrationen durften also von klinischer Bedeutung sein.

Der DD-Genotyp des ACE-I/D Polymorphismus wurde mit einer gesteigerten Umwandlung

192, 194

von Ang-l in Ang-II"% "% und einer erhdhter Reaktion auf Ang-l Infusion assoziiert.

Diese Beobachtungen konnten in anderen Studien nicht bestatigt werden'®® "% %7 Eijn
erhohter Ang-lI-Serumspiegel beim DD-Genotyp war aufderdem in keiner der Arbeiten
nachweisbar'® 194 195 196. 197 "pigs durch den ACE-I/D Polymorphismus bedingte Erhéhung
des ACE-Spiegels scheint also keine Auswirkung auf das Hauptendprodukt des RAS (Ang-Il)
zu haben, zumindest welches die Serumkonzentration betrifft. Uber die Ang-Il Konzentration
auf Gewebeebene existieren zur Zeit noch keine Berichte. Ebenfalls mehr Aufmerksamkeit
bedarf der Einfluss des ACE-I/D Polymorphismus auf den Metabolismus anderer Substrate

des ,Angiotensin Converting Enzyms* (z.B. Effekt auf die Bradykinindegradierung'® ' 1%

und demzufolge auf die NO-Synthese®™).

ACE-Serumkonzentration, ACE-I/D Polymorphismus und arterielle Hypertonie

Eine Assoziation des ACE-I/D Polymorphismus mit der arteriellen Hypertonie war nicht
nachweisbar®. Es handelte sich um keinen (iberraschenden Befund: Die ACE-Serumaktivitét
selber (durch die der ACE-I/D Polymorphismus seine Wirkung austben soll) korreliert nicht
zum arteriellen Blutdruck® ?°'. In transgenen Mausen mit einer, zwei oder drei Kopien des
ACE-Gens, war die ACE-Serumaktivitat zwar direkt proportional zur Anzahl der vorhandenen

Genkopien, ein Einfluss auf den arteriellen Blutdruck bestand jedoch nicht?®,
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4.3.2 Angiotensinogen-Gen M235T Polymorphismus

Angiotensinogen-Gen M235T Polymorphismus: Marker oder funktioneller Genlocus?

Eine rationale Erklarung, wie diese Punktmutation und die daraus resultierende Anderung
der Primarstruktur (Umwandlung von Methionin in Threonin in Aminosaure 235) die Menge
des produzierten Angiotensinogens steigern konnte, ist nicht eruierbar. Deswegen muss
angenommen werden, dass es sich um einen inaktiven aber immerhin guten Marker eines
funktionellen Genlocus handelt. Sehr wahrscheinlich handelt es sich bei der funktionellen
Variante um den G(-6)A Polymorphismus des AGT-Gens*®. Dieser Polymorphismus wurde
bereits von Jeunemaitre et al zusammen mit dem M235T Polymorphismus beschrieben®'. Er
wurde jedoch fir einige Jahre nicht weiter untersucht, da er in einem fast totalen
Kopplungsungleichgewicht mit ihm vererbt wird. Erst auf der Suche nach dem funktionellen
Genlocus hat er wieder Aufmerksamkeit erregt. Der G(-6)A Polymorphismus (Umwandlung
von Guanin in Adenin am Nukleotid in der Position —6) liegt im Promoter des AGT-Gens. Das
AGT-Gen-Promoterelement 1 (Nukleotide —25 bis —1) nimmt durch die Bindung von

93, 204, 205 Eine

Transkriptionsfaktoren eine bedeutende Rolle in der Genexpression ein
genetische Variation in dieser Region konnte in kausalem Zusammenhang mit der Menge
der Angiotensinogen-Produktion stehen. Die G/A Substitution am Nukleotid —6 fuhrt
tatséchlich zu einer gesteigerten transkriptionellen Aktivitat des Promoters in vitro®®. Durch
die Uberexpression des AGT-Gens lasst sich der beschriebene Zusammenhang des G(-6)A

Polymorphismus  zur arteriellen  Hypertonie®® 2%

-im  Gegensatz zum M235T
Polymorphismus- kausalistisch erklaren. Es ist also sehr wahrscheinlich, dass der G(-6)A
Polymorphismus fur die individuelle Unterschiede im AGT-Spiegel verantwortlich ist und der

M235T Polymorphismus nur als Marker aufgrund ihrer engen Kopplung von Bedeutung ist.

Vom Angiotensinogenspiegel zur Klinik

Lange Zeit wurde die von Renin katalysierte Degradation von AGT in Ang-I als eine Reaktion
nullter Ordnung betrachtet, d.h. die produzierte Ang-l Menge sei ausschliellich von der
Plasmareninaktivitat und nicht vom AGT-Spiegel abhangig. Spater wurde jedoch bewiesen,
dass die AGT-Konzentration im Serum sehr nah an der Michaelis Konstante liegt*®. Daraus
resultiert, dass der AGT-Spiegel neben der Reninkonzentration eine wichtige Rolle bei der
Regulation der Ang-lI Produktion spielt. Demzufolge sollte theoretisch der hohere AGT-

Spiegel beim T-Allel zu erhéhten Konzentrationen von Ang-ll und Aldosteron fuhren. Ein
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Zusammenhang des AGT-M235T Polymorphismus zu den Endprodukten des RAS konnte
jedoch nicht bestatigt werden®®. Als Erklarung dafiir wurde vorgeschlagen, dass die
vermutete Erhéhung des Ang-ll Spiegels durch eine Runterregulierung des Renins
kompensiert wird. Beim T-Allel liegt tatséchlich ein subprimiertes Renin vor*®. Selbst nach
Stimulation mit Estrogenen stieg zwar der AGT-Spiegel (beim TT- starker als beim MM-
Genotyp), die Ang-l und Ang-ll Konzentrationen blieben aber unverandert, kompensiert
durch eine verminderte Reninfreisetzung?'°.

Obwohl es nicht eindeutig bewiesen werden konnte, dass ein erhdhter AGT-Spiegel zu einer
Hochregulierung des RAS fihrt, besteht kein Zweifel daran, dass die AGT-
Serumkonzentration mit den arteriellen Blutdruckwerten in Verbindung steht®'" 2'2 213 |n
transgenen Mausen mit 0,1,2,3 oder 4 Kopien des AGT-Gens korrelierte die Anzahl der
vorhandenen Genkopien fast linear zur AGT-Konzentration und zum arteriellen Blutdruck?™.
Schlielllich ist der Zusammenhang des AGT-M235T-Polymorphismus mit dem AGT-

169, 170, 171, 172, 173, 44 in

Serumspiegel® ""* ** und der Entwicklung einer arteriellen Hypertonie
zahlreichen Studien belegt worden.

Es ist davon auszugehen, dass der AGT-M235T Polymorphismus, seinen Einfluss auf die
kardiovaskularen und renalen Erkrankungen nicht ausschlieBlich durch die Erhéhung des
systemischen Blutdrucks bewirkt, sondern auch -oder eventuell sogar vorwiegend- durch die
erhohte lokale Aktivitat des RAS in den Geweben. Der AGT-M235T Polymorphismus wurde
z.B. mit einer Verdoppelung des Risikos flr die Entwicklung einer koronaren Herzkrankheit

unabhangig vom arteriellen Blutdruck (Multivariantenanalyse) assoziiert**.

4.3.3 Angiotensin lI-Typ 1 Rezeptor-Gen A1166C Polymorphismus

Wer ist der intermedidre Phénotyp?

Im Gegensatz zu dem ACE-I/D und dem AGT-M235T Polymorphismus, bei den der
intermediare Phanotyp von Anfang an eindeutig war (ACE- bzw. AGT-Spiegel), bleibt im Fall
des AT4R-A1166C Polymorphismus der Hintergrund fiir den Zusammenhang zur arteriellen

Hypertonie immer noch unerforscht. Eine gesteigerte Antwort der Arterien auf

5

Phenylepinephrin®® und Methylergonovin®"®  (Ang-Il (ibt seine vasokonstriktive Wirkung

217 |52

teilweise durch die Steigerung der a-adrenigischen Signale“'’) und auf Ang-II>“ ist beim C-

Allel beschrieben worden. Diese Hyperreaktivitat der Arterien auf Ang-Il ware auf eine

erhohte Rezeptorenanzahl auf der Zelloberflache oder auf eine erhohte Affinitat des
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Rezeptors zuriickzuflihren. Der AT1R-A1166C Polymorphismus beeinflusst jedoch weder die
Anzahl und die Affinitat der AT;Rezeptoren auf Thrombozyten® noch die Komponenten des
RAS®®". Um die gesteigerte Antwort auf Ang-Il bei unveranderter Basiskonzentration und
Affinitat der AT:Rezeptoren zu erklaren, wurde folgendes Model vorgeschlagen: Der
Polymorphismus soll die ,Ubliche* (normale) Runterregulierung des AT,R-Gens als Antwort
auf hohe Ang-Il Konzentrationen unterdriicken®. Bei erhdhten Ang-ll Spiegeln wéren dann
die Patienten mit dem C-Allel der vollen Ang-ll Wirkung ausgesetzt, da der protektive
Mechanismus der Rezeptorenrunterregulierung unterdriickt sein soll. Auch dieses Model ist
jedoch auf molekularbiologischer Ebene noch nicht bestatigt worden. Die Frage nach dem
intermediaren Phanotyp des AT{R-A1166C Polymorphismus lasst sich also bis lang nicht

beantworten.

AT;R-A1166C: Marker oder funktioneller Genlocus?

Der AT{R-A1166C Polymorphismus liegt nicht in der kodierenden Region sondermn am 5°
Ende der 3" ,untranslated Region, hat also keine Auswirkung auf die Struktur (und
demzufolge auch auf die Affinitat) des AT,Rezeptors. Wenn Uberhaupt kénnte er nur die
Menge des produzierten Proteins beeinflussen. Selbst das gilt als unwahrscheinlich, da er
kein potentielles mMRNA Polyadenylierungs- oder Destabilizierungssignal andert*®. Obwohl es
nicht vollig ausgeschlossen werden kann, dass dieser Polymorphismus eine funktionelle
Bedeutung hat, ist es dementsprechend viel wahrscheinlicher, dass es sich um einen
inaktiven Marker einer funktionellen Variation handelt.

Dieser funktionelle Genlocus kdnnte theoretisch die Genexpression durch Regulation der
Transkriptionsaktivitat (5 ,flanking“-, Promoterregion und vier erste nicht kodierende Exone)
oder der mRNA-Stabilitét (3’ ,untranslated Region) modifizieren. Ein Polymorphismus in der
kodierenden Region kénnte auBerdem durch Anderung der Primérstruktur die Affinitat oder
die Internalizationsrate des AT Rezeptors beeinflussen. Auf der Suche nach diesem
funktionellen Genlocus wurden der Promoter und die ersten vier nicht kodierenden Exone
untersucht. Die dabei entdeckten Punktmutationen standen jedoch weder im
Kopplungsungleichgewicht mit dem A1166C Polymorphismus noch waren sie mit der
arteriellen Hypertonie assoziiert?'® #'°. Fiinf weitere Polymorphismen der kodierenden Region
wurden beschrieben (zwei davon rufen eine Anderung der Primarstruktur hervor)®?; ihre
klinische Relevanz ist noch unerforscht. Theoretisch besteht aulierdem die Moglichkeit, dass

der funktionelle Genlocus sich in den Intronen oder weiter entfernt in der 3" Region befindet.
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Vom AT;R-A1166C Polymorphismus zur Klinik
In der Literatur haufen sich Berichte Uber den fehlenden Zusammenhang des ATR-A1166C

k63, 221, 66, 58, 222

Polymorphismus zum arteriellen Blutdruc , wahrend nur wenige eine positive

Assoziation bestatigen??® 2% 174

. Selbst Bonnardeaux et al in ihrer Erstbeschreibung
bezeichneten diese Assoziation als eher schwach®. Ein Einfluss des AT;R-A1166C
Genotyps auf die renale Hdmodynamik im Ausgangsstatus oder nach Ang-Il Infusion war
nicht nachweisbar®®. Der AT;R-A1166C Polymorphismus scheint also -wenn {iberhaupt- nur
eine geringe klinische Bedeutung zu haben. Charakteristisch dafir ist, dass seine Wirkung
sich oft nicht als selbststandiger Risikofaktor sondern nur durch die Interaktion mit dem ACE-

I/D Polymorphismus nachweisen lasst® *®.
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5. Zusammenfassung und Schlussbetrachtung

Die chronische primare Glomerulonephritis stellt eine der haufigsten Ursachen der
terminalen Niereninsuffizienz dar. Das Renin-Angiotensin-System gilt sowohl aufgrund seiner
Rolle in der Regulation des systemischen Blutdrucks und der renalen Hamodynamik als
auch wegen der proliferativen Wirkung seiner Endprodukte als einer der entscheidenden
Faktoren, die zur Progression der chronischen Nierenerkrankungen beitragen. In der
vorliegenden Studie wurde der Einfluss genetischer Polymorphismen des RAS auf die
chronische Glomerulonephritis am Beispiel der IgA Nephropathie, der fokal und segmental
sklerosierenden Glomerulonephritis und der membrandsen Glomerulonephritis untersucht
Unser Kollektiv bestand aus n= 213 Patienten mit einer bioptisch gesicherten primaren
Glomerulonephritis  (IgA  Nephropathie: 107; fokal und segmental sklerosierende
Glomerulonephritis: 62; membrandse Glomerulonephritis: 44). Bestimmt wurden die drei
wichtigsten Polymorphismen des RAS: der ACE-Gen I/D, der Angiotensinogen-Gen (AGT)
M235T und der Angiotensin |I-Typ1 Rezeptor-Gen (AT/R) A1166C Polymorphismus.
Beschrieben ist beim ACE-I/D Polymorphismus eine Korrelation zur ACE-Konzentration und
beim AGT-M235T Polymorphismus eine Assoziation mit dem Angiotensinogenspiegel und
der arteriellen Hypertonie. Der AT{R-A1166C Polymorphismus ist in der in der Literatur
ebenfalls mit der Entwicklung einer arteriellen Hypertonie in Verbindung gebracht worden.
Bei Patienten mit IgA Nephropathie beeinflussten der ACE-I/D und der AGT-M235T
Polymorphismus die Progression der Erkrankung und die Effektivitdt der ACE-Hemmung
(Tab. 42). In der kombinierten Analyse zeigte sich eine Interaktion der ACE-I/D und AGT-
M235T Polymorphismen. Der AGT-M235T Polymorphismus war zusatzlich mit dem
Vorliegen eines nephrotischen Syndroms assoziiert.

Die Progression der FSGN war nur mit dem ACE-I/D Polymorphismus verknUpft.
Moglicherweise aufgrund der kleinen Fallzahl wurde eine Signifikanz in der kombinierten
Betrachtung der ACE-I/D und AGT-M235T Polymorphismen nicht erreicht.

Das D-Allel des ACE-I/D Polymorphismus ging mit einer schlechteren Prognose bei
Patienten mit membranéser Glomerulonephritis einher. Die kombinierte Auswertung der
ACE-I/D und AGT-M235T Genotypen erlaubte eine noch genauere Identifizierung der
Patienten mit einem hoheren Progressionspotenzial.

Der AGT-M235T Polymorphismus war bei allen Glomerulonephritisformen mit dem

Schweregrad der arteriellen Hypertonie assoziiert. Wir konnten keinen Einfluss des AT R-
102



Zusammenfassung und Schlussbetrachtung

A1166C Polymorphismus auf die untersuchten Parameter bei allen
Glomerulonephritisformen nachweisen.
ACE I/D
ACE-I/D AGT-M235T + AT,R-A1166C

AGT-235T(1)

IgA Nephropathie

Progression (1)
Ansprechen auf
ACE-Hemmung

Nephrotisches
Syndrom
Hypertonie
Progression
Ansprechen auf
ACE-Hemmung

Progression
Ansprechen auf
ACE-Hemmung

FSGN

Progression

Hypertonie

Membranose

Progression

Hypertonie

Progression

Glomerulonephritis

Tabelle 42: Zusammenfassende Darstellung des Einflusses der genetischen Polymorphismen des
RAS auf die klinischen Parameter der untersuchten Glomerulonephritisformen. (1) kombinierte
Analyse der ACE-Gen I/D und Angiotensinogen-Gen M235T Polymorphismen () signifikant nur in der
nicht mit ACE-Hemmern therapierten Subgruppe

Zusammenfassend sprechen unsere Ergebnisse flr einen wichtigen Stellenwert der ACE-I/D
und AGT-M235T Polymorphismen als prognostische Progressionsmarker in der chronischen
Glomerulonephritis. Die gemeinsame Analyse dieser genetischen Polymorphismen steigerte
ihre Aussagekraft. Bestimmte genetisch determinierte Patientensubgruppen der IgA
Nephropathie profitierten besonders von der Therapie mit ACE-Hemmern, wahrend andere
refraktar gegenliber der ACE-Hemmung waren. In Zukunft kénnte die Therapieentscheidung
abhangig von der Genotypkonstellation sein.

Da die vorliegende Studie zum gréfRten Teil retrospektiv angelegt war, bestehen bestimmte
Einschrankungen, die bei der Interpretation der Befunde moglicherweise mitberlcksichtigt
werden sollten. Die Patienten wurden nicht einheitlich behandelt. Die Therapiestrategien
anderten sich Uber die Betrachtungsdauer der Studie und verschiedene blutdrucksenkende
und immunsuppressive Medikamente wurden in unterschiedlicher Dosierung eingesetzt. Die
angestrebte Blutdruckeinstellung variierte ebenfalls. In vielen Fallen wurden die
dokumentierten Blutdruckwerte unter antihypertensiven Therapie gemessen, weil die
Patienten antihypertenisiv anbehandlelt worden waren und die Werte vor Therapiebeginn

nicht zur Verfiigung standen.
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Um die Fragestellungen dieser Pilotstudie und vor allem die Frage nach einer genetisch
bedingten Suszeptibilitdt gegentiber der ACE-Hemmung eindeutig zu beantworten, sollten
unsere Ergebnisse in gréReren, randomisierten und prospektiv angelegten Langzeitstudien
Uberpruft werden. Auch bei den Literaturberichten handelt es sich entweder um retrospektive
Studien oder um inhomogene Patientenkollektive mit relativ kurzer Beobachtungsdauer (Tab.
39). Bis diese Befunde vorliegen, sollten alle Patienten mit einer chronischen
Glomerulonephritis unabhangig vom lhren Genotyp als Kandidaten flir eine Therapie mit
ACE-Hemmern betrachtet werden. Die Genotypisierung sollte zunachst nur als hinweisender
Befund dienen und die Therapieentscheidung sollte nach wie vor anhand von klinischen
Kriterien getroffen werden.

Um die Aussagekraft zukinftiger Untersuchungen zu steigern, ware die Mitbestimmung des
intermediaren Phanotyps der Polymorphismen empfehlenswert. In der vorliegenden Studie
wurde aus technischen Grinden zwar die ACE-Serumaktivitdit aber nicht der
Angiotensinogenspiegel bestimmt.

In Zukunft waren auRerdem weitere genetische Polymorphismen des RAS miteinzubeziehen.
Zahlreiche Variationen der Gene, die fiir die Komponenten des RAS kodieren, wurden
beschrieben, unter anderem auch 78 polymorphische Loci innerhalb des ACE-Gens?®. Fiir
einige dieser Polymorphismen ist eine Auswirkung auf molekularbiologischer Ebene bekannt
(Tab. 43), die auf eine potentielle klinische Relevanz hindeutet. Diese sollte in klinischen
Studien Uberprift werden. Unter Umstanden lasst sich in Zukunft durch Analyse mehrerer
genetischer Polymorphismen das genetisch bedingte Risikoprofil jedes einzelnen Patienten
bestimmen, um eine genauere Vorhersage Uber das individuelle Progressionspotential und

die individuelle Suszeptibilitat gegenlber der ACE-Hemmung treffen zu kénnen.

104



Zusammenfassung und Schlussbetrachtung

Gen Polymorphismus | Lokalisation Anderung der Anderung Autor
DNA Sequenz | des Proteins
ACE 4656 (CT)y, | o wuntranslated”) cteTCTCTCT | Konzentration | Villard et al'®”
Region
A(-20)C Promoter A—C Konzentration | Ishigami et al**’
AGT C(-18)T Promoter CoT Konzentration | Sato et al*®
G(-6)A Promoter G—A Konzentration | Inoue et al*®
AT/R T(-810)A 5 ,flanking” T—A 1 Poirier et al*'®
Region
Aldosteron 229
Synthase | C(-344)T Promoter C—-T T Brand et al
(CYP11B2)

Tabelle 43: Genetische Polymorphismen des Renin-Angiotensin-Systems mit einer potentiellen

klinischen Relevanz (abgesehen von den in der vorliegenden Arbeit untersuchten) und ihre

Auswirkung auf die Komponenten des RAS. (1) A-Allel mit verringertem Risiko fiir Myokardinfarkt

assoziiert, intermediarer Phanotyp unbekannt (1) T-Allel mit hdheren AIdosteroanasmaspiegeIn50 und

mit der Entwicklung einer arteriellen Hypertonie229 verknUpft.
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Abkurzungen

7. Verwendete Abkilirzungen

ACE Angiotensin | - Converting Enzym
Ang-| Angiotensin |

Ang-ll Angiotensin Il

AT{R Angiotensin II-Typ 1 Rezeptor
Cr Serumkreatinin

DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTP Desoxynukleotidtriphosphate
ECC endogene Kreatinin Clearance
ESRD terminale Niereninsuffizienz
FSGN fokal und segmental sklerosierende Glomerulonephritis
GFR glomerulare Filtrationsrate

h Stunde

I/D insertion/deletion

kb Kilobasenpaare

MAP mittlerer arterieller Blutdruck
MGN membrandse Glomerulonephritis
min Minute

mRNA messenger-Ribonukleinsaure
PCR Polymerasekettenreaktion

RAS Renin-Angiotensin-System

rpm Umdrehungen pro Minute

SD Standardabweichung

SE Standardfehler

TGF-B transforming growth factor-beta
uv ultraviolett
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Kurzfassung

9. Kurzfassung

Einfluss von genetischen Polymorphismen des Renin-Angiotensin-Systems auf die
primére chronische Glomerulonephritis

Christos Bantis

Einleitung: Die chronische Glomerulonephritis stellt eine der haufigsten Ursachen der
terminalen Niereninsuffizienz dar. In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss genetischer
Polymorphismen des Renin-Angiotensin-Systems (RAS) auf die Progression der
chronischen Glomerulonephritis untersucht.

Patienten und Methoden: Betrachtet wurden die drei haufigsten chronischen primaren

Glomerulonephritisformen: IgA Nephropathie (n= 107), fokal und segmental sklerosierende
Glomerulonephritis (n= 62) und membrandse Glomerulonephritis (n= 44). Mit Hilfe der
Polymerasekettenreaktion (PCR) wurden der Angiotensin-I Converting Enzym (ACE)-Gen
I/D, der Angiotensinogen (AGT)-Gen M235T und der Angiotensin [I-Typ1 Rezeptor (AT/R)-
Gen A1166C Polymorphismus bestimmt.

Ergebnisse: Bei Patienten mit IgA Nephropathie beeinflussten der ACE-I/D und der AGT-
M235T Polymorphismus die Progression der Erkrankung; so erlitten 55% der Patienten mit
einem AGT-T Allel und nur 23% der Patienten ohne ein AGT-T Allel einen Organverlust
innerhalb der drei ersten Jahre nach Nierenbiopsie (p<0.05). Bei Patienten mit fokal und
segmental sklerosierender Glomerulonephritis und einer Nierenfunktionsverschlechterung
kam das ACE-D Allel mit einer Frequenz von 0.57 vermehrt im Vergleich zu 0.38 bei
Patienten mit einer stabilen Nierenfunktion vor (p<0.05). Auch bei Patienten mit
membrandser Glomerulonephritis war das ACE-D Allel mit einer schlechteren Prognose
assoziiert; so trugen alle Patienten, die innerhalb der ersten 10 Jahre nach Nierenbiopsie
einen Organverlust erlitten, mindestens ein ACE-D Allel (p<0.05). Die kombinierte Analyse
zeigte eine Interaktion des ACE-I/D und des AGT-M235T Polymorphismus und erlaubte eine
genauere Identifizierung der Patienten mit IgA Nephropathie oder membrandser
Glomerulonephritis und einem hoéheren Progressionspotenzial. Eine nephroprotektive
Wirkung der Therapie mit ACE-Hemmern war ausgepragter in genetisch determinierten
Patientensubgruppen mit IgA Nephropathie und bestimmten Genotypen des ACE-I/D und
des AGT-M235T Polymorphismus; so wurde nur bei den DD/TT, DD/MT und ID/TT
Genotypen eine signifikante Reduktion der Proteinurie durch die ACE-Hemmung im
Vergleich zur konventionellen Therapie festgestellt (p<0.01). Der AGT-M235T
Polymorphismus war mit dem Schweregrad der arteriellen Hypertonie bei allen
Glomerulonephritisformen verkntpft. Ein Einfluss des AT,R-A1166C Polymorphismus auf die
untersuchten Parameter konnte nicht nachgewiesen werden.

Schlussfolgerung: Unsere Ergebnisse sprechen fur einen wichtigen Stellenwert des ACE-I/D

und des AGT-M235T Polymorphismus als prognostischer Marker der chronischen
Glomerulonephritis. In zuklnftigen prospektiven Studien gilt es neben der Therapie auch die
Genotypkonstellation der Polymorphismen des RAS zu berticksichtigen.
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