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Verzeichnis besonderer Abkiirzungen

ACE - Angiotensin-Converting-Enzym
ACTH - adrenocorticotropes Hormon

ADH - antidiuretisches Hormon, Adiuretin
AT1 - Angiotensin Typ 1 (Rezeptor)

AT2 - Angiotensin Typ 2 (Rezeptor)

ECC - endogene Kreatinin-Clearance

EDRF - ,endothelium derived relaxing factor*
FSGN - fokal segmental sklerosierende Glomerulonephritis
GFR - glomerulére Filtrationsrate

GN - Glomerulonephritis

MCGN - Minimal-Change-Glomerulonephritis
ns - nicht signifikant

NYHA - New York Heart Association

PCR - Polymerase-Ketten-Reaktion

RAAS - Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
DD - homozygoter Deletionstyp

ID - heterozygoter Insertions/Deletionstyp
II - homozygoter Insertionstyp



1. Einleitung

1.1 Pathogenese, Klinik und Therapie der fokal

segmental sklerosierenden Glomerulonephritis

Die Glomerulonephritis (GN) ist eine abakterielle beidseitige Entziindung der Nieren-
rinde mit primdrem Befall der Glomeruli. Sie stellt die hdufigste Ursache einer termina-
len Niereninsuffizienz dar. Die Krankheitsgenese wird durch immunpathologische Pro-
zesse erklirt. Die Atiologie der GN ist in den meisten Fillen unbekannt und somit idio-
pathischer Natur. Nur zu einem kleinen Prozentsatz sind sekundédre Erkrankungen im
Rahmen von entziindlichen Systemerkrankungen, Neoplasien, Infektionen oder Medi-
kamentenreaktionen als Ursache zu finden. Man unterscheidet zwischen Immunkom-
plex- und Antibasalmembran-Glomerulonephritiden, wobei es zur Ablagerung von sy-
stemisch zirkulierenden Immunkomplexen bzw. gegen die Basalmembran gerichtete
Autoantikorper im Glomerulum kommt. Dieser Vorgang fiihrt zu Entziindungsreaktio-
nen und zur Schiadigung der Kapillarschlingen. Durch Biopsie und histologische Unter-
suchung konnen zusitzlich morphologische Einteilungskriterien fiir die Therapie und

die prognostische Bewertung herangezogen werden.

Die fokal segmental sklerosierende Glomerulonephritis (FSGN), erstmals von Fahr
1925 beschrieben, ist eine chronische, liber Jahre andauernde entziindliche Erkrankung,
deren primére Form idiopathischer Natur ist. Sekundér kann sie durch Erkrankungen
wie HIV, Anidmien, Refluxnephropathie, Malignome und Sarkoidose ausgelost werden
(Floege 1995). Die FSGN macht 7 bis 15 Prozent der glomeruldren Erkrankungen aus
(Korbet 1994, Cameron 1996) und ist im Erwachsenenalter mit 10 bis 15 Prozent die
zweithdufigste Ursache fiir die Ausbildung eines nephrotischen Syndroms (Grabensee
1997).

Das nephrotische Syndrom, bestehend aus dem Symptomenkomplex der starken unse-
lektiven Proteinurie, der Hypalbuminimie mit Odemausbildung und der Hyperlipidi-
mie, entwickelt sich bei Patienten mit FSGN mit einer Haufigkeit von 55 bis 90 Prozent

(Korbet 1994, Floege 1995).



Durch Schéddigung der glomeruldren Basalmembran kommt es zur erhdhten Durchlés-
sigkeit flir Proteine mit folgender Hypoproteinimie und Hypalbumindmie. Die daraus
resultierende geringere Osmolalitdt des Plasmas fiihrt zur Diffusion von Fliissigkeit ins
Gewebe mit moglicher Entstehung von Odemen bis hin zu Anasarka, Aszites sowie
Pleura- und Perikardergiissen. Fiir die Odembildung kann gleichfalls eine aufgrund der
renalen Funktionsstorung verminderte Durchblutung des Nierenparenchyms verantwort-
lich sein. Hierbei kommt es zu einer Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Systems (RAAS), welche eine vermehrte Natrium- und Wasser-Resorption bewirkt. Die
dabei steigende Plasmaosmolalitit verursacht eine erhohte Aktivitdt des ADH mit fol-
gender Antidiurese, wodurch die Entwicklung von Odemen unterstiitzt wird.

Klinisch bestehen eine starke Proteinurie (> 3,5 g/24h) und eine Hypalbumindmie (< 2,5
g/dl). Die Retentionsparameter sind erhéht. Durch einen renalen Verlust von IgG kann
es zu gesteigerter Infektanfalligkeit kommen. Ein Mangel an Antithrombin III geht mit
einem groBBeren Thromboserisiko einher. Bei der FSGN wird das nephrotische Syndrom
durch entziindlich bedingte Schiden der Basalmembran in circa 30 Prozent von einer
Mikrohdmaturie begleitet (Floege 1995). Zusitzlich leiden die Patienten hiufig unter
einer arteriellen Hypertonie, die sowohl als Folge der glomeruldren Verdnderungen als

auch als Risikofaktor fiir die Progredienz der Organerkrankung betrachtet werden kann.

Die Diagnosestellung erfolgt durch eine Nierenbiopsie. Die FSGN gehort zum Formen-
kreis der Immunkomplex-Glomerulonephritiden. Sie ist dadurch gekennzeichnet, dass
innerhalb der Niere nur einige der Glomeruli betroffen sind (fokal), in denen wiederum
nur einzelne kapilldre Anteile geschéddigt sind (segmental).

Lichtmikroskopisch sind eine Sklerosierung und eine Hyalinose der beteiligten Kapilla-
ren im Glomerulum sichtbar. Immunhistologisch lassen sich IgG- und besonders IgM-
Ablagerungen sowie Komplement C3 als Ausdruck der ablaufenden entziindlichen Re-
aktion nachweisen. Im Elektronenmikroskop ist auBler der Verddung der Kapillaren ein

Verlust der DeckzellfiiBchen (Podozyten) erkennbar.

Die Therapie der FSGN besteht in einem Supprimierungsversuch des Entziindungsge-
schehens. Verabreichte Kortikosteroide sind nur in circa 30 Prozent der Félle wirksam
(Korbet 1994). Bei Steroidresistenz oder Krankheitsrezidiv nach Reduzierung der Me-

dikamentendosis wird eine additive Therapie mit Cyclosporin A (Sandimmun®) oder



Tacrolimus (Prograf®) angestrebt (Grabensee 1997). Ziele der Therapie sind eine Ver-
langsamung der Progression mit Erhalt der Nierenfunktion sowie eine Beeinflussung
des nephrotischen Syndroms und der arteriellen Hypertonie auf Werte unter 130/85
mmHg. Wesentliche Pharmaka sind dabei ACE-Hemmer, Diuretika, Kalzium-Antago-
nisten, Beta-Blocker und Angiotensin-Typ-1-Rezeptorblocker (AT1-Blocker). Da die
Medikation mit ACE-Hemmern und Kalzium-Antagonisten hinsichtlich der Nephropro-
tektion besonders wirksam ist, spielen deren Zielorte (Angiotensin-Converting-Enzym,
Kalziumkanal) vermutlich eine entscheidende Rolle im Fortschreiten der FSGN (Gra-
bensee 1997). Weitere Therapeutika sind aufgrund des Antithrombin III-Verlustes die
Thrombozytenaggregationshemmer (ASS) zur arteriellen Thrombembolieprophylaxe.
Hinzu kommt eine eiweilarme Didt und eine Therapie der Hyperlipiddmie. Bei Infek-

tionen muss eine antibiotische Abdeckung erfolgen.

Die Prognose der FSGN spiegelt den progredienten Verlauf wider. 50 Prozent der Pa-
tienten entwickeln innerhalb von 5 bis 10 Jahren eine terminale Niereninsuffizienz mit
Folge der Dialysepflichtigkeit. Langzeitbeobachtungen vor gut 20 Jahren ergaben eine
Uberlebensrate der Patienten von 75 Prozent nach 5 Jahren, von 50 Prozent nach 10
Jahren und von 38 Prozent nach 15 Jahren (Cameron 1978). Heute sind genaue Letali-
titsziffern aufgrund der modernen Dialysetherapien nur schwer zu erheben. Nach Nie-
rentransplantationen bei Patienten mit FSGN bleibt die schlechte Prognose beziiglich
der Krankheitsprogression bestehen. In circa 50 Prozent entwickelt sich hierbei eine
rekurrente FSGN im Transplantat (Floege 1995), welche eine bedeutende renale Funk-
tionseinschrinkung nach sich zieht. Generell ist eine verkiirzte Uberlebenszeit der Nie-

rentransplantate bei Patienten mit FSGN beschrieben (Cameron 1994).

In der Literatur gibt es unterschiedliche Ansichten tiber die Beziehung der FSGN zur
Minimal-Change-Glomerulonephritis (MCGN), die auch als ,,Lipoidnephrose des Kin-
des* bezeichnet wird. Entgegen der meist vertretenen, klinisch und therapeutisch be-
griindbaren Auffassung, dass es sich um zwei unterschiedliche Krankheiten handelt
(Border 1988, Mallick 1991), besteht aufgrund des &hnlichen elektronenmikroskopi-
schen Bildes mit Verlust der DeckzellfiiBchen (Podozyten) und des gleichen pathogene-
tischen Automatismus auch die Vermutung, dass beide Erkrankungen unterschiedliche

Stadien eines Krankheitsbildes sind (Niaudet 1994, Floege 1995, Matthias 1995, Came-



ron 1996). Weiterhin wird die Tatsache diskutiert, dass die initiale Histologie einer
MCAGN bei spiteren Biopsien oft das Bild einer FSGN zeigt (Border 1988, Fogo 1990).
Die FSGN stellt hierbei das fortgeschrittene und oft therapierefraktire Stadium dar. Die
MCGN kann im Gegensatz dazu spontan ausheilen, geht selten mit einer arteriellen Hy-
pertonie einher und fiihrt meist nicht zur terminalen Niereninsuffizienz (Floege 1995).
Sie zeigt weder im Lichtmikroskop noch in der Immunhistologie auffillige Verdnde-
rungen. Die MCGN ist mit 75 Prozent die hdufigste Ursache fiir ein nephrotisches Syn-
drom im Kindesalter, sie kann aber auch im Erwachsenenalter auftreten. Eine Therapie
mit Kortikosteroiden ist hier in 90 Prozent Erfolg versprechend. Die Hélfte aller juveni-
len Patienten entwickeln allerdings Rezidive. Meist verlieren sich diese aber in der Pu-

bertdt, so dass bei der MCGN insgesamt eine gute Prognose besteht.



1.2 Physiologie des Renin-Angiotensin-Aldosteron-

Systems

Die Protagonisten des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) sind Renin,
Angiotensinogen und das Angiotensin-Converting-Enzym. Thre Bildung erfolgt in ver-
schiedenen Organen. (Abb.1)

Renin stammt aus dem juxtamedulldren Apparat der Niere, wo es in den Epitheloidzel-
len der Arteriolen gespeichert und auf spezifische Reize hin freigesetzt wird. Es kataly-
siert die Umwandlung von Angiotensinogen zu Angiotensin I. Die Sekretion von Renin
ist durch folgende Mediatoren beeinflussbar:

e Barorezeptoren

registrieren eine verminderte renale Durchblutung und férdern somit die Reninaus-
schiittung. Thre Empfindlichkeit ist bei Natrium-Mangel im Blutkreislauf erhoht.

e Macula-densa-Zellen

bewirken bei einer erhohten luminalen Natriumkonzentration und einem vermehrten
luminalen Fliissigkeitsgehalt eine Freisetzung von Renin.

e Sympathische Innervation

der Arteriolen flihrt zur Stimulierung der Reninsekretion.

e Prostaglandine
konnen durch ihre verschiedenen Subtypen sowohl eine Steigerung als auch eine
Verminderung der Reninfreisetzung bewirken.

e Angiotensin II (Riickkopplung)

hemmt direkt die Ausschiittung von Renin durch die juxtaglomeruldren Zellen.
e Atriopeptin

hemmt die Reninfreisetzung.
e Kinine

hemmen die Reninsekretion.
e Adiuretin (Riickkopplung)

hemmt die Reninfreisetzung.



Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

Akute RR-Senkung _ Leber
Akute Plasmavolumensenkung
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Natriummangel im Blut
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Abbildung 1: Interaktionen des RAAS in ZNS, Gefdflsystem und Niere. Das Angioten-
sin-Converting-Enzym spielt eine zentrale Rolle in der Regulation des Blutdrucks. Das
Angiotensin II ist hier stirkster Mediator fiir eine Blutdrucksteigerung (modifiziert nach

Linnemann 1995).




Angiotensinogen wird als o,-Globulin in der Leber gebildet. Es spaltet nach Einwirken
von Renin das Angiotensin I ab. Aus diesem entsteht nach Kontakt mit dem Angioten-

sin-Converting-Enzym das vasoaktive Angiotensin II.

Das Angiotensin-Converting-Enzym (ACE) wird hauptsdchlich in der Lunge gebildet.
Es bestimmt die Geschwindigkeit, mit der Angiotensin II zur Verfiigung gestellt wird.
Die Umwandlung von Angiotensin I zu Angiotensin II lduft sowohl im Blut als auch in
lokalen Geweben ab. Die gewebsspezifische Funktion ist kardial, glomeruldr und tubu-
lar sowie in bestimmten Arteriolengebieten beschrieben worden (Mizuno 1988, Seikaly
1990, Yamada 1991) und dient einer unabhingigen Vasoregulation. Das ACE kann ge-
bunden oder ungebunden vorliegen. Die gebundene Form befindet sich an der lumina-
len Oberflache von Endothelzellen sowie an Plasmamembranen von intestinalen und
renalen Epithelzellen und Zellen des Plexus choroideus. Ungebunden zirkuliert das
ACE in Blut und Liquor (Erdos 1986). Das vaskuldre und das gewebsspezifische Sy-

stem scheinen sich in ithrer Wirkung zu potenzieren (Kojda 1997).

Angiotensin II ist einer der stirksten Vasokonstriktoren des menschlichen Organismus.
Es hat Auswirkungen auf das GefaBsystem, indem es direkt an den Arteriolen angreift
und somit zu einer Lumenverengung fiihrt. Weiterhin induziert Angiotensin II eine er-
hohte Noradrenalinsynthese und -ausschiittung, eine Hemmung der Noradrenalin-Wie-
deraufnahme in die prasynaptischen Vesikel und eine Verstirkung der o;-adrenerg sti-
mulierten Effekte, wodurch ebenfalls der Blutdruck gesteigert wird. In der Niere kommt
es durch Angiotensin II bei Volumenmangel zur Erhéhung des efferenten Arteriolenwi-
derstandes und damit zu einer Steigerung der glomerulédren Filtrationsrate (GFR) und
des renalen Blutflusses. Bei Volumeniiberschuss erfolgt ein Anstieg des afferenten Ar-
teriolenwiderstandes, was eine Senkung der GFR nach sich zieht. Somit ist in der Niere
die Autoregulation der Blutperfusion gewéhrleistet. Neben diesen hdmodynamischen
Faktoren hemmt das Angiotensin II die renale Natriumausscheidung durch direkte Sti-
mulation der proximalen Natriumresorption. Zusétzlich kann es durch Angiotensin II in
der Niere zu einer gesteigerten Proliferation und Hypertrophie von tubulidren und mes-
angialen Zellen kommen. Eine derartige Fehlentwicklung und die Zerstdrungen von
extrazelluldrer Matrix sind im Zusammenhang mit der Pathogenese von kardialen und

renalen Erkrankungen beschrieben worden (Yoshida 1996,). Dieser Vorgang scheint



durch das Einwirken von spezifischen Wachstumsfaktoren (Naftilan 1989, Kagami
1994) und einer gesteigerten Synthese von Kollagenen (Wolf 1992) mitverursacht zu
sein.

Im zentralen Nervensystem steigert Angiotensin II Durst und Salzappetit. Dadurch wer-
den eine erhohte Natriumkonzentration im Blut als auch eine Zunahme des Plasmavo-
lumens gefordert. In der Zona glomerulosa der Nebennierenrinde stimuliert Angiotensin
IT die Ausschiittung des Mineralkortikoides Aldosteron. Indirekt wird dieser Vorgang
durch eine hypophysére Freisetzung von ACTH verstéirkt, welches gleichfalls an der
Nebenniere ansetzt. Das Aldosteron greift in der Niere am distalen Tubulus und am
Sammelrohr an. Hier bewirkt es eine erhohte Natrium- und Wasser-Retention, im Aus-
tausch kommt es zu einer Zunahme der Kalium- und Protonen-Sekretion. Auch durch
Einbeziehung von Darmtrakt sowie Speichel- und Schwei3driisen wird ein verminderter
Verlust von Natrium und Fliissigkeit erreicht. Dariiber hinaus steigert Aldosteron die
Erregbarkeit der glatten Muskulatur gegeniiber konstriktorischen Reizen. Zusitzlich
kommt es durch Angiotensin II zu einer erhdhten Freisetzung von Adiuretin, welches
iiber eine verbesserte renale GefaBBpermeabilitit zur vermehrten Riickresorption von
Wasser fiihrt. Auch mit Hilfe dieses Mechanismus wird die Blutdrucksteigerung ver-

starkt.

Angiotensin II wirkt {iber zwei verschiedene Rezeptoren. Der Angiotensin-Typ1-(AT1)-
Rezeptor erzeugt bei Aktivierung eine vaskulir erhohte Kontraktion der glatten Muskel-
zellen durch Kalzium-abhingige Stimulationswege (Peach 1990). Die oben aufgefiihr-
ten Wirkungen des Angiotensin II laufen ebenfalls iiber den AT1-Rezeptor ab. Die Rol-
le des AT2-Rezeptors ist bisher nur im Zusammenhang mit der fetalen Entwicklung
sowie mit Differenzierungs- und Hemmungsvorgingen des Zellwachstums beschrieben

worden (Csikos 1998, Maric 1998).

Das Angiotensin-Converting-Enzym ist identisch mit der Kininase II des Kallikrein-
Kinin-Systems. Die Kinine zdhlen zu den vasodilatatorischen Gewebshormonen, wel-
che fiir eine Senkung des Blutdrucks, aber auch fiir Schmerzauslésung, Bronchokon-
striktion und erhdhte GefiBpermeabilitit mit Odembildung verantwortlich sind. Das
ACE spaltet Bradykinin, welches einer der stirksten endothelabhéngigen Vasodilatato-

ren ist. Bradykinin wirkt direkt an der glatten GefaBmuskulatur und indirekt durch Frei-



setzung von Prostazyklin oder EDRF aus dem Endothel. Somit wird bei Anwesenheit
des ACE gleichzeitig die Angiotensin-Kaskade aktiviert und die Kininkaskade inakti-

viert, wodurch die Vasokonstriktion noch verstarkt ist.

Die Halbwertzeit von Angiotensin II im Plasma betrdgt zwei Minuten. Seine Bildung ist
von der Anwesenheit des Renins abhéngig und wird somit limitiert. Das Angiotensin-
Converting-Enzym, welches Angiotensin I in Angiotensin I umwandelt, wurde in der
Vergangenheit nicht als limitierender Faktor fiir die Angiotensin-II-Produktion im Se-
rum angesehen, neuere Ergebnisse weisen hier jedoch einen funktionellen Einfluss des
ACE nach (Ueda 1995). Diese Tatsache ist aber fiir die gewebsspezifischen Vorginge
noch ungeklirt (Kennon 1999).



1.3 Angiotensin-Converting-Enzym-Gen (ACE-Gen)

Fiir das Angiotensin-Converting-Enzym gibt es auf Chromosom 17 ein Gen, dessen
Polymorphismus 1990 entdeckt wurde (Rigat 1990). Dieses befindet sich dort am Gen-
lokus 23 des langen Chromosomenarmes (Abb.2). Der kodierende DNA-Abschnitt ent-

hilt 21 Kilobasen, welche aus 26 Exons bestehen.

ACE-Gen auf Genlokus 23

— Neurofibromatose (von Recklinghausen)

'Jr Galaktokinasemangel

Wachstumshormonmangel (lllig-Form)
Ehlers-Danlos-Syndrom Typ VII A1
} Osteogenesis imperfecta

(2 oder mehrere Formen)
atypisches Marfansyndrom

ACE-Gen [—” — -

Glykogenose Il (Pompe)

17

Abbildung 2: Position des ACE-Gens auf Chromosom 17 (Genlokus 23, Intron 16),

zusitzlich sind weitere benachbart lokalisierte Erbkrankheiten aufgefiihrt (modifiziert
nach Murken 1988).

Das Gen kann zwei unterschiedliche Allele aufweisen, was auf Anwesenheit (Insertion)
bzw. Abwesenheit (Deletion) einer 287 Basenpaar-langen Sequenz beruht. Dieser Be-
reich gehdrt zu den repetitiven Alu—Sequenzen, welche humanspezifisch sind und sich
wihrend der Evolution tiber 500 000 mal im menschlichen Genom eingefiigt haben. Sie
besitzen bestimmte Zielorte fiir ihre Restriktionsendonuklease. Bei der Kodierung des

ACE-Gens liegt der Bestimmungsort in Néhe des 3‘-Endes im Intron 16, was zur Aus-

pragung von drei verschiedenen Genotypkonstellationen fiihrt.
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Die drei Genotypen des ACE-Gen-Polymorphismus sind somit:

e DD
e ID
o II

homozygoter Deletionstyp
heterozygoter Insertions/Deletionstyp

homozygoter Insertionstyp

Das Deletions-Allel wird mit erhdhten Spiegeln von aktiv metabolisierendem ACE in

Blut und Gewebe in Verbindung gebracht, wobei der homozygote DD-Typ die héchsten
Werte aufweist (Harrap 1993, Ueda 1995). DI- und II-Typ haben dementsprechend eine
geringere Menge an aktivem ACE (Abb.3).

Genotypen | ACE-Konzentration
DD hoch
ID II D = Deletion der 287 Basen-
[ = Insertion } paar-langen
II niedrig Gen-Sequenz

Abbildung 3: Korrelation zwischen der ACE-Genotypkonstellation und der ACE-

Konzentration im Serum und Gewebe (Harrap 1993, Ueda 1995).

Der ACE-Plasmaspiegel ist individuell normalerweise konstant. Zwischen einzelnen

Individuen gibt es jedoch starke Abweichungen. Der ACE-Gen-Polymorphismus ist

etwa zur Halfte bestimmend fiir die Menge des aktiven ACE im Serum (Rigat 1990).

Weitere Stimulatoren unterliegen noch unbekannten genetischen oder umweltbedingten

Einflissen.

Durch den erhohten ACE-Spiegel und die damit verbundene gesteigerte Bereitstellung

von Angiotensin II, welche bei Auftreten des DD-Genotyps beschrieben wird (Nakai
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1997, Teranishi 1999), ergibt sich ein nicht zu unterschitzender Einfluss auf das Entste-
hen von arteriellen und glomeruldren Hypertonien sowie hyperplastischen fibrotischen
Zellverdnderungen. Diese Faktoren spielen eine gravierende Rolle im Fortschreiten von
Nierenerkrankungen. Somit wurde der DD-Genotyp mit einem héheren Risiko fiir die
schnelle Entwicklung von renalen und auch kardiovaskulidren Erkrankungen beschrie-

ben (Kennon 1999).

Fiir ein Entstehen von Nierenerkrankungen scheint der ACE-Gen-Polymorphismus
nicht verantwortlich zu sein (Harden 1995, Hunley 1996, Frishberg 1998, Stratta 1999).
Nur einzelne Studien beschreiben ein erhohtes Auftreten des DD-Typs bei Nierenkran-
ken im Vergleich zu Gesunden (Chen 1997). Es gibt allerdings Arbeiten, in denen der
DD-Genotyp signifikant mit einer schnelleren Progression bis hin zur terminalen Nie-
reninsuffizienz korreliert (Harden 1995, Hunley 1996, Martin 1999, Stratta 1999) bzw.
der II-Genotyp mit einer besseren Prognose verbunden ist (Frishberg 1998). Gleichzei-
tig existieren Studien, die keine Signifikanzen zwischen ACE-Gen-Polymorphismus
und Prognose im Verlauf von Nierenerkrankungen finden konnten (Schmidt 1995y,
Chowdhury 1996). Weitere DD-Genotyp-Korrelate sind eine frithere Manifestation der
renalen Erkrankung (Harden 1995, Lee 1997), ein vermehrtes Auftreten von Hypertonie
(Yorioka 1995, Chen 1997), hdufigere glomeruldre Sklerosen oder segmentale Lisionen
(Yorioka 1995, Chen 1997, Tanaka 1998) und eine gesteigerte Proteinurie (Chen 1997,
Tanaka 1998).

In Bezug auf die FSGN gibt es nur wenige Studien. Es wurde eine erhohte Pravalenz
des DD-Genotyps bei Nierenkranken mit FSGN im Vergleich zu Patienten mit einer
Minimal-Change-Glomerulonephritis (MCGN) beschrieben (Lee 1997), wobei die
MCGN als benigne Variante der FSGN betrachtet werden konnte und die Prognose die-
ser Erkrankung somit vom DD-Typ beeinflusst wird. Weiterhin wurde eine Korrelation
des ACE-Gen-Polymorphismus bei Kindern mit FSGN gefunden (Frishberg 1998).
Hierbei besteht bei Anwesenheit des D-Allels ein schlechterer Verlauf der Erkrankung,
das Auftreten der FSGN zeigt allerdings keinen Zusammenhang mit dem DD-Genotyp.

Die Frage der Kodominanz der Insertions- und Deletionsallele scheint noch ungeklért.

Eine Anwesenheit des D-Allels (ID und DD) ist mit einer schnelleren Progression der
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Glomerulonephritis verkniipft (Tanaka 1998, Frishberg 1998), womit sich eine Domi-
nanz des D-Allels ergeben wiirde. Wie oben aufgefiihrt, wurde bisher aber meist nur der

homozygote DD-Typ untersucht.

Die ACE-Genotyp-Verteilung ist in verschiedenen ethnischen Regionen unterschied-
lich. Im europdischen und amerikanischen Raum tritt der DD-Genotyp mit einer Héau-
figkeit von circa 25 bis 30 Prozent auf (Harden 1995, Schmidt 1995,, Chiu 1997, Pei
1997), wihrend er in der asiatischen Bevolkerung mit circa 14 Prozent einen deutlich
niedrigeren Anteil ausmacht (Yorioka 1995, Doi 1997, Lee 1997, Tanaka 1998). In der
gesunden deutschen Bevolkerung wurde folgende Genotypverteilung gefunden (Schun-

kert 1994):

Genotyp %
DD 24,8
ID 58,6

II 16,6

Tabelle 1: Genotypverteilung des ACE-Gen-Polymorphismus in der gesunden deut-
schen Bevolkerung (Schunkert 1994).
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1.4 ACE-Gen-Polymorphismus und ACE-Hemmer-
Therapie

Die ACE-Inhibitoren hemmen kompetetiv das Angiotensin-Converting-Enzym (ACE).
Dieses fiihrt zu einer Unterdriickung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems
(RAAS). Das gilt sowohl fiir das RAAS im GefaBBsystem als auch fiir die gewebsspezi-
fische Form, wo eine Reduktion der Angiotensin-II-Bildung ausgeldst wird. Weiterhin
sind die ACE-Hemmer im Kallikrein-Kinin-System wirksam. Hier kommt es haupt-
sachlich zu einer Verminderung des Bradykinin-Abbaus im Gewebe. Es folgt eine Va-

sodilatation, welche sowohl arterielle als auch vendse Gefille betriftt.

Das Ausmal des Therapieerfolges ist vom aktuellen ACE-Serumspiegel abhéngig.
Durch die erhohte ACE-Konzentration bei Vorliegen eines DD-Genotyps ergibt sich
verglichen mit dem II-Gen wahrscheinlich eine verminderte Responsabilitit der Gefal3e
bei gleicher Dosierung. In einigen Studien zeigte sich somit eine signifikante Korrelati-
on zwischen dem Vorliegen eines I-Allels, welches mit einem geringeren ACE-Serum-
spiegel einhergeht, und einer gesteigerten Gefafidilatation im Gegensatz zum DD-
Genotyp (Haas 1998, Jacobsen 1998). Bei anderen Untersuchungen konnte dagegen
kein unterschiedlicher ACE-Hemmer-Effekt bei den einzelnen Genotypen nachgewie-
sen werden (van der Kleij 1997).

An der Niere kommt es nach Einsatz von ACE-Inhibitoren zu einer deutlichen Dilata-
tion der afferenten und efferenten Arteriolen mit Anstieg des renalen Blutflusses und
der glomeruldren Filtrationsrate (GFR). Der intraglomerulidre Druck wird gesenkt. Diese
Effekte sind von der vorherigen Aktivitidt des RAAS und damit vom ACE-Genotyp ab-
héngig. Das Vorhandensein des DD-Genotyps wird mit einem Absinken der GFR trotz
ACE-Hemmer-Therapie in Verbindung gebracht (Parving 1996, van Essen 1996, Mizui-
1 1997). Andere Arbeiten konnten diese Studienergebnisse nicht bestétigen (van der
Kleij 1997) oder fanden sogar einen besseren Therapieerfolg bei Patienten mit DD-
Genotyp (Perna 2000). Beziiglich der EiweiBBausscheidung beschrieben verschiedene
Autoren eine vermehrte ACE-Hemmer-Responsabilitit bei Vorliegen eines ID- oder II-
Gens (van Essen 1996, Haas 1998). Gegenteilige Arbeiten wiesen dagegen bei Patienten
mit DD-Genotyp eine vermehrte Wirksamkeit der ACE-Hemmer auf die Proteinurie
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nach (Moriyama 1995, Yoshida 1995, Perna 2000). Es gibt aber auch Untersuchungen,
in denen hinsichtlich der Eiweilausscheidung keine signifikanten Differenzen zwischen
den unterschiedlichen Genotypen gefunden werden konnten (Burg 1997, van der Kleij
1997, Han 2000). Weiterhin wurde eine hohere Effektivitit der ACE-Hemmer-Therapie
auf den Serumspiegel des Kreatinins bei Patienten mit DD-Genotyp beschrieben (Han
2000).

Dariiber hinaus kann sich als Folge der Inhibition des ACE und der damit reduzierten
Freisetzung von Aldosteron eine verstirkte Ausscheidung von Natrium und eine erhdhte
Resorption von Kalium mit resultierender Hyperkalidmie einstellen. Auflerdem sorgt
die verminderte Stimulation von Adiuretin fiir eine bessere Diurese und senkt somit

zusatzlich den Blutdruck.

Die vasodilatatorische Wirkung wird hauptsidchlich der Hemmung des Angiotensin II
zugeschrieben. Bei Beginn der Therapie scheinen hier besonders die plasmatischen Wir-
kungen wichtig zu sein, da der Abfall des ACE-Plasmaspiegels mit der Blutdrucksen-
kung korreliert. Langerfristige blutdrucksenkende Effekte beruhen auf einer Inhibition
des gewebsspezifischen Angiotensin Il und einer vermehrten Aktivitidt des Bradykinin.
Dies erklart auch die weitere Wirksamkeit der ACE-Hemmer bei niedrigem ACE-Spie-
gel im Plasma. Inwiefern das ACE-Gen einen Einfluss auf diese Wirkungen im Gewebe

hat, ist noch unklar.

Die wichtigste Indikation fiir die ACE-Hemmer-Therapie ist die arterielle Hypertonie.
Hierbei kann eine Reduktion des systolischen und diastolischen Blutdrucks um 15-25
Prozent erreicht werden, welche durch Kombinationen mit anderen Antihypertensiva,
insbesondere Diuretika deutlich steigerbar ist. Bei Gabe von ACE-Inhibitoren konnte
hierbei ein hiufigerer und starkerer Blutdruckabfall bei Patienten mit ID- oder II-Geno-
typ nachgewiesen werden (Mizuiri 1997, Haas 1998, Jacobsen 1998, Ueda 1998). Dies
betrifft insbesondere eine bessere Kurzzeitwirkung der ACE-Hemmer auf die Hyperto-
nie bei Vorliegen eines II- oder ID-Genotyps (Kutyrina 1999). Andere Untersuchungen
fanden keinen Zusammenhang zwischen ACE-Gen-Polymorphismus und der antihyper-
tensiven Wirkung der ACE-Hemmer (Moriyama 1995, van Essen 1996, van der Kleij
1997). So wurde bei Betrachtung der Langzeiteffekte ebenfalls eine relevante Blut-
drucksenkung bei Patienten mit DD-Genotyp aufgezeigt (Kutyrina 1999). Damit scheint
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diese Therapie fiir alle drei Genotypen gleichberechtigt zu sein. Die ACE-Inhibitoren
sind zusitzlich Mittel der Wahl bei Begleiterkrankungen der Hypertonie im Bereich der
Niere, da sie auch eine renoprotektive Wirkung aufweisen.

Weitere Indikation fiir eine Behandlung mit ACE-Hemmern ist die Herzinsuffizienz.
Hier werden Nachlast (Blutdrucksenkung) sowie auch Vorlast (Minderung des
linksventrikuldren Fiillungsdrucks im Herzen) gesenkt, woraus eine Abnahme des
myokardialen Sauerstoffverbrauchs resultiert. Weitere Folgen sind eine erhdhte
Auswurfleistung des Herzens, eine leichte Senkung der Herzfrequenz und eine
Reduktion der HerzgroBe. Damit kommt es zu einer Verbesserung der Symptomatik
und der korperlichen Belastbarkeit, was zu einer Verminderung des Schweregrades der

Herzinsuffizienz (NYHA-Stadium) fiihrt.

Eine nicht zu unterschitzende Nebenwirkung der ACE-Hemmer ist der starke Blut-
druckabfall bei Therapiebeginn. Um die Folgen einer mehr oder minder ausgepriagten
Hypotonie zu verhindern, wird eine einschleichende Dosierung empfohlen. Durch die
Suppression des Aldosterons sind weiterhin Elektrolytstorungen moglich. Diese beste-
hen hauptsichlich aus einer Hyperkalidmie oder Hyponatridmie. Eine hidufige Begleiter-
scheinung der Therapie mit ACE-Hemmern ist der trockene Reizhusten (5-20 %), der
unabhéngig von der Dosis auftritt und nicht selten zum Abbruch der Behandlung fiihrt.

Weitere Nebenwirkungen sind selten und sollen hier vernachlissigt werden.
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2. Hypothesen

Die Zielstellung dieser Arbeit besteht in der Aufkldrung eines moglichen Zusammen-
hanges zwischen der Konstellation des ACE-Gens und der Entstehung sowie dem Fort-
schreiten der FSGN. Daraus wiirden sich Vorteile fiir klinische Therapieverfahren und
eine bessere prognostische Beurteilung des individuellen Krankheitsverlaufs ergeben.
Methodisch wurde ein Patientenkollektiv mit einer gesunden Kontrollgruppe vergli-
chen. Interessant war die Frage, ob Patienten mit einem schnell progressiven Verlauf
ihrer Grundkrankheit vermehrt einen DD-Genotyp aufweisen. Zusétzlich wurde die Be-

ziehung zwischen DD-Genotyp und der Hohe des ACE-Spiegels im Serum beurteilt.

Zu Beginn der Studie wurden folgende Hypothesen aufgestellt:

1) Das Auftreten der FSGN ist unabhidngig vom ACE-Genotyp.

2) Patienten mit einer FSGN und einem DD-Genotyp entwickeln schneller eine

terminale Niereninsuffizienz als Patienten anderen Genotyps.

Bei Vorliegen einer Korrelation zwischen dem ACE-Gen-Polymorphismus und dem
Fortschreiten der FSGN wire eventuell in Zukunft ab Diagnosestellung eine spezifische
Therapie fiir die einzelnen Genotypen mit Ansatz im Renin-Angiotensin-Aldosteron-
System moglich. Dabei konnten die unterschiedlichen Gen-Konstellationen Indikatoren
fiir Therapiewahl und -dosierung mit ACE-Hemmern darstellen als auch fiir die Progno-
se der Patienten ausschlaggebend sein. Bisher vorliegende Untersuchungsergebnisse zur
ACE-Hemmer-Therapie sind aber noch nicht eindeutig, so dass die Erfolge dieser und
anderer Therapeutika auf die Progression der renalen Erkrankung noch genauer analy-

siert werden miissen.
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3. Methodik

3.1 Patientengut und Kontrollgruppe

Patientengut

In die von 1997 bis 2000 durchgefiihrte Studie wurden 60 Patienten mit dem Krank-
heitsbild einer FSGN aufgenommen. Insgesamt konnten im Raum Diisseldorf und Um-
gebung 102 kaukasische Patienten mit einer FSGN ermittelt werden. Sie waren im
Zeitraum von 1978 bis 1999 Patienten der Diisseldorfer Universitatsklinik fiir Nephro-
logie und Rheumatologie. Die Diagnose wurde durch Nierenbiopsie gesichert. Von den
102 Patienten waren bei Studienbeginn 8 verstorben, 10 lehnten die Teilnahme an der
Untersuchung trotz eingehender Beratung ab. Bei 24 Patienten konnten die Krankenun-
terlagen auch nach intensiver Recherche nicht mehr vollstindig aufgefunden werden, so
dass eine Einbeziehung in die Studie nicht weiter erfolgen konnte. Die verbleibende
Gruppe von 60 Patienten bestand aus 35 Frauen (58,3 %) und 25 Ménnern (41,7 %).
Das Durchschnittsalter betrug 42,25 Jahre. Die mittlere Beobachtungsdauer lag bei 7,3
Jahren (Abb.4).

Beobachtungdauer der Patienten

100 -

a0 =

G0 =

20 =

beobachtete Patenten (%)

21

Jahre

Abbildung 4: Beobachtungsdauer der Patienten in Jahren nach Diagnosestellung (mitt-
lere Beobachtungszeit: 7,3 + 5,0 Jahre).
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Um den Einfluss des ACE-Gen Polymorphismus auf die Progression der FSGN beurtei-

len zu konnen, wurden die Patienten in zwei Untergruppen eingeteilt:

Patienten mit

FSGN
n =60
Gruppe 1 Gruppe 2
n=21 n =39
= fast progressors = slow progressors

Dabei wurde als Kriterium fiir die Gruppe 1 (fast progressors) mit schneller Entwick-
lung einer terminalen Niereninsuffizienz eine Verdoppelung des Kreatininwerts oder
aber eine Dialysepflichtigkeit bzw. eine Nierentransplantation innerhalb von zwei Jah-
ren nach Biopsie festgelegt.

Die Gruppe 2 (slow progressors) zeigte im Gegensatz dazu einen geringeren Kreatinin-
anstieg. Bereits ab dem 3. Quartal nach Biopsie ergab sich eine signifikante Differenzie-

rung der beiden Patientengruppen (Abb.5).
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Abbildung 5: Kreatininverlauf in Quartalen nach Diagnosestellung bei Patienten mit
FSGN (ns = nicht signifikant, * = p < 0,05 ab dem 3. Quartal; Vergleich von Gruppe 1
und 2 nach Mann-Whitney-U-Test).

Um einen Einfluss der Therapie mit ACE-Hemmern auf die Objektivitit der Gruppen-
einteilung auszuschlieBen, wurden die Patienten mit einer solchen Behandlung inner-
halb der ersten 2 Jahre nach Biopsie in ihrem Kreatininverlauf gesondert tiberpriift. In
der Gruppe 1 waren 14 Patienten (67 %) mit ACE-Hemmer-Therapie, in der Gruppe 2
13 Patienten (33 %). Auch hier zeigte sich ab dem 3. Quartal eine Signifikanz der Krea-
tininwerte zwischen den Gruppen, womit sich eine korrekte Aufteilung der Patienten

belegen lie3 (Abb.6)
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Kreatinin (mg/dl) bei ACE-Hemmer-Therapie
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Abbildung 6: Kreatininverlauf in Quartalen nach Diagnosestellung bei Patienten mit
FSGN und ACE-Hemmer-Therapie (ns = nicht signifikant, * = p < 0,05 ab dem 3.
Quartal; Vergleich von Gruppe 1 und 2 nach Mann-Whitney-U-Test).

Von den 21 Patienten der Gruppe 1 unterlagen nach Diagnosestellung 14 Patienten
einer fulminanten Progression. Sie wurden durchschnittlich im 3. Jahr nach Biopsie
dialysepflichtig. Neun von ihnen konnten im Mittel 5 Jahre nach Krankheitsbeginn nie-
rentransplantiert werden. Sieben Patienten wurden spéter wieder dialysepflichtig. Ein-
mal trat dabei eine rekurrente FSGN im Transplantat auf, bei den anderen handelte es
sich um chronische Rejektionen. Vier Patienten erhielten ein zweites Nierentransplantat,

einer sogar ein drittes.

Bei der Gruppe 2 handelte es sich um benigne Verlaufsformen der FSGN. Obwohl von
39 dennoch fiinf Personen dialysepflichtig geworden sind, trat dieses Ereignis im
Durchschnitt erst im 8. Jahr nach Biopsie auf. Nach einem mittleren Krankheitsverlauf

von 12 Jahren konnten drei Patienten erfolgreich nierentransplantiert werden.
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Kontrollgruppe

Die Kontrollgruppe fiir die Genanalyse bestand aus 30 weiblichen und 30 ménnlichen
gesunden Probanden. Nieren-, Herz- und Lebererkrankungen in der Anamnese fiihrten
zum Ausschluss aus der Studie. Das Durchschnittsalter lag mit 33 Jahren rund 10 Jahre

unter dem der Patienten.

Aktenstudium

Anhand der vielfdltigen Patientenunterlagen wurde retrospektiv der Krankheitsverlauf
in Quartalsabstinden erfasst und auf Zusammenhénge beziiglich der ACE-Genotypen

untersucht. Folgende Quellen der Heinrich-Heine-Universitét standen zur Verfiigung:

e Archive der MNR-Klinik

e Archive der Chirurgischen Klinik

e Sektionsarchiv des Instituts fiir Pathologie
e Nephrologische Ambulanz

e Transplantationsbiiro

Zusétzlich wurden zahlreiche hausérztliche und nephrologische Praxen in NRW konsul-

tiert.

Besondere Aufmerksamkeit galt den Retentionswerten:

- Kreatinin (Norm: 0,7-1,5 mg/dl),

- Harnstoff (Norm: 11-55 mg/dl),

- Harnsdure (Norm: < 7,0 mg/dl),

- Proteinurie (Norm: < 150 g/24h)

- ECC (Norm:100-160 ml/min/1,73m*KO).
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Weitere Parameter waren:

- Gesamteiweil3 (Norm: 6-8 g/dl) und Albumin im Serum (Norm: 3,6-5,5 g/dl)

- Hamoglobin im Serum (Norm: 12-17 g/dl)

- Lipidkonzentration im Serum: Cholesterin (Norm: < 200 mg/dl), Triglyceride
(Norm: < 180 mg/dl), HDL (Norm: > 40 mg/dl), LDL (Norm: < 150 mg/dl);
(Hyperlipiddmie bei einem Gesamtcholesterin von > 250 mg/dl)

- Blutdruckwerte (Hypertonie bei Werten von systolisch > 140 mmHg und dia-
stolisch > 90 mmHg).

Zusétzlich wurden die fiir die Erkrankung relevanten Medikamentengruppen aufgelistet:

e Antihypertensiva: - ACE-Hemmer
- Diuretika
- Kalzium-Antagonisten
- Beta-Blocker

e Immunsuppressiva

e Kortikosteroide

e Lipidsenker
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3.2 Bestimmung des ACE-Gen-Polymorphismus

Blutentnahme und Konservierung:

Bei allen Patienten wurde eine Blutabnahme und eine klinische Untersuchung in der
Nephrologischen Ambulanz der Universitdtsklinik Diisseldorf durchgefiihrt. Sowohl bei
Patienten als auch bei Kontrollpersonen wurde mit dem sterilen Vacutainer® - System
vendses Blut entnommen, welches fiir die Bestimmung des ACE-Gens und des aktuel-
len ACE-Spiegels im Serum diente. Nach der Blutentnahme erfolgte die Hemmung der
Blutgerinnung durch einen ACD-Zusatz im ACD-Réhrchen (ACD = Acidum citricum
purum 2,5%, Dextrose 2,34% und Natrium citricum 2,16%). Aus dem verdiinnten Voll-
blut wurden unter sterilen Bedingungen je 500 pl in sechs Eppendorf-Cups gegeben.
Diese lagerten dann bei einer Temperatur von ca. —20°C bis zur Aufarbeitung der

DNA.

Extraktion der DNA aus dem Vollblut:

Es wurde der QIAamp Blood Kit von QIAGEN verwendet.

Die Extraktion der DNA aus den Leukozyten des Vollbluts besteht aus mehreren Schrit-

ten:
e Lysierung der DNA aus den Leukozyten
e Bindung der DNA an die QIAamp Silika-Membran
e Auswaschen der iiberfliissigen Proteine
e Herauslosen der DNA
Lysierung:

Nach dem Auftauen des ACD-Blutes bei Raumtemperatur entnimmt man aus dem Ep-
pendorf-Cup 200 pl Blut. Dieses wird zusammen mit 25 pl Protease und 200 pl Buffer
(AL) sofort fiir 30 Sekunden auf dem Vortex-Gerit durchmischt. Die nun homogene
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Fliissigkeit 1dsst man 10 Minuten im Wasserbad bei einer Temperatur von 70°C inku-
bieren, um storende Proteine zu spalten. Dann werden 210 pl absolutes Ethanol hinzu-
gefligt. Eine nochmalige Homogenisierung erfolgt. Die DNA ist jetzt aus den Leukozy-

ten freigesetzt.

Bindung der DNA:

Das Blutgemisch gibt man nun auf einen speziellen QIAamp-Filter und zentrifugiert es
bei 6000 x g fiir eine Minute. Dabei wird die DNA an die QIAamp Silika-Membran ad-
sorbiert. Salz und pH-Wert der Losung verhindern eine Bindung von Proteinen oder
anderen Kontaminationen an der Membran, welche die PCR stéren wiirden. Das ver-

bleibende Filtrat wird verworfen.

Waschung:

Man gibt nun 500 pl Buffer (AW) auf die Silika-Filtermembran. Danach folgt eine wei-
tere Zentrifugation von einer Minute bei 6000 x g mit Verwerfen des Filtrats und eine
erneute Buffer-(AW)-Zugabe von 500 ul auf die Filtermembran. Das Gemisch wird nun
nochmals eine Minute bei 6000 x g und dann zwei Minuten bei maximaler Laufleistung
zentrifugiert. Dieser Vorgang dient dazu, die verbliebenen Proteine und Kontaminatio-
nen zu entfernen. Die Zentrifugationen haben keinen Einfluss auf die Bindungsstabilitét

der DNA an der Silika-Membran.

Herauslosen der DNA:

Um die DNA aus der Filtermembran 16sen zu konnen, wird diese mit 50 pl Tris-Puffer
versetzt, der zuvor auf 70°C erhitzt worden ist. Dieses Gemisch muss nun fiinf Minuten
bei 70°C im Wasserbad inkubieren. Die dann herausgewaschene DNA sammelt sich
wihrend einer weiteren Zentrifugation von einer Minute bei 6000 x g am Boden des
Eppendorf-Cups. Bis zur Konzentrationsmessung kann die DNA kurzzeitig bei +4 °C,

fiir ldngere Zeitrdume bei —20 °C gelagert werden.
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Konzentrationsbestimmung der DNA:

Die DNA-Konzentration ldsst sich photometrisch bestimmen. Das Absorptionsmaxi-
mum der DNA liegt bei einer Wellenlédnge von 260 nm. Die absorbierte Lichtmenge
entspricht der vorliegenden Stoffmenge und kann durch die Extinktion ausgedriickt
werden. Zum Beispiel entspricht eine Extinktion von 1 bei 260 nm ca. 50 ug doppel-
strangiger DNA pro ml. Die Extinktion steht dabei im logarithmisch umgekehrten Ver-

hiltnis zur Absorptionsmenge.

Pro 200 pl angesetzter ACD-Blutprobe konnen zwischen 4 — 12 pg reine DNA gewon-

nen werden.

Proteine haben im Gegensatz zur DNA ihr Absorptionsmaximum bei einer Wellenldnge
von 280 nm. Der Quotient der Extinktion von 260 nm (DNA) und 280 nm (Proteine)
dient zum Nachweis von restlichen Kontaminationen mit Proteinen. Fiir gut gereinigte

Proben liegt dieser Quotient zwischen 1,7 und 1,9.

Um eine fiir den ACE-Gen-Polymorphismus moglichst giinstige Konzentration des

PCR-Ansatzes zu erhalten, muss die DNA nun auf 0,015 pg pro 5 ul verdiinnt werden.

Vervielfaltigcung der DNA mittels PCR:

Die Grundlagen der PCR fiir das Angiotensin-Converting-Enzym sind der Arbeit von

Rigat aus dem Jahre 1992 entnommen.

Die Polymerase-Ketten-Reaktion besteht aus:

e Versuchsansitzen

e Thermo-Cycler-Programm, in dem Denaturierung, Hybridisierung

und Synthese der DNA in mehreren Zyklen durchlaufen werden
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Versuchsansitze:

Die Versuchsansitze werden auf Eis zusammengestellt. Unter sterilen Bedingungen gibt

man 5 pl der zu 0,015 pg verdiinnten DNA und 45 ul des folgenden Gemisches in steri-

le Eppendorf-Cups:

- PCR-Puffer : Tris-HCI 20 mM
Kaliumchlorid 50 mM

- dNTP-Mix (Desoxyribose-Base-Triphosphat) 0,2 mM

- Magnesiumchlorid 1,5 mM

- Primer sense 20 pM

- Primer antisense 20 pM

- Taqg-Polymerase 1,2 U

Das Gemisch fiillt man nun mit Aqua dest. auf, um einen Ansatz von 50 pl zu erhalten.
Auf jede Probe werden zwei Tropfen Ol gegeben, um die Verdunstung zu verhindern
und die Warmeleitfahigkeit zu erhéhen.

Es folgt eine kurze Zentrifugation der Proben.

Der Mix der verschiedenen DNA-Nucleotide (Desoxyribose-Base-Triphosphat) besteht
hierbei aus den Basen Adenosin (d’ATP), Guanin (d’GTP), Thymin (d’TTP) und Cyto-
sin (d’CTP). Die Primer wurden von der Firma MWG Biotech AG (Ebersberg) synthe-
tisiert. Sie sind komplementér zu den Enden der entscheidenden DNA-Sequenz ange-
ordnet, was eine Anlagerung der DNA-Polymerase ermdglicht. Die Basenfolge des
sense-Primers lautet: 5°- GCC CTG CAG GTG TCT GCA GCA TGT-3¢, die des anti-
sense-Primers: 5‘-GGA TGG CTC TCC CCG CCT TGT CTC-3¢. Die Tag-DNA-
Polymerase konnte von der Firma Life Technologies (Karlsruhe) zur Verfligung gestellt

werden.

Cycler-Programm:

Die folgenden PCR-Schritte werden im Personal-Cycler (Thermo-Cycler) der Firma

Biometra (Gottingen) durchlaufen.
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Denaturierung

Der erste Zyklus beginnt mit einer 5-miniitigen Phase bei 94 °C, um die Entwindung der
DNA-Doppelstringe zu gewihrleisten. Eine 30 Sekunden anhaltende Hitzebehandlung
bei einer Temperatur von 94°C ist fiir die Trennung der DNA-Doppelstringe in Einzel-

stringe verantwortlich.

Hybridisierung

Hierbei binden sich die Primer innerhalb von 25 Sekunden bei einer Temperatur von

64°C an den jeweils komplementiren DNA-Abschnitt der Einzelstrange.

Synthese der DNA

In einer 2-miniitigen Phase bei einer Temperatur von 70°C verldngert die Taq-Polyme-
rase die Primer und synthetisiert somit neue DNA. An den letzten Zyklus schlie3t sich
eine 7-miniitige Laufzeit bei 72°C an, die zur Vervollstindigung der Transkription und

zum VerschlieBen moglicher Liicken dient.

Insgesamt werden diese Vorgédnge in 31 Zyklen wiederholt durchlaufen. Ergebnis ist
eine millionenfach vervielfiltigte Kopie der zuvor in den Cycler gegebenen DNA-

Probe.

Gelelektrophorese — Darstellung der ACE-Gen-Allele:

Giellen des Agarosegels:

1,5 g Agarose (GIBCO BRL, Life Technologies®) gibt man mit 100 ml 1 x TAE Puffer
(Tris-Puffer, Eisessig, EDTA und Aqua dest.) zusammen. Diese 1,5 prozentige Losung
wird fiir zwei Minuten aufgekocht und nach Zugabe von 5 ul Ethidiumbromid in die

vorgegebene Gel-Form gegossen. Durch zuvor eingesetzte Kdmme entstehen Taschen
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in dem abkihlenden Gel. Nach Entnahme der Kdmme wird das Gel in 1 x TAE Puffer

einer Elektrophorese-Kammer (Biometra ®) gelegt.

Elektrophorese — Kammer:

Vor dem Fiillen der Geltaschen pipettiert man 10 ul der DNA unter der Olschicht ab
und versetzt es mit 2 pl eines Blaumarkers (Bromphenolblau, Ficol, Glycerin, TAE-
Puffer). Das Einfiillen der 12 pl in die Geltaschen ist somit sichtbar. Mit Hilfe des
schweren Ficols versinken die Proben schneller zum Boden der Taschen. Das Gel wird
an eine elektrische Spannung von 110 bis 120 Volt angeschlossen. Die negativ gelade-

nen Molekiile wandern nun zur Anode.

Die Allele fiir Deletion und Insertion unterscheiden sich in ihrer MolekiilgréBe. Das D-
Allel besteht aus nur 319 Basenpaaren und ist somit im elektrischen Feld schneller als
das aus 597 Basenpaaren bestehende [-Allel. Nach einer 30-miniitigen Laufzeit wird das
Gel aus der Elektrophoresekammer entnommen. Die entstandenen Allel-Banden kdnnen
nun durch den Bestandteil Ethidiumbromid unter UV-Anregung sichtbar gemacht wer-

den.

Fiir homozygote Gentréger ist nur das jeweilige Allel sichtbar:

DD = D-Allel
II = I-Allel

Bei heterozygoten Proben zeigen sich zwei Banden:

ID = I-Allel und D-Allel
Um die Banden identifizieren zu kdnnen, ldsst man einen Léngen-Marker im Gel mit-
laufen, welcher gleichfalls mit einem Blaumarker versetzt ist. Der Marker erzeugt Ban-

den von definierter Basenpaarlédnge. Bei dieser Arbeit wurde ein Marker von Boehringer

Mannheim (Nr.IX) verwendet, welcher zehn verschiedene DNA-Banden anzeigt. Da-
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runter sind auch eine von 310 und eine von 603 Basenpaaren, welche den gesuchten D-
und [-Allel-Banden sehr nahe liegen.

Zur Sicherheit der Ergebnisse ldsst man eine Kontrolle fiir jeden Genotyp (DD, ID, II)
mitlaufen. AuBlerdem gibt man eine Negativkontrolle (Aqua dest.) hinzu, um Kontami-

nationen auszuschlieen (Abb.7).

319 bp 597 bp

:

neg Marker

Abbildung 7: Darstellung der Genotypen des ACE-Gen Polymorphismus durch Gel-
elektrophorese. Der Marker erzeugt Banden von 310 und 603 Basenpaaren, sodass das
Deletions-Allel mit 319 und das Insertionsallel mit 597 Basenpaaren lokalisiert werden

kann. Die zusitzliche Negativkontrolle schlie3t eventuelle Kontaminationen aus.

Insertions-spezifische Primer:

Aus der Literatur stammt der Hinweis, dass einige heterozygote ID-Tréger in der Elek-
trophorese falschlicherweise als DD-Genotypen gewertet wurden (Ueda 1996), da das
D-Allel stéirker als das I-Allel exprimiert sein kann (Shanmugam 1993, Fogarty 1994).
Um diese Moglichkeit auszuschlieBen, wurden alle homozygot erscheinenden DD-
Tréager mittels einer zweiten PCR iiberpriift. Hierbei verwendet man zwei Insertions-
spezifische Primer. Dies ist das Verfahren der Wahl, um eine korrekte Genotypbestim-

mung sichern zu kdnnen. Der sense-Primer hat hierbei die Basenfolge: 5‘TGG GAC
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CAC AGC GCC CGC CAC TAC-34, der antisense-Primer besteht aus: 5°-TCG CCA
GCC CTC CCA TGC CCA TAA-3".

Diese insertionsspezifische PCR ist vergleichbar mit der oben beschriebenen, wobei
man nur die Hélfte (25 pl) des Versuchsansatzes nutzt. Nach Fertigstellung der Ver-
suchsansétze werden im Cycler jedoch andere Zykluszeiten und Temperaturen durch-
laufen. Der erste Zyklus beginnt mit einer 5-miniitigen Phase bei 94 °C. Die Denaturie-
rung besteht wie oben aus Erhitzung auf 94°C fiir 30 Sekunden. Die Hybridisierung
dauert 25 Sekunden bei einer Temperatur von 67°C. Die Synthese der DNA bendtigt
eine 2-miniitige Phase bei 70°C, wobei im letzten Zyklus eine 7-miniitige Laufzeit bei

72°C angeschlossen wird. Die verschiedenen Zyklen durchlaufen 33 Wiederholungen.

Bei dieser PCR wird eine DNA-Sequenz vervielfaltigt, welche spezifisch fiir das Inser-
tions-Allel ist und nur bei dessen Anwesenheit sichtbar wird. Die Sequenz besteht aus
333 Basenpaaren. Wird hierbei nun keine Bande sichtbar, so sind die untersuchten Pro-
ben mit Sicherheit homozygote DD-Genotypen. Fiir die insertionsspezifische PCR
verwendet man ebenfalls ein 1,5 prozentiges Agarosegel sowie den selben Blaumarker
und DNA-Léangen-Marker wie bei der oben beschriebenen PCR. Um die Ergebnisse zu
sichern, ldsst man hier ebenfalls Kontrollen fiir jeden Genotyp sowie eine Negativkon-

trolle mitlaufen.

Bestimmung des ACE-Plasmaspiegels:

Der aktuelle ACE-Spiegel im Serum wurde im Nephrologischen Labor durch einen Ra-
dioassay ermittelt. Hierbei nutzt man die Funktion des ACE als Carboxypeptidase, wel-
che von geeigneten Substanzen wie dem Angiotensin [ das C-terminale Ende abspaltet.
Bei der Messung der ACE-Aktivitit iibernimmt ein Tripeptid die Funktion des Substra-
tes, wobei mittels Endpunktkinetik dessen Umsatzrate bestimmt wird. Ein Kontroll-
plasma mit bekanntem ACE-Spiegel dient als Referenz. Der Normwert des ACE im
Serum liegt zwischen 50 und 120 U/l. Der Radioassay hat im Vergleich zu spektrome-
trischen Messverfahren eine bessere Sensitivitdt und zeigt keine wesentliche Beeinflus-

sung durch Verdnderungen der Blutproben (Hdmolyse, lipimisches Serum).
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3.3 Statistik

Fallzahl:

Diese Studie wurde vom Biomathematischen Institut (Prof. Dr. Mau) der Heinrich-
Heine-Universitét Diisseldorf unterstiitzt und lief aufgrund der geringen Fallzahl als

Pilotstudie mit offener Fallzahl.

Auswertung der Ergebnisse:

Mit Hilfe des Statistik-Programmes SPSS in der Version 9.0 wurden sowohl die aktuel-
len Ergebnisse als auch die Retentionsparameter erfasst und daraus die Mittelwerte und
Standardabweichungen errechnet. Bei der Auswertung der Ergebnisse wurde ein Wahr-
scheinlichkeitswert von p < 0,05 als signifikant erachtet.

Die Allelverteilung fiir die ACE-Gen-Vergleiche zwischen den Gruppen 1 und 2 (fast
und slow progressors) wurden mit dem Chi-Quadrat-Test und dem exakten Fisher-Test
tiberpriift. Die ACE-Genotypen wurden hinsichtlich des Hardy-Weinberg-Gesetzes un-
tersucht. Dies legt der Verteilung der Allele eine statistische Wahrscheinlichkeit
zugrunde. Danach bleibt die Haufigkeit der Genotypen von Generation zu Generation
unverdndert. Die heterozygoten Gentriger haben ein weit hoheres Vorkommen als die
homozygoten Konstellationen, welche zu circa gleichen prozentualen Anteilen vorhan-
den sind. Ausnahmen ergeben sich durch biologische (z.B. Mutationen) oder demogra-
phische (z.B. Inzucht) Einflussfaktoren.

Eine Uberpriifung auf eine eventuelle Normalverteilung der erhobenen Verlaufsparame-
ter (z.B. Kreatinin, Proteinurie, RR) erfolgte mit dem W-Test von Shapiro und Wilk.
Bei Gegeniiberstellung von 3 Merkmalen, also bei Vergleich der Verlaufswerte von
DD, ID und II, wurden die nicht normal verteilten Daten mittels des Kruskal-Wallis-H-
Test verglichen. Normalverteilungen ergaben sich nicht. In der Gegentiberstellung von
DD versus ID/IT und DD/ID versus II fand zum Parametervergleich der Mann-Whitney-
U-Test Anwendung.
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4. Ergebnisse

4.1 ACE-Gen-Polymorphismus bei Gesunden und Patienten
mit FSGN

Kontrollegruppe

Bei den 60 gesunden Probanden ergab sich eine Verteilung des ACE-Gen-Polymor-
phismus entsprechend dem Hardy-Weinberg-Gesetz, welches der Verteilung der Geno-
typen eines genetischen Systems eine statistische Wahrscheinlichkeit zugrunde legt
(Tab.2). Das ID-Gen war hierbei circa zur Hélfte vertreten. DD- und II-Genotyp mach-

ten jeweils ungefahr ein Viertel des Polymorphismus aus.

Geschlecht DD-Gen ID-Gen II-Gen Gesamt

Mainnlich 3 (10,0%) |19 (63,3%) | 8 (26,7%) |30 (100,0 %)
Weiblich 10 33,3%) |15 (50,0%) | 5 (16,7%) |30 (100,0 %)
Gesamt 13 21,7 %) |34 (56,6 %) [13 (21,7 %) |60 (100,0 %)

Tabelle 2: ACE-Gen-Verteilung bei den Kontrollpersonen mit Unterscheidung zwi-

schen ménnlichen und weiblichen Probanden (p = 0,085 = ns).

Bei den weiblichen Personen war der DD-Typ relativ hidufiger zu finden als bei den
ménnlichen, bei denen eher das II-Gen vertreten war. Es gab jedoch keine Signifikanz
(p = 0,085). Die ID-Konstellation war sowohl bei Ménnern als auch bei Frauen circa zur

Halfte vorhanden.

Bei einer Differenzierung in Probanden mit und ohne D-Allel war diese Tendenz, wenn

auch nicht in so starkem Mal3e, ebenfalls ersichtlich (p = 0,35) (Tab.3).
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Gruppe DD-/IDGen II-Gen Gesamt
Ménnlich 22 (73,3 %) 8 (26,7 %) 30 (100,0 %)
Weiblich 25 (83,3 %) 5 (16,7 %) 30 (100,0 %)

Tabelle 3: D-Allel-Verteilung bei minnlichen und weiblichen Kontrollpersonen (p =

0,35 =ns).

Erst bei Vergleich von Personen mit und ohne I-Allel konnte man einen signifikanten

Unterschied zwischen Miannern und Frauen feststellen (p < 0,05) (Tab.4).

Gruppe DD-Gen ID/II-Gen Gesamt
Mainnlich 3 (10,0 %) 27 (90,0 %) 30 (100,0 %)
Weiblich 10 (33,3 %) 20 (66,7 %) 30 (100,0 %)

Tabelle 4: I-Allel-Verteilung bei ménnlichen und weiblichen Kontrollpersonen (p <

0,05).

Patientengruppe

Der ACE-Gen-Polymorphismus der Patienten ergab eine dhnliche Verteilung wie die

der Kontrollgruppe (Tab.5). Auch hier war der ID-Typ circa bei der Hilfte aller Patien-

ten vorhanden, wéihrend der II-Typ nur zu einem Drittel vertreten war, der DD-Typ so-

gar zu einem noch kleineren Prozentsatz.

Geschlecht DD-Gen ID-Gen II-Gen Gesamt
Minnlich 2 (8,0%) | 14 (56,0 %) 9 (36,0%) | 25 (100,0 %)
Weiblich 9 (25,7%) | 17 (48,6 %) 9 (25,7%) | 35 (100,0 %)
Gesamt 11 (18,3 %) | 31 (51,7 %) | 18 (30,0 %) | 60 (100,0 %)

Tabelle 5: ACE-Gen-Verteilung der Patienten mit FSGN mit Unterscheidung zwischen

méinnlichen und weiblichen Patienten (p = 0,21 = ns).




Bei den weiblichen Patienten war der DD-Genotyp im Gegensatz zu den ménnlichen
Patienten wieder vermehrt zu finden (p = 0,21). ID- und II-Typ waren bei Frauen und

Mainnern ungefahr zu gleichen Prozentsitzen vorhanden.

Stellt man dabei D- und I-Allel gegeniiber, war dieser Tatbestand gleichfalls ohne Sig-

nifikanz vorzufinden (Tab.6 und 7).

Gruppe DD-Gen ID/II-Gen Gesamt
Mainnlich 2 (8,0 %) 23 (92,0 %) 25 (100,0 %)
Weiblich 9 (25,7 %) 26 (74,3 %) 35 (100,0 %)

Tabelle 6: I-Allel-Verteilung bei ménnlichen und weiblichen Patienten mit FSGN (p =

0,83 =ns).
Gruppe DD-/ID-Gen II-Gen Gesamt
Mainnlich 16 (64,0 %) 9 (36,0 %) 25 (100,0 %)
Weiblich 26 (74,3 %) 9 (257 %) 35 (100,0 %)

Tabelle 7: D-Allel-Verteilung bei minnlichen und weiblichen Patienten mit FSGN (p =
0,40 =ns).

Bei Betrachtung der Genotypen in Bezug auf das Alter der Patienten bei Diagnosestel-

lung ergaben sich folgende Werte (Tab.8):

DD-Gen ID-Gen II-Gen
Alter (Jahre) 40,55 40,74 45,89
Patientenanzahl 11 31 18

Tabelle 8: ACE-Gen-Verteilung mit zugehorigem Patientendurchschnittsalter bei Diag-

nosestellung und entsprechender Patientenanzahl (p = 0,58 = ns).
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Hierbei zeigte sich ein zeitlich fritheres Auftreten der Erkrankung bei Patienten mit DD-
Genotyp. Diese Tendenz setzte sich in einem hoheren Durchschnittsalter bei Patienten

mit [I-Typ fort, erreichte jedoch keine signifikanten GroéBen (p = 0,58).

Bei Unterscheidung in Genotypen mit und ohne D-Allel ergab sich noch deutlicher ein
jiingeres Erkrankungsalter bei Vorliegen des D-Allels, somit deutet das D-Allel auf ein
fritheres Auftreten der FSGN hin (Tab.9).

DD-/ID-Gen II-Gen
Alter (Jahre) 40,69 45,89
Patientenanzahl 42 18

Tabelle 9: D-Allel-Verteilung sowie Mittelwerte des Patientenalters bei Diagnosestel-

lung und zugehorige Patientenanzahl (p = 0,23 = ns).

Uberpriifte man die Genotypverteilung auf Vorliegen eines I-Allels, so fand sich nur
eine schwache Tendenz fiir ein spéteres Auftreten der Erkrankung bei dem ID/II-Gen

(Tab.10).

DD-Gen ID/II-Gen
Alter (Jahre) 40,55 42,63
Patientenanzahl 11 49

Tabelle 10: [-Allel-Verteilung sowie Mittelwerte des Patientenalters bei Diagnosestel-

lung und zugehorigen Patientenanzahl (p = 0,72 = ns).

Bei einer Differenzierung des Patientenalters in vor und nach dem 40. Lebensjahr zeigte
sich gleichfalls eine stirkere Tendenz zum DD-Genotyp bei der jungen Patientengruppe
und eine vermehrte Haufigkeit des II-Genotyps bei den &lteren Patienten (p = 0,10)
(Tab.11).

36



Alter bei Biopsie DD-Gen ID-Gen II-Gen Gesamt
<40 Jahre 7 (24,1%) |17 (58,6%) |5 (17,2%) |29 (100,0 %)
> 40 Jahre 4 (12,9%) |14 (45,2%) |13 (41,9 %) |31 (100,0 %)
Gesamt 11 (18,3%) |31 (51,7 %) |18 (30,0 %) |60 (100,0 %)

Tabelle 11: ACE-Gen-Polymorphismus bei Patienten mit FSGN mit Unterscheidung

des Alters bei Biopsie (p = 0,10 = ns).

Eine Signifikanz ergab sich, wenn man die Prévalenz des D-Allels mit der des II-Geno-

typs vergleicht (p < 0,05). Hieraus ldsst sich schlie3en, dass das D-Allel fiir ein friiheres

Auftreten der FSGN mitverantwortlich sein kann (Tab.12).

Alter bei Biopsie | DD-/ID-Gen II-Gen Gesamt
<40 Jahre 24 (82,8 %) 5 (17,2 %) 29 (100,0 %)
> 40 Jahre 18 (58,1 %) 13 (41,9 %) 31 (100,0 %)

Gesamt 42 (70,0 %) 18 (30,0 %) 60 (100,0 %)

Tabelle 12: ACE-Gen-Polymorphismus bei Patienten mit FSGN mit Unterscheidung
des Alters bei Biopsie (p < 0,05).

Bei Betrachtung des I-Allels lielen sich dagegen keine signifikanten Unterschiede fin-

den (p = 0,27), obwohl auch hier Tendenzen zu einem &lteren Patientengut bei dem

ID/I1-Genotyp ersichtlich waren (Tab.13).

Alter bei Biopsie DD-Gen ID/II-Gen Gesamt
<40 Jahre 7 (24,1 %) 22 (75,9 %) 29 (100,0 %)
> 40 Jahre 4 (12,9 %) 27 (87,1 %) 31 (100,0 %)

Gesamt 11 (18,3 %) 49 (81,7 %) 60 (100,0 %)

Tabelle 13: ACE-Gen-Polymorphismus bei Patienten mit FSGN mit Unterscheidung

des Alters bei Biopsie (p = 0,27 = ns).
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Vergleich

Zwischen der gesunden Kontrolle und den Patienten mit einer FSGN ergaben sich im

Polymorphismus des ACE-Gens keine signifikanten Unterschiede (p = 0,57) (Abb.8).

ACE-Gen-Expression: FSGN / Kontrolle

all]

GRUPPE

FProzent

GEIT

Abbildung 8: Prozentuale Verteilung des ACE-Gens bei Patienten mit FSGN und Kon-
trollgruppe (p = 0,57) (ns = nicht signifikant).

Somit besteht keine Korrelation zwischen dem ACE-Gen-Polymorphismus und dem

Auftreten einer FSGN. Der als Risikofaktor beschriebene DD-Genotyp war bei unserer

Kontrollgruppe sogar hdufiger vertreten als unter den Patienten.
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Die absoluten Zahlen der ACE-Gen-Verteilung bei Patienten mit FSGN und den Kon-
trollpersonen sind aus der folgenden Grafik ersichtlich (Abb.9).

ACE-Gen-Expression: FSGN / Kontrolle

GRUPPE

B FscrT
[ Eentrolle

Absolute Werte

GEN

Abbildung 9: Absolute Zahlen des ACE-Gen-Polymorphismus bei Patienten mit FSGN

und Kontrollgruppe (ns =nicht signifikant).
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Auch bei Betrachtung des D-Allels fand sich keine signifikante Abweichung zwischen
Patienten und Kontrollpersonen (p = 0,30) (Abb.10).

ACE-Gen-Expression: FSGN / Kontrolle
100

GRUPPE

e
[ Ecntrolle

Prozent

DovID I

GEN

Abbildung 10: Verteilung des D-Allels in Prozenten bei Patienten mit FSGN und Kon-
trollgruppe (p = 0,30) (ns = nicht signifikant).
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Bei Untersuchung auf Vorhandenseins eines I-Allels gab es ebenfalls keine Signifikan-

zen zwischen Patienten und Kontrolle (p = 0,65) (Abb.11).

ACE-Gen-Expression: FSGN / Kontrolle

100

0 -

&l -

R

ns GEUPFPE

20 -
. Pl EscN
=]
5
& 0 [ Eentrolle

GEM

Abbildung 11: Verteilung des I-Allels in Prozenten bei Patienten mit FSGN und Kon-
trollgruppe (p = 0,65) (ns = nicht signifikant).

41



4.2 Verteilung des DD-Genotyps bei Patienten mit FSGN

Die Patienten hatten hinsichtlich ihrer Eingruppierung eine Verteilung von circa eins zu
zwei, wobei die Gruppe 1 (fast progressors) ein Drittel und die Gruppe 2 (slow progres-

sors) zwei Drittel ausmachte (Tab.14).

Gruppe Anzahl Prozent
1 (fast) 21 35%
2 (slow) 39 65 %

Tabelle 14: Verteilung der Patienten mit FSGN in Gruppe 1 und 2.

Die Anzahl von minnlichen und weiblichen Probanden in den Gruppen war unter-
schiedlich. In der Gruppe 1 waren deutlich weniger Ménner als Frauen zu finden, in der
Gruppe 2 war das Verhéltnis eher ausgeglichen (Tab.15). Signifikanzen konnten hier
nicht gefunden werden (p = 0,34).

Gruppe Miinnlich Weiblich Gesamt
1 (fast) 7 (33,3 %) 14 (66,7 %) 21 (100,0 %)
2 (slow) 18 (46,2 %) 21 (53,8 %) 39 (100,0 %)

Tabelle 15: Gruppenverteilung der mannlichen und weiblichen Patienten mit FSGN

(p=0,34 =ns).

Die Altersverteilung in den Gruppen zeigte ein niedrigeres Durchschnittsalter in der
Gruppe 1. Die Abweichung zur Gruppe 2 war jedoch nicht signifikant (p = 0,59)
(Tab.16). Trotzdem wurde ersichtlich, dass die schnell terminal werdende Gruppe auch

ein zeitlich fritheres Auftreten der Erkrankung aufwies.

Gruppe Alter (Jahre)
1 (fast) 40,57
2 (slow) 43,15

Tabelle 16: Durchschnittsalter der Patienten mit FSGN in den Untergruppen (p = 0,59

= ns).
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Zwischen den Patientengruppen 1 und 2 ergaben sich keine Signifikanzen in der Vertei-

lung des ACE-Gen-Polymorphismus (p = 0,62) (Abb.12).

ACE-Gen-Expression bei FSGN

&0

Gruppe

B fast

Prozent

GE

Abbildung 12: Prozentuale Verteilung des ACE-Gen-Polymorphismus in Patienten-
gruppe 1 und 2 (p = 0,62) (ns = nicht signifikant).

Beim DD-Genotyp bestand jedoch eine Tendenz fiir ein vermehrtes Auftreten in der

Gruppe 1. Das II-Gen zeigte sich hdufiger in der Gruppe 2. Das ID-Gen war wieder mit
circa 50 prozentiger Hiufigkeit zu finden. Diese Differenzen ergaben aber keine Signi-
fikanzen, womit eine eindeutige Korrelation zwischen dem ACE-Gen und der Progres-

sion der FSGN nicht festgestellt werden konnte.
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Die absoluten Zahlen waren dementsprechend (Abb.13).

ACE-Gen-Expression bei FSGN

30

ns

40+

10 Gruppe

Absolute Werte

GEN

Abbildung 13: Absolute Zahlen des ACE-Gen-Polymorphismus in Patientengruppe 1

und 2 (ns = nicht signifikant).

Auch bei der Gegeniiberstellung der Genotypen mit und ohne D-Allel konnte keine Sig-
nifikanz gefunden werden (p = 0,44), die Tendenz zeigte jedoch ein hiufigeres Vor-

kommen des D-Allels bei Patienten in Gruppe 1 und eine erhohte Priavalenz des I11-Gens

in Gruppe 2 (Abb.14).
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ACE-Gen-Expression bei FSGN
100

Gruppe

B fast

Prozent

DovID I

GEN

Abbildung 14: Prozentuale Verteilung des D-Allels in Patientengruppe 1 und 2 (p =
0,44) (ns = nicht signifikant).

Bei Vergleich von Patienten mit und ohne I-Allel traten dhnliche Abweichungen auf.
Es zeigte sich eine tendenzielle Erh6hung des DD-Genotyps bei Gruppe 1 und ein ver-
mehrtes Vorhandensein des [-Allels bei Gruppe 2. Diese Unterschiede waren aber

gleichfalls nicht signifikant (p = 0,42) (Abb.15).
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Prozent

ACE-Gen-Expression bei FSGN

DD

GEN
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nicht signifilcant

Gruppe

Abbildung 15: Prozentuale Verteilung des I-Allels in Patientengruppe 1 und 2 (p =
0,42) (ns = nicht signifikant).

In den Gruppen 1 und 2 war die Anzahl der Méanner und Frauen verschieden gewichtet

(Tab.17 und 18). Die Frauen zeigten eine vermehrte Haufigkeit in der schnell terminal

werdenden Gruppe und ein erhdhtes Vorkommen des DD-Genotyps im Vergleich zu

den Ménnern. Es gab aber keine Signifikanz.

Gruppe | Geschlecht | DD-Gen ID-Gen II-Gen |Gesamt
1 (fast) | Ménnlich | 0 (0,0%) | 6 (28,6%)| 1 (4.8%) | 7 (33,4 %)
Weiblich | 5 (23.8%) | 5 (23,8 %)| 4 (19,0 %) | 14 (66,6 %)

Tabelle 17: ACE-Gen-Polymorphismus der ménnlichen und weiblichen Patienten in

Gruppe 1 (p =0,08 =ns).
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Gruppe | Geschlecht | DD-Gen ID-Gen II-Gen Gesamt

2 (slow)| Mannlich | 2 (5,1 %) | 8 (20,5%)| 8 (20,5 %) | 18 (46,1 %)

Weiblich | 4(10,3%) |12 (30,8 %)| 5 (12,8 %) | 21 (53,9 %)

Tabelle 18: ACE-Gen-Polymorphismus der ménnlichen und weiblichen Patienten in

Gruppe 2 (p = 0,38 =ns).

Auch bei der Untersuchung von Prisenz bzw. Abwesenheit des D-Allels konnten keine
signifikanten Differenzen erreicht werden. Die Tendenz zeigte sich jedoch auch hier
zugunsten einer vermehrten Héufigkeit des D-Allels bei den Frauen (Gruppe 1: p =
0,47, Gruppe 2: p = 0,17). Bei Uberpriifung auf das Vorhandenseins eines I-Allels ergab
sich ebenfalls nur eine Tendenz fiir den DD-Genotyp bei Frauen, besonders in der

Gruppe 1 (Gruppe 1: p = 0,07, Gruppe 2: p = 0,49).

Die Altersverteilung in den Gruppen 1 und 2 ergab insgesamt ein spéteres Auftreten der
FSGN bei Vorhandensein des I-Allels, es lagen aber keine Signifikanzen vor (p = 0,58)
(Tab.19).

Gruppe DD-Gen ID-Gen II-Gen
1 (fast) 4420 (n=Y5) 3491 (n=11) 49,40 (n=Y5)
2 (slow) 37,50 (n=6) 43,95 (n=20) 44,54 (n=13)

Tabelle 19: Durchschnittsalter der Patienten (Jahre) in Gruppe 1 und 2 und die Bezie-
hung zum ACE-Gen (p = 0,58 = ns).

Bei Gegeniiberstellung von An- und Abwesenheit des D-Allels waren beziiglich des
Auftrittsalters der FSGN gleichfalls keine Signifikanzen ersichtlich (p = 0,30). Auch bei
der Untersuchung des I-Allels fanden sich keine signifikanten Abweichungen (p =

0,72).

Bei einer Unterscheidung zwischen Patientenalter iiber und unter 40 Jahren zeigte sich

ein haufigeres Vorkommen des DD-Genotyps bei Patienten unter 40 Jahren und eine

47



Vermehrung des [I-Genotyps bei Probanden iiber 40 Jahren. Diese Konstellation traf

besonders in Gruppe 1 zu und in abgeschwichter Form auch in Gruppe 2 (Tab.20 und

21), Signifikanzen wurden jedoch nicht erreicht (Gruppe 1: p = 0,14, Gruppe 2: p =

0,34).
Gruppe | Alter (Jahre) | DD-Gen ID-Gen II-Gen Gesamt
1 (fast) <40 3 (143%)|8 38,1%) | 1 (4,8%) |12(57,2 %)
> 40 2 (95%) |3 (143%)| 4 (19,0%) | 9 (42,8 %)

Tabelle 20: ACE-Gen-Verteilung bei Patienten in Gruppe 1 mit Unterscheidung des

Alters bei Diagnosestellung (p = 0,14 = ns).

Gruppe | Alter (Jahre) | DD-Gen ID-Gen I1-Gen Gesamt
2 (slow) <40 4 (10,3%)| 9 (23,1 %) | 4 (10,3 %) | 17 (43,6 %)
> 40 2 (5,1%) [11(28,2%) | 9 (23,1 %) |22 (56,4 %)

Tabelle 21: ACE-Gen-Verteilung bei Patienten in Gruppe 2 mit Unterscheidung des

Alters bei Diagnosestellung (p = 0,34 = ns).

Bei Gegeniiberstellung von An- bzw. Abwesenheit des D-Allels ergibt sich ebenfalls

eine vermehrte Haufigkeit des D-Allels bei den unter 40-jahrigen Patienten, besonders

in der Gruppe 1. Signifikant ist diese Abweichung jedoch auch hier nicht (Gruppe 1: p =
0,06, Gruppe 2: p = 0,25).

Bei Betrachtung des I-Allels konnen diese Tendenzen nicht gefunden werden (Gruppe

1: p=0,88, Gruppe 2: p = 0,22).
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ACE-Spiegel im Serum

Bei der Uberpriifung der Angiotensin-Converting-Enzym-Spiegel der Patienten ergaben
sich signifikante Differenzen zwischen den verschiedenen Genotypen (p < 0,05). Insge-
samt lag der ACE-Spiegel mit durchschnittlich 71,2 U/l im Normbereich. Der DD-
Genotyp zeigte die hdchsten Werte im Serum. Der ID-Genotyp hatte geringere, der I1-
Genotyp die niedrigsten ACE-Spiegel (Abb.16).

ACE-Spiegel im Serum (U/1)
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Abbildung 16: Serumspiegel des ACE bei unterschiedlichen Genotypen bei Patienten
mit FSGN (p < 0,05 bei Vergleich von DD, ID und II nach Kruskal-Wallis-H-Test).
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ACE-Gen-Polymorphismus bei anderer Aufteilung der Patienten

Zusétzlich zur Gruppeneinteilung der Patienten nach dem Kreatininanstieg erfolgte eine

Einteilung nach Proteinurie und Hypertonie bei Krankheitsbeginn.

Bei Betrachtung der Proteinurie wurde zwischen Patienten mit einer EiweiBBausschei-
dung tliber bzw. unter 3 g/l bei Diagnosestellung unterschieden. Es ergaben sich keine
signifikanten Differenzen im ACE-Gen-Polymorphismus (p = 0,20). Die Patienten mit
der geringeren Proteinurie wiesen im Vergleich sogar prozentual vermehrt den DD-
Genotyp auf. Der ID-Genotyp wurde von den Patienten mit hohen Eiweif3verlusten
dominiert, der II-Genotyp lag in beiden Gruppen mit circa 30 Prozent gleich héufig vor
(Abb.17). Damit konnte auch die Proteinurie als Referenzparameter fiir die Nierenfunk-

tion keine Korrelation zum ACE-Gen-Polymorphismus aufzeigen.

ACE-Gen-Expression und Proteinurie
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Abbildung 17: Prozentuale Verteilung des ACE-Gen-Polymorphismus nach Proteinurie
bei Krankheitsbeginn bei Patienten mit FSGN (p = 0,20) (ns = nicht signifikant).

50



Bei Differenzierung in normotone und hypertensive Patienten wurde eine Hypertonie
bei Erreichen von systolischen Werten iiber 140 mmHg und diastolischen Werten iiber
90 mmHg festgelegt. Hierbei trat der DD-Genotyp in den Gruppen mit circa 20 % zu
gleichen Teilen auf. Der ID-Genotyp war vermehrt durch die normotonen Patienten
prasentiert, wiahrend der II-Genotyp eine hohere Anzahl von Hypertonikern aufwies.

Die Differenzen besa3en jedoch keine Signifikanz (p = 0,54) (Abb.18).

ACE-Gen und Hypertonie
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Abbildung 18: Prozentuale Verteilung des ACE-Gen-Polymorphismus nach Vorhan-
densein einer Hypertonie bei Krankheitsbeginn bei Patienten mit FSGN (p = 0,54) (ns =
nicht signifikant).
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4.3 ACE-Gen-Polymorphismus und Verlaufsparameter

Niereniiberlebensrate:

Die Patienten wurden in Bezug auf das Erreichen eines Kreatininwerts von 4,0 mg/dl
untersucht. Dieser Wert wurde als prognostisches Kriterium fiir den langfristigen Erhalt
der Nierenfunktion festgesetzt. Nach Kaplan-Meyer betrug die mittlere Nierenfunk-
tionszeit der Patienten mit DD-Genotyp 62,7 Monate, d.h. 5,2 Jahre. Die Nierenfunktion
bei Patienten mit ID-Genotyp blieb im Durchschnitt 124,8 Monate, d.h. 10,4 Jahre er-
halten, bei Patienten mit II-Genotyp dagegen lag die Nierenfunktionsrate bei 96,55 Mo-
naten, d.h. bei 8,0 Jahren (Abb.19). Diese Unterschiede erreichten jedoch keine Signifi-
kanz (p =0,79). Auch bei Betrachtung von DD versus ID/II (p = 0,52) und DD/ID ver-
sus II (p = 0,67) ergaben sich keine signifikanten Abweichungen.
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Abbildung 19: Niereniiberlebensrate nach Kaplan-Meyer bei Patienten mit FSGN mit

Unterscheidung zwischen den verschiedenen Genotypen (p = 0,79 = ns).
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Kreatinin:

Die mittleren Kreatininwerte der Patienten zeigten beziiglich der verschiedenen Geno-
typen keine relevanten Unterschiede (Abb.20). Die Kreatininwerte der Patienten mit

DD-Genotyp lagen meist hoher als bei Patienten mit ID- oder II-Genotyp. Bei Gegen-
tiberstellung von DD versus ID/II ergab sich nur im 5. Quartal eine signifikante Diffe-

renz (p < 0,05). Ein Vergleich von DD/ID mit II fand sich keine Signifikanz.

Kreatinin (mg/dl) bei Patienten mit FSGN
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Abbildung 20: Kreatininverlauf in Quartalen nach Diagnosestellung bei Patienten mit
FSGN (ns = nicht signifikant; Vergleich von DD, ID und II nach Kruskal-Wallis-H-
Test).

In der Abbildung sind nur die ersten 13 Quartale nach Diagnosestellung angegeben, der
betrachtete Zeitraum betrug hier also 3,25 Jahre. Aufgrund der zu geringen Fallzahlen in
den spiteren Quartalen wurden die Auswertungen nur bis zu einer bestimmten Quartals-

anzahl vorgenommen. Dies gilt auch fiir die folgenden Parameter.
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Harnstoft:

Die Verlaufsbeobachtung fiir die Harnstoffwerte ergaben ebenfalls keine bedeutenden
Abweichungen (Abb.21). DD- und ID-Genotyp zeigten fast durchgehend hohere Werte
als der II-Genotyp, aber auch bei Betrachtung von DD versus ID/II und DD/ID versus I1

ergab sich keine Signifikanz.

Harnstoff (mg/dl) bei Patienten mit FSGN
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Abbildung 21: Harnstoffwerte in Quartalen nach Diagnosestellung bei Patienten mit
FSGN (ns = nicht signifikant; Vergleich von DD, ID und II nach Kruskal-Wallis-H-
Test).

Harnsaure:

Die Harnsdurewerte besallen keine maf3geblichen Differenzen zwischen den unter-
schiedlichen Genotypen DD, ID und II (Abb.22). Bei Untersuchung des DD-Genotyps
im Vergleich zum ID/II-Genotyp ergab sich eine signifikante Abweichung im 4. Quartal
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(p <0,05), bei Differenzierung zwischen DD/ID und II dagegen im 8. Quartal (p <
0,05).

Harnsdure (mg/dl) bei Patienten mit FSGN
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Abbildung 22: Harnsdurewerte in Quartalen nach Diagnosestellung bei Patienten mit
FSGN (ns = nicht signifikant; Vergleich von DD, ID und II nach Kruskal-Wallis-H-
Test).

Proteinurie:

Auch der Verlauf der Proteinurie war zum grof3en Teil nicht signifikant. Nur im 6.
Quartal war eine relevante Differenz zu verzeichnen (p < 0,05), die auf einer hohen Ei-
weiBausscheidung der Patienten mit ID-Genotyp beruht. Diese war auch fast in allen
anderen Quartalen vorhanden, wogegen DD und II mit meist niedrigeren Werten ver-
bunden waren (Abb.23). Bei der Gegeniiberstellung von DD- versus ID/II-Genotyp
zeigten sich keine bedeutenden Unterschiede, bei Betrachtung von DD/ID gegen II er-
gaben sich Signifikanzen im 6. bis 8., im 10. und 12. Quartal (p < 0,05).
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Proteinurie (g/1) bei Patienten mit FSGN
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Abbildung 23: Verlauf der Proteinausscheidung in Quartalen nach Diagnosestellung
bei Patienten mit FSGN (* = p < 0,05, ns = nicht signifikant; Vergleich von DD, ID und
IT nach Kruskal-Wallis-H-Test).

Endogene Kreatinin-Clearance:

Die endogene Kreatinin-Clearance (ECC) als Referenzparameter der Nierenfunktion
unterschied sich zwischen den einzelnen ACE-Genotypen nicht signifikant. Zu Beginn
besal} die Patientengruppe mit DD-Genotyp hohere Clearance-Werte, im spéteren
Verlauf entsprach jedoch der II-Genotyp der besseren Nierenfunktion. ID- und DD-
Genotyp zeigten fast durchgehend eine bedeutende Einschrinkung der Nierenfunktion
(Abb.24). Bei Vergleich von DD/ID mit II ergaben sich gleichfalls keine Signifikanzen,
bei Untersuchung von DD-Genotyp versus ID/II-Genotyp waren jedoch relevante Diffe-

renzen im 7. und 8. Quartal (p < 0,05) vorhanden. Insgesamt wies das DD-Gen anhand
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seiner Verlaufswerte auf die bevorstehende terminale Nierenfunktion hin, wihrend der

II-Typ eine fast stabile Organfunktion erhalten konnte.

ECC (ml/min) bei Patienten mit FSGN
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Abbildung 24: Entwicklung der endogenen Kreatinin-Clearance in Quartalen nach
Diagnosestellung bei Patienten mit FSGN (ns = nicht signifikant; Vergleich von DD, ID
und II nach Kruskal-Wallis-H-Test).

Gesamteiweil und Albumin:

Die Verlaufsdiagramme von Gesamteiweil3 und Albumin wiesen bei allen drei Genoty-
pen zu Krankheitsbeginn einen herabgesetzten Proteingehalt im Serum auf. Spiter stie-
gen beide Parameter wieder auf Normwerte an. Die Hohe des Gesamteiweilles erreichte
zwischen den einzelnen Genotypen keine relevanten Differenzen (Abb.25). Bei der Be-
trachtung von DD- gegen ID/II-Genotyp gab es gleichfalls keine Signifikanz. Nur bei

Gegeniiberstellung von DD/ID versus II trat ein maf3geblicher Unterschied im 10. Quar-
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tal nach Biopsie auf (p < 0,05), wobei aber alle drei Genotypen Werte im Normbereich
aufwiesen. Das Albumin erreichte im 10. Quartal nach Diagnosestellung eine signifi-
kante Differenz zwischen den drei ACE-Genotypen (p < 0,05) (Abb.26). Diese blieb
auch bei Vergleich des DD/ID- mit dem II-Genotypen erhalten (p < 0,05), aber auch
hier lagen die Werte der einzelnen Genotypen dabei im Normbereich, so dass diese
Abweichungen keine Bedeutung fiir den Krankheitsverlauf haben. Eine Untersuchung

von DD gegen ID/II ergab keine bedeutenden Abweichungen.

Gesamteiweil3 (g/dl) bei Patienten mit FSGN
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Abbildung 25: Gesamteiweill im Serum in Quartalen nach Diagnosestellung bei Patien-
ten mit FSGN (ns = nicht signifikant; Vergleich von DD, ID und II nach Kruskal-
Wallis-H-Test).
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Albumin (g/dl) bei Patienten mit FSGN
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Abbildung 26: Verlauf der Albuminwerte im Serum in Quartalen nach Diagnosestel-
lung bei Patienten mit FSGN (* = p < 0,05, ns = nicht signifikant; Vergleich von DD,
ID und II nach Kruskal-Wallis-H-Test).

Hamoglobin:

Die Himoglobinwerte im Serum zeigten keine signifikanten Differenzen in Bezug auf
die ACE-Genotypen. Bei Patienten mit ID- und II-Genotyp lagen sie mit einer Ausnah-
me im Quartal vor Biopsie im Normbereich. Das Himoglobin bei DD-Genotyp erreich-
te anfangs ebenfalls Werte im Normbereich, spéter war es erniedrigt (Abb.27). Die Un-
terscheidung zwischen DD versus ID/II und DD/ID versus II ergab ebenfalls keine be-

deutenden Abweichungen.
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Héamoglobin (mg/dl) bei Patienten mit FSGN
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Abbildung 27: Verlauf der Himoglobinwerte in Quartalen nach Diagnosestellung bei
Patienten mit FSGN (ns = nicht signifikant; Vergleich von DD, ID und II nach Kruskal-
Wallis-H-Test).

Lipide:

Der Verlauf der Lipidkonzentrationen wies keine Signifikanzen beziiglich der verschie-
denen ACE-Genotypen auf. Das Gesamtcholesterin war zu Beginn der Erkrankung bei
allen drei Patientengruppen erhoht. Erst ab dem 5. Quartal nach Diagnosestellung nahm
die Hypercholesterinimie ab und die Werte niherten sich dem Normbereich an.
Patienten mit einem DD-Genotyp wiesen geringere Cholesterinspiegel auf, Patienten
mit ID- oder II-Genotyp dagegen zeigten tendenziell hohere Werte (Abb.28). Bei Ver-
gleich von DD mit ID/II ergaben sich ebenfalls keine relevanten Differenzen. Unter-
schied man dagegen DD/ID- von II-Genotyp, gab es eine Signifikanz im 10. Quartal

(p <0,05).
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Cholesterin (mg/dl) bei Patienten mit FSGN
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Abbildung 28: Verlauf des Cholesteringehalts im Serum in Quartalen nach Diagnose-
stellung bei Patienten mit FSGN (ns = nicht signifikant; Vergleich von DD, ID und II
nach Kruskal-Wallis-H-Test).

Auch bei den Triglyceriden waren insgesamt keine Signifikanzen vorhanden. Der Se-
rumspiegel war anfangs eher bei ID und II erhoht, in den spéteren Quartalen besal3 der
DD-Genotyp die hoheren Werte (Abb.29). Bei Gegeniiberstellung von DD gegen ID/II
gab es zuungunsten des II-Genotyps relevante Unterschiede vor Biopsie (p < 0,05). Bei
der Uberpriifung von DD/ID versus Il zeigte sich im 3. Quartal eine Signifikanz (p <
0,05), wobei der II-Genotyp hierbei mit den hoheren Werten korrelierte. Somit ging das
I-Allel zumindest bei Krankheitsbeginn mit erhohten Triglyceridwerten einher und ist
als moglicher Risikofaktor fiir das Auftreten der FSGN bei Abwesenheit anderer Pré-

dispositionen nicht auszuschlieen.
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Triglyceride (mg/dl) bei Patienten mit FSGN
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Abbildung 29: Verlauf der Triglyceridkonzentrationen im Serum in Quartalen nach
Diagnosestellung bei Patienten mit FSGN (ns = nicht signifikant; Vergleich von DD, ID
und II nach Kruskal-Wallis-H-Test).

HDL- und LDL-Konzentrationen wiesen keine bedeutenden Differenzen zwischen den
einzelnen Genotypen auf. Die Serumspiegel fiir HDL lagen mit meist > 40 mg/dl im
Normbereich. DD- und ID-Genotyp besallen im Durchschnitt bessere Werte als der I1-
Genotyp (Abb.30). Bei Betrachtung von DD/ID versus II waren ebenfalls keine Signifi-
kanzen vorhanden, bei Einteilung in DD und ID/II trat im 3. Quartal eine relevante Ab-
weichung auf (p < 0,05).

Das LDL lag im gesamten Beobachtungszeitraum iiber dem Normbereich. Zu Krank-
heitsbeginn war es besonders beim ID- und der II-Genotyp erhoht, welche in den spite-
ren Quartalen niedrigere Serumspiegel aufwiesen. Diese Abweichungen zeigten jedoch
keine Signifikanzen. Der DD-Genotyp war eher mit gleichbleibenden Konzentrationen
verbunden (Abb.31). Bei Uberpriifung von DD versus ID/II und DD/ID versus II ergab
sich gleichfalls keine Signifikanz. Insgesamt zeigte sich erneut die Tendenz des I-Allels

zu schlechteren Werten des Lipidstoffwechsels im Serum.
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Abbildung 30: HDL-Verlauf in Quartalen nach Biopsie bei Patienten mit FSGN (ns =
nicht signifikant; Vergleich von DD, ID und II nach Kruskal-Wallis-H-Test).
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Abbildung 31: LDL-Verlauf in Quartalen nach Biopsie bei Patienten mit FSGN (ns =

nicht signifikant; Vergleich von DD, ID und II nach Kruskal-Wallis-H-Test).
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Therapie mit Lipidsenkern:

Eine Therapie mit Lipidsenkern wurde im Durchschnitt nur bei 15 Prozent der Patienten
durchgefiihrt. Im Gegensatz zum DD- und ID-Genotyp sind vermehrt Patienten mit ei-
nem II-Genotyp wegen einer Hyperlipiddmie behandelt worden Zwischen den verschie-
denen ACE-Genotypen gab es jedoch keine Signifikanzen (Abb.32). Bei Betrachtung
von DD versus ID/II zeigten sich ebenfalls keine relevanten Abweichungen. Bei Diffe-
renzierung zwischen DD/ID- und II-Genotyp war dagegen ein signifikanter Unterschied
im 1. Quartal vorhanden (p < 0,05), wobei das II-Gen mit erhohtem Bedarf an einer
lipidreduzierenden Therapie einher ging. Somit ergab sich fiir das I-Allel nochmals eine

Korrelation zu schlechteren Lipidwerten.

Lipidsenker bei Patienten mit FSGN (%)
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Abbildung 32: Prozentualer Anteil der Patienten mit FSGN und einer Lipidsenker-
Therapie in Quartalen nach Diagnosestellung (ns = nicht signifikant; Vergleich von DD,

ID und II nach Kruskal-Wallis-H-Test).

Systolische und diastolische Blutdruckwerte:

Die Differenzen hinsichtlich der Blutdruckwerte waren gréf3tenteils nicht signifikant.

Die systolischen Werte lagen circa zwischen 126 und 166 mmHg und es gab zwischen
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den verschiedenen ACE-Genotypen nur eine signifikante Differenz im 2. Quartal (p <
0,05), was auf erhohte Werte der Patienten mit II-Genotyp zuriickzufiihren ist. Der
Blutdruck des II-Genotyps war im Vergleich zu DD oder ID auch in mehreren anderen
Quartalen erhoht (Abb.33). Bei Gegeniiberstellung von DD/ID und II zeigte sich auler
der Signifikanz im 2. Quartal (p < 0,05) eine weitere im 10. Quartal (p < 0,05). Bei ei-
ner Einteilung in DD-Genotyp und ID/II-Genotyp ergab sich kein signifikanter Unter-
schied. Die diastolischen Blutdruckwerte befanden sich in einem Bereich von circa 76
bis 100 mmHg. Signifikante Abweichungen zwischen den ACE-Genotypen waren im 2.
und 4. Quartal (p < 0,05) vorhanden. Wieder war der II-Genotyp in einigen Quartalen
mit hoheren Werten verbunden als der DD- oder der ID-Genotyp (Abb.34). Auch bei
Betrachtung von DD/ID versus II blieb die Signifikanz im 2. und 4. Quartal (p < 0,05)
bestehen. Uberpriifte man dagegen DD versus ID/IL, trat nur im 4. Quartal (p < 0,05)
eine signifikante Differenz auf. Insgesamt zeigte sich eine relativ gute Einstellung der

systolischen und diastolischen Parameter.

RR systolisch (mmHg) bei Patienten mit FSGN
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Abbildung 33: Verlauf der systolischen Blutdruckwerte in Quartalen nach Diagnose-
stellung bei Patienten mit FSGN (* = p < 0,05, ns = nicht signifikant; Vergleich von
DD, ID und II nach Kruskal-Wallis-H-Test).
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RR diastolisch (mmHg) bei Patienten mit FSGN
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Abbildung 34: Verlauf der diastolischen Blutdruckwerte in Quartalen nach Diagnose-
stellung bei Patienten mit FSGN (* = p < 0,05, ns = nicht signifikant; Vergleich von
DD, ID und II nach Kruskal-Wallis-H-Test).

Antihypertensiva:

Bei der antihypertensiven Therapie der FSGN gab es zwischen den ACE-Genotypen
keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl der verabreichten Préparate. Die Pa-
tienten mit einem II-Genotyp zeigten bei einer Behandlung mit 1,9 bis 3,0 Medikamen-
ten fast durchgehend einen hoheren Bedarf an Antihypertensiva, wéhrend die anderen
Patientengruppen durchschnittlich nur 1,6 bis 2,7 Praparate benotigten (Abb.35). Diese
Tendenz scheint gegen einen malignen Einfluss der DD-Konstellation auf die Hyperto-
nie zu sprechen. Eine Gegeniiberstellung von DD- und ID/II-Genotyp ergab gleichfalls
keine Signifikanzen, nur die Untersuchung von DD/ID versus II zeigte eine signifikante
Abweichung im 5. Quartal (p < 0,05) mit haufigerer Einnahme von Antihypertensiva

bei Patienten mit [I-Konstellation.
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Antihypertensiva (n) bei Patienten mit FSGN
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Abbildung 35: Antihypertensive Medikamentenanzahl in Quartalen nach Diagnosestel-
lung bei Patienten mit FSGN (ns = nicht signifikant; Vergleich von DD, ID und II nach
Kruskal-Wallis-H-Test).

ACE-Hemmer:

Zu den antihypertensiven Therapeutika zéhlen auch die ACE-Inhibitoren. Die Patienten
mit DD-Genotyp wurden besonders in den ersten sieben Quartalen zu einem héheren
Prozentsatz, von 50 bis 75 Prozent, einer solchen Behandlung unterzogen. Diese Ab-
weichung kann auf eine vermehrte Effektivitit der ACE-Hemmer und damit auf eine
therapeutische Bevorzugung oder aber auf einen erhohten ACE-inhibitorischen Bedarf
dieser Patienten hinweisen. Patienten mit einem ID- oder II-Genotyp bekamen nur in 9
bis 50 Prozent eine ACE-Hemmer-Therapie. Diese Unterschiede erreichten aber nur im
1. Quartal eine Signifikanz (p < 0,05). Nach dem 7. Quartal erhielten alle Patienten-
gruppen zu gleichermaflen zu 29 bis 43 Prozent eine solche Medikation (Abb.36). Bei
Differenzierung von DD- und ID/II-Genotyp lieB sich wieder eine signifikante Abwei-
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chung im 1. Quartal nachweisen (p < 0,05), bei Unterscheidung zwischen DD/ID und II

gab es keine Signifikanzen.

ACE-Hemmer bei Patienten mit FSGN (%)
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Abbildung 36: ACE-Hemmer-Therapie in Prozent in Quartalen nach Diagnosestellung
bei Patienten mit FSGN (* = p < 0,05, ns = nicht signifikant; Vergleich von DD, ID und
IT nach Kruskal-Wallis-H-Test).

Insgesamt erhielten Patienten mit einem II-Genotyp eine hohere Anzahl von Antihyper-
tensiva, die ACE-Hemmer wurden jedoch eher an Patienten mit einem DD-Genotyp
verabreicht. Diese Tendenz konnte auf eine vermehrte Effektivitit der ACE-inhibitori-

schen Therapie bei Patienten mit DD-Gen hinweisen.

Immunsuppressive Therapie:

Durchschnittlich 66 Prozent aller Patienten erhielten eine immunsuppressive Therapie
zur Unterdriickung des Entzlindungsgeschehens. In der Verlaufsbeobachtung wurde
zwischen Immunsuppressiva wie CsA und Kortikosteroiden unterschieden. Hierbei tra-

ten zwischen den ACE-Genotypen keine signifikanten Unterschiede auf. Zu Beginn
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zeigten die Patienten mit ID-Genotyp einen hoheren Bedarf an immunsuppressiver The-
rapie, spater wurden haufiger Patienten mit einem DD-Genotyp einer solchen Behand-
lung unterzogen. Nach dem 7. Quartal sind alle Patientengruppen circa zu einem gleich
groB3en Prozentsatz mit Immunsuppressiva behandelt worden (Abb.37). Die Therapie
mit Kortikosteroiden wurde im gesamten Untersuchungszeitraum zu ungefahr gleichen
Anteilen bei den verschiedenen Patientengruppen durchgefiihrt (Abb.38).

Patienten, welche eine Kombinationsbehandlung mit Immunsuppressiva und Kortiko-
steroiden erhielten, wurden zusitzlich gesondert erfasst. Auch hier traten keine Signifi-
kanzen auf. Im Durchschnitt bekamen 30 Prozent aller Patienten eine solche Therapie.
Zu Beginn erhielten besonders Patienten mit ID-Genotyp diese Kombinationsbehand-
lung, spiter wurden alle Patientengruppen ungefahr gleich hiufig therapiert.

Auch bei Gegeniiberstellung von DD versus ID/II und DD/ID versus II ergaben sich bei
der Therapie mit Immunsuppressiva und Kortikosteroiden keine signifikanten Differen-
zen. Eine differenzierte immunsuppressive Therapie spezifisch nach den ACE-Geno-

typen war somit nicht erkennbar.
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Abbildung 37: Therapie mit Immunsuppressiva in Quartalen nach Diagnosestellung bei
Patienten mit FSGN (ns = nicht signifikant; Vergleich von DD, ID und II nach Kruskal-
Wallis-H-Test).
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Kortikosteroide bei Patienten mit FSGN (%)
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Abbildung 38: Kortikosteroid-Therapie in Prozent in Quartalen nach Diagnosestellung
bei Patienten mit FSGN (ns = nicht signifikant; Vergleich von DD, ID und II nach
Kruskal-Wallis-H-Test).
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5. Diskussion

5.1 Einfluss des ACE-Gen-Polymorphismus auf die
Entstehung der fokal segmental sklerosierenden

Glomerulonephritis

Nach der Erkenntnis der Dominanz des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems in der
systemischen Blutdruckregulation wurde im Rahmen neuer technischer Mdglichkeiten
versucht, auch die entschliisselten Genkonstellationen des RAAS zu evaluieren. Dazu
gehoren das Renin-Gen (West 1994, Frossard 1999), der M235T-Polymorphismus des
Angiotensinogen-Gens, das ACE-Gen und die A1166C-Mutation im AT1-Rezeptor-
Gen (Hunley 1996, Yoshida 1996, Marre 1997, Frishberg 1998). In diesem Zusam-
menhang sei auf die bevorstehende Aufdeckung des gesamten menschlichen Gen-Codes
hingewiesen, deren Erkenntnisgewinn auch fiir die medizinische Forschung bisher noch

nicht abgeschitzt werden kann (Pennisi 2000).

Diese Studie befasst sich gezielt mit dem ACE-Gen, da dieser Polymorphismus durch
seinen starken Einfluss auf die Serumkonzentration des ACE (Rigat 1990) auch die Bil-
dung des vasokonstriktorischen Angiotensin II mitbestimmt. Der DD-Genotyp ist hdu-
fig als die Konstellation beschrieben worden, die die hochsten ACE-Plasmaspiegel her-
vorruft (Harrap 1993, Ueda 1995, Nakai 1997, Teranishi 1999) und damit fiir hyperten-
sive sowie fiir renale Erkrankungen am geféhrlichsten zu sein scheint (Kennon 1999).
Weiterhin wird diese Gen-Konstellation in der Literatur mit einem erhdhten Risiko fiir
Myokardinfarkt und Apoplex sowie mit der Progression von koronarer, renaler als auch
systemischer Arteriosklerose in Verbindung gebracht (Nakauchi 1996, Rasmussen
1996, Doi 1997, Kogawa 1997, Staessen 1997). Andere Autoren konnten diesbeziiglich
keinen Zusammenhang aufzeigen (Lindpaintner 1995, Ringel 1997, Kunz 1998).

In unserer Arbeit sind 60 Patienten und 60 gesunde Kontrollpersonen auf ihren Genotyp

hin untersucht worden. Dabei wurden ethnische Unterschiede ausgeschlossen, um even-

tuelle Einfliisse auf die Genotypverteilung zu verhindern. Die FSGN hat bei Schwarzen

71



eine erhohte Pravalenz (Cameron 1996) und zeigt zudem eine schnellere Progression bis
hin zum terminalen Nierenversagen (Ingulli 1991y,). Weiterhin ist bei diesen Patienten
ein vermehrtes Auftreten des D-Allels beschrieben worden (Barley 1994, Rutledge
1994).

Die Kontrollgruppe wies eine Genotypkonstellation auf, die mit den Ergebnissen ande-
rer europdischer Studien iibereinstimmt (Schunkert 1994, Harden 1995, Schmidt 1995,).
In unserer ersten Hypothese wurde keine Differenz des Polymorphismus zwischen den
Patienten und Kontrollpersonen erwartet, das heif3t, das ACE-Gen sei nicht verantwort-
lich fiir ein Auftreten der FSGN. Diese Erwartung bestitigte sich, denn die Genotypen
von Patienten und Kontrolle besaflen keine signifikanten Differenzen. Die DD-Kon-
stellation war bei unserer Kontrollgruppe sogar hdufiger vertreten als unter den Patien-
ten. Der ACE-Gen-Polymorphismus ist somit kein pradisponierender Faktor fiir die

Entstehung einer FSGN.

Dieses Ergebnis steht im Einklang mit anderen Studien zu renalen Erkrankungen
(Schmidt 1995,, Nakai 1997) sowie auch speziell zu Glomerulonephritiden (Harden
1995, Schmidt 1995, Yorioka 1995, Hunley 1996, Tanaka 1998, Stratta 1999). Die
FSGN wurde diesbeziiglich nur in der Studie von Frishberg (Frishberg 1998) unter-
sucht, welcher den Polymorphismus des ACE-Gens als Risikofaktor fiir die Entwick-
lung einer FSGN bei Kindern ausschlieBen konnte. Nur wenige Studien beschreiben ein
erhohtes Auftreten von renalen Erkrankungen bei Vorliegen des DD-Genotyps (Chen

1997), dies konnte fiir die FSGN bislang nicht bestdtigt werden.

In unserer Kontrollgruppe von 30 ménnlichen und 30 weiblichen Personen ergab sich
ein signifikant erhohtes Auftreten des I-Allels bei den Méannern und des DD-Genotyps
bei Frauen. Auch in der Patientengruppe zeigten die Frauen vermehrt den DD-Genotyp,
die Ménner eher das I-Allel. Hier waren die Unterschiede jedoch nicht signifikant. Ba-
sierend auf der Vermutung eines aggressiven Einflusses des DD-Gens bei renalen Er-
krankung sprechen sie aber fiir ein eventuell erh6htes Risiko fiir das weibliche Ge-
schlecht. In unserer Patientengruppe betrug der Anteil an Frauen 58,3 %.

In der Patientengruppe korrelierte der DD-Genotyp mit einem zeitlich fritheren Auftre-

ten der Erkrankung. Da auch die ID-Konstellation dhnliche Werte wie das DD-Gen
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zeigt, stellt sich die Frage nach der Dominanz des D-Allels. Patienten mit I[I-Genotyp
waren bei Diagnosestellung dagegen durchschnittlich fiinf Jahre dlter. Bei einer Unter-
teilung der Patienten in unter und tiber 40-Jihrige ergibt sich gleichfalls eine stérkere
Tendenz zum DD-Genotyp bei der jungen Patientengruppe und eine erhohte Haufigkeit
der II-Konstellation bei den élteren Patienten. Das Vorliegen des DD- oder ID-Gens
fiihrte zu einem um 25 Prozent erhohten Krankheitseintritt bei den unter 40-jdhrigen
Patienten. Diese Differenz war signifikant und unterstreicht nochmals die starke Ein-
flussnahme des D-Allels auf eine zeitlich frithere Manifestation der FSGN. Die Korrela-
tion des Auftrittsalters mit dem D-Allel kann mdglicherweise auch durch einen progres-
siveren Verlauf der Erkrankung vor der bioptischen Diagnosestellung erklart werden. In
der Literatur ist dieser Zusammenhang in Bezug auf renale Erkrankungen ebenfalls be-

schrieben worden (Harden 1995, Lee 1997).

5.2 Stellenwert des ACE-Gen-Polymorphismus bei der
Progression der FSGN

Die fokal segmental sklerosierende Glomerulonephritis scheint ein Krankheitsbild mit
zwei verschiedenen Entititen zu sein, welche bioptisch nicht unterscheidbar sind. Hier-
bei gibt es die Gruppe der progressiven, schnell niereninsuffizient werdenden Patienten.
Zwei Drittel von ihnen erreichen innerhalb von 5 bis 10 Jahren einen vollstandigen
Funktionsverlust der Niere (Brown 1978, Cameron 1996). Bei Erkrankungsbeginn lei-
den diese Patienten vermehrt unter dem nephrotischen Syndrom, welches neben den
fibrotischen Veranderungen im Glomerulum (Floege 1995) und dem Kreatininanstieg
im Plasma (Cameron 1996, Suzuki 2000) somit auch als prognostischer Marker gewer-
tet werden kann (Grupp 1992, Korbet 1994, Suzuki 2000). Besonders das anfangliche
Ausmal} der Proteinurie konnte hierbei als Risikofaktor fiir eine schnelle Entwicklung
zum renalen Funktionsverlust gefunden werden (Mallick 1991, Matthias 1995, Suzuki
2000). Die Prognose ist schlecht, da unter der Dialyse vermehrt kardiovaskuldre Kom-
plikationen, eine verstarkte Progression der renalen Erkrankung und eine erhdhte Mor-

talitat beschrieben sind (Mallick 1991). Auch der langfristige therapeutische Erfolg der
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Nierentransplantation ist bei diesen Patienten durch ein verkiirztes Transplantatiiberle-

ben eingeschriankt (Cameron 1994).

Die anderen Patienten zeigen als ,,slow progressors® ein benigneres Bild. Entweder sie
gelangen schnell in eine komplette Remission, welche nur in 3 bis 5 Prozent mit einem
Rezidiv mit Nierenversagen verbunden ist (Cameron 1996), oder sie haben eine lang-
samere Progression iiber viele Jahre hinweg, welche dann schlielich auch in einem

Nierenfunktionsverlust miinden kann.

Unsere Patientengruppe wurde auf dieser Grundlage in 2 Gruppen unterteilt, um den
ACE-Gen-Polymorphismus als mdglichen prognostischen Indikator zu identifizieren.
Gruppe 1 waren die schnell terminal werdenden Patienten, die ,,fast progressors®, Grup-
pe 2 die Patienten mit einem giinstigeren Verlauf, die ,,slow progressors®. Als Unter-
scheidungskriterium zogen wir den Kreatininverlauf als Referenzparameter der Nieren-
funktion heran, wie dies auch in anderen Studien durchgefiihrt wurde (Hunley 1996,
McLaughlin 1996, Yorioka 1996, Yoshida 1996, Frishberg 1998). Durch diese Auftei-
lung der Patienten sollte der Einfluss der ACE-Gen-Polymorphismus auf die Progres-

sion der FSGN untersucht werden.

Unsere zweite Hypothese bestand aus der Annahme, dass Patienten mit DD-Genotyp
schneller eine terminale Niereninsuffizienz erreichen. Dies konnte nicht eindeutig nach-
gewiesen werden, da die DD-Konstellation zwar vermehrt in der Gruppe 1 vorzufinden
war, die Differenz zur Gruppe 2 jedoch keine Signifikanz ergab. Dieses Ergebnis beruht
moglicherweise auf einer zu kleinen Patientenanzahl. Es gab nur 11 Patienten mit DD-
Genotyp im Gesamtkollektiv von 60 Patienten. Damit war die Zahl dieser Patienten
innerhalb der einzelnen Gruppen noch kleiner, so dass hier eventuell keine signifikanten
Unterschiede erreichbar waren. Weiterhin war in der Gruppe 2 eine erhéhte Hiufigkeit
des II-Genotyps vorhanden, wobei aber ebenfalls keine relevante Differenz auftrat. Ein
weiterer Faktor fiir das geringe Auftreten des DD-Genotyps konnte die in anderen Stu-
dien beschriebene hohe kardiovaskuldr bedingte Mortalitét sein, welche mit dieser Kon-
stellation, insbesondere bei Dialysepflichtigkeit einhergeht (Yoshida 1996, Stratta

1999). Auch dieser Einflussfaktor sollte mit beriicksichtigt werden. Insgesamt konnte
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aber in dieser Studie kein signifikanter Zusammenhang zwischen ACE-Gen-Polymor-

phismus und der Progression der FSGN aufgezeigt werden.

Dieses Resultat geht mit dhnlichen Studienergebnissen in der Literatur konform, in de-
nen eine bedeutsame Rolle des ACE-Gen-Polymorphismus im Verlauf von Nierener-
krankungen nicht gefunden werden konnte (Schmidt 1995, Chowdhury 1996, Pei 1997,
Schmidt 1997, Kunz 1998, Suzuki 2000). Im Gegensatz dazu gibt es aber auch signifi-
kante Nachweise fiir die Entwicklung einer diabetischen Nephropathie (Yoshida 1996y,
Jeffers 1997, Marre 1997, Martin 1999, Hsieh 2000) und der Progression der IgA-
Glomerulonephritis (Harden 1995, Yorioka 1995, Hunley 1996, Chen 1997, Stratta
1999). Beziiglich der FSGN wurde eine signifikante Korrelation zwischen der Progres-
sion und dem Vorliegen eines D-Allels bei Kindern aufgezeigt (Frishberg 1998). Mog-
licherweise konnte in Zukunft ein prospektives Studiendesign Aufklarung iiber die Zu-
sammenhdnge zwischen ACE-Gen und dem Fortschreiten von renalen Erkrankungen

bringen.

Auffillig war, dass sich in unserer Gruppe 1 ein deutlich groBBerer Anteil an weiblichen
Patienten befand, in der Gruppe 2 dagegen das Verhiltnis zwischen der Anzahl der
Mainner und Frauen eher ausgeglichen war. In der Gruppe 1 besa3en die Frauen auf3er-
dem vermehrt den DD-Genotyp, die Médnner mit einer DD-Konstellation waren in die-
ser Gruppe gar nicht vertreten. Die Gruppe 2 zeigte ein abgeschwéchtes Bild, aber auch
hier fand sich der DD-Genotyp eher bei den weiblichen Probanden. Somit ergibt sich
unter der Annahme einer malignen Einwirkung des DD-Gens eher eine schlechtere Pro-
gnose fiir den Krankheitsverlauf des weiblichen Geschlechts.

Das Patientenalter bei Diagnosestellung lag in der Gruppe 1 circa drei Jahre niedriger
als in Gruppe 2. Das friihere Auftreten der Erkrankung ist in beiden Gruppen mit dem
Vorhandensein des D-Allels moglicherweise, aber nicht signifikant verkniipft. Dieses
Ergebnis trifft besonders auf die Gruppe 1 zu, wo sich bei Vorliegen eines D-Allels eine
um zwoOlf Jahre frithere Manifestation der FSGN im Vergleich zum II-Genotyp findet.
In der Gruppe 2 betrigt die Differenz nur zwei Jahre. Unterscheidet man nun die Pa-
tienten nach Krankheitseintritt vor und nach dem 40. Lebensjahr, ergeben sich dhnliche
Tendenzen. Der DD-Genotyp ist hdufiger vorhanden bei den unter 40-jahrigen Patien-

ten, der II-Genotyp zeigt sich vermehrt in der Gruppe der liber 40-Jahrigen. Diese Kon-
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stellation findet man besonders in der Gruppe 1. Somit scheint das D-Allel fiir einen
frithzeitiges Auftreten der FSGN mitverantwortlich zu sein. Auch in der Literatur ist
der DD-Genotyp in Verbindung mit einem frithen aggressiven Voranschreiten von Nie-
renerkrankungen bis hin zum chronischen Nierenversagen beschrieben worden (Perez-
Oller 1999, Stratta 1999). Betrachtet man die Patienten mit einem D-Allel, so haben in
der Gruppe 1 die bei Diagnosestellung unter 40-Jahrigen in iiber 50 Prozent ein solches
Allel. Die tiber 40-Jdhrigen in der Gruppe 1 weisen das D-Allel nur in circa 20 Prozent
auf. In der Gruppe 2 dagegen ist das D-Allel bei den unter und {iber 40-J4hrigen relativ
gleichmiBig vertreten. Insgesamt konnten bei beiden Gruppen keine Signifikanzen ge-
funden werden. Der DD-Genotyp bzw. das D-Allel kann dennoch mit einem fritheren

und progressiveren Auftreten der FSGN in Verbindung gebracht werden.

Da bei der Einteilung der Patienten in zwei Gruppen nach dem Kriterium des Kreatinin-
anstiegs keine signifikanten Ergebnisse auftraten, wurden die Gruppen zur nochmaligen
Uberpriifung nach dem Grad der Proteinurie und dem Vorliegen einer arteriellen Hy-
pertonie bei Diagnosestellung eingestuft.

Eine vermehrte Pravalenz des DD-Genotyps bei Patienten mit einer Eiweifausschei-
dung iiber 3 g/l konnte nicht signifikant nachgewiesen werden. Das DD-Gen war eher
mit Proteinurie-Werten unter 3g/1 verbunden. Somit scheint das ACE-Gen bei Erkran-
kungsbeginn keinen Einfluss auf die Proteinurie zu haben. Andere Studien berichten
tiber dhnliche Resultate bei Nierenerkrankungen (Pei 1997), es gibt jedoch auch signifi-
kante Aussagen zur Korrelation des ACE-Gen-Polymorphismus und dem Ausmal} der
Proteinurie bei einer renalen Funktionsstorung (Chen 1997, Frishberg 1998, Tanaka
1998).

Das Vorliegen einer arteriellen Hypertonie konnte nur Tendenzen fiir eine erhohte Pré-
senz von Patienten mit DD-Konstellation aufzeigen. Es gab keine Signifikanzen und
somit keine wahrscheinliche Beziehung zwischen ACE-Gen und Hypertonie bei Dia-
gnosestellung. Andere Autoren fanden ebenfalls keine Korrelation zwischen ACE-Gen
und Hypertonie bei Nierenerkrankung (Burg 1997, Miller 1997, Teranishi 1999). Einige
Studien wiesen jedoch einen signifikanten Zusammenhang zwischen ACE-Gen-Poly-

morphismus und arterieller Hypertonie nach (Chen 1997).
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Zusétzlich wurde der Einfluss des ACE-Gen-Polymorphismus auf den ACE-Serumspie-
gel der Patienten untersucht. Trotz Therapie traten signifikante Differenzen zwischen
den Genotypen auf. Die DD-Konstellation war mit den hochsten Enzymwerten verbun-
den. Der ID-Genotyp zeigte dagegen geringere ACE-Spiegel, wiahrend die II-Konstel-
lation die niedrigsten Werte aufwies. Dieses Resultat geht mit anderen Studienergebnis-
sen zur Korrelation zwischen ACE-Gen und der Konzentration des ACE im Plasma
einher (Rigat 1990, Harrap 1993, Ueda 1995, Mizuiri 1997, Nakai 1997, Teranishi
1999).

5.3 Nierenfunktion und ACE-Gen

Die Erhaltung der Nierenfunktionsrate zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen
den einzelnen Genotypen, obwohl die Tendenzen deutlich sind. Die Nierenfunktion der
Patienten mit einem DD-Genotyp kann mit circa 5 Jahren nur etwa halb so lange auf-
recht erhalten werden wie bei Patienten mit einer ID- oder II-Konstellation. Dieses ver-
kiirzte Uberleben der Nierenfunktion bei Vorhandensein eines DD-Genotyps konnte in
anderen Studien signifikant nachgewiesen werden (Harden 1995, Chen 1997, Lee 1997,
Schmidt 1997). Andere Autoren fanden dementsprechend den II-Genotyp bzw. das I-
Allel als protektiven Faktor vor einem schnellen Nierenversagen (McLaughlin 1996,
Yoshida 1996, Perez-Oller 1999, Stratta 1999). Es gibt jedoch auch Studien, welche
keinen Zusammenhang zwischen ACE-Gen-Polymorphismus und einer kiirzeren Nie-

renfunktionszeit zeigen konnten (Suzuki 2000).

Die Betrachtung der Retentionsparameter Kreatinin, Harnstoff, Harnsédure, Proteinurie
und ECC ergab insgesamt keine Signifikanzen im Gen-Polymorphismus. In vielen
Quartalen herrschte eine Tendenz des DD-Genotyps zu schlechteren renalen Funk-
tionswerten vor, die Gruppe der Patienten mit DD-Genotyp bleibt aber wahrscheinlich
auch hier fiir relevante Differenzen zu klein. Weiterhin unterliegen diese Parameter ei-
ner Modifikation durch Therapeutika, so dass die Aussagekraft dieser Analyse einge-
schriankt ist. In &hnlichen Arbeiten konnte gleichfalls keine Korrelation zwischen dem
DD-Genotyp und einem Kreatininanstieg (Teranishi 1999) oder einer vermehrten Ei-

weillausscheidung (Pei 1997) gefunden werden. Andere Studien wiesen dagegen einen
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Zusammenhang zwischen dem ACE-Gen-Polymorphismus und dem Kreatininverlauf
(Yorioka 1995, Hunley 1996, McLaughlin 1996, Stratta 1999) sowie einem zunehmen-
den Grad der Proteinurie (Chen 1997) nach.

Die anderen Verlaufsparameter wie Gesamteiweifl, Albumin, Lipide und Himoglobin
im Serum ergaben nur in vereinzelten Quartalen Signifikanzen zwischen den Genoty-
pen, welche aber keine schliissige Aussage zulassen. Das Gesamtcholesterin ist bei Pa-
tienten mit einem [-Allel tendenziell erhoht. Die Triglyceride und das LDL im Serum
zeigen zu Krankheitsbeginn bei diesen Patienten ebenfalls hohere Werte im Gegensatz
zu Patienten mit einem DD-Genotyp. Das HDL ging anfangs bei Patienten mit DD-Gen
gleichfalls mit besseren Werten einher. Diese Tendenzen weisen auf einen weiteren
moglichen Risikofaktor fiir die Progression dieser Erkrankung hin, diesmal allerdings
bei Patienten mit I-Allel. Die Wirkung des II-Gens als eventuellen Schutzfaktor kann
damit nicht uneingeschrinkt bekraftigt werden.

Die Unterschiede zwischen systolischen und diastolischen Blutdruckwerten waren,
wahrscheinlich aufgrund der guten therapeutischen Einstellung, ebenfalls groftenteils
nicht signifikant. In den ersten Krankheitsquartalen zeigten sich allerdings Tendenzen
fiir hohere Driicke bei den Patienten mit einem I-Allel. In der Literatur ist eine bedeu-
tende Rolle des ACE-Gens auf die arterielle Hypertonie ebenfalls hdufig nicht nach-
weisbar (Kiema 1996, Pontremoli 1996, Beige 1997, Pei 1997, Ringel 1997). Es gibt
aber auch gegensétzliche Ergebnisse, die hierbei einen signifikanten Einfluss des DD-
Genotyps bzw. des D-Allels auf die Hypertonie aufzeigen (Yorioka 1995, Chen 1997,
Stefansson 2000).

Die Therapie der Patienten mit FSGN bestand zum groflen Teil aus einer antihyperten-
siven Behandlung. Hierbei bekamen Patienten mit einem II-Genotyp eine generell hdhe-
re Anzahl an Antihypertensiva, die ACE-Hemmer wurden aber vermehrt an Patienten
mit einem DD-Genotyp verabreicht. Dieses zeigt eventuell eine geringere Effektivitit
der ACE-Hemmer bei Patienten mit II-Gen. Weiterhin konnte man auch einen vermehr-
ten ACE-inhibitorischen Bedarf der Patienten mit DD-Konstellation vermuten. Da in
den ersten Krankheitsquartalen die Patienten mit einem DD-Genotyp unter der Therapie
aber eher bessere Blutdruckwerte aufweisen als Patienten mit einem I-Allel, spricht dies
fiir eine hohere Therapieeffektivitit der ACE-Hemmer bei Vorliegen eines DD-Gens.

Diese Tendenzen erreichten jedoch keine Signifikanz.
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Die immunsuppressive Therapie mit CsA und Kortikosteroiden zeigte ebenfalls keine
eindeutigen Differenzen. Zu Therapiebeginn wurden die Patienten mit DD- oder ID-
Gen vermehrt mit Immunsuppressiva wie CsA behandelt, spéter war die Medikation bei
allen Genotypen vergleichbar.

Bei der lipidsenkenden Therapie ergaben sich gleichfalls keine signifikanten Unter-
schiede zwischen den verschiedenen Gen-Konstellationen, der Bedarf an Lipidsenkern
war allerdings bei Patienten mit einer II-Konstellation tendenziell erh6ht. Dieses Ergeb-
nis weist nochmals auf die Hyperlipiddmie als moglichen zusitzlichen Risikofaktor fiir
den Verlauf der FSGN hin, da sich bei dhnlichem Krankheitsverlauf die vermutete
Schutzfunktion des II-Gens (Hunley 1996, Kennon 1999) eventuell durch andere Pro-
gressionsfaktoren wie zum Beispiel ein erhohtes Serumcholesterin beeintrachtigen lisst.
Weitere Faktoren, welche mit der Prognose der FSGN korrelieren und die Einflussnah-
me des ACE-Gen-Polymorphismus einschranken, miissen noch genauer untersucht

werden.

5.4 Kritisches Resumé

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen oft nur Tendenzen. Eine mdgliche Ursache konnte
in der GruppengrdéBe von 60 Personen liegen, die, obwohl sie die bisher zahlenméaBig
groBte Studie beziiglich der FSGN ist, fiir statistisch signifikante Zahlen nicht ausreicht.
Hinzu kommt, dass es innerhalb dieser Gruppe nur 11 Patienten mit einem DD-Genotyp
gibt. Dies entspricht prozentual sogar einer geringeren Anzahl als wir in der gesunden
Kontrolle gefunden haben. Da das Patientengut mit FSGN aber sehr intensiv recher-
chiert wurde, ist es fast nicht mdglich, eine groere Studiengruppe in Diisseldorf und
Umgebung zu erfassen. Dazu miisste eine Studie auf nationaler Ebene durchgefiihrt
werden, wodurch eventuell signifikante Resultate beziiglich eines Einflusses des ACE-
Gens auf die Progression der FSGN erzielt werden konnten. Prospektive Studienansitze
wiren hier duflerst vielversprechend.

Auf der anderen Seite muss man die widerspriichlichen Ergebnisse der bisherigen Stu-
dien mitbeachten. Einige Arbeiten fanden eine Korrelation des ACE-Gen-Polymorphis-
mus mit dem Fortschreiten von Nierenerkrankungen (Harden 1995 Frishberg 1998),
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andere konnten solche Resultate nicht nachweisen (Pei 1997, Schmidt 1997). Vielleicht
ist die Progression der renalen Erkrankungen doch in groBBerem Rahmen durch einer-
seits multiple genetische und andererseits dulere Einfliisse bedingt, die erst in ihrem
Zusammenspiel aufgedeckt werden konnen. Deshalb wire es sinnvoll, bei derselben
Patientengruppe mehrere Gene des RAAS bzw. eventuell auch andere Gene und weitere
Risikofaktoren gleichzeitig zu untersuchen. Das hauptsdchliche Hindernis weiterfiihren-
der Erkenntnisse ist die Tatsache, dass die meisten Glomerulonephritiden immer noch
idiopathischer bzw. ungeklarter Natur sind. Hier liegt eine wesentliche Forschungsauf-
gabe der Zukunft. Dabei kann die baldige Entschliisselung des gesamten Gen-Codes des
Menschen ein neuer Ansatz beziiglich der Frage einer Beeinflussung und vielleicht me-
dizinischen Therapie des ,.krankmachenden* genetischen Erbgutes sein.

Weiterhin muss die FSGN fiir sich als renale Erkrankung kritisch betrachtet werden.
Durch die Rekurrenz der FSGN im Nierentransplantat ergibt sich die Frage einer syste-
mischen Pathogenese, die eventuell vaskulidr lokalisiert ist. Wir hatten nur einen trans-
plantierten Patienten mit einer rekurrenten FSGN nach Nierentransplantation, in der
Literatur findet sich mit 15 bis 55 Prozent dagegen eine hohere Anzahl betroffener Pati-
enten (Striegel 1986, Cameron 1989, Banfi 1990, Ingulli 1991,), von denen circa die
Hilfte innerhalb von fiinf Jahren ihr Transplantat durch ein Wiederauftreten der FSGN
verlieren (Pinto 1981). Auch bei einem Zweittransplantat nach vorheriger Rekurrenz
muss in circa 85 Prozent mit einer erneuten Entwicklung der FSGN gerechnet werden
(Stephanian 1992, Cameron 1996). Gleichfalls ist die schnelle Riickkehr des nephroti-
schen Syndroms mit einer starken Proteinurie nach Transplantation ein Hinweis auf eine
teilweise plasmatische Genese der Erkrankung. Hierbei wird ein zirkulierender Faktor
im Gefdlsystem als aggressive Komponente zur Schiddigung der frisch implantierten
Niere vermutet (Zimmermann 1984, Cameron 1996), welcher erneut entziindlich-
immunologische Prozesse in den Kapillaren und den Glomeruli hervorruft. Ob auch
gewebsstindige Faktoren in den bereits zerstorten Eigennieren fiir eine Transplantat-
schddigung verantwortlich sind, wurde bisher nicht untersucht. Dies ist aber notwendig,
da sich eventuell als Konsequenz die priaventive beidseitige Nephrektomie vor einer
allogenen Nierentransplantation ergibt. Inwiefern der ACE-Gen-Polymorphismus hin-
sichtlich der rekurrenten FSGN eine Rolle spielt, ist noch unklar. Fiir das ACE-Gen
wird ein unabhéngiger Einfluss auf die intimale Gefafproliferation beschrieben (Jeune-

maitre 1998). Trotzdem konnte das Wiederauftreten der FSGN im Transplantat bisher
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nicht mit diesem Polymorphismus in Zusammenhang gebracht werden (Beige 1997,
Beige 1998). Es ist allerdings eine Korrelation zwischen dem DD-Genotyp und einem
kiirzeren Transplantatiiberleben bei Kindern nachgewiesen worden (Barocci 1999).
Weiterhin entwickeln nierentransplantierte Patienten mit einem DD-Gen in grof3eren
Ausmal eine linksventrikuldre Hypertrophie (Hernandez 1997), welche mit einem er-

hohten Mortalitétsrisiko verbunden ist.

Trotz der wenig signifikanten Aussagen dieser Studie ergibt sich als Schlussfolgerung
fiir die Patienten mit Nierenerkrankung und einem DD-Genotyp bzw. einem D-Allel ein
fritheres Manifestationsalter und wahrscheinlich auch eine schnellere Progression zum
terminalen Nierenversagen. Gegensitzliche ACE-Hemmer-Erfolge werfen die Frage
auf, ob Patienten mit einem DD-Genotyp im Gegensatz zu Patienten anderen Genotyps
vermehrt mit ACE-Inhibitoren behandelt werden sollten, da die DD-Konstellation einen
starken Pathogenesefaktor darzustellen scheint. Andererseits konnte man aufgrund der
hohen ACE-Konzentrationen, die mit diesem Genotyp einhergehen, eher eine Therapie-
resistenz vorfinden und miisste dann Abstand von einer solchen Therapie nehmen. Die
dritte Moglichkeit wire, alle Patienten mit FSGN weiterhin mit ACE-Hemmern zu be-
handeln und nur hinsichtlich der Dosierung zwischen den Genotypen zu differenzieren
und somit auf die unterschiedlich hohen ACE-Serumspiegel einzugehen. Dazu miissten
langfristige prospektive Studien mit der Beobachtung der ACE-Konzentrationen im
Serum durchgefiihrt werden. Auch der Schweregrad des DD-Genotyp-Einflusses muss
weiter untersucht werden, da dieser durch andere klinische und duf3ere Parameter ein-
schriankbar zu sein scheint oder sogar verdeckt werden kann. Deshalb gibt es haufig
Studien, in denen Patienten mit weiteren Risikofaktoren wie einer schwerwiegenden
Proteinurie oder Hypertonie von der Studie ausgeschlossen werden, um so das Einwir-
ken des ACE-Gen-Polymorphismus stérker sichtbar zu machen (Yoshida 1995, Hunley
1996, Stratta 1999, Samuelsson 2000).

Insgesamt ist der ACE-Gen-Polymorphismus aber sicherlich nur ein Baustein der pro-
gressionsfordernden Mechanismen bei renalen Erkrankungen, insbesondere bei der
FSGN. Deshalb miissen weitere genetische Systeme und plasmatische Faktoren in ih-

rem Zusammenspiel untersucht werden.
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6. Zusammenfassung

Die Frage einer Korrelation zwischen der renalen Erkrankung und dem ACE-Gen-Poly-
morphismus als einem wichtigen Einflussfaktor fiir die Serumkonzentration des Angio-
tensin-Converting-Enzyms ist immer noch umstritten. Die fokal segmental sklerosie-
rende Glomerulonephritis (FSGN) als oft stark progressive Erkrankung ist in dieser
Hinsicht bisher selten untersucht worden. Ziel dieser Studie war es, einen moglichen
Zusammenhang zwischen dem Insertions/Deletions(I/D)-Polymorphismus des ACE-

Gens und der Entstehung und Progression der FSGN nachzuweisen.

In dieser retrospektiv angelegten Studie wurden 60 Patienten mit einer FSGN erfasst,
welche im Zeitraum von 1978 bis 1999 Patienten der Diisseldorfer Universitatsklinik
fiir Nephrologie und Rheumatologie waren. Die Diagnose konnte durch eine Nieren-
biopsie gesichert werden. Zusitzlich wurde retrospektiv der Krankheitsverlauf in Quar-
talsabstinden dokumentiert. Die Patienten sind in Gruppe 1 (fast progressors, n =21)
und Gruppe 2 (slow progressors, n = 39) eingeteilt worden. Als Kriterium fiir das pro-
gressive Fortschreiten der FSGN in der Gruppe 1 diente dabei eine Verdoppelung des
Serumkreatinins bzw. eine Dialysepflichtigkeit innerhalb der ersten zwei Krankheitsjah-
re nach Diagnosestellung. Die Gruppe 2 stellte die eher benigne Verlaufsform der Er-
krankung dar. Als Kontrollgruppe dienten 60 gesunde Personen. Der ACE-Gen-Poly-
morphismus ist durch Polymerase-Ketten-Reaktion ermittelt worden. Auflerdem wurde

die Hohe des aktuellen Angiotensin-Converting-Enzyms im Serum bestimmt.

Es ergaben sich keine signifikanten Differenzen im ACE-Genotyp zwischen Patienten
und gesunden Probanden. Sowohl die ACE-Genotypverteilung der Patienten mit DD =
18,3 %, ID = 51,7 %, I1 = 30,0 % als auch die der Kontrollpersonen mit DD = 21,7 %,
ID =56,6 %, I1 = 21,7 % stimmten mit dem Hardy-Weinberg-Gesetz iiberein und gehen
mit Ergebnissen anderer Studien zur Haufigkeit der verschiedenen ACE-Genotypen im
europdischen Raum einher. Somit ist der I/D-Polymorphismus nicht fiir das Auftreten
der FSGN verantwortlich. Zwischen Gruppe 1 und 2 konnte ebenfalls kein signifikanter
Unterschied hinsichtlich des ACE-Gens gefunden werden, obwohl die Tendenz ein er-

hohtes Vorhandensein des DD-Genotyps bei den schnell terminal werdenden Patienten
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mit DD = 23,8 %, ID = 52,4 %, Il = 23,8 % im Gegensatz zur Gruppe 2 mit DD = 15,4
%, ID = 51,3 %, I1 = 33,3 % zeigt. Insgesamt konnte eine signifikante Haufung des D-
Allels bei den Patienten gefunden werden, bei denen die Diagnose vor dem 40. Lebens-
jahr gestellt wurde. Daraus ergibt sich fiir den ACE-Gen-Polymorphismus zwar kein
Einfluss auf den Verlauf der FSGN, aber auf eine frithere Manifestation der Erkrankung
bei Vorliegen eines D-Allels.

Die Hohe der ACE-Serumspiegel differierte signifikant zwischen den einzelnen ACE-
Genotypen mit DD = 87,6 U/L, ID = 77,7 U/l, Il = 50,4 U/1, welches die bedeutende Ein-
wirkung dieses Polymorphismus auf die ACE-Konzentration zeigt. Die Differenz der
Niereniiberlebensraten zeigte eine starke, aber nicht signifikante Tendenz zwischen den
Gruppen. Patienten mit DD-Gen wurden durchschnittlich 62,7 Monate nach Diagnose-
stellung terminal niereninsuffizient, Patienten mit II-Gen dagegen erst nach 96,6 Mona-
ten. Die Verlaufsparameter Kreatinin, Harnstoff und Proteinurie ergaben beziiglich des
ACE-Gens keine relevanten Differenzen. Weitere Retentionsparameter und Blutwerte
sowie die systolischen und diastolischen Blutdruckwerte erreichten ebenfalls keine si-
gnifikanten Abweichungen. Auch beziiglich der klinischen Therapie mit Antihyperten-
siva, Immunsuppressiva und Lipidsenkern konnten keine relevanten Unterschiede ge-
funden werden.

Somit zeigt sich kein bedeutender Einfluss des I/D-Polymorphismus auf die Verlaufspa-
rameter der FSGN, obwohl einzelne Tendenzen, wie zum Beispiel der ACE-Hemmer-
Bedarf der Patienten mit DD-Gen auf eine differente Therapieeffektivitét bei den ver-
schiedenen Genotypen hindeutet. Schlussfolgernd konnte hier kein signifikanter Ein-
fluss des ACE-Gen-Polymorphismus auf die Entstehung und die Progression der
FSGN, wohl aber auf das Manifestationsalter der Erkrankung nachgewiesen werden.

In Zukunft ldsst sich eventuell eine spezifischere Therapie mit ACE-Hemmern verfol-
gen. Die bisher gegensétzlichen Studienergebnisse zu diesem Thema werfen die Frage
auf, ob dabei Patienten mit FSGN und einem DD-Genotyp im Vergleich zu anderen
Patienten vermehrt mit ACE-Hemmern behandelt werden sollten, oder sie aufgrund der
hoheren ACE-Spiegel eher theapieresistent sind bzw., ob die Dosierung der ACE-
Hemmer hoher sein sollte. Insgesamt wird der ACE-Gen-Polymorphisms und sein Ein-
fluss auf die Progression der FSGN sicherlich durch weitere genetische und dullere Fak-
toren beeinflusst und iiberlagert, welche in ihrem Zusammenspiel mit dem ACE-Gen-

Polymorphismus noch weiter untersucht werden miissen.
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Untersuchung zum Einfluss des ACE-Gen-Polymorphismus auf die

fokal segmental sklerosierende Glomerulonephritis

Yvonne-C. Luther

Abstract

Eine mogliche Beziehung zwischen renaler Erkrankung und dem Insertions/Deletions-
(I/D)-Polymorphismus des Angiotensin-Converting Enzyms (ACE) wird immer noch
gegensitzlich beschrieben.

Studienziel: In der vorliegenden Studie wurde der Einfluss des ACE-Gen-Polymor-
phismus bei Patienten mit dem Krankheitsbild einer fokal segmental sklerosierenden
Glomerulonephritis (FSGN) analysiert.

Methode: Die Studie umfasste 60 Patienten mit bioptisch gesicherter FSGN und 60 ge-
sunde Kontrollpersonen. Die Patienten wurden in Gruppe 1 (fast progressors, n=21) mit
Verdoppelung des Kreatininwertes bzw. Dialysepflichtigkeit innerhalb der ersten zwei
Krankheitsjahre und Gruppe 2 (slow progressors, n=39) mit benignen Verlaufsformen
unterteilt. Der ACE-Gen-Polymorphismus wurde durch PCR ermittelt.

Ergebnisse: Es ergaben sich keine signifikanten Differenzen im ACE-Genotyp zwi-
schen Patienten und gesunden Probanden (Pat: DD=18,3 %, ID=51,7 %, [1=30,0 %;
Kontrolle: DD=21,7 %, ID=56,6 %, [1=21,7 %; ns). Auch zwischen Gruppe 1 und 2
konnten keine eindeutigen Einfliisse des ACE-Gens auf eine schnellere Progression der
FSGN nachgewiesen werden, obwohl die Tendenz ein hiufigeres Vorhandensein des
DD-Gens bei den schnell terminal niereninsuffizient werdenden Patienten zeigte (Grup-
pe 1: DD=23.8 %, ID=52.,4 %, 11=23,8 %; Gruppe 2: DD=15,4 %, ID=51,3 %, 11=33,3
%; ns). Es konnte eine signifikante Hiufung des D-Alles bei denjenigen Patienten ge-
funden werden, bei denen die Diagnose vor dem 40. Lebensjahr gestellt wurde (p <
0,05). Die Niereniiberlebensrate differierte deutlich, jedoch ohne Signifikanz: Patienten
mit DD-Gen erreichten 62,7 £ 9,6 Monate, Patienten mit II-Gen dagegen 96,6 + 13,1
Monate. Kreatinin, Harnstoff und Proteinurie ergaben beziiglich des ACE-Gens eben-
falls keine signifikanten Unterschiede. Die systolischen und diastolischen Blutdruck-
werte zeigten innerhalb der Genotyp-Gruppen gleichfalls keine grolen Abweichungen.

Schlussfolgerungen: Der ACE-Gen-Polymorphismus beeinflusst signifikant das Mani-

festationsalter, nicht aber die Entstehung und die Progression der FSGN.

Gez.: Prof. Dr. med. P. Heering
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