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1 EINLEITUNG

1.1 DIE LINKSVENTRIKULARE HYPERTROPHIE, EIN RISIKOFAKTOR

TERMINAL NIERENINSUFFIZIENTER PATIENTEN

Es wurde beobachtet, dal den hédufigsten Todesursachen von Dialysepatienten eine
kardiovaskulidre Genese zugrunde liegt [87]. Oft besteht eine myokardiale Ischémie,
die zu einem grofBem Anteil durch nicht koronararterielle Ursachen hervorgerufen
wird. So konnten in koronarangiographischen Untersuchungen von Dialysepatienten
mit pectangindsen Beschwerden in 27 % der Fille keine stenosierenden
Koronararterien = aufgewiesen  werden [69]. Im  Myokard chronisch
niereninsuffizienter Patienten kommt es zu strukturellen Verdnderungen. Eine
hiufige Verdanderung stellt die Entwicklung einer linksventrikuldren Hypertrophie
(LVH) dar. In verschiedenen Studien wurde bei 60 - 80 % der untersuchten
Dialysepatienten eine linksventrikulire Hypertrophie nachgewiesen [19, 29].
Dialysepatienten mit linksventrikuldrer Hypertrophie wiesen im Vergleich zu
Patienten ohne linksventrikuldire Hypertrophie eine deutlich niedrigere
Uberlebenswahrscheinlichkeit auf. Das relative Risiko einen kardialen Tod zu
erleiden, war vierfach erhoht [81]. Eine Herzhypertrophie wird durch die
GrofBenzunahme der einzelnen Zellen definiert. Es kommt hierbei zu einem
Wachstum von Myozyten und nicht myozytiren Zellen. Durch mangelnde
Sauerstoffversorgung kann die Hypertrophie iiber Herzmuskelfasernekrosen zur
Gefiigedilatation, Herzinsuffizienz und schlielich zum Herzversagen fiihren. Als
funktionelle Konsequenzen einer linksventrikuldren Hypertrophie entstehen
diastolische Dysfunktionen, nicht koronararterielle Ischdmien und die Gefahr von
Arrhythmien. Durch welche Mechanismen die unterschiedlichen Auspriagungen der
linksventrikuldren Hypertrophie bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz
(ESRD) beeinflult werden, konnte noch nicht vollstindig aufgeklart werden. Als
EinfluBfaktoren werden in der Literatur Hypertonie [18, 30], chronische
Volumeniiberbelastung [47], Abnahme der aortalen Compliance [44], genetische

Pradisposition [1, 88], zunehmendes Alter [30], Adipositas [50], erhohter



Parathormonspiegel [36] und Andmie [11, 45, 82] diskutiert. Auerdem scheint das
Renin Angiotensin System (RAS) an der Entwicklung einer linksventrikuldren
Hypertrophie beteiligt zu sein. Da bei Dialysepatienten unter Behandlung mit ACE
Hemmern die linksventrikuldre Hypertrophie zuriickgebildet werden konnte,
wihrend Antihypertonika mit anderen Wirkmechanismen keine vergleichbaren
Erfolge erzielten, scheint das Renin Angiotensin System sogar eine entscheidende
Rolle einzunehmen [13, 46]. ACE- Hemmer mindern die Wirkung des Angiotensin I
Converting Enzyms (ACE), dem Schliisselenzym des RAS Systems und senken

somit die Umsatzrate zu Angiotensin II.

1.2 DAS RENIN ANGIOTENSIN SYSTEM UND DIE ENTWICKLUNG EINER

LINKSVENTRIKULAREN HYPERTROPHIE

Renin wird im juxtaglomeruldren Apparat der Niere gebildet und gespeichert. Zur
Ausschiittung kommt es u.a. bei Minderdurchblutung der Niere, Hypovoldmie,
Hyponatridmie und sympathischer Innervation. Durch das proteolytisch wirkende
Renin wird aus Angiotensinogen, welches in der Leber aus Plasmaprotein
synthetisiert wird, Angiotensin I freigesetzt. Das Schliisselenzym der Enzymkaskade
stellt das Angiotensin I Converting Enzym (ACE; Kininase II; Dipeptidyl -
Carboxypeptidase eine Zink - Metallproteasen; EC 3.4.15.1) dar. Es hydrolysiert aus
Angiotensin I das vasoaktive Angiotensin II. Angiotensin II, das Endprodukt der
Enzymkaskade entfaltet seine Wirkung iiber Rezeptoren, von denen zwei
verschiedene Subtypen AT 1 und AT 2 existieren [12]. Die ACE Konzentration
bestimmt die Geschwindigkeit, in der Angiotensin II zur Verfligung gestellt werden
kann. ACE hemmt aullerdem die Aktivitidt des vasodilatorischen, natriuretischen
Bradykinins. ACE ist weit im Korper verbreitet und kommt sowohl in gebundener
als auch in ungebundener Form vor. Gebunden befindet es sich an
Plasmamembranen verschiedener Zellen. Hierzu gehoren Endothelzellen des
vaskuldren Systems, absorptive (intestinale, renale) Epithelzellen und Zellen des
Plexus choroideus. In ungebundener Form zirkuliert ACE im Plasma und im Liquor.

Vollstindigkeitshalber soll auch die testikuldre Variante des ACE erwéhnt werden.



Es handelt sich hierbei um eine kiirzere Sequenz, die von dem gleichen Gen kodiert,
jedoch von einer kiirzeren m- RNA translatiert wird [38]. Neben dem
zirkulierenden System gibt es unabhdngige, lokale RAS. Durch lokale
Regulationsmechanismen wird eine unabhidngige Organisation dieser Systeme
erreicht. Es wurde auch von einem kardialen Renin Angiotensin System berichtet
[41, 63]. Die lokale Anwesenheit und Synthese der Komponenten Angiotensinogen,
Renin und Angiotensin Converting Enzym wurden nachgewiesen [41].

Das ACE Gen konnte geklont und die Existenz eines Insertions- (I) bzw. Deletions-
(D) Gen Polymorphismus beschrieben werden [67]. Die homozygote Deletions-
(DD) Allelkonstellation wurde mit erhdhten ACE Plasma- [66] bzw.
Myokardspiegeln [14] und somit den schnellsten Umsatzraten zu Angiotensin II in
Verbindung gebracht. Der hieraus resultiernde Anstieg des Angiotensin II wirkt im
Herzen liber AT 1 Rezeptoren [54, 72, 89]. Angiotensin II, das Endprodukt des RAS
fiihrt iiber wachstumsregulierende Onkogene und spezifische Wachstumsfaktoren
[57, 71] =zur Ausbildung einer Myozytenhypertrophie [55, 72] und
Fibroblastenhyperplasie [21, 72]. Durch die Fibroblastenhyperplasie kommt es zu
einem Produktionsanstieg der extrazelluldren Matrix und einer daraus resultierenden
intramyokardialen Fibrose [7]. Erhohte Angiotensin I Converting Enzym Spiegel
beschleunigen die beschriebenen, myokardialen Strukturverdnderungen durch
Anstieg der Angiotensin II Konzentration. In der Literatur wurde bereits von einem
Zusammenhang zwischen dem homozygoten Deletions- Allel des Angiotensin I
Converting Enzyms und der Entwicklung einer linksventrikuldren Hypertrophie bei

Nierengesunden berichtet [26, 32, 39, 51, 66, 78, 92, 93].

1.3 ANGIOTENSIN I CONVERTING ENZYM GEN POLYMORPHISMUS

Die individuellen ACE Plasmaspiegel sind relativ konstant. Zwischen verschiedenen
Individuen schwanken die Werte jedoch stark. Der ACE Plasmaspiegel wird auf der
einen Seite durch den Insertions-, Deletions- Polymorphismus des ACE Gens
determiniert [66]. Auf der anderen Seite beeinflussen weitere, noch unbekannte
genetische oder umweltbedingte Faktoren den ACE Plasmaspiegel. Das Gen des
Angiotensin I Converting Enzyms ist auf dem menschlichen Chromosom 17

lokalisiert. Es nimmt dort den Genlocus 23 des langen Armes ein.



Die Lokalisation 17 q 23 des Genabschnitts ist in Abbildung 1 mit einem Pfeil
markiert worden. Zusitzlich wurden Genloci bekannter, benachbarter

Erbkrankheiten in die Abbildung eingetragen.

— Neurofibrocmatose (von Recklinghausen)

Galaktokinasemangel
) Wachstumshormonmangel (lllig-Form)
Ehlers-Danios-Syndrom Typ VII A1

Osteogenesis imperfecta
{2 oder menrere Formen)

atypisches Marfan-Syndrom

Glykogenose |l (Pompe)

Abbildung 1: Lokalisation 17 q 23 des ACE Gen Polymorphismus neben den
Eintragungen bekannter, benachbarter Erbkrankheiten.

(Diese Graphik wurde dem Lehrbuch ,,Humangenetik™ (4. Auflage) der Autoren J. Murken
und H. Cleve entnommen. Die Darstellung wurde um die Lokalisation des ACE Gens
erweitert.)

Der markierte, ACE kodierende DNA Abschnitt besteht aus 21 Kilobasen, die 26
Exons beinhalten. Es existieren zwei kodominante Allele des ACE Gens. Der
Polymorphismus basiert auf der Anwesenheit (Insertion) bzw. Abwesenheit
(Deletion) einer 287 Basenpaar langen, repetitiven Alu Sequenz. Repetitive Alu-
Sequenzen sind humanspezifische, sich wiederholende DNA Abschnitte, die
wiéhrend der Evolution iiber 500 000 Mal im menschlichen Genom eingefiigt
wurden. Viele dieser Sequenzen enthalten einen Zielort fiir die Alu I -
Restriktionsendonuclease, welche aus Arthrobacter luteus extrahiert wurde. Da eine
repetitive Alu - Sequenz bei manchen Individuen auch innerhalb des ACE
kodierenden Genabschnittes in der Néhe des ‘3 Endes im Intron 16 plaziert wurde,

resultieren drei mogliche Genotypkonstellationen des ACE Gens: II, ID und DD.
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1.4 ZIELSETZUNG UND HYPOTHESEN DIESER STUDIE

ZIELSETZUNG:

Diese Studie wurde prospektiv angelegt. Die Genotypverteilung des Angiotensin I
Converting Enzyms sollte zuerst zwischen einer klinisch nierengesunden
Kontrollgruppe und einem Patientenkollektiv im Stadium der terminalen
Niereninsuffizienz verglichen werden. Darauthin wurde der Fragestellung
nachgegangen, ob Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz und der homozygoten
Deletions- (DD) Allelkonstellation des ACE Gens vermehrt eine linksventrikulédre
Hypertrophie entwickeln. Fiir diese Fragestellung wurde mit besonderer Genauigkeit
das Vorliegen einer koronaren Herzkrankheit ausgeschlossen, da hierzu ebenfalls
Zusammenhidnge mit dem DD- Genotyp beschrieben worden waren [25, 58, 70].
Desweiteren sollte die Korrelation des DD- Genotyps mit der Hohe des ACE

Serumspiegels betrachtet werden.

HYPOTHESEN:
Vor dem Beginn der Untersuchung wurden die folgenden drei Hypothesen

formuliert:

L ZWISCHEN DER GENOTYPVERTEILUNG VON TERMINAL NIERENINSUFFIZIENTEN

PATIENTEN UND NIERENGESUNDEN PROBANDEN BESTEHT KEIN UNTERSCHIED.

II. TERMINAL NIERENINSUFFIZIENTE PATIENTEN MIT EINEM DD- GENOTYP

ENTWICKELN VERMEHRT EINE LINKSVENTRIKULARE HYPERTROPHIE.

III. PERSONEN MIT EINEM DD- GENOTYP ZEIGEN DIE HOCHSTEN ANGIOTENSIN I

CONVERTING ENZYM SPIEGEL IM SERUM.




2 PATIENTEN UND METHODEN

2.1 PATIENTEN

2.1.1 BESCHREIBUNG DER EIN- UND AUSSCHLUBKRITERIEN

Die Studie wurde im Raum Diisseldorf durchgefiihrt. Nicht nur die Patienten,
sondern auch die Personen der Kontrollgruppe lebten zum Zeitpunkt der
Untersuchung in dieser Region und waren kaukasischer Herkunft. Alle Patienten
litten an einer terminalen Niereninsuffizienz und waren dialysepflichtig. Sie wurden
ambulant oder stitionédr in der Diisseldorfer Heinrich- Heine Universitit bzw. in
umliegenden Dialysezentren betreut. Es wurden sowohl Patienten die Hdmodialyse,
als auch solche die Peritonealdialyse durchfiihrten aufgenommen. Gesonderte
EinschluBkriterien fiir Alter, Geschlecht oder Art der Nierengrunderkrankung
wurden nicht definiert. Da bereits Zusammenhénge zwischen der Entwicklung einer
koronaren Herzkrankheit (KHK) und dem homozygoten Deletions- Allel des ACE
Gen Polymorphismus in der Literatur beschrieben worden waren [25, 58, 70],
wurden ausschlielich Patienten in die Studie aufgenommen, bei denen eine
stenosierende koronare Herzkrankheit ausgeschlossen werden konnte. Zum
AusschluB3 einer KHK mufiten Manner unter 40 Jahren und Frauen unter 50 Jahren
klinische Beschwerdefreiheit und unauffillige Elektrokardiogrammbefunde
aufweisen. Bei ilteren Personen und allen Diabetikern wurde eine stenosierende,
koronare Herzkrankheit koronarangiographisch ausgeschlossen.

Die Kontrollgruppe umfafite Personen, die anamnestisch und klinisch keine
Hinweise fiir eine Nierenerkrankung aufwiesen. Es wurden Ménner und Frauen einer

moglichst breiten Altersspanne untersucht.
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2.1.2 ERHOBENE PATIENTENDATEN

Von den einzelnen Patienten wurden Daten wie Geschlecht, Alter, Body mass index,
Grunderkrankung der Nieren, Dialyseart, Dialysedauer und Restdiurese, sowie Dicke
des interventrikuldren Myokardseptums bzw. Vorliegen einer konzentrischen,
linksventrikuldren Hypertrophie erhoben. Auch kardiovaskuldre Risikofaktoren wie
Nikotinabusus, = Diabetes  mellitus, = Laborwerte @ des  Fettstoffwechsels
(Gesamtcholesterin, HDL, LDL, Trigylceride) und arterielle Hypertonie wurden
erfafit. Erginzend zur arteriellen Hypertonie wurde die Anzahl der verordneten
Antihypertonika erhoben. Desweiteren wurden folgenden Laborparameter erfalit und
ausgewertet: Hématokrit, Parathormon, Fibrinogen, HbA 1c und Angiotensin I
Converting Enzym im Serum. Die Genotypkonstellation des ACE Gen
Polymorphismus wurde untersucht.

Von den nierengesunden Probanden wurde die Geschlechtszugehorigkeit und das
Alter erfalit. Desweiteren wurde der ACE Spiegel im Serum und die

Genotypkonstellation des ACE Gen Polymorphismus bestimmt.

2.1.3 DEFINITION DER LINKSVENTRIKULAREN HYPERTROPHIE

Die Diagnose der linksventrikuldren Hypertrophie wurde mittels echo- bzw. 1dvo-
kardiographischer Untersuchung gestellt. Nach Devereux und Reichek 148t sich
echokardiographisch die linksventrikulidre Masse durch die Gleichung:

LVM =1,04 ([IVS + LVIDd + PWT]® - [LVIDd]>- 13,6 g berechnen [15].

(Abkiirzungen: LVM: linksventrikuldre Masse; IVS: interventrikulidre Septumdicke; LVIDd: end-
diastolische Dimension des linken Ventrikels; PWT: Hinterwanddicke)

Da die dritte Potenz des interventrikuldren Septum in die Berechnung der
linksventrikuldren Masse eingeht, wurde die linksventrikuldre Hypertrophie in dieser
Studie echokardiographisch durch eine Septumdicke von mehr als zwolf Millimetern
im M- mode Verfahren definiert. AuBerdem fiihrte die Darstellung einer
konzentrischen linksventrikuldren Hypertrophie im  Rahmen eines

koronarangiographischen Lavokardiogramms zur Diagnosestellung.
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2.1.4 GRUPPENEINTEILUNG UND - GROBEN

Der Genotyp des ACE Gen Polymorphismus wurde von insgesamt 150 Personen
kaukasischer Herkunft aus dem Einzugsbereich der Diisseldorfer Heinrich- Heine
Universitédtsklinik bestimmt. Das Organisationsdiagramm der Abbildung 2 stellt die
Aufzweigungen in die einzelnen Untergruppen dar. Gruppe 1 setzte sich aus 90
Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz zusammen. Gruppe 2 bestand aus 60
nierengesunden Personen. Die Untergliederung der Gruppe 1 erfolgte in die
Untergruppen 3 und 4. Der Gruppe 3 wurden 48 Personen mit terminaler
Niereninsuffizienz und linksventrikuldrer Hypertrophie zugeordnet. Der Gruppe 4
wurden 42 Personen mit terminaler Niereninsuffizienz ohne linksventrikuldre

Hypertrophie zugeteilt (Abbildung 2).

150 Patienten bzw. Probanden

Patienten mit Nierengesunde
terminaler Niereninsuffizienz
Gruppel Gruppe 2
(n=90) (n=60)

mit LVH ohne LVH

Gruppe 3 Gruppe 4
(n=48) (n=42)

Abbildung 2: Aufteilung der insgesamt 150 Personen in Gruppe 1 bis 4 zum
Vergleich des ACE Gen Polymorpismus.
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2.2 METHODEN

2.2.1 ERFASSUNG DER PATIENTENDATEN

Die erhobene Daten wurde mittels SPSS fiir Windows in der Version 6.0.1.
dokumentiert. Die Geschlechtszugehorigkeit der Patienten wurde als ménnlich oder
weiblich festgehalten. Das jeweilige Lebensalter wurde in Jahren angegeben.
Korpergewicht in Kilogramm, geteilt durch das Quadrat der KorpergroBe in Metern
(kg/ m ?), ergab den Body mass index. Der Normbereich lag zwischen 20 - 25. Es
wurde erfaf3t, ob der Patient Nikotin konsumierte bzw. konsumiert hatte. Die Anzahl
der konsumierten Zigaretten und die Dauer des Konsums wurden nicht festgehalten.
Die Definition der arteriellen Hypertonie erfolgte nach den Richtlinien der WHO.
Zur Diagnosestellung flihrten ein systolischer Druck > 140 mmHg und ein
diastolischer Wert > 90 mmHg. Fiir diese Studie wurden keine zusitzlichen
Blutdruckmessungen durchgefiihrt, um die Auspridgung der arteriellen Hypertonie zu
erfassen. Es wurde die Anzahl der verordneten Antihypertonika festgehalten. Die
Summe der Antihypertonika, die bendtigt wurden, um den Hypertonus einzustellen,
erlaubte einen Riickschlufl auf den Schweregrad der vorliegenden Hypertonie. Die
Einnahme von ACE Hemmern wurde gesondert vermerkt.

Die Nierengrunderkrankungen wurden nach nephrologischen Aspekten unterteilt in
Glomerulonephritiden, interstitielle Nephritiden, diabetische Nephropathien,
polycystische Nierendegenerationen, renovaskuldre Erkrankungen (benigne, maligne
Nephrosklerosen  und  Nierenarterienstenosen),  Nierenrindennekrose = und
Nephropathien unklarer Genesen. Unter den sonstigen Erkrankungen wurden Lupus
erythematodes Nephritiden, Markschwammnieren, Fabry- bzw. Alport - Syndrome
und Zustand nach Chemotherapie zusammengefalit. Die Dauer der angewandten
Dialysetherapie wurde in Monaten angegeben und ging bis zum Tag der
Blutabnahme zur Genotypbestimmung in die Studie ein. Ergdnzend wurde die Art
der Dialysetherapie beschrieben. Es wurden sowohl Hé&mo-, als auch
Peritonealdialysen durchgefiihrt. Vorliegen einer Restdiurese wurde durch die

Ausscheidung von mehr als 500 ml Urin in 24 Stunden definiert.
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2.2.2 ALLGEMEINE LABORPARAMETER

Es wurden verschieden Parametern wie das Gesamtcholesterin, High Density
Lipoprotein Cholesterin (HDL), Low Density Lipoprotein Cholesterin (LDL),
Trigylceride, Hadmatokrit, Fibrinogen, Parathormon, HbA 1c¢ und Angiotensin I
Converting Enzym im Serum mit unterschiedlichen Labormethoden bestimmt.
Soweit die genannten Laborparameter bereits aus dem letzten halben Jahr vorlagen,
wurden keine zusdtzlichen Untersuchungen durchgefiihrt.

Zur Bestimmung des GESAMTCHOLESTERINS wurde die CHOD- PAP Methode
angewandt (65.1). Nach Zugabe von Cholesterin- Oxydase zu Cholesterin entsteht
Wasserstoffperoxid, welches mit Phenol und 4- Aminophenazon unter der
katalytischen Wirkung von Peroxidase einen roten Farbstoff ergibt, dessen Intensitit
der vorhandenen Cholesterinmenge direkt proportonal ist. Die obere Grenze des
Normbereichs von Gesamtcholesterin wurde bei 200 mg/dl festgelegt.

Low DENSITY LIPOPROTEIN CHOLESTERIN (LDL) fdllt nach Zusatz von Citrat-
gepufferter Heparinlosung aus (65.3). Die Norm der LDL Werte endete bei
150 mg/dl.

Durch Zugabe von Polyanionen (Phosphorwolframat) und zweiwertigen Kationen
(Magnesiumchlorid) lie sich das HIGH DENSITY LIPOPROTEIN CHOLESTERIN
(HDL) aus dem Gesamtcholesterin isolieren (65.2). Grenzwerte des HDL wurden
geschlechtsspezifisch festgelegt. So galt flir Frauen ein Grenzwert von 65 mg/dl,
wihrend Ménner nur 55 mg/dl erreichen durften, um noch dem Normbereich
anzugehoren.

Die TRIGLYCERIDE wurden mittels enzymatischen Farbtest bestimmt (65.4) und die
obere Grenze des Normbereichs der Triglyceride bei 200 mg/dl festgelegt.

Der HAMATOKRIT wurde mit Hilfe des mittleren korpuskuldren Erythrocyten-
volumens und der Erythrozytenzahl errechnet (65.5). Der Normbereich des
Héamatokrit wurde geschlechtsspezifisch definiert. Fiir Frauen wurden Werte von 37
- 45 %, fir Méanner Werte von 42 - 50 % als normwertig betrachtet.

Zur Bestimmung des FIBRINOGENS wurde die Methode nach Clauss angewandt, bei
der es sich um eine modifizierte Thrombinzeitbestimmung handelt (65.6). Die

Fibrino-gentoleranzbreite wurde zwischen 180 - 350 mg/dl angelegt.
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INTAKTES PARATHORMON (1 - 84) wurde mittels Immunradiometrischer Assay
(IRMA) bestimmt. Hierbei richteten sich verwendete Antikorper gegen das N-
terminale und das C- terminale Fragment des Hormons, welche aus 84 Aminosduren
besteht (65.7). Der Normbereich des intakten Parathormons liegt bei 1,1 - 5,8 pmol/l.
Bedingt durch einen sekundiren Hyperparathyreodismus weisen zahlreiche, terminal
niereninsuffiziente Patienten erhohte Parathormonspiegel auf. Fiir die dialyse-
pflichtigen Patienten wurden daher vierfach erhohte Werte des Parathormon als
normalwertig angenommen (4,4 - 23,2 pmol/l). Zielsetzung dieser Studie war die
Erfassung extrem erhohter und somit entgleister Werte des Parathormonspiegels
(> 23,2 pmol/l).

Einen Uberblick iiber die Stoffwechsellage der untersuchten Patienten, insbesondere
derjenigen, die unter einer Diabetes mellitus Erkrankung litten, verschaffte uns die
Erfassung des GLYKOLYSIERTEN HAMOGLOBINS (HbAlc). Dieses entsteht in
Abhidngigkeit von der Glucosekonzentration im Plasma und 1468t auf die
Glukosekonzentration der letzten 8 - 12 Wochen riickschlieBen. Das HbA 1c¢ wurde
durch High Performance Liquid Chromatography (HPLC) bestimmt. Der
Normbereich des HbAlc wurde zwischen 4,3 - 6,1 % angesetzt.

Die Messung des ANGIOTENSIN I CONVERTING ENzZYMS (ACE) erfolgte mittels
Radioassay. Als MeBindikator wurde das ACE- Substrat H- Hippuryl- Glycyl-
Glycin aus Hippuryl- Glycyl- Glycin der Firma Sigma und radioaktiv markiertem
Trittum (H) der Firma Amersham verwand. ACE spaltet das oben benannte
Tripeptid und die Umsatzrate kann mit Hilfe einer Endpunktkinetik bestimmt

werden. Die Grenzwerte des ACE Serumspiegels lagen bei 50 und 120 U/ L.
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2.2.3 BESTIMMUNG DES ANGIOTENSIN I CONVERTING ENzZYM GEN

POLYMORPHISMUS

2.2.3.1 BLUTABNAHME UND LAGERUNG

Mit dem sterilen Vacutainer ® System wurde Blut entnommen. Die Hemmung der
Blutgerinnung erfolgte durch ACD - Zusatz ( Acidum citricum purum 2,5 %,
Dextrose 2,34 % und Natrium citricum 2,16 % ). Aus dem Vollblut wurden unter
sterilen Bedingungen sechs ca. 400 pl groe Proben in Eppendorf GefdBen aufgeteilt

und bis zum Beginn der Untersuchung bei einer Temperatur von - 20 °C gelagert.

2.2.3.2 EXTRAKTION DER DNA AUS DEM VOLLBLUT

Extraktion ist die Gewinnung reiner DNA aus dem Vollblut. Diese kann in die drei
Abschnitte Lyse, Bindung an eine Silikatmatrix und Elution unterteilt werden. Fiir
die folgenden Arbeitsschritte wurde der QIAamp® Blood Kit der Firma Qiagen

verwendet.

e Lyse: Zu 200 ul ACD - Blut wurden 25 pl Protease und 200 pl Puffer (AL)
gegeben, um vorhandene Leukozyten zu lysieren und ihre DNA freizusetzen. Das
Gemisch wurde sofort fiir 30 Sekunden gevortext, so dal eine homogene
Fliissigkeit entstand. Es folgten eine 10 miniitige Inkubation in einem Wasserbad
bei 70 °C. Um den Ertrag isolierter DNA zu erhéhen, wurde 210 pl Isopropanol

hinzugegeben und das Gemisch erneut homogenisiert.

e Waschung: Das Gemisch wurde auf eine spezielle Séule pipettiert und eine
Minute bei 8000 rpm zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde die Saule in
einen neuen Einsatz gegeben und das Filtrat verworfen. Die vorhandene DNA
hatte sich zu diesem Zeitpunkt an eine Silikatmembran der Sdule angelagert,
wihrend ein spezielles Salz- und pH- Verhiltnis die Anlagerung von Proteinen
oder anderen Kontaminationen erschwerte. Zur sicheren und vollstindigen

Entfernung von Kontaminationen der DNA- bindenen Membran folgten
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sorgfiltige Waschwiederholungen. 500 ul AW- Puffer wurden auf die Siule
gegeben und eine einminiitige Zentrifugation bei 8000 rpm durchgefiihrt. Die
Sdule wurde hiernach wieder in einen neuen Einsatz gegeben und das
entstandene Filtrat wiederum verworfen. Daraufhin wurde zum zweiten Mal
500ul AW- Puffer auf die Sdule pipettiert, fiir eine Minute bei 8000 rpm und fiir

weitere zwei Minuten bei 15000 rpm zentrifugiert.

e Elution: Die Sdule wurde in ein steriles Eppendorf - Gefal3 gestellt und mit 50 pl
70 °C heillem Tris- Puffer fiinf Minuten bei 70 °C inkubiert. Dadurch wurde die
gebundene DNA aus der Membran gelost. Zum Schlul wurde eine letzte
Zentrifugation von einer Minute bei 8000 rpm durchgefiihrt. Im Eluat befand sich
reine, in Tris -Puffer geloste DNA.

2.2.3.3 BESTIMMUNG DER GEWONNENEN DNA KONZENTRATION

Ob eine Kontamination mit Proteinen vorliegt, 146t sich photometrisch messen, da
Proteine und DNA bei unterschiedlichen Wellenldngen maximal absorbieren. DNA
zeigt ihr Absorptionsmaximum bei 260 nm und Proteine bei 280 nm. Der Quotient
der Extinktion von 260 nm (DNA) und 280 nm (Proteine) liegt bei gut gereinigten
Proben zwischen 1,7 und 1,9. Eine Extinktion von 1 bei 260 nm entspricht ca. 50 pg/
ml doppelstrangiger DNA. Von der optischen Dichte 148t sich also auf die
vorliegende DNA- Konzentration schliefen. Aus einem Testansatz von 200 pul ACD-
Vollblut kénnen 4 - 12 pg reine DNA isoliert werden. Durch Verdiinnung wurde die
DNA-Konzentration des PCR- Ansatz von 0,015 pg/ ul hergestellt.
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2.2.3.4 POLYMERASE KETTENREAKTION

Die Grundlagen der Polymerase Kettenreaktion zur Bestimmung des Angiotensin I
Converting Enzym Gens wurden der Beschreibung von Rigat et al. [67] entnommen

und an hiesige Laborverhéltnisse angepalit.

2.2.3.4.1 VERSUCHSANSATZ

Die Versuchansitze wurden auf Eis angefertigt. Mit sterilen Pipettenspitzen wurden
fiir jeden Ansatz je 5 pl einer 0,015ng/ pl konzentrierten DNA- Probe in sterile
Eppendorf- Gefidlle pipettiert. Zu der jeweiligen DNA Probe wurde ein Gemisch

gegeben, das sich aus den folgenden Bestandteilen zusammensetzte:

5 ul 10x Puffer (Endkonzentration: 1X),

2ul ANTP’s (Desoxy-nukleotid-triphosphate)(Endkonzentration: 0,2 mM),
1,5 ul Magnesiumchlorid (Endkonzentration: 1,5 mM),

0,4 ul der zwei Primer (Endkonzentration: 20 pmol)

und 0,24 ul Tag- Polymerase (Endkonzentration: 0,6 U).

Um einen Ansatz von 50 ul zu erhalten, wurde mit Aqua dest. aufgefiillt. Auf jeden
Ansatz wurden zwei Oltropfen gegeben, durch welche der Ansatz vor Verdunstung
geschiitzt und die Warmeleitung optimal gewahrleistet wurde.

Die Taqg DNA Polymerase, das Magnesiumchlorid (50mM) und 10- fach PCR-
Puffer wurden dem GIBCOBRL® Taq- DNA Polymerase Set entnommen. Die
hitzestabile Taq- Polymerase wurde dem Reaktionsansatz zuletzt beigemengt. Die
Magnesiumionen wurden als Kofaktoren der DNA- Polymerase bendtigt. Der 10-
fach Puffer enthielt Tris- HC1 (200mM) und Kaliumchlorid (500 mM). Er regulierte
den pH- Wert des Reaktionsansatzes. Bei Raumtemperatur war er auf einen pH Wert
von 8,4 eingestellt. Der Zusatz von einwertigen Kaliumionen stimulierte die
Aktivitdit der DNA- Polymerase. Der Mix aus verschiedenen DNA Bausteinen

bestand aus Desoxynukleotiden der unterschiedlichen Basen: Adenosin (dATP),
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Guanin (dGTP), Thymin (dTTP) und Cytosin (dCTP). Die zwei Primer waren den
Enden des einzugrenzenden DNA- Abschnitts komplementir angeordnet. Thr Zusatz
ermdglichte die Anlagerung der DNA- Polymerase. Die Basenfolge des Sense
Primers lautete 5° - GCC CTG CAG GTG TCT GCA GCA TGT - 3’ und die des
Antisense Primers 5° - GGA TGG CTC TCC CCG CCT TGT CTC 3.
Basensequenzen mit beliebiger Anordnung kénnen in einem Syntheselabor bestellt

werden.

2.2.3.42 AMPLIFIKATION
In einem Biometra ® Personal- Cycler wurden schlieBlich bei unterschiedlichen
Temperaturen die Vorginge der Denaturierung, Hybridisierung und DNA-Synthese

durchlaufen.

e Denaturierung: Die Trennung der doppelstringigen DNA in Einzelstringe
erfolgte durch Hitzebehandlung bei 94 °C. Im ersten Zyklus wurde das Gemisch
5 Minuten bei 94 °C inkubiert, damit alle Doppelstringe getrennt wurden. Bei

den folgenden Zyklen hielt die Denaturierung jeweils 30 Sekunden an.

e Hybridisierung: Die Primer lagerten sich bei 64 °C innerhalb 25 Sekunden an

den jeweils komplementidren DNA- Abschnitt der Einzelstringe an.

e DNA- Synthese: Bei 70 °C wurde jeder Primer von der Taq- Polymerase
verldngert und somit neue DNA synthetisiert. Die Temperatur wurde 2 Minuten
konstant gehalten. Im letzten Zyklus dauerte diese Phase zusétzliche 7 Minuten
an und die Temperatur wurde auf 72 °C erhoht, um die Transkription zu

vervollstandigen und mogliche Liicken zu schlieen.

Die drei Schritte wurden in 31 Zyklen wiederholt. Das Ergebnis war die
exponentielle Amplifikation, der in den Cycler gegebenen DNA. Diese lag zum

Schlufl millionenfach vervielfdltigt vor.
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2.2.3.5 GELELEKTROPHORESE

2.2.3.5.1 Gieflen des Agarosegels

1,5 g Agarose wurden mit 100 ml einfach TAE Puffer ( 0,04 mM Tris- Azetat, 2 mM
EDTA) erhitzt und nach Zugabe von 5 pul Ethidium- Bromid in das gewiinschte
Gelformat gegossen. Nachdem durch eingesetze Kédmme, Taschen in dem
abgekiihlten Gel entstanden waren, wurden die Kdmme entfernt und das Gel in

einfach TAE- Puffer einer Elektrophorese- Kammer versenkt.

2.2.3.5.2 Elektrophorese- Kammer

10 pl der amplifizierten DNA wurden vorsichtig unter der Olschicht abpipettiert und
in einem Eppendorf- Gefdl mit 2 pl eines Blaumarkers (Bromphenolblau, Ficoll,
Glycerin, TAE- Puffer) vermischt. Das Gemisch wurde dann langsam durch den
einfach TAE- Puffer der Elektrophorese- Kammer in die Geltaschen pipettiert. Durch
den Blaumarker wurde dieser Arbeitsschritt sichtbar und die Proben versanken mit
Hilfe des schweren Ficolls zum Boden der Taschen. An das Agarosegel wurde eine
elektrische Spannung von 110 - 120 Volt angelegt. Negativ geladenen Molekiile
wandern in einem neutralen bis alkalischen Milieu zur Anode. Die PCR- Produkte
der beiden ACE Allele unterscheiden sich in ihrer Lange im elektrischen Feld und
haben somit unterschiedliche Laufgeschwindigkeiten. Das D- Allel bestand aus 319
Basenpaaren und lief im elektrischen Feld schneller als das 597 Basenpaar lange I-
Allel. Lag eine heterozygote Probe vor, zeigte sich sowohl eine 319 als auch ein 597
Basenpaar lange Bande. Nach ca. 20 Minuten konnte das Gel aus der
Elektrophorese- Kammer entnommen werden. Durch die Beimischung von
Ethidiumbromid konnten die Banden unter UV- Anregung sichtbar gemacht werden
(Abbildung 3). Zur Identifizierung der entstandenen Banden lief ein Marker mit.
Dieser Langenmarker IX von Boehringer Mannheim enthielt unter anderem Banden
von 310 und 603 Basenpaaren, welche in der unmittelbaren Néhe, der erwarteten

Deletions- bzw. Insertions- Banden lagen.
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Um sicher zu gehen, dall die Amplifizierung korrekt stattfand, wurden in jedem
Versuchsansatz bekannte Kontrollgruppen der drei Genotypkonstellationen
mitgefiihrt. Zum Ausschlu von Kontaminationen wurde eine Negativkontrolle

angesetzt, die nur Reaktionskomponenten enthielt.

Marker DD ID ID ID DD DD DD ID DD II neg.

Abbildung 3: Darstellung der Allele des ACE Gen Polymorphismus mittels
Gelelektrophorese. Der Marker zeigt u.a. Banden von 603 und 310 Basenpaaren
(bp). Mit Hilfe des Markers kann das Insertions- Allel mit 597 bp und das Deletions-
Allel mit 319 bp identifiziert werden. Zusitzlich ist eine Negativkontrolle (neg.)
mitgefiihrt worden.
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2.2.3.6 INSERTIONS- SPEZIFISCHER PRIMER

Es wurde beschrieben, dall bei heterozygoten Tragern des ACE Gens (ID) teilweise
nur das D- Allel amplifiziert worden war [20, 80]. Dies fiihrte zu einem vermehrten
Anteil an DD- Genotypen. Damit in dieser Studie bei homozygoten Deletions-
Genotypkonstellationen keine Insertions- Allele {ibersehen wurden, folgte in diesen
Féllen eine zweite PCR mit einem Insertions- spezifischen Primerpaar. In der
Literatur wurde dieses Vorgehen als das Verfahren der Wahl beschrieben, um eine
korrekte ACE Genotypbestimmung durchzufiihren [86].

Der Sense Primer bestand aus der Basenabfolge 5° - TGG GAC CAC AGC GCC
CGC CAC TAC - 3’ und der Antisense Primer aus 5° - TCG CCA GCC CTC CCA
TGC CCA TAA - 3. Der PCR- Versuchsansatz glich dem oben beschriebenen
Ansatz. Die Primerkonzentrationen wurden auf 7 pmol reduziert und die
Zykluszeiten gedndert. 30 Sekunden hielt die Denaturierung bei 94 °C an und wurde
im ersten Zyklus um fiinf Minuten verldngert. Bei der Hybridisierung wurden 67 °C
fiir 25 Sekunden eingestellt. Fiir die DNA- Synthese wurde zwei Minuten eine
Temperatur von 70°C konstant gehalten, im letzten Zyklus sieben Minuten addiert
und die Temperatur auf 72 °C erhoht. Die einzelnen Zyklen wurden 33 mal
durchlaufen.

Durch diese PCR wurde eine DNA- Sequenz vervielfacht, die nur bei Anwesenheit
eines Insertions- Allels in Erscheinung trat. Diese Sequenz bestand aus 335
Basenpaaren. Wurde in der anschlieBenden Gelelektrophorese keine Bande mit
dieser Basenpaarldnge sichtbar, handelte es sich bei der untersuchten Probe mit
Sicherheit um einen homozygoten Deletions- (DD) Genotyp. Die Gelelektrophorese
wurde wie bereits oben beschrieben durchgefiihrt. Um Fehlerquellen auszuschliefen,
wurden in der PCR jedes Mal drei bekannte DNA Proben der verschiedenen

Genotypkonstellationen, sowie eine Negativkontrolle mitgefiihrt.
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2.3 STATISTIK

2.3.1 FALLZAHLABSCHATZUNG

Unterstiitzt durch die biomathematische Ambulanz des Instituts fiir Statistik unter
der Leitung von Prof. Dr. J. Mau wurde vor Beginn der Studie eine
Fallzahlabschdtzung durchgefiihrt. Diese erfolgte durch die Berechnung des
Chancenverhiltnis (Odds ratio). Das Odds ratio ist die Chance bei einem DD-
Genotyp, im Verhiltnis zu einem ID- oder II- Genotyp eine linksventrikulédre
Hypertrophie zu entwickeln. Als Grundlage der Berechnung diente die ACE
Genotypverteilung der gesunden, deutschen Bevolkerung aus dem Augsburger
Raum: DD = 24,8 %; ID = 58,6 %; Il =16,6 %. Es wurde vorrausgesetzt, dal} der
Genotyp DD- unter den Gesunden mit einer Wahrscheinlichkeit von 0,25 auftritt.
Um mit einer Wahrscheinlichkeit von 1 - 3 = 0,9 ein Chancenverhiltnis von
mindestens 1,2 zu erhalten, benétigten wir mindestens 41 Patienten mit bzw. ohne

linksventrikuldre Hypertrophie.

2.3.2 AUSWERTUNG

Die Daten wurden mittels SPSS fiir Windows in der Version 6.0.1. erfa3t. Es wurden
Mittelwerte und deren Standardabweichungen errechnet. Fiir die Auswertung der
folgenden Tests wurden Wahrscheinlichkeitswerte (p) < 0,05 als signifikant erachtet.
Mit dem W- Test von Shapiro und Wilk [91] wurde iiberpriift, welche quantitativen
Parameter normalverteilt vorlagen. Normalverteilte Daten (Fibrinogen, Hdmatokrit,
LDL, HDL, Cholesterin, Body mass index) zweier Gruppen wurden mittels T- Test
verglichen. Fiir nicht normalverteilte Daten (HbA Ic, Parathormon, Triglyceride,
Antihypertonika, Dialysedauer) wurde zum nachfolgenden Gruppenvergleich der
Mann- Withney- U Test angewand. Der Vergleich von Parametern aus drei
verschiedenen Gruppen (Geschlecht, Alter, ACE Serumspiegel) erfolgte unabhiangig
vom W- Testergebnis mit dem Kruskall Wallis Test. Kategorielle Parameter
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(Hypertonieinzidenz, Restdiurese, Dialyseform, Nikontinkonsum, Diabetes mellitus)
wurden mit dem Chi- Quadrat- Test verglichen.

Die Allelverteilungen des ACE Gen Polymorphismus der einzelnen Gruppen wurden
mit dem exakten Fisher Test verglichen (Priifung der Hypothesen I und II). Die
Genotypverteilungen in den Gruppen wurden sowohl aggregiert, als auch einzeln mit
dem Hardy- Weinberg Gesetz [28, 90] iiberpriift. Dieses besagt, dal die
Genhéufigkeiten und damit die Haufigkeiten der beiden homozygoten Genotypen
und des heterozygoten Genotyps von Generation zu Generation konstant bleiben und
somit stabil sind. Der EinfluB des DD- Genotyps auf die Hohe des ACE
Serumspiegels (Priifung der Hypothese III) und auf die Ausprigung des
interventrikuldren Myokardseptums wurde mit dem Kruskall Wallis Test tiberpriift.
Die logistische Regression des SPSS Programms wurde verwendet, um mdogliche
Zusammenhdnge zwischen den verschiedenen Parametern und der Entwicklung einer
linksventrikuldren Hypertrophie zu erfassen.

Sowohl die Berechnungen der ersten zwei Hypothesen, des Hardy- Weinberg
Gesetzes als auch der logistischen Regression wurde mit Hilfe der statistischen

Ambulanz durchgefiihrt.



3 ERGEBNISSE

3.1 PATIENTENDATEN

3.1.1 ALTER, GESCHLECHT, BODY MASS INDEX
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Gr.3: LVH + | Gr.4: LVH -| Gr.2: Kontrolle P
(n=48) (n=42) (n =60)
Frauen (n) 22 23 30 n.s.
Manner (n) 26 19 30 n.s.
Alter in Jahren (x  sd) 43+ 11 40+ 13 44 + 20 n.s.
Body mass index (x + sd) 23+3 245 - n.s.

Tabelle 1: Darstellung der Geschlechtsverteilung, sowie Beschreibung von
Mittelwerten und Standardabweichungen der Altersverteilungen, des Body mass
index und Vergleich der Ergebnisse zwischen terminal niereninsuffizienten Patienten
mit (Gr.3) bzw. ohne LVH (Gr.4) und der gesunden Kontrollgruppe (Gr.2). Der
Vergleich von Parametern aus drei Gruppen erfolgte mit dem Kruskall Wallis Test,
wiéhrend die Werte des Body mass index mit dem T- Test verglichen wurden.

ALTERSVERTEILUNG:

Die Spannbreite der Altersangaben aller Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz
und linksventrikuldrer Hypertrophie (Gr.3) reichte von 24 bis 66 Jahren, der
Mittelwert lag bei 43 Jahren. Die Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz ohne
LVH (Gr.4) waren 20 bis 68 Jahren alt und zeigten einen Mittelwert von 40 Jahren.
In der gesunden Kontrollgruppe (Gr.2) betrugen die Altersgrenzen 21 bzw. 82 Jahre,
es lief3 sich ein Mittelwert von 44 Jahren errechnen. Die drei beschriebenen Gruppen
unterschieden sich hinsichtlich der Altersverteilung nicht signifikant voneinander

(Tabelle 1).
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GESCHLECHTSVERTEILUNG:

In der gesunden Kontrollgruppe (Gr.2) befanden sich 30 Frauen und 30 Minner. Die
terminal niereninsuffizienten Patienten mit LVH (Gr.3) lieBBen sich in 22 Frauen und
26 Minner aufteilen. In der Patientengruppe ohne LVH (Gr.4) befanden sich 23
Frauen und 19 Minner. Die Geschlechtsverteilung unterschied sich nicht signifikant
zwischen den terminal niereninsuffizienten Patienten mit (Gr.3) bzw. ohne LVH

(Gr.4) und der gesunden Kontrollgruppe (Gr.2) (Tabelle 1, Abbildung 4).
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0 . . [l Kontrolle/ Gr.2
weiblich mannlich
Geschlechtsverteilung

Abbildung 4: Haufigkeitsverteilung von Frauen und Méannern der terminal
niereninsuffizienten Patienten mit (Gr.3) bzw. ohne LVH (Gr.4) und der gesunden
Kontrollgruppe (Gr.2).

BODY MASS INDEX:

Die Mittelwerte des Body mass index zwischen Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz und LVH (Gr.3) bzw. ohne LVH (Gr.4) lagen mit 23 + 3 und 24
+ 5 nah aneinander (Tabelle 1). Erhohte Werte zeigten 15 % der LVH positiven
(Gr.3) und 17 % der LVH negativen Patienten (Gr.4). Die Verteilung des Body mass

index unterschied sich nicht signifikant in den beiden Gruppen (Tabelle 1).
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3.1.2 NIERENGRUNDERKRANKUNG, DIALYSEVERFAHREN, DIALYSEDAUER UND
RESTDIURESE

NIERENGRUNDKRANKHEITEN:

Die Nierenerkrankungen aller Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz lieBen sich
in 31 % mit Glomerulonephritis, 14 % mit diabetischer Nephropathie, 13 % mit
unklarer Genese, 12 % mit interstitieller Nephritis, 9 % mit polycystischer
Nierendegeneration, 8 % mit renovaskuldrer Ursache und 12 % mit sonstigen
Erkrankungen, unter denen Lupus erythematodes Nephritis, Zustand nach
Chemotherapie, Markschwammniere, Nierenrindennekrose, Alport- und Fabry-
Syndrom zusammenfassen (Abbildung 5). Die dargestellte Verteilung stellt ein

typisches Muster der priméren Nierengrunderkrankungen dar [87].

Verteilungsmuster der Nierengrunderkrankungen
Renovask Ursache
7,8%
Polycyst Nierendeg
8,9% Glomerulonephritis
31,1%
Unklare Genese
13,3%
—
= j
Diab Nephropathie ||||“ ——\ / Sonstiges
14,4% e\ y 12,2%
h e —— 4
i === Interst Nephritis
en sl 12,2%

Abbildung 5: Prozentuale Aufteilung der Nierengrunderkrankungen aller terminal
niereninsuffizienten Patienten (Gr.1 ).
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Dialysepflichtige Patienten mit (Gr.3) bzw. ohne linksventrikuldre Hypertrophie

(Gr.4) wurden hinsichtlich Dialyseverfahren, Dialysedauer und Restdiurese

verglichen.

Gr.3: LVH + Gr.4: LVH - p

(n = 48) (n =42)

Hamodialyse n (%) 25 (52 %) 23 (55 %) n.s.
Peritonealdialyse n (%) 23 (48 %) 19 (45 % ) n.s.
Dialysedauer in Monaten (x + sd) 65 + 37 45 + 51 < 0,05
Patientenanteil mit Restdiurese 492 62 ns.
(> 500 ml/ d) in %

Tabelle 2: Verteilungen und Vergleich der Dialyseverfahren, Dialysedauer und
Restdiurese von terminal niereninsuffizienten Patienten mit (Gr.3) bzw. ohne
linksventrikuldre Hypertrophie (LVH) (Gr.4).

DIALYSEVERFAHREN: In der 48 Personen grofen Patientengruppe mit
linksventrikuldrer Hypertrophie (Gr.3) wurden beide Verfahren vergleichbar hiufig
durchgefiihrt. 25 Patienten (52 %) fithrten Hamodialyse und 23 (48 %)
Peritonealdialyse durch (Tabelle 2). Von den 42 Patienten ohne linksventrikuldre
Hypertrophie (Gr.4) fiihrten 23 Patienten (55 %) Hédmo- und 19 Patienten (45 %)
Peritonealdialyse durch (Tabelle 2). Die Aufteilung der durchgefiihrten

Dialyseverfahren unterschied sich nicht signifikant in den beiden Gruppen.

DIALYSEDAUER: Die mittlere Dialysedauer der Patienten mit linksventrikuldrer
Hypertrophie (Gr.3) lag mit 65 * 37 Monaten (Grenzwerte: 9 - 169 Monate)
signifikant hoher (p<0,05) als in der Vergleichsgruppe ohne linksventrikuldre
Hypertrophie (Gr.4), in der im Durchschnitt nur 45 £ 51 Monate (Grenzwerte: 2 -
276 Monate) dialysiert worden war (Tabelle 2).
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RESTDIURESE: 42% der Patienten mit LVH (Gr.3) und 62% der Patienten ohne LVH
(Gr.4) zeigten eine Restdiurese von 500 ml/ d. Der Patientenanteil mit Restdiurese

unterschied sich nicht signifikant in den beiden Gruppen (Tabelle 2, Abbildung 6).
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Gruppeneinteilung
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i L VH+/ Gr. 3
B VvH-/ Gr. 4

fehlende Daten ~ pos. RD: > 500 ml neg. RD: <500 ml

Restdiurese (RD)

Abbildung 6: Prozentuale Einteilung der terminal niereninsuffizienten Patienten mit
(Gr.3) bzw. ohne linksventrikuldre Hypertrophie (LVH) (Gr.4) hinsichtlich einer
vorhandenen bzw. nicht mehr vorhandenen Restdiurese (500 ml/ d).
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3.1.3 INTERVENTRIKULARES MYOKARDSEPTUM

Die Einteilung der terminal niereninsuffizienten Patienten (Gruppe 1) in die
Untergruppen 3 und 4 erfolgte auf Grund der Dicke ihres echokardiographisch
dargestellten, interventrikuldren Myokardseptums. Gruppe 3 wurden auch Patienten
mit einer konzentrischen Linksherzhypertrophie zugeteilt, die koronarangiographisch

mittels Lavokardiogramm nachgewiesen wurde.

Gr.3: LVH+ Gr.4: LV H -

IVS in m m:

+ +
« + sd 15 2 11 1

Tabelle 3: Mittelwerte und Standardabweichungen des interventrikuldren
Myokardseptums von terminal niereninsuffizienten Patienten mit (Gr.3) bzw. ohne
LVH (Gr.4).

In der 42 Personen groen Gruppe ohne linksventrikuldre Hypertrophie (Gr.4) lagen
von 26 Patienten echokardiographische Werte der interventrikuldren Septumdicke
vor. Die Streubreite des interventrikuldren Septums reichte von 8 bis 12 Millimetern.
Die Mittelwertberechnung ergab 11 = 1 mm (Tabelle 3). In der 48 Personen grof3en
Patientengruppe mit linksventrikuldrer Hypertrophie (Gr.3) konnte ein Mittelwert
von 15 £ 2 mm aus 34 vorhandenen Befunden errechnet werden. Die Streubreite

reichte hier von 12,5 bis 21 Millimetern (Tabelle 3).



3.1.4 KARDIOVASKULARE RISIKOFAKTOREN

Diabetes mellitus,

Nikotinkonsum und

kardiovaskulire Risikofaktoren definiert.

arterielle Hypertonie
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wurden als

Gr.3: LVH + Gr.4: LVH - o]
(n = 48) (n = 42)
Diabetiker (n) 13 2 < 0,01
HbA 1cin % (x £ sd) 6+1,5 57+0,9 n.s.
Nikotinabusus in % 39 41 n.s.
Hypertonie in % 92 83 n.s.
Antihypertonika (x + sd) 2,3+1,2 1,4+0,9 < 0,01

Tabelle 4: Anzahl der Diabetiker, Verteilung des HbA 1c, prozentualer Anteil der
Raucher, Hypertonieinzidenz und Anzahl der verordneten Antihypertonika von
terminal niereninsuffizienten Patienten mit (Gr.3) bzw. ohne LVH (Gr.4) im
Vergleich.

DIABETES MELLITUS:

Von den 48 Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz und LVH (Gr.3) wiesen 13
Personen eine Diabetes mellitus Erkrankung auf. Der Mittelwerte des HbA 1c lag in
Gruppe 3 bei 6 % £ 1,5 %. In der Patientengruppe mit terminaler Niereninsuffizienz
ohne LVH (n=42; Gr.4) befanden sich nur 2 Diabetiker. In dieser Gruppe wurde ein
HbA 1c¢ Mittelwert von 5,7 % + 0,9 % errechnet.

Die Anzahl der Diabetiker war in Gruppe 3 gegeniiber Gruppe 4 signifikant erh6ht (p
< 0,01). Als Ausdruck der Diabetes mellitus Einstellung wurden die Mittelwerte des
HbA 1c in den beiden Gruppen bestimmt, welche sich nicht signifikant voneinander

unterschieden (Tabelle 4).

NIKOTINKONSUM:

19 (39 %) Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz und linksventrikuldrer
Hypertrophie (Gr.3), sowie 17 (41 %) Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz
ohne linksventrikulidre Hypertrophie(Gr.4) rauchten oder hatten geraucht. Der
Nikotinabusus der beiden Gruppen war vergleichbar hoch (Tabelle 4).
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ARTERIELLE HYPERTONIE:

Mit Hypertonieinzidenzen von 92 % und 83 % unterschieden sich die terminal
niereninsuffizienten Patienten mit (Gr.3) bzw. ohne LVH (Gr.4) nicht signifikant
voneinander (Tabelle 4). Die Anzahl der verordneten Antihypertonika zeigte in den
beiden Gruppen jedoch signifikante Verteilungsunterschiede (p < 0,01) (Tabelle 4,
Abbildungen 7 und 8).
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Personenanzahl
=

keine eins zwel drei vier

Anzahl der Antihypertonika bei LVH +/ Gr.3

Abbildung 7: Anzahl der Antihypertonika aller terminal niereninsuffizienten
Patienten mit LVH (Gr.3). Der Verteilungsgipfel lag bei drei Medikamenten.

Patienten mit LVH (Gr.3) nahmen im Durchschnitt 2,3 + 1,2 Antihypertonika ein
(Tabelle 4, Abbildung 7). Die Anzahl der Antihypertensiva reichte von keinem bis
zu finf verschiedenen Antihypertonika. Der Verteilungsgipfel lag bei drei
Medikamenten. Insgesamt bendtigten mehr als die Hélfte (54,5 %) zwei oder drei

Medikamente zur Einstellung ihres Hypertonus.
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Der mittlere Antihypertonikabedarf terminal niereninsuffizienter Patienten ohne
LVH (Gr.4) lag bei 1,4 + 0,9 Medikamenten (Tabelle 4, Abbildung 8). Diese
Patienten nahmen hochstens drei verschiedene Medikamente ein und der

Verteilungsgipfel (40,5 %) befand sich bei einem Medikament.

20

Patientenanzahl

keine eins zwel drei vier funf

Anzahl der Antihypertonika bei LVH -/ Gr.4

Abbildung 8: Anzahl der Antihypertonika aller terminal niereninsuffizienten
Patienten ohne LVH (Gr.4). Der Verteilungsgipfel lag bei einem Medikament.

Die Anzahl der verordneten Antihypertonika lag bei terminal niereninsuffizienten
Patienten mit LVH (Gr.3) signifikant iiber der verordneten Medikation von
dialysepflichtigen Patienten ohne linksventrikuldre Hypertrohie (Gr.4)(p<0,01).
Wihrend der Verteilungsgipfel in Gruppe 3 bei drei verschiedenen Medikamenten

lag, erreichte dieser in Gruppe 4 nur ein Antihypertonikum.
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3.1.5 LABORPARAMETER

FETTSTOFFWECHSEL, PARATHORMON, HAMATOKRIT, FIBRINOGEN UND

ANGIOTENSIN I CONVERTING ENZYM IM SERUM

FETTSTOFFWECHSEL:
Es wurden Gesamtcholesterin, High Density Lipoprotein (HDL) Cholesterin, Low
Density Lipoprotein (LDL) Cholesterin und Triglyceride betrachtet (Tabelle 5).

Gr.3:LVH +| Gr.4:LVH - Y
(n =48) (n=42)
X * sd
Cholesterin in mg/ dl 232 £+ 74 225 + 61 n.s.
HDL in mg/ dl 44 + 21 46 + 13 n.s.
LDL in mg/ dl 154 + 66 161 £ 57 n.s.
Triglglyceride in mg/ dl 224 + 128 185 + 103 n.s

Tabelle 5: Mittelwerte und Standardabweichungen der Laborparameter Cholesterin,
HDL, LDL und Trigylceride von terminal niereninsuffizienten Patienten mit (Gr.3)
bzw. ohne LVH (Gr.4) im Vergleich.

Der Mittelwert des GESAMTCHOLESTERINS von Patienten mit LVH (Gr.3) erreichte
232 mg/dl, 64 % der Patienten wiesen erhohte Serumspiegel auf. Bei Patienten ohne
LVH (Gr.4) lag der Mittelwert bei 225 mg/dl, erhohte Serumspiegel wurden bei 62
% dieser Patienten ermittelt (Tabelle 5). Patienten mit (Gr.3) bzw. ohne LVH (Gr.4)
zeigten HDL Mittelwerte von 44 mg/dl bzw. 46 mg/dl (Tabelle 5). 82 % der
Patienten aus Gr.3 und 77 % der Patienten aus Gr.4 wiesen HDL Werte im
Normbereich auf. Die LDL Mittelwerte lagen mit 154 mg/dl in Gr.3 bzw.161 mg/dl
in Gr.4 nah aneinander (Tabelle 5). Im Normbereich lagen 44 % der LDL Werte von
Patienten der Gr.3 und 53 % von Patienten der Gr.4. Die Mittelwerte der
TRIGLYCERIDE erreichten 224 mg/dl in Gruppe 3 und 185 mg/dl in Gruppe 4
(Tabelle 5). Die Trigylceride waren bei 57 % der Patienten mit (Gr.3) und 64 % der
Patienten ohne LVH (Gr.4) erhoht.

Zusammenfassend zeigte sich kein signifikanter Unterschied des Gesamtcholesterins,

HDL, LDL und der Triglyceride der urdmischen Patienten mit bzw. ohne LVH.
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PARATHORMON, HAMATOKRIT UND FIBRINOGEN

Gr.3:LVH + | Gr.4: LVH - p
(n = 48) (n = 42)
X *sd
Parathormon in pmol/ | 20+ 15 22 + 21 n.s.
Hamatokrit in % 31+6 306 n.s.
Fibrinogen in mg/ dl 423 + 157 461 + 160 n.s.

Tabelle 6: Mittelwerte und Standardabweichungen der Laborparameter
Parathormon, Hématokrit und Fibrinogen der terminal niereninsuffizienten Patienten
mit (Gr.3) bzw. ohne LVH (Gr.4) im Vergleich.

PARATHORMON: In der Patientengruppe mit LVH (Gr.3) wurde ein Mittelwert von
20 pmol/l erreicht. 57 % der erhobenen Werte des Parathormons befanden sich im
erhohten Bereich, 28 % waren entgleist. Vergleichbar wiesen 53 % der Patienten
ohne LVH (Gr.4) erhohte und 34 % entgleiste Parathormonspiegel auf. Der
Mittelwert stellte sich in Gruppe 4 bei 22 pmol/l ein. Es konnte kein signifikanter
Unterschied der beiden Gruppen festgestellt werden (Tabelle 6).

HAMATOKRIT: Die Himatokritwerte von 92 % der Patienten mit LVH (Gr.3) und
von 93 % der Patienten ohne LVH (Gr.4) waren erniedrigt. Der Mittelwert des
Héamatokrits von Patienten mit LVH (Gr.3) lag bei 31 %, Patienten ohne LVH (Gr.4)
erreichten 30 %, wobei die Gabe von Erythropoetin nicht erfalit wurde (Tabelle 6).
Es ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen.
FIBRINOGEN: 67 % der Patienten mit (Gr.3) und 75 % ohne LVH (Gr.4) wiesen
erhohte Fibrinogenwerte auf. Die Mittelwerte des Fibrinogen in Gr.3 und 4 lagen bei
423 mg/dl bzw. 461 mg/dl und wiesen keinen signifikanten Unterschied auf
(Tabelle 6).

Zusammenfassend unterschieden sich terminal niereninsuffiziente Patienten mit
(Gr.3) bzw. ohne LVH (Gr.4) nicht signifikant in der Verteilung der Laborparameter

Parathormon, Hamatokrit und Fibrinogen.



37

ANGIOTENSIN I CONVERTING ENZYM IM SERUM:

Gr.3: LVH + | Gr.4: LVH - | Gr.2: Kontrolle P
(n=48) (n=42) (n = 60)
ACE im Serum 75 + 33 68 + 20 85 + 30 <0,05
in U/l + sd

Tabelle 7: Mittelwerte und Standardabweichungen des Angiotensin I Converting
Enzyms im Serum von terminal niereninsuffizienten Patienten mit (Gr.3) bzw. ohne
LVH (Gr.4) und der gesunden Kontrollgruppe (Gr.2) wurden mittels Kruskall Wallis
Test verglichen.

Es wurden ausschlieBlich ACE Serumspiegel von Personen, die keine ACE Hemmer
bzw. AT 1- Rezeptor Antagonisten einnahmen verglichen. Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz und LVH (aus Gr.3; n=25) wiesen einen Mittelwert des ACE
Serumspiegels von 75 U/l auf (Tabelle 7). Die Spannbreite aus der die Werte
zusammengefalt wurden, reichte von 1 - 144 U/ 1. Im Vergleich dazu ergab sich in
der Gruppe terminal Nierenerkrankten ohne LVH (aus Gr.4; n=21) mit 68 U/ 1 ein
nicht signifikant niedrigerer Mittelwert, die Grenzwerte reichten von 8 - 105 U/ 1.

Fir die Kontrollgruppe (aus Gr.2; n=50) wurde ein Mittelwert des ACE
Serumspiegels von 85 U/ 1 errechnet. Beim Vergleich von terminal nieren-
insuffizienten Patienten mit bzw. ohne LVH und der gesunden Kontrolle
unterschieden sich die Mittelwerte des ACE im Serum signifikant voneinander

(Tabelle 7).
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3.2 ANGIOTENSIN I CONVERTING ENZYM GENOTYPVERTEILUNG

3.2.1 VERTEILUNGSMUSTER DER ALLELKOMBINATIONEN UND - FREQUENZEN DER

GESAMTEN POPULATION

Von insgesamt 150 untersuchten Personen zeigten 30 Personen die II-, 80 die ID-
und 40 die DD- Genotypkonstellation. Dies entspricht der prozentualen Einteilung in
20 % fiir die II-, 53 % fiir die ID- und 27 % fiir die DD- Genotypkombination des
ACE Gen Polymorphismus (Tabelle 13) Die Aufteilung der Allelfrequenzen in der
gesamten Population betrug 47 % fiir das Insertions- und 53 % fiir das Deletions-

Allel des ACE Gen Polymorphismus (Tabelle 14, Abbildung 11).

3.2.2 HYPOTHESEI :
ZWISCHEN DER GENOTYPVERTEILUNG VON TERMINAL NIERENINSUFFIZIENTEN
PATIENTEN ( GR. 1) UND NIERENGESUNDEN PROBANDEN (GR. 2) BESTEHT KEIN

UNTERSCHIED.

Es sollte ausgeschlossen werden, daBl in der Patientengruppe mit terminaler
Niereninsuffizienz gehduft DD- Genotypkonstellationen vorkamen. Hierzu wurden
die Genotypverteilungen zwischen den Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz
und der gesunden Kontrollgruppe verglichen. Von den 90 Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz (Gr.1) zeigten 20 Personen den II- (22 %), 48 den ID- (53 %) und
22 den DD- (24%) Genotyp des ACE Gen Polymorphismus (Tabelle 8, Abbildung
9). Die Allelfrequenzen spalteten sich in 49 % fiir das I- und 51 % fiir das D- Allel
(Tabelle 8). In der nierengesunden Kontrollgruppe (Gr.2) lag die Genotypverteilung
der insgesamt 60 Probanden bei 10 Personen mit der II- (17%), 32 mit der ID- (53%)
und 18 mit der DD- Genotypkombination (30%)(Tabelle 8, Abbildung 9). Die
Allelfrequenz des Insertions- Allels betrug 43 % und das Deletions- Allel nahm die
restlichen 57 % ein (Tabelle 8, Abbildung 11).
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Gn ESRD Kortrolle Allel ESRD Kortrolle

n=9% % n=060 % n=180 % n=120 %
I 20 2 10 17 I & 49 2 43
ID 498 3 2 53 D R Sl 68 57
D 2 24 18 30

Tabelle 8: Gegeniiberstellung der ACE Genotypverteilungen und Allelfrequenzen
von allen Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz (ESRD)(Gr. 1) und der
gesunden Kontrollgruppe (Gr.2).

Zur Uberpriifung der Hypothese wurden die Hiufigkeiten des DD- Genotyps in den
beschriebenen Gruppen betrachtet. Prozentual betrugen die homozygoten Trager des
D- Allels unter den Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz (Gr.1) 24 % und
unter den Nierengesunden (Gr.2) 30 % (Tabelle 8). Die Frequenz des D- Allels
erreichte bei den Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz (Gr.1) 51 % und 57 %
in der gesunden Kontrollgruppe (Gr.2) (Tabelle 8).

Mit dem exakten Fisher Test wurde die Héaufigkeitsverteilung der Genotyp-
konstellationen beurteilt. Sowohl bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz
(Gr.1), als auch in der gesunden Kontrollgruppe (Gr.2) wurden die Haufigkeit des
DD- Genotyps mit der Anzahl von ID- bzw. II- Genotypkonstellationen verglichen.
Im anschlieBenden Gruppenvergleich konnte keine Signifikanz flir eine erhdhte DD-

Haufigkeit bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz gefunden werden (p = n.

s.).

Zusammenfassend konnte kein Einflu der DD- Allelkonstellation des ACE Gen
Polymorphismus auf die Entwicklung einer terminalen Niereninsuffizienz gefunden

werden.
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Abbildung 9: Gegeniiberstellung der ACE Genotypverteilungen aller Patienten mit
terminaler Niereninsuffizienz (Gr.1) und der gesunden Kontrollgruppe (Gr.2).

3.2.3 HYPOTHESE 11 :
TERMINAL NIERENINSUFFIZIENTE PATIENTEN MIT EINEM DD- GENOTYP

ENTWICKELN VERMEHRT EINE LVH.

Von den 48 Personen mit terminaler Niereninsuffizienz und linksventrikulédrer
Hypertrophie (Gr.3) wiesen 13 Patienten den II- (27 %), 23 den ID- (48 %) und 12
den DD- Genotyp (25 %) des ACE Gen Polymorphismus auf (Tabelle 9, Abbildung
10). Hieraus ergab sich in Gruppe 3 fiir das Insertions- Allel eine Frequenz von 51 %

und eine Frequenz von 49 % fiir das Deletions- Allel (Tabelle 9, Abbildung 11).

Gen Gr.3: LVH + Allel Gr.3: LVH +

n =48 % n=96 %
II 13 27 I 49 51
ID 23 48 D 47 49
DD 12 25

Tabelle 9: Die ACE Genotypverteilungen und Allelfrequenzen der terminal
niereninsuffizienten Patienten mit LVH (Gr.3).
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Die Genotypkonstellationen der Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz ohne
linksventrikulidre Hypertrophie (Gr.4) zeigte 7 Personen mit dem II- (17%), 25 mit
dem ID- (59%) und 10 mit dem DD- Genotyp (24%) (Tabelle10, Abbildung 10).
Die Frequenz des Insertions- Allels betrug 46 % und die Frequenz des Deletions-

Allels 54 % (Tabelle 10, Abbildung 11).

Gen Gr.4: LVH - Allel Gr.4: LVH -

n =42 % n = 84 %
I1 7 17 I 39 46
ID 25 59 D 45 54
DD 10 24

Tabelle 10: Die ACE Genotypverteilungen und Allelfrequenzen der terminal
niereninsuffizienten Patienten ohne LVH (Gr.4).

Die prozentualen Héaufigkeiten des homozygoten Deletions- Allels der terminal
niereninsuffizienten Patientengruppe mit LVH (Gr.3) betrug 25 %, in der Gruppe
ohne LVH (Gr.4) zeigten 24 % der Patienten einen DD- Genotyp (Tabelle 11,
Abbildung 10)). Die Deletions- Allelfrequenzen der Patienten mit bzw. ohne LVH
lagen mit 49 % und 54 % nicht weit auseinander (Tabelle 11, Abbildung 11).

Gr.3: LVH + JGr.4:LVH - p
DD G t
OO 25 24 n.s.
in %
D - Allelfrequenz in
o 49 54 n.s.

Tabelle 11: Vergleich der prozentualen DD- Genotyphdufigkeiten und D-
Allelfrequenzen des ACE Gen  Polymorphismus zwischen terminal
niereninsuffizienten Patienten mit (Gr.3) bzw. ohne LVH (Gr.4).

Mit dem exakten Fisher Test wurde iiberpriift, ob sich die Verteilung des DD-
Genotyps unter diesen Patienten mit (Gr.3) bzw. ohne linksventrikulére Hypertrophie
(Gr.4) unterschied. Der Test ergab, daB3 der DD- Genotyp im Vergleich zur ID- und
II- Konstellation nicht signifikant erhéht war, wenn eine linksventrikuldre

Hypertrophie vorlag.
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Zusammenfassend konnte der genetische EinfluB3 der DD- Genotypkonstellation des
ACE Gen Polymorphismus auf die Entwicklung einer LVH bei terminal

niereninsuffizienten Patienten in dieser Studie nicht nachgewiesen werden.

3.2.4 DER DD- GENOTYP UND DIE AUSPRAGUNG DES INTERVENTRIKULAREN
SEPTUMS

Es wurde iiberpriift, ob terminal niereninsuffiziente Patienten (Gr. 1) mit einem DD-
Genotyp (n = 13) im Vergleich zu Patienten mit einem ID- bzw. II- Genotyp

(n = 50) ein breiteres, interventrikuldres Septum aufwiesen (Tabelle 12).

ngotypep IVS in mm | Minimum |Maximum in
Patienten mit ESRD n (x £ sd) - mm
(Gr.1)

ID + 11 50 12,8 £2,5 8 21

DD 13 13,3 +3,0 10 20

p - n.s. - -

Tabelle 12: Die Ausprigung des interventrikuliren Septums bei terminal
niereninsuffizienten Patienten (ESRD; Gr.1) mit dem DD- Genotyp des ACE
Genpolymorphismus im Vergleich zu Patienten (Gr.1) mit den ID- bzw. II-
Genotypkonstellationen.

Wihrend urdmische Patienten mit einem DD- Genotyp einen mittleren Wert des
interventrikuldren Septums von 13,3 £ 3,0 mm aufwiesen, zeigten terminal
niereninsuffiziente Patienten mit einem ID- bzw. II- Genotyp einen Mittelwert von
12,8 £ 2,5 mm (Tabelle 12).

Die interventrikulire Septumdicke war nicht signifikant bei terminal

niereninsufffizienten Patienten mit einem DD- Genotyp erhoht.
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3.2.5 ZUSAMMNFASSENDE BETRACHTUNG DER GENOTYPVERTEILUNGEN UND

ALLELFREQUENZEN DER GRUPPEN 2, 3 UND 4

Zusammenfassend werden die Genotypverteilungen des ACE Gen Polymorphismus
in der gesamten Population und nach Aufteilung in die Untergruppen 2, 3 und 4
aufgefiihrt. Es erfolgt eine numerische (Tabelle 13) und graphische (Abbildung 10)

Darstellung der einzelnen Genotypverteilungsmuster.

Genotyp LVH+/G. 3 LWH-/G. 4 Kontrolle/ Gr. 2 ingesamt
n=48 % n=42 % n=60 % n=150 %
Il 13 27 7 17 10 17 30 20
ID 23 48 25 59 32 53 80 53
DD 12 25 10 24 18 30 40 27

Tabelle 13: Darstellung der ACE Genotypverteilung terminal niereninsuffizienter
Patienten mit (Gr.3) bzw. ohne LVH (Gr.4), der gesunden Kontrollgruppe(Gr.2) und
des gesamten Kollektivs.
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Abbildung 10: Die prozentuale ACE Genotypverteilungen der terminal
niereninsuffizienten Patienten mit (Gr.3) bzw. ohne LVH (Gr.4) und der gesunden
Kontrollgruppe (Gr.2).
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Die Allelfrequenzen wurden bereits beschrieben und werden numerisch (Tabelle14)

und graphisch (Abbildung 11) noch einmal zusammengefaf3t betrachtet.

Alel| LVH+/G.3 LVH-/ G. 4 Kontrolle / Gr. 2 insgesant
n=9 % n=84 % n=120 % n=300 %

I 49 51 39 46 52 43 140 47

D 47 49 45 4 68 57 160 53

Tabelle 14: Darstellung der ACE Allelfrequenzen terminal niereninsuffizienter
Patienten mit (Gr.3) bzw. ohne LVH (Gr.4), der gesunden Kontrollgruppe (Gr.2) und

des gesamten Kollektivs.

% 100

oD

LVH-/Gr.4 Kontrolle/Gr.2 insgesamt

LVH+/Gr.3

Abbildung 11: Die prozentuale ACE Allelfrequenzverteilungen der terminal
niereninsuffizienten Patienten mit (Gr.3) bzw. ohne LVH (Gr.4) und der gesunden

Kontrollgruppe (Gr.2).
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3.2.6 UBERPRUFUNG DER STETIGKEIT DES HARDY - WEINBERG GESETZES

Die Genhéufigkeiten der untersuchten Population stehen in einem stabilen
Gleichgewicht zueinander, welches durch das Hardy- Weinberg Gesetz [28, 90]
tiberpriift wurde. Ein stabiles Gleichgewicht besagt, dafl die Aufteilung der
Genotypen und der Genhéufigkeiten auch in der nachsten Generation unverdndert
existieren werden. Desweiteren wurde die Gesamtpopulation in die drei groBen
Untergruppen (Abbildung 1) d.h. Probanden der gesunden Kontrollgruppe (Gr. 2),
terminal niereninsuffiziente Patienten mit (Gr. 3) und ohne linksventrikuldre
Hypertrophie (Gr. 4) gespalten. Fiir alle drei Untergruppen erfolgte die Priifung des
Hardy- Weinberg Gesetzes. Dieses wurde weiterhin fiir Gruppe 2 und 4 erfiillt.
Gruppe 3, die terminal niereninsuffizienten Patienten mit LVH zeigten jedoch kein
stabiles Gleichgewicht. Eine Untersuchung an grofleren Populationen kann auch in

dieser Gruppe zu einer Stabilisierung des Hardy Weinberg Gesetzes fiihren.



46

3.3 WEITERE EINFLUBFAKTOREN DER LINKSVENTRIKULAREN
HYPERTROPHIE

Mittels multipler logistischer Regression wurde der Zusammenhang zwischen
verschiedenen Risikofaktoren und der linksventrikuldren Hypertrophie iiberpriift
(Tabelle 15). In die Berechnung gingen die flinf Parameter Anzahl verordneter
Antihypertonika, Diabetes mellitus, Dialysedauer, Alter und Genotypkonstellation
(DD < 1I/ID) ein.

Signifikanzniveau

Tabelle 15: Reihenfolge der Einflullfaktoren einer linksventrikuldren Hypertrophie
bei terminal niereninsuffizienten Patienten (Gr.1).

In der Tabelle 15 148t sich eine Rangfolge der einzelnen Risikofaktoren ablesen. Der
grofte Zusammenhang konnte zwischen der linksventrikuldren Hypertrophie und der
Anzahl der verordneter Antihypertonika aufgewiesen werden. Es folgten ein
signifikanter EinfluB bei Vorliegen einer Diabetes mellitus Erkrankung und
zunehmender Dauer der Dialysepflichtigkeit. Auch der Anstieg des Alter stellte sich
als signifikanter Risikofakter der linksventrikuldren Hypertrophie bei urdmischen
Patienten dar. Zwischen dem DD- Genotyp des ACE Gen Polymorphismus und der
linksventrikuldren Hypertrophie konnte auch mittels multipler logistischer

Regression kein Zusammenhang aufgewiesen werden.
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3.4 HYPOTHESE III: PERSONEN MIT EINEM DD- GENOTYP ZEIGEN DIE

HOCHSTEN ANGIOTENSIN I CONVERTING ENZYM SPIEGEL IM SERUM.

Alle untersuchten Personen wurden in zwei Gruppen eingeteilt. Der einen Gruppe
wurden alle Personen mit einem II- bzw. ID- Genotyp zugeordnet und der anderen
Gruppe alle Personen mit einem DD- Genotyp. Der Mittelwerte des ACE
Serumspiegels von Personen mit dem II- bzw. ID- Genotyp betrug 76 U/ 1 und lag
nicht signifikant ( p= 0,08) unter dem Mittelwert von 85 U/ | der Patienten mit dem
DD- Genotyp (Tabelle 16). Personen mit ACE Hemmer bzw. AT 1- Rezeptor

Antagonisten Therapie wurden von den Berechnungen ausgeschlossen.

Personen der Gr. 1 und 2 ohne
ACE Hemmer bzw. AT 1- n
Rezeptor Antagonisten Therapie

ACE im Serum
inU/l(x+sd)

[I- oder ID- Genotyp 71 76 £ 27
DD Genotyp 25 85 £ 35
p / n.s.

Tabelle 16: Vergleich der Mittelwerte und Standardabweichungen des ACE
Serumspiegels von Personen mit terminaler Niereninsuffizienz (Gr.1) und gesunden
Kontrollpersonen (Gr.2) ohne ACE Hemmer Therapie mit dem DD- bzw. II-/ ID-
Genotyp.

Personen mit DD- Genotyp tendierten zu erh6hten ACE Serumspiegeln. Die Werte
zeigten jedoch im Vergleich zu Personen mit ID- und II- Genotyp keinen

signifikanten Unterschied.
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4 DISKUSSION

Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz weisen eine hohe kardiovaskulére
Mortalitdtsrate auf. Die linksventrikuldre Hypertrophie (LVH) stellt eine héufige,
myokardiale Verdnderung urdmischer Patienten dar. Bei betroffenen Patienten steigt
das Mortalititsrisiko an. Die Uberlebensrate ist signifikant von dem AusmaB der
linksventrikuldren Hypertrophie abhéngig [81]. Bei nierengesunden Personen wird
ein Zusammenhang zwischen dem DD- Genotyp des ACE Gen Polymorphismus und
der Entwicklung einer LVH beschrieben. Es wurde nachgewiesen, dal die hochsten
ACE Serumspiegel beim DD- Genotyp vorliegen [66]. Aus den hochsten ACE
Serumspiegeln resultieren die hochsten Angiotensin II Konzentrationen, welche am
Myokard zu einer Gefdlverdanderung, Myozytenhypertrophie und einer
intramyokardialen Fibrose fiihren. Da in dieser Studie der Einflul des ACE Gen
Polymorphismus auf die Entwicklung einer LVH bei Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz untersucht werden sollte, mufte zuerst ausgeschlossen werden,
daB nicht schon die terminale Niereninsuffizienz mit einem bestimmten Genotyp
korrelierte. Als Aquivalent der myokardialen Verinderungen kénnten die erhdhten
Angiotensin I Serumspiegel des DD- Genotyps auch in der Niere die Ausbildung
von GefaBverdnderungen, Mesangiumproliferationen und Fibrosierungsprozessen
beschleunigen. In den meisten Untersuchungen konnte kein Zusammenhang
zwischen dem DD- Genotyp des ACE Gen Polymorphismus und der Entwicklung
verschiedener Nephropathien aufgewiesen werden [4.1,17, 22, 23, 27, 59, 68, 76, 77,

84, 94]. Diese Grundlagen fiihrten zur Formulierung der ersten Hypothese.

HYPOTHESE I:
ZWISCHEN DER GENOTYPVERTEILUNG VON TERMINAL NIERENINSUFFIZIENTEN

PATIENTEN UND NIERENGESUNDEN PROBANDEN BESTEHT KEIN UNTERSCHIED.

Wenige Studien wiesen gegenteilige Resultate auf [24, 34, 52](Tabelle 17). Es
wurden Patienten mit unterschiedlichen Nierengrunderkrankungen untersucht.
Darunter befanden sich die diabetische Nephropathie bei insulinabhéngigem

Diabetes mellitus (IDDM) [17, 52, 76, 84] bzw. insulinunabhéngigem Diabetes
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mellitus (NIDDM) [22, 76], die IgA Glomerulonephritis [23, 27, 68, 77, 94] und
verschiedene andere Nephropathien [24, 34, 59].

Einige Untersuchungen zeigten weitere Nachteile beim Zusammentreffen der
homozygoten Deletions- Allelkonstellation und einer Nephropathie auf. So schien
die klinische Symptomatik einer IgA Glomerulonephritis bei Vorliegen einer DD-
Genotypkonstellation in einem jlingeren Lebensalter aufzutreten [27]. Mehrere
Arbeitsgruppen  berichteten auch von einer raschen Progredienz der
Nierenerkrankungen, bei gleichzeitigem Vorliegen eines homozygoten D- Allels [27,
31, 77, 94, 95]. Andere Arbeitsgruppen formulierten, da3 der II- Genotyp des ACE
Gens einen Schutzfaktor der Nierenerkrankung darstelle [52, 59, 84].
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In der Literatur wurden Genotypverteilungen der gesunden Bevolkerung
beschrieben, die uns als Richtlinien dienten. Die ACE Genotypverteilung von 290
gesunden Personen nach Schunkert et al. [78] gliederte sich in 72 mal den DD-
(25 %), 170 mal den ID- (59 %) und 48 mal den II- (17 %) Genotyp (Tabelle 18).
Schmidt et al. [77] untersuchten eine 234 Personen groBle, gesunde
Kontrollgruppe auf ihre ACE Genotypverteilung und fanden eine Einteilung in 77
Personen mit der DD- (33 %), 117 mit der ID- (50 %) und 40 mit der 1I- (17 %)
Allelkombination (Tabelle 18).

In dieser Studie wurden insgesamt 60 klinisch nierengesunde Personen
kaukasischer Herkunft aus dem Raum Diisseldorf untersucht. Es zeigte sich ein
Verteilungsmuster von 13 Personen mit dem DD- (30 %), 32 mit dem ID- (53 %)
und 10 mit dem II- Genotyp (17 %) des ACE Gens (Tabelle 18). Die ACE
Genotypverteilung der nierengesunden Bevolkerung im Raum Diisseldorf lie3
sich mit den Verteilungsmustern der oben aufgefiihrten Untersuchungen

vergleichen (Tabelle 18).

Untersuchergruppe insgesamt DD ID 11

n % n % n %
Schunkert H, et al. [78] 290 72 25 | 170 | 59 48 17
Schmidt S, et al. [77] 234 77 33 117 | 50 40 17
eigene Ergebnisse 60 13 30 32 53 10 17

Tabelle 18: Darstellung der ACE Genotypverteilung in der gesunden
Bevoélkerung nach Schunkert [78], Schmidt [77] und im Raum Diisseldorf (eigene
Ergebnisse).
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Es folgte die Betrachtung der terminal niereninsuffizienten Priifgruppe. Zur
Orientierung wurde eine Studie von Schmidt et al. [75] hinzugezogen. Sie
untersuchten 109 Patienten mit unterschiedlichen Nephropathien. Die ACE
Genotypverteilung ergab 28 mal den DD- (26 %), 51 mal den ID- (48 %) und 27
mal den II- Genotyp (26 %)(Tabelle 19). In dieser Studie zeigten von den 90
Patienten mit terminaler Nierninsuffizienz 22 den DD- (24 %), 48 den ID- (53 %)
und 20 den II- Genotyp (22 %) des ACE Gen Polymorphismus. Die aufgefiihrten
Ergebnisse lieBen sich mit den Resultaten von Schmidt et al. [75] vergleichen

(Tabelle 19).

Untersuchergruppe insgesamt DD ID II

n % n % n %
Schmidt A, et al. [75] 109 28 26 51 48 27 26
eigene Ergebnisse 90 2 24 48 53 20 2

Tabelle 19: Darstellung der ACE Genotypverteilung von kaukasischer Patienten
mit terminaler Niereninsuffizienz nach Schmidt A, et al. [75] und im Raum
Diisseldorf (eigene Ergebnisse).

Insgesamt ergab sich unter den 90 Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz
eine D- Allelfrequenz von 0.51. Diese D- Allelfrequenz lieB sich in die Resultate
anderen Studien der kaukasischen Bevdlkerungen mit unterschiedlichen Grund-
erkrankungen einreihen (Tabellen 17 und 20). Es ist bekannt [5], dal man bei
Probanden des asiatischen Raumes (Spalten: ,,Bevolkerung* der Tabellen 17 und
20) im allgemeinen niedrigere D- Allelfrequenzen vorfindet [22, 23, 32, 59, 93,
94].

Zur Priifung der ersten Hypothese dieser Studie wurde schlieBlich die ACE
Genotypverteilungen der gesunden Kontrollgruppe und der terminal
niereninsuffizienten Priifgruppe verglichen. Es stellte sich kein signifikanter
Unterschied der beiden Gruppen dar. Die homozygote Deletions-
Allelkombination des ACE Gen Polymorphismus nahm in diesem
Personenkollektiv somit keinen EinfluB auf die Entwicklung einer terminalen

Niereninsuffizienz.



53

In der Literatur wurde von einem Zusammenhang zwischen dem DD- Genotyp
des ACE Gen Polymorphismus und der Entwicklung einer LVH bei
Nierengesunden berichtet. In dieser Studie sollte untersucht werden, ob der DD-
Genotyp auch bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz einen Einflu} auf

die Entwicklung des kardiovaskuldren Risikofaktors LVH nimmt.

HYPOTHESE 11:
TERMINAL NIERENINSUFFIZIENTE PATIENTEN MIT EINEM DD- GENOTYP

ENTWICKELN VERMEHRT EINE LINKSVENTRIKULARE HYPERTROPHIE.

Hierzu wurden die ACE  Genotypverteilungen  zwischen  terminal
niereninsuffizienten Patienten mit bzw. ohne linksventrikuldre Hypertrophie
verglichen. Mit besonderer Genauigkeit wurde darauf geachtet, da3 eine koronare
Herzkrankheit der untersuchten Patienten ausgeschlossen werden konnte, da diese
Erkrankung ebenfalls mit einer erhéhten DD- Genotypkonstellation einhergehen
konnte [25, 58, 70]. Der grofite Anteil aller Todesursachen von Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz wird durch kardiovaskuldre Erkrankungen
hervorgerufen [87]. Die Zunahme der linksventrikuliren Masse wurde bereits
unter Herzgesunden als ein prognostisch ungiinstiger EinfluBBfaktor der kardialen
Morbiditidt und Mortalitdt beschrieben [40]. Bei Dialysepatienten reduziert sich
die Uberlebenswahrscheinlichkeit deutlich, wenn eine linksventrikulére
Hypertrophie vorliegt [61, 81]. Das Risiko einen kardialen Tod zu erleiden, steigt
bei terminal niereninsuffizienten Patienten mit linksventrikuldrer Hypertrophie
um das vierfache an [81]. Die linksventrikuldre Hypertrophie kommt sehr héufig
vor, sie kann bei 60 - 80 % aller Dialysepatienten nachgewiesen werden [19,
29]. Eine eindeutige Ursache der Entstehung einer linksventrikuldren
Hypertrophie wurde bisher nicht gefunden. Als EinfluBfaktoren, die eine
linksventrikuldre Hypertrophie bei Patienten mit Niereninsuffizienz fordern,
werden in der Literatur Hypertonie [18, 30], chronische Volumeniiberbelastung
[47], Abnahme der aortalen Compliance [44], genetische Pradisposition [1, 88],
zunehmendes Alter [30], Adipositas [50], erhohter Parathormonspiegel [36] und

Andmie [11, 45, 82] diskutiert. Das Renin Angiotensin System scheint eine
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bedeutende Rolle in der Entwicklung einer linksventrikuldren Hypertrophie
einzunehmen. Es wurde beschrieben, dafl die hochsten Serum- [66] und
Myokardspiegel [14] des Angiotensin I Converting Enzyms vorliegen, wenn das
ACE Gen die homozygote Deletions- Allelkonstellation aufweist. Fiir
Untersuchungen zum EinfluB des RAS auf die Entwicklung einer
linksventrikuldren Hypertrophie ist es von Interesse, dal ein kardiales,
unabhingiges Renin Angiotensin System des Herzen nachgewiesen wurde [41,
63]. Im Tierversuch konnte ein Anstieg der RAS Komponenten im kardialen
System bei experimentell herbeigefiihrtem Herzversagen beobachtet werden [63].
Bei experimentell erzeugter, linksventrikuldrer Hypertrophie von Ratten fand man
einen vierfachen Anstieg der ACE Aktivitit im Vergleich zur Kontrollgruppe
[79]. Auch im menschlichen Myokard von Patienten, die unterschiedliche
Herzerkrankungen aufwiesen, wurde im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen
ein erhohter ACE Spiegel mittels m- RNA PCR nachgewiesen [83]. Diese
Ergebnisse wurden dahingehend interpretiert, dafl die steigende Angiotensin II
Konzentration ein erhohtes Risiko kardialer Erkrankungen bergen kdnnte. Der
Anstieg der Angiotensin II Konzentration konnte bei Patienten mit dem DD-
Genotyp verstérkt sein. Es wurde bereits berichtet, dafl die homozygote Deletions-
Allelkonstellation des Angiotensin I Converting Enzyms einen potentiellen
Risikofaktor verschiedener, kardialer Erkrankungen darstellt. Untersuchungen
zum DD- Genotyp und erhéhtem Risiko des Herzinfarktes [8, 9, 49, 73, 85], der
Entwicklung einer ischdmisch oder idiopathisch, dilatativen Kardiomyopathie
[64], des plotzlichen Todes bei Patienten mit hypertrophischer Kardiomyopathie
[51] und der schnellen Restenosierung nach perkutaner, transluminaler
Koronarangiographie [60] liegen vor. Zusitzlich wurde von einer erhdhten
Mortalitdt bei idiopathischem Herzversagen [4] und der vermehrten Entstehung
einer koronaren Herzkrankheit [58, 70] bei niedrigem kardiovaskuldrem
Risikoprofil [25] berichtet. Unter Nierengesunden konnte bereits ein
Zusammenhang zwischen der Entwicklung einer linksventrikuldren Hypertrophie
und dem DD- Genotyp beobachtet werden [26, 32, 39, 51, 62, 78, 93]. Die
EinfluBnahme des RAS auf die linksventrikuldre Hypertrophie wurde durch die

myokardialen Verdnderungen nach ACE Hemmer Therapie bestdtigt. Diese
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Antihypertonika inhibieren das Angiotensin I Converting Enzym und senken
somit die Umsatzrate zum Angiotensin II. ACE Hemmer nahmen aus der Gruppe
aller Antihypertonika eine ganz besondere Rolle in der Prévention und auch
Regression der linksventrikuldren Hypertrophie ein [13, 43, 46]. Der entscheidene
Wirkmechanismus lieB3 sich somit nicht alleine durch die Blutdrucksenkung der
ACE Hemmer erkldren. Im Tierversuch wurde Ratten eine niedrige Dosis des
ACE Hemmers Ramipril verabreicht, durch die weder der Blutdruck, noch die
ACE Plasmaaktivitit reduziert wurde. Selbst ein Jahr nach experimenteller
Aorteneinengung hatten diese Tiere keine linksventrikuldre Hypertrophie und
auch keine intramyokardiale Fibrose entwickelt [43]. Dies deutete auf eine
praventive Wirkung der ACE Hemmer hin, die nicht alleine durch die Senkung
des Blutdrucks erkldart werden konnte. AuBlerdem fand man heraus, dal nach
Behandlung terminal niereninsuffizienter Patienten mit dem ACE Hemmer
Perindopril eine signifikante Abnahme der linksventrikuldren Masse zu
verzeichnen war. Derartige Ergebnisse konnten nicht bei Nitrendipin, einem
Vertreter der Kalcium- Kanal Blocker erlangt werden, obwohl
Blutdruckeinstellungen und hdmodynamische Verhiltnisse nicht variierten [46].
Auch eine riickblickende Analyse von 109 durchgefiihrten Studien ergab, daf3
ACE Inhibitoren im Vergleich zu anderen Antihypertonika eine deutliche
Reduktion der linksventrikuliren Masse bewirkten [13]. In weiterfithrenden
Studien wurde untersucht, ob die Effektivitit der ACE Hemmer von den
verschiedenen Genotypkonstellationen des ACE Gen Polymorphismus abhing. Da
die DD- Genotypkonstellation mit den hochsten ACE Serumwerten und folglich
erhohten Angiotensin II Konzentrationen in Zusammenhang gebracht worden
war, wurde besonders die Verdnderungen der linksventrikuldren Masse bei
Patienten mit DD- Genotyp nach ACE Hemmer Therapie betrachtet. Tatséchlich
zeigten nierengesunden, hypertone Personen (n= 60) mit dem DD- Genotyp
(n=24) nach Behandlung mit dem ACE Hemmer Enalapril im Gruppenvergleich
die groflite Reduktion der LVH und groBte Verbesserung der linksventrikuldren,
diastolischen Fiillung [74]. Ob der DD- Genotyp tatsidchlich mit erhdhten ACE
Serumkonzentrationen korreliert und ob die erhohten Angiotensin 11

Konzentrationen tatsdchlich die Entwicklung einer linksventrikuldren
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Hypertrophie fordert, ist nicht vollstindig geklart. Es wird die Moglichkeit
diskutiert, daB3 das RAS die Entwicklung einer LVH insofern verstérkt, als das es
die Ausbildung einer Myozytenhypertrophie [55, 72] und Fibroblastenhyperplasie
[21, 72] induziert. Letzteres fiihrt zu einem Produktionsanstieg der extrazelluldren
Matrix mit resultierender intramyokardialer Fibrose [7]. Desweiteren wird die
Abnahme der Kapillarlinge pro Myokardvolumen bei urdmischen Patienten [2]
und die Zunahme der Wandverdickung der intramyokardialen Arterien [3] in
einen Zusammenhang mit dem RAS gebracht [33]. So konnte ein Zusammenhang
zwischen erhohter ACE Plasmaaktivitit und der Zunahme der arteriellen Intima-
und Mediawand festgestellt werden, der besonders offensichtlich wurde, wenn
andere EinfluBfaktoren wie Hyperlipidimien ausgeschlossen wurden [6].
Insgesamt  fithren sowohl die Myozytenhypertrophie, als auch die
Gefaflverdanderungen wie Lédngenabnahme und Wandverdickung zu einer
verschlechterten — Sauerstoff-versorgung und bergen die Gefahr einer
Myokardischimie. Die Gefahr der intramyokardialen Fibrose besteht in der
Entwicklung von Erregungs-leitungstorungen. Die aufgezdhlten, kardialen
Veranderungen werden Angiotensin I, dem Endprodukt der RAS Enzymkaskade
zugeschrieben. Das Oktapeptid Angiotensin II kann iiber zwei verschiedene
Rezeptoren AT 1 bzw. AT 2 wirken [12]. Im Myokard vermittelt es die
beschriebenen Strukturverdnderungen iiber AT 1 Rezeptoren [54, 72, 89].
Desweiteren fanden verschiedene Forschergruppen heraus, daBl Angiotensin II
eine Transkription wachstumsregulierender Onkogene wie zum Beispiel c- fos, c-
jun und c- myc bewirkt [57, 71]. Im Gespriach ist auch der EinfluB3 des
Angiotensin II auf spezifische Wachstumsfaktoren wie zum Beispiel dem TGF - 8
(transforming growth factor - B)[71] oder dem platelet derived growth factor
(PDGF)[57]. Nach AusschluB3 eines Zusammenhangs zwischen der terminalen
Niereninsuffizienz und dem homozygoten Deletions- Genotyp wurde nun die
ACE Genotypverteilung in Verbindung mit der Entwicklung einer
linksventrikuldren Hypertrophie bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz
betrachtet. Bei der Literaturrecherche fanden sich Ergebnisse verschiedener
Forschergruppen, die den Zusammenhang zwischen dem homozygoten Deletions-

Allel des ACE Gen Polymorphismus und der Entwicklung einer



57

linksventrikuldren Hypertrophie bei Nierengesunden untersucht hatten (Tabelle
20). Die Mehrzahl der Forschergruppen fanden einen positiven [26, 30.1, 32, 39,
51, 62, 92, 93], wenige einen negativen Zusammenhang zwischen dem DD-
Genotyp des ACE Gen Polymorphismus und der Entwicklung einer LVH [37, 43,
92]. Das Resultat einer Studie von Schunkert et al. [78] ergab, da3 bei Frauen
keine, bei normotonen Minner im mittleren Lebensalter dagegen eine
ausgesprochen starke Korrelation zwischen dem DD- Genotyp und der
Entwicklung einer LVH bestand. In den einzelnen Studien wurden Personen mit
unterschiedlichen Grunderkrankungen untersucht. Bei einigen befanden sich
Hypertoniker in dem Studienkollektiv oder stellten die komplette Patientenbasis
dar [26, 32, 62, 78, 93]. Unter diesen Patienten wurde verstarkt iliber einen
positiven Zusammenhang zwischen dem DD- Genotyp und dem Ausmall der
linksventrikuldren Masse berichtet [32, 62]. Auch in unterschiedlichen Studien,
die Patienten mit einer hypertrophen Kardiomyopathie untersuchten, konnte
durchweg ein positiver Zusammenhang zwischen der Ausprdgung einer
linksventrikuldren Hypertrophie und dem DD- Genotyp des ACE Gens gefunden
werden [39, 51, 93]. Untersuchungen herzgesunder Personen ergaben, dal in
dieser Gruppe kein Zusammenhang zwischen dem Ausmal} der linksventrikuldren
Masse und dem DD- Genotyp des ACE Gens vorlag [37, 43]. In aktuelleren
Studien [15.1,30.1, 55.1] untersuchte man den EinfluB des ACE
Genpolymorphismus auf die Zunahme der linksventrikuldrer Masse nach einem
Zeitraum mit korperlichem Ausdauertraining bei gesunden Ménnern. Madnner mit
dem DD- Genotyp zeigten in diesen Studien gegeniiber den ID- bzw. II-
Genotyptriagern eine signifikant erh6hte Zunahme der linksventrikuldren Masse.
Zum Zeitpunkt dieser Studie lag eine Untersuchung vor, in der kein
Zusammenhang zwischen dem DD- Genotyp und der Entwicklung einer
linksventrikuldren Hypertrophie bei terminal niereninsuffizienten Patienten
nachgewiesen werden konnte [75]. Wéhrend dhnliche Ergebnisse nun auch in
zweil weitere Studien gefunden wurden [17.1, 92.1], konnte in einer Studie ein
Zusammenhang zwischen dem DD Genotyp und der Entwicklung einer LVH bei

Héamodialysepatienten bestétigt werden [60.1].
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In einer Studie von Schmidt et al. [75] wurde das Verteilungsmuster des ACE Gen
Polymorphismus bei terminal niereninsuffizienten Patienten mit linksventrikulérer
Hypertrophie untersucht. Von 30 terminal niereninsuffizienten Patienten mit
linksventrikuldrer Hypertrophie zeigten 7 Personen einen DD- (23 %), 14 einen ID-
(47 %) und 9 einen II- Genotyp (30 %) des ACE Gen Polymorphismus (Tabelle 21).
Es konnte kein Zusammenhang zwischen dem DD- Genotyp und der Entwicklung
einer linksventrikuldren Hypertrophie gefunden werden.

Die vorliegende Studie umfafite eine Gruppe von 90 Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz. Von 48 untersuchten Patienten mit linksventrikuldrer
Hypertrophie zeigten 12 Personen den DD- (25 %), 23 den ID- (48 %) und 13 den II-
(27 %) Genotyp des ACE Gen Polymorphismus (Tabelle 21). Die Genotypverteilung
in der untersuchten Patientengruppe mit linksventrikuldrer Hypertrophie konnte mit

dem Ergebnis von Schmidt [75] verglichen werden.

Untersuchergruppe  |insgesamt DD ID II

n % n % n %
Schmidt A, et al. [75] 30 7 23 14 47 9 30
eigene Ergebnisse 48 12 25 23 48 13 27

Tabelle 21: Darstellung der ACE Genotypverteilung von Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz und LVH nach Schmidt A, et al. [75] und im Diisseldorfer Raum
(eigene Ergebnisse).

Die Kontrollgruppe ohne linksventrikuldre Hypertrophie umfafite 42 Patienten mit
terminaler Niereninsuffizienz. Die Genotypverteilungen gliederten sich in 10 mal
DD (24 %), 25 mal ID (59 %) und 7 mal I (17 %). Diese Verteilung wich nicht von
der Priifgruppe mit linksventrikuldrer Hypertrophie ab.

Auch in der vorliegenden Studie konnte somit kein Zusammenhang zwischen der
ACE Genotypkonstellation DD und dem Vorliegen einer linksventrikuldren

Hypertrophie bei terminal niereninsuffizienten Patienten aufgezeigt werden.
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Es wurde bereits beschrieben, dal die hdchsten Serumspiegel des Angiotensin I
Converting Enzyms bei gesunden Probanden mit dem homozygoten Deletions- Allel
des ACE Gen Polymorphismus einhergingen [66]. Diese Grundlage bildete die Basis
der dritten Hypothese.

HYPOTHESE III:
PERSONEN MIT EINEM DD- GENOTYP ZEIGEN DIE HOCHSTEN ANGIOTENSIN [

CONVERTING ENZYM SPIEGEL IM SERUM.

Angiotensin II, das Endprodukt der RAS Enzymkaskade fiihrt zu bereits
beschriebenen, myokardialen Verdnderungen. Angiotensin I Converting Enzym, das
Schliisselenzym  dieser  Kaskade  beschleunigt die =~ Umsatzrate  zu
Angiotensin II. Ein erhdhter Angiotensin I Converting Enzym Serumspiegel konnte
demnach die myokardialen Verdnderungen beschleunigen.

Wir untersuchten die ACE Serumspiegel von Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz und gesunden Probanden. Die Gruppeneinteilung erfolgte je nach
Genotypkonstellation in Personen mit DD- und Personen mit ID- oder II- Genotyp.
Alle Personen, die antihypertensiv mit ACE Hemmern bzw. AT 1- Rezeptor
Antagonisten therapiert wurden, wurden von den Berechnungen ausgeschlossen.
Personen mit einem ID- bzw. II- Genotyp zeigten ACE Serumspiegel von 76 + 27
U/ 1, wiahrend Personen mit dem DD- Genotyp Werte von 85 + 35 U/ | aufwiesen.
Patienten mit DD- Genotyp zeigten in dieser Studie hohere ACE Serumspiegel als
Personen mit II- bzw. ID- Genotyp. Die Mittelwerte zeigten jedoch keinen

signifikanten ( p= 0,08) Unterschied.
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ZUSAMMENFASSENDE SCHLUBBETRACHTUNG:

Dialysepatienten weisen im Vergleich zur gesunden Bevolkerung eine erhohte
kardiovaskuldre Mortalititsrate auf. Die Entwicklung einer linksventrikuldren
Hypertrophie stellt einen zusdtzlichen Risikofaktor urdmischer Patienten dar. Die
LVH ist eine hdufige, myokardiale Verdnderungen von Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz. Die Ursache der Entwicklung einer LVH a6t sich multifaktoriell
begriinden und ist nicht endgiiltig aufgeklart. Aktuell wird besonders der Einflufl des
Renin- Angiotensin Systems diskutiert. Die wachstumsfordernde Wirkung des
Myokards scheint durch das Endprodukt Angiotensin II hervorgerufen zu werden.
Angiotensin I Converting Enzym ist das geschwindigkeitsbestimmende
Schliisselenzym der Enzymkaskade. Die hochsten ACE Serumwerte wurden bei
Patienten mit dem DD- Genotyp des ACE Gen Polymorphismus gemessen.
Darauthin kniipfte man eine Verbindung zwischen dem DD- Genotyp, erhohten
Angiotensin II Serumspiegeln und der Entwicklung einer linksventrikuldren
Hypertrophie, die sich unter Nierengesunden in verschiedenen Studien bestétigte. Da
die linksventrikuldre Hypertrophie besonders fiir Dialysepatienten einen gefdhrlichen
Risikofaktor der kardiovaskuldren Mortalitidt darstellt, sollte in unserer Studie dem
moglichen Zusammenhang zwischen dem homozygoten Deletions- Genotyp des
ACE Gens und einer LVH nachgegangen werden. Mit besonderer Genauigkeit
wurde das Vorliegen einer koronaren Herzerkrankung bei Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz ausgeschlossen. Da der DD- Genotyp moglicherweise auch die
vorliegende Niereninsuffizienz induziert haben konnte, wurde zuerst das
Verteilungsmuster des ACE Genotyp von klinisch nierengesunden Probanden und
von Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz verglichen. Die Arten der
verschiedenen Nierengrunderkrankungen, welche bei den einzelnen Patienten zur
terminalen Niereninsuffizienz gefiihrt hatten, wurden nicht in die Betrachtung der
ACE Genotypverteilung einbezogen. Die Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz
wurden in eine Gruppe mit und eine ohne LVH unterteilt, um den Einflufl des DD-
Genotyps und anderer Faktoren wie Hypertonie, Andmie, Hyperparathyreodismus,
Dialysedauer, Body mass index und Diabetes mellitus Erkrankung auf die

Entwicklung einer LVH bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz zu priifen.
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Alle untersuchten Probanden, die nicht antihypertensiv mit ACE Hemmern bzw. AT
1- Rezeptor Antagonisten therapiert wurden, wurden in Gruppen mit DD- bzw. II-/
ID- Genotypkonstellationen eingeteilt und hinsichtlich des ACE Serumspiegels
verglichen.

In der vorliegenden Studie konnte weder ein positiver Zusammenhang zwischen dem
DD- Genotyp und der terminalen Niereninsuffizienz, noch der linksventrikuldren
Hypertrophie gefunden werden. Personen mit DD- Genotyp tendierten zu hoheren
ACE Serumspiegeln, die Unterschiede erwiesen sich jedoch nicht als signifikant. Fiir
terminal niereninsuffizienten Patienten mit bzw. ohne LVH, sowie fiir die gesunde
Kontrollgruppe wurde das Hardy- Weinberg Gesetz iiberpriift. Dieses besagt, da3 die
Genhéufigkeiten und damit die Haufigkeiten der beiden homozygoten Genotypen
und des heterozygoten Genotyps von Generation zu Generation konstant bleiben und
somit stabil sind. In dieser Studie konnte das Hardy- Weinberg Gesetz nicht fiir die
Patientengruppe mit terminaler Niereninsuffizienz und Nachweis einer LVH erfiillt
werden. Dies liefert einen Hinweis dafiir, dal die einzelnen Gruppen noch nicht
ausgereift waren und die Personenanzahl moglicherweise zu klein gewéhlt wurde. Es
besteht die Moglichkeit, dall aus einer Untersuchung mit groferen Fallzahlen andere
Ergebnisse hervorgegangen wiren. Desweiteren konnten urdmische Faktoren den
genetischen Einflufl des ACE Gen Polymorphismus bei terminal niereninsuffizienten
Patienten tiberschatten. Zu moglichen EinfluBfaktoren zdhlt man unter anderem die
Hypertonie [18, 30]. In einer Untersuchung wurde =zu Beginn der
Nierenersatztherapie die linksventrikuldre Masse von Dialysepatienten gemessen.
Bereits nach sechs Monaten konnte bei Hypertonikern ein signifikanter Anstieg der
linksventrikuldren Masse verzeichnet werden [30]. Eine andere Untersuchung zeigte,
daB nach medikamentosen Blutdruckeinstellung eine Reduktion der LVH bei
hypertensiven, hidmodialysierten Patienten erreicht werden konnte [10].
Verschiedene Studien konnten jedoch nur geringe oder gar keine Zusammenhinge
zwischen der Hypertonie und der Auspridgung der LVH bei Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz finden [29, 48]. In der vorliegenden Studie wiesen mehr als 80 %
der Patienten in beiden Gruppen eine Hypertonie auf. Patienten mit LVH bekamen
jedoch signifikant hohere Mengen Antihypertonika verordnet, was dafiir spricht, daf3
ein schlecht einstellbarer Hypertonus vorlag. In dieser Studie konnte somit ein

Zusammenhang zwischen dem Auspriagungsgrad der Hypertonie und der LVH



63

nachgewiesen werden. Auch der unter Dialysepatienten weit verbreiteten Andmie
wird eine Rolle in der Entwicklung der linksventrikuliren Hypertrophie
zugesprochen. So wurde berichtet, da3 terminal niereninsuffiziente Patienten mit den
niedrigsten H&moglobinwerten den grofften linksventrikuldren Massenindex
aufwiesen [82]. Nach einer Behandlung der Andmie durch Erythropoetin wurde eine
Riickbildung der linksventrikuldren Hypertrophie beschrieben [11]. In unserer Studie
zeigten iiber 90 % der Patienten mit und ohne linksventrikuldre Hypertrophie eine
Andmie, somit wurde kein Zusammenhang mit einer LVH verzeichnet. Der
Patientenanteil mit Erythropoetintherapie wurde in unserer Studie nicht erfaf3t.
Desweiteren scheint der erhohte Parathormonspiegel von Dialysepatienten mit
sekunddrem Hyperparathyreodismus auf den linken Ventrikel wachstumsférdernd zu
wirken  [36]. Bei nierengesunden  Personen mit einem  priméren
Hyperparathyreodismus wurde eine Senkung des linksventrikuliren Massenindexes
nach Parathyeoidektomie beobachtet [16]. In unserer Studie wiesen 28% der
Patienten mit und 34% der Patienten ohne LVH entgleiste Parathormonwerte auf.
Die Gruppen dhnelten sich demnach in der Verteilung des Parathormonspiegels und
ein signifikanter Zusammenhang mit der LVH bestand nicht. Auch chronische
Volumen- und Stromungsiiberbelastung, die durch den arteriovendse Shunt bei
Héamodialyse, durch Wasser- und Salzretention und durch chronische Andmie
begriindet werden konnen, spielen eine wichtige Rolle in der Entstehung der
linksventrikuldaren Hypertrophie [47]. Diese Faktoren kdnnten auch in dieser Studie
in einem Zusammenhang mit der Entwicklung einer LVH stehen, da Patienten mit
LVH eine signifikant ldngere Dauer der Dialysetherapie aufwiesen. Bei
Nierengesunden wurde ein Zusammenhang zwischen Adipositas und dem Ausmaf
der LVH berichtet [50]. In dieser Studie nahm die Hohe des Body mass index keinen
signifikanten Zusammenhang mit der LVH. Die zusdtzliche Diabetes mellitus
Erkrankung und zunehmendes Alter stellten sich in der vorliegenden Studie als
signifikante Einflufaktoren der LVH heraus.

Zusammenfassend konnten in dieser Studie erhohte ACE Serumspiegel der Personen
mit DD- Genotyp aufgewiesen werden, der Unterschied zu Personen mit II- bzw. ID-
Genotypkonstellationen stellte sich jedoch als nicht signifikant dar. Patienten mit
terminaler Niereninsuffizienz wiesen keinen erhohten Anteil der DD- Genotyp-

konstellationen auf. Desweiteren konnte kein Zusammenhang zwischen dem DD-
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Genotyp und der LVH bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz aufgedeckt
werden. Als signifikante Einflufaktoren der LVH bei dialysepflichtigen Patienten
stellten sich die Auspridgung der Hypertonie, eine zusdtzliche Diabetes mellitus
Erkrankung, die Dauer der Dialysetherapie und zunehmendes Alter dar. Daraus
erwuchs der Verdacht, dal die genetischen Einfliisse des ACE Gen Polymorphismus
durch die Akkumulation kardiovaskuldrer Risikofaktoren bei urdmischen Patienten
iiberlagert werden. Das Hardy- Weinberg Gesetz wurde in dieser Studie nicht fiir alle
Untergruppen erfiillt, so daB moglicherweise zu kleine Fallzahlen untersucht wurden.
Bei der vorliegenden Anhdufung kardiovaskulédrer Risikofaktoren dialysepflichtiger
Patienten, konnte in diesem Untersuchungsumfang kein positiver Zusammenhang
zwischen dem genetischen EinfluB des ACE- Gen Polymorphismus und der LVH
aufgewiesen werden. Eine Untersuchung mit groBeren Fallzahlen hédtten unter
Umstidnden zu anderen Ergebnissen gefiihrt und wiirden die Betrachtung kleiner
Subkollektive erlauben. Zur Planung groferer Studien erscheint es sinnvoll
diejenigen Parameter, welche in dieser Studie in einen signifikanten Zusammenhang
mit der linksventrikuldren Hypertrophie gebracht werden konnten, zur Bildung
unterschiedlicher Subgruppen aufzugreifen. Moglicherweise stellt sich nach
Elimination von EinfluBfaktoren einer LVH wie z.B. bei Personen ohne Diabetes
mellitus, jungem Lebensalter, guter Hypertonieeinstellung oder kurzem Zeitraum seit
Beginn der Nierenersatztherapie ein Einflul des ACE Gens bei urdmischen Patienten
dar. Moglicherweise weisen die verschiedenen ACE- Genotypkonstellationen auch
eine unterschiedlich schnelle Progression der LVH nach Beginn der Nieren-
ersatztherapie auf. Anhaltspunkte hierfiir liefern aktuelle, sogenannte ,,stressing- the
genotyp® Untersuchungen [15.1, 30.1, 55.1]. So zeigten nierengesunden Probanden
mit dem DD Genotyp nach einem Zeitraum mit koérperlichen Trainingseinheiten eine
signifikant erhdhte LVMI Zunahme verglichen mit dem ID und II Genotyp.
AuBerdem schlief3t sich die Frage an, ob urdmische Patienten mit dem DD- Genotyp
einen grofBeren Nutzen aus der Therapie mit ACE- Hemmern bzw. AT 1-Rezeptor
Antagonisten hinsichtlich einer verlangsamten Progression der Nephropathie bzw.
Protektion oder Regression der linksventrikuldren Hypertrophie ziehen. Hierzu
misste der ACE- Gen Polymorphismus im Rahmen von Therapiestudien bei
groBBeren Patientenzahlen untersucht werden. Dies fordert eine Aufnahme der

Bestimmung des ACE- Gen Polymorphismus in die Routine-Labordiagnostik.



5 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ACE:

bp:
CAPD:

DD:
DI:
DNA:
dNP:
dNTP:
ESRD:

Hb A 1c:

HCM:
HDL:
HT:
IDDM:

Iga N:
II:
IVS:

KHK:
LDL:
LVH:
LVID:
LVM:

Angiotensin I Converting Enzym

Basenpaar

engl.: continuous ambulatory peritoneal dialysis
deutsch: kontinuierliche ambulante Peritonealdialyse
Tag

homozygotes Deletions- Allel des ACE Gens
heterozygotes Deletions- ,Insertions- Allel des ACE Gens
Desoxyribonukleinsidure

diabetische Nephropathie

Desoxyribose Nukleosid Triphosphat

engl.: end - stage - renal - disease;

deutsch: Stadium der terminalen Niereninsuffizienz
Anteil des weiblichen Geschlechts

Héamoglobin A 1c

hypertrophische Kardiomyopathie
High Density Lipoprotein Cholesterin

Hypertonie

engl.: insulin- dependent diabetes mellitus;
deutsch: insulinabhéngiger Diabetes mellitus

IgA Nephropathie

homozygotes Insertions- Allel des ACE Gens
interventrikuldre Septumdicke

Jahre

koronare Herzerkrankung

Low Density Lipoprotein Cholesterin
linksventrikuldre Hypertrophie

linksventrikulire Innenraumgrof3e

linksventrikulidre Masse
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LVMI:

m - mode:

NG:
NIDDM:

NP:

o. dNTP:

PCR:
PWT:

rpm:
sd:
u.a.:

WHO:

z.T.:

linksventrikuldrer Massen Index

Motion - Modulation Verfahren der Ultraschalldiagnostik
Anteil des midnnlichen Geschlechts

Anzahl

Nierengesunde

engl.: non - insulin - dependent - diabetes mellitus;
deutsch: insulinunabhéngiger Diabetes mellius
Nephropathien

ohne

ohne diabetische Nephropathie

Wabhrscheinlichkeit

Polymerase Kettenreaktion

Hinterwanddicke

Renin Angiotensin System

engl.: roule per minute; deutsch: Umdrehung pro Minute
Standardabweichung

unter anderem

World Health Organization
Mittelwert

zum Teil
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ZUSAMMENFASSUNG

Untersuchung zum Einflufl des Angiotensin I Converting Enzym (ACE) Gen
Polymorphismus auf die Entwicklung einer linksventrikuliren Hypertrophie
bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz. Sonja Hilkes

Einleitung: Die linksventrikuldre Hypertrophie stellt eine hdufige myokardiale
Verdnderung dialysepflichtiger Patienten dar. Das Risiko einen kardialen Tod zu
erleiden, steigt bei diesen Patienten um das vierfache an. Bei gesunden Probanden
wurde ein Zusammenhang zwischen dem homozygoten Deletions- (DD) Allel des
ACE Gen Polymorphismus und der Entwicklung einer linksventrikuldren
Hypertrophie beschrieben. Hypothesen: 1. Zwischen der Genotypverteilung von
terminal niereninsuffizienten Patienten und nierengesunden Probanden besteht kein
Unterschied. 2. Terminal niereninsuffiziente Patienten mit einem DD- Genotyp
entwickeln vermehrt eine linksventrikuldre Hypertrophie. 3. Personen mit einem
DD- Genotyp zeigen die hochsten Angiotensin I Converting Enzym Spiegel im
Serum. Methoden: Zu Beginn wurde das ACE- Genotypverteilungsmuster von
dialysepflichtigen Patienten (n=90) und klinisch nierengesunden Probanden (n=60)
verglichen. Die Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz wurden in eine Gruppe
mit (n=48) und eine Gruppe ohne linksventrikuldre Hypertrophie (n=42) unterteilt,
um den EinfluB3 des DD- Genotyps auf die linksventrikuldre Hypertrophie zu priifen.
Eine linksventrikuldre Hypertrophie wurde angenommen, wenn echokardiographisch
ein interventrikuldres Septum >12 mm gemessen oder ldvokardiographisch eine
konzentrische linksventrikuldre Hypertrophie diagnostiziert wurde. Patienten mit
koronarangiographisch nachgewiesener koronarer Herzerkrankung oder Zustand
nach Myokardinfarkt wurden ausgeschlossen! Die Bestimmung des ACE Genotyps
erfolgte mittels Polymerase Kettenreaktion. Von Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz wurden Parameter wie Alter, Geschlecht, Diabetes mellitus,
Dialysedauer, Hypertonieinzidenz, Anzahl der verordneten Antihypertonika,
Héamatokrit und Parathormon erfaf3t. Der Vergleich von ACE Serumspiegeln erfolgte
bei Personen mit verschiedenen Genotypkonstellationen (DD- bzw. ID-/ II-
Genotyp), die nicht mit ACE Hemmern bzw. AT 1- Rezeptor Antagonisten therapiert
wurden. Ergebnisse: Nierengesunde Probanden (I1:17%; ID:53%; DD:30%) und
dialysepflichtige Patienten (I1:22%; 1D:53%;DD:24%) unterschieden sich nicht
signifikant in der ACE- Genotypverteilung. Urdmische Patienten mit
linksventrikuldrer Hypertrophie (I1:27%; 1D:48%; DD:25%) zeigten gegeniiber
Patienten ohne linksventrikuldre Hypertrophie (I1:17%; ID:59%; DD:24%) keine
signifikant erhohten DD- Genotypkonstellationen. Als EinfluBfaktoren der
linksventrikuldren Hypertrophie bei dialysepflichtigen Patienten stellten sich Anzahl
der verordneten Antihypertensiva, Diabetes mellitus, Dialysedauer und zunehmendes
Alter dar. Personen mit der DD- Genotypkonstellation tendierten zu erhohten ACE
Serumspiegeln (DD versus II und ID, p=0,08). Schluifolgerung: In dieser Studie
konnte kein Zusammenhang zwischen dem DD- Genotyp des ACE Gen
Polymorphismus und der linksventrikuldren Hypertrophie bei dialysepflichtigen
Patienten gefunden werden. Moglicherweise werden die genetischen Einfliisse des
ACE Gen Polymorphismus durch die Akkumulation kardiovaskulérer Risikofaktoren
bei urdmischen Patienten {iberlagert.



