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1 Einleitung

Die irreversible Abnahme des Filtrationsvolumens der Nierenkorperchen bei fort-
schreitendem Untergang funktionsfihigen Nierengewebes wird laut Definition als
chronische Niereninsuffizienz bezeichnet. In Deutschland erreichen dadurch jdhrlich
etwa 120 Patienten pro Millionen Einwohner das Stadium der Dialysepflichtigkeit.
Die Nierenerkrankungen zidhlen damit zu den hiufigsten chronischen Erkrankungen
in den westlichen Industrielindern. Verdnderte Bevolkerungsstrukturen und
Langzeitverldufe lassen fiir die Erkrankungen des Alters, an erster Stelle den
Diabetes mellitus mit seinen Spitfolgen, eine weitere Zunahme erwarten. Die
Ursachen fiir den Verlust der Nierenfunktion sind idtiologisch vielfiltig. Standen
frither noch die Pyelonephritiden und Glomerulonephritiden im Vordergrund, so sind
es heute vorrangig die diabetische Nierenschidigung, die interstitiellen Nephritiden,
aber auch Zystennieren und Systemerkrankungen wie der Morbus Wegener.
Morphologisch sind im fortgeschrittenen Stadium fast immer Glomerula, Tubuli,
GefidBle und Interstitium gleichzeitig verdndert, gleichgiiltig ob es sich primir um
eine glomeruldre, vaskuldre oder interstitielle Erkrankung handelt. Das
Voranschreiten der Niereninsuffizienz hidngt natiirlich in erster Linie von der
vorhandenen Grunderkrankung ab, unterliegt auflerdem aber auch einer Vielzahl
weiterer Faktoren wie Erndhrung, Therapie und Compliance der Patienten. Entschei-
dende Auswirkungen haben natiirlich auch zusitzlich bestehende Erkrankungen,
wobei die des Herz-Kreislauf-Systems hervorzuheben sind. Es gilt heute
beispielsweise als erwiesen, dass ein bestehender Bluthochdruck, ein hoher
Proteingehalt der Nahrung sowie Storungen im Fett- und Zuckerstoffwechsel die
Nierenfunktion negativ beeinflussen. Unter Beriicksichtigung all jener Faktoren
zeichnen sich dennoch teils gravierende Unterschiede in den Verldufen der

Erkrankungen ab.

Ende der achtziger Jahre setzte sich eine Gruppe weltweit fithrender Genforscher das
ehrgeizige Ziel, das gesamte Erbgut des Menschen zu entziffern. Aus diesem Grund
startete 1990 das Humangenomprojekt, welches das grofite jemals begonnene
Forschungsvorhaben der Biologie ist. Seither arbeiteten Wissenschaftler in aller Welt

gemeinsam daran, die exakte Sequenz der drei Milliarden Basenpaare zu bestimmen,



aus denen die Gene des Menschen aufgebaut sind. Im vergangenen Jahr gelang es,
die Ergebnisse der Untersuchungen zu verdffentlichen und somit das menschliche
Genom zu indentifizieren [70,159]. Aus dieser Entschliisselung erhofft man sich nun
das Zusammenspiel der Erbanlagen im Organismus genauer zu verstehen und
Krankheiten besser erkennen, verhindern und behandeln zu konnen. Denn nicht nur
Erbleiden, sondern auch viele andere Erkrankungen entstehen dadurch, dass
bestimmte Gene nicht korrekt funktionieren. Im Rahmen dieser Entwicklung wurden
somit Versuche moglich, genetische Faktoren fiir die individuellen Verlaufs-
unterschiede von Erkrankungen zu identifizieren. Mit Erfolg wurden beispielsweise
bei hdmatologischen Erkrankungen genetische Determinanten erarbeitet, welche
heute wissenschaftlich anerkannte Prognosefaktoren fiir die unterschiedlichen
Verlaufsformen der Leukdmien darstellen. Folglich war es auch fiir den Verlauf
chronischer Nierenerkrankungen naheliegend, nach solchen genetisch pri-

disponierenden Faktoren zu suchen.

Die Entdeckung des Angiotensin I Converting Enzyms (ACE) geht auf Skeggs und
Mitarbeiter zuriick, welchen 1956 erstmals gelang das Enzym aus Pferdeplasma zu
isolieren [140]. Es war damit Grundstein fiir weiterreichende Untersuchungen,
welche sich zunehmend auch den Zwischenschritten der enzymatischen Kaskade des
Renin-Angiotensin-Systems (RAS) widmeten. Die Ursachenforschung des
Bluthochdrucks mit Bezug auf die sich entwickelnde Gentechnologie brachten es mit
sich, dass Anfang der Neunziger Jahre verschiedene Genpolymorphismen der an
diesem System beteiligten Enzyme und Rezeptoren entdeckt wurden. Als im Jahre
1990 Rigat und Mitarbeiter erstmals einen Genpolymorphismus des ACE-Gens
beschrieben, bot dieser eine Basis fiir weitere Untersuchungen. Das Vorhandensein
(Insertion) oder Fehlen (Deletion) einer Sequenz von 278 Basenpaaren im Intron 16
des ACE-Gens auf dem Chromosom 1723 bestimmt zu 50 Prozent die individuell
sehr unterschiedlichen ACE-Spiegel, wobei homozygote Triger des D-Allels die
hochsten und homozygote Triger des I-Allels die niedrigsten besitzen [113]. Weiter-
hin wurde untersucht, ob die Genpolymorphismen des ACE-Gens mit dem Auftreten
einer Hypertonie, beziehungsweise deren Folgeerkrankungen assoziiert sind. Dem-
entsprechend wurde auch {iiberpriift ob dieser Genpolymorphismus einen urséch-
lichen Beitrag zum Auftreten und zum Verlauf chronischer Nierenerkrankungen

leistet. Dies fithrte &dhnlich wie bei den vaskulidren Erkrankungen zu



widerspriichlichen Ergebnissen [145]. Mit unterschiedlichem Erfolg konnte der
ACE-Genpolymorphismus beispielsweise als Risikofaktor fiir die Nierenschdadigung
bei vorhandenem Diabetes mellitus dargestellt werden. Zum Problem der
unterschiedlichen Verlaufsformen chronischer Nierenerkrankungen wurden 1995
erste Untersuchungen veroffentlicht, welche den DD-Genotyp als Progressionsfaktor
fir die IgA-Nephropathie darstellten [44,167,171]. Im Verlauf der vorliegenden
Studie folgten weitere Veroffentlichungen sowohl zum Krankheitsbild der IgA-
Nephropathie [53,146], als auch zum Verlauf der diabetischen Nierenschidigung
[160,170] und anderer Nierenerkrankungen [86]. Sie konnten diesen Zusammenhang
bestdtigen. Andere Arbeitsgruppen kamen nicht zu einem solchen Ergebnis
[101,108], so dass weiterhin keine klare Aussage zu diesem Thema erbracht werden

kann.

Die Entdeckung weiterer Genvariationen der Peptide des RAS, wie die des Angio-
tensinogens (AGT) und des Angiotensin II- Rezeptorgens, boten zusitzliche
Ansatzmoglichkeiten fiir Forscherteams, Ursachen renovaskuldrer Erkrankungen
genetisch zu begriinden. Die Genpolymorphismen des AGT, dem ersten Glied der
Kaskade des RAS, wurden 1992 von Jeunemaitre und Mitarbeitern erstmals
beschrieben. Insbesondere die Punktmutation auf dem Chromosom 1q42-43, bei
welcher aus dem Aminosdureaustausch von Methionin (Met235) zu Threonin
(Thr235) ein Wechsel der im Exon 2 Nucleotid 704 lokalisierten Thymin- zu einer
Cytosin- Base resultiert, wurde mit der Pathogenese der essentiellen Hypertonie in
Verbindung gebracht [47,56,133]. Gleiches gilt auch fiir den Ersatz der Pyrimidin-
base Cytosin durch Thymin, zuriickgehend auf eine in Codon 521 stattfindende
Substitution der Aminosédure Threonin (Thr174) durch Methionin (Met174) [56]. Es
wurde wiederum untersucht, ob das Auftreten chronischer Nierenerkrankungen mit
der Auspriagung dieser Genpolymorphismen zusammenhéngt. Allerdings konnten bei
direkten Vergleichen zwischen dem Vorhandensein einer Nierenschadigung und den
Genotypen des Angiotensinogens M235T und T174M weder fiir den Diabetes
mellitus Typ I [83,115,151] noch fiir den Typ II Diabetes [28,102,115,170]

signifikante Zusammenhinge dargestellt werden.

Fir den Angiotensin II Rezeptor wurden zwei unterschiedliche Subtypen

identifiziert, wobei sich die Angiotensin II-Typl-Rezeptoren (AT;R) in den glatten



Muskelzellen der Gefdlle und die Rezeptoren vom Typ2 (AT:R) im Uterus, Gehirn
und Nebennierenmark befinden [18]. Beide Subtypen treten in der Niere und der
Nebennierenrinde auf [11], wihrend die vasoaktiven Wirkungen des Angiotensin II
iiber den AT;R vermittelt werden. Bonnardeaux und Mitarbeiter identifizierten 1994
insgesamt 5 verschiedene Polymorphismen des AT;R-Gens, wobei die Genvariante
A1166C, ein Austausch von Adenosin zu Cytosin an Position 1166, fiir die Ent-
wicklung eines arteriellen Bluthochdrucks pradisponiert [11]. Ob dieser Genotyp
eine Nierenschidigung bei einem vorhandenen Diabetes mellitus beeinflusst, konnte
bisher nicht nachgewiesen werden [83,170]. Ebenso bleibt bislang unklar, ob ein
Einfluss auf die Progression der IgA-Nephropathie oder anderer Nierenerkrankungen

besteht [108].



2 Aufgabenstellung

Die meisten Nierenerkrankungen, gleich welcher Ursache, konnen in einer Nieren-
insuffizienz enden, deren Behandlung dann nur noch durch eine Nierenersatztherapie
oder eine Nierentransplantation erfolgen kann. Der Zeitraum vom Beginn einer
solchen Erkrankung bis zum terminalen Endstadium ist individuell sehr
unterschiedlich und hidngt von einer Vielzahl uns heute bekannter Faktoren ab.
Dennoch bleibt er héufig fiir Arzt und Patient gleichermaBlen ungewiss. Ziel dieser
Arbeit ist es zu iiberpriifen, ob ein Zusammenhang zwischen der Progression
chronischer Nierenerkrankungen und den Genpolymorphismen des RAS existiert.
Speziell untersucht werden sollen dabei die Gene des Angiotensin I Converting
Enzyms mit seinem Insertions/Deletions-Polymorphismus, des Angiotensinogens mit
den Polymorphismen M235T und T174M und des Angiotensin II-Typl-Rezeptors
mit dem A1166C-Polymorphismus. Dabei sollen sowohl die Einzelzusammenhinge
als auch die Kombination aus mehreren Genotypen beriicksichtigt und den Gruppen
rasch und langsam verlaufender Erkrankungen gegeniibergestellt werden. Die unter-
schiedlichen nephrologischen Krankheitsbilder sollen dabei einerseits als eine grofe
Gruppe zusammengefasst, zum andern aber auch in mehrere Gruppen gleicher
Erkrankungsformen geteilt und mit den verschiedenen Genotypen in Beziehung
gesetzt werden, wobei dadurch ein Verlust der statistischen Aussagekraft zu erwarten
ist. AuBlerdem sollen weitere die Progression chronischer Niereninsuffizienz
beeinflussender Faktoren, wie zusitzliche Erkrankungen des Herz-Kreislauf-

Systems, des Stoffwechsels und die individuelle Therapie, beriicksichtigt werden.



3 Patientenauswahl und Methoden

3.1 Patientenzahlen

In die Studie aufgenommen wurden Patienten, die sich in der terminalen Phase ihrer
chronischen Nierenerkrankung befanden. Dazu gehorten sowohl Kranke im
ambulanten Hédmodialyseprogramm, als auch Patienten nach erfolgreich statt-
gefundener Nierentransplantation. Eine im Vorfeld durchgefiihrte Stichproben-
umfangsschitzung in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. B. Jiger, Institut fiir Biometrie
und Medizinische Informatik Greifswald, ergab eine fiir den Erhalt aussagekriftiger
Ergebnisse notwendige Gruppenstidrke von je 134 Patienten. Um zwei vergleichbare
Gruppen zu erhalten war folglich eine Probandenzahl von ca. 270 oder mehr fiir die
Untersuchung notwendig. Aus der klinischen Erfahrung heraus beziiglich der
Krankheitsverldaufe und deren Dokumentation konnte jedoch nicht davon
ausgegangen werden, dass alle verfiigbaren Patienten mit terminaler Nieren-
insuffizienz fiir die Studie in Frage kamen. Daraufhin wurde eine notwendige
Patientenzahl von ca. 400 geschitzt, um die errechnete Gruppenstirke zu gewéihr-
leisten. Dazu wurden 4 verschiedene Dialysezentren und begleitende Sprechstunden
fiir nierentransplantierte Patienten ausgewdhlt, um die jeweiligen Patienten auf ihre
mogliche Eignung hin zu tiberpriifen. Die somit geschitzte Anzahl und Verteilung

der Patienten in den Untersuchungszentren gehen aus der Tabelle 1 hervor.

Tab. I: Anzahl maximal verfiigbarer Dialysepatienten und Nierentransplantatempfinger in den

Dialysezentren (n=445)

Dialyse- Nieren-
Zentrum ) )
patlenten tr ansplantlerte
Kuratorium fiir Himodialyse, Greifswald 70 30
Dialysepraxis Dr. Bahlmann, Stralsund 50 25
Dialysepraxis Dr. Brachwitz / Dr. Kroger, Neubrandenburg 80 50
Dialyse-Trainings-Zentrum, Suhl 80 60
Summe 280 165
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3.2 Auswahlkriterien und Probleme der

Patientenerfassung

Von allen erreichbaren Patienten wurden die Krankenakten im Hinblick auf den
Krankheitsverlauf, die Art der Grunderkrankung, das Vorhandensein von Neben-
erkrankungen bzw. Risikofaktoren und die Therapie gepriift und die Ergebnisse
dokumentiert. Aulerdem wurden die personlichen Daten, wie Geschlecht, GroBe,
Gewicht, Alter, usw. erhoben. Dazu wurden die in den Archiven der Dialysezentren
und der ehemals angeschlossenen Kliniken vorhandenen Krankenakten studiert und

ausgewertet.

In die Studie einbezogen wurden Patienten deren Serumkreatininkonzentrationen
wihrend des Krankheitsverlaufes in ausreichendem Umfang erfasst und
dokumentiert waren. Dies bedeutet, dass bei langen Krankheitsverldaufen mindestens
4 Messwerte pro Jahr, bzw. bei schnelleren Verldufen entsprechend mehr aber
mindestens 4 pro Jahr zur Verfiigung stehen mussten. Als pathologische Grenze
wurde eine Konzentration von 130 umol/l festgesetzt und der jeweils erste dariiber-
liegende Wert als Ausgangspunkt genommen. In Ausnahmefillen z.B. bei
auftretender Dialysepflichtigkeit mit sehr niedrigem Serumkreatinin wurden auch
Werte unterhalb dieser Grenze, falls diese verfiigbar waren, hinzugezogen. Auch
wenn der erste auffdllige Messwert weit oberhalb dieser Grenze lag, galten die
genannten Kriterien beziiglich der Werteanzahl pro Jahr. Weiterhin sollte die renale
Grunderkrankung der Patienten bekannt sein, welche sich in der Mehrzahl der Fille
auf eine sonographische Diagnosestellung stiitzte. In seltenen Fillen wurde eine
Nierenbiopsie durchgefiihrt, wobei es sich hierbei fast ausschlieBlich um die
Differentialdiagnose der verschiedenen Glomerulonephritiden handelte. Da dies
jedoch nicht routinemifig erfolgte, wurden die glomerulir-entziindlichen
Erkrankungen in einer Gruppe zusammengefasst. Ausgeschlossen aus der Studie
wurden Patienten deren dokumentierte Krankheitsverldufe grofe Liicken aufwiesen,
so dass eine Beurteilung anhand der Serumkreatininkonzentrationen nicht moéglich
war. Auflerdem wurden Patienten mit einem erstmals auffilligen Kreatininwert von
tiber 500pumol/l nur hinzugezogen, wenn der weitere Krankheitsverlauf tiber noch

mindestens ein Jahr bis zur Eingliederung in das Dialyseprogramm zu verfolgen war.
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Probleme traten hier seitens der behandelnden Hausérzte auf, die auf schriftliche
oder telephonische Anforderung von Laborwerten und Epikrisen nur spérlich
antworteten. Es musste weiterhin eine Blutentnahme bei den Patienten und der
Transport des tiefgekiihlten Serums in das Labor des Instituts fiir Physiologie
Greifswald gewihrleistet sein. Dies bedeutet, dass Patienten, die sich damit nicht
einverstanden zeigten, bzw. wegen Arztwechsels, Umzugs in eine andere Stadt,
Todes usw. nicht erreichbar waren, ebenfalls nicht der Studie zugefiihrt werden
konnten. Die Angabe der Begleiterkrankungen stiitzt sich auf anamnestische Daten
bzw. auf entsprechend stattgefundene TherapiemaBBnahmen. Ein Bluthochdruck
wurde als manifest angesehen, wenn eine antihypertensive Therapie iiber mindestens
3 Monate erfolgte. Auf die Erfassung einzelner Blutdruckwerte wurde in der Studie

verzichtet.

Im Ergebnis daraus konnten insgesamt 185 Patienten aus den vier Behandlungs-

zentren einbezogen werden, deren Aufschliisselung aus der Tabelle 2 hervorgeht.

Tab. 2: Anzahl und Verteilung der in die Studie einbezogenen Patienten (n=185)

Dialyse- Nieren-
Zentrum ) )
patienten transplantierte
KfH- Dialysezentrum, Greifswald 37 13
Dialysepraxis Dr. Bahlmann, Stralsund 0 10
Dialysepraxis Dr. Brachwitz / Dr. Kroger, Neubrandenburg 30 10
Dialyse-Trainings-Zentrum, Suhl 68 17
Summe 135 50

Eine Charakteristik der klinischen Daten dieser Patienten gibt Tabelle 3, wobei zu
den vaskuldren Begleiterkrankungen ein abgelaufener Schlaganfall oder Herzinfarkt
in der Anamnese sowie eine koronare Herzerkrankung (KHK) bzw. eine periphere

arterielle Verschlusskrankheit (PAVK) zihlen.
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Tab. 3: Stammdaten der Patienten (n=185)

Stammdaten n=185 %

Alter / Jahre Mittelwert (max./min) 57,9 (87/15)

Manifestationsalter / Jahre Mittelwert (max./min) 49,44 (83,3/7,5)

Erkrankungsdauer / Jahre ~Mittelwert (max./min) 4,2 (22/0,75)

Body-Mass-Index / kg/m? Mittelwert (max./min) 25,539,3/16,2)
Geschlecht (m/w) 101/ 84 54,6/45,4
Diabetes mellitus gesamt (Typl/Typll) 52 (11741) 28,1(5,9/222)
Vaskulire Begleiterkrankungen 47 254
Arterielle Hypertonie 97 52,4

3.3 Beurteilung der Progression der Nierenerkrankung

Von allen Patienten wurden s@mtliche Serumkreatininkonzentrationen erfallit und in
regelmifBigen Abschnitten von 3 Monaten iiber die Zeit aufgetragen. Dieser Abstand
stimmt gut mit den ambulanten Vorstellungen der Patienten iiberein und gewéhr-
leistet eine gute Vergleichbarkeit der Verlaufsformen untereinander. In Fillen
hiufigerer Bestimmungen, zum Beispiel im Rahmen stationérer Aufenthalte und bei
deutlichem Ansteigen der Retentionsparameter in kurzer Zeit, wurden die mittleren
Werte ermittelt. Das hat unter anderem den Vorteil, dass kurzzeitige Anstiege des
Serumkreatinins, beispielsweise durch einen akuten Schub der Grunderkrankung,
oder akute Zweiterkrankungen (z.B. Harnwegsinfektion, Exikose, usw.) relativ
unberiicksichtigt bleiben. Diese haben zwar sicherlich ihren Einfluss auf die Nieren-
funktion und auf die Progredienz des Funktionsverlustes, wiirden jedoch die

Beurteilung des Gesamtverlaufes erheblich storen.

Es wurden die Kreatininkonzentrationen im Serum vom ersten pathologischen Wert
(>130umol/l) bis zum letzten Wert vor Eingliederung in das chronische Hédmo-
dialyseprogramm oder in seltenen Fillen vor Nierentransplantation erfasst und
graphisch dargestellt. Die Anzahl der somit verwendeten Werte pro Patient lag im
Durchschnitt bei 12, das Minimum waren 3, das Maximum 33 Werte. Die kleinste
Serumkreatininkonzentration vor Dialyseeingliederung betrug 162umol/l, die grofBite
1291umol/l und lag im Mittel bei 670umol/l. Der durchschnittliche Ausgangswert
lag bei 241umol/l und schwankte zwischen 75umol/l und 671pmol/l. Bei der
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Darstellung der Werte tiber die Zeit ergibt sich fiir jeden Patienten eine individuelle
Datenkurve. Ziel der Uberlegung war es, diesen Kurvenverlauf auf einen Parameter
zu reduzieren, um anhand dessen die Patienten in insgesamt zwei Gruppen, eine mit
langsamer und eine mit rascher Progredienz, zu unterteilen. Das Beispieldiagramm in
Abbildung 1 zeigt den Anstieg der Serumkreatininkonzentration im Verlauf der Zeit.
Dieser lésst sich durch einen exponentiellen Verlauf charakterisieren, was auch mit

der klinischen Erfahrung gut iibereinstimmt.

Beispieldiagramm
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Abb. 1: Kreatininkonzentration wihrend des Krankheitsverlaufes eines Patienten

Zur besseren graphischen Darstellung wurden nicht die Konzentrationswerte des
Serumkreatinins an sich, sondern deren Logarithmen hinzugezogen. Dadurch ergibt
sich eine nahezu lineare Beziehung zwischen den GréBen, die durch eine Formel y =
ax + b beschrieben werden kann, wobei (a) der Anstieg der Funktion und (b) der
Schnittpunkt mit der y-Achse ist. Das Diagramm in Abb. 2 gibt die entsprechenden

Werte des gleichen Patienten wie in Abb.1 wieder.
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Beispieldiagramm
§ 29 | o
& y = 0,0279x + 2,3752
c
£ 27
@
g
X
5 29
o
-
2,3
1 5 9 13 17
Zeit (Quartale)
Abb. 2: Logarithmische Darstellung der Serumkreatininkonzentrationen

Die ermittelten Kurven konnen mittels des Anstieges so klassifiziert werden, dass fiir
jeden Patienten genau ein Verlaufsparameter existiert, der Anstieg der Funktion.
Anhand des Medians dieser Werte ist es nun moglich zwei gleich grole Gruppen zu
bilden, welche den unterschiedlichen Verlaufsformen zuzuordnen sind. Dabei
entsprechen Werte unterhalb des Medians einer langsamen, die oberhalb einer

raschen Progression.

3.4 Methoden der Genotypisierung

Mittels eines Systems aufeinanderfolgender Synthesen von Desoxyribonukleinsduren
(DNA) kann ein einzelner DNA-Abschnitt vermehrt (amplifiziert) werden, ohne
lebende Zellen wie Bakterien verwenden zu miissen. Da es sich um eine Serie von
DNA-Polymerase-Reaktionen handelt, wird diese Technik Polymerase-Ketten-
Reaktion (PCR) genannt. Mit dieser 1985 eingefiihrten Methode kann ein DNA-
Abschnitt, der urspriinglich nur in einer Kopie vorliegt, millionenfach angereichert
werden, um in geniigender Menge fiir die Untersuchungen, z.B. Nachweis von

Mutationen zur Verfiigung zu stehen. Die PCR-Methode ist in der medizinischen
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Genetik und in der gesamten Molekulargenetik zu einem der wichtigsten Verfahren
geworden, weil geringe Ausgangsmengen analysiert werden konnen. Bei der AGT-
und AT;-Rezeptor- Genotypisierung kam aulerdem noch eine weitere Technik zum
Einsatz, der Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus (RFLP). Hierbei wird
eine Mutation indirekt durch einen Unterschied (Polymorphismus) in der Basen-
abfolge eines mutanten und eines normalen Genabschnittes nachgewiesen.
Unterscheiden sich zum Beispiel zwei DNA-Abschnitte nur durch eine polymorphe
Erkennungssequenz fiir ein Restriktionsenzym, so entstechen nach Spaltung mit
diesem DNA-Fragmente unterschiedlicher Lingen, welche die Anwesenheit einer
Mutation anzeigen. Voraussetzung fiir die indirekte Analyse ist die vorherige
Kenntnis, auf welchem der DNA-Fragmente die Mutation liegt. Die fiir unsere
Untersuchungen notwendige genomische DNA wurde aus peripheren Blutleukozyten
extrahiert, wozu jeweils 200ul EDTA-Blut notwendig waren (High Pure PCR
Template Preparation Kit, Boehringer Mannheim). Die erhaltenen PCR- bzw. Spalt-
produkte wurden einer Agarosegel-Elektrophorese unterzogen und nach Anfiarbung
mit Ethidiumbromid unter UV-Licht nachgewiesen, wobei sich fiir die einzelnen

Genpolymorphismen verschiedene Bandenmuster darstellten.

3.4.1 Bestimmung des ACE-I/D-Genotyps

Die Feststellung des ACE-Genotyps erfolgte mittels PCR modifiziert nach Rigat et
al. [113,114] unter Verwendung von Primern folgender Sequenz: downstream 5°-
CTG GAG AC ACT CCC ATC CTT TCT-3" und upstream 5 GAT GTG GCC ATC
ACA TTC GTC AGA T-3". In 50 pl Reaktionsansatz waren enthalten: 5 ul PCR-
Puffer (1,5 mmol/l MgCl,); 2 mM dNTP- Mix; je 0,4 uM Primer; 1 U Tag-
Polymerase; 2,5 ul Dimethylsulfoxid (DMSO); 30 ul steriles Wasser; 7 ul DNA-
Probe.

Nach einer initialen Denaturierung von 4 Minuten bei 94°C erfolgte die PCR in 30
Zyklen mit folgenden Stufen: 1Minute 94°C, 1 Minute 58°C, 2 Minuten 72°C (bzw.
7 Minuten 72°C im letzten Zyklus). Aufgrund der schwicheren Amplifizierung des
insertionstragenden Fragments wurden, zur Vermeidung einer fehlerhaften Geno-
typisierung (DD statt ID), dem PCR-Ansatz 5% DMSO zugesetzt [31]. Zusitzlich

erfolgte eine Kontrolle aller DD identifizierten Proben mit einer zweiten PCR unter
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Verwendung des upstream- Primers (s.0.) und eines insertionsspezifischen Primers
(5" -TTT GAG ACG GAG TCT CGC TC-3" ) nach Shanmugnam et allB8]. Der
Ablauf entsprach den oben genannten Bedingungen mit Ausnahme der Anlagerungs-

temperatur, die hier 61°C betrug.

Zum Nachweis der PCR- und Spaltprodukte gelangte die horizontale Agarosegel-
elektrophorese mit Ethidiumbromidanfarbung und UV-Visualisierung zur
Anwendung. Dabei wurde fiir die Darstellung des ACE-Genotyps 2%iges Gel
verwendet. Zur GroBenbestimmung der aufgetrennten Produkte wurde als Marker

pUCI19DNA/Mspl eingesetzt.

Die Tabelle 4 gibt an, anhand welcher spezifische(n) Bande(n) die einzelnen

Genotypen identifiziert werden konnen.

Tab. 4: Identifizierung der ACE-I/D-Genotypen

Genpolymorphismus PCR-/Spaltprodukt(e) Genotyp
ACE-I/D 490 bp 1I
490 bp + 190 bp 1D
190 bp DD
Insertionsspezifische PCR 408 bp Il und ID

3.4.2 Bestimmung der AGT-T174M- und AGT-M235T-
Genotypen

Die Bestimmung der AGT-T174M- und AGT-M235T-Genotypen erfolgte mit einer
nach Rudledge et al. [125] und Caufield et al. [17] modifizierten PCR und Analyse
der RFLP. Die Sequenzen des downstream- bzw. upstream-Primers waren: 5° -GAT
GCG CAC AAG GTC CTG-3" und 5° -CAG GGT GCT GTC CAC ACT GGC TCG
C-3° . In 50ul Reaktionsansatz waren enthalten: Sul PCR-Puffer (1,5 mmol/l
MgCL,); 2 mMdNTP-Mix; je 0,4 uM Primer; 1 U Taqg- Polymerase; 32,5 ul steriles
Wasser; 7ul DNA- Probe.
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Nach einer initialen Denaturierung von 4 Minuten bei 94°C erfolgte die PCR in 30
Zyklen mit folgenden Stufen: 1 Minute 94°C, 1 Minute 61°C, 1 Minute 72°C (bzw. 7
Minuten 72°C im letzten Zyklus). Fiir die Bestimmung des AGT-T174M-Genotyps
wurden 5 pl PCR-Produkt fiir 2 Stunden bei 37°C mit 1U der Restriktions-
endonuklease Nco-I inkubiert. Zur Bestimmung des AGT-M235T-Genotyps wurden
Sul PCR-Produkt einem Restriktionsverdau mit je 1 U BstU I (New England

Biolabs) fiir 2 Stunden bei 60° unterzogen.

Zur Visualisierung der PCR- und Spaltprodukte kam wiederum die horizontale
Agarosegelelektrophorese mit Ethidiumbromidanfirbung zur Anwendung, wobei
diesmal 4%iges Gel verwendet wurde. Zur Grofenbestimmung der aufgetrennten
Produkte fiir die AGT-M235T-Variante wurde wie auch beim ACE-Genotyp
pUC19DNA/Mspl als Marker eingesetzt. Fiir die AGT-T174M-Variante wurde als
Marker pBR322DNA/BsuRI eingesetzt. In der Tabelle 5 wird die Identifizierung der

einzelnen Genotypen anhand der spezifische(n) Bande(n) veranschaulicht.

Tab. 5: Identifizierung der AGT-Genotypen

Genpolymorphismus PCR-/Spaltprodukt(e) Genotyp
308 bp TT
AGT-T174M 308 bp + 246 bp + 92 bp ™
246 bp + 92 bp MM
308 bp MM
AGT-M235T 308 bp + 279 bp + 59 bp MT
279 bp + 59 bp TT

3.4.3 Bestimmung des AT ;R-Genotyps

Der A1166C-Polymorphismus des AT;R-Gens wurde mit einigen Verdnderungen
entsprechend der Methode von Katsuya et al. [62] mittels PCR und RFLP-Analysen
untersucht (Primersequenzen: downstream 5° -ATA ATG TAA GCT CAT CCA CC-
3" und upstream 5° -GAG ATT GCA TTT CTG TCA GT-3" ). Um die Spezifitit der
Amplifizierung zu erhohen, kam zusitzlich eine Heiflstartmethode zum Einsatz. In
50 ul Restriktionsansatz waren enthalten: 5 ul PCR-Puffer (1,5 mmol/IMgCl,); 0,2
mM dNTP- Mix; je 0,2 uM Primer; 34,5 ul steriles Wasser; 7 ul DNA- Probe
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Nach einer Denaturierung von 5 Minuten bei 94°C wurde je Reaktionsansatz 1 U
Taq Polymerase zugesetzt. Die PCR lief dann 40 Zyklen mit folgenden Stufen ab: 45
Sekunden 94°C, 1 Minute 58°C, 1 Minute 72°C (bzw. 2 Minuten 72°C im letzten
Zyklus). Es wurden 5 pl PCR-Produkt fiir 2 Stunden bei 37°C mit 5 U der
Restriktionsendonuklease Dde I (New England Biolabs) inkubiert, und anschieend
der bereits beschriebenen Agarosegelelektrophorese zugefithrt. Dazu wurde
wiederum 4%iges Gel und als Marker zur Groenbestimmung pBR322DNA/BsuRI

verwendet. Eine Charakterisierung der spezifischen Banden gibt Tabelle 6 wieder.

Tab. 6: Identifizierung des AT;R-Genotyps

Genpolymorphismus PCR-/Spaltprodukt(e) Genotyp
380 bp AA
AT,R-A1166C 380 bp + 220 bp + 160 bp AC
220 bp + 160 bp cc

3.4.4 Reagenzien

Primersynthese (Oligonukleotidsynthese): Biometra, Gottingen

PCR- Reagenzien: Biometra, Gottingen

Tag- Polymerase: DyNAzyme Il DNA Polymerase (rekombinant)

dNTP- Losung : 10mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP

Puffer: 10 x DyNAzyme Reaktionspuffer mit 1,5 mM MgCL2 Endkonzentration
Ethidiumbromid: SERV A, Heidelberg

wilrige Losung 1% w/v 10 mg/ml

Agarose: Multipurpose Agarose; Oncor Appligene, Heidelberg

DNA- Marker: MBI Fermentas, ST Leon- Rot, Germany pUC19 DNA/Mspl, pBR
322 DNA/BsuRI
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3.4.5 Statistische Methoden

Die Signifikanzpriifung der Ergebnisse erfolgte bei den binominal verteilten GréBen
wie Genotypen, Grunderkrankungen, Begleiterkrankungen usw. mit dem Chi-
Quadrat-Test (¥2). Fiir die ordinal verteilten Groen wie Alter, Body-Mass-Index
(BMI), usw. wurde im Vergleich zweier Stichproben mit dem Rangreihentest nach
Wilcoxon-White gearbeitet, und bei mehr als zwei Stichproben der Kruskal-Wallis
Test verwendet. Alle Angaben beziehen sich auf ein Signifikanzniveau von 95%

(p=0,05).
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4 Ergebnisse

4.1 Patienten und klinische Daten

Die 185 Patienten aus den 4 unterschiedlichen Dialysezentren waren im Durchschnitt
57,9114,4 Jahre alt, hatten einen durchschnittlichen BMI von 25,5+3,7 und teilten
sich in 101 ménnliche und 84 weibliche Probanden auf. Bei 92 von ihnen lag eine
Hypertonie vor, 52 hatten einen Diabetes mellitus, davon 11 den Typ-I und 41 den
Typ-1I. 47 Patienten hatten zusitzlich vaskuldre Begleiterkrankungen wie zum
Beispiel einen stattgefundenen Herzinfarkt oder Schlaganfall in der Anamnese, eine
koronare Herzkrankheit oder eine PAVK. Eine Nierentransplantation war zum Zeit-
punkt der Untersuchung bei 50 Probanden erfolgt. Die Verteilung der renalen
Grunderkrankungen geht aus der Tabelle 7 hervor, wobei zu °~ Anderen
Erkrankungen” die Gichtnephropathie (3), die Wegenersche Granulomatose mit
Nierenbeteiligung (2), die Analgetikanephropathie (3), die Nephronophthise (2), die
Amyloidnephrose (1) und die benigne Nephrosklerose (1) zuzuordnen sind. Drei
Patienten erkrankten sowohl an einer Diabetischen Glomerulosklerose als auch an
einer Pyelonephritis. Bei einem Patienten waren neben einer Glomerulonephritis

auch Nierenschdden durch Analgetikaabusus zu verzeichnen.

Tab. 7: Hiufigkeitsverteilung der renalen Grunderkrankungen

Grunderkrankung Anzahl (n =185) Prozent
Glomerulonephritis 62 33,5
Interstitielle Nephritis 44 23.8
Diabetische Nephropathie 30 16,2
Zystennieren 22 11,9
Unklare 18 9,7
Andere 13 7,0




21-

4.2  Haiufigkeitsverteilung der Genotypen des RAS

4.2.1 Der Insertions/Deletions Polymorphismus des ACE-

Gens

Die Tabelle 8 zeigt die Haufigkeitsverteilung der Genotypen des ACE-Gens bei den

insgesamt 185 Probanden.

Tab. 8: Hiufigkeitsverteilung der ACE-I/D-Genotypen

ACE-I/D-
Anzahl Prozent
Genotyp
11 34 18,4
1D 90 48,6
DD 61 33,0

Es gab hinsichtlich der klinischen Daten der Patienten zwischen den genetisch
determinierten Gruppen deutliche Unterschiede im Lebensalter der Patienten, im
Manifestationsalter sowie im Zustand nach Nierentransplantation (Tabelle 9). So
waren Patienten der Genotypauspriagung DD in ihrem durchschnittlichen Lebensalter
jiinger als Patienten mit der Auspriagung ID (p=0,048). Im Manifestationsalter unter-
schieden sich die Gruppen in gleicher Weise, mit einem p-Wert von 0,078 jedoch
nicht signifikant. Bei Patienten mit dem Genotyp ID wurde seltener als in den beiden
anderen Gruppen eine Nierentransplantation durchgefiihrt (p= 0,087). Auffillig war
auch die Hohe der Serumkreatininwerte vor Dialysebehandlung insbesondere bei

Patienten des Genotyps II und Patienten mit dem Typ ID (p=0,05).
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Tab. 9: Klinische Daten in Gruppen unterschiedlicher ACE-Genotypausprigungen

ACE-I/D-Genotyp Signifikanz
Stammdaten

IT ID DD (p)

Lebensalter/ Jahre 5711139 | 60,4+ 14,1 | 54,6 14,5 0,048
Manifestationsalter / Jahre 48,6+ 15,6 | 52,1 £16,1 | 46,1154 ns
Erkrankungsdauer / Jahre 44+25 4,1+3,7 43+3)5 ns
BMI / kg/m? 254135 | 25,6%+3,7 | 254%39 ns
Geschlecht (m/w) 23/11 44 /46 34 /27 ns
Diabetes mellitus / kein/Typl/Typll 257217 65/5/20 | 43/4/14 ns
Vaskulidre Begleiterkrankungen j/n 11/23 24/ 66 12 /59 ns
Arterielle Hypertonie j/n 17717 48 /42 32/29 ns
Nierentransplantation j/n 10/24 18 /72 22 /39 ns
Serumkreatininkonzentration zu Beginn " | 271+ 135 | 242+135 | 225+ 115 ns
Serumkreatininkonzentration vor Dialyse') 725 £212 639 +224 685 +231 0,05

Y Angaben in pmol/l

Hinsichtlich Geschlecht, BMI, Dauer der Erkrankung und Nebenerkrankungen wie

Diabetes mellitus, Hypertonie und vaskuldre Begleiterkrankungen gab es keine

statistisch signifikanten Verteilungsunterschiede zwischen den einzelnen Gruppen.

Auch mit Blick auf die Therapie mit ACE-Hemmern, Calciumantagonisten, B-

Blockern und anderen Antihypertensiva waren die Gruppen ausgeglichen.

Es wurden die vorliegenden Genotypen in ihre Bestandteile also in je zwei Allele

zerlegt. Dies ermoglichte eine zusitzliche Auswertungsmoglichkeit der Allel-

hiufigkeiten in verschiedenen Vergleichsgruppen. Dementsprechend lassen sich aus

den Genotypen des ACE-Gens die folgenden Allelfrequenzen aufschliisseln:
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I- Allel
42.7%

D - Allel
57,3%

Abb. 3:  Allelfrequenz des ACE-I/D-Genotyps

4.2.2  Genpolymorphismen des Angiotensinogen-Gens

4.2.2.1 Der AGT-T174M-Genpolymorphismus

Die Haufigkeitsverteilung der Genotypen geht aus der Tabelle 10 hervor.

Tab. 10: Haufigkeitsverteilung der AGT-T174M-Genotypen

AGT-T174M-
Anzahl Prozent
Genotyp
TT 139 75,1
™ 46 24,9

Die ausgewerteten klinischen Parameter wie Geschlecht, BMI, Lebensalter,
Manifestationsalter, eine erfolgte Nierentransplantation, das Vorhandensein eines
Diabetes mellitus und eines Bluthochdrucks sowie die antihypertensive Therapie
waren in Gruppen unterschiedlicher Genotypausprigung gleich verteilt. Eine

Ubersicht gibt Tabelle 11.
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Tab. 11: Klinische Daten in Gruppen unterschiedlicher AGT-T174M-Genotypausprigungen

AGT-T174M-Genotyp Signifikanz
Stammdaten
TT ™ (p)
Lebensalter/ Jahre 57,5t 14,8 59,2+ 13,1 ns
Manifestationsalter / Jahre 48,9+ 16,6 51,2+ 13,7 ns
Erkrankungsdauer / Jahre 44+34 3,7x3,5 ns
BMI / kg/m? 254137 256+£3,9 ns
Geschlecht (m/w) 75/ 64 26 /20 ns
Diabetes mellitus / kein/Typl/Typll 102/8/29 31/3/12 ns
Vaskulidre Begleiterkrankungen j/n 31/108 16/30 ns
Arterielle Hypertonie j/n 751/ 64 22 /24 ns
Nierentransplantation j/n 37/102 13/33 ns
Serumkreatininkonzentration zu Beginn " 230+ 126 274 £ 131 0,024
Serumkreatininkonzentration vor Dialyse b 695 £ 226 594 + 206 0,006

D Angaben in pmol/I

Statistisch signifikante Verteilungsunterschiede bestanden bei den Serumkreatinin-

konzentrationen. Es zeigten sich im Durchschnitt beim Genotyp TM deutlich hohere

Ausgangswerte (p=0,024), dagegen wesentlich niedrigere Werte vor Dialyse-

behandlung (p=0,006). Vaskulire Begleiterkrankungen waren bei dem Genotyp TM

zwar wesentlich héufiger, jedoch mit p=0,092 statistisch nicht signifikant. Fiir die

resultierenden Hiufigkeiten der beiden Allele T und M des untersuchten Genotyps

ergibt sich die folgende Darstellung:
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12,4%

Abb. 4:  Allelfrequenz des AGT-T174M-Genotyps

4.2.2.2 Der AGT-M235T-Genpolymorphismus

Die Haufigkeitsverteilung der Genotypen geht aus der Tabelle 12 hervor.

Tab. 12: Haufigkeitsverteilung der AGT-M235T-Genotypen

AGT-M235T-
Anzahl Prozent
Genotyp
TT 15 8,1
™ 98 53,0
MM 72 38,9

Die klinischen Daten der Untergruppen der AGT-M235T-Genpolymorphismus
waren im Bezug auf Geschlecht, BMI, Manifestations- und Lebensalter sowie
Erkrankungsdauer gleich verteilt. Auch im Vorhandensein eines Bluthochdrucks,
eines Diabetes mellitus, vaskuldrer Nebenerkrankungen, einer stattgefundenen
Nierentransplantation und der antihypertensiven Therapie unterschieden sich die

Gruppen nicht signifikant. Eine genaue Differenzierung gibt Tabelle 13 wieder.
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Tab. 13: Klinische Daten in Gruppen unterschiedlicher AGT-M235T-Genotypausprigungen
AGT-M235T-Genotyp Signifikanz
Stammdaten
TT ™ MM (p)
Lebensalter/ Jahre 54,8+ 16,8 | 56,8 £ 12,8 | 60,1 10,7 ns
Manifestationsalter / Jahre 46,2t 17,2 | 51,0 15,2 | 49,9 £ 14,7 ns
Erkrankungsdauer / Jahre 4028 32+1,8 6,1 £33 ns
BMI / kg/m? 252+28 | 263+£33 | 247+1,8 ns
Geschlecht (m/w) 9/6 54 /44 38 /34 ns
Diabetes mellitus / kein/Typl/Typll 12/21/1 69/2/ 27 | 52/7/13 ns
Vaskulidre Begleiterkrankungen j/n 4/11 29 /69 14 /58 ns
Arterielle Hypertonie j/n 9/6 521746 36/36 ns
Nierentransplantation j/n 7/8 26/72 17/55 ns
Serumkreatininkonzentration zu Beginn | 270 129 | 210+77 | 206+ 103 ns
Serumkreatininkonzentration vor Dialyse " | 661 +205 | 637 213 | 720+ 239 ns

Y Angaben in pmol/l

Differenzen bestanden insbesondere zwischen den Serumkreatininkonzentrationen

der Patienten vor Dialyseeingliederung. So hatten Patienten des Genotyps MM im

Durchschnitt zwar hohere Werte als Patienten des Typs TM, diese Unterschiede

waren statistisch jedoch nicht signifikant (p=0,053). Die Hiufigkeit der Allele des
AGT M235T-Genotyps ist in der folgenden Graphik dargestellt:

Abb. 5:

65,1%

Allelfrequenz des AGT-M235T-Genotyps
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4.2.3 Der A1166C-Genpolymorphismus des AT;R-Gens

Die Hiufigkeitsverteilung des AT;R-Genotyps geht aus Tabelle 14 hervor.

Tab. 14: Haufigkeitsverteilung der AT,R-Genotypen

AT ;R-Genotyp Anzahl Prozent
AA 96 51,9
AC 74 40,0
CC 15 8,1

Die klinischen Parameter wie Geschlecht, Lebens- und Manifestationsalter, Dauer

der Erkrankung sowie Hohe der Serumkreatininkonzentrationen waren zwischen den

Gruppen unterschiedlicher Auspriagung gleich verteilt. Auch im Vorhandensein eines

Diabetes mellitus und vaskuldrer Begleiterkrankungen, wie auch im Hinblick auf

eine erfolgte Nierentransplantation, bestanden keine

statistisch

signifikanten

Unterschiede. Der BMI unterschied sich in den Gruppen signifikant (p= 0,042).

Tab. 15: Klinische Daten in Gruppen unterschiedlicher AT R-Genotypauspriagungen
AT R-A1166C-Genotyp Signifikanz
Stammdaten
AA AC CC (p)
Lebensalter/ Jahre 56,7153 | 559+13,0 | 61,7+ 13,8 ns
Manifestationsalter / Jahre 48,4+19,6 | 489+123 [ 544+ 14,4 ns
Erkrankungsdauer / Jahre 5,0x£3,0 43+3,0 3,7+22 ns
BMI / kg/m? 258+19 | 257%£32 | 26,5+3,0 0,042
Geschlecht (m/w) 50/46 40/ 34 11/4 ns
Diabetes mellitus / kein/Typl/Typll 69/4/23 | 53/6/15 11/1/3 ns
Vaskulidre Begleiterkrankungen j/n 24 /72 19/55 4711 ns
Arterielle Hypertonie j/n 50746 43 /31 4711 ns
Nierentransplantation j/n 30/66 18/56 2/13 ns
Serumkreatininkonzentration zu Beginn " | 236 + 104 189 £ 86 279 £ 165 ns
Serumkreatininkonzentration vor Dialyse " | 665236 | 663+191 | 659 +212 ns

" Angaben in pmol/l

Im Bezug auf eine antihypertensive Therapie mit ACE-Hemmern, Calcium-

antagonisten und anderen blutducksenkenden Medikamenten konnten keine
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statistisch ~ signifikanten = Unterschiede in den Gruppen unterschiedlicher
Genotypauspriagungen festgestellt werden. Patienten des Genotyps AC wurden

allerdings im Durchschnitt haufiger mit 3-Blockern therapiert (p=0,01).

Tab. 16: Antihypertensive Therapie bei Patienten mit unterschiedlicher AT;R-Genotypausprigung

) ) ) AT;R-A1166C-Genotyp Signifikanz
Antihypertensive Therapie
AA AC CC (p)
ACE-Hemmer j/n 34762 30/44 6/9 ns
Calciumantagonisten j/n 42 /54 38736 7/8 ns
B-Blocker j/n 32/64 37137 2/13 0,01
Andere j/n 27169 24750 2/13 ns

Die Haufigkeitsverteilung der Allele A und C des AT;R-A1166C-Genotyps stellt

sich graphisch folgendermaf3en dar:

Abb. 6: Allelfrequenz des AT|R-A1166C-Genotyps
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4.3 Unterteilung in Patientengruppen mit langsamer und

rascher Progression der Niereninsuffizienz

4.3.1 Klinische Daten

Die 185 Patienten teilen sich anhand des medianen Progressionsparameters
(medianer Logarithmus der Serumkreatininkonzentration im Verlauf) in zwei gleich
groBe Gruppen, mit 92 Patienten eines langsamen und 93 eines raschen Krankheits-
verlaufes. Die klinischen Daten wie Lebensalter, Manifestationsalter, Dauer der
Erkrankung, Geschlecht, BMI und Begleiterkrankungen sind in der Tabelle 17
dargestellt.

Tab. 17: Klinische Daten der Patienten in Gruppen unterschiedlicher Progredienz der Nieren-

erkrankung
Progression Signifikanz (p)
langsam rasch ( 2-seitig)

Geschlecht  (m/w) 471745 54739 0,341
BMI (kg/m?) 254+38 25437 0,938

Alter (Jahre) 59,9+ 13,5 55,9+15,0 0,037
Manifestationsalter (Jahre) 49,7+ 15,1 49,1 £ 16,7 0,680
Erkrankungsdauer ( Jahre) 6,038 25+1,7 < 0,001
Diab. mell. Typ I/ Typ II 5/21 6/20 0,943
Vaskulire Begleiterkrankungen 26 21 0,375
Hypertonie 52 45 0,268

Es stellten sich fiir das Lebensalter (p=0,037) und die Erkrankungsdauer (p<0,001)
signifikante Unterschiede dar. Im Hinblick auf die Serumkreatininkonzentrationen,
gab es zwischen den Gruppen fiir den ersten pathologischen Wert (p=0,673) und den
letzten Wert vor Dialysebehandlung (p= 0,893) keine signifikanten Unterschiede.
Die Anzahl der fiir den Progressionsverlauf zugrunde gelegten Kreatininwerte unter-

schied sich jedoch signifikant (p<0,001).
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4.3.2 Abhingigkeit der Progression von den einzelnen

Genotypen

Die Verteilung der Genotypen in den einzelnen Gruppen unterschiedlicher

Progression der Niereninsuffizienz werden in den folgenden Tabellen dargestellt.

Tab. 18: Verteilung der ACE-I/D-Genotypen in Gruppen unterschiedlicher Progression

Gruppenzuordnung
ACE-I/D-Genotyp

langsam progredient

rasch progredient

il 20 14
D 45 45
DD 27 34

Es zeigten sich fiir den ACE-I/D-Genpolymorphismus fiir die Auspridgungen II und
DD zwar Unterschiede in den Gruppen unterschiedlicher Progredienz der Nieren-
erkrankung, diese sind jedoch nicht statistisch signifikant (p=0,395). Auch die
Kontrolle der Allelfrequenzen in diesen Gruppen ergab mit p=0,248 keine statistisch

signifikanten Unterschiede.

Tab. 19: Verteilung der AGT-T174M-Genotypen in Gruppen unterschiedlicher Progression

Gruppenzuordnung
AGT-T174M-Genotyp

langsam progredient

rasch progredient

TT
™

71
21

68
25

Die Verteilungen der Genotypen des AGT-T174M-Genpolymorphismus unterschied
sich nur gering zwischen den Verlaufsgruppen und war mit einem p-Wert von 0,523
statistisch nicht signifikant. Die Uberpriifung der Allelfrequenzen in den Gruppen
unterschiedlicher Progression der Niereninsuffizienz gab ebenfalls keine statistisch

signifikanten Zusammenhinge.
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Tab. 20: Verteilung der AGT-M235T-Genotypen in Gruppen unterschiedlicher Progression

AGT-M235T-Genotyp

Gruppenzuordnung

langsam progredient

rasch progredient

TT
™
MM

9
47
36

6
51
36

Die Gruppen unterschiedlicher Krankheitsverldufe unterschieden sich im Bezug auf
die nahezu gleich verteilten AGT-M235T-Genpotypen nicht signifikant (p=0,685).
Es gab ebenfalls in der Haiufigkeitsverteilung der Allele keine statistisch

signifikanten Unterschiede zwischen diesen beiden Gruppen.

Tab. 21: Verteilung der AT;R-A1166C-Genotypen in Gruppen unterschiedlicher Progression

Gruppenzuordnung

AT;R-A1166C-Genotyp

langsam progredient

rasch progredient

AA 50 46
AC 35 39
CcC 7 8

Es bestanden im Gruppenvergleich des AT;R-Genpolymorphismus nur geringe
statistisch nicht signifikante Unterschiede zwischen den Krankheitsverlaufen mit
schneller und langsamer Progression (p=0,801). Die Auswertung war auch im

Hinblick auf die Allelfrequenz in beiden Verlaufsgruppen unauffillig.

4.3.3 Abhingigkeit der Progression von der Kombination

verschiedener Genotypen

Es sollte nun iiberpriift werden, ob und in wieweit die Kombination aus zwei der vier
untersuchten Genpolymorphismen Einfluss auf den Verlauf der Erkrankung hatte.
Dazu wurde eine Subgruppenanalyse durchgefiihrt, in welcher Patienten mit der
gleichen Ausprigung eines Genotyps durch den Polymorphismus eines zweiten in
Untergruppen unterteilt und mittels ¥2-Test ausgewertet wurden. Aus den
Ergebnissen dieser Vielzahl von Variationen wurde ersichtlich, dass es nur

geringfiigige Verteilungsunterschiede in den Gruppen unterschiedlicher Progredienz
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gibt, welche statistisch gesehen nicht relevant waren. Am ausgeprigtesten waren
diese Unterschiede bei der Ausprigung II des ACE-I/D-Genpolymorphismus wenn
dieser mit den Varianten des AGT-M235T-Genpolymorphismus zusammentraf. Hier
wiesen 52,9% des Genotyps TM eine rasche Progredienz der Grunderkrankung auf,
gegeniiber 35,7% der MM-Variation (p=0,198). Auch fiir die Ausprigung DD des
ACE-I/D-Genpolymorphismus waren Unterschiede erkennbar. So hatten 65,2% der
Patienten mit gleichzeitigem Auftreten der Variation MM des AGT-M235T-Gen-
polymorphismus eine rasche Progression, gegeniiber 55,7% der Gesamtzahl der DD-

Triager (p=0,510). (s.Anhang Tabelle 1-6)

4.3.4 Grunderkrankungen der Patienten chronischer Nieren-

insuffizienz

4.3.4.1 Abhingigkeit der Progredienz des Krankheitsverlaufes von der
Grunderkrankung

Die Hiufigkeitsverteilung der Grunderkrankungen in den Gruppen unterschiedlicher

Progression geht aus Tabelle 22 hervor.

Tab. 22: Progredienz der renalen Grunderkrankungen

Progression Signifikanz (p)
Grunderkrankung
langsam rasch (2-seitig)

Glomerulonephritis 22 40 0,008
Interstitielle Nephritis 30 14 0,006
Diabetische Nephropathie 13 17 0,550
Zystennieren 15 7 0,073
Unklare 11 7 0,333
Andere 1 12 0,002

Dabei zeigte sich eine deutliche Abhéngigkeit der Progredienz von der jeweils
vorliegenden Grunderkrankung. Die glomerulédr-entziindlichen Erkrankungen
verliefen in 64,5% mit einer raschen Progression, dagegen boten die interstitiellen
Nephritiden in 68,2% einen langsamen Verlauf. Die Anderen Erkrankungen wiesen

fast ausschlieBlich eine schnelle Progression auf (92,3%).
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Es stellte sich nun die Frage nach der Verteilung der Genotypen in den Gruppen
gleicher nephrologischer Krankheitsbilder. Fiir die Gruppe der Glomerulonephritiden

ergeben sich dadurch die folgenden Zusammenhinge:

Tab. 23:  Genotypverteilung bei Patienten mit Glomerulonephritis; n=62

AGT-
ACE-I/D AGT-M235T ATR
Genotyp T174M

II ID DD |TT ™ MM | TT TM | AA AC CC

langsam | 3 13 6 3 7 12 20 2 10 10 2
Progression
rasch 5 22 13 3 23 14 31 9 22 15 3
Signifikanz (p) 0,913 0,151 0,186 0,772

Bei den Patienten mit Glomerulonephritis waren keine statistisch signifikanten
Verteilungsunterschiede, beziiglich der untersuchten Genpolymorphismen des RAS,

in den Gruppen unterschiedlicher Progression erkennbar.

Die Tabelle 24 zeigt die Verteilungsverhiltnisse bei Patienten, welche an einer

interstitiellen Nierenerkrankung leiden.

Tab. 24: Genotypverteilung bei Patienten mit interstitieller Nephritis; n=44

AGT-
ACE-1/D AGT-M235T ATR
Genotyp T174M

II ID DD | TT ™ MM | TT TM | AA AC CC

langsam | 10 18 2 1 18 11 22 8 16 11 3
Progression
rasch 1 9 4 1 9 4 10 4 8 6 0
Signifikanz (p) 0,05 0,772 0,895 0,468

Bei dem ACE-1/D-Genotyp zeigten sich grolere Unterschiede in der Hiufigkeits-
verteilung der Patienten mit interstitieller Nephritis in den Gruppen unterschiedlicher
Progression, welche mit p=0,05 gerade signifikant waren. Bei Patienten mit der
Genotypausprigung II verlief die Erkrankung in 91% der Fille mit einer langsamen,
in 9% dagegen mit einer raschen Progression. Patienten mit dem ACE-Genotyp ID
wiesen in 67%, solche mit dem Genotyp DD in 33% einen langsamen Verlauf der

Erkrankung auf. Die iibrigen Daten der Patienten mit interstitiellen
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Nierenerkrankungen zeigten keine signifikanten Zusammenhinge zwischen der

Genotypverteilung und den Gruppen unterschiedlicher Progredienz.

In Tabelle 25 werden die Ergebnisse der Patienten mit zystischen Nieren-

erkrankungen hinsichtlich der Genotypverteilung dargestellt.

Tab. 25: Genotypverteilung bei Patienten mit Zystennieren; n=22

AGT-
ACE-I/D AGT-M235T ATR
Genotyp T174M

II ID DD | TT ™ MM | TT TM | AA AC CC

langsam | 2 4 9 2 10 3 10 5 9 4 2

Progression
rasch 0 3 4 0 3 4 6 1 1 4 2

Signifikanz (p) 0,513 0,177 0,350 0,134

Bei den Patienten mit zystischen Nierenerkrankungen konnten ebenfalls keine
signifikanten Unterschiede in der Hiufigkeitsverteilung der Genotypen, in Gruppen
unterschiedlichen Verlaufs der Erkrankung, festgestellt werden. Zwar bestanden teils
erhebliche Differenzen beim AGT-M235T- und dem AT;R-Genpolymorphismus,
doch waren diese in den Gruppen unterschiedlicher Progression statistisch nicht

signifikant.

Die nachfolgende Tabelle gibt die Ergebnisse fiir Patienten mit diabetischer

Nephropathie wieder.

Tab. 26: Genotypverteilung bei Patienten mit diabetischer Nierenschadigung; n=30

AGT-
ACE-I/D AGT-M235T ATR
Genotyp T174M
II ID DD | TT T™ MM | TT TM | AA AC CC
langsam 1 6 6 2 6 5 8 5 8 5 0
Progression
rasch 4 6 7 1 7 9 13 4 9 7 1
Signifikanz (p) 0,505 0,595 0,376 0,646

Die 30 Patienten mit diabetischer Nephropathie als renaler Grunderkrankung boten

eine dhnliche Hiufigkeitsverteilung der untersuchten Genotypen des RAS in den



-35-

Gruppen unterschiedlicher Krankheitsverldufe ohne Nachweis signifikanter Unter-

schiede.

Tabelle 27 zeigt die Verteilungsunterschiede der Genotypen bei Patienten mit

Anderen Nierenerkrankungen.

Tab. 27: Genotypverteilungen bei Anderen Nierenerkrankungen; n=13

AGT-
ACE-I/D AGT-M235T ATR
Genotyp T174M
II ID DD | TT T™ MM | TT TM | AA AC CC
langsam 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0
Progression
rasch 2 5 5 1 9 2 6 6 6 6 0
Signifikanz (p) 0,164 0,164 0,335 0,335

Die mit nur 13 Patienten relativ kleinen Gruppe der ,Anderen‘ Nierenerkrankungen
wies in der Hiufigkeitsverteilung der Genotypen des RAS im Vergleich
unterschiedlicher Verlaufsformen der chronischen Niereninsuffizienz keine
statistisch signifikante Unterschiede auf. Auffallend war hier das nur ein Patient
einen langsamen Verlauf der Erkrankung hatte. Dieser Patient litt als einziger an

einer Amyloidnephrose.

In nachfolgender Tabelle werden die Daten der Patienten mit unklaren Nieren-

erkrankungen dargestellt.

Tab. 28: Genotypverteilungen bei Patienten mit unklaren Nierenerkrankungen; n=18

AGT-
ACE-I/D AGT-M235T ATR
Genotyp T174M
II ID DD | TT T™ MM | TT TM | AA AC CC
langsam | 3 4 4 1 6 4 10 1 6 5 0
Progression
rasch 2 1 4 0 3 4 4 3 1 4 2
Signifikanz (p) 0,557 0,557 0,093 0,08

In der Gruppe Unklarer Nierenerkrankungen waren die Genotypen des ACE-I/D und
des AGT-M235T in Gruppen unterschiedlicher Progression gleich verteilt. Die
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TT-Ausprigung des AGT-T174M-Genotyps und die Variante AA des AT;R-
Genotyps waren dagegen mit 57,1% bzw. 14,3% seltener in der Gruppe rascher

Progression vertreten. Diese Unterschiede waren jedoch nicht statistisch signifikant.

4.3.4.2 Grunderkrankungen in Abhingigkeit von den Genotypen

Im Vergleich der Hiufigkeitsverteilungen der einzelnen Genotypen in Gruppen
gleicher nephrologischer Krankheitsbilder stellten sich in bezug auf die Verteilung in
der Gesamtpopulation statistisch signifikante Unterschiede dar. Die Angaben stiitzen
sich auf einen x2-Test, welcher die Verteilungen der Genotypen in den verschiedenen
Krankheitsgruppen mit derjenigen in der Gesamtpopulation vergleicht. Insbesondere
beim ACE-I/D-Genpolymorphismus fiel auf, dass der DD-Genotyp, dessen
Hiufigkeit in der Gesamtpopulation 33% betrug, bei Patienten mit interstitiellen
Nephritiden in nur 13,6% der Félle vorhanden war (p=0,007). Der gleiche Genotyp
war bei 13 von 22 Patienten mit Zystennieren nachweisbar und so mit 59,1%
signifikant hiufiger als in der Gesamtpopulation (p=0,02). Die Auspriagungen II und
ID des ACE-Genotyps waren in diesen beiden Krankheitsgruppen gleich verteilt.
Sowohl fiir die Patienten mit vorhandener Glomerulonephritis, als auch fiir solche
mit diabetischer, anderer und unklarer Nierenschiddigung bestanden keine statistisch
signifikanten Unterschiede in den Haufigkeitsverteilungen in Gruppen unterschied-

licher Genotypauspragungen im Vergleich zur Gesamtpopulation.
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O Gesamtpopulation

60 B Glomerulonephritis

O Interstitielle Nephritis

OZystennieren

40+

Prozent

W Diabetische Nephropathie

O Andere

207 B Unklare

I 1D DD
ACE -Genotyp

Abb. 7:  ACE-Genotypen in Gruppen unterschiedlicher Grunderkrankungen
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Die Hiufigkeiten der Variationen des AGT-T174M-Genpolymorphismus in Gruppen
unterschiedlicher Grunderkrankungen zeigten im Vergleich zur Gesamtpopulation
keine statistisch signifikanten Verteilungsunterschiede. Bei den ,Anderen‘ Nieren-
erkrankungen fiel auf, dass sie im Vergleich zur Gesamtzahl deutlich hiufiger den

TM-Genotyp aufwiesen. Die Unterschiede waren mit p=0,066 jedoch nicht statistisch

signifikant.
100+ O Gesamtpopulation
301 B Glomerulonephritis
O Interstitielle Nephritis
= 60
§ OZystennieren
& 404 B Diabetische Nephropathie
201 0 Andere
W Unklare
04

TT ™
AGT-T174M-Genotyp

Abb. 8:  AGT-T174M-Genotypen in Gruppen unterschiedlicher Nieren-

erkrankungen

Die Hiufigkeiten der AGT-M235T-Genotypen in den Gruppen verschiedener renaler
Erkrankungsformen zeigten in ihrer Verteilung ebenfalls keine statistisch
signifikanten Unterschiede im Vergleich zur Grundgesamtheit. Die groften
Differenzen zur Héaufigkeitsverteilung der Genotypen in der Gesamtpopulation
waren bei den ,Anderen‘ Erkrankungen festzustellen. Hier fand sich in 69,2% der
Fille der Genotyp TM und in 23,1% der Genotyp MM. Bei der Gesamtzahl der
Patienten waren es dagegen 53,0% fiir die TM-Variation bzw. 38,9% fiir den Typ
MM. Diese Unterschiede waren nicht statistisch signifikant (p= 0,449).
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Abb. 9:  AGT-M235T-Genotypen in Gruppen unterschiedlicher Nieren-

erkrankungen

Bei dem untersuchten AT;R-Genpolymorphismus stellten sich ebenfalls keine
signifikanten Unterschiede in der Verteilung der Héufigkeiten in Gruppen
unterschiedlicher Nierenerkrankungen dar. Ein gehéduftes Vorkommen im Vergleich
zur Gesamtpopulation zeigte der Genotyp CC in der Patientengruppe mit Zysten-
nieren, wo er in 4 von 15 Fillen auftrat (p=0,182). In der Gruppe ,Anderer‘ Nieren-

erkrankungen war er dagegen nicht vorhanden.
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Abb. 10: AT ;R-Genotyp in Gruppen unterschiedlicher Nierenerkrankungen
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4.3.5 Antihypertensive Therapie

Eine antihypertensive Therapie galt immer dann als erfolgt, wenn ein Patient mit
einem oder mehrerer Vertreter der verschiedenen Stoffgruppen iiber mindestens 3
Monate behandelt wurde. Zu der Gruppe ,Andere‘ zdhlen Antisympathikotonika wie
Clonidin und Alpha-Methyl-Dopamin, Alpha-Blocker wie z.B. Doxazosin, sowie
Vasodilatatoren wie Dihydralazin und Diazoxid, welche in der antihypertensiven
Kombinationstherapie Anwendung fanden. Die Gruppe der Diuretika wurde wegen
der sehr liickenhaften Datenerhebung bzw. der unregelmiBigen Gabe wihrend
stationirer Aufenthalte nicht mit einbezogen. Tabelle 29 gibt eine Ubersicht dariiber,

wieviel Patienten welche Antihypertensiva erhielten

Tab. 29: Therapie in Gruppen unterschiedlicher Progression

. . Progression Signifikanz (p)
Antihypertensivum -
langsam rasch (2-seitig)
ACE-Hemmer 32 38 0,449
Calciumantagonisten 43 44 1,0
3- Blocker 41 30 0,097
Andere 30 23 0,258

Die Gruppen unterschiedlicher Krankheitsverldufe unterschieden sich im Hinblick
auf die Hiufigkeit der Gabe antihypertensiver Medikamente statistisch nicht

signifikant.
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5 Diskussion

5.1 Einflussfaktoren auf die Progression chronischer

Nierenerkrankungen

Der Verlauf einer chronischen Nierenerkrankung unterliegt vielen individuellen
Einfliissen, die nicht zuletzt durch die komplizierten Regulations- und Adaptations-
mechanismen der Niere bedingt werden. Dazu kommen ethnische,
erndhrungsbedingte, therapeutische und wahrscheinlich auch genetische Faktoren,
welche ebenso wie Disziplin und Compliance der Patienten Einfuss auf den
Krankheitsverlauf haben. Der entscheidende Faktor fiir die Progredienz ist jedoch die
renale Grunderkrankung. Aus der klinischen Erfahrung heraus ist bekannt, dass
Glomerulonephritiden, polyzystische Nierenerkrankungen und diabetische Nephro-
pathien mit einer schnelleren Progredienz assoziiert sind als Nierengefil3-
erkrankungen und interstitielle Nephritiden. Dies kam auch in den Ergebnissen
unserer Patienten zum Ausdruck. Die Mehrzahl der Patienten mit vorhandener
Glomerulonephritis hatten eine schnelle Progredienz (p=0,008), Patienten mit
interstitieller Nephritis dagegen einen langsamen Verlauf ihrer Erkrankung
(p=0,006). Aber auch fiir die verschiedenen Arten der Glomerulonephritiden wurden
Unterschiede im Krankheitsverlauf beschrieben [38], wozu jedoch anhand der
vorliegenden Daten keine Aussagen getroffen werden konnten. Als weitere Einfluss-
faktoren sind Verschiebungen im Haiufigkeitsspektrum renaler Erkrankungen zu
nennen. So waren 1983 unter den renalen Grunderkrankungen bei Dialysepatienten
und Nierentransplantierten die Glomerulonephritiden, im Jahre 1998 dagegen die
diabetische Nephropathie am hiufigsten vertreten [38,130]. Unsere Studie beinhaltet
Patienten aus den Jahren 1975-1998, so dafl Vergleiche diesbeziiglich schwierig sind.
Am héaufigsten waren mit 33,5% die Glomerulonephritiden, gefolgt von der inter-

stitiellen Nephritis (s. Anhang Tabelle 7).

Das histologische Endergebnis ist hdufig dhnlich, ganz gleich welche initiale Ursache
vorlag. Durch progrediente Destruktion funktionstiichtigen Nierengewebes kommt es

strukturell zur Hypertrophie und funktionell zu einer Mehrleistung der verbliebenen
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Nephrone. Diese ,.kompensatorische* Hypertrophie geht mit einer Hyperfiltration
einher, die durch eine Zunahme des glomeruldren Drucks und Flusses vermittelt
wird. Spontan oder bei Hinzutreten zusétzlicher Faktoren, kommt es zu einem fort-
schreitenden Nierenfunktionsverlust mit Glomerulosklerose, interstitieller Fibrose
und Vasosklerose [27]. Diese hinzukommenden Faktoren sind beispielsweise
Erkrankungen des Herzkreislaufsystems oder Fragen der Erndhrung. Als erwiesen
gelten heute die Tatsachen, dass ein begleitender Bluthochdruck und insbesondere
die glomeruldre Hypertonie ein Fortschreiten der Niereninsuffizienz ebenso negativ
beeinflusst wie das Ausmal} der Proteinurie [59,122] oder ein hoher Proteingehalt in
der Nahrung [10,32,51,58,61,107,143]. Bei Patienten mit einem Diabetes mellitus ist
ebenfalls eine ausgeglichene Stoffwechsellage entscheidend fiir den Verlauf und das

Ausmal der Nierenschidigung [1,21,116].

Aufgrund der gesteigerten glomeruldren Permeabilitit kommt es im Lumen der
proximalen Tubuli zur Akkumulation von Proteinen, die eine Infiltration von
Entziindungszellen, wie Monozyten und Makrophagen bewirken. Durch
Chemotoxine, Zytokine, Wachstumsfaktoren und andere Immunmodulatoren wird so
ein schddigender Einfluss auf die tubuldren Zellen ausgeiibt [13,29]. Weiterhin
werden direkte zellschddigende Wirkungen z.B. fiir Transferrin, Eisen- und
Sauerstoffradikale, Lipoproteine und Komplementfaktoren beschrieben [3,4,65,77,
149,154]. Im Ergebnis einer daraus entstehenden extrazelluldren Kollagenbildung,
entwickelt sich eine tubulo-interstitielle Fibrose, deren Ausmalf} deutlich mit der
Progression der Erkrankung korreliert, und sich nur anhand einer Nierenbiopsie
quantifizieren ldsst. Die Zahl der dabei nachzuweisenden Myofibroblasten scheint
mit dem Umfang der Fibrose im Zusammenhang zu stehen [117]. Durch den
Nachweis von spezifischen Kollagenen (Typ IV- Kollagen im Urin) wird versucht,

das AusmaB dieser Fibrose auf nichtinvasivem Wege darzustellen [63].

Die verschiedenen Lipide im Blut scheinen aufgrund ihrer Atherogenitit ebenso
Einfluss auf den Verlauf chronischer Nierenerkrankungen zu haben [5,127,129]. In
verschiedenen Studien zum Lipoprotein(a), welches eine entscheidende Rolle bei

koronaren GefidBerkrankungen spielt, wird bei zunehmender Nierenfunktions-

einschrinkung auf einen erhdhten Serumspiegel hingewiesen [15,42,92]
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In den letzten Jahren wurde ebenfalls versucht genetische Risikofaktoren zu
identifizieren, um diese als Risikomarker fiir unterschiedliche Verlaufsformen
chronischer Nierenerkrankungen darzustellen [100]. So wurde beispielsweise ein
Zusammenhang der Nierenschiddigung bei Typ II Diabetes mellitus mit einem
Polymorphismus des Apolipoproteins E entdeckt, wobei der Typ E4 einen
protektiven Charakter haben soll [64]. Des weiteren wurde fiir die autosomal rezessiv
vererbbare juvenile Nephronophthise Typ 1 ein genetischer Marker fiir deren

Progression beschrieben [50].

Ziel unserer Arbeit war es, genetische Marker fiir den Verlauf chronischer Nieren-
erkrankungen unterschiedlicher Genese zu identifizieren. Als spezifische Marker
wurden dazu die Genpolymorphismen des RAS genauer betrachtet, wobei der ACE-
I/D-Genpolymorphismus, welcher beispielsweise mit dem gehéduften Auftreten von
Herzkreislauferkrankungen in Zusammenhang gebracht wurde, den Kernpunkt der
Untersuchungen darstellte. Aber auch die bis dahin noch nicht so ausgiebig unter-
suchten Genpolymorphismen des AGT und des AT;R sollten mit in die Ermittlungen

einbezogen werden.
5.2  Methodenkritik

Bevor diskutiert wird wie der Verlauf chronischer Nierenerkrankungen und damit die
Anderung der Nierenfunktion mit der Zeit dargestellt werden kann, soll hier zunichst
auf die Frage nach der genauen Messung der Nierenfunktionsleistung néher
eingegangen werden. Das Ausmal} der glomeruldren Filtration wird bestimmt durch
die Oberfliche, die Permeabilitit, den hydrostatischen und onkotischen Druck
entlang der glomeruldren Kapillaren. Die GFR lésst sich durch einen Marker, der nur
im Glomerulum filtriert und weder im tubulidren Abschnitt sezerniert, reabsorbiert
noch anderweitig metabolisiert wird, bestimmen. Smith und Mitarbeiter gelang es
einen solchen Stoff, das Inulin zu identifizieren. Dies galt lange Zeit als Gold-
standard zur Bestimmung der Nierenfunktion [141,142]. Andere Verfahren zur
Bestimmung der GFR, wie die Messung radioaktiv markierter Aminosiduren wie
EDTA und DTPA sowie Iothalamid brachten zwar eine Verbesserung und
Erleichterung in der Messung der Nierenfunktion, waren aber mit einem groBen

zeitlichen und apparativen Aufwand verbunden und zusitzlich strahlenbelastend fiir
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die Patienten. Sie blieben daher fiir die Routinediagnostik ungeeignet. Ein
Kompromiss stellt hier die wenig aufwendige und preiswerte Messung der
endogenen Kreatininclearance dar, obwohl hier Fehler bei der 24-h Urinsammlung
und unvollstindige Blasenentleerungen richtige Bestimmungen erschweren. Es
schien damit einfacher auf die von Cockroft und Gault aufgestellte Formel zur
Bestimmung der Kreatininclearance zuriickzugreifen [20,22]. Diese ist wiederum
fehlerhaft bei Patienten mit Odemen und unterliegt auBerdem den starken

individuellen Schwankungen im Kreatininstoffwechsel.

Des weiteren stellt sich die Frage nach der Erfassung von Anderungen der Nieren-
funktion, um Riickschliisse auf die Progression der jeweiligen Erkrankung zu ziehen.
Dazu konnen einmal die wiederholte Bestimmung einer der oben aufgefiihrten
Clearancemethoden verwendet, zum anderen mehrfach durchgefiihrte Nieren-
biopsien zur Beurteilung des AusmalBes der Nierenschiddigung hinzugezogen werden.
Beides geht zum Teil mit erheblichem Aufwand und erhohten Risiken fiir die
Patienten einher, so dass sich eine Vielzahl von Untersuchern um alternative
Moglichkeiten fiir den klinischen Alltag aber auch fiir Studienzwecke bemiihten.
Dazu wurden die Konzentrationen des Serumkreatinins, deren Bestimmungen zur
Routinediagnostik gehoren, und deren Anderungen im zeitlichen Verlauf im
Rahmen einer Vielzahl an Vergleichsstudien untersucht. So fiel auf, dass die
Reproduzierbarkeit der Werte fiir die Kreatininkonzentration im Sinne eines day-to-
day-Koeffizienten @hnlich genau war wie die einer Inulin-Clearance [33]. Fiir die
Bestimmung der Kreatininclearance dagegen war diese wesentlich ungenauer [93].
Auch Levey und Mitarbeiter kamen zu dhnlichen Ergebnissen im Vergleich der
Kreatininwerte mit der GFR [75]. Aus diesem Grund wurde postuliert, dass zur
Bestimmung von Veridnderungen der Nierenfunktion die Serumkreatininkonzentra-
tion genauere Angaben liefert als die Kreatininclearance. Die reziproke Beziehung
zwischen Kreatininclearance und Serumkreatinin war Anlass fiir Mitch und
Mitarbeiter einen direkten Zusammenhang abzuleiten [89], welcher in einer Vielzahl
von Studien zur Anwendung kam. Es wurden somit aufgrund des linearen Verlaufs
der reziproken Kreatininwerte gegen die Zeit, Riickschliisse auf die Progression der
Erkrankung, bzw. den Einfluss einer entsprechenden Therapie auf den Krankheits-
verlauf gezogen. Es fiel jedoch schon hier eine relativ groBe interindividuelle

Variabilitidt zwischen den so dargestellten Krankheitsverlaufen auf [57,103,124], so
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dass versucht wurde den Verlauf unter Verwendung mehrerer Kurven genauer
darzustellen. Man kam zu dem Schluss, dass der Verlauf der Nierenfunktions-
einschrinkung genauer beurteilt werden kann, wenn Kreatininwerte oberhalb einer

Grenze von 2,5 mg/dl (220umol/l) verwendet werden [37].

Zur Beurteilung des Verlaufs des Nierenfunktionsverlustes kam noch eine weitere
Methode zur Anwendung, welche erstmals 1977 von Rutherford und Mitarbeitern
beschrieben wurde. Es handelte sich hierbei um die logarithmische Darstellung der
Serumkreatininkonzentration gegen die Zeit. Eine Vergleichsstudie beider Methoden
ergab dabei korrektere Aussagen im Bezug auf den Krankheitsverlauf als bei der
Bestimmung der reziproken Kreatininwerte [124]. Man geht bei dieser Methode
davon aus, daB3 der Verlust der funktionstiichtigen Nephrone einem exponentiellen
Verlauf entspricht, und nicht einer konstanten Rate wie bei der reziproken
Darstellung. Es gab allerdings auch widerspriichliche Arbeiten [103], und wiederum
waren es Gretz und Mitarbeiter die auch hier relativ grofle individuelle
Schwankungen und Unterschiede zwischen den Methoden beschrieben [37]. Eine
Messung des Verdopplungszeitraumes der Serumkreatininkonzentration, welche in
verschiedenen klinischen Studien Anwendung fand, unterliegt ebenfalls vielen
Einflussfaktoren, so dass sich auch diese Methode nicht zur Beurteilung des Verlaufs
chronischer Nierenerkrankungen durchsetzen konnte [121]. Vergleiche der
verschiedenen Methoden zur Progressionsbestimmung chronischer Nieren-
erkrankungen ergaben eine relativ schlechte Korrelation zwischen der tatsdchlichen
GFR und dem Kurvenverlauf der reziproken Kreatininwerte [30,72,74,75,84]. Dies
bedeutet, dass Verdnderungen im Verlauf der reziproken Kreatininwerte nicht gleich
zu setzen sind mit Verinderungen der GFR. Die schlechte Ubereinstimmung gerade
im Vergleich unterschiedlicher Patientengruppen zeigt, dass signifikante
Unterschiede zwischen ihnen hdufig verborgen bleiben konnen [162]. AuBerdem
scheint es falsch zu sein mit dieser Methode die Progressionsraten verschiedener
Gruppen zu vergleichen [163], was ja eigentlich Ziel der vorliegenden Arbeit ist.
Andere Untersucher kamen zu dem Schluss, dass weder die Ermittlung der
Kreatininclearance noch die der Kreatininwerte in einfacher, logarithmischer oder
reziproker Form, eine gute Korrelation zur eigentlichen GFR, bestimmt durch eine

Inulinclearance, besitzen [37,73,74,139,161].



-45-

Der Vergleich der unterschiedlichen Bestimmungsmethoden mit allen beschriebenen
Vor- und Nachteilen und mit dem Wissen um eventuelle Ungenauigkeiten ergibt,
dass die logarithmische Darstellung der Serumkreatininwerte fiir die Ergebnis-
auswertung die zweckmifBigste ist. Es darf jedoch nicht unerwihnt bleiben, dass
diese weniger zahlreich beschriebene, diskutierte und damit auch weniger hiufig
kritisierte Methode nicht zwangsweise die Richtigere ist. Es scheint jedoch wenig
sinnvoll eine ganz offensichtlich ungeeignete Methode, wie die der Bestimmung der
reziproken Kreatininwerte als Grundlage zu nehmen. Fest steht in jedem Falle, dass
alle Methoden welche Bezug auf den Kreatininhaushalt nehmen mit mehr oder
weniger Fehlern behaftet sind. Eine optimale Aussage zur Progressionsbestimmung
ist nur unter Zuhilfenahme der GFR, bestimmt durch eine Clearance moglich. Da
dies im klinischen Alltag hédufig von geringer Bedeutung ist, und nicht zuletzt auch
aus Kostengriinden und im Sinne einer Risiko-Nutzen-Abwédgung fiir den Patienten
darauf verzichtet wird, standen solche Untersuchungsergebnisse unserer
retrospektiven Studie nur in Ausnahmefillen zur Verfiigung. Bei weiterfithrenden
prospektiven Studien sollte dariiber jedoch Klarheit bestehen und die Bestimmung

der GFR als Verlaufsparameter angestrebt werden.

Die Ursachen einer solchen schlechten Ubereinstimmung verschiedener
Untersuchungsmethoden sind aller Wahrscheinlichkeit nach in der hohen Variabilitt
und der vielfiltigen Beeinflussbarkeit des Kreatininstoffwechsels zu suchen. Uber
den Gebrauch des Kreatinins als endogenen Filtrationsmarker wurde erstmals 1926
berichtet [112]. Kreatinin ist ein Stoffwechselprodukt der nicht enzymatischen
Dehydratation des Muskelkreatins, welches primir in der Leber synthetisiert und
aktiv in die Muskelzellen transportiert wird. Diese enthalten 98% des Gesamtkreatins
des Korpers. Das im Stoffwechsel anfallende Kreatinin ist einerseits abhingig von
der Muskelmasse des Individuums, welche wiederum geschlechts- und alters-
abhédngig ist [20,74] sowie andererseits von zahlreichen Faktoren, die mit einer
Reduzierung der Muskelmasse einhergehen. Dies sind z.B. Langzeitkortikoid-
therapie, Hyperthyreose, Muskeldystrophien, Muskelentziindungen sowie weitere
Zustande einer negativen Stickstoffbilanz. Dazu kommt die Tatsache, dass durch die
Nahrung aufgenommene Fleischprodukte ebenso Kreatin enthalten, welches sich am
Stoffwechsel beteiligt, wobei beim Kochen das Kreatin zu Kreatinin umgewandelt

wird. Téaglich werden ca. 2% des Gesamtkreatins in Kreatinin umgewandelt und iiber
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die Nieren ausgeschieden. Bei Patienten mit chronischen Nierenerkrankungen ist
diese Ausscheidung nicht mehr vollstindig gewéhrleistet, und die Ausscheidung von
Kreatinin im Urin ist vermindert [87]. Als Ursache dafiir kann jedoch auch eine
vermehrte extrarenale Elimination, reduzierte Fleischzufuhr oder Muskelmasse
diskutiert werden. Das nicht an Plasmaproteine gebundene Kreatinin wird in den
Glomerula der Nieren filtriert und zusétzlich von den Tubuluszellen sezerniert.
Normalerweise betridgt die tubuldre Sekretion 10-40%. Bei Nierenkranken ist diese
Menge auf etwa 50-60% erhoht, wobei sich grofle interindividuelle Unterschiede
sowohl in der tubuldren Sekretion als auch in der Gesamtausscheidung zeigen. Diese
konnen auch bei einem Individuum im Laufe der Zeit sehr variabel sein [72].
Diesbeziiglich gibt es auch Angaben iiber jahreszeitliche Schwankungen der
Retentionsparameter, so dass eine saisonale Variation der Nierenleistung diskutiert
wird [66]. Ebenso wird unter bestimmten Umstdnden, wie einem verlangsamten
Urinfluss, unkontrolliertem Diabetes mellitus oder bei Herzinsuffizienz eine
Reabsorption von Kreatinin in die Tubuluszellen beschrieben [74]. Die Hemmung
der tubuldren Sekretion durch eine Vielzahl von Medikamenten und die damit
verminderte Ausscheidung, ist einer der bedeutendsten klinischen Aspekte.
Gleichzeitig steigt der Serumkreatininspiegel an, ohne dass jedoch dabei die GFR
verdndert wird. Mitch und Mitarbeiter postulierten, dass aus einer verminderten
Kreatininausscheidung im Urin eine erhohte extrarenale Ausscheidung resultiert.
Dabei soll sowohl das anfallende Kreatinin im Stoffwechsel, als auch die extrarenale
Clearance in allen Phasen des Nierenfunktionsverlustes gleich sein. Bei normaler
Nierenfunktion ist der Serumkreatininspiegel gering und die extrarenale
Ausscheidung praktisch nicht messbar. Bei zunehmender Einschrinkung der Nieren-
funktion nimmt die renale Clearance ab, der Serumspiegel steigt und damit auch die

extrarenale Ausscheidung [87].

Ein weiterer Kritikpunkt der vorliegenden Arbeit ist die niedrige statistische Power
aufgrund geringer Gruppengroflen. Die Patientenzahl der Studie blieb mit 185
Patienten unter der zu Beginn geschitzten Grole der Untersuchungsgruppe von ca.
300 Patienten. Daraus folgt, dass die errechnete notwendige Gruppenstirke von je
134 Patienten pro Gruppe nicht erreicht wurde. Verantwortlich dafiir waren z.T.
erhebliche Probleme bei der Datenerfassung in Bezug auf die Dokumentation in den

vorliegenden Krankenunterlagen, die Unterstiitzung seitens der Hausidrzte und die
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Erreichbarkeit der Patienten. Die Studienpopulationen anderer Untersucher waren
zum Teil deutlich geringer, wobei hier stellenweise Ergebnisse beschrieben wurden,
welche gut mit unseren iibereinstimmten [46,85,131]. Im Kontrast dazu gibt es eine
Vielzahl von Studien mit dhnlich groen oder geringeren Fallzahlen, in welchen zum
Teil signifikante Zusammenhinge zwischen den Hiufigkeitsverteilungen der
Genotypen des RAS und verschiedenen Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems,
des Stoffwechsels und der Nierenfunktion beschrieben wurden [106,110,157,
160,167,173]. Ebenfalls gegensitzliche Aussagen zu unseren Ergebnissen wurden in
groBen Meta-Analysen getroffen [43,86,145]. Daraus schlussfolgernd wire also
denkbar, dass sich bei einer grofleren als der vorliegenden Studienpopulation von
185 Patienten weitere signifgikante Ergebnisse herauskristallisieren wiirden.
Moglicherweise konnten aber auch aktuelle Aussagen iiber statistisch signifikante
Verteilungsunterschiede von Genotypen zwischen Patienten mit langsamer und
rascher Progredienz der Nierenerkrankung nicht mehr getroffen werden, falls diese
aus einer zufilligen Haufung heraus entstanden sind. Folglich bleibt ein gewisses
Powerproblem der Studie bestehen und fiir weiterfilhrende zukiinftige
Untersuchungen ist zu empfehlen eine groBere Studienpopulation anzustreben, um

eventuell verborgene Ergebnisse und Zusammenhénge darstellen zu kénnen.

Es soll noch auf ein weiteres Problem eingegangen werden, den Wert von
genetischen Assoziationsstudien. Wie bereits in der Einleitung erwéhnt startete 1990
das Humangenomprojekt, dessen Ziel es war, das gesamte Erbgut des Menschen zu
entziffern und die exakte Abfolge der Basenpaare zu bestimmen. Die Analyse der
genomischen Sequenzdaten zwischen verschiedenen Spendern hat ergeben, dass
circa alle tausend Basenpaare ein Nucleotidaustausch oder Polymorphismus
vorkommt. Diese polymorphen Positionen werden auch als Single Nucleotide
Polymorphism oder SNP bezeichnet. Das bedeutet, dass menschliche Individuen sich
untereinander in circa drei Millionen SNP unterscheiden. Von diesen Unterschieden
sind wahrscheinlich nur circa 150.000 bis 300.000 SNPs von direkter Bedeutung, da
sie sich im codierenden Teil der menschlichen Gene beziehungsweise in Steuer-
elementen fiir die Genexpression befinden [119]. Sie definieren damit die genetische
Individualitit des Menschen. Alle seine genetischen Préadispositionen fiir monogene
und komplexe Erkrankungen sind in diesem SNP-Profil vorgegeben. Es konnten nun

diese genetischen Préddispositionen zwischen beliebigen Individuen experimentell
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erfat werden, und man konnte in Zukunft derartige Profilbestimmungen bei
bestimmten Patienten mit komplexen Erkrankungen einsetzten, um prognostische
Aussagen iiber die Verlaufsform der Erkrankung zu gewinnen. Eine solche komplexe
Erkrankung ist auch die chronische Niereninsuffizienz. Hier spielen sicherlich nicht
nur eine Vielzahl klinischer Parameter eine wesentliche Rolle beziiglich der
Progredienz der Erkrankung, sondern ebenfalls auch die hier beschriebenen
genetischen Faktoren bzw. eine Kombination aus beiden. In genau definierten
klinischen Studien miissten iiber einen lingeren Zeitraum alle relevanten Daten der
Erkrankung und der Patienten erfasst und mit einem SNP-Profil assoziiert werden,
um Aussagen iiber die Prognose in Abhingigkeit der eingesetzten Therapie ableiten
zu konnen [2]. Demnach leisten die hier vorliegenden genetischen Untersuchungen,
aber auch die Vielzahl von genetischen Vergleichsstudien zu den Genpoly-
morphismen des RAS einen nicht unerheblichen Beitrag zur Entschliisselung des
genetischen Bauplanes des Menschen und der Identifikation der individuellen
genetischen Prédispositionen hinsichtlich monogener und komplexer Erkrankungen.
Die Ursachenforschung auf DNA- und Proteinebene wird insbesondere in den
nédchsten Jahren und Jahrzehnten immer stirkere Bedeutung hinsichtlich Diagnostik
und Therapie komplexer Erkrankungen erlangen. Diesbeziiglich scheint es iiberaus
sinnvoll weiterfilhrende Studien auch zum Thema der Progression chronischer
Nierenerkrankungen durchzufiihren, was zum Teil mit den Daten der vorliegenden

Arbeit bereits erfolgte.
5.3 Haufigkeitsverteilung der Genotypen

Die Genotyp- und Allelhdufigkeiten in der untersuchten Patientenpopulation zeigen
im Vergleich mit grofen Meta-Analysen bzw. mit den ermittelten Durchschnitts-
werten aus kleineren Studien eine gute bis sehr gute Ubereinstimmung fiir die ACE-
I/D-, AGT-T174M- und AT;R-A1166C-Genpolymorphismen. Fiir das ACE-Gen
wurde gezeigt, dass die Privalenz der Allele deutlich abhéngig ist von der ethnischen
Herkunft der Patienten [71]. So wurde das D-Allel bei Kaukasiern in 56% der Fille
beobachtet, in der schwarzen Bevolkerung waren es dagegen 60% und bei Asiaten
39% [145]. In unserer Untersuchung lag das D-Allel bei ausschlieBlich
mitteleuropdischen Patienten in einer Hiufigkeit von 57,3 % vor und entspricht

damit weitgehend den Werten europidischer bzw. amerikanischer Vergleichsstudien.
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Eine #hnlich gute Ubereinstimmung fand sich beim AGT-T174M-
Genpolymorphismus, wo bei den untersuchten Patienten das M-Allel in einer
Haufigkeit von 12,4% vorlag. In den Studienpopulationen anderer Untersucher trat
das M-Allel durchschnittlich in ca. 11% auf [17,47,83,151]. Gleiches war fiir den
AT R-A1166C-Genpolymorphismus festzustellen, bei welchem das A-Allel im
Mittel verschiedener anderer Studien in ca. 72% beobachtet wurde [9,11,53,83,
108,151]. Dies war nahezu identisch mit der Privalenz des A-Allels von 71,9% in
der hier zugrundegelegten Patientenpopulation. Im Vergleich von Studien an
Kaukasiern zu einer japanischen Studie von Yoshida und Mitarbeitern, in welcher
die Haufigkeit fiir dieses Allel mit 92% beschrieben wurde, gab es auffallend grofe
Unterschiede [170]. Diese waren auch beim AGT-M235T-Genpolymorphismus
hinsichtlich der Privalenz des T-Allels zwischen asiatischen Patientengruppen
einerseits und europdischen bzw. amerikanischen Populationen andererseits
vorhanden. Wihrend das AGT-235T-Allel bei Asiaten mit einer Privalenz von ca.
75% auftrat [102,170], kam es bei den Studien an Patienten kaukasischer Herkunft
mit einer Prdvalenz von nur ca. 40% vor [19,17,24,83,134,165,151]. In der
vorliegenden Studie lag die Pridvalenz des AGT-235T-Allels bei 34,5% und
entspricht somit weitgehend den in den europidischen bzw. amerikanischen Studien
gefundenen Werten. Beim Vergleich verschiedener Studien iiber ethnische Grenzen
hinweg miissen die unterschiedlichen Privalenzen der untersuchten Allele in der

Normalbevolkerung beriicksichtigt werden.
5.4  Progression der Niereninsuffizienz

Beziiglich des Hauptkriteriums dieser Arbeit, der Genotypverteilung der Gen-
polymorphismen des RAS in Gruppen unterschiedlicher Progredienz einer
vorhandenen chronischen Niereninsuffizienz mit unterschiedlicher Genese, konnten
zwischen den Patientengruppen keine statistisch signifikanten Verteilungs-
unterschiede festgestellt werden. Die untersuchten Genpolymorphismen des RAS
sind somit nicht als Marker fiir die Progredienz chronischer Nierenerkrankungen
geeignet. Zum gleichen Ergebnis kamen auch verschiedene andere Studien [46,128].
Sie stehen damit im Gegensatz zu weiteren Verdffentlichungen, die einen Einfluss
zumindest fiir den ACE-I/D-Genpolymorphismus auf die Progression der

Erkrankung beschreiben. So konnten McLaughlin und Mitarbeiter sowie Harden und
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Mitarbeiter, bei wesentlich groBeren Studienpopulationen von 822 bzw. 347
Patienten mit unterschiedlichen renalen Erkrankungen, eine Assoziation zwischen
dem ACE-I/D-Genpolymorphismus und der Progredienz der Niereninsuffizienz
nachweisen. Homozygote Tréiger des D-Allels hatten im Vergleich zu homozygoten
Tragern des I-Allels eine signifikant raschere Progression [41,43,86,145]. Dies
konnte einerseits daran liegen, dass die Aussagekraft unserer Studie aufgrund der
Gesamtzahl von 185 Patienten nicht groB3 genug war. Andererseits besteht eine
deutliche Diskrepanz hinsichtlich der prozentualen Verteilung der Grund-
erkrankungen zwischen den hier vorliegenden Ergebnissen und den Ergebnissen
anderer Vergleichsstudien. Beispielsweise wiesen in der Studie von Harden und Mit-
arbeiter 33% der Patienten eine polyzystische Nierenerkrankung auf, in der hier
vorliegenden Studie waren es dagegen nur 11,9%. Wenn folglich sowohl die
Grunderkrankung selbst den Verlauf des Nierenfunktionsverlustes beeinflusst, als
auch die untersuchten Genotypen einen Einfluss auf die verschiedenen Grund-
erkrankungen haben, konnten grofere Verteilungsunterschiede in den Patienten-

populationen entsprechende Auswirkungen auf die Ergebnisse haben.

Andere Untersucher beschiftigten sich ausschlieBlich mit der Progression eines
einzelnen nephrologischen Krankheitsbildes. So untersuchten Yoshida und
Mitarbeiter den Verlauf der Nierenerkrankung beim Diabetes mellitus Typ II und
Vleming mit seinen Mitarbeiten beim Typ I-Diabetes. Sie kamen zu dem Resultat,
dass der DD-Genotyp des ACE-Gens einen Risikofaktor fiir die Progredienz der
Erkrankung darstellt [160,170]. Bei den Untersuchungsgruppen beider Teams
handelte es sich allerdings um relativ geringe Gruppenstirken von 72 bzw. 79
Patienten, welche einer Vergleichsgruppe mit stabiler Nierenfunktion gegeniiber-
gestellt, und nicht wie in unserem Fall in Gruppen langsamer und rascher
Progression unterteilt wurden. Weiterhin ist auch hier die niedrige Haufigkeit des D-
Allels von 37,5% in der japanischen gegeniiber 57,3% in unserer Studiengruppe zu
beriicksichtigen. Bei Patienten mit rasch verlaufender diabetischer Nierenschidigung
wurde in der vorliegenden Studie das D-Allel in 58,8% der Fille beobachtet. Diese
Allelverteilung stellt somit keinen statistisch signifikanten Unterschied im Vergleich
mit der Haufigkeitsverteilung des D-Alles in der Gesamtpopulation (57,3%) dar.

Auch fiir das Krankheitsbild der IgA-Nephropathie gibt es eine Reihe von Studien,
welche unterschiedliche Schlussfolgerungen zulassen. So soll der ACE-DD-Genotyp



-51-

zwar keinen FEinfuss auf das Auftreten dieser Erkrankung, wohl aber auf deren
Progredienz haben [44,53,146,171,167]. Der Verlauf der Erkrankung wurde in der
Mehrzahl der Studien anhand der Serumkreatininwerte bestimmt, nur Yoshida
benutzte die regelmiBige Messung der Kreatininclearance. Andere Studien, welchen
ebenfalls Clearancebestimmungen zugrunde lagen, konnten dies jedoch nicht
bestdtigen [101,108,147]. Zum Verlauf der IgA-Nephropathie ldsst sich im
Zusammenhang mit dem AGT-M235T-Genpolymorphismus weiterhin sagen, dass
nur ein Zusammentreffen des MM-Genotyps mit dem ACE-DD-Genotyp einen
Einfluss zu haben scheint [108]. Wir konnen zu dieser speziellen glomeruldren
Erkrankung keine Aussagen machen, da in Ermangelung einer routinemiBigen
Nierenbiopsie nur die Gesamtheit der Glomerulonephritiden erfasst wurde. Die
Haufigkeiten der ACE-Genpolymorphismen entsprechen bei den Patienten mit
Glomerulonephritiden in den Gruppen unterschiedlicher Progredienz der
Gesamtverteilung. Fiir einen direkten Zusammenhang zwischen den AGT-M235T-
Genpolymorphismus und der Progression der IgA- bzw. diabetischen Nephropathie
bei Typ I Diabetikern gibt es bisher keinen Nachweis [53,170]. Weiterhin gelang es
bisher nicht, einen Einfluss der Genvarianten des AGT-T174M- und des AT R-
Polymorphismus auf den Verlauf chronischer Nierenerkrankungen nachzuweisen
[41,170,108]. Auch wir konnen mit dieser Studie diesen Nachweis nicht erbringen.
Es bestehen keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen Gruppen mit
unterschiedlicher Progredienz der Nierenerkrankung hinsichtlich der untersuchten
Polymorphismen des AGT-T174M-Gens und des AT;R-Gens, wobei auch die
Kombination aus zwei verschiedenen Genvarianten gepriift wurde. Diesbeziiglich sei
erwihnt, dass aufgrund der resultierenden niedrigen Gruppenstirke, auf eine Analyse
der Kombination von zwei oder mehr Genpolymorphismen in Gruppen gleicher
Nierenerkrankungen, verzichtet wurde. Es sollte jedoch nicht unerwihnt bleiben,
dass ein Zusammenspiel dieser Genvarianten stattfindet oder auch nicht, ohne dass

wir darauf Einfluss haben.

5.5 Klinische Daten

Eine Vielzahl von Untersuchern befassten sich damit, festzustellen, ob die Genpoly-
morphismen des RAS mit dem Auftreten verschiedener vaskuldrer Erkrankungen

bzw. deren Ursachen und Folgen assoziiert sind. Insbesondere im Hinblick auf die
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essentielle Hypertonie wurde untersucht, ob genetische Faktoren einen ursichlichen
Beitrag zur Pathogenese der Erkrankung leisten, was mit unterschiedlichem Erfolg
gelang. So scheint der AGT-M235T-Genpolymorphismus mit dem gehiduften
Auftreten einer arteriellen Hypertonie assoziiert zu sein, wobei sich insbesondere
signifikante Zusammenhénge zwischen dem Auftreten der Hypertonie vor dem 50.
Lebensjahr bzw. einer familidren Belastung herausstellten [47,133,144]. Andere
Studien konnten dies jedoch nicht bestitigten [17,19,24,85,115]. Des weiteren
scheint es einen Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein des AGT-M235T-
Genpolymorphismus und dem Auftreten einer Praeklampsie zu geben [165]. Auch
das C-Allel des AT;R-Gens pridisponiert fiir die Entwicklung eines arteriellen
Bluthochdrucks [11]. Das D-Allel des ACE-Gens wurde zwar fir die
Wandverdickung der Karotiden [52] sowie fiir eine zunehmende Aortenrigiditét bei
hypertensiven Patienten verantwortlich gemacht [9], doch es misslang bisher die
essentielle Hypertonie auf eine genetische Disposition dieses Gens zuriickzufiihren
[40,45,49,80,115,145]. Einige Arbeitsgruppen konnten allerdings auch positive
Zusammenhinge darstellen. So war dies einmal eine erhohte Privalenz des I-Allels
bei 80 hypertensiven Patienten mit positiver Familienanamnese [173], zum anderen
eine signifikante Hiufung des D-Allels beim Auftreten einer Hypertonie bei
Patienten mit Diabetes mellitus [110], wobei hier die untersuchte Gruppe mit 10
Patienten sehr klein war. Bei den Patienten der vorliegenden Arbeit konnte kein
Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein einer Hypertonie und den
verschiedenen Genpolymorphismen festgestellt werden, wobei kritisch zu bemerken
ist, dass in unserer Studie nur die anamnestischen Angaben bzw. eine stattgefundene

antihypertensive Therapie dem Erfassen zugrunde lagen.

Ahnliches gilt fiir das Vorliegen einer Erkrankung des kardio- und zerebrovaskuliren
Systems, was in 25,4% der Patienten der Fall war. Hier wurden verschiedene Leiden,
wie ein stattgefundener Herzinfarkt oder Schlaganfall, eine koronare Herzerkrankung
oder eine arterielle Verschlusskrankheit in nur einer Gruppe zusammengefasst, so
dass keine Aussagen zu den Einzelerkrankungen moglich waren. In zahlreichen
klinischen Studien wurden dazu verschiedene Zusammenhinge beschrieben. So
scheint der ACE-DD-Genotyp mit einem hoheren Risiko fiir einen Herzinfarkt
[14,78,126,145,152], fiir das Vorkommen der dilatativen [111] und hypertrophen

Kardiomyopathie sowie den plétzlichen Herztod einher zugehen [81]. In Studien zur
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koronaren Herzkrankheit wurden fiir diesen Genotyp unterschiedliche Ergebnisse
beschrieben. Die Mehrheit der Studien weist darauf hin, dass Triger des D-Allels ein
hoheres Risiko besitzen, als diejenigen mit einem I-Allel [145]. Andere Untersucher
kamen allerdings nicht zu diesem Ergebnis [55,78,110,131]. Der DD-Genotyp
scheint ebenfalls Einfluss auf die linksventrikuldre Hypertrophie des Herzens zu
haben [48,104,136]. Studien zu zerebrovaskuldren Erkrankungen, wie z.B. einem
abgelaufenen Schlaganfall, zeigen ein massiv erhohtes Risiko fiir den DD- im
Vergleich zum II-Genotyp [145]. In der Auswertung der Ergebnisse unserer
Patientengruppe hinsichtlich dieser Erkrankungsformen konnten weder fiir die ACE-
Genotypen (p=0,368), noch fiir die anderen Genpolymorphismen des RAS
signifikante Zusammenhinge aufgezeigt werden. Dies konnte wie schon erwihnt
daran liegen, dass die anamnestisch erhobenen Daten unterschiedlicher
Erkrankungen des Herzkreislaufsystems in nur einer Gruppe zusammengefasst
wurden. Dadurch sind moglicherweise wertvolle Informationen verloren gegangen,
doch das Unterteilen in Gruppen unterschiedlicher Begleiterkrankungen hitte sehr

geringe Gruppenstdrken ergeben und war nicht vorrangiges Ziel der Arbeit.

Eine Anzahl von Untersuchungen beschiftigte sich nicht mit dem Einfluss der
Genotypen des RAS auf die Progredienz chronischer Nierenerkrankungen, sondern
auf deren Auftreten iiberhaupt, wobei die Resultate oft kontrovers waren. So konnte
der ACE-I/D-Genpolymorphismus nicht als Risikofaktor fiir das Vorhandensein
einer terminalen Niereninsuffizienz unterschiedlicher Genese nachgewiesen werden
[6,95,131]. Dies bestétigt unsere Ergebnisse, wobei die Anzahl der Probanden zum
Teil deutlich geringer war als in der vorliegenden Arbeit. Bei Schmid und
Mitarbeitern [131] ist weiterhin auffillig, dass die prozentuale Verteilung der
zugrundeliegenden Grunderkrankungen deutlich unterschiedlich im Vergleich zu
unserer Arbeit ist. Die glomeruldren Erkrankungen sind mit 23,6% in dieser Studie
[131] wesentlich seltener, dafiir ist die diabetische Nierenschadigung mit 34,9%
doppelt hiufig wie in der vorliegenden Studie (siche Tab. 7). In der Arbeit von
Aucella und Mitarbeitern [6] zeigt sich bei einer wesentlich groBeren Studien-
population von 341 Patienten ein deutlicher Unterschied in der Haufigkeitsverteilung
der ACE-Genotypen im Vergleich zu unseren Ergebnissen. Hier kommt der DD- und
der ID-Genotyp in je 44% und der II-Genotyp in 12% der Fille vor, wobei die
Vergleichsgruppe eine #hnliche Verteilung aufweist. Fiir die Gruppe der IgA-
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Nephropathie kann in einer Anzahl von Studien kein Zusammenhang zwischen dem
Vorkommen der Erkrankung und dem ACE-I/D-Genpolymorphismus gefunden
werden [44,134,146,167]. Im Bezug auf die Inzidenz des Krankheitsbildes der
polyzystischen Nierenerkrankung zeigten andere Arbeitsgruppen im Hinblick auf
den I/D-Genpolymorphismus des ACE-Gens unterschiedliche Resultate
[46,155,156]. Im Einklang mit unseren Ergebnissen steht die Studie von Hashimoto
und Mitarbeitern, welche ebenfalls eine signifikante Hiufung des D-Allels bei dieser
Erkrankung beschreibt [46]. In der Arbeit von van Dijk und Mitarbeitern konnte bei
einer relativ kleinen Patientengruppe von 70 Patienten ebenfalls kein signifikanter
Zusammenhang zwischen den ACE-Genotypen und der Progression dieser
Erkrankung gefunden werden. Eine Haufung des D-Allels bei Patienten mit
polyzystischen Nierenerkrankungen wird hier jedoch nicht beschrieben. Im Rahmen
mehrerer Studien wurde ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem DD-
Genotyp bzw. dem D-Allel des ACE-I/D-Genpolymorphismus und dem Auftreten
einer diabetischen  Nierenschiddigung bei  Diabetes mellitus Typ 1I
[23,28,34,55,90,170,102] und Diabetes mellitus Typ I [7,25,34,82,83] beschrieben.
Wir konnen mit den vorliegenden Ergebnissen diesen Zusammenhang nicht
bestdtigen. Von den 30 Patienten mit diabetischer Nierenschiddigung zeigten 43,3%
den ACE- DD- Genotyp. Bei den iibrigen Erkrankten konnte dieser in 31% der Fille
nachgewiesen werden, doch waren diese Unterschiede nicht statistisch signifikant
(p=0,412). Andere Studien fanden ebenfalls keinen solchen Zusammenhang
[19,39,150,166]. Auch fiir das Auftreten der diabetische Retinopathie, welche
ebenfalls auf einer mikrovaskuldren Schiadigung bei Diabetes mellitus beruht, wurde
gepriift, ob diese mit dem ACE-I/D-Genpolymorphismus assoziiert ist. Die
Ergebnisse hinsichtlich dieser Erkrankung waren eindeutig und ergaben keinen

statistisch signifikanten Zusammenhang [23,28,34,82,150].

GleichermaBen wurde untersucht ob es eine Assoziation zwischen dem Auftreten
einer diabetischen Nierenschiddigung und den Genpolymorphismen des Angio-
tensinogens gibt. Zumindest fiir den AGT-M235T-Genpolymorphismus scheint es
eine signifikante Interaktion mit dem ACE-I/D-Genpolymorphismus, in Bezug auf
das Auftreten einer diabetischen Nierenschdadigung bei Typ I Diabetes mellitus, zu
geben [83]. Weiterhin wurde iiberpriift, ob es eine Assoziation zwischen dem

Vorhandensein erhohter Blutdruckwerte bei Patienten mit diabetischer Nephropathie
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und den Genpolymorphismen des AGT gibt. Insbesondere fiir den Genotyp TT des
AGT-M235T-Genpolymorphismus wurden signifikante FErgebnisse beschrieben
[151]. Direkte Vergleiche zwischen dem Auftreten einer Nierenschidigung und den
AGT-M235T- und T174M-Genpolymorphismen ergaben sowohl fiir den Diabetes
mellitus Typ I [83,115,151] als auch den Typ II Diabetes keine signifikanten
Zusammenhidnge [28,102,115,170]. Auch wir finden fiir die diabetische
Nephropathie keine Abhédngigkeit vom Angiotensinogen-Genotyp. Ob der A1166C-
Genpolymorphismus des AT;R-Gens mit dem Auftreten einer diabetischen
Nierenschddigung assoziiert ist, konnte bislang nicht bewiesen werden [83,170].
Auch in der vorliegenden Studie konnte keine Assoziation zwischen dem Auftreten

dieser Erkrankung und den AT ;R-Genotypen festgestellt werden.

Bei den Assoziationen zwischen Genpolymorphismen des RAS und dem Auftreten
verschiedener nephrologischer Krankheitsbilder ist zu beachten, dass in der
vorliegenden Studie eine Patientengruppe mit uneingeschriankter Nierenfunktion
fehlt. Es war auch nicht Ziel der Arbeit eine solche Vergleichsgruppe zu bilden,
sondern eine Gruppe mit langsamer Progression der Erkrankung einer anderen
Gruppe mit raschem Nierenfunktionsverlust gegeniiber zu stellen. Bei Vergleichen
mit anderen Studien zu diesen Genotypen ist dies von Bedeutung, da bei ihnen
meistens Patienten mit und ohne Nierenfunktionsverlust miteinander verglichen
wurden, wihrend die Vergleichsgruppe in unserer Arbeit aus Patienten mit Nieren-
insuffizienz einer anderen Genese als der gerade untersuchten bestand. Zwar
korrelierte die Gesamtverteilung der verschiedenen Genotypen in der von uns
untersuchten Patientengruppe gut mit der Héaufigkeitsverteilung in der Normal-
population, doch konnten durch die Tatsache, dass immer nierenkranke Patienten
miteinander verglichen wurden, geringe Unterschiede in der Verteilung verloren
gegangen sein. Es ist moglich, dass dadurch signifikante Zusammenhénge verborgen

bleiben.

Bei der Auswertung der klinischen Daten sind noch weitere signifikante
Auffilligkeiten zu verzeichnen. Es zeigte sich beispielsweise das Patienten mit dem
ACE-DD-Genotyp mit durchschnittlich 54,6 Jahren deutlich jiinger waren als
Patienten mit dem ID-Genotyp des ACE-Gens, welche ein durchschnittliches Alter
von 60,4 Jahren hatten. Dieser Unterschied war statistisch signifikant (p<0,05). Auch
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in den Studien von Yoshida et al. und van Essen et al. zeigten sich solche Tendenzen,
ohne allerdings signifikant zu sein [157,170]. Eine Reihe von anderen Arbeiten
konnten diesen Zusammenhang nicht nachweisen [28,52,55,83,167], so dass es
fraglich bleibt ob hier ein Zusammenhang besteht, oder ob es sich nur um eine

zufillige Konstellation handelt.

Ebenso zeigte sich beim Vergleich der Serumkreatininkonzentrationen vor Dialyse-
eingliederung, dass Patienten mit dem ACE-II-Genotyp hohere Werte aufwiesen als
Patienten mit dem ACE-ID-Genotyp (p=0,05). Dies findet seine Bestitigung in der
Arbeit von Harden und Mitarbeitern (p=0,06) [44]. In anderen Studien zeigten sich
beziiglich der Serumkreatininwerte keine Verteilungsunterschiede in den Gruppen
unterschiedlicher Genotypen des ACE-Gens [55], bzw. es fanden sich umgekehrte
Verhiltnisse [83,170]. Nicht zuletzt auch aufgrund der Tatsache, dass es sich bei
zwei der gegenteiligen Vergleichsstudien um wesentlich groBere Patienten-
populationen handelt, konnen hier keine eindeutigen Schlussfolgerungen gezogen
werden. Im Vergleich unserer Ergebnisse mit der Literatur weist die Hohe der
Serumkreatininkonzentrationen in Patientengruppen unterschiedlicher Genotypen
auch fiir den AGT-M235T-Genpolymorphismus Differenzen auf. In der vorliegenden
Arbeit finden sich deutliche Unterschiede dahingehend, dass Patienten mit dem MM-
Genotyp vor Dialysebehandlung hohere Kreatininwerte aufwiesen als solche mit dem
TM-Genotyp (p=0,053). In einer Arbeit von Marre und Mitarbeitern zeigte sich das
Gegenteil [83]. Ursachen fiir diese Unterschiede konnten in den sehr groen Spann-
weiten der Werte wihrend der Krankheitsverldufe liegen. Bei Mittelwertvergleichen
kann es zu betrichtlichen Schwankungen kommen, so dass unsere Uberlegungen
dahin gingen, nur Werte zu vergleichen, die einem definierten klinischen Zustand
entsprechen (der letzte Wert vor Dialyseeingliederung). Dieser zeigte beispielsweise
auch beim AGT-T174M-Genpolymorphismus signifikante Unterschiede zwischen
Patientengruppen verschiedener Genotypen (p=0,006). In anderen Arbeiten fanden
sich diesbeziiglich keine vergleichbaren Angaben. Fiir die erstmalig aufgefallene
pathologische Kreatininkonzentration bei Patienten mit dem Genotyp TM ergaben
sich beim Vergleich der Patientengruppen hinsichtlich des AGT-T174M-Genpoly-
morphismus signifikant hohe Werte (p=0,024). Dieses Ergebnis muss jedoch mit
Vorsicht beurteilt werden, da der Zeitpunkt des dokumentierten Uberschreitens einer

pathologischen Kreatininkonzentration in der Routinediagnostik vielen zusitzlichen
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Faktoren unterliegt. Es konnte jedoch vermutet werden, dass sich Patienten mit dem
Genotyp TM trotz fortgeschrittener Niereninsuffizienz subjektiv wohl fiihlten, und

deswegen erst relativ spit den Arzt aufsuchten.

Fiir den BMI bleibt noch zu erwihnen, dass dieser eine mogliche Abhédngigkeit vom
AT R-Genpolymorphismus aufweist. Unsere Daten ergeben zumindest fiir den BMI
bei Patienten des Genotyps AC wesentlich niedrigere Werte als bei Patienten der
Genotypen AA und CC (p=0,042). Auch Bonnardeaux und Mitarbeiter kamen zu
dieser Schlussfolgerung [11]. In einer weiteren Patientenpopulation wurden keine
signifikanten Unterschiede beziiglich der Hohe des BMI bei Patienten
unterschiedlicher Genotypen des AT;R-Gens nachgewiesen. Hierbei handelte es sich
allerdings nicht um niereninsuffiziente Patienten, sondern um Patienten mit

arterieller Hypertonie [9].

Eine Therapie mit ACE-Hemmern ist aus der Behandlung der chronischen Nieren-
insuffizienz heute nicht mehr wegzudenken. Dies liegt einerseits an den sehr guten
blutdrucksenkenden Eigenschaften, aber auch an der erwiesenen renoprotektiven und
antiproteinurischen Wirkung. In Bezug auf den Krankheitsverlauf unter einer
Therapie mit ACE-Hemmern und B-Blockern finden sich jedoch Unterschiede
zwischen Patienten mit verschiedenen Genotypen des ACE-I/D-Gen-
polymorphismus. So scheint eine hohere Resistenz des DD-Genotyps gegen eine
Therapie mit ACE-Hemmern sowohl bei der nicht diabetisch bedingten
Einschrinkung der Nierenfunktion [157] als auch bei Diabetikern [106,169,168] und
der IgA- Nephropathie [171] vorzuliegen. Van Essen und Mitarbeiter berichteten
beziiglich des ACE-I/D-Genpolymorphismus iiber eine signifikante Abnahme der
GFR fiir den Genotyp DD unter einer Therapie mit Enalapril oder Atenolol in den
Patientengruppen unterschiedlicher Genotypen [157]. AuBerdem ist der anti-
proteinurische Effekt bei vergleichbaren Blutdruckwerten deutlich geringer bei
Vorhandensein des Genotyps DD als bei Patienten mit den Genotypen ID und II.
Auch bei Yoshida et al. [168,169] und Parving et al. [106] zeigten die Ergebnisse
beziiglich der Proteinurie und den Anderungen der glomeruliren Filtrationsrate
deutliche Unterschiede zwischen Gruppen unterschiedlicher ACE-Genotypen.
Allerdings lagen hier den Untersuchungen nur relativ kleine Patientengruppen

zugrunde. Anhand der vorliegenden Arbeit konnen wir keine Aussagen zu einer
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moglichen Therapieresistenz gegeniiber ACE-Hemmern machen. Es lassen sich
allerdings die 70 mit einem ACE-Hemmer behandelten Patienten in Gruppen
unterschiedlicher ~ Progression  der  Erkrankung  unterteilen und  die
Hiufigkeitsverteilung der ACE-Genotypen bestimmen. Hier wiesen von 27 Patienten
mit dem DD-Genotyp 13 einen langsamen und 14 einen raschen Verlauf der
Erkrankung auf. Es wire jedoch sicherlich fehlerhaft daraus Schlussfolgerungen iiber
einen moglichen Einfluss der verschiedenen Genotypen auf die Therapie mit ACE-
Hemmern zu ziehen. Zum einen kamen in dieser Arbeit verschiedene Priparate zur
Anwendung, welche hier nicht unterteilt wurden. Zum anderen wurde die Dosis und
die resultierende Hohe des Blutdrucks nicht mit beriicksichtigt. Uber das Verhalten
der Proteinurie unter einer Therapie mit ACE-Hemmern konnen wir keine Aussagen

machen.

Rigat und Mitarbeiter beschreiben einen Zusammenhang zwischen der Hohe der
individuell sehr unterschiedlichen ACE-Serumspiegel im Blut und dem I/D-
Genpolymorphismus des ACE-Gens, welcher im Vergleich mit anderen Arbeiten
bestitigt werden konnte [45,49,82,102,150]. AuBerdem soll eine erhohte ACE-
Aktivitdt mit dem vermehrten Auftreten einer Nierenerkrankung assoziiert sein
[54,148]. Ziel dieser Arbeit war nicht die Bestimmung der ACE-Aktivitit oder der

ACE-Spiegel, so dass zu diesen Zusammenhédngen keine Ergebnisse vorliegen.
5.6 Ausblick

Als Konsequenz der zahlreichen, die Progression chronischer Nierenerkrankungen
beeinflussenden Faktoren, ergeben sich wichtige Hinweise auf eine adiquate
Therapie. Demnach ist neben der entsprechenden Therapie der Grunderkrankung
eine gute Einstellung von Blutdruck, Zucker- und Fettstoffwechsel, sowie eine
proteinarme Diit essentiell um die Progredienz einzuschrinken. Es gilt heute als
erwiesen, dass ACE-Hemmer sowohl bei der diabetischen, als auch der nicht
diabetischen Nierenschiddigung, einen deutlich positiveren Einfluss auf den Verlust
der Nierenfunktion haben als andere Antihypertensiva [36,60]. Ob dies auch fiir die
neue Stoffgruppe der Angiotensin II-Rezeptor-Antagonisten gilt, ist noch nicht
endgiiltig gekldrt [79]. Sie haben nachweislich vergleichbare blutdrucksenkende

Effekte und zeigen nicht nur im Tiermodell positivere Einfliisse auf den Verlust der



-59-

Nierenfunktion als ACE-Hemmer oder Calcium-Antagonisten [99,123]. Zusitzlich
schiitzende Auswirkungen auf den Nierenfunktionsverlust durch Verbesserung des
Lipidstoffwechsels und der immunmodulatorischen Ereignisse, zeigt die Gabe von
mehrfach ungesittigten Fettsduren [16]. Auch eine Erythropoietin-Therapie bei
vorhandener Andmie wirkt sich positiv auf den Verlauf aus [68]. In neuester Zeit
wurden Untersuchungen zum, aus dem Tryptophanabbau stammenden, Indoxylsulfat
veroffentlicht, dessen Serum- und Urinspiegel Assoziationen zur Progression von
Nierenerkrankungen zeigen [97]. Eine entsprechende orale Therapie, welche den
Indoxylsulfat-Spiegel senkt, hat somit ebenfalls Einfluss auf die Progredienz
[98,105]. In Tierversuchen werden ebenfalls verschiedene Therapien erforscht. So
scheint die Gabe von Wachstumsfaktoren wie z.B. IGF-I die Autoregulation des
renalen Plasmaflusses bei Niereninsuffizienz und damit die Progredienz zu
beeinflussen [76]. Fiir hepatozelluldre Wachstumsfaktoren wurde nachgewiesen, dass
sie durch Hemmung anderer Faktoren, das Ausmal} der renalen Fibrose vermindern

konnen [91].

Aktuell und in naher Zukunft wird nicht nur diese Vielzahl klinischer Faktoren
Gegenstand der Forschung sein, sondern es werden immer haufiger auch genetische
Assoziationsstudien in den Mittelpunkt der Diskussion um individuelle Unterschiede
in Therapie und Verlauf monogener und komplexer Erkrankungen riicken. Wie
bereits erwdhnt, wurden auch die Daten der vorliegenden Arbeit weiteren
Untersuchungen beziiglich der Progression chronischer Nierenerkrankungen in
Assoziation zu verschiedenen Genpolymorphismen zur Verfiigung gestellt. Hierzu
wurden Studien zur Rolle der endothelialen Stickoxid-Synthetase (eNOS) sowie zum
Homocystein-Stoffwechsel begonnen, wobei gepriift werden soll ob ein jeweiliger
Genpolymorphismus mit der Progression der chronischen Nierenerkrankung
assoziiert ist. In einigen Studien sind hierzu bereits unterschiedliche Aussagen
beschrieben, so dass eine weitere Kldrung dieses Zusammenhangs empfohlen ist
[35,94,96,165]. Weitere Untersuchungen zu verschiedenen Genpolymorphismen
beziiglich eines Einflusses auf die Progredienz der chronischen Niereninsuffizienz
sind Gegenstand der aktuellen Forschung, wobei auch hier bereits erste Zusammen-

hinge dargestellt werden konnten [50,64,100].
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Es muss an dieser Stelle jedoch auch auf die méglichen Folgen und Probleme der
Analyse des menschlichen Genoms hingewiesen werden. In naher Zukunft werden
die betrichtlichen ethischen, sozialen, rechtlichen und politischen Auswirkungen
diskutiert und eine Vielzahl aktuell noch offener Fragen beantwortet werden miissen.
Wie wird beispielsweise erreicht werden, dass individuelle genetische Informationen,
das heif3t Wissen um Mutationen und genetische Pridispositionen, nur auf Wunsch
des Individuums erhoben und nur in seinem Interesse fiir medizinische Diagnostik
und Therapie eingesetzt werden? Weiterhin sollte geklédrt werden wie dauerhaft und
zuverldssig verhindert werden kann, dass genetische Daten eines Individuums und
einer ethnischen Gruppe ohne deren Zustimmung durch Versicherungen, Arbeitgeber
und Staat fiir andere Ziele und Zwecke eingesetzt werden und dadurch zur
Diskriminierung einzelner Personen oder Gruppen fithren. AuBlerdem wird das
Wissen um genetische Priadispositionen erhebliche Auswirkungen auf die Gestaltung
des Gesundheitswesens sowie die Form der Absicherung individueller Risiken durch
gesetzliche und private Versicherungsysteme haben. Es ist folglich richtig und
notwendig weiterfithrende Studien zu genetischen Pridispositionen durchzufiihren,
um Aussagen iiber Prognose und Verlauf von Erkrankungen sowie iiber
entsprechende therapeutische Maflnahmen treffen zu konnen. In gleicher Weise muss
allerdings auch mit erheblichen Problemen bei der rechtlichen Absicherung, der
Finanzierung sowie im Umgang mit dem erlangten Wissen und den
wissenschaftlichen und ethischen Grenzen der Genomanalyse gerechnet werden. Die
daraus resultierenden Fragen miissen bis hin zur politischen Legislative diskutiert

werden.
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6 Zusammenfassung

Der Verlauf einer chronischen Niereninsuffizienz hingt von zahlreichen Parametern
ab. Neben bekannten Faktoren, wie der Art der Grunderkrankung, der Erndhrung und
der Therapie werden zunehmend auch genetische Einfliisse diskutiert. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde der Zusammenhang zwischen den Genpolymorphismen des
Renin-Angiotensin-Systems und der Progression chronischer Nierenerkrankungen
anhand von 185 Patienten mit unterschiedlichen renalen Grunderkrankungen aus vier
verschiedenen Therapiezentren untersucht. Speziell wurden der Insertions/Deletions-
Genpolymorphismus des Angiotensin I Converting Enzym-Gens, der T174M- und
der M235T-Polymorphismus des Angiotensinogen-Gens sowie der A1166C-Poly-
morphismus des Angiotensin II-Typl-Rezeptor-Gens (AT;R) untersucht. Die
Genotypisierung erfolgte in allen Fiéllen mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
wobei die genomische DNA aus peripheren Blutleukozyten gewonnen wurde. Bei
der Bestimmung der Angiotensinogen- und AT;R-Genotypen kam zusitzlich die
indirekte Nachweismethode der Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus
(RFLP)-Analyse zur Anwendung. Der Verlauf der jeweiligen Grunderkrankung
wurde durch den Anstieg der Serumkreatininkonzentrationen bestimmt und in
logarithmischer Form gegen die Zeit dargestellt. Die Gesamtpopulation wurde in
zwei Gruppen mit langsamer (n=92) bzw. rascher Progredienz (n=93) der Nieren-
erkrankung unterteilt. Als Trennlinie zwischen den Gruppen wurde der mediane
Anstieg der logarithmisch dargestellten Serumkreatininkonzentrationen verwendet.
In Ubereinstimmung mit der allgemeinen klinischen Erfahrung waren die
glomeruldren Erkrankungen eher rasch und die interstitiellen Erkrankungsformen
eher langsam progredient. Die statistische Auswertung aller Daten ergab keine
statistisch signifikanten Assoziationen zwischen der Héaufigkeitsverteilung der
Genotypen des Renin-Angiotensin-Systems in den Gruppen unterschiedlicher
Progredienz chronischer Nierenerkrankungen. Auch fiir die Allelfrequenzen ergaben
sich keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen.
Ebensowenig konnten Kombinationen aus mehreren Genotypen als Prognosefaktoren
fir den Krankheitsverlauf identifiziert werden. Eine Subgruppenanalyse bei
Patienten mit gleichen Grunderkrankungen ergab einen Einfuss des ACE-Genotyps

auf die Progredienz der interstitiellen Nephritis. So wiesen Patienten mit dem
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II- bzw. ID-Genotyp einen signifikant langsameren Verlauf der Erkrankung auf als
Patienten mit dem DD-Genotyp. Dieser war auch bei Patienten mit Zystennieren
signifikant hdufiger und bei Patienten mit intersitieller Nephritis signifikant seltener
als in der jeweils iibrigen Population. Die vorliegenden Ergebnisse sprechen gegen
einen Zusammenhang zwischen den untersuchten Genpolymorphismen und der
Progredienz der Niereninsuffizienz. Dagegen deuten das haufige Vorkommen des
ACE-DD-Genotyps bei Patienten mit Zystennieren und das seltene Auftreten dieses
Genotyps bei Patienten mit interstitieller Nephritis auf eine mogliche Beteiligung des

ACE-Gens an der Entstehung dieser Erkrankungen hin.
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Anhang

Tab. 1: Kombination aus ACE- und AGT 235-Genotyp in Gruppen unterschiedlicher Progredienz

der Grunderkrankung
ACE- AGT 235- Gruppenzuordnung Gesamt
Genotyp Genotyp langsam progredient rasch progredient
TT 3 0 3
I ™ 8 9 17
MM 9 5 14
Gesamt 20 14 34
TT 2 2 4
D ™ 24 27 51
MM 19 16 35
Gesamt 45 45 90
TT 4 4 8
™™ 15 15 30
DD MM 8 15 23
Gesamt 27 34 61

Tab. 2: Kombination aus ACE- und AGT 174-Genotyp in Gruppen unterschiedlicher Progredienz

der Grunderkrankung

ACE- AGT 174- Gruppenzuordnung Gesamt
Genotyp Genotyp langsam progredient rasch progredient csa
TT 14 9 23
I ™ 6 5 11
Gesamt 20 14 34
TT 38 35 73
ID ™ 7 10 17
Gesamt 45 45 90
TT 19 24 43
DD ™ 8 10 18
Gesamt 27 34 61




Tab. 3: Kombination aus ACE- und AT;R-Genotyp in Gruppen unterschiedlicher Progredienz der

Grunderkrankung
ACE- ATR- Gruppenzuordnung Gesamt
Genotyp Genotyp langsam progredient rasch progredient

AA 13 5 18
I AC 5 7 12
CC 2 2 4
Gesamt 20 14 34

AA 22 26 48

AC 20 17 37

b CC 3 2 5
Gesamt 45 45 90
AA 15 15 30

AC 10 15 25

DD CC 2 4 6
Gesamt 27 34 61

Tab. 4: Kombination aus AGT 174- und AGT 235-Genotyp in Gruppen unterschiedlicher

Progredienz der Grunderkrankung

AGT 174- | AGT 235- Gruppenzuordnung Gesamt
Genotyp Genotyp langsam progredient rasch progredient

TT 5 2 7

™ 30 31 61

T MM 36 35 71

Gesamt 71 68 139

TT 4 4 8

™ 17 20 37

™ MM 0 1 1

Gesamt 21 25 46

Tab. 5: Kombination aus AGT 174- und AT;R-Genotyp in Gruppen unterschiedlicher
Progredienz der Grunderkrankung
AGT 174- Gruppenzuordnun
AT;R-Genotyp PP £ Gesamt
Genotyp langsam progredient | rasch progredient
AA 39 35 74
AC 27 27 54
T CC 5 6 11
Gesamt 71 68 139

AA 11 11 22
AC 8 12 20
™ CC 2 2 4
Gesamt 21 25 46




Tab. 6: Kombination aus AGT 235- und AT;R-Genotyp in Gruppen unterschiedlicher

Progredienz der Grunderkrankung

AGT 235- ATR- Gruppenzuordnung Gesamt
Genotyp Genotyp langsam progredient rasch progredient
AA 5 2 7
AC 4 3 7
T CC 0 1 1
Gesamt 9 6 15
AA 26 23 49
AC 19 25 44
™ CC 2 3 5
Gesamt 47 51 98
AA 19 21 40
AC 12 11 23
MM CC 5 4 9
Gesamt 36 36 72

Tab. 7: Prozentuale Verteilung der Grunderkrankungen bei Dialsysepatienten und

Nierentransplantierten

Grunderkrankung EDTA- Report Schettler/Greten | FEigene Patienten
1983 1998 1975-1998
Glomerulonephritis 38,0 25,0 33,5
Interstitielle Nephritis 8.9 15,0 23,8
Diabetische Nephropathie 14,4 40,0 16,8
Zystennieren 8,5 8,0 11,9
Andere 30,2 15,0 16,2
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