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3. Einleitung

3.1. Einfihrung

Der Diabetes mellitus Typ | ist eine chronische Stoffwechselerkrankung, die sich
uberwiegend bei Kindern und Jugendlichen manifestiert und durch eine Stérung der
Regulation des Blut-Glukosestoffwechsels charakterisiert ist. Der entscheidende atiologische
Faktor dieser diabetischen Erkrankung ist eine autoimmun bedingte Zerstoérung der
Inselzellen des Pankreas, die die korpereigene Insulinsynthese bei erhaltener
Glukagonsekretion beeintrachtigt. Dadurch wird die Metabolisierung zum einen der
Kohlenhydrate und zum anderen der Fette sowie der Eiweille gestort. Dies flhrt neben einer
Erhéhung des Blutzuckers, teilweise weit Uber den Normbereich hinaus, zu einer
Ausscheidung von Glukose im Harn, sowie zu einer (berwiegend katabolen
Stoffwechseleinstellung (Hurter und Danne 2005).

Der Diabetes mellitus Typ 1 ist mit einer Reihe von Folgeerkrankungen verknipft, die

vordergrundig aus den Veranderungen des Stoffwechsels resultieren.
3.2. Der Hyperglykamische Stoffwechsel

Eine sehr wichtige Ursache fir die Folgeerkrankungen des Diabetes ist die chronische
Hyperglykamie. Sie bedingt eine komplexe Kaskade an Stérungsmechanismen, die zu einer
Schéadigung des Organismus und somit zu den typischen Komplikationen der diabetischen
Erkrankung fuhren. Aufgrund ihrer zentralen Bedeutung sollen im Folgenden die
biochemischen Veranderungen einer hyperglykdmischen Stoffwechsellage genauer

betrachtetet werden.

3.2.1. Biochemische Stérungen
Wie von Brownlee (Brownlee 2001) beschrieben, kommt es wéhrend einer Hyperglykémie zu
mannigfaltigen biochemischer Stérungen, die eine Reihe von Schadigungen induzieren. Zu
den entscheidenden biochemischen Veranderungen zahlen:

Aktivierung des Polyol-Weges

Bildung von AGE’s (advanced glycation end products)

Aktivierung der Proteinkinase C

Vermehrte Synthese von Hexosaminen
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Urséchlich flr diese biochemischen Veranderungen ist die Bildung von Superoxiden im
hyperglykdamischen Milieu. Superoxide entstehen durch zusétzliche Aufnahme eines
Elektrons durch ein Sauerstoffmolekul (O;), woraus die Bildung einer sehr reaktiven
Verbindung (O2") resultiert. Wéhrend einer Hyperglykédmie steigt durch eine UbermaRige
Produktion von Elektronendonatoren im Citratzyklus der Protonengradient tber der inneren
Mitochondrienmembran an. Dies hat eine Inhibition des Elektronentransports zur Folge. Aus
den freien Elektronen werden in den Endothelzellen Superoxide gebildet. Diese Superoxide
fihren zu einer Hemmung der 3-Phosphoglycerinaldehyd-Dehydrogenase. Diese ist ein
Enzym der Glykolyse, was unter physiologischen Bedingungen die Umsetzung von
Glycerinaldehyd-3-Phosphat in 1,3-Bisphosphoglycerat katalysiert. Thre Hemmung fuhrt zur
Anreicherung von Glucose und Zwischenprodukten der Glykolyse. Von diesen wird unter
hyperglykdmischen Bedingungen ein mitunter sehr grofRer Anteil verschiedenen
Stoffwechselprozessen zugefihrt, die unter einer Hyperglykédmie gesteigert ablaufen. Von
grolRer Bedeutung ist in diesem Zusammenhang die Anreicherung von Glycerinaldehyd-3-
Phosphat: Dieses wird zum einen der Bildung von AGE und zum anderen der Aktivierung der
Proteinkinase C zugefuhrt. Ein weiteres Zwischenprodukt der Glykolyse, Fruktose-6-
Phosphat, wird zur Synthese von Hexosaminen wie UDP-N-Acetyl-Glucosamin (UDP-
GIcNAC), verwendet. Die angereicherte Glukose wird im Polyol-Weg verstoffwechselt.

Abbildung 3-1 (Brownlee 2001) soll die Verénderungen des Stoffwechsels noch einmal

veranschaulichen.
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Abbildung 3-1: Pathophysiologie der hyperglykdmie-induzierten Stoffwechselanderungen
(Brownlee 2001)
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Aktivierung des Polyol-Weqges

Unter einer hyperglykédmischen Stoffwechsellage wird intrazelluldre Glukose vermehrt durch
das Enzym Aldose-Reduktase zu Sorbitol reduziert. In einem zweiten Schritt wird das
Sorbitol unter der Bildung von NADH zu Fruktose oxidiert (siehe Abbildung 3-1). Durch die
Aldose-Reduktase-Reaktion wird NADPH verbraucht, welches dadurch der Glutathion-
Reduktase nicht mehr zur Verfligung steht. Dies hat zur Folge, dass oxidiertes Glutathion
nicht mehr reduziert werden kann und nicht zum Schutz der Zelle vor oxidativen Reaktionen
zur Verfligung steht. Der unter diesen Bedingungen entstehende oxidativem Stress fiihrt zu
einer Schadigung der Zelle.

Bildung von advanced glycation end products (AGE)

Bezuglich der AGE-Entstehung werden oxidative und nicht-oxidative Umlagerungsprozesse
unterschieden. Nicht-oxidativ entstent aus einem hochreaktiven Dicarbonyl (3-deoxy-
Glucoson) unter Bildung einer Hydroimidazol-Verbindung mit Arginin das AGE Pyrralin.
Auch die Bildung von Methylglyoxal verlduft unter Fragmentierung von Glycerinaldehyd-3-
Phosphat nicht oxidativ.
Durch Autooxidation von Glukose und anschlie}ende Reaktion mit einem Protein entsteht das
AGE Glyoxal (Bretzel 2000).
Die pathophysiologischen Konsequenzen der AGE-Bildung umfassen im Wesentlichen drei
Aspekte:
Intrazelluldare AGE verandern direkt zelluldre Proteinfunktionen
Extrazellulare AGE-modifizierte Matrixkomponenten zeigen eine gestorte Interaktion
mit anderen Matrixkomponenten und Matrix-Rezeptoren (Integrine).
AGE-modifizierte Plasma-Proteine induzieren durch eine Anbindung an AGE-
Rezeptoren an Endothelzellen, Makrophagen und Zellen des Mesangiums eine
Bildung des Transkriptionsfaktors NF-kB, woraus eine verstarkte Genexpression
proinflammatorischer Proteine resultiert.
In Endothelzellen fiihrt die AGE-Modifikation zu einer vermehrten Expression des
Fibroblast-Growth-Faktors, welches eine gesteigerte Synthese von Bindegewebe zur Folge
hat. Weiterhin hat die Bildung der AGE Auswirkungen auf einige Bestandteile der
extrazelluldren Matrix: Die Molekiile des Kollagen I werden durch den Einfluss der AGE
pathologisch quervernetzt, woraus eine Elastizitdtsabnahme der Gefél3e resultiert.
Die AGE haben des Weiteren einen stérenden Einfluss auf die Integritat der Basalmembran:
Zum einen werden die Molekile des Kollagens IV an ihrer physiologischen Quernetzung

gehindert, zum anderen wird die Polymerbildung des Laminins, als auch dessen Bindung an
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Proteoglykane und am Kollagen 1V, gehemmt. Auch die endotheliale Anheftung an der
Basalmembran wird gestort.

Die Bindung der AGE an membranstdndige Rezeptoren auf den Makrophagen,
Endothelzellen und Mesangiumzellen bewirkt eine gesteigerte  Synthese von
Wachstumsfaktoren, prokoagulatorischen und proinflammatorischen Molekilen und eine
vermehrte Expression von Adhésionsmolekilen (z.B. VCAM) an den Endothelzellen, sowie
eine Steigerung der Kapillarpermeabilitat.

Aus diesen Zusammenhdngen wird deutlich, dass die Bildung der AGE eine starke

Schédigung des GefaRsystems bedeutet.

Aktivierung der Proteinkinase C

Die Proteinkinase C existiert in 11 Isoformen, von denen 9 durch Diacylglycerol (DAG)
aktiviert werden. Im hyperglykdmischen Milieu wird DAG vermehrt synthetisiert, woraus
eine Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) resultiert. Die daraus fur den Organismus

resultierenden Folgen sind in Abbildung 3-2 veranschaulichend dargestellt.

Hyperglycasmia

4 NAD(PH oxidases

}

l i
1 |
Blood-flow Vascular permeability Capillary Vascular Pro-inflammatory Muttiple
abnormalities Angiogenesis occlusion occlusion gENE EXPression effects

Abbildung 3-2: Pathophysiologische Folgen der Hyperglykdmie-induzierten Aktivierung der PKC
(Brownlee 2001)

Die PKC-Aktivierung hat mannigfaltige schadigende Einfllisse auf das GefalRsystem: Aus der
verminderten NO- und gleichzeitig erhohten Endothelin-Synthese resultiert eine vermehrte
GefaR-Konstriktion. Die vermehrte Expression von VEGF (vascular endothelial growth
factor) flhrt zu einer Hyperpermeabilitat der GefaRe und Steigerung der Angiogenese. Durch

die gesteigerte Bildung von TGF-R (transforming-growth-factor) und PAI-1 (Plasminogen-
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Aktivator-Inhibitor) wird eine Okklusion der Kapillaren und der gréReren Gefalle begunstigt,
wahrend der Transkriptionsfaktor NF-kB die Expression proinflammatorischer Enzyme
steigert.

Durch die Aktivierung der PKC werden ferner reaktive Superoxide, deren schédigender

Einfluss bereits beschrieben wurde, gebildet.

Gesteigerte Synthese von Hexosaminen

Das in der Glykolyse nicht verstoffwechselte Fruktose-6-Phosphat wird, wahrend
hyperglykdmischer Phasen, vermehrt fur die Synthese des Hexosamins UDP-N-Acetyl-
Glukosamin (UDP-GIcNACc) verwendet. UDP-GIcNAc glykosyliert den Transkriptionsfaktor
Sp1, wodurch PAI-1 und TGF-3; vermehrt exprimiert werden. PAI-1 bedingt eine Hemmung
des Fibrinolysesystems, wahrend TGF-R; zu einer gesteigerten Synthese von Fibronektin und

Kollagen fuhrt.

3.3. Folgeerkrankungen des Diabetes mellitus

Die Folgeerkrankungen des Diabetes mellitus lassen sich in die diabetischen Mikro- und

Makroangiopathien untergliedern (Lichtenauer, Seissler et al. 2003):
Die mikroangiopathischen Folgeschdden manifestieren sich in der diabetischen
Retino-, Nephro- und Neuropathie.
Die Makroangiopathie manifestiert sich (iberwiegend in Form kardiovaskulérer
Erkrankungen als koronare Herzerkrankung, periphere arterielle Verschlusskrankheit
und als zerebrale ischdmische Durchblutungsstérung (Lichtenauer, Seissler et al.
2003).

Auf die einzelnen Komplikationen des Diabetes soll im Folgenden genauer eingegangen

werden.

3.3.1. Diabetische Nephropathie
Die Pathophysiologie der Nephropathie ist sehr vielféltig. Sie beruht schwerpunktmé&Rig auf
folgenden Initiationsfaktoren :

Hyperglykamie (Meguid EIl Nahas und Bello 2005)

Aktivierung des Sympathikus (Neumann, Ligtenberg et al. 2004)

Aktivierung des RAAS (Carey und Siragy 2003; Hollenberg 2004)

Hypertension (Soergel und Schaefer 2002; Meguid EI Nahas und Bello 2005)
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Initial ist die diabetische Nephropathie charakterisiert durch eine Hypertrophie der
glomeruldren und tubuldren Epithelzellen und eine zunehmende Verdickung der
Basalmembran. Dies aufRert sich in einer Hyperfiltration, welche zu einer Mikroalbuminurie
fihrt. Die pathologischen Veranderungen fuhren zu einer Glomerulosklerose, die
gekennzeichnet ist durch eine UberméRige Akkumulation der extrazellularen Matrix im
glomerulédren Mesangium. Mit zunehmender Schadigung der Niere entwickelt sich die
tubulointerstitielle Fibrose, die bei Fortdauer der schadigenden Einflisse, zum chronischen
Nierenversagen fuhrt (Carey und Siragy 2003).

Entstehung der Glomerulosklerose

Den Ausgangspunkt fir die Pathogenese der Glomerulosklerose stellen inflammatorische
Reize, die eine Schadigung und Dysfunktion der glomerularen Endothelzellen induzieren, dar.
Dies fuhrt zu einer Einwanderung von Leukozyten in die Glomeruli die dort mit den
mesangialen Zellen interagieren (Meguid EI Nahas und Bello 2005). Die daraus resultierende
Ausschittung von Zytokinen und Wachstumsfaktoren bewirkt eine Aktivierung, Proliferation
und Dysfunktion der mesangialen Zellen. Die Folge davon ist, vorzugsweise unter der
Wirkung von TGF R1, eine Umwandlung der mesangialen Zelle in Mesangioblasten, die
durch die massive Synthese von extrazellularer Matrix, eine Glomerulosklerose induzieren
(Meguid EI Nahas und Bello 2005).

In der Pathogenese der Glomerulosklerose nimmt auch die Schadigung der Podozyten eine
zentrale Rolle ein: Die Dehnung der Podozyten und die daraus resultierende Freilegung der
glomeruléren Basalmembran fiihren zu einer Adhé&sion an der Bowmannschen Kapsel und
bedingen eine Schadigung des Glomerulums (Meguid ElI Nahas und Bello 2005). Die
genannten pathologischen Veranderungen im Glomerulum sind in Abbildung 3-3 noch einmal
zusammengefasst dargestellt.

Nach langer Krankheitsdauer entsteht als Folge der abgelaufenen pathologischen Prozesse in

den Glomeruli eine diffuse, nodulare Glomerulosklerose Kimmelstiel-Wilson.
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Abbildung 3-3: Pathophysiologie der Glomerulosklerose
(Meguid EI Nahas und Bello 2005)

Tubulointerstitielle Fibrose

Tubulointerstitielle Vernarbungen und Fibrosierungen sind assoziiert mit einer Stérung der
physiologischen Nierenfunktion. Die tubulointerstitielle Fibrose beinhaltet, wie die
Glomerulosklerose, eine pathophysiologische Kaskade bestehend aus Inflammation,
Proliferation, Apoptose und Fibrose (siehe Abbildung 3-4).

Ein entscheidender auslosender Faktor fur die tubulointerstitielle Inflammation ist die erhéhte
Reabsorption von  Albumin, welches =zu einer gesteigerten Freisetzung von
proinflammatorischen Mediatoren fiihrt. Die Mediatoren bewirken eine Einwanderung von
Leukozyten, die durch die Synthese von Zytokinen und Wachstumsfaktoren (TGF R) zu einer
Proliferation und Aktivierung der renalen Fibro- und Myoblasten fiihren. Diese synthetisieren
in gesteigertem Malle extrazelluldre Matrix und bedingen so eine zunehmende Fibrosierung
(Meguid EI Nahas und Bello 2005).

Einen weiteren Punkt in der Pathogenese der tubulointerstitiellen Fibrose stellt die gesteigerte

Apoptose der Tubuluszellen und die daraus resultierende tubulére Atrophie dar (Meguid El
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Nahas und Bello 2005). Die genannten Prozesse sind im Folgenden in Abbildung 3-4 noch

einmal zusammengefasst dargestellt.
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Abbildung 3-4: Pathophysiologie der tubulointerstitiellen Fibrose
(Meguid EI Nahas und Bello 2005)

Die Summe dieser Pathomechanismen fuhrt so zu einer irreversiblen Fibrosierung des
tubulointerstitiellen Kompartiments der Niere und bedingt eine zunehmende Einschrankung

ihrer Funktionalitat.

Initiationsfaktoren der Nephropathie

Entscheidende Initiationsfaktoren der Nephropathie sind die arterielle Hypertension (Soergel
und Schaefer 2002) und die Hyperglykdmie (Meguid ElI Nahas und Bello 2005). Letztere
stimuliert durch Aktivierung der Proteinkinase C, des Polyol-Weges und der AGE die
Synthese von Zytokinen und Wachstumsfaktoren wie TGF R. In Folge dessen werden die
glomeruléren, tubuldren, vaskuldren und interstitiellen Zellen geschadigt, was entscheidend
die Pathomechanismen der Glomerulosklerose und der tubulointerstitiellen Sklerose fordert
(Carey und Siragy 2003). Des Weiteren bedingt eine hohe Plasmaglukose die Aktivierung des
Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS), wobei fur die diabetische Nephropathie das
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renale RAAS von grofler Bedeutung ist. Das systemische RAAS spielt nur eine

untergeordnete Rolle (Carey und Siragy 2003).

Das RAAS

Die Kklassische Kaskade des RAAS beginnt mit der Synthese von Renin durch die
juxtaglomeruldren Zellen, welches aus Angiotensinogen Angiotensin | (Ang 1) freisetzt.
Dieses wird durch das Angiotensin-Converting-Enzym (ACE) in Angiotensin 1l (Ang I1I)
convertiert. Zudem bewirkt ACE den Abbau des vasodilatorisch wirkenden Bradykinins.
Angiotensin |1, eines der Haupteffektor-Enzyme des RAAS, bewirkt in einem letzten Schritt

der Kaskade die Freisetzung von Aldosteron aus der Nebennierenrinde.

Renin

Renin ist eine Protease, welche als Prorenin in den juxtaglomeruldren Zellen vorliegt und in
seiner aktiven Form das in der Leber synthetisierte Angiotensinogen in Angiotensin | umsetzt.
Im hyperglykédmischen Stoffwechsel wird Renin vermehrt freigesetzt (Carey und Siragy
2003). Die Nebenwirkungen des Renins fuhren zu einer zunehmenden Schadigung der Niere.
Die Bindung des Renins an die mesangialen Zellen bedingt eine Zell-Hypertrophie und eine
Aktivierung des PAI-1 (Carey und Siragy 2003). PAI-1 ist ein Inhibitor des Fibrinolyse-
Systems, welcher bei hohem Plasmaspiegel eine Schadigung der Niere, vordergrindig durch
eine Fibrose, bedingt: Durch die Aktivierung von Wachstumsfaktoren und die Steigerung der
Syntheserate der extrazelluldren Matrix fiihrt PAI-1 sowohl zu einer glomeruléren, als auch zu

einer tubulointerstitiellen Fibrose (Hollenberg 2004).

Angiotensin |1
Physiologisch wirkt Angiotensin Il Uber den Angiotensin-Rezeptor-Typ 1 (ATR1)

vasokonstriktorisch auf die afferenten, die glomeruldren und efferenten Arteriolen der Niere.
Angiotensin Il bewirkt auBerdem eine Kontraktion der mesangialen Zellen, woraus eine
Reduktion des renalen Blutflusses, der glomeruléren Filtrationsrate (GFR) und somit des
Natriumverlusts resultiert. Daneben vermindert Ang Il den medullaren Blutdurchfluss und
stimuliert die aktive Natrium-Reabsorption. Die Synthese von Ang Il bewirkt zudem eine
Stimulation  der  Aldosteron-Freisetzung, eine  Synthese von  Zytokinen  und
Wachstumsfaktoren wie TGF B. Ferner stimuliert es den Sympathikus.

Damit erhoht Ang Il den Blutdruck in der Niere (Ang-11-Wirkung), sowie peripher (durch die

Aktivierung des Sympathikus), und initiiert eine Verminderung der GFR, eine Steigerung der
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Natrium-Resorption und eine Freisetzung von Wachstumshormonen und Aldosteron (Carey
und Siragy 2003).

Wahrend einer Hyperglykamie wird vermehrt Angiotensinogen synthetisiert, welches zu Ang
Il convertiert wird. Die daraus resultierenden Schéadigungen der Niere sind vielfaltig. So
bedingt Ang Il direkt oder indirekt, durch die Forderung der Synthese von
Wachstumsfaktoren, die Bildung von extrazelluldrer Matrix. Dies stellt einen entscheidenden
Faktor in der Pathogenese der glomerulo- und tubulointerstitiellen Fibrose dar. Durch die
Erhéhung des glomeruldren Kapillardrucks und der daraus folgenden Schéadigungen des
Endothels, sowie durch die Steigerung der glomeruldren Permeabilitit wird die Fibrosierung
zusatzlich forciert. Auch die Erhéhung des systemischen Drucks durch die Sympathikus-
Aktivierung und die Flussigkeitsretention verursachen eine zunehmende Schédigung der
Niere. Aus der Verminderung der Kontraktionsflache, bedingt durch eine von Ang Il
induzierte mesangiale Kontraktion, resultiert eine zusatzliche Verminderung der
Flussigkeitsausscheidung. Eine weitere Schéadigung der Niere bewirkt Ang Il durch die
Induktion der Entstehung von reaktiven Superoxiden (Carey und Siragy 2003). Durch
Peroxidation der Membranlipide und Denaturierung von Proteinen, sowie der Aktivierung des
RAAS verursachen diese eine Progression der Nephropathie, die nicht zuletzt durch die von

Ang Il stimulierte Aldosteron-Freisetzung beeinflusst wird.

Aldosteron

Aldosteron ist ein Mineralcorticoid, welches hauptsachlich in der Nebennierenrinde
synthetisiert wird. Seine Funktion im Salz- und Wasserhaushalt besteht in einer Férderung der
Natrium-Resorption und der damit verbundenen Antidiurese, sowie der Kaliumausscheidung.
Die gesteigerte Ang-l11-Synthese verursacht eine vermehrte Aldosteron-Freisetzung und eine
Aktivierung von PAI-1, TGF-R sowie eine vermehrte Bildung reaktiver Superoxide. Dies
bedingt neben der Einschrankung des fibrinolytischen Systems, eine zunehmende
Zellschadigung und Einwirkung inflammatorischer Reize auf die renalen Zellen und eine
vermehrte Bildung extrazelluldrer Matrix. Letztendlich bedeutet dies eine Forcierung der
glomeruldren und tubulointerstitiellen Fibrose. Auch eine Dysfunktion des Gefalendothels
und der glatten Muskelzellen wird durch den erhéhten Aldosteron-Spiegel induziert. Die
endotheliale Dysfunktion beinhaltet eine Reduktion der Vasodilatation, als auch
prothrombotische Eigenschaften des GeféalRendothels unter gleichzeitiger Einwirkung
inflammatorische Reize auf das Endothel (Endemann und Schiffrin 2004). Aldosteron flhrt
durch Hemmung der NO- und Forderung der Endothelinfreisetzung zu einer verstarkten
Vasokonstriktion und durch die erhéhten PAI-1-, TGF-B- und Superoxid-Level im Blut zu
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inflammatorischen Reizeinwirkungen auf das Endothel. Die endotheliale Dysfunktion
bedeutet damit zum einen eine Erhéhung des Blutdrucks, zum anderen spielt sie, durch die
Anderung der Permeabilitat der glomerularen Basalmembran, eine Rolle in der Entstehung
der Mikroalbuminurie (Hollenberg 2004).

Die vermehrte Aldosteron-Freisetzung verstarkt durch eine Hoch-Regulation der Rezeptoren
den vasokonstriktorischen Effekt von Ang Il. Eine vaskuldre Hyperreaktivitit auf
Mineralkortikoide wird des Weiteren durch den vermehrten Einbau von Natrium-Kanélen in
die Membran der glatten GefaBmuskeln durch Aldosteron induziert. Zusammenfassend fiihren
diese pathophysiologischen Prozesse zu einer Hypertrophie und Dysfunktion der glatten
Muskelzellen (Hollenberg 2004).

Die komplette Pathophysiologie der hyperglykédmie-induzierten RAAS-Aktivierung sei im

Folgenden in der Abbildung 3-5 noch einmal veranschaulichend dargestellt

Extrazellulare Glukose 1

? reaktive Superoxide

AGT-Biosynthese 1

Renin-Synthese und
Sekretion 1

Intrarenales ANG | 1

l ACE

Intrarenales ANG 11 1

— T

Aldosteron 1 AT1-Rezeptor

Abbildung 3-5: Die hyperglykémie-induzierte RAAS-Aktivierung
(Carey und Siragy 2003)

Der Sympathikus

Die renale Ischdmie initiiert eine Aktivierung afferenter renaler Nerven (Neumann,
Ligtenberg et al. 2004) und fiihrt somit, wie auch das vermehrt gebildete Ang Il, zu einer
Aktivierung des Sympathikus. Die Wirkung des Sympathikus kann durch eine eventuell
vorliegende diabetische Neuropathie mit Schadigung des Parasympathikus verstarkt werden:
Aus der Abschwachung des Parasympathikus resultiert eine relative Dominanz des

Sympathikus. Die Hyperaktivitit des Sympathikus fuhrt durch eine Erhéhung des peripheren



Einleitung 19

und des renalen Blutdrucks, zu einer Schéadigung des Endothels und Parenchyms. Die
gesteigerte Katecholamin-Ausschittung fiihrt zu einer Aktivierung des Sympathikus. Aus
dieser Aktivierung resultieren, vermittelt ber B-Adrenorezeptoren, proliferative Effekte und
infolgedessen eine renale Schédigung. Zusatzlich wird die Funktion der Podozyten gestort,
was zu einer Beeintrachtigung der glomeruldren Funktion fihrt (Neumann, Ligtenberg et al.
2004).

Hypertonie
Die arterielle Hypertonie stellt einen entscheidenden Risikofaktor in der Pathogenese der

Nephropathie dar: Vorgeschadigte Nieren reagieren aufgrund einer gestorten arterioléren
Autoregulation empfindlicher auf eine systolische Blutdruckerhéhung als gesunde Nieren und
haben somit nicht mehr die Mdoglichkeit eine Hypertonie durch Gegenregulation der
afferenten  Arteriole zu kompensieren. Die dadurch entstehende intraglomerulére
Hypertension fiihrt zu einer Proteinurie, die wiederum eine RAAS-Aktivierung initiiert; deren
Folgen wurden bereits beschrieben. In diesem Zusammenhang ist die vasokonstriktorische
Wirkung des, durch die Aktivierung des RAAS freigesetzten, Ang Il hervorzuheben, da
dieses eine zusatzliche intraglomerulére Druckerhdhung bedingt. Speziell bei Kindern flhrt
schon eine geringe Erhohung des arteriellen Blutdrucks zu einer Proteinurie und damit zu
einer Progression der Nephropathie. VVor allem eine néchtliche Blutdruckerh6hung stellt einen
Risikofaktor fiir eine rapide Progression der pathologischen renalen Veranderungen dar
(Soergel und Schaefer 2002). Die Auswirkungen einer arteriellen Blutdruckerhéhung sind im

Folgenden in Abbildung 3-6 noch einmal veranschaulichend dargestellt.
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Abbildung 3-6: Pathophysiologische Folgen einer arteriellen Hypertension bei vorliegender Nephropathie
(Soergel und Schaefer 2002)

Stadien der Nephropathie

Die renale Schadigung im Rahmen einer Nephropathie verlduft in funf Stadien (Meguid El
Nahas und Bello 2005): Im ersten Stadium findet sich eine Hypertrophie und Hyperfunktion
der Niere mit einem gesteigerten renalen Plasmafluss und einer gesteigerten GFR. Im zweiten
Stadium zeigt die Niere erste strukturelle Verénderungen, wie eine Verdickung der
Basalmembran und eine Expansion des Mesangiums. Diese Verdnderungen sind nur
eingeschrankt reversibel. Das dritte Stadium wird durch eine Mikroalbuminurie (30mg — 300
mg Albumin/24 h) und einen Anstieg des arteriellen Blutdrucks klinisch apparent. Die
Schéadigung der Niere ist in diesem Stadium irreversibel, so dass durch eine Behandlung
lediglich ihre Progredienz verzdgert werden kann. Im vierten Stadium findet sich eine
persistierende Proteinurie mit Ubergang in eine Makroalbuminurie (> 300 mg Albumin/24 h),
eine Abnahme der GFR, sowie bei 60 % der Patienten eine Hypertonie. Fur das Endstadium
ist eine Erhohung des Serumkreatinins und anderer Retentionsparameter, sowie eine

Hypertonie bei 80 % der Patienten charakteristisch.
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3.3.2. Diabetische Neuropathie
Die diabetische Neuropathie bezeichnet eine subklinische oder klinisch manifeste
Erkrankung, die im Rahmen des Diabetes auftritt und auf keine andere Ursache als eine
peripheren Neuropathie zurtickzufuhren ist (Bretzel 2000). Sie manifestiert sich im
somatischen und/oder autonomen Teil des peripheren Nervensystems.
Im Verlauf der Erkrankung entwickelt nahezu jeder Diabetiker eine Polyneuropathie. Bei
Betrachtung der Altersverteilung ist die autonome Neuropathie besonders bei jugendlichen
Diabetikern, die distal-symmetrisch-sensible Polyneuropathie h&ufiger bei den A&lteren
Diabetikern anzutreffen. (Bretzel 2000). Die Pathogenese dieser Sekundarkomplikation wird
noch immer kontrovers diskutiert, wobei es als gesichert gilt, dass vordergrindiger
pathogenetischer Faktor die hyperglykdamische Stoffwechsellage ist.
Die periphere Neuropathie lasst sich in drei Unterformen differenzieren:
Symmetrische Form, gekennzeichnet durch distal-symmetrisch-sensible oder
sensorische Reiz- und Ausfallerscheinungen
Asymmetrische Form, gekennzeichnet durch proximal motorische Ausfélle;
Sonderform: diabetische Amyotrophie (Schwéche und Atrophie der Oberschenkel-
Beckenmuskulatur)
Mononeuropathie, gekennzeichnet durch den Ausfall einzelner Nerven, vorwiegend
der Hirnnerven (Bretzel 2000)
Die h&ufigste Form der peripheren Neuropathie ist die distal-symmetrische-sensible
Polyneuropathie. Klinisch manifestiert sie sich als Parasthesie (z.B. Kribbeln der FlRe) und
Dysésthesie (z.B. Brennen der Fuf3e), die meist strumpfformig an FiRen und Unterschenkeln
beginnt und sich nach proximal ausbreitet. Bei Fortschreiten der Erkrankung tritt eine
Abschwéchung oder  Aufhebung der  Sehnenreflexe und eine  zunehmende
FulBherberschwéche- bzw. -l&hmung auf. Eine Hauptkomplikation der peripheren
Neuropathie ist die Entwicklung des diabetischen Fullsyndroms: Dies entsteht vordergriindig
durch  kleinste  Verletzungen am  Ful}, welche aufgrund der verminderten
Schmerzwahrnehmung nicht bemerkt werden und sich entziinden. Durch die
Mikroangiopathie heilen diese Verletzungen schlecht und weiten sich zu einem Ulkus aus.
AbszelRbildung mit Knochenbeteiligung, gefolgt von Amputationen, sind nicht selten die
Folge (Bretzel 2000).
Die autonome Neuropathie manifestiert sich hauptséchlich in einer Kardioneuropathie
(reduzierte Herzfrequenzvariabilitat, Ruhetachykardie, QT-Zeit-Verlangerung), Gastropathie

(gastrodsophagealer Reflux, Gastroparese, diabetische Diarrhd oder Obstipation,
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Stuhlinkontinenz) und einer urogenitalen Neuropathie (diabetische Zystopathie, erektile
Dysfunktion). Uber die Lebenserwartung des Diabetikers entscheidet die Kkardiale
Neuropathie: Die primére Schadigung des Parasympathikus und die relative Dominanz des
Sympathikus bergen die Gefahr von Ruhetachykardien und ventrikularen Arrhythmien. Die
gestorte Schmerzwahrnehmung des Diabetikers kann auBerdem zu schmerzlosen koronaren
Ischdmien und stummen Myokardinfarkten fihren, woraus eine fortschreitende, nicht
bemerkte Schédigung des Herzens resultiert, die zu einer Herzinsuffizienz fuhrt (Bretzel
2000).

3.3.3. Diabetische Retinopathie

Die diabetische Retinopathie stellt eine weitere mikroangiopathische Folgeerkrankung dar.
Sie umfasst neben der nicht-proliferativen und der proliferativen Retinopathie auch die
diabetische Makulopathie. VVon einer Patientengruppe welche in den Jahren von 1960 bis
1965 an einem Diabetes mellitus Typ 1 erkrankte, war nach 25 Jahren fast jeder Zweite an
einer proliferativen Retinopathie erkrankt (47 %). Patienten mit einer Manifestation zwischen
1971 und 1975 zeigten nur noch in 24 % (Rossing 2005) eine Retinopathie. Diese Zahlen
verdeutlichen zum einen die enorme Bedeutung der Retinopathie als Folgeerkrankung des
Diabetes mellitus Typ 1 und zum anderen die Wichtigkeit der Entwicklung effektiver
Therapien um die Anzahl der Neu-Manifestationen in Zukunft noch weiter verringern zu
kdnnen.

Die Retinopathie beginnt zundchst als nicht-proliferative Retinopathie (sog. Background-
Retinopathie). Die ersten Retinaverdnderungen imponieren als Mikroaneurysmen. Der weitere
Verlauf der Erkrankung ist gekennzeichnet durch eine Kombination aus gesteigerter
Geféallpermeabilitat und progressivem Gefél3verschluss. Dies fuhrt zur Entstehung harter
Exsudate (scharf abgegrenzte weilliche Flecken, Hinweis auf Extravasion) und weicher
Exsudate (cotton-wool-Herde, unscharf begrenzte weilsliche Flecken als Folge von
Arteriolen- und Venolen-Verschlissen). Der zunehmende Geféaliverschluss bedingt eine
Ischdmie der Retina, die eine vermehrte Expression von Wachstumsfaktoren bewirkt, die
Neovaskularisationen induzieren (Lichtenauer, Seissler et al. 2003). So geht die nicht-
proliferative Retinopathie in die proliferative Form tber. Die neu gebildeten GefaRe neigen zu
préretinalen Ausbreitungen und fuhren, aufgrund ihrer Fragilitat, leicht zu Blutungen. Auch
werden sie haufig von einsprossenden Bindegewebszellen begleitet, welche Membranen
bilden, die durch Traktion die Netzhaut abldsen kdnnen. Der Komplex aus Glaskorperblutung
und traktiver Netzhautblutung bedingt das stark erhdhte Erblindungsrisiko der proliferativen
Retinopathie (Bretzel 2000).
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Neben dem proliferativen Stadium ist auch die diabetische Makulopathie abzugrenzen. Sie
entsteht vordergrindig durch einen Zusammenbruch der Blut-Retina-Schranke, was eine
Zunahme der GefaRpermeabilitat verursacht, die wiederum zur Bildung eines Netzhautédems
im Makulabereich und zur Beeintrachtigung des zentralen Sehvermoégens fiihrt (Bretzel
2000).

3.3.4. Kardiovaskulare Erkrankungen

Der Diabetes mellitus ist mit verfriht einsetzenden und beschleunigt ablaufenden
arteriosklerotischen GeféaRveranderungen vergesellschaftet. Diese sind mit einem deutlich
erhohten Risiko fur die Entwicklung kardiovaskuldrer Erkrankungen verkniipft.

Die Pathogenese der Makroangiopathie ergibt sich aus den Stoffwechselveranderungen des
Diabetikers, d.h. insbesondere der Hyperglyk&mie. Die bereits beschriebenen biochemischen
Anderungen induzieren funktionelle Stérungen, die zunéchst in ihrer Auspragung reversibel
sind. Als Folge einer permanenten Hyperglykdmie dekompensiert die Reparaturfahigkeit des
Gewebes, so dass bleibende Schéden entstehen.

Eine der Hauptkomplikationen der chronischen Hyperglykamie ist die Arteriosklerose. Diese
ist histologisch gekennzeichnet durch eine generalisierte Hypertrophie der Gefallwand und
eine Ausbildung arteriosklerotischer Plaques (Bretzel 2000).

In der Literatur wird die Entstehung der Atheriosklerose allgemein als ein
pathophysiologischer Prozess beschrieben, dessen auslosende Ursache ein, auf die
Endothelzellen wirkender, entzlindlicher Reiz ist (Libby, Ridker et al. 2002). In dessen Folge
kommt es zur Anheftung und Einwanderung von Leukozyten in die Intima. Dort schitten
diese Wachstumsfaktoren und Zytokine aus. Durch deren Einwirkung veréndern sich die
Endothelzellen, die glatten Muskelzellen, das extrazelluldre Bindegewebe, sowie die
Leukozyten selbst in ihren Eigenschaften, so dass daraus die Ausbildung einer Plague und
eine Hypertrophie der Gefalwand entsteht, was eine eine arteriosklerotische GefaRerkrankung
darstellt (Libby, Ridker et al. 2002).

Unter hyperglykdmischen Bedingungen zeigt die Arteriosklerose, und damit die
Makroangiopathie, eine starke Progredienz. Durch die auftretenden biochemischen
Verénderungen werden einige wesentliche Schritte der pathogenetischen Entwicklung
forciert: Aus der vermehrten Expression proinflammatorischer Enzyme (PKC 1) sowie aus
der Schadigung der Endothelzellen und den oxidativen Stress (Polyol-Weg) (Brownlee 2001)
resultieren  zwei der hauptauslésenden Ursachen der Arteriosklerose. Die gesteigerte

Expression von Adhésionsmolekiilen (Basta, Del Turco et al. 2004) und die Synthese von
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Zytokinen (AGE-Wirkung) bewirken eine Anheftung von Leukozyten. Diese durchwandern
die Endothelzellschicht, was durch die Erhohung der Permeabilitat (Basta, Del Turco et al.
2004) der Basalmembran beglnstigt wird. Die Permeabilitatssteigerung resultiert aus der
vermehrten Synthese von VEGF (PKC 1), sowie den Verdnderungen der Zell-Matrix- und
Matrix-Matrix-Interaktionen (AGE-Wirkung) (Brownlee 2001). Durch die AGE-Modifikation
wird aullerdem eine Akkumulation von glatten Muskelzellen und Makrophagen (Basta, Del
Turco et al. 2004) in den entstehenden Plaque, sowie eine Oxidation von freiem LDL (Basta,
Del Turco et al. 2004) verursacht. Das LDL wird von den Schaumzellen phagozytiert, was zu
einer Akzeleration des Wachstums der arteriosklerotischen Plaque beitragt. Durch die
prokoagulatorische Wirkung der AGE (Basta, Del Turco et al. 2004) und die vermehrte
Synthese von PAI-1 (AGE-, Hexosamin-Wirkung) (Brownlee 2001) steigt neben dem Risiko
eines durch die Plaque bedingten stenotischen Verschlusses die Gefahr eines thrombogenen
Verschlusses. Die Expression von Wachstumsfaktoren (AGE-Wirkung) (Brownlee 2001)
bewirkt neben der Proliferation der in der Intima befindlichen glatten Muskelzellen auch eine
Steigerung der Synthese von Bindegewebe, was zu einer Hyperthrophie der GefalRwand fuhrt.
Aus den dargestellten Zusammenhangen wird deutlich, dass durch die Hyperglykédmie sowohl
die Entstehung des arteriosklerotischen Plaque, als auch die Hypertrophie der GefalRwand
induziert und beschleunigt wird. Somit stellt sie eine der hauptauslésenden Ursachen der
diabetischen Makroangiopathie dar. Die Schadigung der GefdRe manifestiert sich in Form
kardiovaskuldrer Erkrankungen wie der koronaren Herzerkrankung (KHK), sowie der
zerebralen  ischdmischen  Durchblutungsstorung und der  peripheren  arterieller

Verschlusskrankheit (pAVK). Diese seinen im Anschluss kurz dargestellt.

Koronare Herzerkrankung

Die KHK und der sich daraus entwickelnde Myokardinfarkt spielen im Rahmen der
diabetischen Erkrankung eine ganz entscheidende Rolle: So haben Diabetiker das gleiche
Risiko einen Herzinfarkt zu erleiden wie Nicht-Diabetiker einen Reinfarkt, wobei das
Uberleben des Myokardinfarktes eine weit schlechtere Prognose hat als bei Nicht-Diabetikern
(Bretzel 2000). Da viele an einer KHK erkrankte Diabetiker gleichzeitig auch eine
Neuropathie aufweisen, verlaufen myokardiale Schadigungen haufig klinisch asymptomatisch
(,,stumm®). Daraus ergibt sich die Problematik, dass viele Patienten erst (zu) spat erkannt und
einer entsprechenden Behandlung zugefuhrt werden kdnnen.

Begrundet ist die hohe Prévalenz der koronaren Herzerkrankung durch die hyperglykamie-
bedingte Schadigungen der Gefalwand. Diese filhren zu Schadigungen des Gefalendothels

mit Bildung diffus verteilter arteriosklerotischer GefaBveranderungen, die nach langer
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Krankheitsdauer stenotische oder thrombogene GefaRverschliisse verursachen. Forciert wird
dies auch durch die Hyperkoagulabilitat (Basta, Del Turco et al. 2004) des Blutes und die
eingeschrankte Fibrinolyse (Brownlee 2001).

Zerebrale ischdmische Durchblutungsstdrungen

Zerebrale Durchblutungsstorungen treten bei 12,5 % aller Diabetiker auf (Renz-Polster 2004;
Dietel, Suttorp et al. 2005). Sie stellen eine Folge der makroangiopathischen Verénderungen
der zerebralen GefalRe dar und manifestieren sich als transistorische ischamische Attacke
(TIA) oder als ischamischer Insult, ausgelost durch thrombotische Verschliusse bei
arteriosklerotischen Stenosen und/oder ulzerése Plaques der Carotiden (Dietel, Suttorp et al.
2005).

Periphere arterielle VVerschlusskrankheit

Die arteriosklerotischen Veranderungen des Diabetikers zeigen eine diffuse und peripher
gelegene Ausbreitung. Somit ist die diabetische AVK, im Vergleich zur nicht-diabetischen
AVK, bevorzugt peripher-akral lokalisiert (Unterschenkelverschlusstyp). Waéhrend der
Bildung eines stenotischen Verschlusses ist die physiologische Kollateralenbildung beim
Diabetiker gestort, da auch die Kollateralen durch die Angiopathie geschadigt werden (Renz-
Polster 2004; Dietel, Suttorp et al. 2005). Somit entstehen héaufig sehr komplizierte
Krankheitsverlaufe, die nicht selten zu Amputationen fuhren.

3.4. Hypertonie und Diabetes

Da die diabetische Erkrankung und der Hypertonus in synergistischer und additiver Weise das
Herz und GefaRsystem schédigen, ergibt sich, bei Vorliegen einer Kombination aus diesen
Erkrankungen, eine Haufung von Kardiovaskulopathien (Jandeleit-Dahm und Cooper 2002).
Urséchlich dafir ist, dass eine Erhdhung des systemischen Blutdruckes und die damit
verbundenen Scherkrafte ebenso wie eine Erhohung des Blutzuckerspiegels, einen
inflammatorischen Reiz fur das GeféaBendothel darstellen, und dadurch wesentlich zur
Entstehung arteriosklerotischer Gefalveranderungen beitragen (Libby, Ridker et al. 2002).
Die Schéadigung des Endothels flhrt weiterhin zu einer erhohten Steifigkeit der arteriellen
GefaBe und zu einer endothelialen Dysfunktion, was eine zusétzliche Erhéhung des
Blutdrucks nach sich zieht. Weiterhin flihrt eine Hypertonie zu einer Aggravation der im
Rahmen einer sich  entwickelnden diabetischen Kardiomyopathie auftretenden
linksventrikularen Hypertrophie (LVH) und der diastolischen Dysfunktion (Jandeleit-Dahm
und Cooper 2002).
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Die durch die Hypertonie verursachte Progression der kardiovaskuldren Veranderungen,
erklart die Notwendigkeit ihrer frihzeitigen Diagnose und Therapie, um das Herz und das

Gefalisystem schiitzen zu kdnnen.

3.4.1. Pathogenese der Hypertonie

Die Pathogenese der Hypertonie ist sehr komplex und beinhaltet endokrine, vaskulére,
neuronale und renale Faktoren, und tragt selbst zur Progression einzelner ursachlicher
Faktoren bei. Zentraler Ausloser fur die Pathogenese der Hypertonie ist die Schadigung
wichtiger Organ-Funktionen unter einer hyperglykadmischen Stoffwechsellage.

Renale Faktoren

Ein entscheidender Faktor in der Pathogenese der Hypertonie stellt die diabetische
Nephropathie dar, die die Genese im Wesentlichen durch drei Effekte beeinflusst:

Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS)

Aktivierung des Sympathikus

Salz- und Wasserretention infolge der RAAS-Aktivierung und (im fortgeschrittenen

Stadium) eine Verminderung der renalen Ausscheidungskapazitat
Ein zentraler Punkt in der Pathogenese der Hypertonie ist die Aktivierung des RAAS. In
diesem Zusammenhang ist vor allem die vermehrte Freisetzung von Ang Il von
entscheidender Bedeutung: Ang Il flihrt zum einen durch direkte vasokonstriktorische Effekte
am Angiotensin-Il- Rezeptor Typ 1, als auch durch eine Aktivierung des Sympathikus, zu
einer Erhéhung des systemischen Blutdrucks. Durch die Induktion von Wachstumsfaktoren,
wie TGF-B, induziert Ang Il zudem eine vermehrte Synthese extrazellularer Matrix, woraus
ein Elastizitatsverlust der peripheren Gefale und damit eine Erhéhung des systolischen
Blutdrucks resultiert. Auch die Stimulation der Natrium-Reabsorption und die Verminderung
der GFR durch Ang Il tragen, durch die sich daraus ergebende Volumenretention, zur
Pathogenese der arteriellen Hypertonie bei.
Die Antidiurese wird weiterhin um ein Vielfaches durch die von Ang Il induzierte
Stimulation der Aldosteron-Freisetzung verstarkt. Aldosteron tréagt mittels Stimulation von
TGF-B und PAI-1, sowie durch Verdnderung der Eigenschaften der glatten
GefalBmuskelzellen, zu einer Schadigung und Versteifung der peripheren Gefalle bei. Dies
verursacht eine Erhdhung des peripheren Widerstands. Forciert wird dies durch die Hemmung
der NO- und Forderung der Endothelin-Freisetzung durch Aldosteron, was zu einer
endothelialen Dysfunktion und somit zu einer Einschrankung der vasodilatorischen

Fahigkeiten des GeféalRsystems fuhrt.
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Eine Einschrankung der Vasodilatation entsteht auch mit dem Abbau von Bradykinin durch
ACE, so dass die Relaxation der GefédRwénde durch die Aktivierung des RAAS auf den
verschiedensten Ebenen gestort wird und so zu einer Erhéhung des Blutdrucks fuihrt.

Im fortgeschrittenen Stadium der Nephropathie spielt, neben den genannten Faktoren, die
zunehmend verminderte Ausscheidungskapazitat der Nieren eine immer groRere Rolle. Die
Schédigung der Nieren fuhrt zum einen zu einer Hypertonie durch eine Erhdéhung des

peripheren Widerstands und zum anderen durch eine verstarkte Retention des VVolumens.

Endokrine Faktoren und endotheliale Dysfunktion

Die Hyperglykédmie induziert eine Stérung der endokrinen Funktion der Endothelzellen: So
zeigt sich unter einem erhohten Blutzuckerspiegel eine Verminderung der NO-Produktion
(Cosentino, Hishikawa et al. 1997) und NO-Wirkung (Lash, Nase et al. 1999). Dies bedeutet
eine Einschrankung der Vasodilatation. Auch ist im Rahmen einer Hyperglykdmie eine
Zunahme der Endothelin-Freisetzung feststellbar (Yamauchi, Ohnaka et al. 1990). Bezliglich
des Endothelins werden 3 Isoformen unterschieden: Endothelin 1, 2 und 3 (Inoue,
Yanagisawa et al. 1989). Endothelin 1 ist ein aus 21 Aminosduren bestehendes Peptid,
welches in den Endothelzellen synthetisiert wird (Yanagisawa, Kurihara et al. 1988). Es spielt
eine wichtige Rolle in der Regulation des Blutdruck-Niveaus, der Zell-Proliferation und der
Modulation des Vasomotoren-Tonus. Des Weiteren trdgt Endothelin 1 einen entscheidenden
Anteil zu den pathophysiologischen Prozessen der Arteriosklerose-Entstehung und der
Pathogenese der Hypertension bei (Asai, Ohkubo et al. 2001). Letztere beeinflusst Endothelin
1 insofern, als dass es zum einen zu einer Erhéhung des Sympathiko-Tonus und zum anderen
zu einer Storung der Vasodilatation fuhrt, woraus eine Verstarkung der Vasokonstriktion
resultiert. Weiterhin bedingt Endothelin 1 eine Stimulation der Aldosteron-Sekretion und
damit eine Volumenretention (Dong, Wang et al. 2004). Die durch Endothelin 1 verstarkte
vasokonstriktorische Komponente des GeféalRsystems unter gleichzeitiger Stérung der
Vasodilatation wird auch zu dem Symptomkomplex der endotheliale Dysfunktion
zusammengefasst, die einen entscheidenden Faktor in der Genese der arteriellen Hypertension
darstellt.

Vaskulare Faktoren

Die diabetische Erkrankung ist mit einer zunehmenden Versteifung der arteriellen Gefalie
(Brooks, Molyneaux et al. 2001) verknlpft. Diese Versteifung stellt ein Resultat der
hyperglykamischen Stoffwechsellage des Diabetikers dar: Durch die AGE-induzierte
Quervernetzung des Kollagens der GefaRwéande und deren Hypertrophie verlieren diese ihre
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Elastizitat. Dies bedeutet eine Einschrankung der Compliance, was zu einer Zunahme des

systolischen Blutdrucks und der Blutdruckamplitude (pulse pressure) flhrt.

Neuronale Faktoren

Durch die Neuropathie entstehen mannigfaltige Veranderungen im Organismus, die zum
Fortschreiten der Pathogenese einer Hypertonie wesentlich beitragen.

An dieser Stelle ist die durch die autonome Neuropathie bedingte relative Dominanz des
Sympathikus hervorzuheben. Dieser fiihrt zum einen zu einer Aktivierung des RAAS und
einer Erhéhung des peripheren arteriellen Widerstandes (Perin, Maule et al. 2001) und zum
anderen zu einer zunehmenden Versteifung der arteriellen GefaRe (van Ittersum, Schram et al.
2004). Dies bedeutet eine Verminderung der Compliance und damit eine Erhohung des
Blutdrucks.

Weitere Folgen der Neuropathie stellen sich im Bereich des Urogenitaltrakts dar: Die Storung
der autonomen Innervation bedingt eine diabetische Cystopathie, welche zu Harnstauungen,
gehauften Pyelonephritiden und damit zu Nierenschadigungen fihrt (Vinik, Maser et al.
2003). Auch eine Zunahme des intraglomerularen Drucks (Monteagudo, Nobrega et al. 1996),
verursacht durch die Neuropathie, tragt wesentlich zur Progression der diabetischen

Nephropathie und damit zur Hypertonie bei.

Genetische Faktoren

Genetische Faktoren bestimmen 30 - 50 % der Blutdruckvariationen in der
Normalbevolkerung (Munroe und Caulfield 2000). Als wahrscheinliche Ursache der
genetisch bedingten Variabilitat des Blutdrucks werden polymorphe Allele von an der
Blutdruckregulation beteiligten Genen angesehen. Daher wurden sie in jungster Zeit auf einen
kausalen Zusammenhang mit der Entstehung essentieller und sekundarer Hypertonie-Formen
untersucht. Gen-Polymorphismen des RAAS, sowie des Endothelin-Systems wurden mit z.T.
kontroversen Ergebnissen, in ihrer Bedeutung flr die Genese und Progression der arteriellen
Hypertonie geprift. Beziiglich des RAAS sind polymorphe Allele des Angiotensinogen-,
ACE-, Angiotensin-1l1-Rezeptor-Typ-1- und das Aldosteron-Synthase-Gen von Bedeutung, fir
das Endothelin-System das Endothelinl.

Fur das Angiotensin-Converting Enzym kodiert ein aus 21 kb und 26 Exons bestehendes Gen,
welches auf dem langen Arm des Chromosom 17 (17g23) lokalisiert ist. Im Intron 16 nahe
des 3’-Endes dieses Gens findet sich ein Insertions-/Deletions-Polymorphismus (Zaman,
Yoshiike et al. 2001). Dieser ist charakterisiert durch das Fehlen oder VVorhandensein eines

287bp-Fragments (Scott, Moran et al. 2005). Bei Vorhandensein des Fragements liegt das I-
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Allel, bei Fehlen das D-Allel vor. Im Jahre 1990 wurde von Rigat et al. (Rigat, Hubert et al.
1990) ein Zusammenhang zwischen dem jeweiligen Genotyp und dem Serum-ACE-Spiegel
beschrieben: So war mit Vorliegen des D-Allels eine Erhéhung des ACE-Serum-
Konzentration feststellbar. (Rigat, Hubert et al. 1990). Dies hat zur Folge, dass bei Vorliegen
des D-Allels eine vermehrte Conversion von Angiotensin | zu Angiotensin Il erfolgt.

Fur das Protein Angiotensinogen (AGT) codiert ein auf Chromosom 1 lokalisiertes Gen
(1942-43). Bezlglich dieses Gens, welches aus 13 kb besteht und sich aus 5 Exons und 4
Introns zusammensetzt, sind zahlreiche genetische Variationen bekannt, wobei der ¢.704T>C-
Polymorphismus fiir die Genese der arteriellen Hypertension von Bedeutung ist (Staessen,
Kuznetsova et al. 1999). Bei diesem Polymorphismus wird an Position 704 im Exon 2 des
AGT-Gens Thymidin durch die Base Cytosin ersetzt. (c.704T>C). Diese Veranderung der
Basensequenz bedingt die Codierung der Aminosaure Threonin, die bei der Synthese des
Angiotensinogens an Position 235 anstelle von Methionin eingefuigt wird (p.Met235Thr). Die
sich daraus ergebenden Allele sind das T-Allel und das C-Allel. Bei Vorliegen des C-Allels
ist eine Erh6hung des Angiotensinogen-Plasmaspiegels nachweisbar (Reinhardt, Sigusch et
al. 2000).

Das fir den Angiotensin-11-Rezeptor-Typ-1 (ATR1) codierende Gen ist auf dem langen Arm
des Chromosoms 3 lokalisiert (3921-925) (Dzida, Sobstyl et al. 2001). Es umfasst 55 kb und
besteht aus 5 Exons, von denen die ersten 4 Exons fir die 5’-untranslatierten Sequenzen
codieren (Duncan, Scholey et al. 2001). Ein Polymorphismus des ATR1-Gens ist durch einen
Austausch von Adenosin gegen Cytosin an Position 1166 des 5’-Endes der 3’-untranslatierten
Region (Stankovic, Zivkovic et al. 2003) im Exon 5 charakterisiert (c.1166A>C) (Duncan,
Scholey et al. 2001). Die biologischen Auswirkung ist bislang nicht vollstandig geklart, es
wurden aber Korrelationen des C-Allels mit arterieller Hypertension, KHK, arterieller
Geféallversteifung und Nephropathie beschrieben, wobei als Wirkmechanismus eine Zunahme
der Sensitivitdt des ATR1-Rezeptors bei Vorliegen der genannten Mutation angenommen
wird (Marre, Jeunemaitre et al. 1997; Miller, Thai et al. 2000; Zhang, Erdmann et al. 2000).
Fur die Aldosteron-Synthase codiert das Gen CYP11B2, welches auf dem kurzen Arm des
Chromosom 8 (8qg24) lokalisiert ist (Mulatero, Schiavone et al. 2000). In der 5’-Promotor-
Region an Position -344, welche die mutmalliche Bindungsregion des Transkriptions-Faktors
SF-1 darstellt (Connell, Fraser et al. 2004), findet sich der C/T-Polymorphismus (Freel und
Connell 2004). Der Polymorphismus ist durch einen Austausch von Cytosin gegen Thymin
charakterisiert (c.-344C>T). Die Genotypen C/C (Wildtyp), C/T (heterozygoter Genotyp),
und T/T (Risikogenotyp) unterscheiden sich in ihrer Blut-Aldosteron-Konzentration: Das T-
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Allel bedingt eine Erhéhung der Aldosteron-Sekretion und somit eine vermehrte Aldosteron-
Wirkung (Hautanen, Toivanen et al. 1999).

Das fir das Endothelin-1 codierende Gen ist auf Chromosom 6 lokalisiert, umfasst 5.5 kb und
gliedert sich in 5 Exons und 4 Introns (Treiber, Barbeau et al. 2003). Bezlglich dieses Gens
sind zahlreiche Polymorphismen bekannt, wobei in dieser Arbeit der Fokus auf den
p.Lys198Asn-Polymorphismus gelegt werden soll. Im Falle dieses Polymorphismus findet
sich an Position +5665 im Exon 5 ein Basenaustausch von Guanin durch Thymin
(9.5665G>T). Daraus resultiert eine Veranderung im Codon 198, aus welchem ein Austausch
von Lysin durch Asparagin im Proteinmolekil resultiert (p.Lys198Asn) (Tiret, Poirier et al.
1999). Die sich daraus ergebenden Allele sind somit das T- und das G-Allel. Bei den Tragern
des T-Allels ist, im Vergleich zu den Tragern des G-Allels, ein erhohter Endothelin-Plasma-
Spiegels feststellbar (Barden, Herbison et al. 2001), was als pradisponierend fir die
Entstehung und Progression einer arteriellen Hypertonie angenommen wird (Shichiri, Hirata
et al. 1990).

Die untersuchten Polymorphismen, ihre Benennung und Lokalisation, sowie ihre funktionelle

Bedeutung sind in Tabelle 1 zusammenfassend dargestellt.

Name Abklrzung Polymorphismus | Locus Funktionelle
Bedeutung

Angiotensin- ACE ACE Intron 16 I/D | Intron 16 ACE-Aktivitat Y

Converting-

Enzym

Angiotensinogen | AGT c.704T>C Exon 2 AGT-Spiegel Y

Angiotensin I1- ATR1 c.1166A>C 3’-UTR ATR1-AktivitatY

Rezeptor Typl

Aldosteron- Aldo-S C.-344C>T Promotor Aldosteron Y

Synthetase

Endothelin End1 g.5665G>T Exon 5 Endothelin-
Plasmaspiegel Y

Tabelle 1: Gen-Polymorphismen und ihre pathophysiologische Bedeutung
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3.5. Fragestellung
Die Bedeutung genetischer Polymorphismen fiir die Progression der arteriellen Hypertension
ist bei Kindern und Jugendlichen weitestgehend unbekannt.
In dieser prospektiven Studie wurden deshalb Polymorphismen des RAAS (ACE, AGT,
ATR1, Aldo-S) und des Endothelin-Systems (Endl) bei Kindern und Jugendlichen mit
Diabetes mellitus Typ 1 bestimmt und mit 24-h-Blutdruckprofilen verglichen. Untersucht
wurde, ob eine Assoziation zwischen den untersuchten Polymorphismen und den auftretenden

Verénderungen in den Blutdruckprofilen im Verlauf von 2 Jahren bestand.
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4. Patienten und Methoden

4.1. Patienten

4.1.1. Patientenkollektiv

In diese Studie, die Teil einer prospektiven interdisziplindren Langzeitstudie zur Frage
genetischer Risikofaktoren vaskularer Erkrankungen bei Kindern ist, wurden vom 14.07.1999
bis zum 09.12.2004 konsekutiv insgesamt 95 Kinder und Jugendliche (50 mannliche und 45
weibliche), die in der Diabetes-Ambulanz und der Diabetes-Station  der
Universitatskinderklinik GielRen behandelt wurden, aufgenommen. Das Mindestalter betrug 9
Jahre. Die Studie wurde von der zustdndigen Ethikkommission genehmigt
(Genehmigungsnummer 10/02). Eine Einverstandniserklarung der Eltern/Sorgeberechtigten
oder des Patienten, im Falle einer Volljahrigkeit, lag vor.

Im Rahmen der regelmaRigen Routineuntersuchungen wurden stets die Gewichtsentwicklung
und GrélRenzunahme und der sich daraus ergebende BMI der Kinder protokolliert.
Insbesondere Verdnderungen des Insulinbedarfs wurden engmaschig kontrolliert. Des
Weiteren wurden bei den Kindern routineméRig HbAlc und Gesamt-Cholesterin sowie
Albumin und Kreatinin im Urin bestimmt. Zusatzlich wurden den Kindern fiir diese Studie
einmalig im Rahmen der Routine-Blutentnahmen 3 ml EDTA-BIlut entnommen. Im Abstand
von durchschnittlich 25 Monaten wurden zwei ambulante 24 h- Blutdruckmessungen
(ABPM) durchgefunhrt.

4.1.2. Kontrollkollektiv
Die Allel- und Genotypfrequenz der einzelnen Polymorphismen wurde in einer
Kontrollpopulation von 100 gesunden Kindern und 300 gesunden Blutspendern mit gleicher

ethnischer Abstammung und Geschlechtsverteilung bestimmt (siehe Tabelle 2 im Anhang).

4.2. Blutdruckmessung
Die 24-h-Blutdruckmessung erlaubt zum einen die Beobachtung des Blutdrucks sowohl
tagliber als auch nachts in einer dem Patienten vertrauten Umgebung und zum anderen die
Quantifizierung der zirkadianen Blutdruckvariablititait (Wuhl, Witte et al. 2002). 24h-
Blutdruckmessungen zeigen eine bessere Korrelation zwischen moglichen sekundaren
Organschadigungen, kardiovaskularer Morbiditdt und Hypertonie als einmalige

Blutdruckmessungen (Hansen, Jeppesen et al. 2006; Kikuya, Hansen et al. 2007). Eine
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Verschlechterung der néchtlichen Blutdruckregulation wurde in der Literatur wiederholt bei
Kindern und Jugendlichen mit Diabetes mellitus Typ | beschrieben (Cohen, Filho et al. 2001;
Darcan, Goksen et al. 2006). Trotzdem wird der Beitrag eines erhohten systolischen und
diastolischen Blutdrucks zu einem veranderten Blutdruckprofil und die Entstehung
sekundarer Organschaden noch immer kontrovers diskutiert. Die Identifikation und Kontrolle
von Risikofaktoren die zur Entwicklung von Komplikationen fiihrt und deren Akzelleration
fordert ist somit gerade bei Kindern und Jugendlichen mit Diabetes mellitus Typ 1 von
enormer Wichtigkeit.

Die beschriebene ndchtliche Blutdruckabsenkung wird auch als sogenanntes ,,Dipping“
bezeichnet. Bezliglich dieses Parameters ist die Definition einer pathologischen néchtlichen
Blutdruckabsenkung teilweise in so fern kompliziert, als sie in der Literatur zum Teil sehr
kontrovers dargestellt wird: Bezlglich des systolischen Dippings ist allgemein eine
Absenkung von weniger als 10 % gegenuber dem jeweiligen Tagwert als pathologisch
anzusehen (Holl, Pavlovic et al. 1999). Beziiglich des diastolischen Dippings bezeichnen
einige Autoren eine Absenkung des ndchtlichen Blutdrucks um weniger als 20 % als
pathologisch (Holl, Pavlovic et al. 1999), wahrend andere erst ab einer Absenkung von unter
10 % gegenlber dem jeweiligen Tagwert als pathologisch ansehen (Verdecchia, Schillaci et
al. 1990).

Die ambulanten 24 h-Blutdruckmessungen erfolgten im Rahmen dieser Studie mit dem
Spacelabs ABPM 90207 Monitor (Spacelabs, Kaarst) mittels oszillometrischer Verfahren und
angepasster ManschettengroRBe. Die Auswertung wurde mit Hilfe der zugehorigen Software
(90121, Version 1.03.15) vorgenommen (Holl, Pavlovic et al. 1999). Der Tagesverlauf und
die Aktivitaten der Patienten wurden jeweils protokolliert. Die Messzeitrdume lagen zum
einen zwischen 6.00 und 20.00 Uhr (Tagphase) und zum anderen zwischen 20.00 und 6.00
Uhr (Nachtphase). In der Tagphase erfolgten die Messungen alle 20 Minuten, in der
Nachtphase wurden sie stiindlich durchgefiihrt. Zeigte der protokollierte Tagesablauf eine
Abweichung vom angenommenen, wurden die Zuordnungen zu Tag- und Nachtphasen
entsprechend angepasst. So war separat der mittlere systolische (SBP) und diastolische (DBP)
Blutdruck fur die Tag- und die Nachtperiode berechenbar. Eine Untersuchung der zirkadianen
Variabilitat des Blutdruckes erfolgte, indem das Verhaltnis der mittleren Tag- und Nachtwerte
(Dipping: [mittlerer Tagwert — mittlerer Nachtwert]/mittlerer Tagwert) gebildet wurde, um so
eine Aussage Uber die néchtliche prozentuale Absenkung des mittleren systolischen und
diastolischen Blutdruckes zu erhalten. Die Messwerte wurden auf die Normwerte der

deutschen Multicenter-Studie zur 24 h-Blutdruckmessung bezogen (Soergel, Kirschstein et al.
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1997). Grenzwerte der nachtlichen Blutdruckabsenkung waren fir die Systole ein Abfall von
mindestens 10% gegenlber dem Tagwert und flr die Diastole eine Verminderung des
néchtlichen Wertes von mindestens 20% gegenlber dem entsprechenden Tagwert
(Verdecchia, Porcellati et al. 1994; Sorof und Portman 2000)

In der quantitativen Analyse wurde entsprechend der Verteilungsparameter der
Referenzstudie jeder berechnete Mittelwert des systolischen und diastolischen Blutdrucks als
SDS-LMS-Wert angegeben.

Blutdruckwerte von Kindern und Jugendlichen liegen in einer non-parametrischen Verteilung
vor. Um die Werte in eine Normalverteilung zu Uberfiihren, wurde die sogenannte LMS-
Transformation von Wihl et al. (Wuhl, Witte et al. 2002) angewandt. Wiihl et al. erhoben in
einer Studie mit 949 Kindern und Jugendlichen im Alter von 5-20 Jahren 24 h-Blutdruck-
Profile mit dem Ziel parametrisch verteilte LMS-Blutdruck-Referenzwerte fir Kinder und
Jugendliche zu erstellen. Dazu wurden die erhaltenen 24 h-Blutdruckprofile zun&chst in zwei
Gruppen, abhdngig vom jeweiligen Geschlecht, eingeteilt. Da bekannt ist, dass der Blutdruck
neben dem Geschlecht auch abhangig ist von Alter und Grolie eines Kindes, wurden innerhalb
dieser geschlechtsabhéngigen Gruppen Blutdruck-Referenzwerte zum einen dem jeweiligen
Alter und zum anderen der KorpergroRRe zugeordnet. Da diese Normwertkurven nicht in einer
Normalverteilung vorlagen, wurde die bereits erwahnte LMS-Transformation durchgefihrt,
um so eine Gauldsche Verteilung zu erhalten. Die LMS-Transformation wird nach folgender
Formel, die den Median, den Variationskoeffizienten und die Steilheit der jeweiligen

Verteilungskurve miteinbezieht, berechnet:

Ca(t)= M(t) x [1 + L(t) x S(t) x z,]®

Cu(t): Gesuchte Perzentile im a-Quantil entsprechend der korrespondierenden Werte
bezlglich Alter (oder GrolRe) t

M(t): Median entsprechend der korrespondierenden Werte bezlglich Alter (oder GroRe) t

L(t): Steilheit der Kurve entsprechend der korrespondierenden Werte bezliglich Alter (oder

GroRe) t

S(t): Variationskoeffizient entsprechend der korrespondierenden Werte beztglich Alter
(oder Grofie) t;

Zy: Der Perzentile entsprechende Standardabweichung (vor allem fir o = 97%,
z,=1.88)

Nach dieser Transformation lagen sowohl fir Jungen als auch fir Madchen normalverteilte
Werte, sogenannte LMS-Werte, vor, die sowohl dem jeweiligen Alter als auch der jeweiligen

KorpergroRe einen bestimmten Referenzwert zuordneten.
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Sollte nun ein individueller LMS-Blutdruck-Wert eines Kindes in seiner Abweichung von
diesen Norm-Werten eingeschatzt werden, war dies insofern schwierig, als dass ein absoluter
Wert zur Beschreibung der Abweichung von der Norm in der Padiatrie keine wirkliche
Aussagekraft hat. Deshalb wurde der sogenannten SDS-Wert berechnet. Dieser ermdglicht
eine objektive Einschdtzung des AusmaBes der Abweichung vom alters- oder
grolRenabhangigen Normwert.

Der SDS-Wert errechnet sich wie folgt:

SDS: [(Y/M(t)) “O-1]/(L(t) x S(t))

Y: Individueller systol. oder diastol. Blutdruck, mittlerer arterieller Druck,
Herzfrequenz

L(t), M(t), S(t): Geschlechtsspezifische Werte von L, M, und S entsprechend des Alters oder
der GroRe des Kindes

Die dargestellten Zusammenhange sollen nun kurz anhand eines Patienten-Beispiels erlautert
werden: Ein 10jahriger Junge und ein ebenso altes Ma&dchen weisen in der 24 h-
Blutdruckmessung einen mittleren systolischen Blutdruck am Tag von 113.4 mmHg (Junge)
bzw. 113.3 mmHg (Madchen) auf. Sechs Jahre spater stellen sie sich wieder vor. Eine ABPM
wird durchgefiihrt. Nun weist der Junge einen mittleren systolischen Blutdruck von 128.2
mmHg und das Madchen von 119.6 mmHg auf. Ohne die Kenntnisse von der Geschlechts-
Gewichts- und Altersabhangigkeit kindlicher Blutdrucke wirde man eventuell davon
ausgehen, dass die Jugendlichen einen Hypertonus entwickelt hatten, wobei beziiglich des
Jungen ein sehr schlechter Verlauf anzunehmen ware. Transformiert man nun aber die Werte
in SDS-LMS-Werte, so stellt man fest, dass sie zu beiden Messzeitpunkten einen SDS-Wert
von ,,0.00“ aufwiesen, dass also die Blutdruck-Werte vollig der Norm entsprechend waren.

Aus Griinden der aus den SDS-LMS-Werten resultierenden objektiven Vergleichbarkeit der
Blutdruckwerte von Kindern unterschiedlichen Geschlechts, Alters oder Korpergrolie, werden
in der folgenden Arbeit, wenn nicht anders vermerkt, SDS-LMS-Werte aufgefiihrt. Der
Vollstandigkeit halber sind die absoluten Blutdruckwerte der Kinder und Jugendlichen, die an

dieser Studie teilnahmen, in Tabelle 14 im Anhang aufgefihrt.

4.3. Klinisch-chemische Analyse
Der HbAlc-Wert wurde in der Diabetes-Ambulanz der Kinderklinik Giessen immunologisch
aus Kapillarblut (DCA 2000; Bayer, Leverkusen) bestimmt. Als Normbereich galten Werte
von 4.0-6.1 %. Verwandt wurde in der Datenanalyse der mediane HbAlc-Wert aus 2-6

Messungen, die im Rahmen der regelmaliigen Routineuntersuchungen durchgefiihrt worden
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waren. Jahrlich wurde zudem die Albuminausscheidung im Spontanurin bestimmt und auf die
Kreatinin-Konzentration im Urin bezogen. Als Normbereich galten Werte von <29mg
Albumin/g Kreatinin.

Als physiologische Cholesterinwerte galten Werte >200 mg/dl bei postprandialer
Blutentnahme (Schwab, Doerfer et al. 2006).

4.4. Extraktion der DNA
Die Extraktion der DNA gliederte sich grundlegend in zwei Teilabschnitte. Zundchst erfolgte
die eigentliche Isolierung der DNA aus dem Patienten-Blut. Um diese anschliel3end
verwenden zu konnen, erfolgte danach eine photometrische Quantifizierung und

dementsprechend die Einstellung der gewiinschten DNA-Konzentration.

4.4.1. Isolierung der DNA
Unter Verwendung des QIAamp® DNA Mini Kit und DNA Blood Mini von Qiagen
(QIAGEN GmbH, Max-Volmer-Strasse 4, 40724 Hilden; Katalognummer 51306) wurde aus
dem oben genannten Patientenblut die DNA extrahiert.
Hierfiir wurde das Extraktionskit wie folgt vorbereitet:
die Proteinase K (Mat.-Nummer 1017738) wurde zu je 20l in
Eppendorfgefalien aliquotiert und bei -20°C bis zum Gebrauch aufbewahrt
zu den 95ml AW1-Puffer-Konzentrat (Mat. Nummer 1014795) wurden einmalig 120
ml Ethanol hinzugegeben und bei Raumtemperatur aufbewahrt
zu den 66ml AW?2-Puffer-Konzentrat (Mat.-Nummer 1014577) wurden einmalig 160

ml Ethanol hinzugegeben und bei Raumtemperatur aufbewahrt

Vor der eigentlichen Extraktion waren folgende Vorbereitungen zu treffen:
die Blutproben wurden auf Raumtemperatur erwarmt
der Thermoblock ( Techne, DRI-Block® DB-2A) wurde auf 56°C erhitzt

die Proteinase K wurde aufgetaut

Dann konnte mit der Extraktion begonnen werden: Ziel war es, pro Blutprobe in 250 ul AE-
Puffer DNA zu extrahieren. Zu diesem Zweck wurden pro Patientenprobe zwei Extraktionen
parallel durchgefiihrt, da man so pro Ansatz jeweils zwei in 125 ul AE-Puffer geloste DNA-
Proben erhielt. Zu Beginn wurden zu der Proteinkinase K je 200 ul Blut und 200 pl AL-Lysis
Puffer (Mat.-Nummer: 1014604) hinzugegeben. Dann wurde das Gemisch 15 Sekunden
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pulsierend gevortext und abzentrifugiert. Eine zehnmindtige Inkubation im auf 56°C
vorgeheizten Thermoblock folgte anschlieRend. Im weiteren Verlauf wurde 200 pl 100%iges
Ethanol hinzugefiigt und durch 15sekiindiges pulsierendes Vortexen und anschlielende
Abzentrifugation untergemischt. Danach wurde das komplette Reaktionsgemisch in eine
QlAamp spin column (Lot.-No.:11556826) uberfihrt. Hierbei war vor allem darauf zu achten,
dass sich zum einen auf dem Ring am oberen Rand der Sédule kein Reaktionsgemisch
ablagerte, und zum anderen, dass die tberaus empfindliche Membran der Sdule nicht z.B.
durch die Pipettenspitze, zerstért wurde. Im ndchsten Schritt wurde die Sdule in der
Zentrifuge (Hettich, Typ 1110) bei 8000 rpm eine Minute zentrifugiert und nach der
Zentrifugation auf ein neues Auffangrohrchen (Lot No. 11554506) gesetzt. Nachdem im
Anschluss daran 500 pl AW1-Wasch Puffer (Mat.-Nummer: 1014795) in die Séule pipettiert
worden waren, wurde sie wieder eine Minute bei 8000 rpm zentrifugiert. Im Folgenden wurde
die Sdule auf ein neues Auffanggefal? gestellt und 500 pl AW2-Wasch-Puffer (Mat.-Nummer
1014577) hinzupipettiert. Nun folgte eine 3minitige Zentrifugation bei 14000 rpm. Im
weiteren Verlauf wurde die Séule, nach erneuter Auswechslung des Auffangréhrchens, eine
Minute bei 14000 rpm zentrifugiert. Im ndchsten Schritt wurde das Auffangréhrchen
nochmals ausgetauscht und 125 pl AE-Puffer (Mat-Nummer: 101 7847) direkt auf die
Membran der Extraktionssdule gegeben. Nach einer Wartezeit von funf Minuten folgte eine
abschliefende einmindtige Zentrifugation bei 8000 rpm. Hiermit war die Extraktion

abgeschlossen und die DNA lag in 125 ul AE-Puffer geldst vor.

4.4.2. Photometrische Quantifizierung der DNA

Nach der DNA-Isolierung folgte nun ihre Quantifizierung. Zunéchst mussten hierfir jedoch

einige Vorbereitungen getroffen werden:
Von der extrahierten DNA musste eine Verdiunnung im Verhaltnis 1:20 hergestellt
werden. Hierzu wurden in einem Eppendorfgefa® 95 pl Wasser und 5 pl
Extraktionsprodukt vermischt.
Das benétigte Photometer (Ultrospec 1000, Pharmacia Biotech) musste einige
Minuten vor der Messung eingeschaltet werden, um die UV-Lampe vorzuwérmen.
Nach der Einstellung des Programms Multi A wurde das Photometer mit Wasser
kalibriert.

Dann konnte mit den Messungen begonnen werden: Diese erfolgten entsprechend dem

Programm Multi A bei 230 nm, 260 nm, 280 nm und 320 nm. Danach musste zundchst die

Reinheit der extrahierten DNA festgestellt werden, indem der erhaltene Wert der Messung bei
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260 nm durch den Wert, den die Messung bei 280 nm ergeben hatte, dividiert wurde. Dieser
Quotient sollte einen Wert zwischen 1,8 und 2,0 ergeben.
Als nachstes folgte nun die eigentliche Quantifizierung der DNA. Hierzu wurde der erhaltene
Wert der Messung bei 260 nm mit dem Faktor 1000 multipliziert. Das so errechnete Ergebnis
gab die Menge DNA in ng pro pl an; beispielsweise bedeutete ein Messwert von 0,032 bei
260 nm eine DNA-Menge von 32 ng/ul Extraktionsprodukt. Fir die im weiteren Verlauf
durchgefuhrten PCR’s wurden jedoch DNA-Mengen von je 50 ng bendtigt, daher wurde wie
folgt verfahren:
Lag die isolierte DNA-Menge unter 50 ng/ul, so wurde bei den folgenden PCR-
Ansétzen das verwendete VVolumen des Extraktionsprodukts entsprechend erhoht. Hier
war allerdings zu beriicksichtigen, dass das Volumen des PCR-Ansatzes (50 pl) nicht
verdndert werden durfte. Daher wurde entsprechend der Erhdhung des DNA-
Volumens das VVolumen des im PCR-Ansatz enthaltenen Wassers reduziert.
Lag die extrahierte DNA-Menge Uber 50 ng/ul, so wurde sie mit AE-Puffer so
verdinnt, dass 1 pl Extraktionsprodukt 50 ng genomischer DNA enthielt.
Nach Beendigung der oben genannten Schritte war die Quantifizierung der DNA

abgeschlossen.

4.4.3. Lagerung der DNA
Die DNA wurde in 2 ml-EppendorfgefaRen in AE-Puffer bei 4°C im Kihlschrank gelagert.

4.5. Polymerasekettenreaktion
Die Amplifikation der Genotypen der jeweiligen Polymorphismen wurde mit Hilfe der
Polymerasekettenreaktion (PCR) durchgefiihrt: Die PCR stellt ein anerkanntes Verfahren, um
definierte Ziel-DNA-Sequenzen selektiv zu vermehren, dar (Strachan 2005). Fir die
Durchfiihrung einer PCR werden zunéchst fiir den jeweiligen Gen-Abschnitt spezifische
Oligonukleotidprimer bendtigt (siehe hierzu Kapitel ,,Primer®). Diese Primer, die so
genannten Amplimere, binden spezifisch an komplementére Sequenzen, welche die gesuchte
DNA-Sequenz einrahmen. Werden nun eine hitzestabile DNA-Polymerase, sowie als DNA-
Vorstufen, die vier Desoxynukleotidtriphosphate dATP, dCTP, dGTP und dTTP
hinzugegeben, kénnen Amplimere die Synthese neuer DNA-Strénge starten. Die entstehenden
DNA-Strange sind komplementdr zu denen der gesuchten Zielsequenz und Uberlappen
einander. Diese Neusynthesen laufen in Kettenreaktionen ab, in denen die jeweils neu

synthetisierten DNA-Strdnge als Matrizen fiur die weitere DNA-Synthese dienen. So werden
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in meist ca. 30 Zyklen bis zu 10° Kopien der erwiinschten DNA-Zielsequenz synthetisiert.
Diese Menge ist in einer daran anschlieBenden Agarose- Gelelektophorese als diskrete Bande
erkennbar (Strachan 2005).

Wird die hitzestabile Tag-Polymerase verwendet, gliedert sich die PCR meist in drei Schritte:

1. Denaturierung: Bei 93-95° C wird menschliche genomische DNA denaturiert.

2. Renaturierung: Diese erfolgt normalerweise bei 50-70° C.
3. DNA-Synthese: Sie erfolgt in der Regel bei 70-75° C (Strachan 2005).

Der Ablauf einer PCR-Reaktion ist im Folgenden schematisch dargestelit.
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Abbildung 4-1: Ablauf der Polymerase-Kettenreaktion
(Quelle: http://sina.eetezadi.de/inhalt/referate/dna-replikation-pcr/page/3)

Unterschieden werden beziglich der PCR eine so genannte Single-Run-PCR von einer
nested-PCR. Der Unterschied besteht darin, dass bei einer Single-Run-PCR, direkt selektiv
die Ziel-DNA vermehrt wird, wohingegen bei einer nested-PCR (verschachtelte PCR) in der
ersten PCR-Reaktion der DNA-Abschnitt vermehrt, wird auf dem sich die Zielsequenz
befindet. In einer anschlieBenden Reaktion wird aus dem Produkt des ersten PCR-Laufs die

Zielsequenz von dem darin vorliegenden DNA-Teilabschnitt amplifiziert. Hierdurch wird das
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Risiko, falsche Amplifikationsprodukte zu erhalten, auf ein Minimum reduziert (Strachan
2005).

Die Polymorphismen wurden zum Teil in einer Single-Run (ACE und AGT) und in einer
nested-PCR (Aldo, ATR1, Endl) amplifiziert. Die genauen Angaben zur Durchfiihrung der
jeweiligen PCRs sind im Anhang in Tabelle 5 und 6 dargestellt.

4.5.1. Primer

Bei der Konstruktion eines Primers liegt die Schwierigkeit darin, einen nur fir die
Zielsequenz spezifischen Primer herzustellen. Fir das komplexe menschliche Genom reicht
es meist zwei Primer von jeweils 20 Nukleotiden L&nge anzufertigen (Strachan 2005), denn
die Wahrscheinlichkeit, dass einer der beiden Primer an einer weiteren Stelle im Genom
genau mit einer Sequenz Ubereinstimmt, ist verschwindend gering. Um dennoch auftretende
falsche Amplifikationsprodukte zu vermeiden, wahlt man die Bedingungen stets so, dass nur
die Duplices aus Primer und Ziel-DNA stabil sind. Doch trotz allem findet man immer wieder
falsche Amplifikationsprodukte (Strachan 2005).

Um die Zahl der dennoch falschen Amplifikationen zu verringern, kann man mit Hilfe
sogenannter nested-Primer eine oben beschriebene nested-PCR durchfiihren. Durch die
vorausgehende Amplifikation des DNA-Abschnittes, auf sich die jeweilige Zielsequenz
befindet, werden Fehlpaarungen des Primers in dem zweiten PCR-Lauf nahezu komplett
ausgeschlossen

Besonders wichtig ist bei der Herstellung eines Primers eine genaue Paarung am 3’-Ende des
Primers. Es gilt hier zu vermeiden, dass die Basen am 3’-Ende der Primer komplementér sind
und sich so Primer-Dimere bilden, die die Effizienz der Reaktion enorm verringern wirden
(Strachan 2005).

Zum Nachweis der zu untersuchenden Polymorphismen wurden Primer der Firma Carl Roth
GmbH + Co, Karlsruhe verwendet. Die Spezifitdt der Primer fur die jeweiligen
Polymorphismen wurde in der Datenbank von NCBI (National center of biotechnology
Interaction; www.ncbi.nim)mit Hilfe der Blast-Funktion Uberprift und sichergestellt. Die

verwendeten Primer sind im Anhang in Tabelle 3 aufgefihrt.

4.5.2. Reagenzien

Ein PCR-Ansatz enthielt neben den Primern, der zu amplifizierenden DNA und der bereits
erwédhnten hitzestabilen Tag-Polymerase, die vier DNA-Vorstufen in Form der
Desoxyribonucleotidtriphosphate dATP, dCTP, dGTP und dTTP. Zur Sicherstellung des pH-
Optimum wurde auflerdem ein PCR-Puffer hinzugefigt. Um die, durch die teilweise
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unterschiedlichen Zusammensetzungen der PCR-Ansétze entstehenden
Volumenschwankungen auszugleichen, wurden jeweils entsprechende Mengen an Li-
Chrosolv-Wasser hinzugegeben.

Die verwendeten Reagenzien sind im Folgenden dargestellt.

Reagenz Name Firma Bestellnummer | Konzentration/
Aktivitat
Polymerase AmpliTag Gold | Applied N808-0240 250 U
Biosystems
PCR-Puffer PCR Gold | Applied N808-0240 10x
Puffer Biosystems
dNTP’s Roti-Mix PCR 1 | Carl Roth & | L541.1/2 10 mM
Co.KG
H,O Li-Chroslv Merck 1.1533 %

Tabelle 4: Ubersicht tiber die fir die PCR verwendeten Reagenzien

4.5.3. Durchfiihrung der PCR
Die Durchfiihrung der PCR ist in zwei Teile zu untergliedern:
1. Herstellung des PCR-Ansatzes
2. Programmierung des Thermocyclers und Ablauf der Reaktion
Im Anhang sind die PCR’s beziglich der Zusammensetzung ihrer PCR-Amsétze und die
Programmierungen des Thermocyclers in Tabelle 5 und Tabelle 6 dargestellt. An dieser Stelle

sei nur kurz beschreibend auf die differenten PCR’s der Polymorphismen eingegangen.

ACE

Die Genotypisierung ACE-Polymorphismus erfolgte mittels direktem Nachweis priméar
langendifferenter ~ PCR-Produkte in  einer  Single-Run-PCR.  Aufgrund  eines
Amplifikationsvorteils des D-Allels gegeniiber dem I-Allel, wurde nach der
Alleldifferenzierung mittels Gelelektrophorese bei VVorliegen eines D/D-Genotyps eine zweite
PCR angeschlossen. Diese PCR (ACE-ins) wurde mit insertionsspezifischen Primern
durchgefuhrt (Shanmugam, Sell et al. 1993).

AGT
Der AGT-Polymorphismus wurde in einer so genannten mutagenically-separated-PCR
nachgewiesen (Rust, Funke et al. 1993). Dieses Verfahren beruht auf der Verwendung von

drei Primern. Zwei dieser Primer sind langendifferente, partiell homologe Antisense-Primer.
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Der dritte Primer dient der Amplifikation des komplementdren Stranges. Die partiell
homologen Primer konkurrieren miteinander um die Bindung an der Ziel-DNA. Einer der
beiden Primer bindet praferentiell bei Vorliegen des Wild-Allels, der zweite Primer bindet
préferentiell bei Vorliegen der Mutation. Bei heterozygoten Genotypen binden beide Primer.
Aufgrund der Langendifferenz der Primer entstehen so zwei langendifferente PCR-Produkte,
die in der anschliessenden Gelelektrophorese als differente Banden identifiziert werden

kdnnen.

ATR1, Aldo-S und Endl
Die Genotypisierung von ATR1, Endl und Aldo-S erfolgte in nested-PCRs. Zur

Genotypisierung wurde im Anschlu daran ein Restriktionsenzymverdau durchgefihrt.

4.5.4. Kontrollen

Parallel zu jeder PCR wurden sowohl eine Positiv- als auch eine Negativkontrolle
durchgefinhrt.

Als Positivkontrolle wurde stets in einem PCR-Ansatz das Abl-Gen amplifiziert. Bei dem

Abl-Gen handelt es sich um ein auf dem langen Arm des Chromosom 9 liegendes
Protoonkogen (Wilda, Fuchs et al. 2002). Dieses Gen eignet sich sehr gut, um eine
Positivkontrolle im Rahmen einer PCR durchzufiihren, da es bei jedem Menschen
nachweisbar ist. Bei einem negativen PCR-Produkt-Nachweis konnte daher davon
ausgegangen werden, dass ein Fehler in der Durchfiihrung der PCR vorgelegen haben musste,
da bei regelrechtem Ablauf eine Amplifikation des Abl-Gens erfolgt wére. Die Amplifikation
des Abl-Gens konnte sowohl in einer Single-Run- als auch in einer nested-PCR erfolgen. Die
hierflr verwendeten Primer wurden von der Firma Roth bezogen (die verwendeten Primer
sind in Tabelle 3 im Anhang dargestellt).

Als Negativkontrolle wurde zusatzlich stets ein PCR-Ansatz erstellt, welcher anstelle von

DNA steriles Aqua dest. enthielt. So konnten eventuelle Verschmutzungen des PCR-Ansatzes

nachgewiesen werden.

4.6. Gelelektrophorese
Durch die Gelelektrophorese lassen sich Proteine, Nukleinsduren und andere geladene
Teilchen auftrennen. Die Trennung der Molekilgemische erfolgt unter Anlegen eines
elektrischen Feldes auf einem so genannten Tréger-Gel. In dem elektrischen Feld entwickelt
jedes Molekil eine spezifische Wanderungsgeschwindigkeit, die abhangig ist von seiner

GroRe, Form und Nettoladung (die pH-abhéangig ist) und der angelegten Spannung. Auch die
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Poren des Agarose-Gels beeinflussen die Wanderungsgeschwindigkeit, da sie die verschieden
groRen DNA-Stlicke unterschiedlich stark in ihrer Wanderung behindern. Die negative
Eigenladung der DNA-Molekile beruht auf ihren Phosphorsdure-Resten. Bei Anlegen eines
elektrischen Feldes wandern sie daher auf den positiven Pol zu (Strachan 2005).

Die unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeiten bedingen die Entstehung eines
typischer Bandenmuster (Ansammlung gleich gewanderter, also identischer Molekiile)
(Strachan 2005) welches nach einer anschliefenden Anfarbung mit Ethidiumbromid unter

UV-Licht sichtbar gemacht und abfotografiert werden kdnnen.

4.6.1. Bestandteile des Gels
Die hergestellten Gele hatten grundsatzlich folgende Inhaltsstoffe:
1x TAE-Puffer
Agarose
Diese beiden Inhaltsstoffe sollen zundchst genauer beschrieben werden.

Agarose
Bei der Herstellung der Agarose-Gele wurden entweder eine Universal Agarose (peqGold

Universal Agarose, peg-Lab Biotechnologie GmbH, Bestell-Nr: 35-1020) oder eine Wide-
Range Agarose (Sigma, Best-No. A 7431) verwendet.

Herstellung des Tris- Acetat- EDTA- Puffers
Der Tris-Acetat-EDTA-Puffer (im Folgenden TAE-Puffer) wurde aus folgenden Substanzen

hergestellt: 1. Tetranatrium-Ethyldiamin-Tetraacetat-Hydrat; M 380,2 (Firma Sigma,
Katalog-Nr:EDASYS)

2. Tris-Base: C4H11NO3; M 121,14 (Firma Roth; Art-Nr: 4855,2)

3. Essigsaure 96% (Firma Roedel-de-Héen, Kat.-Nr: 33206)
Das oben genannte Tetranatrium-Ethyldiamin-Tetraacetat-Hydrat wurde zur Herstellung von
EDTA-L6sung bendtigt. Um einen halben Liter 0,5 molare EDTA-LOsung herzustellen,
wurden 85,05 g Tetranatrium-Ethyldiamin-Tetraacetat-Hydrat zu 414,95 ml Millipore-Wasser
gegeben und durch ca. 15-mindtiges Rihren geldst. Danach folgte die Einstellung des pH-
Wertes der Losung: Hierzu wurde vorbereitend eine Messelektrode zur digitalen pH-Messung
in Eichlosungen mit den Werten 4, 7 und 10 geeicht. Diese Elektrode wurde dann in die
EDTA-L6sung gestellt, so dass unter standiger Uberwachung des pH-Werts dieser mit

96%iger Essigsaure auf den gewiinschten Wert von 8 heruntertitriert werden konnte.
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Nun wurden zu 78 ml Essigsdure und 700 ml Millipore-Wasser 242 g Tris-Base
hinzugegeben. Diese ging nach 15mindtigem Rihren in Losung. AnschlieRend wurden 100ml
der hergestellten 0,5 molaren EDTA-LGsung zu dem Tris-Acetat hinzugegeben und durch
erneutes kraftiges Riihren vermischt.

Zum Abschluss musste der pH-Wert des TAE-Puffers eingestellt werden. Dieser wurde erneut
unter standiger pH-Bestimmung durch die 0.g. Messelektrode mit 96%igen Essigsaure auf
einen Wert von 7,6- 7.8 heruntertitriert. Hierzu wurden ca. 120 ml Essigséure benétigt (das
Volumen der Essigsédure war bei den verschiedenen Herstellungen variabel, schwankte aber
um den genannten Wert).

Nach der Titration wurde abschlielend durch Zugabe von Millipore-Wasser ein Puffer-
Gesamtvolumen von 1000 ml hergestellt.

Dieser TAE-Puffer war 50x konzentriert.

Abschliefend wurde der Puffer im Autoklaven sterilisiert.

4.6.2. Herstellung des Gels

Je nach zu erwartender GroRe der PCR-Amplifikate wurden nun verschiedene Gele
hergestellt. Diese unterschieden sich, zum einen in der jeweiligen Agarosekonzentration und
zum anderen, wie bereits erwéhnt, in der verwendeten Agarose.

Vor Herstellung des Gels wurde zunéchst mit Millipore-Wasser (Leitfahigkeit 18,2 MQcm)
der 50-fach konzentriert TAE-Puffer auf eine 1-fache Konzentration verdiinnt. Hierzu wurden
20ml 50x TAE-Puffer mit 2000 ml Millipore-Wasser vermischt.

Nun konnte mit der Herstellung der Gele begonnen werden. Hierzu wurden, je nach
bendtigter Agarosekonzentration, verschiedene Mengen an Agarose und 1x TAE-Puffer in

einem Gefal} zusammengegeben. Die bendtigten Agarosekonzentrationen sind im Folgenden

angegeben:

PCR peq Gold Universalagarose- | Sigma-Agarose-Gel
Gel

ACE 1,5% /

ACE-ins 1,5% /

AGT / 4,5%

ATR1 1,5% /

Aldo-S 1,5% /

Endl 1,5% /

Tabelle 7: Konzentration der fir die Gelelektrophoresen verwendeten Agarosen
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Nach der Vermischung der Agarose und des Puffers, wurde dies aufgekocht, bis die gesamte
Agarose in dem Puffer gelost vorlag. Danach wurde das heile Gel in einen Gelschlitten
gegossen. Dieser Schlitten enthielt einen Kamm zur Herstellung der Slots. Nach Abkuhlung,
und infolgedessen Erhdrtung des Gels, war dieses gebrauchsfertig. Nun konnte der Kamm
entfernt und der Schlitten (mit dem darauf befindlichen Gel) in die Gelelektrophoresekammer
gestellt werden. Hierbei war es wichtig, darauf zu achten, dass das Gel mit dem in der
Kammer befindlichen 1x TAE-Puffer komplett bedeckt war. War dies der Fall, konnte mit der

Beflllung der Slots begonnen werden.

4.6.3. Beschickung des Gels
Die amplifizierten DNA-Fragmente sollten unter einer kinstlich angelegten Spannung im
Agarose-Gel aufgetrennt werden. Zur Bestimmung des entstehenden Bandenmusters lief im
ersten Slot stets ein DNA-Langenstandard (Firma Roche, Cat.No. 1721925) mit. Dieser
Langenmarker enthielt 15 doppelstrangige DNA-Fragmente, die den GrolRenbereich von 50
bp bis 750 bp abdeckten, sowie eine Zusatzbande von 2642 bp. Die 250 bp- und 500 bp-
Fragmente erschienen 2-3-fach verstarkt. Bei elektrophoretischer Auftrennung der
Langenstandards entstand so ein leiterartiges Muster, mit dessen Hilfe eine
GrolRenbestimmung der DNA-Fragmente nach Auftrennung im Agarosegel moglich war.
Dieser DNA-L&ngenstandard wurde, ebenso wie die PCR-Produkte, mit einem Probenpuffer
versetzt. Dieser Probenenpuffer lag in einer 5-fach konzentrierten Form vor, wurde allerdings
nur in einer 1-fachen bendtigt, so dass bei Verwendung eines 12er- oder 14-er Kammes wie
folgt verdinnt wurde:

PCR-Produkt: 3ul Probenpuffer

15ul PCR-Produkt
DNA-L&ngenmarker: 3ul Probenpuffer

4ul DNA-Langenmarker

11pl Li-Chrosolv-Wasser
Die Proben wurden dann in die Slots geftllt, wobei, wie oben beschrieben, der DNA-
Langenmarker jeweils in den ersten Slot, des jeweiligen Gels gefillt wurde.
Dann wurde eine Spannung angelegt, die bei peq Gold Universalagarose-Gelen jeweils
zwischen 90V und 130V und bei Sigma-Agarose-Gelen zwischen 90V und 110V lag.

Nach Beendigung des Laufs wurde das Gel angefarbt und ausgewertet.
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4.6.4. Farbung und Fotografie des Gels

Nach der Gelelektophorese folgte nun die Anfarbung mit Ethidiumbromid. Hierzu wurde das
Gel ca. 10 Minuten in ein Ethidiumbromidbad gelegt. Dieses Ethidiumbromidbad bestand aus
1 ml des o.g. Ethidiumbromids und 1 | Millipore-Wasser. AnschlieRend wurde das Gel fur
weitere 10 Minuten in reines Millipore-Wasser gelegt.

Hiermit war die Farbung abgeschlossen. Das Gel wurde unter UV-Licht, welches die
angeféarbten Banden der PCR-Produkte sichtbar machte, abfotografiert (Shanmugam, Sell et
al. 1993).

4.6.5. Auswertung

Mit Hilfe des Fotos konnten nun die einzelnen Banden identifiziert werden. Die ACE- und
AGT-PCRs konnten an dieser Stelle durch Nachweis primar langendifferenter PCR-Produkte
ausgewertet werden. Fir die Auswertung der tbrigen PCRs war eine Restriktionsenzym-
Fragment-Langenanalyse (RFLP) erforderlich. Die hier dargestellten Gelektrophoresen von
ATR1, Aldo-S und Endl nach deren zweitem Lauf dienten dem Zweck eines positiven
Fragment-Nachweises, um anschlieBend einen Restriktionsenzymverdau zu beginnen.

Im Folgenden ist fir jede PCR beispielhaft ein Foto mit dazugehdriger Auswertung

dargestellt.

ACE: Nachweisbar sind L angenstandard

zwei Fragmente Fragment 2 (597bp)
a l-Allel

mit einer Lange von

319bp und 597bp. Fragment (319bp)

. : a D-Allel
Bei Vorliegen des
langeren Fragments
) 500bp —»
liegt das I-Allel,
i . A
bei Vorliegen des 250bp
kirzeren das D-Allel vor
(was bei D/D-Genotypen
in der ACE-ins Wildtyp: I/1 o
Heterozygoter Risikotyp: D/D
Uberprift wurde). Genotyp: D/I aUberpriifung mit

ACE-ins



Patienten und Methoden 47

Proben, die in der Auswertung der ACE-PCR einen D/D-Genotyp aufwiesen, wurden, um
auszuschliessen, dass eine nicht amplifizierte Insertion vorlag, zusatzlich in der ACE-ins-PCR
amplifiziert.

Bei der Auswertung der ACE-ins zeigte sich folgendes Bild:

ACE-ins: Nachweisbar ist ein

Fragment

Fragment 1 (335bp)

mit einer Lange von 2 1-Allel

335bp & positiver

Nachweis der Insertion.

500bp —>

Nachweis der Insertion
a Genotyp: D/I

Kein Nachweis der Insertion
a Genotyp: D/D

AGT: Nachweisbar sind Fragment 2 (151bp)

. a T-Allel
zwei Fragmente

mit einer Lange vo
140bp und 151bp.

Bei Vorliegen des

500bp

50bp Fragment 1 (140bp)
a C-Allel
kirzeren Fragments
liegt das C-Allel,

bei Vorliegen des

langeren das T-Allel

Vor.

Wildtyp: T/T

Heterozygoter
Genotyp: T/C

Risikotyp:
CIC
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ATR1: Nachweisbar ist ein
Fragment 1 (704bp)
Fragment

mit einer Lange von

704bp.

Aldo-S:  Nachweisbar ist ein
Fragment
mit einer Lange von
448bp.

Fragment 1 (448bp)

End1: Nachweisbar ist ein

Fragment mit einer Fragment 1 (302 bp)

L&nge von
302bp. 500bp

250bp

4.7. Restriktionsenzymverdau
Die amplifizierten DNA-Abschnitte der Aldo-S-, ATR1- und End1-Polymorphismen wurden
nun in einem Restriktionsenzymverdau verdaut. Das Prinzip eines solchen Verdaus beruht
darauf, dass die Restriktionsschnittstelle der selektiven Restriktionsendonukleasen durch den
Polymorphismus veréndert wurde. Weist ein Allel eine Mutation auf, kann das
Restriktionsenzym nicht schneiden, wodurch die PCR-Produkte ihre urspriingliche Lange
behalten. Liegt keine Mutation vor, schneidet die Nuklease und zwei Teilstlicke entstehen.
Nach dem Verdau kénnen die langendifferenten Fragmente mit Hilfe einer Gelelektrophorese

aufgetrennt und nach Anfarbung identifiziert werden (Shanmugam, Sell et al. 1993).
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Das Prinzip des Restriktionsenzymverdaus soll anhand des folgenden Schemas (modifiziert in

Anlehnung an Strachan 2005) verdeutlicht werden.

Allel 1

Allel 2

v

!
x

1. Amplifizierung
\ 4
= 2. Schneiden des PCR-Produkts
mit Restriktionsenzym R
\ 4
M 3. GroRenauftrennung durch die
Gelelektrophorese
\ 4
atb atb
a
— — b

Allel 1

Allel 2

Allel 1 +2

Abbildung 4-2: Ablauf eines Restriktionsenzymverdaus

(Madifiziert in Anlehnung an Strachan 2005)
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4.7.1. Reagenzien
Fur den Verdau wurde neben dem jeweiligen Restriktionsenzym ein hierzu zugehdriger
Puffer und LiChrosolv- Wasser verwendet. Die im Einzelnen verwendeten Reagenzien sind in

der folgenden Tabelle aufgefiihrt.

Reagenz Name Schnittstelle Firma | Bestellnummer | Konzentration/
Aktivitat
Restriktionsenzyme | Ddel |5’..C'TNAG...3’ | Biolabs RO1755 10 000 U/ml
3’..GANT,C...5’
Taq"l 5..T'CGA..3’ | Biolabs RO149S 20 000 U/ml
3'..AGC,T..5’
Hae lll | 5’...GG!CC...3" | Biolabs RO1085 10 000 U/ml
3'..CC,GG..5’
Puffer flr NEPuffer % Biolabs RO1755 10 x
Restriktionsenzyme Ddel
NEPuffer % Biolabs RO149S 10 x
Taq’l
NEPuffer % Biolabs RO1085 10 x
Hae 111
H,O Li- % Merck 1.1533 %
Chroslv

Tabelle 8: Ubersicht iiber die fiir den Restriktionsenzymverdau verwendeten Reagenzien

4.7.2. Reinigung des PCR-Produkts

Vor dem eigentlichen Verdau musste das PCR-Produkt gereinigt werden. Diese Reinigung
wurde mit Hilfe des PCR-Purification-Kits von Qiagen (Best. Nr. 28106) durchgefiihrt.

Zu Beginn der Reinigung wurde das PCR-Produkt mit PB-Puffer in einem Cap vermischt.
Die Menge des PB-Puffers entsprach der jeweils fiinffachen Menge des PCR-Produkts. Die

verwendeten VVolumina der einzelnen PCR-Produkte waren:

PCR verwendetes
Volumen

ATR1 45ul

Aldo-S 45ul

Endl 35ul

Tabelle 9: Verwendete Volumina der PCR-Produkte fiir den Restriktionsenzymverdau

Nachdem die PCR-Produkte und der Puffer gevortext und abzentrifugiert worden waren,
wurde das Gemisch in eine QIAquick Spin Column uberfuhrt und in der Zentrifuge eine
Minute bei 13 000rpm abzentrifugiert. Daraufhin wurde der Inhalt des Auffangréhrchens

verworfen. Nun wurden 740ul PE-Puffer auf die S&ule gegeben und ebenfalls eine Minute bei
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mit 13 000rpm zentrifugiert. Im né&chsten Schritt wurde das Auffangréhrchen ausgetauscht
und bei 13 000rpm eine Minute zentrifugiert.
Mit diesem Schritt war die eigentliche Reinigung abgeschlossen und das PCR-Produkt konnte

eluiert werden. Die Elutionsvolumina der verschiedenen PCRs sind nun im Folgenden

aufgelistet.
PCR EB-Puffer H,0
ATR / 30pl
Aldo-S 30ul /
Endl 30ul /

Tabelle 10: Elutionsvolumina der verwendeten Reagenzien

Nachdem das Wasser oder der EB-Puffer direkt auf die Membran der Spin column gegeben
worden war, wurde diese noch einmal abschlieBend zentrifugiert und somit das gereinigte

PCR-Produkt aufgefangen.

4.7.3. Restriktionsenzymverdau

Fur den Verdau wurden nun, je nach PCR, verschiedene Restriktionsansatze erstellt. Fir den
Verdau des PCR-Produktes von ATR1 wurde Dde | (Xiang, Zheng et al. 1998), fur das
Produkt von Aldo-S Haelll (Hautanen, Toivanen et al. 1999), und fir End1 Taq”l (Berge und
Berg 1990) verwendet. Die genauen Zusammensetzungen der Restriktionsansatze und die

jeweiligen Inkubationszeiten sind im Folgenden zusammengestellt:

Polymorphismus | Menge des | Menge des | Menge des | Menge des | Inkubations-
PCR- Enzyms Puffers Wassers zeit und
Produkts Temperatur
ATR 14ul 0,8ul (=8U) | 2ul NE- | 3,2ul 6h/37°C
Ddel Puffer
Aldo-S 14ul 0,8ul (=8U) | 2ul NE- | 3,2ul 6h/37°C
Haelll Puffer
Endl 11pl 0,5 pl | 2ul NE- | 6,5ul 6h/65°C
(=10VL) Puffer
Taq"l

Tabelle 11: Verwendete Reagenzien und Inkubationszeiten des Restriktionsenzymverdaus

Nachdem die Restriktionsenzymverdaue abgeschlossen waren, wurde eine Gelelektrophorese

durchgefinhrt.
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4.7.4. Gelelektrophorese
Fur die Elektrophoresen wurden je nach PCR verschiedene Gele hergestellt. Diese
unterschieden sich in der Art der verwendeten Gele und deren Agarosekonzentrationen. Die

Gele und die Agarose-Konzentrationen sind im Folgenden dargestellt.

PCR peq Gold Universalagarose- | Sigma-Agarose-Gel
Gel

ATR1 3.0% /

Aldo-S 2,5% /

Endl / 4,5%

Tabelle 12: Konzentration der fir die Gelelektrophoresen des Restriktionsenzymverdaus verwendeten
Agarosen

Die Elektrophoresen wurden wie bereits beschrieben mit einer Spannung von 90-130V bei
peg Gold Universalagarose-Gelen bzw. 90-110V bei Sigma-Agarose-Gelen durchgefuhrt und
anschliefend mit Ethidiumbromid angeféarbt, unter UV-Licht-Bestrahlung fotografiert und

ausgewertet.

4.7.5. Auswertung
Anhand der Photos der Verdaue konnte nun eine genaue Alleldifferenzierung vorgenommen

werden. Im Folgenden sind die Auswertungen an Hand der Fotos dargestellt.

ATR: Die Differenzierung
der Allele wurde wie 506bp-Fragment

folgt durchgefuhrt:

* ZUn&chst positiver

o Allel 1 (198bp)
Nachweis eines ~ 500b a A-Allel
Fragments von

506bp bei allen Proben

« bei Vorliegen von 250bp

Allel 2 (143bp + 55bp)

_— & C-Allel

Fragmenten der L&nge

506bp + 143bp + 55bp
a C-Allel

« bei Vorliegen von

Fragmenten der L&nge

Risikotyp: Wildtyp: A/A
506+ 198 bp P oo

a A-Allel
Heterozygoter Genotyp: A/C
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Aldo-S: Die Differenzierung Allel 1 (228bp)

) a T-Allel
der Allele wurde wie

folgt durchgefiihrt: Allel 2 (159bp +59bp)

* zun&chst positiver a C-Allel

Nachweis von
Fragmenten der 138bp-Fragment
Lange 138bp + 69 bp

* bei Vorliegen von

69bp-Fragment

Fragmenten der Lange

138bp+ 69bp + 228bp
a T-Allel

* bei Vorliegen von

Fragmenten der Lange

\ 4

138bp + 69bp + 159bp + 59bp Wildtyp: C/C Risikotyp: T/T

a C-Allel
Heterozygoter Genotyp: C/T

END1: Die Differenzierung Allel 2 (291bp)
e p

der Allele wurde wie a A-Allel
folgt durchgefuhrt:
* bei Vorliegen von
Fragmenten der L&nge
218bp+ 74bp

a G-Allel

* bei Vorliegen eines

Allel 1 (218bp + 74bp)
a G-Allel

Fragments der Lange

291bp Wildtyp: G/G

Heterozygoter
Genotyp: A/G

a A-Allel  Risikotyp: AJA
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4.8. Statistische Auswertung
Die statistische Datenanalyse fand am Institut fur medizinische Informatik, Arbeitsgruppe
medizinische Statistik, Leiter Dr. R.-H. Bodeker, bei Frau Marion Mann statt. Die
Berechnungen wurden mit Hilfe des SAS-Programms, Version 8.3 (SAS Institute, Cary, NC)
durchgefinhrt.
Zur Uberprifung der Haufigkeitsverteilungen entsprechend der Hardy-Weinberg-Verteilung
bei den verschiedenen Genotypen und Allelen wurden der ¥ - Anpassungs-Test und Fisher’s-
exact-Test verwendet.
In der globalen Betrachtung der Entwicklung der Blutdruckvariablen wurden die dichotomen
Parameter mit Kontingenztafeln deskriptiv beschrieben und mit Hilfe des Fisher’s Exact Test
auf mogliche Veranderungen Uberprift. Fir die stetigen Variablen wurde als Mal3 fiir den
Zusammenhang der Wilcoxon-Rangsummen-Test angewendet
Um die Blutdruckentwicklung in Abhéngigkeit von den Genotypen beurteilen zu kénnen,
wurde das Patientenkollektiv in Abhéngigkeit von den Genotypen in drei Subgruppen
unterteilt. Zum Vergleich der einzelnen Genotypgruppen wurde der Kruskall-Wallis-Test fur
non-parametrische Variablen angewandt. Wurden, aufgrund zu geringer Gruppengrélen,
einzelne Genotypen-Gruppen zusammengefasst, diente zum Vergleich dieser Gruppen der
Mann-Whitney-U-Test. Dieser fand weiterhin Anwendung, um im Kruskall-Wallis-Test
erkennbare Zusammenhéange der Genotypen mit der Blutdruckregulation zu tberprifen.
Weiterhin wurde eine logistische Regressionsanalyse wurde mit festen Einflussfaktoren
(mittlere Diabetesdauer, mittlerer HbAlc zum Zeitpunkt 2, Insulinbedarf zum Zeitpunkt 2,
SDS-BMI) und variablen zusétzlichen prognostischen Faktoren, den Genotypen der
jeweiligen Polymorphismen, durchgefiihrt.
GemaR den Konventionen wurde das a-Fehler-Niveau bei zweiseitigen Signifikanztests auf
5% festgelegt. Im Falle von Mehrfachvergleichen erfolgte eine Bonferroni-Korrektur des
Alpha-Fehlers. Bei einem a-Fehler von 10 % wurde eine Tendenz zu einem Zusammenhang

zwischen den untersuchten Variablen angenommen.
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5. Ergebnisse

5.1. Patienten-Charakteristika

Das Alter der Kinder lag zu den beiden Zeitpunkten der 24 h-Blutdruckmessungen im Median
bei 12 bzw. 14 Jahren (diese und die im Folgenden genannten Patientendaten sind im Anhang
in Tabelle 13 zusammengefasst dargestellt). Die mediane Diabetesdauer betrug
durchschnittlich 44 Monate zum ersten und 70 Monate zum zweiten Messzeitpunkt. Der
HbA1c stieg im Zeitverlauf von 7.3% auf 7.6% leicht an. Ahnlich verhielt sich der BMI, bei
dem eine leichte Zunahme von 19.2 kg/m? auf 21.5 kg/m® zu beobachten war, entsprechend
einem Ansteig BMI-SDS von 0.870 auf 1.040. Der Insulinbedarf hingegen blieb mit
durchschnittlich 1.00 E/kg KG im Ublichlichen Normbereich fiir Patienten mit einem Diabetes
mellitus Typ 1. Die Konzentration des Cholesterins zeigte zum ersten bzw. zweiten
Messzeitpunkt einen Wert von 176.00 mg/dl bzw. 173.00 mg/dl. Des Weiteren fanden sich
zum Zeitpunkt 1 bei sechs Kindern und zum Zeitpunkt 2 bei finf Kindern eine pathologische
Albuminausscheidung (> 30mg/g Kreatinin), wobei die mittlere Urinalbumin-Konzentration
7.80 mg/g (Zeitpunkt 1) und 8.30 mg/g (Zp. 2) Kreatinin betrug. Eine manifeste Nephropathie
bestand bei einem Patienten (> 300 mg Albumin /g Kreatinin). Keiner der Patienten erhielt
einen ACE-Hemmer oder eine antihypertensive Therapie.

Die dargestellten Patientendaten wurden mit Hilfe des DPV-Programms generiert,

dokumentiert und in anonymer Form gespeichert (Schwab, Doerfer et al. 2006).

5.2. Globale Blutdruckanalyse
Zur Untersuchung der Entwicklung des Blutdrucks im Patientenkollektiv wurde unter
anderem eine qualitative und eine quantitative Analyse unabh&ngig vom EinfluR der
Polymorphismen durchgefuhrt, um unabhédngig von ihrer Beeinflussung eine Aussage Uber
die Blutdruckveranderungen im Zeitraum von zwei Jahren machen zu kénnen. Die Ergebnisse

dieser Analysen sind im Folgenden dargestellt.

5.2.1. Qualitative Analyse

In der qualitativen Analyse wurde der prozentuale Anteil pathologischer Blutdruckwerte der
beiden Messzeitpunkte verglichen. Als pathologisch galt jeweils der Prozentsatz der Werte,
die oberhalb der 95. Perzentile des Vergleichskollektivs von Soergel et al. (Soergel,
Kirschstein et al. 1997) lagen.
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In der vorliegenden Arbeit wurden das Vorliegen eines systolischen Dippings von weniger als
10 % und eines diastolischen Dippings von weniger als 20 % als pathologisch definiert.

Mit Hilfe des Fisher’s-exact Test waren keine statistisch signifikanten Unterschiede in der
Haufigkeit pathologischer Blutdruckwerte zwischen den beiden Messzeitpunkten feststellbar
(p= 0.1537 - 0.9999). Im Folgenden werden diese Ergebnisse im Hinblick aufgrund ihrer
klinischen Relevanz kurz dargestellt.

Allgemein fiel auf, dass zu beiden Messzeitpunkten ein epidemiologisch relevanter Teil der
Kinder pathologische Blutdruckwerte aufwies. Im Zeitverlauf nahm der Anteil der Patienten
mit erhéhten Blutdruckwerten zu, wenn auch nicht statistisch signifikant. Einzige Ausnahme
bildete das systolische Dipping. Beziglich der Tagwerte stieg der Anteil der Patienten mit
pathologischen Werten von 15.79 % (n= 15) auf 20 % (n= 19) fir die systolische Messung,
und von 5.26 % (n=5) auf 7.37 % (n= 7) fur die diastolische Messung an. Bei Untersuchung
der Nachtwerte wurde eine dhnliche Entwicklung deutlich: Dem Anteil von 20 % (n= 19) der
Patienten, die zum ersten Zeitpunkt der Messung pathologische systolische Nachtwerte
aufwiesen, standen bei der zweiten Messung 34.74 % (n= 33) gegeniber, was eine

signifikante Zunahme pathologischer Werte bedeutete (siehe Tabelle 15).

||:| Zeitpunkt 1 @ Zeitpunkt 2 |

45 _‘7
r\340 /—
S 7 |
5 30 7 /‘ /_
: 1
=1 7 ang anl ml
ECTT il ank oAb

10 4 % ‘ é % Z Z_

N0 50 50 17

SBP Tag DBP Tag SBP Nacht DBP Nacht Sys.Dip Dia.Dip
Abbildung 5-1: Prozentuale Anteile pathologischer Blutdruckparameter zu den Messzeitpunkten 1 und 2
Angegeben ist jeweils der Prozentsatz der Uber der 95. Perzentile des Vergleichskollektivs gelegenen
Blutdruckwerte der 95 diabetischen Patienten.

Bei der Analyse des diastolischen Nachtwertes war eine Zunahme pathologisch erhéhter
Blutdruckwerte von 18.95 % (n= 18) auf 26.32 % (n= 25) feststellbar. Auch der Anteil der
Patienten, die ein pathologisches diastolisches Dipping aufwiesen, nahm von 44.21 % (n= 42)
auf 46.32 % (n= 44) zu. Im Gegensatz dazu war bezuglich des systolischen Dippings eine
Abnahme pathologischer Werte von 47.37 % (n= 45) auf 37.89 % (n= 36) zu beobachten.
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Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass sowohl zum Zeitpunkt 1, als auch zum Zeitpunkt
2 ein bedeutsamer Teil der Kinder erhohte Blutdruckparameter aufwies, wobei dieser Anteil
im Zeitraum von zwei Jahren (mit Ausnahme des systolischen Dippings) zugenommen hatte.
Am hé&ufigsten fanden sich pathologische Werte bei der n&chtlichen prozentualen Absenkung
des diastolischen Blutdrucks zu beiden Zeitpunkten. Als direkte MessgrolRe des Blutdruck-
Niveaus zeigte der systolische Nachtwert zu den beiden Messzeitpunkten am haufigsten
pathologische Werte und wies, im Vergleich zu den ubrigen Blutdruck-Parametern, die
schlechteste Entwicklungstendenz auf.

Die Ergebnisse der globalen qualitativen Analyse sind im Anhang in Tabelle 15 dargestellt.

5.2.2. Quantitative Analyse

In der quantitativen Analyse wurden die systolischen und diastolischen Tag- und Nachtwerte
in LMS-SDS-Werte transferiert, um so eine Aussage ber das Ausmal} einer Werte&dnderung
machen zu konnen. Zur objektiven Beurteilung der Blutdruckentwicklung wurden die
Differenzen der LMS- bzw. der Dippingwerte jedes einzelnen Blutdruck-Wertes wie folgt
gebildet:

LMS bzw. Dip. Zp. 2 - LMS bzw. Dip. Zp.1 = Diff LMS-SDS bzw. Diff Dip.
LMS/Dip.:LMS- bzw Dipping-Wert des Blutdruckparameters zum jeweiligen Messzeitpunkt

Zp.:Messzeitpunkt 1 oder 2

Diff LMS-SDS bzw. Diff Dip.: Differenz der einzelnen LMS-Werte angegebenen als
Standardabweichungswert bzw. Differenz der Dipping-Werte in Prozent

Aus dem Ergebnis dieser Subtraktion konnte dann geschlossen werden, ob eine Veranderung
eines Blutdruckparameters vorlag, welches Auffmal diese Veranderung aufwies und in
welche Richtung sie zeigte. Bei Vorliegen eines negativen Wertes konnte beziglich der
systolischen und diastolischen Tag- und Nachtwerte auf einen Abfall des Blutdrucks im
Zeitverlauf geschlossen werden. Hingegen entsprach ein positiver Wert einem Anstieg des
Blutdruck-Wertes. Bei der Bewertung des Dippings verhielt es sich umgekehrt: Hier zeigte
ein negativer Differenzbetrag eine Reduktion des Dippings an, wohingegen ein positiver Wert
einer Zunahme entsprach. Zur Beurteilung der Blutdruck-Entwicklung des Gesamt-Kollektivs
wurden die Mediane der Diff-LMS-SDS-Werte bzw. der Diff-Dip.-Werte fur die einzelnen
Blutdruck-Parameter verglichen.

Statistisch war bezuglich der allgemeinen Blutdruckentwicklung im Wilcoxon-Rangsummen-

Test kein signifikanter Unterschied zwischen den LMS-Werten der beiden Messzeitpunkte
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nachweisbar (p= 0.3314 - 0.9032). Im Folgenden sollen der Vollstandigkeit halber die
Differenzen der LMS-Werte aus den Blutdruck-Werten der Messzeitpunkte 1 und 2 in
Abbildung 5-2 a-b graphisch dargestellt werden (die zugehdrigen Werte sind in Tabelle 18
und Tabelle19 im Anhang aufgefuhrt).
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systol. Blutdruck, Tag systol. Blutdruck, Nacht systol. Dipping diastol. Dipping
diastol. Blutdruck, Tag diastol. Blutdruck, Nacht

Abbildung 5-2 a-b: Differenzen der LMS- SDS-_und der Dipping-Werte fir das Gesamtkollektiv

Die Differenzen wurden aus den jeweiligen Werten der Messzeitpunkte 1 und 2 ermittelt. Systolischer Blutdruck
(Tag und Nacht) und diastolischer Blutdruck (Tag und Nacht) sind als Diff-LMS-SDS-Werte, die Differenzen der
systolischen und diastolischen Dippings als prozentuale Werte angegeben. Dargestellt ist jeweils der Median,
das erste und dritte Quartil, sowie der minimale und maximale Wert.

5.3. Verteilung der Genotypen- und Allelfrequenzen

Die Uberprifung der Variablen mit Hilfe des Shapiro-Wilk’s Test wies eine
nonparametrische Verteilung nach. Die Verteilung der Polymorphismen entsprach dem
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (p= 0.6091 — 0.8678) (Tiret and Cambien 1995). Die
Genotypen der Polymorphismen waren hinsichtlich Geschlecht, Alter, Diabetesdauer, BMI
und HbAlc homogen. Eine Geschlechtsabhangigkeit der Blutdruckentwicklung war fir
keinen der Polymorphismen nachweisbar (p> 0.05).

Das untersuchte Patientenkollektiv und die Kontrollgruppe zeigten eine identische Verteilung
der jeweiligen Genotypen- und Allelfrequenzen (Genotypfrequenz: p= 0.0827 — 0.2604;
Allelfrequenz: p=0.1098 — 0.9263). Hinsichtlich des ACE I/D-Polymorphismus lag bei den
Kindern mit Diabetes bzw. in der Kontrollgruppe eine vermehrte Heterozygotenrate vor. Die
Verteilungen der Genotypen sowie der Allele in den Kollektiven sind im Anhang in Tabelle 2
dargestellt.
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54. Einfluss der Gen-Polymorphismen auf die

Entwicklung des Blutdrucks
5.4.1. Qualitative Analyse
Die Pravalenz pathologischer Blutdruckwerte am Tag bzw. in der Nacht oder eines
pathologischen Dippings fur den systolischen und diastolischen Blutdruck zu den jeweiligen
Messzeitpunkten ist im Anhang, aufgegliedert nach den jeweiligen Genotypen, in den
Tabellen 16 und 17 dargestellt.

5.4.2. Quantitative Analyse

Anhand der Differenzen der SDS-Werte wurde Uberprift, ob in Abhangigkeit von den
Genotypen der funf untersuchten Polymorphismen eine differente Entwicklung der
Blutdruckvariablen feststellbar war. Im Folgenden sind die Ergebnisse dieser
Untersuchungen, geordnet nach den Polymorphismen, dargestellt.

5.4.2.1. ACE
Fir den ACE-Polymorphismus zeigte das systolische Dipping eine, vom D-Allel abhangige,
Abnahme der ndchtlichen Blutdruck-Absenkung (siehe Tabelle 20 im Anhang) an. Ein
signifikanter Unterschied in der Genotyp-Verteilung (I/1 vs. 1/D vs. D/D) war nachweisbar
(p= 0.0178), wobei sowohl der heterozygote I/D-Genotyp (I/1 vs. I/D; U= 447.000; p=0.020),
als auch der homozygote DD-Genotyp (I/1 vs. D/D; U=121.000; p=0.009) signifikant mit

einer Abnahme der SDS-Werten assoziiert waren.
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Abbildung 5-3 a-f: Differenzen der LMS-SDS- und Dipping-Werte fur die Genotypen von ACE

Die Differenzen wurden aus den jeweiligen Werten der Messzeitpunkte 1 und 2 ermittelt. Systolischer Blutdruck
(Tag und Nacht) und diastolischer Blutdruck (Tag und Nacht) sind als Diff-LMS-SDS-Werte, die Differenzen der
systolischen und diastolischen Dippings als prozentuale Werte angegeben. Dargestellt ist jeweils der Median,
das erste und dritte Quartil, sowie der minimale und maximale Wert.

Der systolische Nachtwert zeigte bei den Trégern des D-Allels eine Tendenz zur Entwicklung
erhdhter SDS-Werte (I/1 vs I/D vs D/D; p= 0.0642). Diese Entwicklung war bezlglich der
homozygoten Trager des Risiko-Allels als signifikant nachweisbar (I vs. D: U= 132.000;
p=0.019).

Eine &hnliche Entwicklungstendenz zeigte der néchtliche diastolische Blutdruck. Auch hier
schien eine Erhéhung der Werte mit dem D-Allel assoziiert zu sein (siehe Tabelle 20 im
Anhang). Eine Varianz in der Genotyp-Verteilung konnte aber nicht bestétigt werden (I/1 vs
I/D vs D/D; p= 0.1624).

Bei der Analyse des diastolischen Dippings war eine starke Abnahme des diastolischen
Dippings bei den D/D-Genotypen feststellbar. Eine differente Ausprdgung des Blutdrucks in

Abhangigkeit von den Genotypen konnte statistisch nicht nachgewiesen werden (I/1 vs. 1/D
vs. D/D; p=0.1207).
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Die Ubrigen Blutdruckparameter lieBen keine von dem jeweiligen Genotyp abhéangige

Entwicklungstendenz erkennen (siehe Tabelle 20 im Anhang).

54.22. AGT
Allgemein konnte festgestellt werden, dass insbesondere die n&chtlichen Blutdruckwerte vom
T- zum C- Haplotyp abnahmen, so auch der systolische Nachtwert: Dieser zeigte eine
Verringerung des Blutdruckwertes bei VVorliegen des C-Allells (siehe Tabelle 21 im Anhang).
Im Vergleich der Diff-SDS-Werte ergab sich eine signifikante Varianz in der Genotyp-
Verteilung (p= 0.0144), wobei der homozygoten C/C-Genotyp (C/C vs. T/T-Genotypen) eine
signifikante Tendenz zu einer Abnahme der Werte zeigte (U= 138.000; p= 0.004).
Im Vergleich der Diff-Werte der jeweiligen Genotypen war auch flr das systolische Dipping
ein Trend zu einer Zunahme des Dippings bei den Trégern des C-Allels zu beobachten (siehe
Tabelle 21 im Anhang) (C/C vs T/C vs T/T: p=0.0499). Signifikant assoziiert mit einer
Steigerung des Dippings war der homozygote Risikogenotyp (C/C vs. T/T: U=159.000; p=
0.015).
Auch die Entwicklung des diastolischen Dippings und des Nachtwertes deutete eine, mit
Auftreten des C-Allels, Tendenz zu einer Zunahme der nachtlichen Blutdruckabsenkung an.
Der Vergleich der Diff-Werte (C/C vs. T/C vs.T/T) zeigte jedoch keinen belegbaren
Unterschied in der Verteilung der Genotypen (diastolisches Dipping: p= 0.1895; diastol
Nachtwert: p=0.5209).
Die beschriebenen Blutdruck-Entwicklungen seien zur besseren Verdeutlichung im

Folgenden in Abbildung 5-4 a-f graphisch dargestellt:
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Abbildung 5-4 a-f: Differenzen der LMS-SDS- und Dipping-Werte fiir die Genotypen von AGT
Die Differenzen wurden aus den jeweiligen Werten der Messzeitpunkte 1 und 2 ermittelt. Systolischer Blutdruck
(Tag und Nacht) und diastolischer Blutdruck (Tag und Nacht) sind als Diff-LMS-SDS-Werte, die Differenzen der

systolischen und diastolischen Dippings als prozentuale Werte angegeben. Dargestellt ist jeweils der Median,
das erste und dritte Quartil, sowie der minimale und maximale Wert.

Zusammemfassend lasst sich fir den AGT-Polymorphismus sagen, dass das Vorliegen des C-
Allels mit einer signifikanten Abnahme des systolischen Nachtwertes und einer Zunahme des
systolischen Dippings assoziiert war.

Die Veranderungen der tbrigen Blutdruck-Parameter zeigten beziliglich der Verteilung der

Genotypen keine signifikanten Varianzen (siehe Tabelle 21 im Anhang).

54.23. ATR1
Beziiglich der Polymorphismen von ATR1 zeigte die Entwicklung des diastolischen Dippings
einige Auffalligkeiten. Hier wiesen sowohl der A- als auch der C-Haplotyp eine numerische
Zunahme des Dippings auf (siehe Tabelle 22 im Anhang), wahrend im Gegensatz dazu fur
den heterozygoten Genotyp eine Abnahme der néchtlichen prozentualen Blutdruckabsenkung
feststellbar war. Im Vergleich der Genotypen (A/A vs. A/C vs. C/C) konnte eine vom
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Genotyp abhangige Verdnderung des Blutdrucks allerdings nicht bestatigt werden (p=
0.6088).

In den nachfolgenden Diagrammen soll die Blutdruckentwicklung der Genotypen noch
einmal veranschaulichend dargestellt werden.
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Abbildung 5-5 a-f: Differenzen der LMS-SDS- und Dipping-Werte fiir die Genotypen von ATR1

Die Differenzen wurden aus den jeweiligen Werten der Messzeitpunkte 1 und 2 ermittelt. Systolischer Blutdruck
(Tag und Nacht) und diastolischer Blutdruck (Tag und Nacht) sind als Diff-LMS-SDS-Werte, die Differenzen der
systolischen und diastolischen Dippings als prozentuale Werte angegeben. Dargestellt ist jeweils der Median,
das erste und dritte Quartil, sowie der minimale und maximale Wert.

Fur die Ubrigen Blutdruckparameter waren keine, vom jeweiligen Genotypen abhédngige
Entwicklungstendenzen, feststellbar (siehe Tabelle 22 im Anhang).

5.4.2.4. Aldo-S
Die Blutdruckentwicklung zeigte fur die Trager des T-Allels in Bezug auf die Dipping-Werte
eine positive Veranderung des Blutdrucks an. Die Ubrigen Parameter veradnderten sich nur
sehr geringfligig und zeigten keine vom Genotyp abhangige Entwicklungstendenz (siehe
Tabelle 23 im Anhang).
Beziiglich des diastolischen Dippings konnte eine, von den jeweiligen Genotypen abhéngige

signifikante Varianz fur die Werte-Entwicklung nachgewiesen werden (C/C vs. C/T vs. T/T,
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p= 0.0404), wobei die homozygoten Trager des T-Allels signifikant mit einer Zunahme des
Dippings assoziiert waren (C/C vs.T/T; U= 81.000; p= 0.015).

Auch das systolischen Dipping schien bei den hetero- und homozygoten Tréagern des T-Allels
am wenigsten eingeschrankt zu sein. Eine Varianz in der Genotyp-Verteilung konnte nicht
nachgewiesen werden (p=0.2105).

Nachfolgend ist die Entwicklung aller Blutdruck-Parameter unter der Beeinflussung der
Genotypen des Aldo-Polymorphismus graphisch dargestellt.
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Abbildung 5-6 a-f:Differenzen der LMS-SDS- und Dipping-Werte fiir die Genotypen von Aldo-S

Die Differenzen wurden aus den jeweiligen Werten der Messzeitpunkte 1 und 2 ermittelt. Systolischer Blutdruck
(Tag und Nacht) und diastolischer Blutdruck (Tag und Nacht) sind als Diff-LMS-SDS-Werte, die Differenzen der
systolischen und diastolischen Dippings als prozentuale Werte angegeben. Dargestellt ist jeweils der Median,
das erste und dritte Quartil, sowie der minimale und maximale Wert.

5.4.25. Endl
Der Endl-Polymorphismus zeigte eine von den Genotypen abhdngige Verénderung des
systolischen Tagwertes: Der TT-Genotyp wies einen Trend zu erhohten SDS-Werten auf
(siehe Tabelle 24 im Anhang), der G/T-Genotyp hingegen zeigte von allen Genotypen die am
geringsten ausgepragte Tendenz zu einer Zunahme der Blutdruckwerte. Eine Varianz in der

Genotypverteilung (G/G vs G/T vs T/T) wurde nur angedeutet bestatigt (p=0.0846).
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Die Entwicklung des systolischen und diastolischen Dippings lie keine Assoziation mit dem
T-Allel erkennen (G/G vs G/T vs T/T; Dip sys: p=0.7207; Dip dia: p=0.7411).

Zur Verdeutlichung der genannten Blutdruckverdnderung, seien diese in den nachfolgenden
Diagrammen noch einmal graphisch dargestellt.
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Abbildung 5-7 a-f: Differenzen der LMS-SDS- und Dipping-Werte fiir die Genotypen von End1

Die Differenzen wurden aus den jeweiligen Werten der Messzeitpunkte 1 und 2 ermittelt. Systolischer Blutdruck
(Tag und Nacht) und diastolischer Blutdruck (Tag und Nacht) sind als Diff-LMS-SDS-Werte, die Differenzen der
systolischen und diastolischen Dippings als prozentuale Werte angegeben. Dargestellt ist jeweils der Median,
das erste und dritte Quartil, sowie der minimale und maximale Wert.

5.5. Logistische Regressionsanalyse
Die logistische Regressionsanalyse wurde mit festen Einflussfaktoren (mittlere
Diabetesdauer, mittlerer HbAlc zum Zeitpunkt 2, Insulinbedarf zum Zeitpunkt 2, SDS-BMI)
und variablen zusatzlichen prognostischen Faktoren, den Genotypen der jeweiligen
Polymorphismen, durchgefiihrt. Die variablen Polymorphismen wurden zusétzlich in das
Modell integriert, um einen Risikozuwachs beziglich des Auftretens pathologischer
Blutdruck-Werte fur die jeweiligen Genotypen zu erhalten. Bei der Modellierung wurde der
jeweilige Genotyp im Risikoverhalten auf den Wildtyp als Referenz bezogen, so dass

Aussagen Uber einen Risikozuwachs von heterozygotem Risikotyp zu Wildtyp und
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homozygotem Risikotyp zu Wildtyp mdglich wurden. Bei den Polymorphismen Endl und
ATR1 wurden aufgrund des geringen Auftretens des Risikotyps, dem Wildtyp als Referenz
die hetero- und homozygoten Risiko-Genotypen zusammengefasst gegentibergestellt.

Die im Rahmen der logistischen Regressionsanalyse untersuchten Blutdruck-Parameter,
waren zum einen das systolische und diastolische Dipping und zum anderen der diastolische
Nachtwert. Die Auswahl dieser Parameter begrindete sich insofern, als dass diese die
Entwicklung einer Pathologie der Blutdruckregulation friihzeitig anzeigen. Im Folgenden sind
die Polymorphismen, die in der Regressionsanalyse eine Entwicklungstendenz in

Abhangigkeit von den jeweiligen Genotypen erkennen lieRen, dargestellt.

5.5.1. AGT

Fir AGT ergab sich in der Regressionsanalyse beziglich des Auftretens einer Verringerung
des systolischen Dippings, eine vom C- zum T-Allel angedeutet prognostisch giinstige
Tendenz (Odd’s Ratio 0.334; 95% KI [0.091; 1.221]; p=0.0989). Hingegen vom C- zum C/T-
Genotyp ergab sich keine nachweisbare Entwicklungstendenz (Odd’s Ratio 0.770; 95% KI
[0.266; 2.228]; p= 0.6294). Die Regressionsanalysen zur Untersuchung des Risikos fir das
Auftreten einer Erhdhung des diastolischen Nachtwertes oder einer Abnahme des Dippings,

wiesen keine relevanten Ergebnisse auf (siehe Tabelle 26 im Anhang).

5.5.2. Aldo-S

Fir Aldo-S ergab sich, bezlglich des Auftretens einer Verringerung des diastolischen
Dippings, eine prognostisch glnstige Tendenz vom C- zum T-Haplotyp (Odd’s Ratio 0.216;
95% KI [0.043; 1.085]; p= 0.0628). Vom C/C- zum C/T-Genotyp stellte diese sich nicht dar
(Odd’s Ratio 0.321; 95% KI [0.069; 1.499]; p= 0.1483). Bezuiglich der Ubrigen untersuchten
Blutdruckparameter ergab die Regressionsanalyse fur diesen Polymorphismus keine weiteren
Anderungen des Risikoverhaltens fiir die jeweiligen Genotypen (sieche Tabelle 28 im
Anhang).

5.5.3. Endl

Fur den G/T- und T/T-Genotyp von Endl zeigte sich gegenliber dem G/G-Genotyp eine
signifikante Abnahme des diastolischen Nachtwerts (Odd’s Ratio 0.349; 95% KI [0.126;
0.971]; p= 0.0438). Die Analysen fur die ubrigen Blutdruck-Parameter lieferten negative
Ergebnisse (siehe Tabelle 29 im Anhang).

Die Regressionsanalysen der ACE- und ATR1-Polymorphismen ergaben keine relevanten
Ergebnisse (siehe Tabelle 25 (ACE) und Tabelle 27 (ATR1)).
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6. Diskussion

6.1. Verteilung der Genotypen- und Allelfrequenzen

Die Verteilung der Genotypen- und Allelfrequenzen stimmte bei dem AGT-, ATR1, Aldo-S-
und End1-Polymorphismus beziiglich des Patienten- und des Kontrollkollektivs Uberein.
Auch stimmten die Verteilungsmuster der Genotypen und Allele der Polymorphismen mit den
Ergebnissen anderer Studien Uberein (Pontremoli, Ravera et al. 2000; Asai, Ohkubo et al.
2001; Wojciechowska, Staessen et al. 2004).

Die Ursache fir das Ungleichgewicht der Genotypen des ACE I/D-Polymorphismus in der
Kontrollgruppe mit UberschuR an I-Allelen ist unklar. Eine methodische Ursache wére, da
das D-Allel einen Amplifikationsvorteil in der PCR besitzt nicht auszuschlieBen. Mit Hilfe
der insertionsspezifischnen PCR wurde dieser methodische Fehler aber ausgeschlossen
(Shanmugam, Sell et al. 1993).

Da die Genotyp- und Allelfrequenz des Patientenkollektivs mit publizierten Daten anderer
Studien (Marre, Jeunemaitre et al. 1997; Pontremoli, Ravera et al. 2000) tbereinstimmt, kann
der ACE-Polymorphismus in die Analyse der genetisch bedingten Variation des Blutdrucks

mit einbezogen werden.

6.2. Globale Entwicklung des Blutdrucks

Die Studie belegt, dass bei Kindern und Jugendlichen mit insulinpflichtigem Diabetes
mellitus schon nach kurzer Krankheitsdauer eine Erhohung des Blutdrucks feststellbar ist
(siehe Abbildung 5-1). Diese Erhohung der Blutdruckwerte ist durch schon einleitend
erwéhnte Pathomechanisen begrindet, die im Folgenden, bezogen auf das von uns
untersuchte Patientenkollektiv, genauer erlautert werden sollen.

Feststellbar war, zu beiden Messzeitpunkten, beziglich aller Blutdruckparameter eine
Uberschreitung der entsprechenden Grenzwerte bei einem Teil der Patienten (siehe Tabelle 15
im Anhang). Ursache hierfiir kdnnten u.a. die Hyperglyk&mie-bedingten Veranderungen im
Organismus sein. Die generelle Anhebung des Blutdrucks kénnte Ausdruck einer Stérung des
Endokrinums sein: Diese wird zum Symptomkomplex der endothelialen Dysfunktion
zusammengefasst und beinhaltet eine unter Hyperglykdmie auftretende verminderte NO-
Synthese und -Wirkung, sowie eine vermehrte Endothelin-Ausschuttung. Diese Dysfunktion
bedingt eine Zunahme der vasokonstriktiorischen Komponente des GefaRsystems, was zu
einer Anhebung des peripheren Blutdrucks fuhrt, die nach langerem Zeitverlauf in Form einer

Hypertonie manifest werden kann (Endemann und Schiffrin 2004).
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Weiterhin fand sich zu beiden Messzeitpunkten bei einem klinisch relevanten Teil von
Patienten, sowohl in der Tag-, als auch in der Nachtperiode (siehe Tabelle 15 im Anhang) ein
Uberschreiten der Referenzwerte des systolischen Blutdrucks. Hingegen ein oberhalb der
Norm gelegener diastolischer Blutdruck war seltener fetsstellbar. Dem entsprechend machten
auch andere Arbeitsgruppen diesbeziglich bereinstimmende Beobachtungen: So flihrten
Holl et al. im Rahmen einer Studie mit 354 paediatrischen IDDM-Patienten 24h-
Blutdruckmessungen durch und kamen zu einem mit unserem Ergebnis konformem Resultat
(Holl, Pavlovic et al. 1999). Die vordergriindige Erhohung des systolischen Blutdrucks kénnte
Ausdruck einer verminderten Compliance der elastischen Arterien sein (Brooks, Molyneaux
et al. 2001), welche bei jugendlichen Diabetikern teilweise schon nach kurzer
Krankheitsdauer feststellbar ist (Parikh, Sochett et al. 2000). Bei einem Teil der Patienten der
Giessener Ambulanz fand sich eine funktionelle Stérung der Vasomotorik als moglicherweise
erstes Zeichen einer endothelialen Dysfunktion (Rosengarten, Dost et al. 2002). Ursache fiir
diese Compliance-Stérung konnte eine diabetische Neuropathie des autonomen
Nervensystems sein, die zu einer Versteifung der GefaRe, somit zu einer Verminderung der
Elastizitat der Arterien und daraus folgend zu einer Erhdhung des systolischen Blutdrucks
fuhrt (van Ittersum, Schram et al. 2004). Auch eine beginnende Arteriosklerose konnte zu
einer Verminderung der Compliance beitragen, wobei dies vordergrindig bei &lteren
Patienten anzunehmen ware.

Dass auch bei einem Teil der Patienten eine Erh6hung des diastolischen Blutdrucks sowohl
fir die Tag- , als auch fir die Nachtperiode (siehe Tabelle 15 im Anhang) erkennbar war,
konnte durch die teilweise recht lange Krankheitsdauer (Maximum: bis 186 Monate) einiger
Patienten begrundet sein, da der diastolische Blutdruck mit zunehmender Krankheitsdauer
Storungen in der Regulation aufweist, wie Holl et al. in einer neun Jahre andauernden Studie
bewiesen (Holl, Pavlovic et al. 1999). Dies erklart auch die Zunahme pathologischer
diastolischer Blutdruckwerte zwischen den Messzeitpunkten eins und zwei.

Sowohl das diastolische, als auch das systolische Dipping waren bei einem groRen Anteil der
Patienten (siehe Tabelle 15 im Anhang) beeintrachtigt. Somit stellte das Dipping den
sensitivsten Parameter fiir eine gestorte Blutdruckregulation im 24h-Blutdruckprofil dar,
welcher schon zu Beginn einer hypertonen Genese Veranderungen erkennen lie. Ebenso
zeigte der systolische und diastolische néachtliche Blutdruck gehduft erhohte Werte.
Ubereinstimmende Erkenntnisse zeigte auch eine Untersuchung von Madacsy et al.
(Madacsy, Yasar et al. 1994). Sie flhrten eine Studie mit 28 an Diabetes erkrankten Kindern

ohne Mikroalbuminurie durch, bei denen, ebenso wie in unseren Untersuchungen, eine
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Erhéhung der nachtlichen Blutdruckwerte festgestellt wurde. Daraus kénnte geschlossen
werden, dass eine Anhebung des Blutdruckniveaus, auch ohne Uberschreitung der
entsprechenden Grenzwerte, schon friihzeitig eine klinisch (noch) nicht apparente
Nierenschadigung anzeigt. Somit konnte eine solche Blutdruckerh6hung einen Frihmarker
fir eine beginnende Nephropathie darstellen. In der Literatur wird eine Stérung der
zirkadianen Blutdruckregulation als typisches Zeichen einer renal bedingten Hypertonie, bzw.
als Anzeichen einer beginnenden Nephropathie beschrieben (Hansen, Mau Pedersen et al.
1992; Torffvit und Agardh 1993; Lurbe, Redon et al. 2001). Im Rahmen einer diabetischen
Nephropathie ist die verminderte zirkadiane Blutdruckregulation Ausdruck einer gestorten
intrarenalen H&modynamik mit Aktivierung des lokalen RAAS. Die gestorte zirkadiane
Regulation des Blutdrucks kénnte auch Hinweis auf eine klinisch asymptomatische kardiale
diabetische Neuropathie sein (Monteagudo, Nobrega et al. 1996; Duvnjak, Vuckovic et al.
2001). Die autonome diabetische Neuropathie tritt bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 1
haufig (Bretzel 2000), auch schon nach kurzer Krankheitsdauer, auf. Durch die relative
Dominanz des Sympathikus zu Beginn der diabetischen Neuropathie wird zum einen eine
direkte Erhohung des peripheren Widerstandes bedingt und zum anderen auch indirekt durch
eine Aktivierung des RAAS (Perin, Maule et al. 2001). Allerdings zeigt die diabetische
Neuropathie neben der Krankheitsdauer einen engen Bezug zur metabolischen Einstellung
(Chessa, Butera et al. 2002). Unsere Daten liellen keinen Bezug zwischen einer gestorten
Blutdruckregulation und metabolischen Parametern erkennen.

Ein Beleg fir die nur geringe Verschlechterung des Blutdruckverhaltens wahrend des
Zeitraums von zwei Jahren ist, dass in der quantitativen Analyse keine statistische Signifikanz
mit Ausnahme des SBP nachts, nachgewiesen werden konnte. Begrtindend hierfir konnte
eine zu kurze Dauer der Studie gewesen sein. So beschrieben Holl et al. (Holl, Pavlovic et al.
1999) im Rahmen einer 9-jahrigen Langzeitstudie, dass die Blutdruck-Tagwerte auch nach 4-
jahriger Dauer keine Veranderungen erkennen lieRen. Weiterhin kénnte eine im Durchschnitt
eventuell zu kurze Diabetesdauer die geringen Blutdruckveranderungen erklaren. So fanden
Holl et al. (Holl, Pavlovic et al. 1999) eine Assoziation zwischen der Krankheitsdauer und
Veranderungen des Blutdrucks, wobei die mittlere Krankheitsdauer in dieser Studie 5,6 Jahre
+ 5,0 Jahre betrug. Die mittlere Krankheitsdauer in der vorliegenden Studie im Median
lediglich 44 Monate betrug, was auch eine Erklarung fur die nur geringe Auspragung der
Anderungen der Blutdruckwerte sein konnte. Weiterhin kénnte auch die verhaltnismaRig gute
Stoffwechseleinstellung (siehe Tabelle 13 im Anhang) der Patienten die nur leichten

Verénderungen der Blutdruckwerte erklaren. Auf diese Weise wurden diabetische
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Risikofaktoren, die wesentlich zu der Pathologie einer Hypertonie beitragen, stark minimiert,
und somit die Wahrscheinlichkeit fir eine fruhzeitige Entwicklung einer arteriellen
Hypertension vermindert.

Dennoch konnten auch die geringen Zunahmen der Blutdruckwerte im Zeitraum zwischen
den beiden Messzeitpunkten, auf ein Fortschreiten der diabetischen Erkrankung und der damit

u.a. verbundenen Hypertonie hindeuten

6.3. Entwicklung des Blutdrucks unter Beeinflussung der
Polymorphismen

Genetische Polymorphismen sind, mit zum Teil sehr widerspriichlichen Ergebnissen, auf ihre
Bedeutsamkeit fiir eine erbliche Pradisposition der Entwicklung einer Hypertonie untersucht
worden. In dieser Studie wurden Polymorphismen zum einen von Komponenten des RAAS,
wie der I/D-Polymorphismus von ACE, der ¢.704T>C-Polymorphismus von AGT, der c.1166
A>C-Polymorphismus von ATR1 und der c.-344 C>T-Polymorpismus von Aldo-S und zum
anderen von einer Komponente des Endothelin-Systems, dem ¢.5665G>T-Polymorphismus
von Endothelin 1, untersucht. Im Folgenden sollen die Ergebnisse dieser Studie geordnet nach

den Polymorphismen diskutiert werden.

6.3.1. ACE

Bei der Untersuchung des ACE-Polymorphismus konnte das Risiko-Allel als bedeutsam fiir
eine Verschlechterung des systolischen néchtlichen Blutdrucks, als auch des systolischen
Dippings nachgewiesen werden. Ein schwacher Bezug zwischen dem Polymorphismus und
einer Verschlechterung des diastolischen Blutdrucks wurde weiterhin deutlich.

Die beschriebenen Veranderungen der Blutdruckwerte bei den Risiko-Genotypen konnten auf
die durch das D-Allel bedingte Erhohung des ACE-Spiegels zuriickzufuihren sein. Eine
Erhohung des ACE-Spiegels fuhrt unter anderem zu einer hoheren interindividuellen
Variabilitdt des Blutdrucks und beeinflusst die Genese der primédren und sekundaren
arteriellen Hypertonie und den Verlauf Hypertonie-assoziierter Endorganschaden (Fornage,
Amos et al. 1998; O'Donnell, Lindpaintner et al. 1998; Soubrier 1998).

Die dargestellten Ergebnisse dieser Studie lassen vordergriindig eine gestorte zirkadiane
Blutdruckvariabilitat bei den Trdagern des Risiko-Allels erkennen. Ursdchlich fur diese
Blutdruckerhéhung kénnte eine klinisch noch nicht apparente diabetische Nephropathie sein.
Eine renal bedingte Hypertonie &ulert sich zu Beginn der Erkrankung typischerweise in einer
Verminderung des nédchtlichen Blutdruckabfalls (Middeke und Schrader 1994). Speziell im
Zusammenhang mit dem ACE-I/D-Polymorphismus ist insofern eine diabetische
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Nephropathie als Ursache einer Stérung der Blutdruckregulation moglich, als dass das D-
Allel als ein entscheidender Risikofaktor sowohl fiir die Entstehung und Progression einer
diabetischen Nephropathie bekannt ist (Kennon, Petrie et al. 1999; Vleming, van der Pijl et al.
1999; Azar, Zalloua et al. 2001; Hadjadj, Belloum et al. 2001; Soergel und Schaefer 2002).
Die Ursachen hierfiir sind vielfaltig. Von groRer Bedeutung fiir das gehdufte Auftreten der
diabetische Nephropathie bei Trégern des Risiko-Allels ist unter anderem, die bei 1/D- und
D/D-Genotypen feststellbare Erhohung des renalen Gefalwiderstandes. Diese bedingt eine
Zunahme des intraglomeruldren Drucks, was zu einer Schadigung der Glomeruli fihrt
(Fukumoto, Ishimura et al. 1996). Diese pathologischen Verénderungen werden durch die
vermehrte Konversion von Ang | zu Ang 11, eine Folge des erhdhten ACE-Spiegel, verstarkt.
Die vermehrte Synthese von Ang Il fiihrt zusatzlich zu einer Erhéhung des intraglomeruléren
Drucks und somit zur einer Nephropathie (Marre, Bouhanick et al. 1999). Diese Schéadigung
auBert sich unter anderem in einer bei Trdgern des D-Allels geh&uft feststellbaren
Verminderung der GFR und des renalen Plasmaflusses (Miller, Scholey et al. 1997).
Entscheidend fur Diabetiker ist, dass Trager des D-Allels wéhrend Hyperglykdmien in
besonderem Male anféllig sind fur eine Schadigung der Nieren. Begriindet ist dies dadurch,
dass eine Erhéhung des Blutzuckers eine préaglomeruldre Vasodilatation bedingt, welche zu
einer verstarkten Durchblutung, und damit Druckbelastung, des Glomerulums flhrt. Die dabei
wirkenden Scherkrafte fuhren zu einer glomeruldren Schéadigung und nach langer
Krankheitsdauer zu einer Glomerulosklerose. Bei Tragern des I-Allels sind diese
Hyperglykamie-induzierten Veranderungen an den renalen GefaRe nicht festzustellen, was
einen besseren Schutz der Niere bedeutet (Marre, Bouhanick et al. 1999).

Die Storung der zirkadianen Blutdruckvariabilitdt konnte weiterhin Ausdruck einer
beginnenden autonomen Dysfunktion sein (Ikeda, Matsubara et al. 1993), jedoch findet sich
bislang kein Zusammenhang zwischen dem Auftreten des I- oder D-Allels und der
Entwicklung bzw. der Progression der diabetischen Neuropathie.

Weiterhin kénnte die Erhéhung des Blutdrucks durch den, aus dem erhéhten ACE-Spiegel
resultierenden, vermehrten Abbau des Bradykinins bedingt sein. Bradykinin ist ein Peptid,
welches in die Gruppe der Kinine einzuordnen ist und bei Freisetzung zu einer ausgepragten
GefaRdilatation fihrt (Kreutzig 2000). Da ACE Bradykinin abbaut, fihrt der erhéhte ACE-
Plasmaspiegel bei Trégern des D-Allels zu einer Verminderung des verfiigbaren Bradykinins,
was zu einer Einschrankung der Vasodilatation (van der Kleij, de Jong et al. 2002; Jalil,

Palomera et al. 2003) und damit zu einer Erhdhung des Blutdrucks fihrt.
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Die Einschrankung der Vasodilatation ist weiterhin begriindet durch die, gehauft bei Trégern
des D-Allels nachweisbare, endotheliale Dysfunktion (Butler, Morris et al. 1999). So ist bei
Trégern des Risiko-Allels eine Abschwéchung der NO-vermittelten Vasodilatation bei jungen
gesunden Ménnern feststellbar. Auch die durch Acetylcholin bedingte Vasodilatation zeigt
eine Abschwéchung bei I/D- und D/D-Genotypen. Dies ist insofern zu erkléren, als durch die
schon geschilderte Hydrolyse des Bradykinins unter anderem die Rezeptor-vermittelte NO-
Freisetzung vermindert wird. Des Weiteren bedingt die Erhéhung des ACE-Spiegels eine
vermehrte Ang 1I-Synthese, woraus eine Freisetzung von Superoxiden resultiert. Diese
Superoxide setzen die Bioaktivitdt von NO herab (Butler, Morris et al. 1999).

Zu einer Verminderung der Vasodilatation fuhrt weiterhin die bei Tragern des D-Allels
nachweisbare Abnahme des Angiotensin-(1-7). Angiotensin-(1-7) ist ein Enzym des RAAS
und wird durch eine gewebestdndige Peptidase aus Angiotensin | und Il abgespalten.
Physiologisch hat Angiotensin-(1-7) vasodilatatorische Eigenschaften und trdgt somit zur
Senkung des Blutdrucks bei. Unter einem erhohten ACE-Plasma-Spiegel wird Angiotensin-
(1-7) rapide hydrolysiert und kann so seine Wirkung nicht mehr entfalten, was zu einer
Erhéhung des Blutdrucks flhrt (Jalil, Palomera et al. 2003).

Die teilweise undeutliche Darstellung einer Blutdruckerhéhung koénnte insofern begriindet
sein, als dass die Variabilitit des Blutdrucks teilweise geschlechtsabhangig ist. So
beschrieben O’Donnell et al. (O'Donnell, Lindpaintner et al. 1998) den ACE-Polymorphismus
als eine genetische Variabilitat, die lediglich geschlechtsspezifisch zu einer Erhéhung des
Blutdrucks fuhrt. Sie konnten eine mit dem ACE-Locus assoziierte Hypertension nur bei
mannlichen, nicht aber bei weiblichen Patienten feststellen. Dieser Zusammenhang war im
Rahmen unserer Studie nicht feststellbar. Es besteht allerdings die Mdoglichkeit, dass eine
Geschlechtsabhdngigkeit erst bei VergroRerung des Patientenkollektivs deutlich erkennbar
wirde. Somit kdnnte sich die geschlechtsabhéngige Variabilitat des Blutdrucks aufgrund der
Grolke unseres Kollektivs (95 Patienten; 50 mannlich, 45 weiblich) nicht darstellen.
Weiterfiihrende Untersuchungen mit gréReren Patientenkollektiven sollten diesen Sachverhalt
Klaren.

Die nur andeutungsweise erkennbare Erhéhung des nachtlichen diastolischen Blutdrucks bei
den I/D- und D/D-Genotypen konnte weiterhin durch die pathologische Wirkung des D-Allels
bedingt sein. Ubereinstimmende Beobachtungen wurden auch in Studien mit padiatrischen
diabetischen Patienten gemacht: So beschrieben Pavlovic et al. eine Erhdéhung des
diastolischen néachtlichen Blutdrucks (als auch des systolischen) bei Kindern mit Typ 1

Diabetes. Diese Storung der zirkadianen Blutdruckregulation fiihrten Pavlovic et al. auf eine
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Klinisch noch inapparente diabetische Nephropathie oder auf eine beginnende autonome
Neuropathie zurtick (Pavlovic, Holl et al. 1999), wobei diesbeztiglich noch immer Unklarheit
besteht.

Bezliglich des nicht eindeutig nachzuweisenden Zusammenhangs zwischen dem
Polymorphismus und der Anderung des diastolischen Blutdrucks muss beachtet werden, dass
diese Assoziation eine Altersabhangigkeit zeigt: So beschrieben Rudnichi et al. (Rudnichi,
Safar et al. 2004) eine Verstarkung des Einflusses des ACE-Polymorphismus auf den
diastolischen Blutdruck bei Patienten, die das 50. Lebensjahr tberschritten hatten. So wére
moglich, dass in der vorliegenden Studie ein EinfluR des Polymorphismus auf den
diastolischen Blutdruck teilweise nur schwach bzw. bezlglich des Dippings, gar nicht
erkennbar war, da das Durchschnittsalter der in die Studie eingeschlossenen Kinder und
Jugendlichen zu gering war. So kdnnte aus genannten Grunden die Assoziation des D-Allels
mit dem diastolischen Blutdruckwert (noch) nicht nachweisbar gewesen sein.
Zusammenfassend l&sst sich somit feststellen, dass die pathologische Erhéhung des
Blutdrucks bei Tragern des D-Allels auf diabetische Folgeerkrankungen wie die diabetische
Nephro- und Neuropathie zurtckgefuhrt werden kodnnte. Auch koénnte eine Stérung der
Vasodilatation durch den Abbau vasodilatatorischer Mediatoren und eine endotheliale
Dysfunktion, welche bei Tragern des D-Allels geh&uft auftritt, die Progression der hypertonen

Blutdruckentwicklung erklaren.

6.3.2. AGT

In der Untersuchung einer Assoziation des AGT-Polymorphismus und einer Progression einer
arteriellen Hypertension zeigte sich in der vorliegenden Studie eine fiir den Risiko-Genotyp
positive Entwicklung bezlglich des systolischen Blutdrucks nachts und des systolischen
Dippings. Diese Entwicklungstendenz wurde in der Regressionsanalyse bestétigt. Eine
Verbesserung des diastolischen Dippings in Abhédngigkeit von dem Auftreten des Risiko-
Allels war nur andeutungsweise feststellbar.

Ein hiermit Ubereinstimmendes Ergebnis zeigte die Studie von Mondy et al.: Auch sie
beschrieben eine Verminderung des Risikos der Entstehung einer Hypertonie bei C/C-
Genotypen (Mondry, Loh et al. 2005). Dem Risiko-Allel kam in dieser Studie, mit unseren
Ergebnissen konform, eine Schutzfunktion bezlglich einer Erh6éhung des peripheren
Blutdrucks zu. Eine Vergleichbarkeit unserer Studie und der Mondry’s war insofern gegeben,
als dass sowohl die Methodik, als auch die Studien- und Kontrollpopulation der unsrigen sehr

ahnlich waren. Die Genotypisierung erfolgte in beiden Studien mittels PCR, so dass hier eine
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grundlegende  Ubereinstimmung gewahrleistet war. Beziiglich der Studien- und
Kontrollpopulationen bestand insofern eine gute Vergleichbarkeit, als dass die
Studienpopulation von Mondry et al. u.a. Typ 1 Diabetiker beinhaltete und sich die
Kontrollgruppe, ebenso wie die unsrige, aus Blutspendern zusammensetzte. Anzumerken ist
auch, dass sowohl die Studien-, als auch die Kontrollpopulation deutscher Abstammung war,
so dass ethnische Variabilitdten ausgeschlossen werden konnten. So ist zusammenfassend
festzustellen, dass, aufgrund der Ahnlichkeiten der Methodik und der Kontroll- und
Patientenkollektive, eine Vergleichbarkeit der beiden Studien gewéhrleistet ist. Die von uns
nachgewiesene Schutzfunktion des C-Risiko-Allels beziiglich der Weiterentwicklung einer
arteriellen Hypertension wurde somit von Mondry et al. bestatigt.

Diesen Erkenntnissen widersprechend wird das C-Allel in der Literatur mehrfach als
genetische Pradisposition fir eine arterielle Hypertension angesehen: So beschrieben Petrovic
et al. (Petrovic, Bidovec et al. 2002) in einer Studie mit 57 Kindern- und Jugendlichen im
Alter von 8-19 Jahren eine Assoziation zwischen dem Risiko-Allel des AGT-Polymorphismus
und der Entwicklung einer essentiellen Hypertonie. Ubereinstimmend zu diesem Ergebnis
fanden auch Procopciuc et al. (Procopciuc, Popescu et al. 2002) und Pereira et al. (Pereira,
Mota et al. 2003) einen Zusammenhang zwischen dem Vorliegen des C-Allels und der
Entwicklung einer Hypertonie. Auch andere Studien zeigten damit Ubereinstimmende
Erkenntnisse (Caulfield, Lavender et al. 1994; Petrovic, Bidovec et al. 2002; Procopciuc,
Popescu et al. 2002; Luther, Bantis et al. 2003; Sethi, Nordestgaard et al. 2003).

Im Gegensatz hierzu konnten andere Untersuchungen keine relevante Assoziation zwischen
dem AGT-Polymorphismus und einer arteriellen Hypertension nachweisen: So zeigte eine
Untersuchung mit 199 jugendlichen Typ | Diabetikern (mittleres Alter 16.5 Jahre) von
Pavlovic et al. (Pavlovic, Holl et al. 1999) keinen Zusammenhang zwischen dem jeweiligen
AGT-Genotyp und dem Auftreten erhohter Blutdruckwerte. Auch im Rahmen anderer
Studien konnte kein relevanter Bezug zwischen dem AGT-Polymorphismus und der
Blutdruckregulation nachgewiesen werden (Fornage, Turner et al. 1995; Fernandez-Llama,
Poch et al. 1998; Niu, Yang et al. 1999; Rodriguez-Perez, Rodriguez-Esparragon et al. 2000;
Lovati, Richard et al. 2001).

Fur die Kontroverse hinsichtlich der Bedeutung dieser genetischen Variabilitat konnte
vordergrundig erklarend der multifaktorielle Ursprung der arteriellen Hypertonie sein. So
beeinflussen neben den genetischen Komponenten auch das Alter, das Gewicht, das
Geschlecht, die ERgewohnheiten und auch die kdorperliche Aktivitat ihre Pathogenese

(Pereira, Mota et al. 2003). Letzteren Einfluifaktor wiesen Ortlepp et al. nach: So stellten sie
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in einer Studie bei den Tragern des Risiko-Allels einen in Ruhe hdheren Blutdruck, als bei
Trégern des Wild-Allels, fest. Dieser Differenz des Blutdruckwertes war unter kérperlicher
Aktivitat nicht mehr nachweisbar (Ortlepp, Metrikat et al. 2003).

Die Bedeutung des Korpergewichts fur die Pathogenese einer arteriellen Hypertonie, speziell
fir den AGT-Polymorphismus, verdeutlicht eine Untersuchung von Petrovic et al.: In dieser
Studie, durchgefuhrt mit 57 Kindern im Alter von 8-19 Jahren, zeigte sich bei Zunahme des
Korpergewichts eine verstarkte Assoziation des C-Risiko-Allels mit einer Erhéhung des
Blutdrucks (Petrovic, Bidovec et al. 2002). Die in unsere Studie integrierten Kinder und
Jugendlichen wiesen zu beiden Messzeitpunkten einen im Median erhéhten BMI auf (siehe
Tabelle 13 im Anhang). Doch trotz des erhohten BMI war bei den Kindern und Jugendlichen
keine Assoziation zwischen dem Risiko-Allel und der Entwicklung eines Hypertonus zu
beobachten. Dies kdnnte dadurch begriindet sein, dass der Einfluss eines erhéhten BMI auf
die Entwicklung eines Hypertonus bei Tragern des C-Allels moglicherweise nur relativ gering
ist. So konnte seine Auswirkung sich nur bei einer massiven Erhéhung des BMI zeigen.
Maoglicherweise war der BMI bei den von uns untersuchten Kindern und Jugendlichen nicht
in einer solch starken Weise erhoht, als dass daraus eine Aggravation der hypertone
Pathogenese hatte folgen kénnen.

Auch ist der Einfluss des Alters auf die Pathogenese der Hypertonie zu beriicksichtigen: Da
die Mehrzahl der Studien, die eine positive Korrelation des Polymorphismus mit erhohten
Blutdruckparametern nachwiesen, an Erwachsenen durchgefuhrt wurden (Petrovic, Bidovec
et al. 2002; Pereira, Mota et al. 2003), sollte auch eine Altersabhé&ngigkeit der Korrelation
bedacht werden. So wére es moglich, dass die Effekte des Polymorphismus eventuell erst im
fortgeschrittenen Lebensalter zur Auspragung kommen. Dies wirde erkldren, warum einige
Studien mit Kindern, wie beispielsweise Pavlovic, Holl et al. 1999, negative Ergebnisse
lieferten.

Weiterhin konnten die teilweise widerspriichlichen Ergebnisse verschiedener Studien auf
ethnische Variabilitdten in der Auswirkung des Polymorphismus begriindet sein. Schon im
Jahre 1995 wiesen Fornage et al. auf eine Inkonsistenz ihrer negativen Ergebnisse bezliglich
verschiedener ethnischer Gruppen hin (Fornage, Turner et al. 1995). Dieser Uberlegung
entsprechend fanden Lovati et al. auf der einen Seite ein gehduftes Vorkommen des AGT-
Polymorphismus in der amerikanischen und franzdsischen Bevolkerung, auf der anderen Seite
aber nicht bei weiRen Européern und Afrikanern (Lovati, Richard et al. 2001). Auch Staessen
et al. (Staessen, Kuznetsova et al. 1999) zogen ethnische Unterschiede als mdgliche

Erklarungen fur teilweise differente Auswirkungen der AGT-Allele in Betracht. Sie wiesen,
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Lovati et al. widersprechend, in einer Meta-Analyse positive Assoziationen bei weilen
Individuen nach. Ubereinstimmend mit Lovati et al. zeigten sie bei Schwarzen und weiterhin
bei Asiaten eine positive Assoziation auf. Auch in weiteren Studien (Barbeau, Kulharya et al.
2002) fand sich eine stérkere Beeinflussung des Blutdrucks durch den AGT-Polymorphismus
bei weillen, als bei schwarzen Menschen. Somit ist durchaus die Mdglichkeit in Betracht zu
ziehen, dass die Durchfiihrung von Studien innerhalb unterschiedlicher Populationen fir die
Variabilitat der jeweiligen Ergebnisse verantwortlich ist.

AbschlieBend ist auch zu beachten, dass in der Literatur mehrfach Interaktionen des AGT —
Gens mit anderen Genen beschrieben wurden. Speziell fir die Entwicklung eines Hypertonus
in jungen Lebensjahren wiesen Porto et al. (Porto, Garcia et al. 2003) in einer Studie mit 54
Jugendlichen mit diagnostizierter Hypertonie unter anderem fir den T>C-Polymorphismus
des AGT-Gens Interaktionen mit anderen Genen und Genvariationen nach, die nachweislich
die Suszeptibilitdt fur eine Hypertonie erhohten. So konnte aufgrund von Gen-Gen-
Interaktionen die groRe Vielfalt der Auswirkungen des AGT-Polymorphismus auf die
Blutdruckregulation und damit die Variabilitdt verschiedener Studienergebnisse erklart
werden.

Zusammenfassend l&sst sich fur den AGT-Polymorphismus feststellen, dass sein Einfluss auf
die Blutdruckregulation noch immer kontrovers diskutiert wird, wobei unterschiedlichste
Faktoren die Effekte des Polymorphismus beeinflussen (z.B. Korpergewicht, korperliche
Aktivitat, Gen-Gen-Interaktionen). AbschlieBend sei jedoch erwahnt, dass neueste Daten
(Mondry, Loh et al. 2005) die Erkenntnisse der vorliegenden Studie, d.h. einen positiven
Einfluss des C-Allels auf die Blutdruckentwicklung, bestétigen.

6.3.3. ATR1

In dieser Studie konnte kein Bezug zwischen c.1166A>C-Polymorphismus mit erhéhten
Blutdruckwerten nachgewiesen werden. Die Bedeutung dieser genetischen Variation fir die
Genese der arteriellen Hypertonie wird noch immer kontovers diskutiert: So beschrieben im
Jahre 1994 Bonnardeux et al. erstmals eine Verkniipfung des Polymorphismus mit der Genese
einer arteriellen Hypertension (Bonnardeaux, Davies et al. 1994), die in weiteren Studien auf
der einen Seite bestétigt (Kainulainen, Perola et al. 1999; Stankovic, Zivkovic et al. 2003) und
auf der anderen Seite widerlegt wurde (Schmidt, Beige et al. 1997; Kikuya, Sugimoto et al.
2003; Ono, Mannami et al. 2003; Sugimoto, Katsuya et al. 2004), so dass bezlglich der
Bedeutsamkeit des c.1166A>C-Polymorphismus fir die interindividuelle Variabilitat des
Blutdrucks bis heute Unklarheit besteht.
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Urséchlich fur diese zum Teil widersprichlichen Erkenntnisse beziglich der Rolle des
Polymorphismus, konnte die multifaktorielle Atiopathogenese der Hypertonie sein. So wird
die arterielle Hypertension als Erkrankung beschrieben, deren Pathogenese sowohl durch eine
genetische Pradisposition, als auch durch verschiedenste Umwelt-Einflisse, sowie die
Lebensweise des einzelnen Individuums beeinflusst wird (Stankovic, Zivkovic et al. 2003).
Fur die Entwicklung erhdhter Blutdruckwerte bedeutsame Einfluifaktoren sind beispielsweise
ethnische, geschlechts-, gewichts- und altersabhdngige GrolRen. Die Variabilitat der
Auspragung dieser Grolien, die unterschiedlichen Kombinations-Varianten, in denen diese
vorliegen kénnen und die daraus folgende gegenseitigen Beeinflussung, kdnnten erklarend fur
die, teils widerspriuchlichen, Ergebnisse verschiedener Studien sein. Speziell fur den
€.1166A>C-Polymorphismus des ATR1-Gens sind, beziglich seiner Assoziation mit der
Blutdruckregulation, diverse Einfliisse bekannt. Deren Bedeutung soll im Folgenden genauer
erlautert werden.

Die Assoziation zwischen dem ATRZ1-Polymorphismus und der Entwicklung erhéhter
Blutdruckwerte scheint unter anderem abhéngig zu sein von der ethnischen Herkunft des
untersuchten Patienten-Kollektivs: So stellten Barbeau et al. in einer Studie eine starkere
Verkntipfung zwischen dem C-Risiko-Allel und der Blutdruckentwicklung bei WeiRen, als
bei Schwarzen fest (Barbeau, Kulharya et al. 2002). Die Ohasama-Studie (Sugimoto, Katsuya
et al. 2004), die ein japanisches Patienten-Kollektiv untersuchte, fand keine Hinweise auf eine
mogliche Verkniipfung des Polymorphismus und der Blutdruckentwicklung, ebenso wie
Studien in Indien (Ashavaid, Shalia et al. 2000) und Mitteleuropa (Schmidt, Beige et al.
1997). Letztere Studie ist an dieser Stelle hervorzuheben: Schmidt et al. fihrten ihre Studie an
einem deutschen Patientenkollektiv durch und fanden, tbereinstimmend mit unseren
Ergebnissen, keine Assoziation des ATR1-Polymorphismus mit der Pathogenese eines
arteriellen Hypertonus. Dies ist insofern von Bedeutung, als dass Schmidt et al. so bei
Untersuchungen eines ethnisch vergleichbaren Kollektivs ubereistimmende Ergebnisse
erhielten.

Ein weiterer Grund flr den nicht nachzuweisenden EinfluR des ATR1-Polymorphismus
kdnnte das junge Alter des von uns untersuchten Patientenkollektivs sein. Die Mehrzahl der
Studien, die eine positive Korrelation zwischen der genetischen Variation von ATR1 und der
Blutdruckentwicklung nachwiesen, wurden mit &lteren Personen durchgefiihrt (Kainulainen,
Perola et al. 1999; Stankovic, Zivkovic et al. 2003), wohingegen die Altersgruppe unserer
Patienten kaum mit einbezogen wurde. Somit muss aufgrund unseres negativen Ergebnisses

eine Altersabhéngigkeit bezuglich des EinfluR’ des ATR1-Polymorphismus auf die
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Blutdruckregulation in Betracht gezogen werden. Diesen wiesen Szombathy et al. in einer
Studie nach: Sie fanden einen Bezug zwischen dem C-Allel und einem arteriellen Hypertonus
vorzugsweise bei alteren Personen (Szombathy, Szalai et al. 1998). Mdégliche Ursache fiir
diese Altersabhdngigkeit konnte eine unter dem Einfluss des Polymorphismus auftretende
arterielle Versteifung sein (Benetos, Topouchian et al. 1995). Diese ist erst bei alteren
Patienten feststellbar und wird erst im fortgeschrittenen Alter durch eine Erhéhung des
systolischen Blutdrucks Kklinisch apparent. Dies belegt eine Studie von Lajemi et al.(Lajemi,
Labat et al. 2001) mit Personen im Alter von 18-74 Jahren. Da die Kinder und Jugendlichen,
die an unserer Studie teilnahmen, deutlich jiinger waren (siehe Tabelle 13 im Anhang), konnte
das Ausbleiben einer Blutdruckerh6éhung, auch bei Nachweis des Polymorphismus, durch die
noch nicht genligend ausgeprégte arterielle Versteifung erklart werden.

Weiterhin konnte der nur leicht erhéhte BMI (siehe Tabelle 13 im Anhang) der untersuchten
Kindern und Jugendlichen erklé&rend fiir die fehlende Assoziation zwischen dem c.1166A>C-
Polymorphismus und der Entwicklung erhdhter Blutdruckwerte sein. Diese Annahme grindet
sich auf Beobachtungen von Szombathy et al., die eine positive Korrelation des
Polymorphismus und einer Blutdruckerhéhung in der Mehrzahl nur bei Ubergewichtigen
Studienteilnehmern nachwiesen (Szombathy, Szalai et al. 1998). Dies verdeutlicht, dass die
Assoziation des Blutdrucks und der genetischen Variation unter anderem von dem
Korpergewicht des jeweiligen Individuums abhéngig ist. Bei den von uns untersuchten
Kindern und Jugendlichen war der BMI jedoch nicht GbermaRig stark erhoht. Zieht man die
Maoglichkeit in Betracht, dass das Korpergewicht nur bei starker Erhéhung Einfluss auf die
Pathogenese einer arteriellen Hypertension nimmt, konnte dies fur die fehlende Assoziation
erklarend sein.

Von Bedeutung fiir den Einfluss des Polymorphismus auf die Blutdruckregulation diirften
weiterhin Wechselwirkungen mit anderen Genen sein. So ergab eine Studie von Dzida et
al.(Dzida, Sobstyl et al. 2001) eine Interaktion des 1/D-Polymorphismus von ACE mit dem
jeweiligen Genotyp von ATR1 bezuglich der Beeinflussung der Blutdruckregulation. Somit
besteht die Mdglichkeit, dass nur bei bestimmten Genkombinationen eine Assoziation zur
Blutdruckregulation besteht und somit nicht immer nachweisbar ist.

Ein weiterer wichtiger Punkt ist auRerdem die biologische Funktion des Polymorphismus. So
befindet sich der ATR1-Polymorphismus in einer nicht-translatierten Promotor-Region, und
bewirkt somit keine Anderung der Aminoséaure-Sequenz im Genprodukt. Bislang konnte die
biologische Relevanz des Polymorphismus nicht geklart werden. Mdglicherweise ergibt sich

eine fehlende Assoziation des Polymorphismus mit einer arteriellen Hypertension durch eine
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geringe Bedeutung der Regulation der Promotorregion, bzw. durch nur geringe Folgen des
Polymorhimus fur die Regulation der Translation. Auch waére ein fehlender Einfluss des
Polymorphismus auf die Regulation des Promotors denkbar (Zhang, Erdmann et al. 2000).
Somit ergeben sich vor allem aufgrund der nicht bekannten biologischen Relevanz der
Anderung der Basensequenz in der nicht-translatierten Region des ATR1-Gens, immer wieder
Zweifel an der Bedeutung des Polymorphismus flr den Organismus.

AbschlieBend ist, speziell fir diese Studie, die besondere Wirkung des Polymorphismus unter
hyperglykdmischen Bedingungen zu beachten. So belegte eine Studie von Miller et al. einen
Anstieg des mittleren arteriellen Drucks bei Tragern des Risiko-Allels, der bei Gabe von
Insulin vollstandig reversibel war (Miller, Thai et al. 2000). Dies ist insofern von grofter
Bedeutung, als dass somit die Madoglichkeit besteht, dass aufgrund der guten
Stoffwechseleinstellung (siehe Tabelle 13 im Anhang) der Kinder und Jugendlichen, die an
dieser Studie teilnahmen, auch bei den Trégern des ATR1-Risiko-Allels die Entwicklung und
Progression einer Hypertonie nicht nachweisbar war.

Zusammenfassend lasst sich somit feststellen, dass in Ubereinstimmung mit verschiedenen
anderen Studien, flir diesen Polymorphismus keine Verschlechterung des Blutdrucks
nachweisbar war. Dies ist durch multiple Einfliisse, wie zum Beispiel das Alter, Gewicht oder
die ethnische Abstammung der Patienten, aber auch durch die Einstellung des Stoffwechsels

oder durch Gen-Gen-Interaktionen zu erklaren.

6.3.4. Aldo-S

Der ¢.-344C>T-Polymorphismus zeigte in dieser Studie keinen Einfluss auf die Entwicklung
der systolischen und diastolischen Blutdruck-Level, wohl aber auf die zirkadiane
Blutdruckvariabilitat: Sowohl das systolische, als auch des diastolische Dipping wiesen eine
positive Entwicklungstendenz bei den hetero- und homozygoten Trégern des T-Allels auf.
Diese Tendenz wurde beziiglich des diastolischen Dippings auch in der Regressionsanalyse
bestatigt. Somit war bei den C/C-Genotypen die grofite Einschrankung der ndchtlichen
prozentualen Blutdruckabsenkung feststellbar.

Zu Ubereinstimmenden Ergebnissen kamen u. a. Mulatero et al. (Mulatero, Morello et al.
2004), ebenso wie weitere in Japan durchgefiihrte Studien (Matsubara, Kikuya et al. 2001,
Tamaki, Iwai et al. 1999): In diesen Untersuchungen wiesen die C/C-Genotypen signifikant
geringere Dippingwerte auf als die C/T- und T/T-Genotypen. Eine Vergleichbarkeit dieser
Studien mit der unsrigen ist insofern gegeben, als dass die Genotypisierung, gleich unserer
Methodik, mit Hilfe einer PCR und anschliefender RFLP mit Hae Ill erfolgte. Weiterhin

erfolgte die Messung des Blutdrucks, in allen Studien vergleichbar, als 24h-Blutdruck-
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Analyse. Gerade die Erfassung des Blutdrucks in Form eines 24 h-Profils ist in diesem
Zusammenhang als sehr wichtig anzusehen: Dieser erfasst zum einen neben den absoluten
Blutdruckwerten auch die zirkadiane Variation des Blutdrucks, was bei einer punktuellen
Messung nicht méglich ist. Zum anderen schliel3t diese Messmethode Stérfaktoren, wie z.B.
einen ,WeiRkittel-Hypertonus* (Verdecchia, Porcellati et al. 1994) oder andere
Einflussfaktoren (z.B. korperliche Betédtigung direkt vor einer Einzelmessung,
Blutdruckvariabilitdten wahrend des Tagesverlaufs) aus bzw. kann sie, durch die stets
durchgeftuihrte Protokollierung der Tagesaktivitat des Patienten, berticksichtigen. Somit sind
die erhaltenen Messergebnisse als sehr aussagekraftig und zuverldssig anzusehen. Die
Erkenntnisse von Matsubara et al., Tamaki et al. und Mulatero et al. lassen darauf schliel3en,
dass nicht, wie angenommen, das T- sondern das C-Allel das Risiko-Allel flr eine gestorte
zirkadiane Blutdruckregulation darstellt.

Ubereinstimmend zeigte sich in anderen Studien auch ein Bezug des C-Allels mit der
Entwicklung erhohter Blutdruckwerte: Sarzani et al. konnte eine Verknlpfung zwischen dem
C/C-Genotyp und einer Erhohung des systolischen Blutdrucks bei jungen italienischen
Ménnern nachweisen (Sarzani, Salvi et al. 2003). Auch Tsukada et al. wiesen eine durch das
C-Allel bedingte Pradisposition fir die Entwicklung einer Hypertonie bei Japanern nach
(Tsukada, Ishimitsu et al. 2002). Dazu konforme Erkenntnisse lieferten auch die
Untersuchungen von Mulatero et al., die eine Assoziation des C-Allels mit einer arteriellen
Hypertension zeigten. Diese Studie belegte weiterhin, dass hingegen fir Franzosen und
Schotten das T-Allel eine Padisposition fir eine essentielle Hypertonie darstellt (Mulatero,
Schiavone et al. 2000). Ubereinstimmend mit diesen Erkenntnissen bewiesen Tiago et al. eine
Assoziation des T-Allels mit einer Erhéhung des Blutdrucks bei Afrikanern (Tiago,
Badenhorst et al. 2003), welche von Henderson et al. fir afrikanisch stimmige Amerikaner
bestatigt wurde (Henderson, Haiman et al. 2004). Diese sehr differenten Ergebnisse
verdeutlichen, dass beziiglich der Auswirkungen der Allele deutliche ethnische Unterschiede
bestehen, die die Kontroverse verschiedener Studienergebnisse zum Teil begriinden. Daher
kann keine allgemeingultige Aussage dazu gemacht werden, welches der beiden Allele als
Risiko-Allel anzusehen ist.

Die Definition des Risiko-Allels der Aldosteron-Synthase ist abhangig davon, welches Allel
zu einer Erhohung des Aldosteron-Spiegels fiihrt. Diesbezuglich finden sich in der Literatur
widerspriichliche Aussagen: So zeigten auf der einen Seite einige Studien eine unter dem
Einfluss des C-Allels auftretende Erhohung des Aldosteron-Spiegels (Tamaki, lwai et al.
1999; Safar, Cattan et al. 2005), wahrend andere Studien eine vermehrte Aldosteron-Sekretion
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bei T/T-Genotypen zeigten (Connell, Fraser et al. 2004; Freel und Connell 2004).
Ubereinstimmend wurde in allen Studien festgestellt, dass durch die unregulierte
Mehrsynthese von Aldosteron ein sogenannter Low-Renin-Aldosteronismus entsteht. Dies
bedeutet, dass unter einem niedrigen Renin-Plasmaspiegel Ubermé&Rig viel Aldosteron
sezerniert wird. Die so entstehende Uberaktivitat dieses Mineralcortikoids fiihrt dadurch zu
einer Hypertonie. Ein idiopathischer Hyperaldosteronismus ist bei 10-15% der Hypertoniker
feststellbar. Beziiglich seiner Atiologie wird eine genetische Veranderung vermutet (Freel und
Connell 2004). Bei den Kindern und Jugendlichen, die an unserer Studie teilnahmen war
jedoch weder bei den Tragern des C- noch des T-Allels, bis auf die Stérung der zirkadianen
Blutdruckvariabilitat, eine Erhéhung des systolischen oder diastolischen Blutdrucks
feststellbar. Begriindend hierfiir koénnte, wie auch bei den U(brigen untersuchten
Polymorphismen des RAAS, eine Abhéngigkeit des genetischen Einflusses des
Polymorphismus von Faktoren wie beispielsweise Alter, Geschlecht und/ oder BMI der
Probanden sein, die im Folgenden erdrtert werden sollen.

Wie aus einigen Studien ersichtlich, besteht eine vom Alter des Patienten abhéngige
Assoziation zwischen dem Polymorphimus und der Entwicklung erhohter Blutdruckwerte. So
beschrieben Freel et al. eine bei Tragern des T-Allels feststellbare Erhohung des Blutdrucks
nur bei Individuen im fortgeschrittenen Lebensalter. Bei jungen Mannern war dieser
Zusammenhang nicht feststellbar (Freel und Connell 2004). Ubereinstimmend mit dieser
Erkenntnis beschrieben auch Barbato et al. eine Zunahme des Einflusses des T-Allels auf die
Blutdruckregulation und eine Entwicklung erhéhter Werte erst bei &lteren Patienten (Barbato,
Russo et al. 2004). Ebenso zeigte die Untersuchung von Tamaki et al. eine deutliche
Altersabhéngigkeit der Assoziation des Risiko-Allels (in diesem Fall dem C-Allel) und der
Genese einer Hypertonie (Tamaki, Iwai et al. 1999). Aus diesen Erkenntnissen wird deutlich,
dass sowohl das C- als auch das T-Allel erst im fortgeschrittenen Lebensalter zu einer
Erhohung des Blutdrucks fihren und damit die Moglichkeit besteht, dass die an unserer
Studie teilnehmenden Kinder und Jugendlichen ein noch zu junges Alter aufwiesen, als das
ein Effekt des Polymorphismus auf den Blutdruck erkennbar héatte sein konnen. Die
Verminderung des Dippings bei den C/C-Genotypen konnte allerdings ein Friihzeichen einer
beginnenden Blutdruckregulationsstérung darstellen. Eine Stérung der zirkadianen
Blutdruckvariabilitdt konnte begrundet sein durch den erhdhten Aldosteron-Spiegel und die
dadurch bedingten Schadigungen von ZNS und Niere (Freel und Connell 2004). Dies ergibt

sich daraus, dass sowohl renale Hypertonien als auch solche, fir die eine Neuropathie den
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urséchlichen Faktor darstellt, im Anfangsstadium durch eine Verminderung der néchtlichen
Blutdruckabsenkung auffallig werden.

Ein Grund fir die Altersabhéngigkeit des Einflusses des Risiko-Allels kdnnte sein, dass unter
dem Einflu} des jeweiligen Risiko-Allels eine Versteifung der arteriellen Gefalie feststellbar
ist, der eine Erhohung des Blutdrucks bedingt. Dies wurde in verschiedenen Studien zum
einen fir das C-Allel (Wojciechowska, Staessen et al. 2004; Safar, Cattan et al. 2005), zum
anderen auch fiir das T-Allel (Balkestein, Wang et al. 2002) beschrieben. Die daraus folgende
Verminderung der Elastizitat der groRen Arterien konnte fast ausschliellich bei Personen
nachgewiesen werden, die das mittlere Lebensalter schon Uberschritten hatten. Hieraus I&sst
sich ableiten, dass diese pathologische Verénderung bei unseren Probanden, die noch im
jugendlichen Alter waren, nicht so weit zur Auspragung gekommen sein konnte, als dass sie
die Hohe des Blutdrucks hatte beeinflussen kdnnen.

Weiterhin konnte die fehlende Assoziation des Polymorphismus mit der Entwicklung
pathologischer Blutdruck-Level durch die nur méaRig ausgepragte BMI-Erhohung begriindet
sein. Dies ware insofern moglich, als dass Tamaki et al. bei C/C- und C/T-Genotypen die
Blutdruckerhéhung in Assoziation zu dem jeweiligen BMI der Patienten feststellten (Tamaki,
Iwai et al. 1999). Daher ist davon auszugehen, dass, da in unserem Patientenkollektiv die
Mehrzahl der Kinder und Jugendlichen normal- oder aber leicht tibergewichtig waren, eine
Assoziation des Polymorphismus mit einer Erhéhung des Blutdrucks nicht bestand. Neben
dem Erndhrungszustand spielt in besonderem Male bei Untersuchungen des Blutdrucks auch
die Erndhrung eine grof3e Rolle. So ist allgemein bekannt, dass beispielsweise die Aufnahme
stark salzhaltiger Nahrungsmittel zu einer Anhebung des Blutdrucks fiuhrt. Speziell bei
Patienten mit einem erhohten Aldosteron-Spiegel hat die Aufnahme grolRer Salzmengen
starken EinfluR auf den Blutdruckwert: Schon die Wirkung des Aldosterons bedingt eine
verstarkte Salz- und damit VVolumenretention, die zu einer Erhéhung des Blutdrucks flhrt. Bei
zusétzlicher Aufnahme groller Salzmengen werden die Effekte auf den Blutdruck nochmals
verstarkt. Dieser Sachverhalt ist insofern von besonderer Bedeutung, als dass er auch
verantwortlich sein kénnte fir die kontroversen Ergebnisse verschiedener Studien: So wiesen
Wojciechowska et al. darauf hin, dass die Salzaufnahme bei der Durchflihrung vieler Studien
nicht berticksichtigt wirde, was zu einer Verfalschungen der Ergebnisse flhren kann
(Wojciechowska, Staessen et al. 2004).

Die Assoziation des Polymorphismus mit einer Entwicklung erhohter Blutdruckwerte zeigt
weiterhin eine Abhédngigkeit vom Geschlecht der untersuchten Individuen, wobei auf diesem

Gebiet sehr kontrovers diskutiert wird. So beschrieben Sarazani et al. einen Bezug des C-
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Allels mit erhéhten Blutdruckwerten nur bei Méannern (Tamaki, Iwai et al. 1999; Sarzani,
Salvi et al. 2003), wahrend Gu et al. das T-Allel assoziiert mit einer arteriellen Hypertonie nur
bei Frauen feststellen konnten (Gu, Ge et al. 2004). Somit kann, obwohl die Frage noch nicht
beantwortet werden konnte, eine Beeinflussung unserer Ergebnisse durch das jeweilige
Geschlecht nicht ausgeschlossen werden. Diesen Sachverhalt gilt es in weiterflihrenden
Studien zu untersuchen und endgultig zu klaren.

Begrindend fur die fehlende Nachweisbarkeit einer Progression der hypertensiven
Erkrankung koénnte ein zu geringer Zeitabstand zwischen den durchgefiihrten Messungen
sein: Wang et al. wiesen in einer Langzeitstudie erst nach neun Jahren Studiendauer eine
Erhéhung des Blutdrucks bei C/C-Genotypen nach. Allerdings konnten sie diese nur
nachweisen unter Berlicksichtigung einer Wechselbeziehung mit dem ACE D/D-Genotyp und
einem Polymorphismus des a-Adducins (Wang, Liu et al. 2004). Aus dieser Beobachtung
ergibt sich zum einen, dass die von uns durchgefiihnrten Messungen im Abstand von zwei
Jahren ein eventuell zu kurzes Messintervall darstellten, um Blutdruckverédnderungen
nachweisen zu koénnen und zum anderen, dass die Auswirkung des Genotyps auf die
Blutdruckregulation abhéngig ist von Interaktionen mit anderen Gen-Polymorphismen.
Passend zu dieser Erkenntnis beschrieben beispielsweise Freel et al. eine zusatzliche
Erhohung des Aldosteron-Spiegels bei gleichzeitigem Vorliegen des T/T-Genotyps und einer
homozygoten Conversion im Intron 2 der Aldosteron-Synthetase (Freel und Connell 2004).
Balkenstein et al. zeigten eine Interaktion des Aldo-S-Polymorphismus und einem
Polymorphismus des a-Adducin auf. Aus den Kombinationen dieser Polymorphismen ergab
sich eine verstarkte Salz- und damit VVolumenretention, die zu einer chronischen Expansion
des extrazelluldren Flissigkeitsvolumens und damit zu Blutdruckerh6hung fiihrte (Balkestein,
Wang et al. 2002). Aus diesen Studien geht hervor, dass der Aldo-S-Polymorphismus nicht
nur durch dessen alleinige Wirkung die Blutdruckregulation beeinflusst, sondern dass er auch
mit anderen Genen und ihren Polymorphismen interagiert. Bestatigt wird dies von Wang et al.
insofern, als dass sie in ihrer Studie neben der Untersuchung der Interaktionen zwischen
verschieden Polymorphismen auch Analysen einzelner Gene durchfiihrten. Bezlglich des
Aldo-Polymorphismus fanden sie keine nachweisbaren Assoziationen der Genotypen mit der
Blutdruckregulation, wohl aber bei Bertcksichtigung von Gen-Gen-Interaktionen (Wang, Liu
et al. 2004). In der vorliegenden Studie waren eventuell keine Auswirkungen des Aldo-S-
Polymorphismus auf die Regulation des Blutdruck-Levels feststellbar, da mdgliche
Interaktionen mit anderen Polymorphismen nicht beriicksichtigt wurden. In weiterfihrenden

Studien gilt es diese Interaktionen zu untersuchen und zu klaren.
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Als letzten wichtigen Gesichtspunkt bezlglich der positiven Entwicklung des Dippings bei
den Tréagern des T-Allels gilt es die teilweise sehr unzuverlassige Aussagekraft des Dippings
zu bedenken: So untersuchten Cuspidi et al. in einer Kohorten-Studie mit 414 Personen die
Kurz-Zeit-Variabilitdt des systolischen und diastolischen Dippings. Dazu wurde der
Blutdruck der Probanden in einem Zeitraum von vier Wochen zwei Mal in 24 h-
Blutdruckmessungen erfasst. Hierbei zeigte sich, dass 25 % der Patienten eine Anderung der
initial festgestellten Dipping-Werte aufwiesen (Cuspidi, Meani et al. 2004). Des Weiteren
finden sich Hinweise, dass die ndchtliche prozentuale Blutdruckabsenkung von diversen
Einflussfaktoren abhéngig ist: So konnten Dimsdale et al. zeigen, dass ambulant und stationé&r
erfasste 24 h-Blutdruckprofile intraindividuelle Unterschiede aufwiesen (Dimsdale und
Heeren 1998), wahrend weitere Studien eine Abhadngigkeiten des Dippings von der
korperlichen Aktivitat des Probanden am Tag (O'Shea und Murphy 2000) und in der Nacht
(Leary, Donnan et al. 2000) zeigten. Des Weiteren konnten Kamilla et al. nachweisen, dass
schon allein ein Hochlegen des Arms auf ein Kissen zu einer Verfalschung der Ergebnisse
flhren kann. In diesem Fall fiihrte die Veranderung der Armposition zu der Erfassung
extremer Dipping-Werte (Kammila, Campbell et al. 2002). Daraus ergibt sich, dass eine gute
Aufkl&rung und eine hohe Compliance der Patienten wichtig sind fiir den Erhalt zuverl&ssiger
Daten. Dies allerdings stellt in der P&diatrie ein groRes Problem dar, so dass unter
Berticksichtigung der genannten Einflussfaktoren festgestellt werden kann, dass das Dipping
ein storanfélligen Parameter ist, dessen Aussage bei nur einmaliger Messung mit Vorsicht
interpretiert werden sollte.

Zusammenfassend lasst sich somit feststellen, dass fur den Aldo-Polymorphismus kein
Einflull auf die systolischen und diastolischen Blutdruckwerte, wohl aber fiir das né&chtliche

Dipping mit positiver Entwicklungstendenz fiir den T/T-Genotyp feststellbar war.

6.3.5. Endl

Fir den Endl-Polymorphismus zeigte sich als Trend eine vom Risiko-Allel abhéngige
negative Entwicklungstendenz fur den systolischen Tagwert. Weitere vom jeweiligen
Genotyp abhangige Veranderungen des Blutdrucks konnten nicht nachgewiesen werden.

Das T-Allel des End1-Polymorphismus fiihrt, wie Studien belegen (Tiret, Poirier et al. 1999;
Tanaka, Kamide et al. 2004), durch eine Erhéhung des Endl-Plasma-Spiegels (Barden,
Herbison et al. 2001) zu einer Erhohung des Blutdrucks. Daher sind die kontroversen
Ergebnisse unserer Studie, das heifit die Verbesserung des ndachtlichen diastolischen
Blutdrucks bei den Tragern des Risiko-Allels, zunéchst verwunderlich. Entscheidend jedoch

ist, dass der Polymorphismus nur in Interaktion mit anderen Einflussfaktoren zu einer
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Erhéhung des Blutdruckniveaus fuhrt. So beschrieben beispielsweise Treiber et al. einen
EinfluB des soziotkonomischen Status auf die Blutdruckvariation bei Tragern des T-Allels: In
ihrer Studie wiesen sie nach, dass Probanden die aus niedrigen sozialen Schichten stammten
und den G/T- oder G/G-Genotyp aufwiesen einen hoheren reaktiven Blutdruck unter Stress
(Spielen eines Videospiels) aufwiesen, als Probanden mit dem gleichen Genotyp aus héheren
Sozialschichten (Treiber, Barbeau et al. 2003). Dies zeigt, dass nicht allein der Genotyp,
sondern auch auf das jeweilige Individuum wirkende Umweltfaktoren das Blutdruck-Level
bestimmen. Weiterhin wiesen Barden et al. eine Verédnderung der Auswirkung des Endl-
Genotyps wéhrend der Schwangerschaft nach: So waren bei graviden Frauen die einen T/T-
Genotyp aufwiesen gesteigerte Blutdruckwerte wahren der Schwangerschaft feststellbar, die
sich nach der Geburt wieder normalisierten (Barden, Herbison et al. 2001). Aus den
Erkenntnissen Treibers und Bardens geht somit deutlich hervor, dass bezuglich der
Assoziation des Polymorphismus mit einer Entwicklung erhohter Blutdruckwerte eine
Abhangigkeit von zusétzlichen Einflussfaktoren besteht.

Ganz entscheidend interagiert der Polymorphismus mit dem BMI. Mehrere Studien wiesen
bei Tragern des Endl-Risiko-Allels mit einer Erhdhung des BMI auch gleichzeitig eine
Steigerung des Blutdruck-Levels nach: So war in der ECTIM-Studie (Etude Cas-Témoin sur
I’infarctus du Myocarde) eine Interaktion des G/T-Polymorphismus mit dem BMI in Bezug
auf die Determination des Blutdruck-Levels feststellbar. Auch wurde eine stérkere Zunahme
des Blutdrucks bei T-Allel-Tragern mit erh6htem BMI beobachtet als bei Normalgewichtigen.
So zeigte sich ein signifikanter Anstieg des SBP und DBP bei ubergewichtigen G/T- und T/T-
Genotypen, wéhrend ein Effekt des T-Allels auf den Blutdruck bei normalgewichtigen
Individuen nicht festgestellt werden konnte (Tiret, Poirier et al. 1999). Auch in der Glasgow
Heart Scan Study (GHSS) war ein Einflul des T-Allels auf den Blutdruck feststellbar:
Probanden mit einem G/T- und T/T-Genotyp wiesen eine pathologische Erhéhung des Ruhe-
Blutdrucks und des Blutdrucks unter korperlicher Anstrengung auf. Die pathologische
Regulation des Blutdrucks unter korperlicher Anstrengung bei Vorliegen des Risiko-Allels
war assoziiert mit einem erhéhten BMI (Tiret, Poirier et al. 1999). Weiterhin konnten Jin et
al. nachweisen, dass Individuen, die Trager des T-Allels waren, vermehrt zu
Gewichtszunahmen neigten (Jin, Nakura et al. 2003). Aus diesen Erkenntnissen ergibt sich fir
unsere Studie die Moglichkeit, dass bei der maRigen Erhohung des BMI im Gesamtkollektiv
diejenigen Kinder und Jugendlichen, die Trager des End1-Risiko-Allels waren, gleichzeitig
auch einen zu hohen BMI aufwiesen. Durch die Kombination des Ubergewichts und der

durch das T-Allel gegebenen genetischen Pradisposition kdnnte somit die Erhéhung des
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Blutdruck-Levels entstanden sein. Da in der GHSS der Ruhe-Blutdruck eine Erhdhung
alleine durch die Wirkung des T-Allels zeigte, kdnnten auch einige der Kinder und
Jugendlichen mit einem normalen BMI eine Verschlechterung des Blutdrucks aufgewiesen
haben.

Der in unserer Studie nur geringe Einflu? des Polymorphismus auf die Blutdruckentwicklung
konnte auf das noch geringe Alter unserer Probanden zurlickzufiihren sein. So zeigte eine
Studie mit jungen Probanden (Alter 18 + 2.7 Jahre) von Dong et al. keine Assoziation des
Polymorphismus mit der Hohe des Blutdrucks (Dong, Wang et al. 2004). So besteht durchaus
die Moglichkeit, dass erst mit zunehmendem Alter ein Einflu} des Polymorphismus auf den
Blutdruck besteht. Dass im Fall der vorliegenden Studie nur ein Einfluss auf den SBP
bestand, konnte somit auf den noch geringen EinfluR des Polymorphismus zurlickzuftihren
sein. Dartiber hinaus wurde auch in anderen Studien teilweise eine Beeinflussung einzelner
Blutdruckwerte durch den Polymorphismus beobachtet: In der Ohasama-Studie war nur eine
signifikante Zunahme des DBP bei adipdsen Trégern des T-Allels feststellbar, wéhrend ein
Einflull auf den SBP sich nur undeutlich darstellte (Asai, Ohkubo et al. 2001). Somit wére in
unserer Studie eine alleinige Beeinflussung des SBP durch das T-Allel mdglich.
Zusammenfassend ergibt sich speziell fir den Endl-Polymorphismus eine starke
Abhéngigkeit der Effekte des T-Allels von Interaktionen mit variablen Faktoren und GroRen.

In weiteren Studien gilt es diese Aspekte weiter zu untersuchen

6.4. Limitationen
Bezuglich der im Rahmen dieser Studie gewonnen Erkenntnisse sei an dieser Stelle auf einige
Faktoren hingewiesen, die eine Generierung der Ergebnisse nur eingeschrankt erlauben. So
sei zum einen auf den kleinen Stichprobenumfang der vorliegenden Studie hinzuweisen,
welcher vor allem beziglich der einzelen Genotypen-Gruppen zu mitunter sehr kleinen
Subpopulationen fiihrte.
Zum anderen sei auf den Beobachtungszeitraum hingewiesen, welcher mit einer Dauer von
zwei Jahren von relativ kurzer Dauer war.
Auch sollte angemerkt werden, dass mit dem Dipping als einem der beobachteten
Blutdruckparameter ein sehr storanfalliger Parameter gewahlt wurde (siehe Diskussionspunkt
6.3.5 Aldo-S).
Somit sollten zur Sicherstellung der Erkenntnisse der vorliegenenden Studie, diese in weiteren

multizentrischen Studien mit einem groReren Patientenkollektiv (ber einen langeren
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Beobachtungszeitraum weiter untersucht werden, wobei die Variabilitat und Storanfalligkeit

des Dippings als Beobachtungsparameter fur die Blutdruckregulation zu Giberdenken waéren.

6.5. Ausblick

Die vorliegende Studie legt nahe, dass bei Kindern und Jugendlichen mit relativ kurzer
Diabetesdauer genetische Polymorphismen des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems einen
pradiktiven Charakter fur die Entstehung und Progression einer arteriellen Hypertonie haben.
Aufgrund des geringen Stichprobenumfangs dieser Studie sollten zur Sicherstellung der
Erkenntnisse diese in weiteren multizentrischen Studien genauer untersucht und evaluiert
werden.

Aus den gewonnen Erkenntnissen konnte sich somit die Mdoglichkeit ergeben, a) eine
arterielle  Hypertonie und sekunddre Organschdden vorzeitig im Sinne einer
Risikostratifizierung zu erkennen und b) friihzeitig eine effektive Behandlung einzuleiten. So
waére beispielsweise bei Vorliegen bestimmter Risiko-Allele eine engmaschigere Blutdruck-
und auch HbAlc-Kontrolle, als bisher standardmaBig durchgefiihrt, denkbar. Weiterhin
konnte bei Auftreten einer Hypertonie die Einstellung des Blutdrucks mit hoher Effektivitat
erfolgen: Tragern des D-Allels des ACE-Polymorphismus konnten beispielsweise ACE-
Hemmer (Mulder, van Geel et al. 2003; Dimopoulos-Xicki und Haas 2005) verabreicht
werden, wohin Tréger des Aldosteron-Risiko-Allels addquat mit einem Aldosteron-
Antagonisten zu versorgen waren (Safar, Cattan et al. 2005). Bezliglich des AGT-
Polymorphismus waren aufgrund der positiven Blutdruck-Entwicklung bei Tragern des
Risiko-Allels die bisherigen Therapie-Ansatze nochmals zu berdenken. Auch der End1-
Polymorphismus konnte  durchaus interessante Therapie-Ansédtze bieten aufgrund der
Verfugbarkeit von Endothelinl-Rezeptor-Antagonisten. Eventuell kdnnte allein aus einer
Reduktion des Gewichts eine signifikante Verbesserung der Blutdruckwerte resultieren. In
weiterflhrenden Studien konnte untersucht werden, welche Medikamente zu welchem
Zeitpunkt in welchen Kombinationen am sinnvollsten eingesetzt werden koénnten, um die
beste Prévention vor einer hypertensiven Erkrankung zu gewahrleisten. Damit wirden in
Zukunft sekundare Organschadigungen wie cardiale und vaskuldre Erkrankungen oder auch
renale Schadigungen, die im Speziellen fur den Diabetiker von Bedeutung sind, verhindert

und somit die Prognose des Diabetes mellitus Typ 1 entscheidend verbessert werden.
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7. Zusammenfassung

Ein wesentlicher Bestandteil der erhdhten kardiovaskuldren Morbiditdt von Patienten mit
Diabetes mellitus Typ 1 (D.m.1) ist die arterielle Hypertonie. Fir die Atiopathogenese und
den Verlauf der arteriellen Hypertension wird der EinfluR genetischer Variationen zunehmend
erkannt.

In dieser Studie wurden im Zeitraum von 2 Jahren zu 2 Zeitpunkten (Zp.) ambulante 24 h-
Blutdruckprofile (Spacelabs ABPM) bei 95 Patienten mit D.m. 1 (Geschlecht: 50 m., 45 w.;
Alter (im Median):12 (Zp.1), 14 (Zp.2); mittleres HbAlc (Med): 7.3% (Zp.1), 7.6% (Zp.2);
Diabetesdauer (Med): 47 Monate (Zp.1), 60 Monate (Zp.2)) durchgefuhrt. Die Blutdruck-
Entwicklung wurde mit genomischen Polymorphismen der folgenden Proteine, die in die
Blutdruckregulation eigebunden sind, verglichen: Angiotensin-Converting Enzym (ACE):
Insertion/Deletion (I/D); Angiotensinogen (AGT): 235 M—T; Angiotensin Il Rezeptor 1
(ATR1): 1166 A—C; Aldosteron-Synthetase (Aldo-S): 344 C—T; Endothelin 1 (Endl):
Guanin/Thymin (G/T). Die 24 h-Blutdruckprofile wurden qualitativ und quantitativ durch
Berechnung des Standardabweichungswertes (SDS) analysiert.

Die Genotypen und Allele der einzelnen Polymorphismen lagen im Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht vor und zeigten, mit Ausnahme von ACE, hinsichtlich ihrer Verteilung keine
relevanten Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe (n=300) und der der D.m. 1-Patienten.
Der Blutdruck (BP) stieg zwischen den beiden Messzeitpunkten an (angegeben sind die
Prozentzahlen der oberhalb der 95. Perzentile liegenden Werte): Systolischer BP (SBP) Tag:
15.79 % (Zp.1), 20 % (Zp.2); SBP Nacht: 20 % (Zp.1), 34.74 % (Zp.2); Diastolischer BP
(DBP) Tag: 5.26 % (Zp.1), 7.37 % (Zp.2); DBP Nacht: 18.95 % (Zp.1), 26.32 % (Zp.2);
Systolisches Dipping (sys. Dip.): 47.37 % (Zp.1), 37.89 % (Zp.2); Diastolisches (dia.) Dip:
44.21 % (Zp.1), 46.32 % (Zp.2).

Die ACE-Genotypen differierten in der quanitativen Analyse beim SBP in der Nacht
(Differenz SDS: 1/I<D/I<D/D) und beim sys. Dip. (Diff. SDS: I/I>D/I>D/D), was eine
Verschlechterung beim Risiko-Genotyp anzeigte. Der AGT-Genotyp variierte ebenfalls beim
SBP nachts (Diff. SDS: T/T>M/T>M/M) und beim sys. Dip. (Diff. SDS: T/T<M/T<M/M)
und zeigte so eine Verbesserung abhangig vom Risiko-Allel an. Die Aldo-Genotypen
differierten beim sys. Dip. (Diff SDS: C/C<C/T<T/T) und zeigten so eine fur den Risiko-
Genotyp positive Entwickung. Die Genotypen von End1 variierten beziiglich des SBP am Tag
(G/G<G/T<TI/T) und belegten so eine Verschlechterung des SBP bei den Trégern des Risiko-

Allels. In der logistischen Regressionsanalyse bestanden Assoziationen zwischen dem AGT-
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Genotyp und sys. Dip., dem DBP nachts und den Endl-Genotypen, sowie des Aldo-S-
Genotypen und dem dia. Dip.. Sie alle belegten positive Entwicklungstendenzen fiir den
jeweiligen Risiko-Genotyp. Geschlecht, Alter, Diabetesdauer, HbAlc und BMI zeigten keine
Assoziation zu diesen Variablen.

Diese Ergebnisse belegen, dass einige Polymorphismen des Renin-Angiotensin-Aldosteron
Systems und des Endothelin-Systems bei Kindern und Jugendlichen im Vergleich zu
anamnestischen und metabolischen Faktoren einen pradiktiven Charakter fiir die Entwicklung
und den Verlauf eines hypertensiven Blutdruckverhaltens besitzen und Ansatze fir eine
praventive Therapie bieten konnten. Jedoch sollten diese Erkenntnisse in grofRer angelegten

multizentrischen Studien weiter untersucht und evaluiert werden.
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8. Summary

Arterial hypertension is one of the major causes for enhanced kardiovascular morbidity in
diabetes type 1 (d.m.1). The influence of genetic polymorphisms on the pathogenesis and
progression of arterial hypertension are being increasingly recognized.

In this investigation over a period of 24 months two ambulatory 24 h- BP-profiles of 95
patients with d.m. 1 were recorded using the Spacelab ABP Monitor (50 boys / 45 girls;
median age 12 yrs (t1), 14 yrs (t2); median HbAlc 7.3 % (t;), 7.6 (t,); average diabetes
duration 47 months (t;), 60 months (t,)). BP-values were compared to genetic polymorphisms
encoding proteins that are involved in blood-pressure-regulation: Angiotensin-converting
enzyme (ACE): insertion/deletion (1/D); Angiotensinogen (AGT): 235 M—T; Angiotensin
type 1 receptor (ATR1): 1166 A—C; Aldosterone-synthase (Aldo-S): 344 C—T; Endothelin
1 (Endl): Guanine/Thymine (G/T). The BP-profiles were analyzed for the frequency of
pathological values and for the extend of deviation from the controls by calculating SDS-
LMS-Scores.

The genotypes and alleles were distributed according to hardy-weinberg-equilibrium. All
polymorphisms were similarly distributed in the controls (n=300) and in the diabetic patients,
except of the ACE-polymorphism. The rate of pathological BP-values increased from t; to t,
for all BP-parameters but the systolic dipping. Over the duration of 2 years BP showed
alterations (percent over the 95" percentile): systolic BP (SBP) day: 15.79 % (t1) , 20 % (t,);
SBP night: 20 % (t1), 34.74 % (ty); diastolic BP (DBP) day: 5.26 % (t1), 7.37 % (t,); DBP
night: 18.95 % (t1), 26.32 % (t,); systolic dipping (sys. Dip.): 47.37 % (t1), 37.89 % (t,);
diastolic dipping (dia. Dip.): 44.21 % (t1), 46.32 % (t2).

BP-values increased depending on the genotype of ACE (Diff SBP night: 1/I<I/D<D/D), the
AGT- ( Diff SBP night: C/C < C/T < T/T), the Aldo-S- ( Diff Dip SBP: C/C < C/T <T/T) and
the End1-polymorphism (G/G < G/T < T/T). Systolic dipping was reduced in patients with the
AGT-risk-allel (T-allel) to the carriers of the C-allel and in patients with the ACE I-allel to the
patients with the D risk-allel. The carriers of the risk-allels of AGT had higher BP-levels for
the sys. Dip., of the End1 for the nocturnal DBP and of Aldo-S for dia. Dipping in the logistic
regression analysis. Sex, age, duration of diabetes, HbAlc and BMI showed no compound
with these parameters.

These results suggest, that polymophisms of the renin-angiotensin-aldosterone system and the

endothelin-system influence the pathogenesis and progression of arterial hypertension and
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might be a valuable tool for preventive therapy. Further investigations with higher numbers of

subjects are necessary to confirm these findings.
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12. Tabellen

Genotypenverteilung Allelfrequenz

Diabetes n=95 Kontrolle n=300 * Diabetes Kontrolle

ATR1 AIA A/C C/C A/A A/lC C/C A C A C
49.7 % 44.21 % 6..32 % 55.7 % 326 % 11.7% 71.6 % 28.4% 72.0% 28.0 %
(n=47) (n=42) (n=16) (n=167) (n=98) (n=35) (n=136) (n=>54) (n=432) | (n=168)

AGT ciC CIT T ciC CIT T C T C T
2211% | 5053% | 27.37% | 155% | 506% | 33.9% | 474% | 526% | 408% | 59.2%
(n=21) | (n=48) | (n=26) | (=46) | (1=152) | (=102) | m=90) | (n=100) | (n=244) | (n=2356)

ACE D/D D/l I/ D/D D/l I D | D |
29.03 % 52.69 % 18.28 % 14.6 % 63.8% 215% 55.4% 44.6 % 46.5 % 53.5%
(n=27) (n=49) (n=17) (n=44) (n=191) (n=65) (n=103) (n=83) (n=279) | (n=321)

Aldo-S cic CIT T cic CIT T C T C T
1053% | 5474% | 3474% | 17.0% | 458% | 372% | 37.9% | 621% | 39.83% | 60.16%
(n=10) (n=52) n=33) | =51 | m=137) | n=112) | m=72) | (n=118) | (n=239) | (n=361)

End1 TIT GIT TIT TIT GIT GIG T G T G
421 % 45.26 % 50.53 % 6.7 % 353 % 58.0 % 26.8 % 73.1% 243 % 75.7 %
(n=4) (n=43) (n=48) (n=10) (n=53) (n=87) (n=51) (n=139) (n=73) (n=227)

Tabelle 2: Genotypenverteilung und Allelfrequenz im Patientenkollektiv
Angegeben sind die Haufigkeiten der Genotypen bzw. der Allele in Prozent bei den diabetischen Patienten und
der Kontrollgruppe. *Kontrollgruppe fur ATR1, AGT, ACE, Aldo-S: n= 300; fur End 1: n= 150




PCR

Externe Sense-Primer

Externe Anti-Sense-Primer

Interne Sense-Primer

Interne Anti-Sense-Primer

ACE ACE-up: ACE-down:
5> GCC CTG CAG GTG TCcT | 5> GGATGG CTC TCC CCG CCT TGT CTC< / /
GCA GCATGT<3’ 3
ACE- | ACE-ins-up: ACE-ins-down:
ins 5> TGG GAC CAC AGC GCC | 5°> TCG CCA GCC CTC CCA TGC CCA TAA< / /
CGC CAC TAC< 3’ 3
AGT | AGT-int-up: AGT-2:
5> TGG TCC TCC CAC GCT | 5>CCA GGG TGC TGT CCA CAC TGG CTC / /
CTCTGGACTTCAC<3 CGG<3
AGT-3:
5> AAG TGG ACG TAG GTG TTG AAA GGG
AGG GTG CTG TCC ACA CTG GCT TCC A<
3
ATR ATR1-ex-up: ATRI1-ex-down: ATR1-int-up: ATR1-int-down:
5> AAT GCT TGT AGC CAA | 5°>GGCTTTGCT TTGTCTTGT TG <3’ 5'>GAG AAC ACC AAT ATT| 5> AAG TCG GTT CAG TCC
AGT CACCT <3 ACAGTTTGTG< 3’ ACATAATG <3
Aldo- | Aldo-ex-up): Aldo-ex-down: Aldo-int-up: Aldo-int-down:
S 5'> CAG GAG GAG ACC CCA | 5> CCT CCA CCC TGT TCA GCC C <3’ 5> CGT ATC GAG ATT CCT|5> CTG CTC TGG AAA CAT
TGT GAC<3’ CAC ATGGAAC<3 ATCACGTC<3
Endl | End1-up: End1-down: Endl-int-up-neu: End1-int-down:
5> AGT AGC AGA GAG | 5> CAG CAT GTT CTA AAT TCT| 5>GCA GAG GAG ATC| 5<ACT TAT TGA AGA
ATC TAT GCATCC< ¥ ACC AAC CC<3 GAT GCATCC TAT AG<3" |ATT TGA TTA TCC ATG
<3’
Abl Abl-ex-up: Abl2-ex-down: ADbI3-int-up: Abl4-int-down:
5> CCA GTA GCA TCT GAC | 5’> CCAGAC TGT TGA CTG GCG TGATGT < | 5> TGA GTG AAG CCG CTC | 5> TTC ACA CCATTC CCC ATT
TTT GAG 3 GTT GGAACT <3’ GTGATT <3
CCT <3

Tabelle 3: Ubersicht Uiber die verwendeten Primer




Herstellung des PCR-Ansatzes

Programmierung des Thermocyclers

PCR Single- Nested- | Lauf | Puffer | dNTP’s Sense- Anti-Sense- Tag- Genom. DNA H,O | Gesamt- Start- Anzahl der Zyklen End-
Run- PCR (1)) (n) Primer Primer Polymer bzw. (ul) | volumen Temp. PCR-Zyklen Temperatur
PCR ase (ul) PCR-Produkt (nb
(un
ACE 1.0 pl 1.0 pl 1.0 pl 15 sec.: 94 °C
X 1. 5.0 4.0 ACE-up ACE-down 0.5 Genom. DNA 375 50.0 10 min: 35 30 sec.: 65°C 5 min: 72°C
(20 uM) (20 uM) (50 ng) 94°C 90 sec.: 72°C *
ACE- 1.0 ul 1.0 ul 1.0 ul 15 sec.: 94 °C
ins X 1. 5.0 4.0 ACE-ins-up ACE-ins- 0.5 Genom. DNA 375 50.0 10 min: 35 30 sec.: 67°C 5 min: 72°C
(20 uM) down (50 ng) 94°C 60 sec.: 72°C *
(20 pM)
AGT 1.0ul jeloul
AGT-int-up AGT-2 1.0 pl 45 sec.: 94 °C
X 1. 5.0 4.0 (20 uM) (10 uM) + 0.5 Genom. DNA 36.5 50.0 10 min: 42 50 sec.: 62°C 5min : 72°C
AGT-3 (50 ng) 94°C 60 sec.: 72°C *
(20 um)
ATR1 0.4 pl 0.4 pl 1.0 ul 45 sec.: 94 °C
X 1. 5.0 4.0 ATR-ex-up ATR-ex- 0.5 Genom. DNA 38.7 50.0 10 min: 35 60 sec.: 55°C X
(20 uM) down (50 ng) 94°C 120 sec.: 72°C *
(20 pM)
2. 1.0l 0.4 ul 2.0l 45 sec.: 94 °C
5.0 4.0 ATR-int-up ATR-int- 05 PCR-Produkt 36.5 50.0 10 min: 30 60 sec.: 63°C X
(20 uM) down 94°C 90 sec.: 72°C *
(20 pM)

Tabelle 5: Durchfiihrung der PCR fiir die ACE-, ACE-ins-, AGT- und ATR1-PCR

Angegeben sind die der Reagenzien und zugehdrige Volumina uir Erstellung des PCR Ansatzes die Programmierung des Thermocyclers (*= +3 sec/Zyklus)




Herstellung des PCR-Ansatzes

Programmierung des Thermocyclers

PCR Single- Nested- | Lauf | Puffer | dNTP’s Sense- Anti-Sense- Tag- Genom. DNA H,O | Gesamt- Start- Anzahl der Zyklen End-
Run- PCR (nl) (nh) Primer Primer Polymer bzw. (ul) | volumen Temp. PCR-Zyklen Temperatur
PCR ase (ul) PCR-Produkt (nb
(un
Aldo-S X 0.4 pl 0.4 pl 1.0 ul 45sec.: 94 °C
1. 5.0 4.0 Aldo-ex-up Aldo-ex- 05 Genom. DNA 38.7 50.0 10 min: 35 50 sec.: 58°C X
(20 uM) down (50 ng) 94°C 90 sec.: 72°C *
(20 pM)
1.0l 1.0l 45 sec.: 94 °C
2. 5.0 4.0 Aldo-int-up Aldo-int- 0.5 1.0l 375 50.0 10 min: 30 60 sec.: 63°C X
(20 uM) down PCR-Produkt 94°C 90 sec.: 72°C *
(20 pM)
End1l 0.4 ul 0.4 pl 1.0 pl 45sec.: 94 °C
X 1. 5.0 4.0 End-ex-up End-ex-down 0.5 Genom. DNA 38.7 50.0 10 min: 35 50 sec.: 55°C X
(20 uM) (20 uM) (50 ng) 94°C 75sec.: 72°C *
1.0l 1.0l 45 sec.: 94 °C
2. 5.0 4.0 End-int-up End-int- 0.5 1.0 ul 375 50.0 10 min: 25 50 sec.: 55°C X
(20 uM) down PCR-Produkt 94°C 60 sec.: 72°C *
(20 pM)

Tabelle 6: Durchfiihrung der PCR fur die Aldo-S und End1-PCR
Angegeben sind die der Reagenzien und zugehdrige Volumina uir Erstellung des PCR Ansatzes die Programmierung des Thermocyclers (*= +3 sec/Zyklus)




Zeitpunkt 1 Zeitpunkt 2 Differenzen Zeitpunkt 1 und 2
Parameter Min 1. Quantil Med 3. Max Min 1. Med 3. Max Min 1. Med 3. Max
n=95 Quantil Quantil Quantil Quantil Quantil
Alter 9.000 11.000 12.000 14.000 18.000 10.000 13.000 14.000 16.000 20.000 % % % % %
Diabetes- 1.000 16.000 44.000 | 81.000 | 152.000 §J 13.000 | 45.000 70.000 | 102.000 | 186.000 % % % % %
dauer
GroRe (cm) 118.000 | 146.300 155.300 | 164.000 | 180.800 § 133.700 | 156.100 | 165.000 | 172.000 | 184.000 % % % % %
BMI 13.700 17.900 19.200 | 22.200 30.800 15.400 19.600 21.500 23.500 33.100 -2.513 -0.390 | 0.110 | 0.659 3.030
SDS BMI -1.900 0.200 0.870 1.770 7.650 -1.170 0.230 1.040 1.880 7.610 -2.513 -0.390 | 0.110 | 0.0659 3.030
Diabetesdauer 1.000 16.000 44,000 | 81.000 | 152.000 § 13.000 | 45.000 70.000 | 102.000 | 186.000 % % % % %
(Monate)
Insulinbedarf 0.180 0.690 1.000 1.130 1.450 0.350 0.850 1.000 1.180 1.550 -0.590 -0.080 | 0.020 | 0.210 0.850
(E/kg KG)
HbA1c (%) 5.500 6.800 7.300 8.100 14.00 5.600 7.000 7.600 8.100 10.900 -7.30 -0.100 | 0.200 | 0.500 3.300
Urinalbumin 2.000 4.700 7.800 14.200 999.00 2.100 4.500 8.300 14.900 90.400 ] -940.700 | -4.400 [ 0.200 [ 5.700 88.400
(mg/g Kreatinin)
Cholesterin 124.000 | 155.000 176.000 | 201.000 | 350.000 § 112.000 | 153.000 | 173.000 | 194.000 | 267.000 j -191.000 | -23.000 | 0.000 | 19.000 | 62.000
(mg/dI)

Tabelle 13: Allgemeine Angaben zum Patientenkollektiv
Dargestellt sind die Werte der Routineliberwachungsparameter zu den Messzeitpunkten 1 und 2. Angegeben sind die Mediane, die Minimal- und die Maximalauspragung, das
erste und dritte Quantil. Des Weiteren sind die Differenzen aus den SDS-Werten der Zeitpunkte 1 und 2 dargestelit.




Zeitpunkt 1 Zeitpunkt 2

Parameter Min 1. Med 3. Max Path. Path. Min 1. Med 3. Max Path. Path.

n=95 Quantil Quantil absolut proz. Quantil Quantil absolut proz.

SBP tag 104.00 | 112.00 119.00 | 124.00 | 138.00 15 15.79 106.00 | 116.00 | 120.00 | 127.00 | 142.00 19 20.00

DBP tag 64.00 69.00 73.00 76.00 88.00 5 5.26 60.00 69.00 72.00 76.00 87.00 7 7.37

SBP nacht 89.00 101.00 105.00 | 110.00 | 124.00 19 20.00 90.00 | 103.00 | 107.00 [ 113.00 | 137.00 33 34.74

DBP nacht 46.00 54.00 58.00 63.00 72.00 18 18.95 45.00 55.00 59.00 63.00 71.00 25 26.32

Systol. Dipping | 0.00 7.60 10.50 14.40 22.20 45 47.37 -13.20 7.70 11.60 15.40 23.30 36 37.89

Diastol. 0.00 14.50 20.30 24.70 32.40 42 44.21 -10.90 | 13.90 20.50 24.20 36.60 44 46.32
Dipping

Tabelle 14: Absolute 24-Stunden-Blutdruckwerte der Messzeitpunkte 1 und 2

Angegeben sind die Mediane, die Minimal- und die Maximalauspragung, das erste und dritte Quantil, sowie die absoluten und prozentualen Haufigkeiten pathologischer, d.h.
Uber der 95. Perzentile des Vergleichskollektivs gelegener, Blutdruckwerte.
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Anteil patholog. Blutdruckwerte
Parameter Zeitpunkt 1 Zeitpunkt 2 p
n=95
SBP tag 15.79 % 20.00 % nicht signifikant
(n=15) (n=19)
DBP tag 5.26 % 7.37% nicht signifikant
(n=5) (n=7)
SBP nacht 20.00 % 34.74 % 0,0338
(n=19) (n=33)
DBP nacht 18.95 % 26.32 % nicht signifikant
(n=18) (n=25)
Systol. Dipping 47.37 % 37.89 % nicht signifikant
(n=45) (n=36)
Diastol. Dipping 44.21 % 46.32 % nicht signifikant
(n=42) (n=44)

Tabelle 15: Anteil pathologischer Blutdruckwerte in der globalen Blutdruckanalyse zu den Messzeitpunkten
lund?2
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Genotyp | n Patholog. Tagwerte (%) Patholog. Nachtwerte (%) | Patholog. Dipping (%)
Systol. BP Diastol. BP | Systol. BP Diastol. BP | Systol.  Diastol.

ACE I/ 17 11.76 0.00 29.41 17.65 58.82 41.18
I/D 49 12.24 4.08 22.45 20.41 51.02 53.06
D/D 27 25.92 11.11 11.11 18.52 33.33 29.63
AGT TIT 21 9.52 4.76 4.76 9.52 9.52 23.81
CIT 48 18.75 6.25 22.92 22.92 54.17 50.00
C/IC 26 15.38 3.85 26.92 19.23 65.38 50.00
ATR1 c/C 47 17.02 2.13 23.40 25.53 48.94 48.94
AIC+AJIA | 48 14.58 8.33 14.58 12.50 45.83 39.58
Aldo-S C/C 10 0.00 0.00 10.00 20.00 60.00 20.00
CIT 52 17.31 5.77 23.07 19.23 38.46 46.15
TIT 33 18.18 6.06 18.18 18.18 57.57 48.48
END1 GIG 48 18.75 6.25 16.67 12.50 41.67 43.75
GIT+TIT | 47 12.76 4.26 23.40 25.53 53.19 44.68

Tabelle 16: Prozentualer Anteil der Genotypen mit pathologischen Blutdruckwerten zum Messzeitpunkt 1

Angegeben ist der Prozentsatz der tber der 95. Perzentile des Vergleichskollektivs gelegenen Blutdruckwerte
der 95 diabetischen Patienten fiir die einzelnen Genotypen.

Genotyp | n Patholog. Tagwerte (%) Patholog. Nachtwerte (%) | Patholog. Dipping (%)
Systol. BP Diastol. BP |} Systol. BP Diastol. BP | Systol.  Diastol.

ACE I/l 17 11.76 5.88 29.41 17.65 35.29 52.94
I/D 49 16.33 8.16 32.65 24.49 32.65 40.82
D/D 27 29.63 3.70 40.74 33.33 51.85 51.85
AGT TIT 21 28.57 0.00 47.62 33.33 47.62 57.14
CIT 48 14.58 12.50 39.58 25.00 41.67 50.00
C/IC 26 23.08 3.85 15.38 23.08 23.08 30.77
ATR1 C/C 47 23.40 8.51 34.04 29.79 3191 48.94
AIC+AJ/A | 48 16.67 6.25 35.42 22.92 43.75 43.75
Aldo-S c/IC 10 10 0.00 40.00 40.00 40.00 60.00
CIT 52 21.15 11.54 40.38 25.00 42.31 48.08
TIT 33 21.21 3.03 24.24 24.24 30.30 39.39
END1 GIG 48 29.17 10.42 37.50 35.42 31.25 43.75
GIT+TIT | 47 10.64 4.26 31.91 17.02 44.68 48.94

Tabelle 17: Prozentualer Anteil der Genotypen mit pathologischen Blutdruckwerten zum Messzeitpunkt 2

Angegeben ist der Prozentsatz der tber der 95. Perzentile des Vergleichskollektivs gelegenen Blutdruckwerte
der 95 diabetischen Patienten fiir die einzelnen Genotypen.
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Zeitpunkt 1 Zeitpunkt 2

Parameter Min 1. Quantil Med 3. Max Min 1. Med 3. Max
n=95 Quantil Quantil Quantil

SDS LMS SBP tag -2.390 -0.368 0.335 0.906 3.000 -1.623 -0.143 0.298 0.863 3.135

SDS LMS DBP tag -1.488 -0.472 0.151 0.661 2.861 -2.117 -0.516 0.000 0.673 2.735

SDS LMS SBP nacht | -1.643 -0.072 0.662 1.348 3.101 -1.643 -0.072 0.622 1.213 4.429

SDS LMS DBP nacht | -1.993 -0.178 0.486 1.169 2.696 | -2.176 -0.053 0.426 1.134 2.470

Dip SBP 0.000 7.600 10.500 | 14.400 | 22.200 § -13.200 | 7.700 11.600 | 15.400 | 23.300

Dip DBP 0.000 14.500 20.300 | 24.700 | 32.400 | -10.900 | 13.900 | 20.500 [ 24.200 | 36.600

Tabelle 18: SDS-LMS-Werte der 24h-Blutdruckmessungen der Zeitpunkte 1 und 2

Angegeben sind die Mediane, die Minimal- und die Maximalausprégung, das erste und dritte Quantil, sowie die
absoluten und prozentualen H&ufigkeiten pathologischer, d.h. tber der 95. Perzentile des Vergleichskollektivs
gelegener, Blutdruckwerte.

Parameter n=95 Min 1. Quantil Med 3. Quantil Max
Zeitdifferenz 11.00 20.00 25.00 30.00 54.00
Diff LMS SBP tag -3.143 -0.539 0.114 0.641 2.149
Diff LMS DBP tag -2.332 -0.549 0.000 0.543 2.308
Diff LMS SBP nacht -3.281 -0.800 0.095 0.657 4.185
Diff LMS DBP nacht -3.161 -0.848 -0.036 0.920 3412
Diff Dip SBP -34.300 -4.300 1.600 5.800 14.100
Diff Dip DBP -35.900 -5.800 -0.300 6.400 24.900

Tabelle 19: Differenzen der LMS-Blutdruckwerte der durchgefihrten 24h-Blutdruckmessungen
Angegeben sind die Mediane, das erste und dritte Quantil, sowie die Minimal- und die Maximalausprégungen
der erhaltenen Werte. Dargestellt ist auch die Zeitdifferenz zwischen den Messungen in Monaten.
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Parameter Genotyp n Minimum 1.Quantil Median 3.Quantil Maximum
Diff Dip Dbp I 17 -21.100 -9.100 -0.900 3.000 15.100
Diff Dip Dbp o 49 -24.800 -5.400 1.800 9.200 24.900
Diff Dip Dbp b/D 27 -35.900 -10.800 -3.300 4.000 14.800
Diff Dip SBP I 17 -7.400 -2.000 3.200 6.900 9.600
Diff Dip SBP b 49 -15.800 -4.500 2.300 6.300 14.100
Diff Dip SBP b/D 27 -34.300 -7.800 -1.600 2.000 9.500

Diff HbALc I 17 -0.600 0.100 0.200 0.500 1.600

Diff HbALc o/ 49 -7.300 -0.100 0.200 0.400 3.300

Diff HbALc /D 27 -2.700 -0.100 0.200 0.600 1.200

Diff LMS_DIA T I 17 -1.389 -0.392 -0.126 0.392 1.076
Diff LMS DIAT b 49 -2.332 -0.549 0.118 0.706 1.825
Diff LMS_DIA T b/D 27 -2.023 -0.666 -0.193 0.152 2.308
Diff LMS_DIA N i 17 -1.511 -0.378 -0.110 0.632 2241
Diff LMS_DIA N b 49 -3.161 -1.065 -0.274 0.920 2515
Diff LMS_DIA N b/D 27 -2.064 -0.848 0.196 0977 3.412
Diff LMS_SBP_ T i 17 -3.143 -0.349 -0.039 0.549 1013
Diff_LMS_SBP_T o 49 2.426 -0.305 0.158 0.754 2.064
Diff_LMS_SBP_T b/D 27 -2.080 -0.754 -0.159 0.195 2.149
Diff LMS_SBP_N i 17 -1.548 -0.482 -0.313 0.141 0.774
Diff_LMS_SBP_N o 49 -3.281 -0.904 0.234 0.784 2,618
Diff LMS_SBP_N D/D 27 2,511 -0.332 0.401 1.058 4.185

Diff_SDS_BMI i 17 -2.513 -0.150 0.000 0.780 1.240

Diff_SDS_BMI o 49 -1.970 -0.294 0.110 0.610 3.030

Diff_SDS_BMI D/D 27 -2.480 -0.880 0.130 0.480 2.265

Tabelle 20: Differenzen der SDS-Werte der Zeitpunkte 1 und 2 fiir die Genotypen von ACE
Angegeben sind jeweils der Median, die minimale und maximale Merkmalsauspragung sowie das 1. und 3.
Quantil.(Frequency Missing: n=2)
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Parameter Genotyp n Minimum 1.Quantil Median | 3.Quantil Maximum
Diff Dip Dbp T 21 | -24.800 -11.900 -4.300 4.900 21.100
Diff Dip Dbp cT 48 | -25.100 -5.450 -0.350 6.150 24.900
Diff Dip Dbp c/C 26 | -35.900 -1.700 1.350 7.300 12.900
Diff Dip SBP T 21| -15.800 -7.700 -2.000 2.200 7.700
Diff Dip SBP cr 48 | -34.300 -4.400 1.800 5.950 14.100
Diff Dip SBP cic 26 | -17.100 -1.600 4.150 7.300 11.000
Diff HbALc T 21| -1.200 0.100 0.400 0.700 1.200
Diff HbALc cr 48 | -3.400 -0.100 0.200 0.400 1.500
Diff HbALc cic 26 | -7.300 -0.100 0.100 0.300 3.300
Diff LMS DIA_T T 21| 2171 -0.540 0.062 0.487 2.308
Diff LMS DIAT ¢ 48 | -2.332 -0.629 -0.114 0.390 1.825
Diff LMS DIA_T cic 26 | -2.023 -0.328 0.107 0.780 1.811
Diff_ LMS_DIA_N T 21| -2.821 -1.064 0.278 1.717 3.412
Diff_ LMS_DIA_N ¢ 48 | -3.161 -0.922 -0.083 0.671 2.726
Diff_ LMS_DIA_N cic 26 | -1.430 -0.547 -0.226 0.655 2.267
Diff LMS_SBP_T T 21| -1.219 -0.479 0.186 0.620 2.149
Diff LMS_SBP_T cT 48 |  -3.143 -0.634 -0.054 0.677 2.064
Diff LMS_SBP_T cic 26 | -2.080 -0.251 0.134 0.555 1.781
Diff LMS_SBP_N T 21 -1.474 -0.120 0.529 1.115 2.024
Diff_ LMS_SBP_N cT 48 | -3.281 -0.771 0.184 0.640 4.185
Diff LMS_SBP_N cic 26 | -2.464 -1.104 -0.394 0.358 2.618
Diff_SDS_BMI T 21 -1.970 -0.620 -0.070 0.367 1.550
Diff_SDS_BMI cT 48| -2513 -0.270 0.239 0.773 3.030
Diff_SDS_BMI cic 26 | -1.720 -0.340 -0.060 0.610 1.650

Tabelle 21: Differenzen der SDS-Werte der Zeitpunkte 1 und 2 fiir die Genotypen von AGT

Angegeben sind jeweils der Median, die minimale und maximale Merkmalsauspragung sowie das 1. und 3.

Quantil.
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Parameter Genotyp n Minimum 1.Quantil Median | 3.Quantil Maximum
Diff Dip Dbp AIA 47| -35.900 -5.400 1.300 7.300 22.500
Diff Dip Dbp AIC 42| -23.300 -9.100 -2.100 6.400 24.900
Diff Dip Dbp c/C 6| -11.900 -4.800 1.000 2.400 7.400
Diff Dip SBP AIA 47 | -34.300 -2.600 2.000 7.100 14.100
Diff Dip SBP AIC 42| -11.800 -4.800 -1.200 4.900 10.800
Diff Dip SBP cic 6| -9.000 -7.400 4.300 4.900 7.700
Diff HbALc AA 47| -2.700 -0.100 0.200 0.500 1.800
Diff HbALc A/C 42| -7.300 -0.100 0.200 0.500 3.300
Diff HbALc cic 6| -0.200 -0.100 0.150 0.300 0.300
Diff LMS DIA_T AA 47| -2171 -0.416 0.054 0.551 2.308
Diff LMS DIAT AC 42| -2332 -0.667 -0.114 0.487 1.774
Diff LMS DIA_T c/c 6| -1.389 -0.833 0.108 0.439 1.561
Diff_ LMS_DIA_N AA 47| -3.161 -0.928 -0.204 0.786 2.726
Diff_ LMS_DIA_N AC 42| -2747 -0.848 -0.073 0.934 3.412
Diff_ LMS_DIA_N cic 6| -0.923 -0.826 0.291 0.632 1.057
Diff LMS_SBP_T AA 47| -3.143 -0.449 0.059 0.648 2.149
Diff LMS_SBP_T AIC 42| -2.426 -0.551 0.163 0.641 1.553
Diff LMS_SBP_T cic 6| -1.235 -1.039 -0.422 -0.159 1.470
Diff_ LMS_SBP_N AIA 47| -3.281 -0.836 -0.013 0.774 4.185
Diff_ LMS_SBP_N AIC 42| -2511 -0.721 0.184 0.593 2.024
Diff LMS_SBP_N cic 6| -1.267 -1.110 -0.400 0.350 0.900
Diff_SDS_BMI AIA 47| -1.970 -0.320 0.000 0.620 2.265
Diff_SDS_BMI AIC 42| -2513 -0.395 0.245 0.780 3.030
Diff_SDS_BMI cic 6 -1.675 -1.380 -0.440 -0.110 0.310

Tabelle 22: Differenzen der SDS-Werte der Zeitpunkte 1 und 2 fiir die Genotypen von ATR1

Angegeben sind jeweils der Median, die minimale und maximale Merkmalsauspréagung sowie das 1. und 3.

Quantil.
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Parameter Genotyp n Minimum 1.Quantil Median 3.Quantil Maximum
Diff Dip Dbp cic 10 | -23.300 -14.700 -5.800 0.200 4.200
Diff Dip Dbp ¢ 52 | -25.100 -5.800 -0.900 6.100 21.100
Diff Dip Dbp T 33| -35.900 -4.100 1.800 9.500 24.900
Diff Dip SBP cic 10| -8.500 -2.000 -1.750 2.100 4.100
Diff Dip SBP cr 52 | -34.300 -4.100 1.450 4.750 14.100
Diff Dip SBP T 33| -17.100 -4.800 4.900 8.300 11.000
Diff HbALc cic 10 | -2.300 -0.600 -0.050 0.300 0.900
Diff HbALc cT 52 | -7.300 0.050 0.200 0.500 1.800
Diff HbAlc T 33| -3.400 -0.100 0.200 0.500 3.300
Diff LMS_DIA T cic 10| -1.817 -0.416 -0.233 -0.126 0.487
Diff LMS DIAT cT 52 | -2.332 -0.553 0.107 0.637 1.825
Diff LMS_DIA T T 33 -2.023 -0.552 0.044 0.543 2.308
Diff LMS_DIA N cic 10| -0.777 -0.286 -0.096 1.178 3.412
Diff_ LMS _DIA_N cT 52 | -3.161 -0.828 0.147 1.008 2.726
Diff LMS_DIA N T 33 -2.747 -1.064 -0.378 0.627 2.267
Diff LMS_SBP_T cic 10| -0.731 -0.063 0.146 0.239 0.951
Diff LMS_SBP_T ¢ 52 | -2.426 -0.621 0.136 0.719 2.064
Diff LMS_SBP_T T 33| -3.143 -0.539 0.013 0.620 2.149
Diff_ LMS_SBP_N cic 10 |  -0.546 -0.291 0.256 0.593 1.403
Diff_ LMS_SBP_N ¢ 52 | -3.281 -0.732 0.245 0.808 4.185
Diff_ LMS_SBP_N T 33| -2511 -1.104 -0.263 0.573 2.024
Diff_SDS_BMI cic 10 | -2.513 -0.395 0.020 0.780 2.265
Diff_SDS_BMI ¢ 52 | -2.480 -0.344 0.020 0.615 3.030
Diff_SDS_BMI T 33| -1.675 -0.390 0.130 0.659 1.150

Tabelle 23: Differenzen der SDS-Werte der Zeitpunkte 1 und 2 fiir die Genotypen von Aldo-S

Angegeben sind jeweils der Median, die minimale und maximale Merkmalsauspragung sowie das 1. und 3.

Quantil.
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Parameter Genotyp n Minimum | 1.Quantil Median | 3.Quantil Maximum

Diff Dip Dbp GIG 48 | -35.900 -5.800 -0.750 4.750 48
Diff Dip Dbp GIT 43 | -24.800 -6.800 0.200 9.100 43
Diff Dip Dbp T 4 -11.900 -5.850 2.050 7.750 4
Diff Dip SBP GIG 48 | -19.400 -3.500 1.450 4.750 48
Diff Dip SBP GIT 43 | -34.300 -4.800 1.700 7.700 43
Diff Dip SBP T 4 -7.400 -4.200 2.400 6.050 4
Diff HbALc GIG 48 -2.700 -0.050 0.200 0.500 48
Diff HbALc GIT 43 -7.300 -0.100 0.200 0.500 43
Diff HbAlc T 4 -1.900 -0.950 0.050 0.100 4
Diff LMS_DIA T GIG 48 -2.332 -0.360 0.107 0.555 48
Diff LMS DIAT GIT 43 -2.042 -0.592 -0.168 0.334 43
Diff LMS DIA_T T 4 -1.389 -0.840 0.208 0.948 4
Diff LMS_DIA N GIG 48 -2.821 -0.740 0.087 1.017 48
Diff_ LMS _DIA_N GIT 43 -3.161 -1.064 -0.245 0.797 43
Diff_ LMS _DIA_N T 4 -0.827 -0.556 0.107 0.565 4
Diff LMS_SBP_T GIG 48 -2.426 -0.253 0.157 0.777 48
Diff LMS_SBP_T GIT 43 -3.143 -0.731 0.013 0.323 43
Diff LMS_SBP_T T 4 -1.039 -0.301 0.888 1.701 4
Diff_ LMS_SBP_N G/G 48 -2.464 -0.480 0.137 0.829 48
Diff_ LMS_SBP_N GIT 43 -3.281 -0.959 -0.144 0.514 43
Diff_ LMS_SBP_N T 4 0.255 0.302 0.471 0.733 4
Diff_SDS_BMI G/G 48 -2.513 -0.365 0.125 0.930 48
Diff_SDS_BMI GIT 43 -2.480 -0.520 -0.030 0.580 43
Diff_SDS_BMI T 4 -0.620 -0.215 0.220 0.330 4

Tabelle 24: Differenzen der SDS-Werte der Zeitpunkte 1 und 2 fiir die Genotypen von End 1

Angegeben sind jeweils der Median, die minimale und maximale Merkmalsauspragung sowie das 1. und 3.

Quantil.
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Blutdruckparameter Genotyp Odd’s Ratio | 95%-Konfidenzintervall
Diastol. Dipping | D/l vs. I/l | 0.641 0.193 2.132
D/D vs. I/1 | 0.996 0.274 3.612
Systol. Dipping | D/I'vs. I/l | 0.700 0.201 2.436
D/D vs. I/l | 1.824 0.494 6.728
Diastole nachts | D/l vs. I/l | 1.358 0.316 5.844
D/D vs. I/1 | 2.298 0.507 10.422

Tabelle 25: Logistische Regressionsanalyse fir die Genotypen von ACE

Angegeben sind die Odds-Ratios und deren 95%-Konfidenzintervall fiir die Berechnungen des Risikozuwachses
fir ein pathologisches diastolisches und systolisches Dipping, sowie einen pathologischen diastolischen
Nachtwert zum Zeitpunkt 2. Gegenubergestellt ist dem zusammengefassten heterozygoten und homozygoten

Risikogenotyp als Referenz der Wildtyp.

Blutdruckparameter Genotyp Odd’s Ratio | 95%-Konfidenzintervall
Diastol. Dipping | C/T vs. C/C | 0.780 0.270 2.256
T/T vs. C/C | 0.383* 0.111 1.326
Systol. Dipping | C/T vs. C/C | 0.770 0.266 2.228
T/T vs. C/C | 0.334 0.091 1.228
Diastole nachts CI/T vs. C/C | 0.662 0.213 2.058
T/T vs. C/C | 0.617 0.165 2.312

Tabelle 26: Logistische Regressionsanalyse fir die Genotypen von AGT

Angegeben sind die Odds-Ratios und deren 95%-Konfidenzintervall fiir die Berechnungen des Risikozuwachses
fir ein pathologisches diastolisches und systolisches Dipping, sowie einen pathologischen diastolischen
Nachtwert zum Zeitpunkt 2. Gegenubergestellt ist dem zusammengefassten heterozygoten und homozygoten
Risikogenotyp als Referenz der Wildtyp.(*p< 0,1)
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Blutdruckparameter | Genotyp | Odd’s Ratio | 95%-Konfidenzintervall
Diastol. Dipping A/IC+CIC 0.894 0.378 2.112
vs. A/A
Systol. Dipping A/C +C/IC 1.670 0.691 4.036
vs. A/A
Diastole nachts A/C +CIC 0.614 0.235 1.606
vs. AJA

Tabelle 27: Logistische Regressionsanalyse fur die Genotypen von ATR1

Angegeben sind die Odds-Ratios und deren 95%-Konfidenzintervall fiir die Berechnungen des Risikozuwachses
fir ein pathologisches diastolisches und systolisches Dipping, sowie einen pathologischen diastolischen
Nachtwert zum Zeitpunkt 2. Gegenubergestellt ist dem zusammengefassten heterozygoten und homozygoten
Risikogenotyp als Referenz der Wildtyp.

Blutdruckparameter Genotyp Odd’s Ratio | 95%-Konfidenzintervall
Diastol. Dipping | C/T vs. C/C | 0.321 0.069 1.499
T/T vs. C/C | 0.216* 0.043 1.085
Systol. Dipping C/T vs. C/C | 0.705 0.159 3.119
T/T vs. C/C | 0.440 0.092 2.117
Diastole nachts C/Tvs.C/C | 0.321 0.069 1.499
T/T vs. C/IC | 0.216 0.043 1.085

Tabelle 28: Logistische Regressionsanalyse fur die Genotypen von Aldo-S

Angegeben sind die Odds-Ratios und deren 95%-Konfidenzintervall fiir die Berechnungen des Risikozuwachses
fir ein pathologisches diastolisches und systolisches Dipping, sowie einen pathologischen diastolischen
Nachtwert zum Zeitpunkt 2. Gegenubergestellt ist dem zusammengefassten heterozygoten und homozygoten
Risikogenotyp als Referenz der Wildtyp.(*p< 0,1)
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Blutdruckparameter | Genotyp | Odd’s Ratio | 95%-Konfidenzintervall
Diastol. Dipping | G/T + T/T | 0.936 0.389 2.253
vs. G/IG
Systol. Dipping G/T+T/T | 1.697 0.691 4.170
vs. G/IG
Diastole nachts | G/T + T/T | 0.349* 0.126 0.971
vs. G/IG

Tabelle 29: Logistische Regressionsanalyse fur die Genotypen von End 1

Angegeben sind die Odds-Ratios und deren 95%-Konfidenzintervall fiir die Berechnungen des Risikozuwachses
fir ein pathologisches diastolisches und systolisches Dipping, sowie einen pathologischen diastolischen
Nachtwert zum Zeitpunkt 2. Gegenubergestellt ist dem zusammengefassten heterozygoten und homozygoten
Risikogenotyp als Referenz der Wildtyp.(*p< 0,05)



Der Lebenslauf wurde aus der elektronischen
Version der Arbeit entfernt.

The curriculum vitae was removed from the
electronic version of the paper.
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