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Referat

Zielstellung: Die essentielle arterielle Hypertonie ist ein komplexes, heterogenes
Krankheitsbild, dessen Schwere und Manifestationszeitpunkt durch polygene Faktoren und
Umwelteinfliisse determiniert werden. In der vorliegenden Dissertation wurde die Assoziation
des GNB3-(C825T)-, AGT-(C659T)- und p22-phox-(C242T)-Polymorphismus zur arteriellen
Hypertonie in einer mitteldeutschen Bevolkerungsstichprobe untersucht.

Material und Methoden: Die kaukasische Studienpopulation setzte sich aus 80 Patienten
(Alter: 48,7+7,0 Jahre; 78,8% ménnlich) mit arterieller Hypertonie und einer Vergleichsgruppe

aus 200 gesunden Langzeitblutspendern (Alter 47,5+7,7 Jahre; 79,0% ménnlich) zusammen.
Fiir die Patientengruppe waren ein vor dem 55. Lebensjahr mindestens 5 Jahre bestehender
arterieller Hypertonus (= 160/>95 mmHg) oder hypertensive Organverdnderungen im
Stadium III nach WHO die Einschlusskriterien. Nach einer klinischen und paraklinischen
Charakterisierung wurde die genomische DNA-Typisierung aus Leukozyten mit Hilfe von
PCR-und RFLP-Techniken durchgefiihrt.

Ergebnisse und Schlussfolgerungen: Es wurde kein signifikanter Zusammenhang zwischen
dem GNB3-(C825T)-Polymorphismus und der arteriellen Hypertonie in der Gesamtgruppe
nachgewiesen. Unter Annahme eines rezessiven genetischen Modells bestand eine signifikante
Assoziation des homozygoten T-Allels zur arteriellen Hypertonie (p=0,042; OR=3,0) — ins-
besondere in der ménnlichen Subgruppe (p=0,015; OR=4,7) sowie bei den Patienten mit einem
Erkrankungsalter > 40 Jahre (p=0,013; OR=9,52). Diese Ergebnisse konnten auf proliferative
Auswirkungen des Polymorphismus hinweisen. Auch fiir den AGT-(C659T)-Polymorphismus
fand sich in der Gesamtgruppe keine signifikante Assoziation zur arteriellen Hypertonie. In
Subgruppenanalysen zeigte sich eine signifikante Bedeutung des mutanten T-Allels bei den Pa-
tienten mit einem Erkrankungsalter > 40 Jahre (p=0,002; OR=4,4). Signifikant héhere Faktor
VII-Plasmaspiegel wurden bei Hypertonikern mit dem AGT-(C659T)-T-Allel nach Ausschluss
der Patienten mit Antikoagulanzientherapie dokumentiert (p=0,049). Dies konnte einerseits
durch eine erhohte Transportkapazitit von Phyllochinon und andererseits durch eine reduzierte
Aktivitdt der Antiproteasen bedingt sein. Zwischen dem p22-phox-(C242T)-Polymorphismus
und der arteriellen Hypertonie stellte sich in der Gesamtgruppe kein signifikanter Zusammen-
hang dar. Bei den Hypertonikern, die Triger des mutanten T-Allels waren, wurde signifikant
hiufiger eine koronarchirurgische Intervention durchgefiihrt (p=0,034; OR=3,7). Diese mogli-
che prognostische Assoziation sollte in prospektiven ,, Follow-up *“ Studien iiberpriift werden.
Die Plasmakonzentration des PAI-1 war bei p22-phox-(C242T)-T-Allel-Trigern signifikant
niedriger (p=0,048). Diese verminderte PAI-1-Expression konnte ein protektiver Faktor in der
Pathogenese der arteriellen Hypertonie sein. Weitere Studien sind zur Validisierung der vor-

liegenden Ergebnisse erforderlich.

Nordwig, Antje: Untersuchungen zum Stellenwert von polymorphen genetischen Markern bei
der arteriellen Hypertonie. Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 80 Seiten, 2003
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Einleitung 1

1. Einleitung

In der Pathogenese atherosklerotischer Gefal3erkrankungen, wie der korblearkrankheit
und der arteriellen Verschlusskrankheit, spielt die arterielle Hypertiméezentrale Rolle [53].
Sie ist ein komplexes, heterogenes Krankheitshild, dessen Schwere undedtiaivhszeit-
punkt durch polygene Faktoren sowie Umwelteinflisse determiniert werderNEHen der
arteriellen Hypertonie bestimmen eine Vielzahl von Risikofaktorers #ardiovaskulare
Gesamtrisiko. Einen wichtigen Einfluss haben eine positive Familienaese fur kardiovas-
kulare Erkrankungen, ein hoheres Lebensalter, das méannliche Geschlechtsteloebee
Organschaden wie Herz- und Nierenerkrankungen mit Mikroalbuminurie, @isbaellitus,
Hyperinsulindmie und Hyperglykamie, Adipositas, Hypercholesterolaniieernéhtem LDL-
und erniedrigtem HDL-Cholesterol, Hyperfibrinogenamie sowie die exogenkioreéa Rau-
chen, hoher Alkoholkonsum, korperliche Inaktivitat, niedriger soziobkonomisclaussund
die Zugehorigkeit zu bestimmten Ethnien, z.B. australische Aborigines [Efferenzen im
absoluten Risiko fur kardiovaskulare Erkrankungen zwischen den Patienitearterieller
Hypertonie werden in der Regel durch andere Einflisse als die Blutdruckhohendeter
niert [53]. Aus diesem Grund mussen neben einer Behandlung der arterielleridtypémmer
die begleitenden Risikofaktoren berlcksichtigt und in die therapeutischen®hmen mit
einbezogen werden, um eine bestmdgliche Pravention der sekundaren Organsghiaden,
linksventrikulare Hypertrophie, vaskulare Atherosklerose mit Veramdgan im Gehirn, an der

Retina, an den Nieren und Koronarien [53], zu erreichen.

Die Ursachen der essentiellen oder primaren arteriellen Hypertdigebei tber 90% der
Patienten mit arterieller Hypertonie vorliegt, sind noch ungentigend bek&m®& genetische
Basis der Erkrankung ist bei 20 — 40% der Patienten anzunehmen [18]. Allerdmbmeino-
gene Erkrankungen, die einem klassischen Mendelschen Erbgang unterlieggenBwder
»Glucocorticoid-remediable aldosteronismind das Liddle-Syndrom, sehr selten [81]. Die
grundlegende hamodynamische Abnormalitat bei der arteriellen Hypertoniesigrddéhung
des peripheren Widerstandes, wozu Modifikationen der vaskuléaren Strukturumktidn bei-
tragen [135]. In variierendem Mafie fuhren Verédnderungen der Volumenregulaiios,
erhohte Vasokonstriktion und dagemodelling“der Arterienwand durch Hypertrophie und
Hyperplasie der Mediamyozyten mit abnehmendem Durchmesser des Lumens swvie e
erhohten Resistenz der Gefal3e zur Entwicklung der arteriellen HypertdniEifpe Vielzahl
interagierender humoraler und mechanischer Faktoren sowie oxidativers Stiesilieren
komplexe Signalwege, die die Kontraktion und das Wachstum von glatten Gefédpalien
beeinflussen und ein gemeinsames Merkmal in der Pathogenese detlantétigertonie und

der Atherosklerose darstellen [1], [135]. Dazu gehéren Veranderungen der rikatianen
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und Flisse von Elektrolyten — insbesondere Natrium, Wasserstoff und Kalzi{ibh die
Aktivitdt des sympathischen Nervensystems [82], des Renin-Angiotepsiet8s [40] und die
Inaktivierung von StickstoffmonoxidradikalemNO) durch Superoxidanionem@,) mit einer
Beeintrachtigung der endothelabhéngigen Vasodilatation [73]. Intaktes Endotheimha
Gegensatz zu dysfunktionellem Endothel inhibitorische Effekte auf die Patiib@a von
Mediamyozyten [1].

Uber eine Vielzahl von Mutationen und Polymorphismen von Genen, deren Proteimzipbte
mit der Blutdruckregulation und damit der Pathogenese der arteriellen tayerassoziiert
sind, wurde in der Literatur berichtet. Beispiele hierfiir sind allelisvlagianten des ACE-,
a-Adducin- undB.-Rezeptor-Gens [81]. Derzeit wird intensiv nach genetischen Markeen, di
Teilaspekte der Entstehung einer essentiellen arteriellen Hypertokiié&ren, gesucht. Unter
der Annahme, dass insbesondere bei jingeren Patienten (< 55 Jahre) mitartéyjgertonie

ein besonders grof3er genetischer Einfluss zu erwarten ist, wurde diggeodie Studie durch-
gefuhrt. Die Bedeutung des G-ProtédpUntereinheit-(C825T)-, Angiotensinogen-(C659T)-
und p22-phox¢C242T)-Polymorphismus bei der primaren arteriellen Hypertonie sollte -inner
halb einer mitteldeutschen Population von europaischen Kaukasiern analysiert. werde

1.1. G-Proteinf3s-Untereinheit

G-Proteine (guanine nucleotide binding regulatory proteih“werden in allen Zellen des
menschlichen Korpers an der zytoplasmatischen Seite der ZellmembramiexprSie sind
transmembranare Vermittler chemisch und physikalisch kodierter lafttwrren zwischen

extrazellularen Rezeptoren und intrazellularen Effektoren. G-Pwodtsetzen sich aus der
GTPase besitzendenUntereinheit und aus den — ein funktionelles Monomer bildend@n —
und y-Untereinheiten, die nur durch Denaturierung dissoziieren, zusammen [44]. EzepR
torstimulierung hat eine abnehmende Affinitat des anodigntereinheit gebundenen GDPs zur
Folge. Bei hoher zytoplasmatischer GTP-Konzentration wird GDP durch @3€tz& Nach
dieser Aktivierung dem-Untereinheit dissoziieren dig- und By-Untereinheiten und modu-
lieren die Aktivitat vielfaltiger intrazellularer Effektorsyeme z.B. lonenkanéle, die Adenylat-
zyklase (AC) und die Phospholipase C (PLC). Nach Hydrolyse des GTP zu GDR digrc
intrinsische Aktivitdt dera-Untereinheit reassoziieren dogdy-Untereinheiten zu einem inak-
tiven Heterotrimer [92], [122]. Abb. 1 demonstriert den G-Protein-Aktivierundisgyk
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Proliferation
Chemotaxis
etc.

Abb. 1: Schematische Darstellung des G-Protein-Aktivierungszyklus, medifiach
Siffert et al. [122]

Es existieren zahlreiche verschiedeme 5 (3- und 13y-Untereinheiten, die von unterschied-
lichen Genen kodiert und gewebespezifisch exprimiert werden [122]. Nache8tvon Pie-

truck et al. zeigten die Nukleotidsequenzen der in PTX-sensitiveno®iRen vorkommenden
Untereinheiten @i,, Gais, 31 und B, keine Mutation oder Uberexpression [98]. Siffert et al.
entdeckten jedoch in allen Zelllinien von Patienten mit artenielypertonie und einer
erhdhten G-Protein-Aktivitat einen Basenaustausch Cytosin nach Tremmiosition 825 der
cDNA derfs-Untereinheit [128].

Das kodierende Gen d@s-Untereinheit des G-Proteins (GNB3) wurde 1990 aus der mensch-
lichen Retina isoliert [78] und auf dem Chromosom 12p13 lokalisiert [2]. Es hat dinge.

von 7,5 kb und umfasst 11 Exons und 10 Introns. Die Gr63e der Exons reicht von 39 bis 601 bp
und die der Introns von 78 bis 1607 bp. Die Exons 1 und 2 und die ersten 30 Basenpaare des
Exons 3 kodieren die 5 -UTR des menschlichen Transkript§géintereinheit. Die komplette
3"-UTR wird durch den gréfdten Teil des Exons 11 kodiert [107]. Das kodierte Pepstidhbe

aus 340 Aminosauren mit einem Molekulargewicht von 36 kD [78].

Die B-Untereinheiten heterotrimerer G-Proteine gehdren zur SuperfamilieVdbrRepeat-
Proteine, die eine propellerdhnliche Struktur bilden [92]. Sie setzen sich aus hoch konser
vierten, sich wiederholenden Einheiten zusammen, die gewothnlich auf Wephgr und
D-Asparaginsaure endenWD-Repeat). Die N-terminalea-Helix der B-Untereinheit bildet

eine parallele Coiled-CoilRegion“ mit der y-Untereinheit. Die siebenWD Repeats” des

C-terminalen Endes formen die siebenblattfegeropellerstruktur [122].
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Bei Vorhandensein des T-Allels an der Position 825 der cDNA[$#ddntereinheit wird ein
123 bp kleineres PCR-Produkt zuséatzlich beobachtet. Alternatives Splei¥xon 9 (krypti-
sche SpleiBakzeptorstelle: Nukleotide 619-620) fihrt zu eifierframe”- Deletion der
Nukleotide 498-620. Das als Splei3variant®;& bezeichnete Protein ist funktionell aktiv und
wird in heterotrimere G-Proteine eingebautB:&5 ist 41 Aminosauren kleiner alsPa Es
kommt zum Verlust der letzten 4 Aminosauren des dritfdfD-Repeat” sowie bis auf die
letzten 5 Aminosduren des gesamten vierd-Repeat” und damit eines ,Propellerblattes”.
Die cDNA des (s-s leitet sich immer vom T-Allel ab, gemeinsam mit einer Reduktion der
Wildtyp cDNA [126], [128]. In der Abb. 2 sind die typischen Propellerstrukturefy @it
sieben ,Propellerblattern” und die Splei3variant®;& mit nur sechs ,Propellerblattern dar-

gestellt.

GP3 Gp3-s

Abb. 2: Schematische Darstellung der Strukturen vBnu@d Bs-s, modifiziert nach
Siffert et al. [128]

Bisherige Untersuchungen ethnischer Gruppen erbrachten erhebliche Diéieriender Hau-
figkeit des T-Allels dei3s-Untereinheit des G-Proteins. Die T-Allel-Frequenz ist bei gesunden
jungen Mannern kaukasischer Herkunft mit 21 — 38% am niedrigsten und bei sem/sirz-
kanern und Amerikanern mit 74 — 91% am hochsten. In der asiatischen Bevolkertragt sie

42 — 52%. Eine sehr hohe Frequenz des 825 T-Allels (66 — 72%) ist in ,alten“ Ethniebed.B.
Buschmannern, Pygmaen, australischen Aborigines und Ureinwohnern von PapugnBaug

zu finden. Bei Primaten — Schimpansen, Orang-Utan, Rhesusaffen und Gasildas T-Allel

nicht nachweisbar [124].

Rosskopf et al. identifizierten im Rahmen weiterer Analysen der @gtist derfs-Unterein-

heit des G-Proteins zusatzliche Polymorphismen. Diese befinden sich inrderot®rre-

gion (A(-350)G-Polymorphismus) ohne Verénderung der Promotoraktivitdt, im Exon 9
(A657T-Polymorphismus) ohne Veranderung der Aminosaurezusammensetzung, im Exon 10
(G814A-Polymorphismus) mit Austausch der Aminoséure Glycin durch Serin undrin de
3-UTR-Region (C1429T-Polymorphismus). Die pathophysiologische Bedeutung dieser

Sequenzvarianten muss durch funktionelle Studien geklart werden [107].
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1.2. Angiotensinogen

Das Renin-Angiotensin-System (RAS) ist einer der Hauptregulatoren tieielen Blutdrucks
und der Wasser- und Elektrolythomdéostase [40]. Daher ist jede Komponente diesedophys
gischen Systems ein potenzieller Kandidat in der Atiologie der aremiélypertonie [67]. Das
Schlisselsubstrat ist Angiotensinogen (AGT) [18], welches zum groR3terinTddr perizen-
tralen Zone der Leberlappchen [48] sowie in kleinen Mengen in Niere, GeRiickenmark,
Aorta, Mesenterium, Vorhof, Lunge, Nebenniere, Dickdarm, Magen, Milz unih&sebe
gebildet [17], [136] und in die Zirkulation freigesetzt wird [20]. Die hepeltis Biosynthese
wird durch Glukokortikoide, Ostrogene, Schilddriisenhormone, Angiotensin Il (Bnbpsulin

und inflammatorische Zytokine (Interleukin 1 und Tumor Nekrose Faktor)
erhoht [14], [23], [48], [83].

Eine verminderte Nierenperfusion, eine abnehmende Chloridkonzentration allateda
densaund eineB-adrenerge Stimulation des sympathischen Nervensystems fihren zu einer
vermehrten Freisetzung der Aspartylprotease Renin aus den juxtagloraarugiianularen
Zellen derVasa afferentiader Niere [105]. Das Enzym spaltet N-terminal eine Leuzin-Valin-
Bindung des glykosylierteru,-Plasmaglobulins Angiotensinogen, wodurch das Dekapeptid
Angiotensin | (Ang I) entsteht. Diese Reaktion ist bei der Aktivierung B&S geschwindig-
keitsbestimmend [40], [83]. Die an der luminalen Oberflaiche des gesa@éiliendothels
lokalisierte Dipeptidylcarboxypeptidag@ngiotensin converting enzym{ACE) spaltet Ang |

in das biologisch aktive Oktapeptid Ang Il und inaktiviert das vasodilsatBrady-
kinin [48], [105]. Durch die Interaktionen des Ang Il mit seinen Rezeptorerder@idie Vaso-
konstriktion, die Freisetzung von Aldosteron und Katecholaminen, die SekneiioRrolaktin
und ACTH, die Glykogenolyse sowie die Proliferation glatter Muskedzelediiert [48]. Die
Signaltransduktion erfolgt tber G-Proteine. Alsecond messengertlienen die Phospholi-
pase C und D sowie cAMP [48]. Die Halbwertzeit des Ang Il betragt wenigsreahe
Minute [105]. In der Abb. 3 wird die Aktivierung des RAS schematisch demonstriert.
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Angiotensinogen

v

Angiotensin |

v

Angiotensin Il

is
ro
he

Angiotensin IlI-Rezeptor

Abb. 3: Schematische Darstellung des Renin-Angiotensin-Systems, modifazért
Griendling et al. [48]

Das Gen des Angiotensinogens ist auf dem Chromosom 1g42-43 lokalisiert [18] und hat eine
GroRRe von 13,4 kb [40]. In der Region des 5-Endes befinden sich neben Promotorsequenzen
,Cis-acting“-Regulatorelemente mit Bindungsstrukturen fiir Glukokortikoide, Ostrogene,
Schilddrisenhormone und Akute-Phase-Proteine, die die Initiation und Promotion ater Tr
skription beeinflussen [14], [40], [48], [152]. Das AGT-Gen setzt sich ausxbnk und

4 Introns mit unterschiedlichen Langen zusammen [40]. Die mRNA umfasst 2085hBaare.

Die 5°- bzw. 3"-UTR des menschlichen Transkripts werden durch das Exon 1 unddf&ergr

Teil des Exons 5 kodiert. Die Exons 2, 3, 4 und der kleinere Teil des Exon 5 kodiereigdas S
nalpeptid (33 Aminosauren) und das aus 452 Aminosauren bestehende Protein des Angiotensi
nogens [40]. Die molare Masse des globoiden Glykoproteins betragt abhangig vaosgly
lierungsgrad (durchschnittlich 13 — 14%) 55 — 65 kD [23], [48].

Basierend auf Ahnlichkeiten der Aminosaure- und der cDNA-Sequenz gehéren émgjiot

nogen, AT I, a;-Antitrypsin und Ovalbumin zur gleichen Superfamilie der Serinprotease-
inhibitoren (Serpine) [40].

Jeunemaitre et al. beobachteten eine signifikante genetische Kopplungemwier arteriellen
Hypertonie und dem Angiotensinogenlokus. Dies weist darauf hin, dass molekulaamtén

des Gens mit der Pathogenese der Erkrankung kausal verknlpft sind [67]. Bislenvag
verschiedene Polymorphismen detektiert, von denen 10 in der 5"-Region, 9 iExdes und
einer im Intron 3 des AGT-Gens lokalisiert sind [67], [66]. Keine dieser Varidmfindet sich

in der N-terminalen Region des Exons 2 — der Angriffsstelle des Renins. Sal&ofl174M
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(C659T)- als auch der M235T (T842C)-Polymorphismus zeigten eine signifikarsezission

zu arteriellen Hypertonie [67].

In der vorliegenden Arbeit wurde der Proteinpolymorphismus T174M untersucht. An der Pos
tion 174 des Angiotensinogenpeptids wird die Aminosaure Threonin (T) durch Methionin (M
ersetzt. Die Ursache ist ein Basenaustausch von Cytosin (C) durchii{jran der cDNA-
Position 659 im Exon 2 des AGT-Gens [67]. Da in der untersuchten mitteldeutsolpeiaBon
eine Genanalyse durchgefihrt wurde, wird in den weiteren Ausfiihrungen ardaslT174M-
bzw. M235T- nur noch der C659T- bzw. T842C-Terminus Anwendung finden.

1.3.p22-phox

Die NAD(P)H-Oxidasen sind an Plasmamembranen gebundene Elektronestsgateme, die
urspringlich bei phagozytierenden Zellen wie Makrophagen und neutrophilen Grgealoz
beschrieben und charakterisiert wurden [96]. lhre pathophysiologische Bedewghmlder
Erzeugung von Superoxidradikalen, die zu einer oxidativen Schadigung organischer Me
branen fuhren [30]. Mutationen von Komponenten der NAD(P)H-Oxidase, die die Radika
duktion beeintrachtigen, resultieren in chronisch granulomattsen Erkragkunig schweren
invasiven Bakterien- und Pilzinfektionen [5], [30], [31], [96]. Die Superoxitikale werden
durch Reduktion von Sauerstoff gebildet. NAD(P)H dient als Elektronendonatdr dec

Reaktionsgleichung:

2 O, + NAD(P)H + H — 2+0, + NAD(P)* + 2H'

Die NAD(P)H-Oxidase ist in ruhenden neutrophilen Granulozyten aus dem mersboana
ierten Zytochrom b 558 — einem denaturierbaren Heterodimer, das aus den Gtgkogn
gp91-phoxund p22-phoxbesteht — und den zytosolischen Komponerniéf-phox p47-phox
und p67-phoxsowie den G-ProteineRac2 und RaplAaufgebaut [5], [30]. Das Zytochrom
b 558 umfasst ein FAD und zwei Ham als prosthetische Gruppen [5]. Nach Simnutker
phagozytierenden Zelle wird der zytosolische Komplex mit dem Flavohampr@igochrom
b 558 und den G-Proteinen an der Plasmamembran zur aktiven Oxidase asi&)zlimerhalb
von Sekunden beginnt die Erzeugung von Sauerstoffradikalen [51].

Das kardiovaskulare System ist ebenfalls Ursprung von Sauerstoffiaildie hauptsachlich
durch NAD(P)H-Oxidasen generiert werden [50]. Strukturen und Funktion sli€sedase-
komplexes wurden in Endothelzellen [8], [7]], [68], Mediamyozyten [26], [47], [14Q@lventi-
tiafibroblasten [95] und renalen Mesangiumzellen [101] dokumentiert. Dievigkting fuhrt zu
einer verzogerten, lang andauernden Superoxidproduktion, wobei Uberwiegend NADH als

Substrat genutzt wird [47], [51]. Anstelle vogp9l-phoxder Phagozyten wurde mit einer
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56%igen Identitat in Mediamyozyten das Homologoox-1mit allen funktionellen Doménen
fur ein Flavohamprotein nachgewiesen [131]. Abb. 4 zeigt einen aktiniéi#D(P)H-Oxida-

sekomplex in Mediamyozyten.

NAD(P)H

2

Abb. 4: Aktivierter NAD(P)H-Oxidasekomplex in Mediamyozyten, modifizietna
Babior [5] und Griendling et al. [50], [51].

Die Aktivitat der kardiovaskularen NAD(P)H-Oxidase und die Erzeugung «©s werden
durch Hormone wie Ang Il [38], [47], [104], Gerinnungsfaktoren wie Thrombin [97], Wachs
tumsfaktoren wie PDGF [45], Zytokine wie TN&{26], lokale metabolische Veranderungen
wie eine Laktaterh6hung [85] und hamodynamischen Stress [50] gesteigert. Ehsectind
messenger'Wirkung des<O,” und des durch die Superoxiddismutase erzeugten stabileren
Metaboliten HO, wird eine erhdhte Transkription derKette des Zytochrom b 55822-pho¥

in Mediamyozyten verursacht [26], [38], [49]. Vielfaltige biologische KRemen wie die Inak-
tivierung von+*NO mit Bildung von Peroxynitrit und die Beeintrachtigung der endothelabhan-
gigen Vasodilatation [73], die LDL-Oxydierung [3], eine erhthte Expression vdha&ions-
molekilen mit einer Migration von Monozyten,Remodelling” der extrazellularen
Matrix [103], Wachstumsinduktion von Mediamyozyten [140] und Fibroblasten sovée di
Apoptose resultieren aus einer pathologischen Zunahme von Sauerstoffradikalder
GefalRwand [50]. Eine Beteiligung der vaskuldaren NAD(P)H-Oxidase an afttofenese der
Atherosklerose, der arteriellen Hypertonie und des Diabetes mellit@egenstand intensiver
Forschungen.

Eine vermehrte Aktivitit der NAD(P)H-Oxidase bei Uberexpression p22-phox[38] bzw.
eine deutliche Reduktion deiO,-Produktion bei Fehlen der leichten Untereinheit des Zyto-

chrom b 558 [140] weisen auf die Bedeutung deKette fur die Funktion der vaskularen
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NAD(P)H-Oxidase hin. Dap22-phox&en ist auf dem Chromosom 16qg24 lokalisiert und hat
eine GrolRe von mehr als 8,5 kb [30]. Das Gen setzt sich aus 6 Exons und 5 Introns
zusammen [30]. Die Exons 1 bis 5 kodieren die relativ hydrophobe N-terminal®megih-

rend das Exon 6 die hydrophilen, prolinreichen (25%) C-terminalen 72 Aminosauren und die
3-UTR dera-Kette kodiert [30]. Die mRNA besteht aus 687 Nukleotiden [96]. Das priméare
Translationsprodukt umfasst 195 Aminosauren und ist 22 kD schwer [96].

An der Nukleotidposition 242 der cDNA im Exon 4 wurde die in der vorliegenden Arbeit

untersuchte C T Substitution detektiert, die zum Austausch von Histidin durch Tyrosin an der
Aminosaureposition 72 fuhrt [30]. Histidin ist die potenzielle Koordinationsstiit eine der
beiden prosthetischen Hamgruppen [30], so dass sicip22iphox(C242T)-Polymorphismus

an einer zentralen Stelle des Proteins befindet und funktionelle Auswirkungemrmuten
sind. Der Verlust einer Bindungsstelle des Ham bei Tragern des mutantdiel$¥6nnte mit
einer niedrigeren Aktivitat der NAD(P)H-Oxidase assoziiert sein sodeinen protektiven

Effekt auf die Entwicklung einer arteriellen Hypertonie zur Folge haben.
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2. Fragestellung

Die Aufgabe der vorliegenden Dissertation war die Analyse des Steltégsvdes G-Protein-
Bs-Untereinheit-(C825T)-, des Angiotensinogen-(C659T)- und d2g-phox(C242T)-Poly-
morphismus bei Patienten mit einer arteriellen Hypertonie. Eine Stichpvobelangjah-
rigen &5 Jahre) Patienten mit arterieller Hypertonie aus der Region Mitieddkland wurde
im Rahmen einer klinischen Fall-Kontroll-Studie untersucht. Die Vecgsgruppe bildeten
gesunde Langzeitblutspender der mitteldeutschen Population. Dabei solltemdl§ehwer-

punkte untersucht werden:

1. Wie ist das Studienkollektiv klinisch und demographisch zu beschreiben?

2. Sind beim Vergleich der Allel- und Genotypfrequenzen Unterschiede zwisclem

Patienten mit arterieller Hypertonie und der gesunden Vergleichsgruppe vorhanden?

3. Haben die untersuchten Polymorphismen Auswirkungen auf die Entwicklung eiksr |
ventrikularen Hypertrophie bei den Patienten mit arterieller Hypertonie?

4. Besteht eine Beziehung der analysierten Genmutationen zu RisikofaktereAtheroskle-

rose und pathologischen Laborparametern?

5. Lassen sich Assoziationen zwischen klinisch definierten Subgruppernaibeler Gruppe

der Patienten mit arterieller Hypertonie und dem G-Profitvntereinheit-(C825T)-,
Angiotensinogen-(C659T)- urm2-phox(C242T)-Polymorphismus nachweisen?

6. Haben genetische Cluster eine potenzielle Bedeutung bei der Ausbildung earesilart

Hypertonie?

7. Welche Fehlerquellen sind bei der Auswertung zu beriicksichtigen?

8. Welche Schlussfolgerungen ergeben sich hinsichtlich weiterfihrendesengchaftlicher
Studien?
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3. Material und Methoden

3.1. Studienkollektive

Die kaukasische Studienpopulation aus dem mitteldeutschen Raum (HalleebeysBitter-

feld, Wittenberg, Dessau) setzte sich aus 80 Patienten der UnitskBiték und Poliklinik fur

Innere Medizin Il der Martin-Luther-Universitat (MLU) Halle-Wéhberg (Prof. Dr. Teich-
mann, Prof. Dr. Werdan), die von Januar 1997 bis Juni 1998 konsekutiv rekrutiert wurden, und
einer Vergleichsgruppe von 200 gesunden Langzeitblutspendern der Univblsitjtsnde-
zentrale zusammen. Fir die Patientengruppe waren ein vor Beendigung des 55jdtebsns
mindestens 5 Jahre bestehender essentieller arterieller Hypertod6€ (nmHg systolisch /

=95 mmHg diastolisch entsprechend den Kriterien der WHO) beziehungsweisetdrysive
Organveranderungen im Stadium Il nach WHO die Einschlusskriterien. Adeifielstations-
alter der Hypertonie wurde das Lebensalter angegeben, zu dem entweder msdeatiamal
Blutdruckwerte Gber 160/95 mmHg durch den Hausarzt gemessen wurden oder eine@®aue
dikation mit Antihypertensiva begann. Ausschlusskriterium stellterurséére Hypertonie-
formen dar.

Die durch Zufallsstichprobe gewonnene Vergleichsgruppe der Blutspender eafighet Jahre
nach Aufnahme in die Studie folgende Voraussetzungen: subjektives Wohlbefinden, Blut
druckwerte unter 140 mmHg systolisch und unter 90 mmHg diastolisch, Reigima pectoris

kein Diabetes mellitus oder andere schwerwiegende Erkrankungen. Das thmitthishe Alter

der Vergleichsgruppe betrug zu diesem Zeitpunkt 47,57 Jahre. Unter den Langzeitblut-
spendern befanden sich 158 (79,0%) Manner und 42 (21,0%) Frauen. Bezuglich der Alters- und
Geschlechtsverteilung bestanden, verglichen mit den Patienten ericler Hypertonie, keine

signifikanten Unterschiede (p=0,22 fir Alter; p=0,54 flir Geschlecht).

3.2. Erhebung der Patientendaten

Die Rekrutierung der Patienten erfolgte im Rahmen eines station&dreznthaltes auf den
kardiologischen Stationen der Universitatsklinik und Poliklinik fir Innigtedizin Il der MLU
Halle-Wittenberg. Alle Patienten befanden sich in einem klinisabitn Zustand und wurden
ausfihrlich mindlich und schriftlich tGber das Ziel, den Ablauf und die Konsequenzen der
Studie aufgeklart und gaben ihr schriftliches Einverstandnis zur Teilnahme.

Fur die Durchfihrung der vorliegenden Studie lag die Zustimmung der Ethikkomission de
Medizinischen Fakultat der MLU Halle-Wittenberg vor.

Die Anamnese der Patienten wurde anhand eines halbstandardisierten Fragehofige-

nommen. Das Ziel war eine moglichst umfassende anamnestische, klinischeabmd |
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chemische Erfassung relevanter Risikofaktoren der essentiellerieien Hypertonie und

assoziierter Erkrankungen.

3.3. Strukturierung der Patientenbefragung

Die Datenerhebung beinhaltete Lebensalter, Geschlecht, GeburtsortjeRataihd und Bil-
dungsgrad. Fur die Berechnung dbsdy mass index'{Gewicht(kg)/Korperlange(m)?] wurden
das aktuelle Gewicht und die Kdrpergro3e bestimmt. In einem freien Géspchdderten die
Patienten ihre Erndhrungsgewohnheiten, ihren Alkohol-, Kaffee- und Teekonsuim di@v
Rauchgewohnheiten sowohl zum aktuellen Zeitpunkt als auch retrospektiv. AuteBeng der
Lebenszeitbelastung wurde die Anzahl geack years* (Packchen pro Tag Raucherjahre)
berechnet. Des weiteren wurden Informationen Uber die korperliche AktivitBeruf und
Freizeit sowie den psychosozialen Stress, wie Verantwortung, Leisliuggs Sorge um den
Arbeitsplatz, Schichtdienst, Uberstunden, Konflikte in Partnerschaft unuliEapsychische
Belastung durch die Erkrankung oder Arbeitslosigkeit und finanzielle Probléragter

Neben der Erfassung der Blutdruckwerte bei Krankenhausaufnahme wurde dereaituell
druck am Ende der Befragung erneut gemessen. Der Zeitpunkt des erstmalifjestes
erhohter Blutdruckwerte sowie deren Behandlung wurden detailliert erhoben. Sowokhidier
Befragung der Patienten als auch durch das Studium der Patientenakteteeatielgrfassung
von Stoffwechselerkrankungen, wie Hyperlipiddmie, Diabetes mellitusSetdlddrisenfunk-
tionsstorungen, von Erkrankungen der Leber, des Pankreas oder der Nieren. Insieeenzie
Kreislauf-Erkrankungen, wie die koronare Herzkrankheit (enzymatisch eld&trokardiogra-

phisch gesicherter Myokardinfarkt, angiographisch gesicherte Koremast> 75%, Z.n.
revaskularisierender Operation an den KoronargefafRen), die artevietlchlusskrankheit,
Herzklappenfehler, Herzinsuffizienz (NYHA-Stadium, ventrikulographes linksventrikulare
Ejektionsfraktion), Thrombosen und Embolien wurden eruiert.

Die aktuelle Medikation sowie relevante Ergebnisse medizintechnid¢hirsuchungen ins-
besondere zum Ausschluss einer sekundaren arteriellen Hypertonie wurdertieeteRakte
entnommen. Bei 42 Patienten fuhrten Kardiologen der Klinik fur Innere Medikiel MLU
Halle-Wittenberg eine Echokardiographie durch. Eine diastolische inteitugéine Septum-

dicke= 12 mm wurde als linksventrikulare Hypertrophie klassifiziert. Eine @udiche Fami-

lienanamnese Uber 3 Generationen hinsichtlich eines arteriellen Hypedonis anderer —
insbesondere kardiovaskularer — Erkrankungen wurde bei jedem Patienten erkisbgene-

tisch pradisponiert fur eine arterielle Hypertonie wurden Patienten rpetwerenn bei mindes-
tens einem betroffenen Familienmitglied ersten Grades oder zwei fegteof Verwandten
zweiten Grades ebenfalls eine arterielle Hypertonie vorlag.
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3.4. Biochemische Labordiagnostik

Die Entnahme der Blutproben erfolgte am Tag nach dem ausfuhrlichen Patiespsiaie
morgens zwischen 7.00 und 9.00 Uhr nach mindestens 8 Stunden Nachtruhe am liegenden, in
physischer Ruhe befindlichen und nichternen (mindestens 12 Stunden Nahrungskarenz)
Patienten. Die Punktion d&fena cubitaliswurde nach schonender Stauung am Oberarm und
die Blutabnahme frei flieBend durchgefuhrt.

Das Blut zur Bestimmung der Laborparameter wurde in standardisierten S&DMA- und
Citratmonovetten gesammelt. Die zusatzliche Abnahme einer Heparin- [7u6m einer
EDTA- (9,0ml) Monovette erfolgte fiir die genetischen Analysen.

Das Zentrallabor des Universitatsklinikums Kréllwitz bestimmtes dloutineparameter und
analysierte spezielle Gerinnungs- und Lipidwerte. In Tab. 1 sind die dedbs Laborpara-
meter, die entsprechenden Referenzbereiche sowie die genutzten Bestsnmmathuaglen auf-

gefuhrt.

Tab. 1: Untersuchte Laborparameter mit Referenzbereich und Bestimmungsmethode

Laborparameter Referenzbereich Bestimmungsmethode

Routineparameter

Hamoglobin m:8,7-11,2;w:7,3-9,9 mmol/l Photometrie

Hamatokrit m:0,42-0,52;w:0,37-0,47 Widerstandsmessung

Leukozyten 3,8-9,8 Gpt/l Widerstandsmessung

Thrombozyten 140-440 Gpt/l Widerstandsmessung

Glukose 3,9-5,9 mmol/l Glukoseoxidase

Quick >70% Koagulometrie

PTT 24-36 s Koagulometrie

TZ 14-21s Koagulometrie

Fibrinogen 1,5-4,0 g/l Modifiz. Methode nach Class

Natrium 134-148 mmol/l lonenselektive Elektrode

Kalium 3,6-5,5 mmol/l lonenselektive Elektrode

Kalzium 2,25-2,75 mmol/l Arsenazo Il

Harnsaure m:200-420 mmol/l Enzymatischer Farbtest
w:140-340 mmol/l

ASAT m:<700; w:<580 nkat Methode nach Henry

ALAT m:<670; w:<510 nkat Methode nach Henry

y-GT m:<820; w:<530 nkat SZAS”Z

Bilirubin <17 mmol/l Jendrassik/Graf

CRP <5 mgl/l Immunturbidimetrie
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Tab. 1: Fortsetzung

Laborparameter Referenzbereich Bestimmungsmethode

Lipidparameter

Triglyzeride <2,3 mmol/l Enzymatischer Farbtest

Total-Cholesterol <40J<5,7; >40J<6,2 mmol/l  Enzymatischer Farbtest

LDL-Cholesterol <3,9 mmol/l Friedewaldformel

HDL-Cholesterol >1,5 mmol/l Enzymatischer homogener Test

Lipoprotein (a) <0,20 g/l Immunnephelometrie

Apo Al m:0,8-1,75;w:0,9-1,90 g/l Immunnephelometrie

Apo B 0,8-1,4 g/l Immunnephelometrie

Chylomikronen 0% Lipidelektrophorese

B-Cholesterol 49,0-60,0% Lipidelektrophorese

Praf-Cholesterol 14,0-24,0% Lipidelektrophorese

a-Cholesterol 21,0-32,0% Lipidelektrophorese

Spezielle Gerinnungsparameter

D-Dimere <0,5 mg/l Durchflussenzymimmunoessay

Protein C >70% Kinetischer Test

Protein S (aktiviert) 65-140% Koagulometrie

Faktor VII >70% Modifizierter Quick-Test mit
F VIl-Mangelplasma

PAI-1 0,3-3,5 E/ml Kinetischer Test

AT Il >80% Kinetischer Test

a,-Makroglobulin 1,3-3,0 g/l Immunnephelometrie

3.5. Molekulargenetische Analyse

Die Préparation der genomischen DNA und die molekulargenetischen Unterseohwagden
im Institut fur Humangenetik und Medizinische Biologie der MLU Halle-Witberg —
Arbeitsgruppe Herz-Kreislauf-Forschung (Dr. Glaser) — durchgefihrt.

Fur die Praparation der DNA aus den Leukozyten einer EDTA-Blutprobe von 2,7 rdeveas
.feady to use“- Kit ,QlAamp DNA Blood Maxi Kit*(Qiagen, Hilden) entsprechend des Her-
stellerprotokolls eingesetzt. Die Qualitat der gewonnen DNA wurde sowshéllidurch Auf-
trennung in einem 1,2%igem Ethidiumbromid-haltigen Agarosegel @l Ethidiumbromid)

unter UV-Anregung (254 nm) als auch spektrometrisch (Absorptionsmessung bei 260 nm)
Uberpruft.
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Die Amplifikation der spezifischen Fragmente erfolgte unter Verwendungnd€ab. 2 aufge-
fuhrten Primer mit Hilfe eines Thermocycler ,Eppendorf Gradient”. Durch Auftrennung der
PCR-Produkte im Ethidiumbromid-haltigen Agarosegel verbunden mit einerelnémglyse der
Fragmente in Relation zu einer 100-Basenpaar-Leiter wurde die Effizienzlurchgefiihrten

PCR-Reaktionen gepruft.

Tab. 2: Primerdesignfir den GNB3-(C825T)-, AGT-(C659T)- und22-phox(C242T)-Poly-
morphismus [55], [116]

Polymorphismus Primer5 - 3’
.sense” L,antisense“

GNB3-(C825T) TCT GCA CGG GCT CGG ATG GGA TGC CCA CAC GCT CAG
AC ACTT

AGT-(C659T) TCG CTG CAAAAC TTG ACA GAG CAG CCAGTCTTC CAT
CcC CcC

p22-phox¢C242T) GTG CAG CTG TGA CTC ATG CAG AGC CAG GGA CCC GAA

GC TT

Die polymorphen Eigenschaften wurden durch enzymatische Spaltung der PCREroddk
nachfolgende Fragmentanalyse in Agarosegel (Ethidiumbromidmarkierurggstielit. Tab. 3
gibt eine Ubersicht tiber die PCR-Bedingungen und Restriktionsspaltungen.

Tab. 3: Genotypisierungsbedingungen

Gen Annealingtemp./Gro3e des PCR-Restriktions- Agarosegel-
Zyklenzahl Produktes endonuklease  konzentration
GNB3-(CB25T)- 6500 30 Zyklen 201 bp BSAJI 2,0%
Polymorphismus
AGT-(C659T)- o 0
Polymorphismus 53°C/ 32 Zyklen 526 bp Ncol 1,2%
p22-phox¢tC242T)- -, o
Polymorphismus 52°C/ 35 Zyklen 886 bp Rsal 2,0%

3.5.1. Der C825T-Polymorphismus defs-Untereinheit des G-Proteins

Die Genotypanalyse wurde nach der Methode von Siffert et al. [128] durchgefllsr2@abp
grolle PCR-Produkt enthalt ein Erkennungsmotiv fir die RestriktionsendonukBsasdl
(5"-C/ICNNGG-3"), wodurch nach Spaltung zwei Fragmente von 103 bp und 98 bp entstehe
Durch den Basenaustausch-@ wird dieses Motiv zerstort. Abb. 5 gibt eine Ubersicht tiber

die moglichen Spaltprodukte.
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_ Abb.5: RFLP-Analyse zur Bestimmung des
GNB3-(C825T)-Polymorphismus mit-

cC I I tels RestriktionsendonukleaBsaJl
I I PCR-Produkt: 201 bp

T B I Wildtyp (CC): 103bp und 98bp
— Heterozygoter Gentrager (CT): 201bp, 103bp
TT I und 98bp

Homozygoter Gentrager (TT): 201bp

201 103 98

3.5.2. Der C659T-Polymorphismus des Angiotensinogens

Die Genotypisierung erfolgte nach der Methode von Jeunemaitre et al. [67]h DigBasen-

substitution C> T entsteht eine zusatzliche Erkennungssequenz fir die Restriktionsendonuk-
leaseNcol (5-C/CATGG-3") im 526 bp groRen PCR-Produkt. Damit werden zwei zuskezl
Fragmente (233 bp und 180 bp) nach der enzymatischen Digestion nachgewiesen (Abb. 6).

— Abb. 6: RFLP-Analyse zur Genotypisierung
des AGT-(C659T)-Polymorphismus
cc mit dem EnzyniNcol

cT | I I I I PCR-Produkt: 526 bp
Wildtyp (CC): 413bp und 113 bp
Heterozygoter Gentrager (CT): 413 bp, 233 bp,
TT | I I 180 bp und 113 bp
Homozygoter Gentrager (TT): 233 bp, 180 bp
413 233 180 113 4113 bp

3.5.3. Der C242T-Polymorphismus deg22-phox

Die RFLP-Analyse erfolgte nach der Methode von Schulz [116]. Mit Hilfe destrik¢ionsen-
zymsRsal (Erkennungssequenz 5-GT/AC-3") wurde das 886bp grolie PCR-Produkt fragmen-
tiert und im Agarosegel analysiert. Durch den Basenaustaussfl @ntsteht eine zweite
Erkennungssequenz fiksal, was zu den in Abb. 7 dargestellten charakteristischen Banden-
mustern flhrt.
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— Abb. 7: Fragmentmuster der RFLP-Analyse zur

cC Genotypisierung  des p22-phox-
(C242T)-Polymorphismus mit Hilfe
des Restriktionsenzynigsal

cT I I I I PCR-Produkt: 886 bp

- Wildtyp (CC): 536bp und 350 bp
T | I I Heterozygoter Gentrager (CT): 536bp, 350bp,
220

316bp und 220bp
Homozygoter Gentrager (TT): 350bp, 316bp
und 220bp

536 350 316

3.6. Statistische Methoden

Die statistische Auswertung der anonymisierten Daten wurde mit HikePdegrammes SPSS

10.0 fur Window3" durchgefiihrt. Die deskriptive Statistik beriicksichtigte fir normadikbet
metrische Merkmale Mittelwert und Standardabweichung (s) und flr nicht neenteilte
Merkmale Median (Z) und Halftespielraum (HSR). Die graphischen tebusg durch,Box-
plots® schloss Extremwerte auRerhalb des 1,5-fachen HSR zur Verbesserung der Hifbersic
lichkeit nicht ein.

Mit dem Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest wurde die Normalverteilung geéft Stu-
dent-T-Test stellte Mittelwerte stetiger normalverteilter rkfeale unter Angabe des 95%-
Konfidenzintervalles (Cl) gegenulber. Die einfaktorielle Varianzasmlgach Kruskal-Wallis
wurde bei nicht normalverteilten stetigen Variablen durchgefiihrt. DiguRg kategorialer
Merkmale auf Unabhangigkeit erfolgte mit Hilfe des Chi-Quadrat-Tedber,Fisher's exact
test* half bei der Analyse von geringen Fallzahlen in den einzelnen Untergruppgs). (
Ergebnisse mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von unter 5% (p<0,05) wurdestatistisch
signifikant gewertet. Die Assoziation zwischen einem genetischisikd®arker und der arte-
riellen Hypertonie beschrieb dgrdds ratio* (OR).

Die mehrfaktorielle logistische Regression erlaubte in ausgewdFRki#len eine Einschéatzung
der Bedeutung von Einflussfaktoren auf den Effekt der Genpolymorphismen. Fgtistae
Gegenuberstellungen zwischen den Patienten mit arterieller Hypertord den gesunden
Blutspendern wurden hierbei die Variablen Alter bei Aufnahme in die vorlieg&haeie bzw.
nach vierjahriger Beobachtung als Kontrolle, Geschlecht sowie alle untgesu&enpoly-

morphismen einbezogen,{@ien/ ORugjustier) -
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Fir die analysierten GNB3-(C825T)-, AGT-(C659T)- up2R-phox(C242T)-Polymorphismen
wurde die statistische Uberpriifung kodominanter, dominanter und rezessiveisgeset
Modelle durchgefihrt.

Bei der Vermutung eines kodominanten Einflusses der GNB3-(C825T)-Variantemeni

Genotypen CC, CT und TT erfolgte der Vergleich CC vs. CT vs. TT, im Rahemees domi-

nanten Rechenmodells fir das T-Allel CT+TT vs. CC sowie unter der Annahme reires-

siven Wirkung des T-Allels TT vs. CT+CC. Ein Ubereinstimmendes Vongelerde unter

gleichen Voraussetzungen beim AGT-(C659T)- up@2-phox(C242T)-Polymorphismus
gewahlt.
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4. Ergebnisse

4.1. Klinische und laborchemische Charakterisierung der Patientengqpe

Alle 80 Patienten litten zum Zeitpunkt ihrer Aufnahme in diese Studie (Aufreshter

48,7 + 7,0 Jahre) seit mindestens 5 Jahren an einer essentiellen arteHglbertonie oder
befanden sich im Stadium Il der hypertensiven Organveranderungen (nach).\&@81(78,8%)

der Patienten waren mannlichen und 17 (21,3%) weiblichen Geschlechtes. DdfedWHi-
onsalter der Erkrankung betrug 33,0 + 10,6 Jahre. Die Erkrankungsdauer wurde in 4 Gruppen
unterteilt und ist aus Abb. 8 ersichtlich.

5-<10 Jahre 15 - < 20 Jahre
22% 19%

10 - < 15 Jahre > 20 Jahre
26% 33%

Abb. 8: Erkrankungsdauer der Patienten mit arterieller Hypertonie

Die zum Zeitpunkt der Befragung gemessenen Blutdruckwerte betrugen durdtiethni
130 + 26 mmHg systolisch und 80 + 16 mmHg diastolisch. Bei Krankenhausaufnahnme lage
die Blutdruckwerte bei 144 + 30 mmHg / 87 £ 18 mmHg. Diese Messergebnisse nvgidd-
tenteils unter medikamenttser Kombinationstherapie erfasst. Bei 47 (58,898 atienten
bestand eine familidre Haufung hinsichtlich einer hypertensiven Erkranikirge wurde als
gegeben erachtet, wenn anamnestisch mindestens ein Verwandter @rsiges (Eltern,
Geschwister, Kinder) bzw. zwei Verwandte zweiten Grades (GrofRelarkel) ebenfalls an
einer essentiellen arteriellen Hypertonie erkrankt waren. Abb. & zsiei typische Stamm-
baume betroffener Familien.
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Familie 1
1733, 1383, 1733, Al
I Al Tetanus T90J.
\— t723., A
- 84J.,Dm 1533,
! AVK Darmkrebs

11 63J., AH 57J., AH é 50J., AH 61J., AH

\Y) 38J., AH 403., AH 323,
V 12J.

Familie 2
I

. 169J., AH
1 T jung, Al Al

60 J., AH,
KHK

160J., AH,
MI

68 J., AH,
1] o @ 57 J., AH
\A
483, AH, 45J., AH, 34, AH,
v MI, Dm Dm AH Dm

V 26 J. 20 J.,AH

Legende:
mannlich, weiblich (auffallig*)
AH: arterielle Hypertonie

Dm: Diabetes mellitus
mannlich, weiblich (unauffallig*)

Ml: Myokardinfarkt

méannlich, weiblich (auffallig*, KHK:  koronare Herzkrankheit
verstorben)
Al: Apoplektischer Insult

mannlich, weiblich (unauffallig*, AVK:  Arterielle Verschlusskrankheit
verstorben)

T Exitus letalis

3 weibliche Individuen, ohne
Beriicksichtigung der Stellung \A
in der Geschwisterreihe

Indexpatient

Abb. 9: Typische familiare Konstellation in den Familien zweier Rata mit arterieller
Hypertonie (aus 80 Patienten)

*) die Kriterien von auffallig und unauffallig beziehen sich ausschlidgf3iaf die kli-
nische Manifestation einer arteriellen Hypertonie
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Der ,body mass index“(BMI) betrug durchschnittlich 28,6 + 5,2 kgfnmit einem Minimum
von 19,4 kg/m und einem Maximum 47,3 kgAnBei 2 Patienten wurde wegen Beinamputa-
tionen auf die Bestimmung des BMI verzichtet. Alle Patienten mit eindvit 8nter 25 kg/ni
wurden als normalgewichtig, mit einem BMI zwischen 25 und unter 30 kglsibergewichtig
und ab einem BMI von 30 kg/frals adipds klassifiziert. Abb. 10 zeigt die Verteilung des BMI

in der Patientengruppe.

45+
40+
35
30+
% 25+
20+
154
10+

< 25 kg/mz2 25 - < 30 kg/m? = 30 kg/m?

Abb. 10: Verteilung des BMI in der Patientengruppe (Klassifikation nach WHO)

50 (81,9%) Manner wurden der Ubergewichtigen bzw. adipdsen Gruppe zugeordnet, wahrend

das nur fur 9 (52,9%) Frauen zutraf.

Die lebenslangen Rauchgewohnheiten der Patienten wurdgmagk years" (Packchen pro

Tag x Raucherjahre) zusammengefasst. Es wurden durchschnittlich 18,8 1pb8l2 years"”
geraucht. Dabei hatten 9 (11,3%) Patienten nie, 11 (13,8%) passiv und 11 (13,8%) bis zu
10 Zigaretten pro Tag konsumiert. Der grof3te Teil — insgesamt 32 (40,0%nEati— rauchten

stark (11-20 Zigaretten / Tag) bzw. 17 (21,3%) sehr stark (Uiber 20 Zigaretten / Tag)

Die Ernédhrungsgewohnheiten von 13 (16,3%) Patienten wurden als gesundheitsorientie
(Ernéhrung mit viel Obst, Gemise, Vollkornbrot, Fisch und wenig Fleisch)esinf}.

40 (50,0%) verpflegten sich mit einer durchschnittlichen Mischkost, die sowelddf, Butter

und Zucker aber auch Obst und Gemulse umfasste. Immerhin 27 (33,8%) ernahrtemsich

seitig mit viel fettem Fleisch und Wurst, Butter, reichlich Zucker und Salz.
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46 (57,5%) Patienten konsumierten keinen oder nur gelegentlich (bis zweirdal iWoche)
Alkohol. RegelméaRig kleinere Mengen (<30 sl 1 Flasche Bier oder 1 Glas Wein) tranken

7 (8,8%) Patienten. 27 (33,8%) gaben einen taglichen Alkoholkonsum von gré3erenrMenge
(> 30 ml= 2 Flaschen Bier und mehr) an.

Deutliche Unterschiede zeigten sich im Bildungsstand. 16 (20,0%) der Patibatten ein
Hochschulstudium und 62 (77,5%) eine Lehre abgeschlossen. Lediglich 2 (2,5%) besalien
keine Ausbildung. 64 (80,0%) Patienten waren verheiratet, 9 (11,3%) geschiedé/n%6)

ledig. Ein Patient war (1,3%) verwitwet.

Bezuglich ihrer korperlichen Aktivitat gaben 13 (16,3%) Patienten waddBeruf noch in der
Freizeit eine physische Belastung an. 41 (51,3%) konnten der Gruppe mit leicht&erAns
gungen zugeordnet werden, das heil3t sie fihrten zum Teil stehende Arbeiten durcharnd unt
nahmen in ihrer Freizeit Spaziergange oder kleinere Radtouren. DemrHiteisittelschwerer
korperlicher Aktivitat wurden 24 (30,0%) Patienten zugeordnet, die Uberwiegtehénde und
gehende Tatigkeiten inne hatten und auRerdem ein leichtes kdrperliches Atisilaing wie
Laufen, Schwimmen oder Skifahren mindestens zweimal wochentlich durchilihediglich

2 (2,5%) gaben eine korperlich anstrengende Arbeit (z.B. Maurer) oder eitmédgjges
Sporttraining an.

66 (82,5%) Patienten berichteten Uber eine starkere psychische Belastuitheiislosigkeit,
Verantwortung, Leistungsdruck oder Konflikte in Partnerschaft und Fanmoligeserhebliche
Sorgen bezlglich ihrer bestehenden Erkrankung. Nur 14 (17,5%) fiihlten sicbcheslisge-

glichen.

Mittels Befragung und durch Einsicht der Krankenakten wurden aktuelle undkiegende
Erkrankungen der aufgenommenen Patienten erhoben. Insgesamt 59 (73,7%) rPati¢nte
arterieller Hypertonie mussten wegen einer koronaren Herzkrankheit behaeutidn.

Es Uberlebten 42 (52,5%) einen, 3 (3,8%) zwei und ein Patient (1,3%) vier akute Mirokar
farkte. Die interventionelle Versorgung der Patienten mit der koronasgrkrinkheit erfolgte
bei 19 (23,8%) durch PTCA, bei 8 (10,0%) durch PTCA und ACVB/IMAB und bei 19 (23,8%)
durch alleinige ACVB/IMAB.

Nach den Herzinsuffizienzstadien der NYHA befanden sich 62 Patienten (YifybSiadium |,
11 (13,8%) im Stadium I, 4 (5,0%) im Stadium Il und 3 (3,8%) im Stadium IV. Die lavoka
diographisch geschatzte Ejektionsfraktion von 65 angiographisch untensurdttienten betrug
62 £ 20%, mit einem Minimum von 11% und einem Maximum von 90%.
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Als Mal} fur eine Herzhypertrophie wurde die diastolische Dicke des interkeldtren Sep-
tums echokardiographisch bestimmt. Eine diastolische Dickexvb mm wurde als linksven-
trikulare Hypertrophie definiert. 21 Patienten (26,3%) erfullten mit eiSeptumdicke von

14,0 £ 1,22 mm dieses Kriterium. Bei 21 (26,3%) der Patienten wurde eine Herzioyhdetr
ausgeschlossen.

30 (37,5%) der Hypertoniker klagten tber Herzrhythmusstérungen. Bei 10 (12,5%i)tBatie
war eine arterielle Verschlusskrankheit und bei 5 (6,3%) eine duplexsonograplijadikante
Stenose dedArteria carotis diagnostiziert worden. Weiterhin hatten 5 (6,3%) bereits einen
Apoplexia cerebrierlitten. 5 (6,3%) Patienten machten anamnestische Angaben Uber eine
stattgehabte Phlebothrombose.

Ein Diabetes mellitus musste bei 18 (22,5%) Hypertonikern therapiert [1 (1713%6)I-;

17 (21,3%) Typ lI-Diabetes] werden. An einer Niereninsuffizienz ab dem Stademkom-
pensierten Retentiore(11°) litten 4 (5,0%) Patienten, von denen 3 gleichzeitig an einem Dia-
betes mellitus erkrankt waren. 58 (72,5%) der Patienten hatten aktuell erGdiaiesterol-
(55,0%) und/oder Triglyzeridwerte (33,8%), wurden deshalb medikamentds behandelt oder
berichteten anamnestisch tber eine Lipiderh6hung. Unter einer Hyperthyréeseli(5,0%)

der Probanden.

Mit folgenden kardiovaskular relevanten Medikamenten wurden die Patientm Zeitpunkt
ihrer Aufnahme in diese Studie therapiert: 22 (27,5%) nahmen Lipidsenker, 28 (35,0¢6) Di
tika, 59 (73,8%)B-Blocker, 21 (26,3%) Kalziumantagonisten, 46 (57,5%) Nitrate bzw. Molsi-
domin, 51 (63,8%) ACE-Hemmer bzw. A‘Rezeptor-Antagonisten, 3 (3,8%) Klasse | oder Il
Antiarrhythmika und 8 (10,0%) Digitalisglykoside ein. Diese Angaben wurdanaktuellen
Patientenakten entnommen. Lediglich ein Patient erhielt keinerlailhiciksenkende Medika-
mente zum Zeitpunkt des Eintritts in die vorliegende Studie. Insgesamt 59 (7@ &8énten
bekamen Thrombozytenaggregationshemmer und 22 (27,5%) wurden mit Antikoagulaieie
Heparin und Vitamin-K-Antagonisten behandelt. Von den 18 Diabetikern &hi@ (10,0%)
orale Antidiabetika und 9 (11,3%) spritzten Insulin.

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden eine Auswahl relevanter kardidéaesklabor-

parameter bestimmt (Tab. 4). Auffallend pathologische Ergebnisse —meitnebereits aul3er-
halb des Referenzbereiches liegendem Mittelwert — wurden beim PAI-h|-TChblesterol,

HDLC, Lp(a), der Pra-Beta-Fraktion in der Lipidelektrophorese und bei dénridrn nach
Berechnung der Quotienten TC/HDLC und LDLC/HDLC gefunden.
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Tab. 4: Ausgewahlte kardiovaskulér wichtige Laborparameter

24

Laborparameter arithmetischer Mittelwert +s Referenzbereich
Gerinnungsparameter
Fibrinogen 3,97 £1,33 1,50 - 4,00 g/l
PAI-1 3,92 +3,12 0,30 - 3,50 E/ml
o-Makroglobulin 1,68 £ 0,54 1,30 - 3,00 g/l
Protein C 119 £ 20 > 70%
Protein S - Aktivitat 101 + 32 65 - 140%
Faktor VII 110+ 24 > 70%
Serumlipide
Triglyzeride 1,98 £0,85 < 2,30 mmol/l
Total-Cholesterol 5,45+ 1,15 < 5,20 mmol/l *
LDL-Cholesterol 3,36 +1,02 < 3,90 mmol/l
HDL-Cholesterol 1,16 £ 0,40 (mannl.) > 1,5 mmol/l
1,32 £ 0,35 (weibl.) > 1,5 mmol/l
TC/HDLC 5,05 + 1,42 (mannl.) < 4,40 2
4,26 + 1,03 (weibl.)
LDLC/HDLC 3,17 £ 1,17 (ménnl.) < 3,00 2
2,67 + 0,93 (weibl.)
Lipoprotein (a) 0,32+0,38 < 0,20 g/l
Apo Al 1,27 £ 0,25 (ménnl.) 0,80-1,75 ¢l
1,37 £ 0,22 (weibl.) 0,90-1,90 g/l
Apo B 1,22+0,31 0,80 - 1,40 g/l
Lipidelektrophorese
Chylomikronen 0,5+0,9 0%
B-Cholesterol 47,4+8,4 49,0 - 60,0%
Pra-B-Cholesterol 28,0 £ 8,6 14,0 - 24,0%
a-Cholesterol 24,3+6,3 21,0 - 32,0%
Sonstige Laborwerte
Glukose 59+2,37 3,90 - 5,90 mmol/l
CRP 13,9+ 29,5 < 5,0 mgl/l
Harnséaure 399 + 100 (mé&nnl.) 200 - 420 mmol/I

319 + 104 (weibl.)

140 - 340 mmol/l

1) Dieser Wert wird von mehreren Autoren empfohlen [88].

2) Oberhalb dieser Werte steigt das koronare Risiko Uber 1,0 an [88].



Ergebnisse 25

4.2. Molekulargenetische Charakterisierung der Untersuchungsgruppen

4.2.1. Das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

Alle drei untersuchten Genpolymorphismen wurden auf Gleichverteilung sowoht @rdepe
der Patienten mit arterieller Hypertonie als auch in der gesundenéfenghruppe untersucht.
Das Patientenkollektiv zeigte bei keinem der untersuchten Polymorphismenrsignifikante
Abweichung von Hardy-Weinberg-Gleichgewicht [GNB3-(C825T): p=0,946; AGT-(C659T)
p=1,000; p22-phox(C242T): p=0,077]. Gleiches galt fur die Blutspendergruppe [GNB3-
(C825T): p=0,463; AGT-(C659T): p=0,93822-phox¢C242T): p=0,876].

4.2.2. Der C825T-Polymorphismus defs-Untereinheit des G-Proteins

Die Genotypen des GNB3-Polymorphismus zeigten bei den mitteldeutschentBatimit arte-
rieller Hypertonie folgende Verteilung: CC 51,3% (n=41); CT 38,7% (n=31) und TT 10,0%
(n=8). Gegeniiber der Vergleichsgruppe: CC 55,1% (n=108); CT 41,3% (n=81); TT 3,6% (n=7)
war eine tendenzielle Haufung des TT-Genotyps auffallig.{g0,114). Die T-Allel-Frequenz
betrug in der Hypertonikergruppe 29,4% und in der Vergleichsgruppe 24,2% (p=0,238;
OR=1,3). Eine logistische Regression zur Prifung der Unabhéangigkeit der Egebron
Alter, Geschlecht und den anderen untersuchten Genpolymorphismen war aufgreandiei
geringen erwarteten Fallzahl in der Gruppe der TT-Genotypen nicht modlioker der
Annahme eines dominanten genetischen Modells fir das mutante T-Allel (CTs$TTQ)
ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zur Vergleichsgruppe (p=@834;,16). Eine
statistisch signifikant erhéhte Frequenz homozygoter Mutationstrager 8E:3-GC825T)-
Polymorphismus bei Patienten mit arterieller Hypertonie wurde bei Annahmee Rezessivitat

des T-Allels (TT vs. CT+CC) sichtbarp=0,042; OR=3,0). Tab. 5. zeigt diese Ergebnisse.

Tab. 5: GNB3-(C825T)-Polymorphismus bei Patienten mit arterieller Hgp&rtund der Ver-
gleichsgruppe unter Annahme eines rezessiven genetischen Modells fur dak T-All

Hypertoniker Blutspender
Gen Genotyp Pexact OR
n % n %
GNB3-  VCC+CT 72 900 189 964 v
3,0

Bei Betrachtung der mannlichen Studienteilnehmer ergaben sich mit 31,7% tezibledkzere
T-Allel-Frequenzen in der Patienten- gegeniber 23,2% in der Vergleichsgryps0{;
OR=1,54). Es zeigte sich eine signifikante Assoziation des TT-GenotyperzdPatienten mit

arterieller Hypertonie @..=0,035), was in Tab. 6 demonstriert wird.
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Tab. 6: GNB3-(C825T)-Polymorphismus bei mannlichen Patienten mit areeridilpertonie
und mannlichen Blutspendern unter Annahme eines kodominanten genetischen

Modells
Hypertoniker Blutspender
Gen Genotyp Pexact
n % n %
Rlele 30 47,6 87 56,1 1) vs. 2) vs. 3)
ONBS et 26 41,3 64 41,3
(C825T) ' : 0,035
STT 7 11,1 4 2,6

Unter Annahme eines dominanten Modells (CT+TT vs. CC) fir das mutante T{ahelen
sich keine signifikanten Unterschiede bei Untersuchung der mannlichemdppken (p=0,295;
OR=1,4). Eine statistisch signifikante Assoziation der homozygoten Musitéger unter den
mannlichen Patienten gegentiber der ménnlichen Vergleichsgruppe ergam&ciAnnahme
einer rezessiven Wirkung des T-Allels (TT vs. CT+CGxF0,015; OR=4,7). Diese Resultate

sind in Abb. 11 aufgefihrt.
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Abb.11: GNB3-(C825T)-Polymorphismus bei mannlichen Patienten mit artertéyipertonie
und der mannlichen Vergleichsgruppe unter Annahme eines rezessiven gemetische
Modells fur das T-Allel

Bei den weiblichen Patienten mit arterieller Hypertonie betrug digl&&requenz nur 20,6%

gegenlber 28,0% in der weiblichen Vergleichsgruppe (p=0,489; OR=0,67).
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Das Erkrankungsalter der Patienten variierte zwischen den Genotypgenmy. Die arterielle
Hypertonie manifestierte sich bei den Tragern des CC-Genotyps mitt3f)6L Jahren, bei den
heterozygoten T-Allel-Tragern mit 316 11,8 Jahren und bei den homozygoten Tragern des
T-Allels mit 35,4+ 7,7 Jahren. Zur Beantwortung der Frage, ob insbesondere junge Patienten
(Erkrankungsalter < 40 Jahre) mit arterieller Hypertonie Trager dgamten GNB3-(C825T)-
T-Allels waren, wurden sie mit entsprechenden Blutspendern verglichenHDehstalter der
gesunden Vergleichsgruppe musste auf < 45 Jahre festgesetzt werdeneweifrthhme eines
Patienten in die vorliegende Studie eine Erkrankungsdauer von mindestensef aEhEin-
schlusskriterium verlangte. Die Patienten konnten somit zum Zeitpunkddexhgefiihrten
Untersuchung ebenfalls ein Alter von < 45 Jahren erreichen. Eine Assozatischen diesen
jungen Subgruppen lie3 sich nicht nachweiser.{p0,714). Die Gegenlberstellung der
Untergruppe von Patienten (n=29) mit einem spateren Erkrankungsbedi@irdéhre) und dem
Teil der Vergleichsgruppe (n=123), der auch im Alter wod5 Jahren gesund war, ergab eine
signifikante Assoziation der homozygoten Mutationsvariante zu den Ratienit arterieller
Hypertonie (p«=0,021). Es existierten keine signifikanten Unterschiede in der Alters-
(p=0,116) und Geschlechtsverteilung (p=0,621). Die Abb. 12 veranschaulicht diesbBegie
graphisch.
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Abb.12: GNB3-(C825T)-Polymorphismus bei Patienten mit einem Manifestatiensd#r
arteriellen Hypertonie 40 Jahre und dem Teil der Vergleichsgruppé5 Jahre unter
Annahme eines kodominanten genetischen Modells
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Unter Annahme eines rezessiven genetischen Modells fir das T-Allel §TTT+CC) besta-
tigte sich der signifikante Zusammenhang zwischen der homozygoten Mutantéeuraite-
riellen Hypertonie bei einem Erkrankungsalter40 Jahre (R..=0,013; OR=9,52). Fir die
Gesamtheit der GNB3-(C825T)-T-Allel-Trager zeigte sich dieseogisgion in einem domi-
nanten genetischen Ansatz (CT+TT vs. CC) nicht (p=1).

Bezuglich einer familidren Belastung durch arterielle Hypertonie lemirtnerhalb der Patien-
tengruppe nur geringfligige Differenzen zwischen den Genotypen der betrofRatemten

(CC 48,9% vs. CT 38,3% vs. TT 12,8%) und den nicht pradisponierten Patienten
(CC 54,5% vs. CT 39,4% vs. TT 6,1%;.4p=0,679) gefunden werden. Auffallend war jedoch
das doppelt so haufige Vorkommen einer positiven Familienanamnese bei desrnl diy
homozygoten TT-Variante.

Die Hohe des BMI zwischen den Genotypen des GNB3-(C825T)-Polymorphismus urgdrschi
sich nur geringfligig: CC 28,8 5,6 kg/nt vs. CT 28,1+ 4,7 kg/nt vs. TT 29,5+ 5,4 kg/nt. Die
Ergebnisse sind mittel8pxplots”in Abb. 13 veranschaulicht.
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Abb. 13: GNB3-(C825T)-Polymorphismus: Vergleich des BMI bei den einzelnen Genotypen

Eine getrennte Untersuchung von méannlichen und weiblichen Patienten wiesM#idagig-

keit zwischen der Hohe des BMI und den Genotypen auf.

Bei 42 Patienten war die interventrikulare Septumdicke als Mafl3 fur enksventrikulare
Hypertrophie echokardiographisch untersucht worden. Es ergaben sich keinkkasigen
Unterschiede zwischen den Genotypen: CC 14,2,9 mm vs. CT 12,3t 2,7 mm vs.

TT 10,8+ 1,7 mm. Lediglich Patienten mit dem CT-Genotyp zeigten eine Tendenz zur He
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hypertrophie (pa.=0,348) mit einer Ventrikelseptumdicke von mindestens 12 mm. Wurde ein
dominantes genetisches Modell (CT+TT vs. CC) zugrunde gelegt, so war Alsl Tenden-

ziell haufiger bei Patienten mit einer linksventrikularen Hypertroptoehanden[CT+TT
61,9% (n=13) vs. CC 38,1% (ng8yerglichen mit denen ohne diese KomplikatippT+TT
47,6% (n=10) vs. CC 52,4% (n=11); p=0,536; OR=]L,79

Der aktuelle systolische Blutdruck am Tag der Aufnahme in die Studie war hélidgern des
GNB3-(C825T)-T-Allels (CT+TT) signifikant niedriger (12821 mmHg) als bei den Patienten
mit dem CC-Genotyp (13% 30 mmHg; p=0,047; Cl = 0,15 - 26,23). Diese Assoziation ver-
scharfte sich bei alleiniger Betrachtung der mannlichen PatientenTCT22+ 19 mmHg vs.

CC 142+ 31 mmHg; p=0,011; CI = 4,53 - 3,83). Beziiglich des aktuellen diastolischen Blut-
druckes zeigten sich bei den Patienten mit dem mutanten T-Allel eletéadenziell niedri-
gere Werte (CT+TT 7& 15 mmHg vs. CC 82 18 mmHg; p=0,338; Cl = -4,32 — 12,39). Die
gleiche Tendenz ergab sich bei alleiniger Untersuchung der Méanner (CT+ET137mmHg

vs. CC 85t 18 mmHg; p=0,095; Cl=-1,38 — 16,48).

Die von einer koronaren Herzkrankheit betroffene Untergruppe der Hypertqniké®) zeigte

eine tendenzielle Haufung der T-Allel-Trager (CT+TT) des GNB3-(C825d#Rorphismus
(p=0,314; OR=1,8). Der Anteil der Mutationstrager war noch héher in der Gruppe, die einen
akuten Myokardinfarkt Gberlebt hatten (p=0,119; OR=2,26). Im koronaren Befallsmus
ergaben sich keine Unterschiede zwischen den Genotypen (p=0,965). Die 2itdPatias der
Gesamtgruppe, die sich einer PTCA unterziehen mussten, waren tendbéziédjer Trager

des mutanten T-Allels (63% CT+TT vs. 37% CC; p=0,098; OR=2,4). Bezliglich der Metwe
digkeit einer ACVB/IMAB waren nur geringe Unterschiede zwischen dendBgen festzu-
stellen (p=0,641).

Alle in Tab. 1 aufgefuihrten Laborparameter wurden auf Assoziationen zum CBaFmor-

phismus defs-Untereinheit des G-Proteins untersucht. Bei den Natriumserumspiegelnesr
sich signifikant niedrigere Werte bei Patienten mit einem T-Alddb. 14 gibt eine Ubersicht
dieser Ergebnisse. Mit Hilfe einer logistischen Regressionsanatysete ein moglicher Ein-
fluss von Medikamenteneinnahmen auf die Hohe des Natriumserumspiegels ihndenal

Patientengruppe ausgeschlossen werden.
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Abb.14: GNB3-(C825T)-Polymorphismus: Natriumkonzentration im Serum in Abharigigke

vom Genotyp

Die Serumspiegel des Kaliums zeigten gegensatzliche Tendenzen. Deat&a mit dem

homozygoten Mutationsgenotyp wiesen mit 44834 mmol/l die hochsten und diejenigen mit

dem homozygoten Wildtyp mit 4,38 0,48 mmol/l die niedrigsten Serumkonzentrationen auf.

Deutliche Unterschiede waren in der Héhe der Triglyzeride im Serum zurfiridie Patienten

mit dem T-Allel zeigten signifikant h6here Werte. Diese Ergebnissesifdh. 7 aufgefuhrt.

Tab. 7: GNB3-(C825T)-Polymorphismus: Triglyzeridkonzentrationen im SeruAbhéngig-
keit vom Genotyp

Laborwert
Triglyzeride

(mmol/l)

Genotyp Mittelwert S p Cl
ce 1,78 072  1yvs 20018 -0,86—(-0,086
2CT 225 091  1yvs 30514 086- 043
ITT 1,99 110 2)us 30510 -054— 1,07
YCT+TT 2,20 093  1vs 40.028 0,80 (0,047

Ahnliche Tendenzen wiesen die Serumspiegel des Total-Cholesteroldjrajieohne das Sig-

nifikanzniveau zu erreichen, auf.
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4.2.3. Der C659T-Polymorphismus des Angiotensinogens

In der Gruppe der Patienten mit arterieller Hypertonie wurde bei 69,7% (n=53) deh€CC
27,6% (n=21) der CT- und bei 2,6% (n=2) der TT-Genotyp des AGT-(C659T)-Polymorphismus
detektiert. Gegenuber der Vergleichsgruppe: CC 76,6% (n=151); CT 22,3% (n=44); TT 1,0%
(n=2) war eine tendenzielle Haufung der Genotypen mit dem mutanten T-Alledlbgiff
(Pexac=0,286). Die T-Allel-Frequenz betrug in der Hypertonikergruppe 16,4% und in der Ver-
gleichsgruppe 12,2% (p=0,207; OR=1,42). Aufgrund einer zu geringen Fallzahl in der Gruppe
der TT-Genotypen war eine logistische Regression zur Prifung der UnabhdndegkErgeb-

nisse von Alter, Geschlecht und den anderen untersuchten Genpolymorphismendgtibh.m
Unter der Annahme einer Dominanz des T-Allels (CT+TT vs. CC) ergab &iehtendenzielle
Haufung der T-Allel-Trager in der Patientengruppe gegeniber der Vergheighse (p=0,277;
OR=1,42). Diese Ergebnisse sind in Abb. 15 dargestellt. Auf Untersuchungeezassiven
Wirkung des T-Allels (TT vs. CT+CC) wurde aufgrund der Seltenheit diesesohggoten
Genotyps in der Patienten- und Vergleichsgruppe verzichtet. Alle weitstatistischen
Berechnungen zum AGT-(C659T)-Polymorphismus basieren auf der Annahme eines domi-
nanten genetischen Ansatzes (CT+TT vs. CC).

80
70
60 -
50
% 40/
30
20
10+

mHypertoniker
I Blutspender

CcC CT+TT

Hypertoniker Blutspender
Gen Genotyp p OR
n % n %

AGT- vCceC 53 69,7 151 76,6 2vs. 1)
1,42

(C659T) 2ACT+TT 23 30,3 46 23,4 0,277

Abb. 15: AGT-(C659T)-Polymorphismus bei Patienten mit arterieller Hypeztand der Ver-
gleichsgruppe unter Annahme eines dominanten genetischen Modells fiir das T-Allel
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Die Untersuchung der méannlichen Subgruppe ergab mit 17,5% eine tendenziell hhere Fre-
quenz des mutanten T-Allels in der Patienten- gegeniber 14,1% in der Verglejghsg
(p=0,371; OR=1,29). Die T-Allel-Frequenz der weiblichen Patienten mit atteriHypertonie

war mit 12,5% gegeniber 4,9% in der weiblichen Vergleichsgruppe ebenfalls terddenzie
erhoht (p«c=0,217; OR=2,79). Die weiblichen Patienten zeigten eine tendenziell (p=0,600;
OR=1,5) und die Gruppe der gesunden weiblichen Blutspender eine statistischkaignif
(Pexac=0,022; OR=3,2) niedrigere Frequenz des mutanten T-Allels gegeniiber beiden mannli-
chen Untergruppen.

Im Rahmen der durchgefiihrten Untersuchungen wurden verschiedene Altersgroplysied.
Dabei zeigte sich eine signifikante Assoziation des AGT-(C659T){€lé\lzu der Subgruppe
der Patienten (n=29) mit einem spateren ErkrankungsbegindO( Jahre) gegeniiber der
= 45-jahrigen Vergleichsgruppe (n=123;4=0,003). Das héhere Alter der gesunden Blut-
spender begrindet sich aus der Mindesterkrankungsdauer von 5 Jahren bei deerPatient
arterieller Hypertonie. Die Alters- und Geschlechtsverteilung eaés beiden Gruppen zeigte
keine signifikanten Unterschiede. Die Assoziation des AGT-(C659T i@lsAzu den Patienten
mit einem Manifestationsalter der arteriellen Hypertorid0 Jahre bestétigte sich unter der
Annahme eines dominanten genetischen Ansatzes (p=0,002; OR=4,4). In Abb. 16 sind diese
Resultate graphisch aufbereitet. Der Vergleich der Patienten meme Erkrankungs-
alter < 40 Jahre mit den gesunden Blutspendern < 45 Jahre zeigte keine Uatischder
Verteilung der Genotypen des AGT-(C659T)-Polymorphismus (p=0,156; OR=0,52).
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Abb. 16: AGT-(C659T)-Polymorphismus bei Patienten mit einem Manifestatimnsder arte-

riellen Hypertonie= 40 Jahre und dem Teil der Vergleichsgruppd5 Jahre unter
Annahme eines dominanten genetischen Modells fur das T-Allel

Eine Prifung innerhalb der Gruppe der Patienten mit arterieller Hypertoged exine signifi-
kante Assoziation des mutanten AGT-(C659T)-T-Allels zu den im hd6heren nsalter

erkrankten Patientere(40 Jahre) gegeniiber den Patienten mit einem sehr friihen Manifestati-

onsalter (< 40 Jahre; p=0,018; OR=3,6). Diese Ergebnisse sind in Abb. 17 dargestellt.
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Abb.17: AGT-(C659T)-Polymorphismus bei Patienten mit arterieller Hypertomig einem

Manifestationsalter < 40 gegeniber40 Jahre unter Annahme eines dominanten

genetischen Modells fur das T-Allel

Das durchschnittliche Erkrankungsalter der 53 Patienten mit der Wildtypitaigin CC des

AGT-(C659T)-Polymorphismus betrug 31429,8 Jahre, wahrend die 23 T-Allel-Trager signi-
fikant spater (36,% 11,6 Jahre) erkrankten (p=0,046). Dieses Ergebnis ist in Abb. 18 demons-

triert.
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Abb. 18: AGT-(C659T)-Polymorphismus: Manifestationsalter der arterigdgpertonie unter
Annahme eines dominanten genetischen Modells fur das T-Allel
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Bei Vorliegen einer familiaren Hypertoniebelastung (n=47) war das Mstafensalter der
arteriellen Hypertonie allerdings unabhéangig vom AGT-(C659T)-PolymorphisBas durch-
schnittliche Erkrankungsalter betrug in dieser Gruppe bei den PatientedemitCC-Genotyp

31,9+ 8,5 Jahre und bei den T-Allel-Trégern 3%,63,0 Jahre (p=0,943).

Patienten mit einer arteriellen Hypertonie und einer positiven Fanghamnese zeigten eine
Tendenz zum homozygoten CC-Genotyp (CT+TT 23,3% vs. CC 76,7%) gegeniber den
Patienten ohne eine familiare Belastung (CT+TT 39,4% vs. CC 60,6%; p=0,141; OR=2,15).

Der BMI unterschied sich zwischen den homozygoten C-Allel- und allerll@-Arégern nur
geringfigig: CT+TT 27,9+ 4,0 kg/nt vs. CC 28,8+ 5,6 kg/nt (p=0,532). Auch in einer
geschlechtsgetrennten Untersuchung fanden sich keine Assoziationehawier Hohe des
BMI und den Genotypen.

Bezuglich der diastolischen interventrikularen Septumdicke ergalobrksine genotypabhan-

gigen Unterschiede (CT+TT 11473,2 mmvs. CC 11,# 2,5 mm; p=0,924).

Der Vergleich der 59 Hypertoniker mit einer KHK mit den gesunden Blutspenzigigte eine
tendenzielle Haufung des T-Allels in der Koronargruppe (p=0,165; OR=1,6). Innerhalb der
Patientengruppe ergab sich nur eine minimale Tendenz des T-Allels zur kard#arzkrank-

heit (p=0,580; OR=1,6). Bei den 12 Patienten mit arterieller Hypertonie, diehgeitig an
einer hamodynamisch wirksamen Stenose Aderia carotis und/oder an einer arteriellen
Verschlusskrankheit litten, fiel eine Tendenz zum mutanten T-Allel aefddss Signifikanzni-
veau aber nicht erreichte.{p=0,058; OR=4,3).

Eine Analyse der medikamentésen Behandlung in Beziehung zum AGT-(C659T)-Pelymor
phismus ergab eine signifikant haufigere Einnahme von lipidsenkenden Peipaet den
Patienten mit dem mutanten T-Allel (p=0,001; OR=6,14). Eine Hypercholestero|#0id 16;
OR=2,58) und eine Hypertriglyzeridamie (p=0,072; OR=3,69) bestanden anamnestisch und
zum Aufnahmezeitpunkt in die vorliegende Studie tendenziell haufiger bei denlTFAdtErn.

Die Lipidparameter TC und Lp(a) — in beiden Gruppen oberhalb des Referentimsreic
HDLC und LDLC, diea-Cholesterol-Fraktion in der Lipidelektrophorese sowie Apo Al und B
zeigten bei der genotypspezifischen Untersuchung keine signifikanten sdiniiede. Die
Patienten mit dem mutanten T-Allel wiesen in der Lipidelektrophorese &ndenziell hthere
Praf-Cholesterol-Fraktion und eine signifikant niedriggteCholesterol-Fraktion sowie ten-
denziell hdhere Triglyzeride auf. Diese Resultate sind in Tab. 8 aufgefDie H6he der
Lipidparameter war unabhangig von der Lipidsenkereinnahme.
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Tab. 8: AGT-(C659T)-Polymorphismug§- und PraB-Cholesterol-Fraktion der Lipidelektro-
phorese und Triglyzerid-Serumspiegel in Abhangigkeit vom Genotyp unter Annahme
eines dominanten genetischen Modells fir das T-Allel

Laborwert Genotyp Mittelwert S p Cl
B'ChOIQSterOI D CcC 48,4 8,1 2)vs. 1)
2) 0,56 — 9,00
(%) CT+TT 43,7 8,0 0,027
Praf-Chole- P CC 26,7 8.2 2. 1)
2) -8,62 — 0,29
sterol (%) 7 CT+TT 30,9 9,3 0,066
Triglyzeride Y CC 1,88 0,88 2)vs. 1)
-0,77 - 0,09
(mmolll) 2 CT+TT 2,22 0,77 0,120

In der speziellen Gerinnungsanalyse fanden sich nach Ausschluss derdPamgnéntikoagu-
lanzientherapie (Heparin- und Cumarinderivate) signifikant erhdhte Faktdrlasmaspiegel
bei den AGT-(C659T)-T-Allel-Tragern (p=0,049). Des weiteren zeigtea drager des
mutanten T-Allels tendenziell hthere Plasmaspiegel diiMakroglobulin (p=0,071). Fr
Fibrinogen, PAI-1, Protein C, Protein S-Aktivitdt und insbesondere ATrbbhben sich keine
Unterschiede. Die Verteilung des Faktors VIl zwischen den Genotypen idsryittexplots”in

Abb. 19 veranschaulicht. Der Faktor VIl ist kein normal verteiltes Maak Aus diesem Grund

wurde kein 95%-Konfidenzintervall fir den Mittelwert angegeben.

150

140 o

130 o

120 o

110 o

100 o

g 90 o
§ 80 =
g 70 RS
@©
LL 60
N = 35 15
CcC CT+TT
Laborwert Genotyp z HSR (R Q) p
Faktor VII bcc 100,0 90,0 — 109,0 2)vs. 1)
(%) ACT+TT 137,0 98,0 — 143,0 0,049

Abb.19: AGT-(C659T)-Polymorphismus: Faktor VII-Plasmaspiegel nach Ausschber
Patienten mit Antikoagulanzientherapie in Abhangigkeit vom Genotyp unterbAnea
eines dominanten genetischen Modells fir das T-Allel
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4.2.4. Der C242T-Polymorphismus deg22-phox

Die Genotypen dep22-phox(C242T)-Polymorphismus zeigten in der Gruppe der Patienten
mit arterieller Hypertonie verglichen mit den gesunden Blutspendernt@mkenzielle Haufung
des CT-Genotyps. Diese Ergebnisse waren in der logistischen Regisasalyse unabhangig
von Alter, Geschlecht und den anderen untersuchten Genpolymorphismgfd{p ORugjustier)

und werden in Abb. 20 dargestellt.
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Abb. 20: p22-phox¢C242T)-Polymorphismus bei Patienten mit arterieller Hypertonie und der
Vergleichsgruppe unter Annahme eines kodominanten genetischen Modells

Bei den Patienten mit arterieller Hypertonie war die T-Allel-Fraguenit 33,1% geringfugig
hoher als in der Vergleichsgruppe mit 30,3% (p=0,543; OR=1,14). Unter der Annahme einer
dominanten Wirkung des T-Allels (CT+TT vs. CC) fand sich eine Haufung deathurtstrager

in der Patientengruppe (p=0,142; OR=1,52). In Abb. 21 ist dieser Zusammenhang veranschau
licht.
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Abb. 21: p22-phox(C242T)-Polymorphismus bei Patienten mit arterieller Hypertonie und der
Vergleichsgruppe unter Annahme eines dominanten genetischen Modells fir das
T-Allel

Eine geschlechtsabhangige Untersuchung der Genotypenverteilung bestéatibemdidmz des
mutanten T-Allels im dominanten genetischen Modell (CT+TT vs. CC) zariatlen Hyper-

tonie bei Mannern (p=0,291; OR=1,43) und Frauen (p=0,385; OR=1,93). Sowohl in der
Patienten- (29,4% gegenlber 34,1%) als auch in der Vergleichsgruppe (25% gegeniber 31,6%)
wiesen die weiblichen Subgruppen tendenziell niedrigere T-Allel-Frequeatgedie mannli-

chen Untergruppen auf. Homozygote Trager g22-phox¢C242T)-T-Allels (TT vs. CT+CC)

waren hingegen seltener bei den Hypertonikern anzutreffen (p=0,294; OR=0,44).

Das Erkrankungsalter der Patienten mit arterieller Hypertonie wofitiers sich zwischen den
Genotypen nur unerheblich (CC 336 10,6 Jahre vs. CT 33, 11,0 Jahre vs.
TT 34,3+ 5,5 Jahre). Beziglich einer familiaren Pradisposition fur eine aterigypertonie

lielBen sich nur geringe Differenzen zwischen den Genotypen fests{ph®,640; OR=1,36).
Aufgund der Seltenheit der homozygoten Mutationstrager wurde fir alle weistatistischen

Berechnungen ein dominantes genetisches Modell (CT+TT vs. CC) verwendet.

Hinsichtlich beeinflussbarer Risikofaktoren fir eine friihzeitige Adlklerose wiesen die

Trager des T-Allels (16,& 14,0, pack years®) unter den Patienten mit einer arteriellen Hyper-

tonie eine signifikant geringere lebenslange Rauchbelastung als die Patient dem
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CC-Genotyp (23,5t 18,6 ,pack years") auf (p=0,043). Der BMI unterschied sich in der
Gesamtgruppe nur wenig (CT+TT 28t14,5 kg/nt vs. CC 29,4+ 6,2 kg/nt; p=0,273). Aller-
dings hatten die weiblichen Patienten mit dem T-Allel einen tendenzietlrigeren BMI als
diejenigen mit dem CC-Genotyp (CT+TT 24,3,2 kg/mi vs. CC 30,% 8,0 kg/n%; p=0,051).

Die diastolische interventrikulare Septumdicke als Malf3 fir eine Herztrgphie zeigte zwi-
schen derp22-phox(C242T)-Genotypen nur geringe Differenzen (CT+TT 1%,3,8 mm vs.

CC 11,9+ 2,7 mm,; p=0,648).

Unterschiede in der Verteilung der Genotypen zwischen den Patiententerieber Hyper-
tonie und KHK (p=0,552; OR=1,2) bzw. nach Uberleben eines akuten Myokardinfarktes
(p=0,870; OR=1,1) und der gesunden Vergleichsgruppe fanden sich nicht. Die Untersuchung
innerhalb der Patientengruppe ergab eine tendenzielle Verminderung des miitaiels bei
Patienten mit einer koronaren Herzkrankheit (p=0,190; OR=0,43) sowie nach biregies
akuten Myokardinfarktes (p=0,104; OR=0,43) gegenlber den Patienten ohne diese ldemplik
tionen (siehe Abb. 22). Diese Resultate waren unabh&ngig vom Aufnahmealteatazitéh

mit arterieller Hypertonie.

80
70
60 -

50 mAMI

%
40+ O kein AMI
30
20
10

CcC CT+TT

AMI kein AMI
Gen Genotyp p OR
n % n %

p22-phox- “YCC 21 45,7 9 26,5 2)vs.1)
(C242T) ACT+TT 25 54,3 25 735 0,104

0,43

Abb. 22: p22-phox¢C242T)-Polymorphismus bei Patienten mit arterieller Hypertonie mit Z.n.
akutem Myokardinfarkt gegeniiber den Patienten ohne diese Komplikation unter
Annahme eines dominanten genetischen Modells fur das T-Allel

Koronare Mehrgefal3erkrankungen waren bei den Patienten mit arteHgpertonie und KHK
tendenziell haufiger mit dem mutantgp22-phox(C242T)-T-Allel assoziiert (Ra.=0,252;
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OR=2,8). Entsprechend wurde signifikant haufiger bei den Tragern des B Alielkoronar-
chirurgischer Eingriff (ACVB/IMAB) durchgefiihrt, verglichen mit den Patienten mit dem
homozygoten Wildtyp (p=0,034; OR=3,7). Abb. 23 demonstriert diese Resultate gtadbasc
Ergebnis war unabhangig vom Manifestationsalter der arteriellen Hypeytemm Geschlecht
und den anderen untersuchten Genpolymorphismen. Allerdings wiesen die Patilmtgich
bereits einer chirurgischen Intervention unterziehen mussten, einikagrihdheres Alter bei
der Aufnahme in die vorliegende Studie auf (ACVB/IMAB 528 6,0 Jahre vs. keine
ACVB/IMAB 47,2 £ 6,0 Jahre; p<0,001). Bezuglich der Durchfiihrung einer PTCA fanden sich

zwischen den Genotypen bei den Patienten mit arterieller Hypertonie ukdKekhe Unter-
schiede (p=0,797; OR=0,86).

80 -
70+
60
50+
% 404
30+
20+
10+

mACVB/IMAB
O keine ACVB/IMAB

cC CT+TT

keine
ACVB/IMAB

Gen Genotyp ACVB/IMAB p OR
n % n %
p22-phox- VCC 7 25,9 18 56,3 2vs. 1)

3,7
(C242T) 2CT+TT 20 74,1 14 43,7 0,034

Abb.23:p22-phoxtC242T)-Polymorphismus bei Patienten mit arterieller Hypertonie und KHK
mit und ohne der Notwendigkeit einer ACVB/IMAB unter Annahme eines dominanten
genetischen Modells fur das T-Allel

Auf Assoziationen zurp22-phox¢C242T)-Polymorphismus wurden alle in Tab. 1 aufgefuhrten

Laborparameter gepruift. Insbesondere bezglich aller Lipidwerte konntee kkiterschiede

zwischen den Genotypen festgestellt werden. Die Untersuchung speg@temungspara-

meter nach Ausschluss der Patienten mit Antikoagulanzientherapie (@dmad Heparinde-
rivate) zeigte signifikant niedrigere Plasmakonzentrationen deslP@di den Tragern des
mutanten T-Allels (p=0,048). Tab. 9 gibt dariiber eine Ubersicht. Alle weit@erinnungspa-

rameter wiesen keine Differenzen zwischen den Genotypen auf.
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Tab. 9:p22-phoxfC242T)-Polymorphismus: PAI-1-Plasmaspiegel nach Ausschluss der
Patienten mit Antikoagulanzientherapie unter Annahme eines dominanten geeetis
Modells fur das T-Allel

Laborwert Genotyp Mittelwert S p Cl
PAI-1 hCC 4,96 421 2)vs.1)
0,01 -3,53
(E/mI) ACT+TT 3,19 1,97 0,048

4.2.5. Potenzielle Interaktionen zwischen den untersuchten Genpolynpiismen

Durch Bildung von Genclustern wurde eine mdgliche Beeinflussung der anatysi€en-
polymorphismen untereinander untersucht. Ein gemeinsames Vorliegen desemuiahliels
des GNB3-(C825T)- und dg®22-phox{C242T)- zusammen mit der homozygoten Wildtypva-
riante des AGT-(C659T)-Polymorphismus zeigt eine tendenzielle Haufung bei ateanten
mit arterieller Hypertonie (p=0,097; OR=1,8). Dieser Zusammenhang ist in Abb. 24téditge

90+
80
70+
60
on 501 m Hypertoniker
%
40+ [1Blutspender
30+
204
10 -
0
Gencluster 1 Gencluster 2
Hypertoniker Blutspender
Gencluster p OR
n % n %
1) GNB3-(C825T): CT+TT
AGT-(C659T): CC 17 22,4 27 13,6
p22-phox(C242T): CT+TT 1) vs. 2) 18
. 0,097 ’
2)alle Ubrigen 50 776 171 864
Genvariationen

Abb.24: Gencluster aus GNB3-(C825T): CT+TT, AGT-(C659T): PE2-phox(C242T):
CT+TT im Vergleich mit allen anderen Genvariationen bei Patienténarterieller
Hypertonie und gesunden Blutspendern

Die gemeinsame Existenz des T-Allels des GNB3-(C825T)- in Verbindung mitjeleeiligen
CC-Genotyp des AGT-(C659T)- und22-phox¢C242T)-Polymorphismus scheint eine
Schutzwirkung vor einer arteriellen Hypertonie auszutiben. Diese Kombina#osignifikant
seltener in der Gruppe der Patienten mit arterieller Hypertonie zu finden (p=0R3@,35).
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5. Diskussion

5.1. Der C825T-Polymorphismus def3:-Untereinheit des G-Proteins

Der GNB3-(C825T)-Polymorphismus wurde durch eine systematische Untersuchung der
Mechanismen entdeckt, die einer erhéhten Aktivitat der in allen Zelgmimierten Isoform 1

des Na/H*-Austauschers unterliegen, welche bei 30 — 50% der Patienten mit essentiell
Hypertonie gefunden wurde [29], [123]. Transgene Mause mit einer Uberexpression des
Na‘’/H*-Austauschers entwickelten eine salzsensitive arterielle Hypiertmit verminderter
Natrium- und Urinausscheidung sowie erniedrigten Plasmarenin- und Aldosterolspiéye

In Zellkulturen mit durch Ebstein-Barr-Viren immortalisiertenrhghoblasten von Patienten
mit arterieller Hypertonie persistierte die erhthte Aktivitdt des/NaAustauschers nach
Serumstimulation [108]. Eine Mutation sowie eine Uberexpression der mRNA @esgort-
proteins konnten ausgeschlossen werden [108]. Immortalisierte Lymphoblasieryperto-
nikern mit einer erhdhten Né&1"-Austauscher-Aktivitat zeigten nach Stimulation pptatelet
activating factor* (PAF) und Somatostatin einen erhohten intrazellularen Kalziumanstieg
sowie eine vermehrte Inositoltriphosphatbildungs{@fAdung), verglichen mit den normoten-
siven Kontrollen mit einer normalen N&*-Austauscher-Aktivitat [52], [110], [127]. Ein PAF-
Stimulation fuhrte bei den Zellen mit einer erhohtenN&-Austauscher-Aktivitat weiterhin zu
einer vermehrten Proliferation, erhéhten DNA-Synthese und schnelleren Pdesatgizyklus
sowie,in vitro* zu einer vermehrten Immunglobulinbildung [109], [121].

Alle erhobenen intrazellularen Befunde konnten nicht allein mit einer erhdlgsfid*-Aus-
tauscher-Aktivitat erklart werden. Insbesondere gingen die Unterschigidehen normoten-
siven und hypertensiven Zelllinien nach Behandlung mit Pertussistoxin )(R&MXoren, was

auf eine Signaltransduktion Gber den Gi-Typ der G-Proteine, welcher vonR®&Eptoren
genutzt wird, hinwies [127]. Untersuchungen an Hautfibroblasten mit Lysophospreisad
Sphingosin-1-Phosphat als Agonisten PTX-sensitiver Gi-Proteine flihrtemem eignifikant
erhdhtem intrazellularen Kalziumanstieg, einer vermehrtegiBilung sowie einer Erhéhung
der DNA-Synthese bei den Zelllinien der Hypertoniker im Vergleich zu desher Normoto-
niker [98]. Dieser Effekt war nach PTX-Vorbehandlung vollstandig aufgehoben [98].

Eine Mutation oder Uberexpression der in den menschlichen Hautfibroblasten umghby

blasten exprimierten @,, Gais, GB:;- und @B.-Untereinheiten konnte ausgeschlossen
werden [98].

Siffert et al. identifizierten eine G T Substitution an der Nukleotidposition 825 der cDNA der

ubiquitar exprimiertenfs-Untereinheit der Gi-Proteine von Hypertonikerzelllinien, die bei

Zelllinien der Normotoniker nicht nachgewiesen werden konnte [128]. Die PhRuktrte
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Bindung von[**S]GTPyS — als Marker der G-Protein-Aktivitat — war bei Vorliegen der CT- und
TT-Genotypen signifikant erhdht gegentber dem CC-Genotyp [128].

Es zeigte sich eine statistisch signifikante Assoziation des G(IBR5T)-T-Allels mit der
arteriellen Hypertonie [9], [10], [32], [128]. Die Beziehung war abhangig vonZiessammen-
setzung der Studiengruppen und den Rechenmodellen. Siffert et al. fanden in rippe @on
426 Hypertonikern und 427 Normotonikern, bei denen die Geschlechtsverteilung nicht tber
einstimmte, bei Vorliegen des TT-Genotyps gegeniiber dem CC-Genotyp diks fRiseine
Hypertonie etwa verdoppelt (p=0,03; OR=1,79) [128]. Beige et al. beschrieben eias etw
niedrigere Héhe dieser Assoziation (TT vs. CC: OR=1,5) [9]. Unter Annahmes elami-
nanten genetischen Modells (CT+TT vs. CC) betrug der OR 1,44 [128]. Auch in detiggh
pradisponierten Gruppe von Benjafield et al. wurde eine signifikante Agdgmrizum
GNB3-(C825T)-T-Allel beschrieben (p=0,000016; OR=2,3) [10].

Die vermehrte Aktivitat der mit der SpleiRvariant@4= in Verbindung stehenden Gi-Proteine
kdnnte durch eine Stérung der Interaktion derund By- Untereinheiten bedingt sein [128].
Ableitend von den zellularen Mechanismen einer erhdhten Aktivitat deéPrGeine ist eine
langsame Entwicklung einer arteriellen Hypertonie durch erhdhte Putiidarder Media- und
der Kardiomyozyten mit Entwicklung einer Gefaf3- und Myokardhypertrophie amsehébin-
lichsten.

In der vorliegenden Studie einer mitteldeutschen Population betrug die Frequenmutmten

T-Allels der Bs-Untereinheit des G-Proteins bei den Patienten mit arterieller Hyper29,4%

und in der Vergleichsgruppe 24,3%. Die T-Allel-Frequenz der Normotoniker wurde durch
Untersuchungen an Populationen gleicher ethnischer Zusammensetzung und &hnlihrem A
bestétigt [10], [9], [128]. Bei Untersuchung jingerer gesunder Individuen fandbrhéitere
T-Allel-Frequenzen [124]. Allerdings beinhalteten diese Gruppen wahrsdteialich poten-
zielle Patienten mit arterieller Hypertonie im spateren Lebensalter

Eine signifikante Assoziation des GNB3-(C825T)-T-Allels zur Gesangige der mitteldeut-
schen Patienten mit arterieller Hypertonie konnte in der vorliegendé&eitAnicht nachge-
wiesen werden (p=0,238; OR= 1,3). Ahnliche Ergebnisse ergaben sich in Unterseichangy
Snapir et al. und Brand et al. [12], [129].

Es zeigte sich aber eine statistisch signifikant erhdhte Frequenz hoatezydutationstrager
des GNB3-(C825T)-Polymorphismus bei unseren mitteldeutschen Patientenrterielker
Hypertonie (p«.=0,042; OR=3,0). Hengstenberg et al. beschrieben in einer Bevdlkerungs-
untersuchung von 2052 Personen die hochste Pravalenz der arteriellen Hypert®atdrgen

mit dem homozygoten TT-Genotyp (41,8%), verglichen mit den heterozygotdielFiAagern
(36,6%) und den Patienten mit dem CC-Genotyp (32,7%) [59]. Diese Assoziation wigrde i

besondere bei Mannern gefunden [59]. In der vorliegenden mitteldeutschen Uhterglkam
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das GNB3-(C825T)-T-Allel wie bei Turner et al. in der mannlichen Patiemterze (31,7%)
deutlich h&ufiger vor als bei den weiblichen Patienten (20,6%) mit esdentiglyper-
tonie [137]. In der mannlichen Untergruppe unserer mitteldeutschen Population lag unt
Annahme eines rezessiven genetischen Modells eine signifikante Assioziar Hypertoniker
zum homozygoten TT-Genotyp vorep=0,015; OR=4,7). Die Existenz eines 825T-Allels ist
nach zellularen,in vitro* -Studien ausreichend, um durch alternatives Spleil3gpsGund
damit den Phanotyp der erhdhten G-Protein-Aktivitéat zu erzeugen [128]. Entsgrd der vor-

liegenden klinischen Fall-Kontroll-Studie mit mitteldeutschen Patienind gesunden Blut-

spendern scheinen neben der T Substitution beider Allele an der cDNA-Position 825 des
GNB3 geschlechtsspezifische Kofaktoren fir die Entwicklung einer ialtem Hypertonie
notwendig zu sein.

Die Vermutung, dass eine erhdhte Aktivitat des PTX-sensitiven Gi-Potiei Vorliegen des
mutanten T-Allels des GNB3-(C825T)-Polymorphismus [128] zu einer sehr frideeiMani-
festation der arteriellen Hypertonie beitragt, bestatigte sichiniserer mitteldeutschen Unter-
suchungsgruppe nicht. Das Gegenteil war der Fall. Eine ausschliel3lichectBetg der
Patienten mit einem spateren Manifestationsalter4( Jahre) gegentber der alteren Ver-
gleichsgruppeX 45 Jahre), entsprechend dem Mindestalter, das zum Einschluss in die Patien-
tengruppe dieser Studie genligt hétte, ergab eine signifikante Assoziatidromezygoten
Mutationsvariante zu den Patienten mit arterieller Hypertonig.£®,021). Dies weist darauf
hin, dass die GNB3 C T Substitution an Position 825 vielmehr mit einer sich im mittleren
Lebensalter manifestierenden arteriellen Hypertonie assozitefflisDies unterstreicht die
Vermutung, dass der untersuchte Polymorphismus proliferative Mechanismenfiusstj die

zur Entwicklung einer arteriellen Hypertonie beitragen kdnnen.

Die T-Allel-Frequenzen zeigen erhebliche Unterschiede zwischen IegzeBevilkerungs-
gruppen. Schwarzafrikaner weisen mit 74 — 91% die hdchsten T-Allel-Frequendd124].
Dong et al. bestatigten mit 79,2% die T-Allel-Haufigkeit und fanden einetgeshtsunabhan-
gige signifikante Assoziation des T-Allels (OR=3,71) zur arterielldypertonie in dieser
Bevolkerungsgruppe [32]. Ebenfalls hohe Frequenzen (66 — 72%) fanden sich bei Flen®
nien, z.B. Buschménnern, Pygmé&en, australischen Aborigines und Ureinwohnermapoa- P
Neuguinea [124] sowie jungen kanadisch@jirCree (50%) [58]. Mittlere T-Allel-Frequenzen
von 42 — 52% ergaben sich in der asiatischen Bevolkerung bzw. von 45 — 56% itarbfitt
Osten und Nordafrika [124]. Assoziationen zwischen dem T-Allel und derielitar Hyper-
tonie konnten in der japanischen Bevdlkerung nicht nachgewiesen werden [63])raB3r
kaukasischen Bevolkerung ergaben sich T-Allel-Frequenzen von 21 — 38% B&4Men-
schenaffen wie Gorilla, Orang-Utan und Schimpansen ist das T-Allel nathweisbar [124].
Daraus kann gefolgert werden, dass der Austausch C gegen T an der PositionZ3&aum
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von vor 2,5 Millionen bis 150.000 Jahren stattgefunden haben muss [124]. Der
GNB3-(C825T)-Polymorphismus unterstiitzt die 1962 beschrieb#méty genotype hypo-
thesis. Das heil3t, dass Gene, die die Salzretention und Fettakkumulation erhéhem kdnne
einen entscheidenden Uberlebensvorteil bei unseren Jager- und SammigeroHatten, aber
zum Nachteil in der westlichen Zivilisation mit einer zeitigen Eitdung von Adipositas,

Hypertonie und Diabetes mellitus werden [91].

Innerhalb der gesamten mitteldeutschen Patientengruppe konnten bezlgécHamnilidren
Pradisposition zwischen den Genotypen des GNB3-(C825T)-Polymorphismus nurfiggigag
Unterschiede gefunden werden. Benjafield et al. untersuchten eine kaukasisatterdRatuppe

mit einer hohen genetischen Belastung (beide Eltern an arteriellentdppe erkrankt) gegen-
Uber einer gesunden Vergleichsgruppe und fanden eine signifikant erhéhte Fstplenz
(43%) in der Hypertonikergruppe (p=0,000016; OR=2,3) [10]. Interessanterweise waren di
T-Allel-Frequenzen bei den mannlichen (46%) und den alteren (47%) Patiertéanmiiarer
Veranlagung am hdchsten [10].

Nur geringfigige Unterschiede in der Hohe des BMI zwischen den Genotypen des
GNB3-(C825T)-Polymorphismus zeigten sich bei unseren mitteldeutschemteat mit arte-
rieller Hypertonie. Bei adiptésen Normo- und Hypertonikern wurde eine sigmifilkerhdhte
Aktivitat des Nd/H*-Austauschers festgestellt [28]. Su et al. beschrieben eine Lipidakkumul
tion und adipogenetische Konversion bei Uberexpression des-Typ der G-Proteine an
Stammzellen von Mausembryonen [130]. Transgene Mause mit eineimMangel waren

schlank [125]. Bei gemeinsamem Vorkommen der Untereinheitein @d @Bs-s in PTX-sen-
sitiven G-Proteinen lag eine erhdhte Signaltransduktion vor [128].

Junge normotensive kaukasische Manner zeigten bei bestehender Adipositas 2BMg/n¥)
hohere GNB3-(C825T)-T-Allel-Frequenzen (47,7%) als normalgewichtige (BN2b<kg/nt)
Manner (29,5%) [124]. Diese Tendenz adiptser junger normotensiver Manner zum T-Allel
bestand auch bei einer chinesischen und einer afrikanischen Gruppe. Auffaendass die
l&ndliche afrikanische Bevdlkerung ein signifikant niedrigeres Korpeigd als die stadtische
Bevdlkerung aufwies [124]. Dies weist auf die Bedeutung der Interaktion von éltfaktoren
und genetischer Pradisposition hin. Die beschriebenen zellularen und epidésaiotoy
Beobachtungen kénnten auf eine Assoziation des T-Allels zur Adipositas mit sitte im
Verlauf entwickelnden arteriellen Hypertonie hindeuten.

Bei Patienten mit einer arteriellen Hypertonie fanden sich ebenflsifikant hohere
GNB3-(C825T)-T-Allel-Frequenzen (40,0%) bei Vorliegen einer Adipositas I(BN30 kg/nr)
als bei schlanken Patienten (BMI < 25 kd{n23,8%; p=0,015) [125]. Bei Vorliegen des
TT-Genotyps wurden die hdchsten BMI beobachtet [124], [125]. Auch Poch et al.rzeigen
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signifikant héheren BMI bei Vorhandensein des T-Allels bei Patienten rtérialler Hyper-
tonie. Die T-Allel-Trager wiesen unabhangig vom BMI im Serum signifikathere Nuchtern-
insulinspiegel, im oralen Glukosetoleranztest héhere Werte nach 120 Minuteziruhdheres
glykosyliertes Hamoglobin verglichen mit den Patienten ohne T-Allél[200]. Diese Ergeb-
nisse lassen auf eine gesteigerte Insulinresistenz unabhangig vom BMatheitEn mit einer
arteriellen Hypertonie und dem GNB3-(C825T)-T-Allel schlieRen [100]. Dzédaal. ent-
deckten signifikant (OR=1,6) hdhere T-Allel-Frequenzen in einer Patignippe mit Diabetes
mellitus Typ Il als in der gesunden Vergleichsgruppe [33]. Die mutante flavee kam aber
bei den hypertensiven Diabetikern signifikant haufiger vor (OR=2,94), wa&iae Assozia-
tion des T-Allels allein zur arteriellen Hypertonie hinweist [33].

Andere Studien ergaben jedoch keine Unterschiede in den Genotypen- und Allelimen bei
Hypertonikern mit und ohne Adipositas [10], [12], [117], [129] und kein Risiko fur die Ent-

wicklung eines Diabetes mellitus [9].

Der pathogenetische Mechanismus der linksventrikularen Hypertrophie istakialriell. Er
involviert hdmodynamische und nichthamodynamische Faktoren wie das sympatNische
vensystem und das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System [100]. Die linksualéne Hyper-
trophie ist ein unabhéngiger Risikofaktor fir die Morbiditat und Mortalitat vandiovasku-
laren Erkrankungen. Der Echokardiographie kommt dabei eine prognostische Bedeutung
zu [79]. De la Sierra et al. beschrieben eine erhdhtgHNaAustauscher-Aktivitat in Erythro-
zyten bei Patienten mit einer die essentielle Hypertonie begleiteintesvéntrikularen Hyper-
trophie [27]. In Hautfibroblasten mit dhnlichem Rezeptorenbesatz wie Kardinytgn wurde

bei Zelllinien von Hypertonikern eine deutlich vermehrte Zellproliferation dekiiart [98].

In einer Untersuchung von 86 Patienten mit arterieller Hypertonie saheh &oal. bei
Patienten mit dem CT- und TT-Genotyp signifikant gré3ere linksventnikuéinddiastolische
Durchmesser, eine hohere posteriore Wanddicke sowie einen hoheren linksiérerikMas-
senindex (OR=3,0) [99]. Die interventrikuldre Septumdicke war beim Veadgleééer Genotypen
nicht signifikant unterschiedlich [99]. Zwei weitere Studien fanden keiagso&iation zwischen
dem GNB3-(C825T)-Polymorphismus und der linksventrikularen Struktur und Funktion be
Patienten mit arterieller Hypertonie [118], [120]. In unserer mitteldshen Population zeigten
sich bei der Analyse der verschiedenen Genotypen bezilglich der interuéirgik Septum-
dicke keine Unterschiede. Es fiel aber eine tendenzielle Haufung des IB-Bdeden Patienten
mit einer linksventrikularen Hypertrophie verglichen mit denen ohne die$®wlo@ische Ver-
anderung auf (p=0,536; OR=1,79).

Der am Tag der Aufnahme der Patienten in diese Studie gemessene dyetalitrielle Blut-

druck war bei den Patienten (p=0,047) — hier insbesondere bei den Mannern (p=0,011) — mit
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dem T-Allel des C825T-Polymorphismus des GNB3 signifikant niedriger. Destaliache

Blutdruck zeigte eine ahnliche Tendenz (p=0,338). Die Anzahl der antihypertensiedikav

mente ergab zwischen den Genotypen keinen signifikanten Unterschie@{3¥ Allerdings

kann eine unterschiedliche Aggressivitat der medikamentésen Behandlungnbeemehie-

denen Genotypen sowie ein eventuell besseres Ansprechen auf bestimmtariviadik bei

Patienten mit dem T-Allel nicht ausgeschlossen werden. Interessaigerwurden tendenziell
weniger Diuretika bei den Patienten mit dem GNB3-(C825T)-T-Allel eseget. Turner et al.
berichteten bei der Behandlung von Patienten mit arterieller Hypertorti@ maziddiuretika

von einer mit der Anzahl der T-Allele statistisch signifikant zunehmerBlemdrucksenkung
unabhéngig von Geschlecht und Rassenzugehdrigkeit [137].

Die Hohe des systolischen und diastolischen Blutdruckes war in einer Wielza Studien

zwischen den Genotypen identisch [9], [12], [99], [124], [129]. Nur Schunkert edmadleh bei

Patienten mit dem mutanten T-Allel signifikant erhohte diastolischedBlekwerte, die durch

das Vorliegen einer vaskularen Hypertrophie erklart werden kénnten [117].

Naber et al. wiesen bei Patienten mit KHK (n=585) eine signifikant htheeguenz des
potenziell pathogenen T-Allels in der Gruppe mit berlebtem AMI nach [89]. An8&udien
konnten keine Assoziation der KHK und des AMI zum GNB3-(C825T)-Polymorphismus
beschreiben [12], [59]. Baumgart et al. beobachteten bei der intrakoronarere®abeselek-
tiven a.-Agonisten, dessen Signaltransduktion tber PTX-sensitive G-Proteingteréine
signifikant gréRere Reduktion des koronaren Blutflusses bei Vorhandensein dastenut
T-Allels. Die koronare BlutfluBreduktion war signifikant groRer bei Page mit einer KHK
verglichen mit den Patienten ohne KHK [6]. Des weiteren wurde eine erhbletmataktische
Aktivitat der neutrophilen Granulozyten bei Existenz der Spleil3variaftesGachgewiesen,
was bei Einrissen atherosklerotischer Plaques von Bedeutung sein kénnte [d4&3hrEpos-
tuliert werden, dass insbesondere Patienten mit einem geschadigten rglef#iée und einer
durch das T-Allel verdnderten Signaltransduktion der Gi-Proteine auf horfaoRaktoren
verstarkt reagieren und damit fur ein koronares Akutereignis pradisponigrt si

Die vorliegende mitteldeutsche Studie konnte eine Tendenz des T-Allels zur kemoHarz-
krankheit (p=0,314; OR=1,8) und zum akuten Myokardinfarkt (p=0,119; OR=2,26) bei
Patienten mit arterieller Hypertonie demonstrieren. Unterschiedeoimniaren Befallsmuster
fanden sich nicht (p=0,965). Patienten, die sich einer PTCA unterzogen hattem, tgaden-
ziell haufiger T-Allel-Trager (p=0,098; OR=2,4). Daraus kdnnte man schlieGass diese
Patienten haufiger einer perkutanen Intervention zugangliche StenoseeisariwOperative
Korrekturen an den KoronargefaRen waren nicht seltener nétig (p=0,641).

Morrison et al. zeigten bei einer kaukasischen Bevolkerungsgruppe eimiéksinte Assozia-

tion des T-Allels zu klinischen ischamischen Hirninfarkten [87].
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Bei den Patienten mit dem mutanten GNB3-(C825T)-T-Allel fanden sich irrenamittel-
deutschen Population signifikant niedrigere Natriumserumspiegel. Insbesotidgehomozy-
goten T-Allel-Trager wiesen ein signifikant verringertes Matr auf (p=0,011). Die erhdhte
Aktivitat des an der apikalen Seite des Nierentubulus befindlichevH4#ustauschers wird
durch den NaGradienten angetrieben, der durch die basolaterat&kNATPase erzeugt wird,
und fir eine vermehrte Nd&reabsorption verantwortlich ist [29], [75]. Die aktive Natriumre-
tention wird von einer passiven Wasserriickresorption begleitet, dieimem verminderten
Urinvolumen sowie einem vermehrten Blutvolumen einhergeht und die Ursacldiefiint-
stehung eines Volumenhochdruckes sein konnte. Da d&HNAustauscher ubiquitar expri-
miert wird und in jeder Korperzelle fur die pH-Homoostase verantwortlsthkommt es bei
erhohter Austauscheraktivitat zu einer intrazellularen Natriumakikaton. Beide Mecha-
nismen konnten die signifikant erniedrigten Natriumserumspiegel bei denoZygmten
T-Allel-Tragern mit einer erhohten Gi-Protein-Aktivitat erkéi, da die postulierte Uberakti-
vitat des N&H*-Austauschers zu einer Natriumverarmung des Extrazellularraumes und eine
Natriumtberladung des Intrazellularraumes fiihren wirde. Allerdings kann ibeddiegenden
medikamenttsen Kombinationstherapie der Patientengruppe mit ihren zum Teilaonbek
pathophysiologischen Wirkungen ein diesbeziglicher Einfluss nicht ausgeschlassden,
zumal die Patienten mit dem T-Allel leicht erhdhte Kaliumserumspiegéiten. Letzteres
Ergebnis fand sich auch in einer japanischen Gruppe von Patienten mitelteHyper-
tonie [63]. Bei einer erhdhten Aktivitat auch der W&-ATPase im Nierentubulus ware ein
vermindertes Kalium im Serum erklarbar. Dies wurde von Delva et al. belsehrj28].
Patienten mit dem T-Allel wiesen in der mitteldeutschen Untersuchungpg signifikant
hohere Triglyzerid- und tendenziell héhere Cholesterolwerte auf. Die Ergebimisder Lite-
ratur sind widerspriichlich. Benjafield et al. konnten in einer kaukasisGreppe von gene-
tisch pradisponierten Patienten mit arterieller Hypertonie keine rsciéde zwischen den
Genotypen fir Cholesterol, Triglyzeride, HDLC und LDLC finden [10]. In eij@yanischen
Studie wurde hingegen ein signifikant erhdhtes Cholesterol bei den T-Adglern
beschrieben [63]. Die Unterschiede kénnten durch die Untersuchung in genetrschiee

denen Populationen begriindet sein.

Bezlglich des C825T-Polymorphismus dérUntereinheit des G-Proteins wurden in allen
Teilaspekten widerspriichliche Studienergebnisse in der Literatur pig€rseDaraus ergibt sich
die Hypothese, dass eine erhdhte G-Protein-Aktivitat, bedingt durch das GBEZS()-
T-Allel, nur bei einer bestimmten Gruppe von Patienten mit einer atlemi¢lypertonie eine
Relevanz hat. Diese Gruppe konnte noch nicht eindeutig identifiziert werden. [Bgeh die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit nahe, dass das T-Allel bei hyperterdémmern und in
der Altersgruppe zwischen 40 und 55 Jahren eine pathogenetische Bedeutung besitzt.
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5.2. Der C659T-Polymorphismus des Angiotensinogens

Die pathologische Bedeutung des lebenswichtigen, physiologischen Renin-Angiefgssi
tems fur die arterielle Hypertonie, die Restenose nach Angioplastie aditake Hypertrophie
und das ventrikulargRemodelling” nach Myokardinfarkt liegt spatestens seit dem erfolgrei-
chen Einsatz der ACE-Hemmer und Angiotensin ll-Rezeptor-Antagonistedid®sin Erkran-
kungen nahe [48]. Durch Komponenten des RAS kdnnen 15 — 20% der Blutdruckverénde-
rungen begrindet werden [144].

Kimura et al. sahen bei transgenen Mausen mit einer Uberexpression viem-R&T einen
signifikant erh6hten Blutdruck [72]. Eine signifikant positive Korrelatiomischen der Plas-
makonzentration des Angiotensinogens und dem diastolischen Blutdruck beschrieber W
et al. [144]. Kim et al. wiesen bei Mausen einen progressiven AnstieBldema-AGT-Spiegel
mit zunehmender Anzahl der AGT-Gen-Kopien nach. Auch hier war zwischen deriekete
Blutdruck und dem Angiotensinogen eine positive Korrelation nachweisbar [7lierexpe-
rimentellen Studien flhrten AGT-Antikdrper zu einer Senkung und eine InfusionAngio-
tensinogen zu einer Erhohung des arteriellen Blutdruckes [43], [84]. Desrereiteurden
erhohte AGT-Plasmakonzentrationen bei hypertensiven Nachkommen vom f&itarterieller
Hypertonie beobachtet [147].

Hypertensive Geschwisterpaare — inshesondere mit schwerer agterigfiertonie — zeigten in
genetischen Kopplungsanalysen signifikant haufiger die gleiche FrequenticRepeats”
fur einen hoch polymorphen Mikrosatelliten am 3"-Ende des AGT-Gens, als uliesnarten
gewesen ware [18], [19], [67]. Diese Ergebnisse weisen auf einen bedeut&msienmenhang
zwischen dem AGT-Gen und der essentiellen Hypertonie hin. Eine européisatiie $tit
Geschwisterpaaren aus 350 Familien und eine chinesische Untersuchung mit StviSe
terpaaren konnten das Ergebnis der oben beschriebenen Kopplungsanalysen nicht besta
tigen [11], [93]. Mdgliche Grunde fir diese Differenzen sind unterschiedlichegp@enzu-
sammensetzungen beziglich Erkrankungsschwere, genetischer Belastulignifestations-
alter sowie die Zugehdrigkeit zu unterschiedlichen ethnischen Gruppen.

Jeunemaitre et al. wiesen eine signifikante Assoziation des AGT-(T)8Ragmorphismus und
der in der vorliegenden Arbeit untersuchten-T Substitution an der Position 659 des
AGT-Gens zur arteriellen Hypertonie bei genetisch préadisponierten hdéserpaaren
nach [67]. Die beiden Marker unterlagen einem kompletten Kopplungsungleiatigd@7]. In
einer weiteren Kopplungsanalyse fand sich kein Beweis, dass einer gend®phismen signi-

fikant mit der arteriellen Hypertonie assoziiert ist [18].

In der vorliegenden Untersuchung einer mitteldeutschen Population zeigtmgit6,4% eine
tendenziell héhere Frequenz des mutanten T-Allels des AGT-(C659T)-Polymogshiarder
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Gruppe der Patienten mit arterieller Hypertonie gegentber der Vergheighze mit 12,2%
(p=0,207; OR=1,42). Die T-Allel-Frequenzen der Gruppe der gesunden Blutspender und der
kaukasischen Vergleichsgruppen vorangegangener Studien warenacldrghe]il8], [42], [67],

[134]. In den ethnischen Gruppierungen der Kaukasier, der Asiaten aus Japan nadGhie

der Schwarzafrikaner ergaben sich @hnliche Haufigkeiten des mutantdiel3 (zwischen

6 und 18%), wobei die hdchste Frequenz bei einer genetisch isolierten nordansetikasni
Sekte Hutterite Brethref auftrat [18], [57], [64], [67], [112], [119]. Bezlglich der Assoziation

des AGT-(C659T)-Polymorphismus zur essentiellen arteriellen Hyperigid@gen die bishe-

rigen Studien widersprichliche Ergebnisse auf. Neben Jeunemaitre ehatek Hegele et al.

bei den nordamerikanischetutterite Brethreneine signifikante Assoziation des T-Allels zur
arteriellen Hypertonie und zur Hohe des systolischen Blutdruckes bei Mannetnmdok
tieren [58], [67]. In japanischen Bevolkerungsgruppen zeigten Morise. éh aler Gesamt-
gruppe und Iso et al. in der Gesamtgruppe, bei den Frauen und bei einem Erkrankungs-
alter < 55 Jahre eine signifikante Assoziation der Patienten mit eltegriHypertonie zum
mutanten T-Allel [64], [86]. In einer Vielzahl von Untersuchungen in der kaidanen, chine-
sischen, arabischen und schwarzafrikanischen Bevélkerung konnte keinrdeshang zwi-
schen dem AGT-(C659T)-Polymorphismus und der arteriellen Hypertonie gefundeteny

[18], [34], [36], [66], [94], [112], [134], [141], [145].

Eine geschlechtsspezifische Analyse in unserer mitteldeutschen Studieatpmpergab eine
tendenzielle Haufung des AGT-(C659T)-T-Allels insbesondere in der weiblidbeter-
gruppe (pxac=0,217; OR=2,79) — weniger in der ménnlichen Subgruppe (p=0,371; OR=1,29) —
bei den Patienten mit arterieller Hypertonie gegentiber der Vergleighsg. Die Frequenz des
mutanten T-Allels war bei den weiblichen Patienten tendenziell (p=0,6001(3Rand bei den
weiblichen Blutspendern signifikant {g=0,022; OR=3,2) niedriger als in den mannlichen
Untergruppen. Auch in der chinesischen Studie von Iso et al. fand sich in deotoorem
weiblichen Vergleichsgruppe mit 6% eine geringere T-Allel-Frequenzratder ménnlichen
Subgruppe (9%; OR=1,4) [64]. Frauen zeigten hthere AGT-Plasmakonzentratisridaraier
[67], [111], was auf eine physiologische Ostrogen-induzierte Synthese zuriickgefiaen
konnte. Ostrogene reduzieren den renalen Blutfluss [83]. Dies hat einendemt@ Nierenper-
fusion mit einer vermehrten Freisetzung von Renin zur Folge [105]. Eine Abdieigider
AGT-Plasmakonzentration von C659T-Polymorphismus wurde bisher nicht nachgeé&y,
[111]. Unter der Voraussetzung einer pathogenetischen Bedeutung des AGT-(C658T)-Pol
morphismus fir die essentielle Hypertonie kdnnte das Fehlen des T-Allels aeéerrrein
Selektionsvorteil sein. Hinweise darauf sind die niedrigeren T-Alelguenzen bei Frauen

sowohl in der Patienten- als auch in der Vergleichsgruppe der mitteldeutscheni®opulat
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In unserer mitteldeutschen Population zeigte sich eine signifikanteozisd®on des
AGT-(C659T)-T-Allels zu dem Teil der Hypertoniker mit einem spaterakr&kungsbe-
ginn (= 40 Jahre) gegenlber der 45 jahrigen Vergleichsgruppe (p=0,002; OR=4,4). Das
Mindestalter der gesunden Blutspender musste auf 45 Jahre festgelegt weedetie Auf-
nahme eines Patienten in die vorliegende Studie eine Erkrankungsdauer von temades
5 Jahren als Einschlusskriterium verlangte. So hatten auch die Ratiegit Durchfihrung der
Untersuchung mindestens ein Alter von 45 Jahren erreicht. Innerhalb dentBagjeippe fand
sich eine signifikante Assoziation des mutanten T-Allels zu den im héhesbensalter
erkrankten Patientere(40 Jahre; p=0,018; OR=3,6). Iso et al. wiesen bei einer hypertensiven
Patientengruppe mit einem Erkrankungsalter < 55 Jahre eine signifikasteziABon zum
T-Allel nach (p<0,05; OR=2,5), was bei einem Manifestationsatt&s5 Jahre nicht gezeigt
werden konnte (OR=1,5) [64]. Gleichzeitig wurde ein hoherer Salzkonsum in dernunge
Patientengruppe beobachtet. Dies war Anlass zu der Hypothese, dass sich b&8diohguhr
und genetisch bedingt aktiviertem RAS eine Hypertonie im jungen Alterfestiert [64]. Ein
Zusammenhang des AGT-(C659T)-Polymorphismus mit einem Erkrankungsalter ghd® J
konnte in einer spanischen Untersuchung nicht dokumentiert werden [34]. WeitererAntieite
Patienten, bei denen sich die arterielle Hypertonie in sehr jungem Let@mnsalnifestierte,
sind nicht vorhanden. Ausgehend von den Ergebnissen der vorliegenden mittdidaugsadie
kdnnte der C659T-Polymorphismus des AGT-Gens bei einer Subgruppe von Patienten zwi-
schen 40 und 55 Jahren Bedeutung haben.

Entsprechend den bereits beschriebenen Resultaten in unserer mittéldeRatientengruppe
zeigte sich ein signifikant hoheres Erkrankungsalter bei den T-Aliagern (p=0,046). Bei
isolierter Betrachtung der Patienten (n=47) mit familidrer genetisBhédisposition war das

Manifestationsalter unabhangig vom Genotyp des AGT-(C659T)-Polymorphismus (p=0,943)

Dies weist darauf hin, dass die Wirkung der-@ Substitution an Position 659 in dieser stark
betroffenen Patientengruppe gering ist.

Der funktionelle Einfluss des AGT-(C659T)-Polymorphismus auf die Aktivitéd &AS ist

unklar [18]. Die untersuchte Variante befindet sich in einiger Distanz zurifsstelle des

Renins und der Promotorregion [18]. Am ehesten scheint es moglich, dass-dieSQbstitu-

tion an Position 659 des AGT-Gens durch ein Kopplungsungleichgewicht mit Vemiater
Promotorregion die Plasmakonzentration des AGT beeinflussen kann [20].

In der 5"-Region und im AGT-Gen sind etwa 20 Polymorphismen bekannt. Die iasisozdes
T842C-Polymorphismus im Exon 2 (Proteinpolymorphismus M235T) zur arteriellen Hyper
tonie ist am besten untersucht. Ein Teil der Untersuchungen kaukasisgbenjsigher und
afrikanischer Populationen wies eine signifikante Assoziation des mutdn#dlels zur arte-
riellen Hypertonie nach [67], [66], [69], [114], [145]. Andere Studien fanden keinesa-



Diskussion 52

menhang [18], [35], [64], [94], [112], [133], [141]. Die Plasmakonzentration des Angibtens
nogens war bei den homozygoten T-Allel-Tragern signifikant am héchsten[B7]]. Gegen
das mutante T-Allel des T842C-Polymorphismus als Risikofaktor flr eindelléeHypertonie
spricht die hohe T-Allel-Frequenz (Japan 76 — 78%) in Populationen mit einer readPigiva-
lenz und das seltenere Vorkommen (Kaukasier 36 — 38%) in Bevdlkerungenraitehen
Pravalenz der essentiellen Hypertonie [94]. In Haplotypenanalysen rwigige Varianten
C659T und T842C ein absolutes Kopplungsungleichgewicht auf. Der Haplotyp AGT-659T-
842C ergab hierbei eine signifikante Assoziation zur arteriellen Hyper@&iig§7].

Eine Vielzahl der Polymorphismen des AGT-Gens befindet sich in der 5 -Regina.bedeu-
tende Rolle in der Regulation der Expression der AGT-mRNA spielt eae-acting“-
Sequenz zwischen TATA-Box und Initiationsstelle der Transkription an iBosig5 - (-1) —

das sogenanntAGT gene core promoter element YAGCEL) [149]. Sie ist Bindungsstelle
des Transkriptionsfaktors AGCF1AGT gene core promoter element binding factoy [ilt49].
Jeunemaitre et al. wiesen mit einer > 97%igen Konkordanz das gemeinsakmmvieen der
Mutanten G-6A und T842C nach [66]. Zwei weitere Studien bestatigten das absappe
lungsungleichgewicht [141], [145]In vitro“- Analysen demonstrierten, dass die-@ Sub-
stitution an Position -6 die basale Transkriptionsrate des AGT-Gens erBhtKlinische
Untersuchungen mit kaukasischen und japanischen Patienten zeigtergeifikagite Assozia-
tion zwischen dem G-6A-Polymorphismus und der arteriellen Hypertonie [66], .[12ig]
beschriebene Mutation kdnnte aufgrund der G-6A/T842C-Kopplung die kausale Ursache der
Assoziation des T842C-Polymorphismus mit erhdhten AGT-Plasmakonzentratimakeder
essentiellen Hypertonie sein. Ishigami et al. beschrieben eine &mymiéi Korrelation zwischen
der A- C Substitution an Position -20 und der arteriellen Hypertonie sowie erhohasme}
konzentrationen des AGT [62]. Andere Studien zeigten kontroverse Ergebaisék [133].

Ein signifikantes absolutes Kopplungsungleichgewicht wiesen Sato diratli¢é Haplotypen
T842C/A-20C und T842C/C-18T — aber nicht fir A-20T/C-18T — nach [114]. Fur die Poly-
morphismen C-18T (T protektiv), C-776T und G-793A wurde eine Assoziation mit der art
riellen Hypertonie beschrieben. Insbesondere fur die beiden letztgenanntenoRziysmen
erscheint eine Bedeutung unwahrscheinlich, da eine Deletion der Nukleotide -12323} dig
Promotoraktivitat des menschlichen AGT-Gens nicht signifikant verar@@rt[p6], [114].

Die Regulation des AGT-Gens ist komplex. Eine Interaktion der bekannten Polymueptia
Exon 2 (C659T und T842C) und dem regulatorischen AGCEL1 ist nach den beschriebenen
Haplotypenanalysen wahrscheinlich. Die Auswirkungen auf das Renin-Angio{8gstem mit
einer veranderten Expression von Angiotensinogen und die Pathogenese eizeitgjainani-
festierenden arteriellen Hypertonie missen in weiterfihrenden Adgo®studien untersucht

werden.
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Neben dem anhand der Plasmakonzentration des Angiotensinogens messbaremezidar
RAS, das insbesondere fir die Regulation kurzfristiger kardiorenaler Semurggantwortlich
Zu sein scheint, gibt es in vielen Geweben ein lokales gewebestandiy8. Dieses ist an
langfristigen trophischen Effekten wie der Proliferation von Media- Kaddiomyozyten sowie
der Induktion von Transkriptionsfaktoren beteiligt, die zur Pathogenese weiellen Hyper-
tonie und anderen kardiovaskularen Stérungen wie Herzhypertrophie und KHKgeeitra
kdnnen [13], [62]. Das RAS wird gewebespezifisch reguliert [17]. Dies hafblge, dass bei
der Beurteilung der Relevanz des untersuchten Polymorphismus lokale Auswinkimge
Bereich der GefalRe als Zielorgane der Blutduckregulation bertcksicimibin weitere Unter-

suchungen mit einbezogen werden mussen.

Adip6se Manner wiesen eine zweifach erhéhte AGT-mRNA-Expression imgdvetbe
auf [142]. Ein Einfluss des RAS auf die Entwicklung einer Adipositas erscheint adabglich.
In unserer mitteldeutschen Patientengruppe ergaben sich nur geringectiegeszwischen
dem BMI und den Allelfrequenzen des AGT-(C659T)-Polymorphismus (p=0,532) t\MeSK.
fanden bei den Patienten mit arterieller Hypertonie und einem BMI > 25%gjme signifikant
hohere C-Allel-Frequenz als in der Vergleichsgruppe [141], wahrend bei Tiett die Trager
des potenziell pathogenen AGT-(C659T)-T-Allels mit einem BMI < 26 Kgéme hohere Pra-

valenz der arteriellen Hypertonie als die homozygoten C-Allel-Tragariesdn [134].

Bei hypertensiven Ratten waren die Spiegel kardialer AGT-mRNAifgignt erhoht [132].
Sowohl in unserer mitteldeutschen Patientengruppe (p=0,924) als auch in eiferchér@ren
Studie fanden sich bei den Hypertonikern keine Differenzen in der Genotypeiweg des
AGT-(C659T)-Polymorphismus zwischen Patienten mit und ohne linksventréid§pertro-
phie [34].

Ein Hauptrisikofaktor fir die Morbiditat und Mortalitdt der KHK ist die aitdle Hypertonie.
Die Haufigkeit des AGT-(C659T)-T-Allels in der mitteldeutschen Popatatinterschied sich
zwischen den Patienten mit einer arterieller Hypertonie, die an éhi¢ (n=59) erkrankt
waren, und solchen ohne diese Komplikation nur wenig (p=0,580; OR=1,6). Verschiedene
Studien mit kaukasischen und asiatischen Bevolkerungsgruppen konnten ksimeation des
AGT-(C659T)-Polymorphismus zur koronaren Herzerkrankung und dem nicht-leidyen
kardinfarkt nachweisen [24], [36], [42], [74], [134]. Christiakov et al. zeighingegen eine
Beziehung des T-Allels zur Manifestation eines Myokardinfarktes und mlsVentrikularen
Hypertrophie [22].

In unserer Untersuchung mitteldeutscher Patienten mit arteriellerrtdype fiel eine tenden-
zielle Haufung des AGT-(C659T)-T-Allels bei den Hypertonikern mit einembdynamisch
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wirksamen Stenose deArteria carotis und/oder einer arteriellen Verschlusskrankheit auf.
Dieses Ergebnis erreichte das Signifikanzniveau jedoch nichi.#p,058; OR=4,3). Eine
Assoziation des AGT-(C659T)-Polymorphismus mit cerebralen und periphdreroskleroti-
schen Manifestationen wurde in der Literatur bisher nicht beschrieben. Diedvissmen der
Forderung der Atherosklerose durch Angiotensinogen sind durch die Wirkungen des Ang |
erklarbar. Wie berichtet, fihrt der AGT-(C659T)-Polymorphismus nicht zurdtnedhung der
Plasmakonzentration des Angiotensinogens [67]. Mdglicherweise ist dag Ig&&i3standige
RAS mit unbekannten Regulationsmechanismen fur die Ang II-Wirkungen — habjitséizber
den AT;-Rezeptor — wie Induktion von Zellmigration, Mitose der glatten GefaRelasken,
erhohte Synthese von Kollagen Typ | und lll in Fibroblasten mit der Folge d&iff8&andver-
dickung und Fibrose verantwortlich [39]. Ang lI-Rezeptor-Inhibitoren kénnen diesieologi-

schen Prozesse aufhalten.

In unserer mitteldeutschen Population fielen bei der Analyse spezieflgni@ingsparameter
der Hypertoniker nach Ausschluss der Patienten mit Antikoagulanzienthdtégparin- und
Cumarinderivate) signifikant héhere Faktor VII-Plasmaspiegel bei dégefn des potenziell
pathogenen AGT-(C659T)-T-Allels auf (p=0,049). Diese Assoziation wurde noemgsr,
wenn Patienten mit Antikoagulanzientherapie einbezogen wurden (p=0,006). Daanbek
Pathophysiologie erklart diesen Zusammenhang nicht. In Abhéngigkeit vonoEtmiyibn
(Vitamin K1) wird der Faktor VII in der Leber gebildet. Unter der BehandlurigVitamin K-
Antagonisten kommt es zur Verminderung der Faktor VII-Aktivitat. Phyllnon wird als
lipophiles Molekil vor allem in Triglyzerid-reichen Lipoproteinen transg@tt[76]. In der
vorliegenden Arbeit wiesen die AGT-(C659T)-T-Allel-Trager tendelhziéhere Triglyzerid-
spiegel auf. Eine mdglicherweise erhdhte Transportkapazitat fir Phyllockiimorte zu einer
effektivereny-Carboxylierung des Faktors VII fihren. Gegen diese Annahme spricht jedoch,
dass die weiteren Phyllochinon-abhangigen Gerinnungsfaktoren wie Protein @euRdotein
S-Aktivitat keine Korrelation zum AGT-(C659T)-Polymorphismus zeigten.
Angiotensinogen gehort zur Superfamilie der Serinproteaseinhibitoren, diausdiepatischen
Antiproteasen und Plasmatransportproteinen zusammensetzen [40]. Dasseu @ieippe
gehdrende AT Il zeigte keine Beziehung zum AGT-(C659T)-Polymorphismus bei amser
mitteldeutschen Patienten mit arterieller Hypertonie. Von dem aus 45@&0%8&uren beste-
henden Angiotensinogen-Glykoprotein wird flr die Aktivierung des RAS ledighim Deka-
peptid des N-terminalen Endes bendtigt [48]. Die Funktion des Restmolektisl&r unklar,
eine physiologische Wirkung erscheint moglich. Bei den Tragern des mutaridiel3 des
AGT-(C659T)-Polymorphismus kdnnte z.B. eine reduzierte Antiproteasendktiditrliegen,
die zu erh6hten Faktor VII-Plasmakonzentrationen fuhrt [148].
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Die Mechanismen der Regulation der AGT-Transkription sind nach wie voraunkiwieweit
sich diese auf die Entwicklung der arteriellen Hypertonie auswirken und webtleed@bei der
AGT-(C659T)-Polymorphismus spielt, muss durch weitere Untersuchungen atkgekirden.

Entsprechend den kontroversen Studienergebnissen bleibt -die 8ubstitution an Position
659 moglicherweise ohne funktionelle Auswirkungen. Das genaue Zusammenspidemit
Polymorphismen in der ACGE1-Region muss uberprift werden.

5.3. Der C242T-Polymorphismus dep22-phox

Eine Verminderung der vom Endothel abhangigen Vasodilatation durch InaktivieaumdNO

ist ein Charakteristikum zeitiger Stadien der Atherosklerose [1]D vermindert die Adha-
sion von Monozyten und neutrophilen Granulozyten an das Endothel, die Plattchenadhasion
und Aggregation, inhibiert die Proliferation der Mediamyozyten sowie digrédion und die
oxidative Modifikation des LDL [150]. Superoxidradikale inaktiviereNO sehr schnell und
reduzieren damit seine Effektivitat als Vasodilatator [68]. Durch eir@hte Produktion von

* O, wird die Bioverfiigbarkeit vor NO vermindert. Daraus resultiert eine ,endotheliale Dys-
funktion“, die bei der arteriellen Hypertonie, der Atherosklerose, der Hypmesterolamie,
dem Diabetes mellitus und bei Rauchern zu beobachten ist [73].

Bei Kaninchen mit Hypercholesterolamie kam es neben einer vermehrterRé¥Eptor-
Expression zu einer signifikant erhéhten NADH-Oxidaseaktivitat im Endiaté&eAorta sowie
einer vermehrten Superoxiderzeugung. Diese Effekte waren aber nach Eadtgraling oder
Behandlung mit dem Flavoproteininhibitor DPI aufgehoben [146]. Die Inhibition der

AT -Rezeptoren fuhrte sowohl zu einer reduziert@™-Produktion als auch zu einer verbes-
serten endothelabhéngigen Vasodilatation [146].

Die arterielle Hypertonie kann durch die Erzeugung und Unterhaltung von vaskuléxida-
tivem Stress ein Risikofaktor fur die frihzeitige Entwicklung einehébsklerose sein [1].
Hamodynamische Kréfte und lokale metabolische Veranderungen stimulieeeRlavmmone,
Wachstumsfaktoren und Zytokine die Aktivitat der kardiovaskularen NAB{Oxidasen [50],

die bei einer Vielzahl pathophysiologischer Prozesse im Geféal3system eileezZeaspielen
scheinen. Die membrangebundene NAD(P)H-Oxidase ist der Hauptort der vaskulare
* O, -Produktion [104]. Die Xanthinoxidase und die mitochondrialen Oxidasen besitzen eine
geringe Bedeutung [50]. Eine Behandlung glatter Gefal3muskelzellen mit Aftdpriie Gber
AT:-Rezeptoren nach einer Latenzzeit zu einer vermehp@2-phoxTranskription, einem
Aktivitatsanstieg der NAD(P)H-Oxidasen und einer langer anhaltend@a-Produk-

tion [38], [47]. Neben einer systolischen Blutdruckerh6hung resultierte daraesHgpertro-

phie der Mediamyozyten [37], [47]. Die Behandlung mit dem /Aezeptor-Antagonisten
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Losartan, der Superoxiddismutase, dem Flavoproteininhibitor DPI und dem Vasadilatat
Hydralazin fihrten zu einer Inhibition dieser Effekte [38], [47], [77], [140frIWirkungsme-
chanismus von Hydralazin ist unklar. Neben der direkten Blockade der N¥&BE(Ridase
werden antioxidative Effekte diskutiert [38]. Antioxidanzien hemmen dieaintnd interzellu-
lare ,second messengélVirkung der hochreaktiven Superoxidradikale und somit auch die
Effekte von Ang Il und TNFa [50]. Interessanterweise fihrte eine durch Norepinephrin indu-
zierte Blutdruckerhéhung nicht zu einer Aktivierung der vaskularen NAD{GYH
dasen [77], [104]. Ushio-Fukai et al. wiesenp@2-phoxdefizienten GefaBmuskelzellen eine
signifikant reduzierte Ang ll-stimulierte NAD(P)H-abhéngig®,- und HO.-Bildung sowie
eine verminderte Hypertrophie nach [140]. Diese Ergebnisse deuten darauf lsip2@gshox
eine entscheidende Komponente der vaskuldren NAD(P)H-Oxidase ist.

Die AT;-Rezeptoren, die NAD(P)H-Oxidase und die Inhibition d&8 durch vermehrt pro-
duzierte Superoxide spielen eine zentrale Rolle bei der Entwicklung dereigrrHypertonie

in diesem pathophysiologischen Modell. Wenn eine erhtpB2-phoxExpression und
NAD(P)H-Oxidaseaktivitat die Folge des erhthten Blutdruckes sind, rer&ide Gbermaliige
Erzeugung von Superoxiden das erhohte Risiko einer Atherosklerose bei kmterigper-
tonie [38].

Die untersuchte C T Substitution degp22-phoxNukleotids 242 fihrt zum Austausch von
Histidin durch Tyrosin an der Aminosaureposition 72 [30]. Koordinationsstellierdie pro-
sthetischen Hamgruppen sind Histidinreste an den Aminosaurepositionen 72 unmi 94 i
p22-phoxProtein [96]. Der Polymorphismus ist an einer vermutlich funktionell bedeutende
Stelle des Proteins lokalisiert, so dass Auswirkungen auf die Aktiztéavermuten sind.
Untersuchungen deévena saphena magnand derArteria thoracica internawiesen bei den
Tragern des mutanten T-Allels — verglichen mit dem homozygoten Wildtygine um 30%
reduzierte basale und maximale NAD(P)H-abhangige Superoxidproduktion nachesDies
Ergebnis war unabhéangig vom Vorliegen eines Diabetes mellitus und einer dhygestero-
lamie [54]. Nache+*NO-Behandlung zeigten Koronararterien von Patienten mit @8-
phox{C242T)-T-Allel eine signifikant gesteigerte Vasodilatation [115]i Batten mit arte-
rieller Hypertonie wurden eine signifikant erh6hi@2-phoxmRNA-Expression, eine gestei-
gerte NAD(P)H-abhangigeO,-Bildung, eine grofRere Mediadicke sowie nach Acetylcholinin-
fusion eine beeintrachtigte Vasodilatation demonstriert [151]. Bei einefekDe&er super-
oxidbildenden NAD(P)H-Oxidase durch Verlust einer HambindungsstellpAgphoxkdnnte

ein protektiver Effekt des mutanten T-Allels auf die Entwicklung eingergllen Hypertonie

und atherosklerotischer Folgeerkrankungen vermutet werden.
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In der vorliegenden Fall-Kontroll-Studie einer mitteldeutschen Populatiordevdeshalb der
Zusammenhang zwischen dem C242T-Polymorphismusp@2sphoxbei Patienten mit arte-
rieller Hypertonie und einer gesunden Vergleichsgruppe gepriift.

Die Frequenz des mutantgr22-phox(C242T)-T-Allels war bei den Patienten mit arterieller
Hypertonie mit 33,1% geringfiigig héher als in der Gruppe der gesunden Blutspender mit
30,3% (p=0,543; OR=1,14). Eine gesunde kaukasische Vergleichsgruppe wies bei Gardemann
et al. mit 32% eine ahnliche T-Allel-Frequenz auf [41]. In der gesunden chimesidgevolke-

rung ist die Haufigkeit der mutierten Genvariante mit 9% wesentlicinger, wéhrend sie bei
Indern 38% betragt [113]. Diese Ergebnisse sprechen fir erhebliche ethnischen2éifer

Unter der Annahme eines kodominanten genetischen Modells zeigte sich inrungezkeleut-
schen Population eine tendenzielle Haufung des heterozyg@2iphox(C242T)-CT-Geno-

typs bei den Patienten mit arterieller Hypertonie verglichen mit desugden Blutspendern
(Padjustier=0,06; ORgusie=1,71). Auffallend war in der erkrankten Gruppe die Seltenheit der
homozygoten TT-Variante (n=3; 3,8%). In Studien an kaukasischen Patieritenonarer
Herzkrankheit betrug die Frequenz des homozygoten Mutationstyps 11 — 18% [16], [41], [80]
Im dominanten genetischen Modell (CT+TT vs. CC) liel3 sich dennoch gestsileabhéngig

die Tendenz der mutanten Genvariante zur arteriellen Hypertonie bei unsiteldentschen
Patienten nachweisen (p=0,142; R=1,5). Der erwartete protektive Effekt des
p22-phoxtC242T)-T-Allels bei Patienten mit arterieller Hypertonie wurde in derdiegenden
Untersuchung nicht beobachtet. Ebenso konnte in einer anderen Studie keine Asmsagati
p22-phox¢C242T)-Polymorphismus zur schwangerschaftsinduzierten Praeklampsiedbaw.
HELLP-Syndrom nachgewiesen werden [102].

Bei diesen fehlenden Zusammenhangen zwischem@@aphox(C242T)-Polymorphismus und

der arteriellen Hypertonie — trotz der offensichtlich zentralen Bedeuleng-Untereinheit des
Zytochrom b 558 fiir die Funktion der NAD(P)H-Oxidase und die friihzeitige Atheeoské —

sind Interaktionen auf mehreren Ebenen zu bedenken. Eine Vielzahl voneadtigien und
inhibitorischen Komponenten sind an der erhéhten Superoxidproduktion durch die vaskulére
NAD(P)H-Oxidase beteiligt. Genpolymorphismen im Renin-Angiotensine®gsimit dem
AT-Rezeptor sowie Polymorphismen der Superoxiddismutase und anderer aktiviefakeer
toren (TNFe, Thrombin, PDGF) sind in die Uberlegungen einzubeziehen, da unter anderem

die Superoxiddismutase die MRNA-Expressionfi%phoxvermindert [38].

Die arterielle Hypertonie ist ein Risikofaktor fur die Entwicklung eikeronaren Herzkrank-
heit. Der Zusammenhang deR22-phox(C242T)-Polymorphismus mit der KHK wurde mit
kontraren Ergebnissen in einigen Studien untersucht. Inoue et al. fandepdeisighen KHK-
Patienten einen signifikanten koronarprotektiven Effekt des mutantédlels [61]. Eine

Studie mit chinesischen und indischen Patienten mit KHK bestatigte diggebnis jedoch
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nicht [113]. Eine US-amerikanische Bevolkerungsstichprobe und eine Analyse von 2205
mannlichen Kaukasiern konnte ebenfalls keinen Zusammenhang zwischen Eiikarid dem
p22-phox¢C242T)-Polymorphismus detektieren [41], [80]. Cai et al. entdeckten &dhezs
Risiko fur eine koronare Herzkrankheit bei Tragern g2g-phox(C242T)-T-Allels bei jungen

(< 45 Jahre) kaukasischen Australiern [16]. Die Vergleichsgruppen in dezrdlrhungen von
Cai et al., Gardemann et al., Inoue et al. und Li et al. setzten sich aesteatzusammen, die
zum Teil an einer arteriellen Hypertonie, einem Diabetes mellitus imet élypercholesterol-
amie litten [16], [41], [61], [80]. Jede einzelne dieser Erkrankungen koénnte daih
p22-phoxtC242T)-Polymorphismus assoziiert sein und die Aussagefahigkeit der Studiene
gebnisse durch mégliche Gruppeninhomogenitaten einschranken.

Bei unseren 59 mitteldeutschen Patienten mit arterieller Hypertoniekitil konnten keine
Unterschiede in der Genotypenverteilung ¢e2-phox(C242T)-Polymorphismus gegentiber
den gesunden Blutspendern nachgewiesen werden (p=0,552; OR=1,2). Eine Assomiation z
Uberleben nach akutem Myokardinfarkt wurde nicht demonstriert (p=0,870; OR=1,1}ekus
Analyse innerhalb der Patientengruppe ergab sich eine tendenzielle Veramgdees
p22-phox¢C242T)-T-Allels bei den Patienten mit koronarer Herzkrankheit (p=0,190;
OR=0,43) bzw. nach Uberleben eines akuten Myokardinfarktes (p=0,104; OR=0,43%. Dies
Ergebnisse weisen auf eine protektive Wirkung des mutanten T-Allels eEnisvicklung
einer KHK und eines AMI bei Patienten mit arterieller Hypertonie hin. MeféRerkran-
kungen traten hingegen tendenziell haufiger bei den mitteldeutschemteatiit mutierter
Genvariante auf (p=0,252; OR=2,8). Statistisch signifikant haufiger musstanTrager des
p22-phox¢C242T)-T-Allels einer koronarchirurgischen Intervention (ACVB/IMABNter-
ziehen (p=0,034; OR=3,7). Die Bedeutung dieses Ergebnisses muss durch das signifika
hohere Alter der ACVB/IMAB-Patienten kritisch betrachtet werdenQ(9€1). Cahilly et al.
beschrieben auch eine signifikant starkere Progression einer koronamekrahkheit bei
Patienten mit dem22-phox¢(C242T)-T-Allel [15].

Die Resultate der vorliegenden Arbeit weisen darauf hin, dass das mutaikel €inen pro-
tektiven Effekt auf die Entstehung einer KHK bei Vorliegen von Risiktdaén (arterielle
Hypertonie, Hypercholesterolamie, Rauchen) ausibt. Manifestiert gsidthedurch den Ein-
fluss anderer genetischer Risiko- oder Umweltfaktoren eine KHK, istdeei Tragern des
p22-phox¢C242T)-T-Allels mit MehrgefalRerkrankungen und einer starkeren Pssigme der
Erkrankung zu rechnen. Insbesondere sollte berlcksichtigt werden, dass rin\iédlad-
schichten atherosklerotischer Koronargefa3e eine hohe Expressiop2Zphoxtnterein-
heiten und somit eine hohere relative NAD(P)H-Oxidaseaktivitat besBdgunde Koronarien

wiesen dagegen nur eine gerimg2-phoxBildung auf [4].
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Die hier vorliegenden Ergebnisse wurden lediglich in einer kleineretdgutschen Patienten-
gruppe demonstriert. Zur weiteren Klarung dieser prognostischen Frdgegtedt die Durch-

fuhrung weiterer Untersuchungen — inshesondere prospel&ekow-up“- Studien — nétig.

Freie Sauerstoffradikale tragen als Komplikation der arterieligpertonie zur Pathogenese
ischamisch cerebrovaskulérer Erkrankungen bei [21]. Die Reperfusibansscher Gehirn-
areale hat eine massive Freisetzung von Superoxidradikalen zur Folge. Digatzlich entste-
hende Schadigung kann durch Antioxidanzien reduziert werden [21]. In einer Untersuchung
von lto et al. bei japanischen Patienten war das mutante T-Allep@8sphox¢(C242T)-Poly-
morphismus ein unabhangiger Risikofaktor fur die Entwicklung einer ischancisigtbrovas-
kularen Erkrankung [65]. Die Trager des T-Allels erlitten am hauéigsatherothrombotische
Infarkte [65]. Bei den 5 Patienten der mitteldeutschen Population, die algpia@tion der
arteriellen Hypertonie einen apoplektischen Insult durchgemacht hattehkeine Assoziation
zump22-phox¢C242T)-T-Allel nachzuweisen (p=0,358; OR=0,38).

Beziglich einer arteriellen Verschlusskrankheit konnten Renner dieale Beziehung zum
p22-phox¢C242T)-Polymorphismus belegen [106]. Dieses Ergebnis wurde in der vorliegenden
Arbeit bestatigt (p=0,351; OR=0,54). Interessanterweise wiesen die homazy@btdtyp-
alleltréager eine signifikant hohere lebenslange Rauchbelastung auf (p=0,048heRast als

zusatzlicher — die ,endotheliale Dysfunktion“ beeinflussender — Faktor anzusehen [73]

Die Analyse spezieller Gerinnungsparameter bei den mitteldeutschemtbtyigern ergab nach
Ausschluss der Patienten mit Antikoagulanzientherapie eine statistigotikant niedrigere
Konzentration des PAI-1 bei den Tragern de22-phox(C242T)-T-Allels (p=0,048). Die
Patienten mit dem CC-Genotyp — im Gegensatz zu denen mit dem T-Allelrfigten mit
4,96+ 4,21 E/ml Uber einen Mittelwert, der deutlich oberhalb des Referenzberelabes
Erhohte Spiegel des PAI-1 kdnnen die Effektivitat des fibrinolytischene®ys beeintrachtigen
[90]. Ang Il induziert Uber den AFRezeptor eine erhéhte PAI-1-mRNA-Expression in vielen
Geweben [90]. Durch Inhibition des ATRezeptors — aber nicht durch Hydralazin — kann die
Wirkung des Ang Il auf die gesteigerte PAI-1-mRNA-Expression reduzierden [90]. Gor-
lach et al. wiesen nach antioxidativer Behandlung von Mediamyozyten sowiep22-phox-
Blockade eine verminderte durch Thrombin induzierte PAI-1-Expression nach [M&$es
Ergebnis demonstriert eine Beteiligung der vaskularen NAD(P)H-abh&ngigeeroxidbildung
an der Regulation des PAI-1. Unter der Annahme einer eingeschrankten Funigijp22dphox
bei Vorliegen einer G T Substitution an der Position 242 kdnnte das T-Allel hinsichtlich einer
verminderten PAI-1-Expression ein protektiver Faktor bei der Entwickleimgr arteriellen
Hypertonie sein. Der oberhalb des Referenzbereiches befindliche PAlI+hidpiegel bei den
Patienten mit dem homozygotep22-phox(C242T)-CC-Genotyp laRt auf eine gesteigerte
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PAI-1-Produktion in dieser Subgruppe schlie3en. Die Mechanismen der Induktianagiee
riellen Hypertonie bzw. PAI-1-Erhéhung durch Angiotensin Il scheinen zwar Uber de
AT :-Rezeptor und eine vaskuldre NAD(P)H-abhangi@s -Produktion zu verlaufen, aber der
Vasodilatator Hydralazin kann — im Gegensatz zu#&Ezeptorblockern — die PAI-1-Expres-
sion nicht vermindern [90]. Eine Assoziation de82-phox(C242T)-Polymorphismus zu ver-
anderten Serumspiegeln des PAI-1 innerhalb einer Patientengruppe méll@rtddypertonie

konnte in der vorliegenden Arbeit erstmalig beschrieben werden.

Neben dem untersuchten Polymorphismus wurden in der Literatur drei weiteyendtel
phismen in den kodierenden Sequenzen p22-phoxbeschrieben. Alle Genveranderungen
wurden auf der Suche nach Ursachen der seltenen autosomal rezessiven d@rcigmonisch
granulomat6sen Erkrankungen entdeckt. Eine &Substitution an Position 508 verandert die
Aminoséauresequenz nicht [25]. DpR2-phox¢C549T)-Polymorphismus fuhrt zu einem Ersatz
von Alanin durch Valin an der Stelle 174 der Polypeptidkette [30]. In der 3"-UiER

p22-phoxGens befindet sich die AG Substitution an der Nukleotidposition 640 [25]. Eine
Assoziation des A640G-Polymorphismus zur koronaren Herzkrankheit konnte injajiraei-

schen Untersuchung nicht gefunden werden [61]. Die pathophysiologische Bedeutung dieser
Polymorphismen fir die Funktion des vaskularen Zytochrom b 558 und die arte+igbler-

tonie bleiben abzuwarten.

Eine allgemeingiltige Assoziation zwischen der arteriellen Hypéet und dem
p22-phox¢C242T)-Polymorphismus konnte in unserer mitteldeutschen Population nicht dar-
gestellt werden. Insbesondere war die tendenzielle Haufung des mutanten undheirtich
protektiven T-Allels in der Gruppe der Patienten mit einer artemeltypertonie nicht zu
erwarten gewesen, da eine verminderte Aktivitat der NAD(P)H-Oxidtais einer verminderten
Sauerstoffradikalbildung einhergeht [140]. Dies misste die Entwicklung eirteriedlen
Hypertonie verhindern. Méglicherweise spielen Superoxidradikale bei deiediga Hyper-
tonie in einer Untergruppe von Patienten mit erhOhten lokalen und/oder systemis
Ang lI-Spiegeln eine grof3e Rolle [51].
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5.4. Potenzielle Interaktionen zwischen den untersuchten Genpolynmtismen

Die essentielle arterielle Hypertonie ist eine multifaktoriellkrankung. Fir eine Manifesta-
tion ist das Zusammenwirken multipler Risikofaktoren nétig, die in iHE@mzelwirkungen nur

zu latenten Effekten flihren. Auch bei Tragern potenziell pathogener Genpgliiiemen muss

es bei optimaler Lebensfilhrung nicht zum Ausbruch der Erkrankung kommen. Allerdings
kdnnte eine ungunstige Kombination verschiedener polymorpher genetischer Marker z
Uberschreiten einer bisher unbekannten Schwelle und zur Entwicklung einéelenteHyper-

tonie beitragen.

Das Schlisselsubstrat des RAS ist das Angiotensinogen [18]. Nach der eiszieratAktivie-
rung zu Ang Il kommt es zur Interaktion mit G-Protein-gekoppelten Ang kdpeoren [48].
Die AT;-Rezeptoren wirken Uber PTX-insensitive G-Proteine [139]. Dig-R&zeptoren akti-
vieren Gi-Proteine [56]. Eine direkte Beeinflussung des C825T-Polymorphismi&-tinter-
einheit des G-Proteins durch den AGT-(C659T)-Polymorphismus Uber Ang II-Reeaptor
scheint zunachst nicht vorzuliegen. Allerdings gibt es eine riesige ialfaerschiedlich
zusammengesetzter G-Protein-Heterotrimere, die in haufig noch unbeks¥eise mit unter-
schiedlichen Rezeptoren interagieren. Die Rezeptor-Effektor-Sg@¢zifvird durch die
Zusammensetzung der G-Proteine bestimmt [126]. So sind die Untersuchungdre Water-
einheiten der G-Proteine an die Ang II-Rezeptoren koppeln, nicht abgeschl@sseh. eine
intrazellulare,,second messengefVirkung von Kalzium und Lipoxygenasemetaboliten der
Arachnoidonséure kommt es Uber die Ang Il-Rezeptoren in kardiovaskularesnzZalt Akti-
vierung der NAD(P)H-Oxidase [50]. Bestandteile der vaskuldren NAD{B)itlase sind
neben denp22-phoxauch die G-ProteinRaclund RaplAaus den FamilielRhobzw. Ras[5].

Im Zusammenhang miRac koppelt der Lysophosphatsaurerezeptor in Fibroblasten an ein
PTX-sensitives Gi-Protein [138]. Ob d&acder NAD(P)H-Oxidase in Beziehung mit der in

der mitteldeutschen Population untersuchten ubiquitfeddntereinheit des G-Proteins steht,
bleibt abzuwarten. Als essentieller Bestandteil der vaskuldaren NAD@Xidase ist das
p22-phoxeng mit den Folgen der Aktivierung des Renin-Angiotensin-Systems assod®
fuhrt Ang Il nicht nur zur Vasokonstriktion, Freisetzung von Aldosteron und Kateatinkn

sowie zur Proliferation von glatten Muskelzellen, sondern tber das Supermadaach zur

Inaktivierung vonsNO mit einer Beeintrachtigung der endothelabhangigen Vasodilatation, zur
LDL-Oxidierung, Adhasion und Migration von MonozytepRemodelling”, Apoptose und
Wachstumsinduktion der Mediamyozyten [48], [50]. Diese Interaktionen kdénnerthn dRotky-
morphismen, die die Proteinfunktion andern, zur friihzeitigen Entwicklung eineriedien
Hypertonie beitragen (Abb. 25).
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Abb. 25:Potenzielle Interaktionen des Angiotensinogens,[dddntereinheit des G-Proteins
und derp22-phoxenthaltenden NAD(P)H-Oxidase in der Pathogenese der arteriellen
Hypertonie, modifiziert nach Griendling et al. [48], [47], [50] und Yokoyama
et al. [150]

Bei der Untersuchung von Genclustern in unserer mitteldeutschen Populatiaiasvgemein-
same Vorkommen des GNB3-(C825T)-T-Allels und eine Wildtyphomozygotie fiir den
AGT-(C659T)- undp22-phox(C242T)-Polymorphismus signifikant seltener in der Gruppe der
Patienten mit arterieller Hypertonie nachzuweisen (p=0,032; OR=0,35). Eiekgixer Effekt
dieser Kombination erscheint mdglich. Andererseits kam bei den Patientearterieller
Hypertonie das gemeinsame Vorliegen des mutanten T-Allels des GNB3-(&8abd des
p22-phox(C242T)- zusammen mit dem CC-Genotyp des AGT-(C659T)-Polymorphismus ten-
denziell haufiger vor (p=0,097; OR=1,8). Die Interaktionen der in der vorliegendbeitA
untersuchten Polymorphismen kénnten sowohl zur Protektion als auch zur Progrdssi
arteriellen Hypertonie beitragen. Es besteht jedoch bei Vorliegenrdies@en Zahl allelischer
Kombinationsmaoglichkeiten und der relativ kleinen Patientengruppe die Gefass zufallige

Signifikanzen entstehen. Weiterfuhrende Untersuchungen sind deshalb notig.
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Bei der Familie 1 des in Abb. 9 dargestellten Stammbaumes konnte neben @esudhiung
der Indexpatientin, die mit 23 Jahren an einer arteriellen Hypertonierddtieraauch die gene-
tische Untersuchung der Eltern, des gesunden Ehemannes und des Kindes vorgenommen
werden. Beide Eltern der Indexpatientin litten ebenfalls an einer alteriHypertonie, die sich
bei der Mutter mit 41 Jahren und beim Vater mit 48 Jahren manifestiertedéiirtC825T-

Polymorphismus des-Untereinheit des G-Proteins ergab sich bei der Indexpatientin der
CT-Genotyp und fir ihre Eltern der CC- und der CT-Genotyp. Bezlglich des ABbYT)-
bzw. desp22-phox(C242T)-Polymorphismus wurden in der Familie der CC-Genotyp bzw. der
CT-Genotyp detektiert. Bei der Indexpatientin und ihrem Vater wurde so daseimgm
erhodhten Risiko fur eine arterielle Hypertonie einhergehende Genclustagewiesen: T-Allel

des GNB3-(C825T)- ung22-phox(C242T)- sowie homozygotes C-Allel des AGT-(C659T)-
Polymorphismus. Der Ehemann und die Tochter wiesen dieses Risikocluster nicht auf.

5.5. Potenzielle Fehlerguellen bei der Durchfiihrung von Fall-KontroHStudien

Die Ergebnisse der vorliegenden Fall-Kontroll-Studie in einer mittekidngn Population bei
Patienten mit arterieller Hypertonie weichen zum Teil von den in deratur beschriebenen
ab. Verschiedene Einschlusskriterien in die Untersuchungsgruppen und danaltisrezsle
Strukturungleichheit kdnnen als Ursache angesehen werden. Zur Bestatigss@ima poly-
morphe Genvariante eines die Pathogenese der Erkrankung beeinflussenden Erotgiab-
hangiger Risikofaktor fur die Entwicklung einer arteriellen Hypertosie sind Analysen eth-
nisch homogener, gut definierter Patientengruppen im Vergleich zu einenhgtakterisierten,

alters-, geschlechts- und ethnisch ahnlichen gesunden Population nétig.

Die vorliegende Studie einer mitteldeutschen Population ist mit 80 hyperean$latienten
und 200 gesunden alters- und geschlechtsentsprechenden Blutspendern r@taflvdde einer
guten klinischen Charakterisierung der Patienten mit arterieljgrekonie (Mindestdauer der
arteriellen Hypertonie bei Aufnahme in diese Studie 5 Jahre, Erkrankaeigs&0 Jahre) und
geographischer sowie ethnischer Begrenzung ist die Gruppe dennoch heterogen. Insbesonde
das Erkrankungsalter zeigte erhebliche Unterschiede. Das Einschieisakmierfullten sowohl
Patienten, die bereits im Kindesalter erkrankten, aber auch solche, bei siehalie arterielle
Hypertonie erst im 50. Lebensjahr manifestierte. Erhebliche Inhomogenid&remitteldeut-
schen Patienten waren beziiglich weiterer Risikofaktoren, z.B. elmdman Anteil sekundarer
kardiovaskularer Komplikationen, der genetischen Belastung, der Hygémipé und der
lebenslangen Rauchexposition zu verzeichnen. Allerdings wurden in védggeee Studien
sowohl Patienten mit einer hohen genetischen Belastung flir eine artéfigertonie und

jungem Erkrankungsalter [10] als auch Patienten nach zweimaligerudigssnes Blutdruckes
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> 160 und/odee 95 mmHg [70] in die Untersuchungsgruppe eingeschlossen. Geschlechtsun-
terschiede sind besonders zu bertcksichtigen. Das GNB3-(C825T)-T-Adslivunserer mit-
teldeutschen Population eine signifikante Assoziation zu den mannlicheanteat mit arte-
rieller Hypertonie unter der Annahme eines kodominanten genetischen Modells auf
(Pexac=0,035). Die weiblichen gesunden Blutspender hatten eine signifikant niedFigegaenz

des AGT-(C659T)-T-Allels als die mannliche Vergleichsgruppe in der durcingefn Unter-
suchung (pa=0,022; OR=3,2). Eine Studie von Iso et al. zeigte ein &hnliches Ergebnis [64].

Auch unter den gesunden mitteldeutschen Langzeitblutspendern, bei denen 4 Jahkaifnac
nahme in diese Studie keine Anzeichen einer arteriellen Hypertonie belegben, sind
Trager potenziell pathologischer Genmutationen. Der ,junge” Anteil der ¥mtgsgruppe
konnte im weiteren Verlauf des Lebens ebenfalls an einer arteriellpertbnie erkranken. Die
Gefahr einer Missklassifikation der normotensiven Kontrollen ist in\aetiegenden Studie
gering, kann aber in anderen Untersuchungen nicht ausgeschlossen werdenKémntigdl-
gruppe ordneten z.B. Brand et al. alle Personen mit einem diastolischenugkitd©5 mmHg
ein [12]. Dies bezieht Patienten mit einer Grenzwerthypertonie ein und Zihileterogenitét
der Vergleichsgruppen.

Zusammenfassend ist sinngemaf wie bei Brand et al. festzustellerdidas#erschiedlichen
Resultate zwischen der hier vorliegenden Untersuchung und vorangegangenen Shurdih

eine nicht einheitliche Definition von Hypertonie und Normotonie, eine ethnisch ingene
Zusammensetzung der Studienpopulationen, eine fehlende Ubereinstimmung von Fall- und
Kontrollgruppe bezuglich Alter, Gewicht und anderer Faktoren, eine untersicihiedertck-
sichtigung des Schweregrades der arteriellen Hypertonie, eine unteligtieefamiliare Pra-
disposition sowie die ungenaue Information Uber den Erkrankungsbeginn bedingt sein
kdnnten [13].

5.6. Klinische Anwendung und Perspektiven

Die Ursachen der essentiellen arteriellen Hypertonie, die bei tber 90®Ratienten mit einer
arteriellen Hypertonie vorliegt, sind noch ungeniigend bekannt. Bei 20 — 40% &iasenten
ist eine genetische Basis der Erkrankung anzunehmen [18]. Ein monogener Zusanmist
sehr selten, hauptsachlich ist von einer polygenen Erkrankung — beeinflusstUturgeltfak-

toren — auszugehen [81]. Gegenstand intensiver Forschungen ist die Idéntifikadglicher

Kandidatengene der arteriellen Hypertonie, die zu einer sich im frihemkealter manifestie-
renden Erkrankung beitragen. Die Hoffnung liegt in der Entwicklung neuer phatoggcher

Ansatze und moglicherweise einer individuell angepassten antihypertenshearapie [13].
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Eine optimale medikamentdse Behandlung unter Einbeziehung auch des genetisttes Ris
profils des Patienten (Pharmakogenetik) konnte zu einer individuell efieien, kostenspa-

renden Behandlung und zur Pravention kardiovaskularer Komplikationen fiihren.

Fur die Behandlung der essentiellen arteriellen Hypertonie stehen mg-8ockern, ACE-

Hemmern, AT-Rezeptor-Antagonisten, verschiedenen Diuretika, Kalziumantagonigtein

a-Blockern verschiedene Therapieoptionen zur Verfigung. Auffallend ist dassahtedliche
Ansprechen der Patienten auf den gleichen Wirkstoff. Genetische Urlterggen — insbeson-
dere in klinischen Grenzsituationen — sind mdglicherweise in der Zukun€udiadlage fur die
Auswahl einer bestimmter Behandlung. Ziel ist ein hoher therapeutischet, Riofidie Mor-
biditat und Mortalitéat kardiovaskularer Komplikationen zu reduzieren. Abigavgm Genotyp
des C825T-Polymorphismus d@sUntereinheit des G-Proteins wiesen bei der mitteldeutschen
Population die Natrium- und Kaliumkonzentrationen im Serum Unterschiede aukrkied-
rigter Natriumspiegel kénnte z.B. zu einer eingeschrankten Wirksiaue Schleifendiuretika
beitragen. Der AGT-(C659T)-Polymorphismus konnte den Effekt der ACE-Henmme

AT -Rezeptor-Antagonisten beeinflussen. Allerdings geht der beschriebene dPphysmus
nicht mit einer Veranderung des Plasmaspiegels des Angiotensinogens einh&i¢eBédeu-
tung der allelischen Varianten fur das lokale RAS und das Gerinnungssystkior(FVIl,

AT lll) bleibt abzuwarten. Gegenstand intensiver Forschungen ist die Wirkwamg Anti-
oxidanzien auf das GefalRsystem und die arterielle Hypertonie. Der C242T-¢tplyismus des
p22-phoxkénnte somit Auswirkungen auf diese Therapieoption und — durch veranderte Plas-
makonzentrationen von PAI-1 — das fibrinolytische System besitzen. Dahifeaus wies das
p22-phox(C242T)-T-Allel eine signifikante Assoziation zu einer notwendigen korcimaur-
gischen Intervention auf, was erhebliche therapeutische Konsequenzen haben k&bete
einer weiterfihrenden molekulargenetischen Grundlagenforschung sind erdérdmische,

gut definierte prospektive Kohortenstudien bei Patienten mit arterieigertonie zur Besta-

tigung dieser Assoziationen erforderlich.

Unabdingbar bei der Durchfihrung molekulargenetischer Untersuchungen ist die lBepcht
ethischer Grundsatze. Das Wissen, Trager eines Risikogens zu sein, kiwtnteptimierter
Behandlungsmaglichkeiten zu einer erheblichen psychischen Belastung defféden und
der gesamten Familie fuhren. Deshalb sollten derartige Untersuchgabsese den Betrof-
fenen im Rahmen eines humangenetischen Beratungsgespraches mitgeteiit wer
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6. Zusammenfassung und Schlussfolgerungen

In der vorliegenden Arbeit wurde in einer mitteldeutschen Population eurdyggig@aukasier
die Bedeutung genetischer Einfliisse auf die Entwicklung einer essentidiégiellen Hyper-
tonie untersucht. Diese Erkrankung reprasentiert ein komplexes, heterdgemadeitsbild,
dessen Ursachen bisher nur unvollstandig aufgeklart sind.

Die kaukasische Studienpopulation bestand aus 80 Patienten mit arterlgflertonie und
einer durch Zufallsstichprobe gewonnenen Vergleichsgruppe aus 200 gesunden tbargzei
spendern. Das Einschlusskriterium fir die Patientengruppe war eine vor dem 58sjatine
mindestens 5 Jahre bestehende arterielle Hypertenit60£ 95 mmHg) bzw. hypertensive
Organveranderungen im Stadium lll nach WHO. Der klinischen und parakieisPatienten-
charakterisierung folgte die genomische DNA-Typisierung aus Leukozyieilie von PCR-
und RFLP-Techniken.

Ein signifikanter Zusammenhang des C825T-Polymorphismugigeintereinheit des G-Pro-
teins mit der arteriellen Hypertonie konnte in der Gesamtgruppe der deitteslchen Patienten
nicht nachgewiesen werden. Unter der Annahme einer Rezessivitat des GRBIH)-T-Al-
lels fand sich jedoch eine statistisch signifikant erhéhte Frequenz howtezydgutationstrager
bei den Patienten mit arterieller Hypertonie, in der mannlichen Subgruppe und baielRatié
einem Erkrankungsalter 40 Jahre. Insbesondere letzteres Ergebnis begriindet die Vermutung,
dass der untersuchte Polymorphismus proliferative Mechanismen beeinflusssie kdie zur
Entwicklung einer arteriellen Hypertonie beitragen. Trager der polymaorplaiante wiesen
signifikant niedrigere Natrium- und tendenziell héhere Kaliumserumspiemgsle signifikant
hohere Triglyzeridkonzentrationen im Serum auf. Studienergebnisse deatuitdreferten
allerdings in allen Teilaspekten widerspriichliche Ergebnisse. Daéfussich die Hypothese
ableiten, dass eine erhdhte G-Protein-Aktivitat — bedingt durch das GNB3-(¢-328Tel —
nur in einer bisher nicht definierten Untergruppe der Patienten mit ategridypertonie rele-
vant sein konnte.

Der C659T-Polymorphismus des Angiotensinogens war in der Gesamtgruppe dedeutttel
schen Patienten nicht signifikant mit der arteriellen Hypertonie déissbAatienten mit einem
Erkrankungsaltee 40 Jahre wiesen jedoch eine signifikante Assoziation zum AGT-(C659T)-

T-Allel gegentiber den gesunden Blutspenderb Jahre und den Patienten mit einem Mani-
festationsalter < 40 Jahre auf. Diese Ergebnisse konnten im Kontext deatuiteuf eine
Bedeutung des C659T-Polymorphismus des AGT-Gens bei einer Subgruppe von Patienten mit
einem Erkrankungsalter zwischen 40 und 55 Jahren hinweisen. Hypertonikedemit
AGT-(C659T)-T-Allel — nach Ausschluss der Patienten mit Antikoagularthigrapie — zeigten
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signifikant hohere Plasmaspiegel fur den Faktor VII. Einerseits konnee exhohte Transport-
kapazitat fir Phyllochinon — bei tendenzieller Erhéhung der Triglyzeride — edmmehrte
y-Carboxylierung des Faktors VIl induzieren. Andererseits kdnnte eine reduiktivitat von
Antiproteasen erhdhte Faktor VII-Plasmakonzentrationen verursachen.

In der mitteldeutschen Patientengruppe gelang kein Nachweis einerilsagigin Assoziation
des p22-phox¢C242T)-Polymorphismus zur arteriellen Hypertonie. Es zeigte sich liedig
eine tendenzielle Haufung des CT-Genotyps in der Gruppe der Patienten mllartétyper-
tonie. Der erwartete protektive Effekt der mutanten Genvariante tigst&ich nicht. Trager
des p22-phox(C242T)-T-Allels mit einer arteriellen Hypertonie und einer koronaresrzH
krankheit mussten sich signifikant haufiger einer koronarchirurgiscinégrvention unter-
ziehen, was auf eine starkere Progression der KHK schlieRen l1aRtr égéiche prognosti-
sche Zusammenhang sollte in prospektiveollow-up“- Studien Uberprift werden. Bei der
Aufnahme in die vorliegende Studie wiesen die Patienten, die bereits ein8MNGXB lber-
lebt hatten, allerdings ein signifikant hoheres Alter auf. Patienten dein mutanten
p22-phox(C242T)-T-Allel, die keine Antikoagulanzientherapie erhielten, zeigs@gnifikant
niedrigere Plasmakonzentrationen des PAI-1. Die experimentelle Vermulasg die Super-
oxide der vaskularen NAD(P)H-Oxidase an der Regulation des PAI-1 lgtsihid, wurde
bestatigt und im Rahmen der vorliegenden Arbeit bei Patienten mit elléeriHypertonie
erstmalig beschrieben.

Die in ihrer Funktion verdnderten Proteine der in der vorliegenden Arbeitsutkten Genpo-
lymorphismen der3;-Untereinheit des G-Proteins, des Angiotensinogens undp@8sphox
konnten in der Pathogenese der arteriellen Hypertonie interagieren. Berw@encluster der
polymorphen Allele mit einem signifikant protektiven Effekt und einem tezdsdl erhdhten
Risiko fur die Entwicklung einer arteriellen Hypertonie in der mitteithfehen Population
beschrieben. Bei einer relativ kleinen Patientenzahl und einer hohen Zaldcker Kombina-
tionsmoglichkeiten sind zur Bestatigung dieser Ergebnisse jedoch wditetersuchungen

notig.

Das Verstandnis der genetischen Grundlagen der essentiellen ateridyipertonie und
anderer kardiovaskularer Risikofaktoren konnte zu der Entwicklung neuer pkalogischer
Modelle sowie moglicherweise zu einer individuell angepassten antihpyserén Therapie
beitragen. Neben einer weiterfiihrenden molekulargenetischen Bashfogssind klinisch gut
definierte, prospektive Kohortenstudien bei Patienten mit arteriefgeHonie zur Prifung der
Relevanz des GNB3-(C825T)-, AGT-(C659T)- ump@2-phox¢C242T)-Polymorphismus im
Kontext anderer kardiovaskulérer Risikofaktoren unentbehrlich.
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8. Thesen

1. Die ,essentielle” arterielle Hypertonie ist ein komplexes, heterogenes Krankheitsbild,
dessen Schwere und Manifestationszeitpunkt durch polygene Faktoren sowie eine Reihe

von Umwelteinfliissen determiniert werden.

2. Bei Patienten mit einer primidren arteriellen Hypertonie sind die Ursachen bisher nur
ungeniigend gekldrt. Abnormalititen der Volumenregulation, eine erhdhte Vasokonstrik-
tion und das ,,Remodelling“ der Gefdlwand tragen im Zusammenspiel mit endogenen
und exogenen kardiovaskulidren Risikofaktoren durch einen abnehmenden Durchmesser
des Lumens und eine erhohte Resistenz der Gefdlle zur Pathogenese einer arteriellen

Hypertonie bei.

3. Die in der vorliegenden Arbeit untersuchte mitteldeutsche Studienpopulation européi-
scher Kaukasier setzte sich aus 80 Patienten (Alter: 48,7 £ 7,0 Jahre; 78,8% miénnlich)
mit arterieller Hypertonie und einer Vergleichsgruppe aus 200 gesunden Langzeitblut-
spendern (Alter 47,5 = 7,7 Jahre; 79,0% ménnlich) zusammen. Die Einschlusskriterien fiir
die Patientengruppe waren eine vor dem 55. Lebensjahr mindestens 5 Jahre bestehende

arterielle Hypertonie (= 160/= 95 mmHg) oder hypertensive Organverinderungen im

Stadium IIT nach WHO.

4. In den pathophysiologischen Prozess der arteriellen Hypertonie sind die Proteine der
;-Untereinheit des G-Proteins, des Angiotensinogens und des p22-phox involviert. Damit
sind sie mogliche Kandidatengene fiir die Entstehung einer arteriellen Hypertonie. Ver-
schiedene Polymorphismen fiir das GNB3-, AGT- und p22-phox-Gen sind publiziert

worden.

5. G-Proteine sind transmembrandre Vermittler chemisch und physikalisch kodierter Infor-
mationen zwischen extrazelluldren Rezeptoren und vielfdltigen intrazelluldren Effektor-
systemen. Eine Beeinflussung der Aktivitdt dieser Proteine durch strukturelle und funk-

tionelle Veridnderungen kann pathophysiologischen Konsequenzen nach sich ziehen.
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10.

11.

Ein signifikanter Zusammenhang des C825T-Polymorphismus der B;-Untereinheit des G-
Proteins mit der arteriellen Hypertonie konnte in der Gesamtgruppe der mitteldeutschen
Patienten nicht nachgewiesen werden. Unter der Annahme einer Rezessivitit des
GNB3-(C825T)-T-Allels bestand jedoch eine signifikante Assoziation dieses Polymor-
phismus zur arteriellen Hypertonie in der ménnlichen Subgruppe und bei den Patienten
mit einem Erkrankungsalter = 40 Jahre. Fiir diese Untergruppen konnte der

GNB3-(C825T)-Polymorphismus ein Risikofaktor sein.

Mutationstriager (CT+TT) des GNB3-(C825T)-Polymorphismus wiesen signifikant nied-
rigere Natriumserumspiegel und tendenziell hohere Serumkonzentrationen fiir Kalium
auf. Fiir die Wahl von Diuretika als Therapieoption konnte dieses Ergebnis Bedeutung

haben.

Das Renin-Angiotensin-System ist einer der Hauptregulatoren des arteriellen Blutdruckes.
Jede Komponente des RAS — insbesondere das Schliisselsubstrat Angiotensinogen — ist

ein potenzieller Kandidat in der Atiologie der arteriellen Hypertonie.

Der AGT-(C659T)-Polymorphismus zeigte in der Gesamtpatientengruppe der vorlie-
genden Studie keine signifikante Assoziation zu einem erhohten Risiko fiir die Entwick-
lung einer arteriellen Hypertonie. Jedoch bei Patienten mit einem Erkrankungsalter > 40
Jahre wurde ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem AGT-(C659T)-T-Allel und
der arteriellen Hypertonie dokumentiert. Das Ergebnis konnte auf eine Relevanz dieses
Polymorphismus bei Patienten mit einem Erkrankungsalter zwischen 40 und 55 Jahren

hinweisen.

Patienten ohne Antikoagulanzientherapie, die Triger des AGT-(C659T)-T-Allels waren,
wiesen statistisch signifikant hohere Plasmaspiegel fiir den Faktor VII auf. Einerseits
konnte eine erhohte Transportkapazitit fiir Phyllochinon — bei tendenzieller Erhohung der
Triglyzeride — eine vermehrte y-Carboxylierung des Faktors VII induzieren. Andererseits
konnte eine reduzierte Aktivitdt von Antiproteasen erhohte Faktor VII-Plasmakonzentra-

tionen verursachen.

Das Protein p22-phox der NAD(P)H-Oxidase ist im kardiovaskuldren System in die Pro-

duktion toxischer Sauerstoffradikale involviert, die an der Pathogenese der Atheroskle-

rose und der arteriellen Hypertonie beteiligt sind. Die C—T Substitution an der Nukleo-
tidposition 242 konnte durch Beeinflussung von Histidin als Koordinationsstelle der pros-
thetischen Hamgruppe des p22-phox zu einer Funktionsverminderung des Proteins und

einem protektiven Effekt bei der Entwicklung einer arteriellen Hypertonie fithren.
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In der mitteldeutschen Population konnte keine signifikante Assoziation des p22-phox-
(C242T)-Polymorphismus zur arteriellen Hypertonie nachgewiesen werden, so dass eine
alleinige Wirkung als Risikofaktor bei der arteriellen Hypertonie als eher unwahrschein-

lich anzusehen ist.

Bei den Trédgern des p22-phox-(C242T)-T-Allels, die an einer arteriellen Hypertonie und
einer KHK erkrankt waren, wurde signifikant hiufiger ein koronarchirurgischer Eingriff
durchgefiihrt. Die Patienten nach chirurgischer Intervention hatten allerdings ein signifi-

kant hoheres Alter bei der Aufnahme in die vorliegende Studie.

Nach Ausschluss der Patienten mit Antikoagulanzientherapie zeigte sich bei den
p22-phox-(C242T)-T-Allel-Trigern der Patienten mit arterieller Hypertonie eine signifi-
kant niedrigere Plasmakonzentration fiir PAI-1. Eine verminderte PAI-1-Expression

konnte ein protektiver Faktor bei der Entwicklung einer arteriellen Hypertonie sein.

Die Proteine GNB3, AGT und p22-phox konnen bei der Entwicklung einer arteriellen
Hypertonie interagieren. Durch Bildung von Clustern des GNB3-(C825T)-,
AGT-(C659T)- und p22-phox-(C242T)-Polymorphismus in Relation zu einem erhohten
bzw. erniedrigten Risiko fiir eine arterielle Hypertonie wurde dieser mogliche Zusam-

menhang aufgezeigt.

Fiir zahlreiche in die Pathogenese der arteriellen Hypertonie involvierte Proteine wurden
polymorphe genetische Varianten detektiert. Um solche Varianten als unabhingige kau-
sale Risikofaktoren zu charakterisieren, ist die Analyse in ethnisch homogenen, gut defi-
nierten Populationen erforderlich. Das den Patienten gegeniibergestellte Referenzkol-
lektiv sollte eine gut charakterisierte, alters- und geschlechtsidhnliche, gesunde Normal-

bevolkerung reprisentieren.

Das Verstindnis der genetischen Grundlagen der essentiellen arteriellen Hypertonie
konnte zur Entwicklung neuer pharmakologischer Ansédtze und moglicherweise zu einer
individuell angepassten antihypertensiven Therapie beitragen. Dafiir ist die Durchfiihrung

weiterfithrender klinischer, prospektiver Untersuchungen unausweichlich.
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