Aus dem
Center for Cardiovascular Research / Institut fir Pharmakologie
der Medizinischen Fakultat Charité — Universitdtsmedizin Berlin

Campus Charité Mitte

DISSERTATION

Einfluss des mdutterlichen Angiotensin-Converting-Enzym (ACE)
Insertion / Deletion Polymorphismus

auf Blutdruck und Proteinurie wahrend der Schwangerschaft

Zur Erlangung des akademischen Grades

Doctor medicinae (Dr. med.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultat
Charité — Universitatsmedizin Berlin

von Andreas Sohn

aus Chemnitz



Gutachter/in: 1. Priv.-Doz. Dr. med. T. Pfab

2. Prof. Dr. M. Tepel

3. Priv.-Doz. Dr. J. Raila

Datum der Promotion: 05.06.2011



Inhaltsverzeichnis

11

111
1.1.2
1.13
114

1.15
1.16
1.2

121
1.2.2
1.2.3
1.24
13

2.1
211
2.1.2
2.2
221
2.2.2
2.2.3
224
2.2.5
2251
2.25.2

2.25.3

Einleitung und Zielsetzung der Arbeit

Bluthochdruck in der Schwangerschatft

Chronische Hypertonie

Gestationshypertonus

Praeklampsie / Eklampsie

Praeklampsie, die auf einen vorbestehenden chronischen
Hypertonus aufgepfropft ist

Pathogenese der Praeklampsie

Genetische Ursachen der Praeklampsie

Das Renin-Angiotensin-System

Uberblick uiber das Renin-Angiotensin-System

Das Renin-Angiotensin-System in der Schwangerschaft
Das Angiotensin-Converting-Enzym (ACE)

Der ACE Insertion / Deletion Polymorphismus
Aufgabenstellung

Materialien und Methoden

Materialien

Gerate

Chemikalien

Methoden

Die Probandenrekrutierung

Die Blutdruckmessung

Die Messung der Proteinausscheidung

Die DNA-Extrahierung aus Vollblut

Die Polymerasekettenreaktion (PCR)
Prinzip der Polymerasekettenreaktion (PCR)
Spezifische PCR fur den Angiotensin-Converting-Enzym
Insertion/Deletion Polymorphismus

Gelelektrophorese

N N OO o O

11
12
12
14
15
17
18

19
19
19
20
21
21
22
22
23
23
23

24
26



2254
2.2.6

3.1.
3.2.
3.3.

3.3.1
3.3.2
3.3.3
3.34
3.3.5
3.3.6
3.3.7
3.3.8

4.2
4.3

4.4

Ethidiumbromidfarbung und Auswertung der PCR
Statistik

Ergebnisse

Mutterliche und kindliche ph&notypische Merkmale
Haufigkeitsverteilung der Genotypen bei den Mittern

Der Einfluss des ACE I/D Polymorphismus auf mutterliche
und kindliche Merkmale

Der mittlere systolische Blutdruck

Der mittlere diastolische Blutdruck

Gestationshochdruck

Eiweil3ausscheidung

Neu aufgetretene Odeme nach der 20. Schwangerschaftswoche
Praeklampsie

Mutter mit Gestationshypertonus oder Praeklampsie

Geburtsgewicht der Neugeborenen

Diskussion

Die Bedeutung des ACE | / D Polymorphismus fur die
Auspragung von klinischen Symptomen und diagnostischen
Markern der Praeklampsie

Vergleich mit bereits publizierten Daten

Mdgliche Erklarungsansatze fur die unterschiedlichen
Ergebnisse der bisher erfolgten Studien

Die Bedeutung des ACE | / D Polymorphismus

fur die Entwicklung des kindlichen Geburtsgewichts

Zusammenfassung

Literaturverzeichnis

26
27

28
28
29

29
29
30
31
31
34
35
35
36

37

37

38

40

42

44

46



Anhang
Abkurzungsverzeichnis
Lebenslauf
Veroffentlichung
Danksagung

Eidesstattliche Erklarung

65
65
66
67
68
69



1. Einleitung und Zielsetzunqg der Arbeit

1.1 Bluthochdruck in der Schwangerschaft

Bluthochdruck ist definiert als eine systolische Druckerh6hung im grof3en Blutkreislauf
Uber 140 mmHg und / oder eine diastolische Druckerhéhung tiber 90 mmHg.

Wahrend einer unkomplizierten Schwangerschaft fallt der Blutdruck kontinuierlich in
gewissen Grenzen ab und steigt im Verlauf dann wieder etwas an.

6 — 8 % der Schwangeren erleiden Hypertonieerkrankungen, welche somit haufige
Erkrankungen wahrend der Schwangerschaft sind [Galao 2004]. Schwanger-
schaftsbluthochdruck ist eine Hauptursache fur miutterliche Morbiditat und Mortalitat. In
den USA ist er mit fast 15 % die zweithaufigste Ursache fir Muttersterblichkeit.
Hypertoniekranke, schwangeren Frauen haben ein hohes Risiko fiir potentiell tddliche
Komplikationen, wie zum Beispiel akutes Nierenversagen, Leberversagen, zerebrale
Blutungen, disseminierte intravasale Gerinnung, Plazentaabriss, Praeklampsie und
Eklampsie. Des Weiteren ist die Schwangerschaftshypertonie ein signifikanter
Risikofaktor fur kindliche Morbiditat und Mortalitdt [American College of Obstetricians
and Gynecologists 1996].

Bluthochdruck in der Schwangerschaft wird in folgende Gruppen unterteilt:

a, chronische Hypertonie,

b, Gestationshypertonus,

c, Praeklampsie / Eklampsie und

d, Praeklampsie, welche auf eine vorbestehende chronische Hypertonie aufgepfropft ist

[National High Blood Pressure Education Program Working Group 2000].

1.1.1 Chronische Hypertonie

Als chronische Form der Hypertonie wird angesehen, wenn der Bluthochdruck bereits
vor der Schwangerschaft oder in den ersten 20 Schwangerschaftswochen diagnostiziert
wurde. Eine Hypertonie welche wahrend der Schwangerschaft erstmals aufgefallen ist
und welche post partum auch nach der 12 Woche weiterhin vorhanden ist, wird

ebenfalls als chronische Hypertonie klassifiziert.



1.1.2 Gestationshypertonus

Gestationshypertonus steht als Bezeichnung fir eine Blutdruckerh6hung welche
erstmalig nach der zwanzigsten Schwangerschaftswoche diagnostiziert wurde und nicht
mit einer Proteinurie einhergeht. Diese Diagnose beinhaltet sowohl Patientinnen mit
Praeklampsie, bei denen sich noch keine Proteinurie manifestiert hat, als auch
Patientinnen welche im Verlauf keine Préaeklampsie entwickeln, sondern eine reine
Hypertonie. Sofern keine Praeklampsiesymptome oder eine Proteinurie aufgetreten sind
und der Blutdruck wieder in den Normalbereich abgesunken ist, kann man von einer
vorubergehenden Gestationshypertonie sprechen. Bleibt jedoch eine

Blutdruckerhéhung bestehen, so hat sich eine chronische Hypertonie entwickelt.

1.1.3 Praeklampsie / Eklampsie

Die Praeklampsie ist eine schwangerschaftsspezifische Erkrankung [Morgan T 1999].
Sie tritt haufig erst nach der zwanzigsten Schwangerschaftswoche auf, selten friher.
Sie wird durch einen Blutdruckanstieg auf iber 140 mmHg systolisch und / oder tber 90
mmHg diastolisch, bei zuvor normotensiven Miuttern und dem Auftreten von
pathognomonischen Lasionen der renalen Glomerula [Fisher KA 1981], welche sich in
Form einer Proteinurie klinisch manifestieren, charakterisiert. Sollte sich eine
Proteinurie noch nicht manifestiert haben, so ist die Praeklampsie sehr wahrscheinlich,
wenn folgende Symptome auftreten: Kopfschmerzen, Sehstérungen, Bauchschmerzen,
niedrige Thrombozytenzahlen oder abnormale Leberenzyme (HELLP-Syndrom).

Noch vor einiger Zeit wurden neu aufgetretene Odeme als Kriterium angewendet, es
gibt jedoch sehr viele unterschiedliche Ursachen fir Odeme in der Schwangerschaft, so
dass man diese nicht mehr als Kriterium heranzieht [Helewa 1997, Brown 2000].
Zeitweise wurde die Erh6hung des systolischen Blutdruckes um 30 mmHg und / oder
die Erhbhung des diastolischen Blutdruckes um 15 mmHg als Diagnosekriterium
angesehen, auch wenn die absoluten Werte unter 140 / 90 mmHg waren. Verschiedene
Studien zeigen hierfur keine Unterstutzung [North 1999, Levine 2000].

Das klinische Spektrum der Praeklampsie reicht von leichten bis zu sehr schweren,

bedrohlichen Formen, bei denen es innerhalb weniger Tage, manchmal Stunden, von



einer leichten zur schweren Form der Praeklampsie, bis hin zur Eklampsie, kommt.
Zumeist ist das Fortschreiten der Erkrankung jedoch langsam.

Als Eklampsie wird ein neu auftretendes Anfallsleiden bei Frauen mit Praeklampsie
bezeichnet. Zur Pathogenese der Eklampsie gibt es unterschiedliche Hypothesen. Zum
einen werden erhdohte Koagulabilitdt und Fibrinablagerungen diskutiert, zum anderen
eine hypertensive Enzephalopathie, obwohl bei Frauen mit Eklampsie eher moderate
Hypertonieformen beobachtet werden. Die Vasokonstriktion kénnte jedoch selektiv sein.
Ultraschalluntersuchungen haben suggeriert, das bedrohliche zerebrale Vasospasmen
auftreten konnen, obwohl die periphere Vasokonstriktion eher gering ist [Ohno 1997,
Belfort 1999]. In Autopsien, welche innerhalb weniger Stunden nach Todeseintritt
durchgefiihrt wurden, fand man verschiedene Schweregrade von Hamorrhagien und
Petechien, Gefal3zerstorung und Nekrosen, ischdmische Schaden und Mikroinfarkte
[Sheehan 1973, Richards 1988] — eventuell Schaden durch eine andauernde
Hypertension.

1.1.4 Préeklampsie, die auf einen vorbestehenden, chronischen Hypertonus
aufgepfropft ist

Eine Praeklampsie kann sich auch auf einen bereits bestehenden chronischen
Hypertonus aufpfropfen. In diesem Fall wird die Prognose fir Mutter und Kind, im
Vergleich zur Praeklampsie ohne vorbestehenden chronischen Hypertonus, deutlich
schlechter. Als Diagnosekriterien gelten ein bereits bestehender Bluthochdruck > 140 /
90 mmHg und eine neu aufgetretene Proteinurie > 0,3 g / 24 Stunden. Bei Frauen, bei
denen sich schon vor der zwanzigsten Woche ein Bluthochdruck und eine Proteinurie
zeigt, sind hilfreiche Hinweise auf eine Préaeklampsie: plétzlicher Anstieg der
Urineiweil3ausscheidung und / oder des Blutdruckes, Thrombozytenabfall auf unter
100000 / pl und / oder ein Anstieg der Leberenzyme (HELLP-Syndrom).

1.1.5 Pathogenese der Praeklampsie

Die Praeklampsie ist mehr als nur erh6hter Blutdruck. Sie ein systemisches Syndrom,

deren vielfaltige Komplikationen lebensbedrohlich sein kdnnen, auch wenn der
8



Blutdruck nur mé&Rig erhoht ist. Praeklampsie ist eine heterogene Erkrankung,
beeinflusst durch Umweltfaktoren, Paritat, ethnische Herkunft [Morgan 1999] und
genetische Variationen. Die pathophysiologischen Ursachen sind bis dato noch zu
gro3en Teilen unerforscht. Man geht davon aus, dass die Plazenta der ursachliche
Fokus ist, da die Entbindung die einzige definitive Heilung der Erkrankung ist. Es wurde
beobachtet, dass Patientinnen mit einem erhdhten Plazentagewicht (zum Beispiel bei
Zwillingen oder bei einem Hydrops) und somit einer relativen Verminderung der
Plazentadurchblutung, ein erhdhtes Risiko fur eine Praeklampsie haben. Es zeigt sich,
dass die resultierende relative Plazentaischamie ein initialisierender Faktor bei der
Entstehung einer Praeklampsie ist [Redman 1991].

Am Anfang der Schwangerschaft entwickeln sich die Spiralarterien, also die terminalen
Enden der Gebarmutterarterien, von muskelstarken, dickwandigen Gefal3en zu
schlaffen, ausgestulpten Arterien und passen sich so dem zehnfach vergrof3ertem
uterinen Blutfluss an. Diese physiologischen Veranderungen beginnen frihzeitig
wahrend der Schwangerschaft [Pijnenborg 1980]. Endovaskulare Trophoblasten
wandern in die Spiralarterien ein [Robertson 1976, Zhou 1997]. Es gibt Hinweise, dass
diese Trophoblasteneinwanderung bei Frauen in denen sich eine Praeklampsie
entwickelt, unvollstandig ablauft [Pijnenborg 1990, Zhou 1993, Fox 1988]. Die Ursache
hierfir konnte eine Fehlfunktion der Cytotrophoblasten bei der Bereitstellung von
Adhesionsmolekilen sein, welche fur die normale Umwandlung der mdutterlichen
Spiralarterien wahrend der Schwangerschaft notwendig sind [Zhou 1997]. Das fehlende
Remodelling der Spiralarterien oder ein abnormes Remodelling, mit Proliferation der
glatten GefalBmuskelzellen [Brosens 1972], wird als morphologische Basis fir die
verringerte Plazentadurchblutung bei der Praeklampsie angesehen, welche zu einem
Sauerstoffmangel der Plazenta fihren kdnnte.

Die Immunantwort kdnnte einen weiteren Beitrag zur Préaeklampsie besteuern. Hier
stie@ man auf das humane Leukozytenantigen G, welches im normalen
Plazentagewebe vorhanden ist. Es wird vermutet, dass dieses Antigen eine Rolle in der
mutterlichen Antwort auf die immunologisch fremde Plazenta spielt [Kovats 1990,
Harrison 1997]. Im Plazentagewebe von Mittern mit Préaeklampsie fanden sich
verminderte und auch veranderte humane Leukozytenantigen-G-Eiweil3e, welches
einen Zusammenbruch der mutterlichen Immuntoleranz zur Folge hatte [Main 1994].

Weiterhin fielen erhohte Spiegel von Zytokinen in der Plazenta und dem mdtterlichen



Kreislauf, sowie erhohte Spiegel von naturlichen Killerzellen und neutrophilen
Granulozyten als mogliche beeinflussende Faktoren auf [Taylor 1997].
Bei praeklamptischen Miuttern zeigt sich in der Regel keine signifikante
Blutdruckerhéhung vor der zweiten Schwangerschaftshalfte. Es konnen jedoch bereits
vorher vasokonstriktive Einflisse nachgewiesen werden. Verédnderungen der
vaskularen Reaktivitat kbnnen schon vor der zwanzigsten Schwangerschaftswoche
auftreten. In der Literatur findet man Hinweise darauf, dass der Blutdruck bei Mittern
die eine Praeklampsie entwickeln, bereits im zweiten Trimester im Vergleich zum
Durchschnitt der normalen Schwangeren etwas erhoht ist (diastolischer Blutdruckwert >
70 mmHg ) [Sibai 1997], er liegt dabei aber noch im normalen Bereich. Wahrend einer
regelhaften Schwangerschaft kommt es zu einer Vasodilatation, bei der Praeklampsie
ist dies genau umgekehrt. Es entwickelt sich ein erhdhter peripherer Wiederstand.
Normalerweise zeigt eine normotensive, schwangere Frau eine verminderte Antwort auf
verschiedene vasoaktive Peptide und Amine, speziell auf Angiotensin Il. Die Gefalie
einer praeklamptischen Mutter hingegen zeigen eine UberschieBende Reaktion auf
solche Hormone. Im Falle des Angiotensin Il kann dies schon Monate vor einer
offensichtlichen Erkrankung auftreten [Gant 1973]. Dies konnte jedoch nicht in allen
Untersuchungen beobachtet werden [Kyle 1993].
Der Blutdruck praeklamptischer Mutter normalisiert sich post partum normalerweise in
den ersten Tagen. Bei sehr schweren Fallen kann dies auch 2-4 Wochen dauern
[Ferrazzani 1994].
Die zugrundeliegenden Mechanismen der Vasokonstriktion und der verénderten
vaskularen Reaktivitat sind noch unklar. Arbeitsgruppen haben sich mit dem Verhaltnis
von vasokonstriktiven und vasodilatativen Prostanoiden beschaftigt, wie zum Beispiel
Prostacyclin und Thromboxan [Walsh 1985, Fitzgerald 1990, Mills 1999]. Andere
Studien beschaftigten sich mit den Auswirkungen einer verminderten Aktivitdt der
Stickstoffoxidsynthetase und der verminderten Produktion von Stickstoff-abhéangigem
oder - unabhé&ngigem Endothelium-derived relaxing factor (endothelstandige
vasodilatatorisch wirksame Mediatoren, zum Beispiel Stickoxid (NO). (Baylis 1992 und
1998, Molnar 1994, Seligman 1994, Begum 1996].
Die Rolle der Endothelzellen ist ein weiterer Forschungsschwerpunkt. In den
Endothelzellen werden zum Beispiel Prostanoide, Endothelin und Endothelin-derived
relaxing factor gebildet, welche bei der Praeklampsie durch inflammatorische Zytokine
(Tumor Nekrose Faktor alpha) oder oxidativen Stress, Fehlfunktionen aufweisen
10



konnten [Roberts JM 1989 und 1992, Davidge 1996, Taylor 1991, Hubel 1989 und
1997, Barden 1996, Poranen 1996].

Andere Faktoren, die bei der Praeklampsieentstehung eine Rolle spielen, kénnten das
sympathische Nervensystem [Schobel 1996], die calciotrophischen Hormone [August
1992, Seely 1992], das Insulin [Long 1977, Solomon 1994, Lorentzen 1998, Roberts
1998] und der Magnesiumstoffwechsel [Bardicef 1995] sein.

1.1.6 Genetische Ursachen der Praeklampsie

Praeklampsie zeigt eine deutliche familiare Haufung. Welches Vererbungsmuster bei
Praeklampsie am ehesten vorliegt, wird vielfach debattiert. Die Frage ob hauptséchlich
mdtterliche Gene, fetale Gene oder deren Interaktionen eine Pradisposition schaffen, ist
bis dato unbeantwortet.

Viele Studien legen besonderes Augenmerk auf das ,Maternale Gen Model“. Dieses
postuliert, dass hauptsachlich maternale Gene fir die Entstehung der Praeklampsie
mitverantwortlich sind [Chesley und Cooper 1986; Arngrimsson 1990]. Bereits 1873
hatte Elliot einen fatalen Fall von Eklampsie bei einer Frau geschildert, deren Mutter
wahrend ihrer finften Schwangerschaft an Eklampsie gestorben war. Jede ihrer vier
Tochter entwickelte Eklampsie, drei von ihnen starben daran. [Elliot 1873].

Manche Arbeitsgruppen, so zum Beispiel Boyd et al. fanden eher fetale Gene als
ursachlich fir die Entstehung einer Préaeklampsie [Boyd 1987].

Andere Studien wiederum beschéaftigen sich mit den Interaktionen zwischen
matterlichen und fetalen Genen [Cooper 1979].

Manche Stammbaumanalysen suggerieren eine Single-Gen Vererbung [Chesley 1986,
Arngrimsson 1990].

Zur Untersuchung der pathogenetischen Ursachen wurden sogenannte
Kandidatengene postuliert und untersucht, zum Beispiel der Angiotensinogen Thr 235
Polymorphismus [Morgan T, 1999].

In dieser Arbeit soll ein moégliches Kandidatengen des Renin-Angiotensin-Systems
untersucht werden - der Angiotensin Converting Enzym (ACE) Insertion / Deletion

Polymorphismus im ACE-Gen.
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1.2 Renin-Angiotensin System (RAS)

1.2.1 Uberblick Uber das Renin-Angiotensin-System

Das Enzym Renin, eine spezifische saure Protease, kommt in den Epitheloidzellen der
afferenten und in geringem Ausmald auch efferenten Arteriolen der Niere vor. Dort
katalysiert es die Bildung von Angiotensin, indem es das Decapeptid Angiotensin | von
seinem Substrat Angiotensinogen abspaltet. Angiotensin |, welches biologisch inaktiv
ist, wird durch eine Konvertase, dem Angiotensin Converting Enzym (in der GefaRwand
vorkommend) zum biologisch aktiven Octapeptid Angiotensin Il umgewandelt. Im
Herzen kann die Umwandlung von Angiotensin | zu Angiotensin Il auch durch die
sogenannte Humane Herz Chymase erfolgen [Urata 1990]. Angiotensin Il kann
weiterhin in verschiedene aktive und inaktive Formen umgewandelt werden. Das
biologisch aktive Angiotensin Il entsteht durch die Abspaltung der N — terminalen
Aminosaure Aspartat durch die nicht selektive Aminopeptidase A. Dieses kann zu
Angiotensin IV durch die nicht selektive Aminopeptidase N verandert werden. Mit Hilfe
von Endopeptidasen kann Angiontensin 1l auch in inaktive Fragmente gespalten
werden, wie zum Beispiel Angiotensin [Ferrario 1991].

Angiotensine vermitteln ihre Funktionen Uber spezifische Angiotensinrezeptoren,
welche in den Plasmazellmembranen der Zielzellen liegen. Es sind verschiedene
Rezeptoren bekannt, wie zum Beispiel der AT1-Rezeptor, der AT2-Rezeptor und der
AT3-Rezeptor. Die meisten Angiotensineffekte sind AT1-Rezeptor vermittelt (ein G-
Protein Rezeptor) [Peters 1995].

12



Schematische Darstellung des Renin — Angiotensin — System

Angiotensinogen  (alpha2-Globulin aus der Leber)

Renin (Protease)

Angiotensin | (Dekapeptid)

Angiotensin Converting Enzyme
(Konvertase)

Angiotensin (Oktapeptid) — biologisch aktiv

Aminopeptidase A

Angiotensin Il (Heptapeptid)
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Angiotensine haben vielfaltige Funktionen. Sie regulieren die Volumenhomoostase, den
Elektrolytstoffwechsel, den Gefal3tonus, modulieren periphere [Watt 1992, Bonnardeaux
1994] und zentrale Blutdruckregulation [Lind 1985, Ganten 1984], den uteroplazentalen
Blutfluss [Nielsen 2000], zentrale und periphere sympathische Aktivitat [Ganong 1984],
Nierenfunktionen und die Biosynthese von Steroiden (Aldosteron) [Bird 1992].
Angiotensin Il hat einen Einfluss auf kardiale Hypertrophie, Proliferation von glatten
Muskelzellen und Nebennierenrindenzellen [Naftilan 1990, Sadoshima 1993]. Das RAS
ist in die Angiogenese, den Diabetes mellitus, sowie dem Tumorwachstum involviert
[Fuchs 2004].

1.2.2 Renin-Angiotensin-System in der Schwangerschaft

Die normale Schwangerschaft ist durch folgende Adaptionsmechanismen
charakterisiert:  Blutdruckabfall, Verminderung des vaskularen Widerstandes,
Stimulation des Renin-Angiotensin-Systems und eine verminderte Blutdruckantwort auf
infundiertes Angiotensin Il [Goran 1984, Peters 1995]. Das Renin-Angiotensin-System
spielt hierbei eine bedeutende Rolle [Kaur 2005]. Es erfolgt eine Erhdhung der
Plasmarenin- und Aldosteronspiegel. Angiotensin Il ist trotz seiner mehrfach erhéhten
Konzentration nicht in der Lage einen Blutdruckabfall zu verhindern. Dies ist der
Tatsache einer erhdohten Resistenz gegeniber der blutdrucksteigernden Wirkung von
Angiotensin Il geschuldet [Abdul-Karim 1961].

Bei Mittern, die wahrend der Schwangerschaft eine Bluthochdruckerkrankung und /
oder eine Praeklampsie entwickeln, wurde in Studien gezeigt, dass es nicht zur
Stimulation des Renin-Angiotensin-Systems kommt [August 1990]. Die gesamte Renin-
Angiotensin Achse ist bei Praeklampsie beeintrachtigt. Plasmareninkonzentration,
Plasmareninaktivitat, Angiotensinogen-, Angiotensin Il-, Aldosteronplasma- und -urin-
spiegel sind erniedrigt [August 1990]. Da das Renin-Angiotensin-System eine so
zentrale Rolle in der Pathophysiologie der Bluthochdruckerkrankungen in der
Schwangerschaft spielt, wurde spekuliert, ob genetische Variationen des Renin-
Angiotensin-Systems eine Auswirkung auf die Entwicklung solcher Erkrankungen haben
[Bouba 2003].
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1.2.3 Das Angiotensin-Converting-Enzym (ACE)

1956 wurde die erste Isolation des ,hypertensin-converting enzyme* durch Skeggs und
Shumway beschrieben [Skeggs 1956]. Die Arbeitsgruppe um Soubrier konnte 1988
uber ein erfolgreiches Klonieren der DNA, welche komplementar zur Gefal3zell-
endothel-ACE-mRNA ist, berichten [Soubrier 1988].
Das Angiotensin-Converting-Enzym, auch Konvertase genannt, ist eine Zinkmetall-
oxidase mit einer Molekularmasse von 150-180 kDa.
ACE existiert als eine membrangebundene Form und kommt in endothelialen Zellen,
sowie in verschiedenen epithelialen und neuroepithelialen Zellen vor [Rigat 1990], im
Besonderen in den Nieren, dem Dinndarm, reifen Keimzellen (Spermatoiden), dem
Choroidplexus, den Basalganglien und dem Striatum [Soubrier 1993]. Die aktiven
Anteile sind in Richtung ZellauRenseite gerichtet.
Desweiteren gibt es eine zirkulierende Enzymform, welche wahrscheinlich von der
membranstandigen Form abgespalten wird. Sie kommt zum Beispiel im Plasma, der
Amnionflissigkeit oder der Samenflussigkeit vor [Rigat 1990].
Das Angiotensin Converting Enzym besteht aus 1306 Aminoséuren und hat 17 N-
Glycosylierungspunkte. Ein 29 Aminosauren grofR3es, hydrophobes, N-terminales
Signalpeptid fehlt beim ausgereiften Angiotensin Converting Enzym. Durch 17
hydrophobe Aminosauren wird ACE an der Zellmembran verankert [Peters 1995].
Das testiculare ACE, welches 1971 erstmals beschrieben wurde [Cushman 1971], ist
mit 92 kDa kleiner und hat nur einen aktiven Anteil. Seine Transkription startet vom
Intron 12.
Das menschliche ACE-Gen ist auf Chromosom 17923 lokalisiert und 21 Kilobasen grof3.
Es besteht aus 26 Exons, welche Grol3en zwischen 88 und 481 Basenpaaren haben.
Die strukturelle Organisation des ACE-Genes zeigt zwei Uberlappende
Transkriptionseinheiten [Hubert 1991]. Die grof3e Endotheliale-ACE-mRNA ist 4,3
Kilobasen lang und wird von Exon 1 bis 26 transkribiert (ohne Exon 13). Durch
molekulares Klonen der Endothelvariante des ACE-Genes konnten zwei homologe
Bereiche offenbart werden. Jede hat einen katalytisch aktiven Anteil mit hoher
Homologie, aber unterschiedlichen katalytischen Teilen und verschiedenen Wegen der
Chloridaktivierung [Soubrier 1988]. Es wurde suggeriert, dass jede dieser Seiten
unterschiedliche Funktionen haben kdénnte. Exon 13 wird nach der Transkription der
endothelialen ACE-mRNA herausgeschnitten. Die 3 Kilobasen groR3e Testiculare-ACE-
15



MRNA wird von Exon 13 bis Exon 26 transkribiert. Exon 13 kodiert 67 Aminosauren der
NHz-terminalen Region des testicularen ACE, wohingegen die weiteren Exons eine
Sequenz kodieren, die beiden Isoenzymen gemein ist [Hubert 1991]. Die verschiedenen
5-Enden der zwei ACE Transkriptionen zeigen einen Promoter fir die Endotheliale-
ACE-mRNA in der 5-Region des ersten Exons und einen Promoter fir die Testiculare-
ACE-mRNA im Intron 12 [Hubert 1991].

Genexperimente zeigen die Anwesenheit einer positiven Regulationseinheit in einer 132
bp grof3en Region in der Nahe des Bereiches des Transkriptionsstarts. Weiterhin lassen
sich zwei negative Regulationsbereiche zwischen —132 und —-343 und zwischen —472
und —754 finden. Oberhalb der Transkriptionsstartstelle des testicularen ACE enthélt
das Intron 12 eine CRE-Konsensus Sequenz, welche nukleare Proteine binden kann
[Howard 1990, Wei 1991, Soubrier 1993].

Die Expression der zwei Formen des ACE erfolgt durch unterschiedliche hormonelle
Regulation. Das endotheliale Enzyme wir durch Glukokortikoide induziert, die testiculare
Form durch Androgene [Krulewitz 1984, Velletri 1985].

ACE ist kein sehr spezifisches Enzym, es ist identisch mit der Kininase II. Die
Hauptfunktionen sind neben der Katalysierung der Reaktion Angiotensin | zu
Angiotensin Il, die Degradierung des Vasodilatators Bradykinin, sowie Funktionen im
Stoffwechsel verschiedener Neuropeptide, wie zum Beispiel Neurotensin, Enkephaline,
Substanz P, Luteinisierendes Hormon, Luteinisierendes Hormon Releasing Hormon
[Erd6s 1987, Soubrier 1993]. In verschiedenen Studien finden sich diverse Hinweise auf
weitere, noch zum grofRen Teil unerforschte Funktionen des Angiotensin-Converting
Enzyms [Fuchs 2004].

Aufgrund folgender Beobachtungen wurde eine genetische Kontrolle der Angiotensin-
Converting-Enzym Plasmaspiegel (pACE) postuliert: Auf der einen Seite ist pACE
innerhalb einer Person recht stabil, auf der anderen gibt es aber grol3e interindividuelle
Unterschiede, teilweise bis zu funffach hohere Werte, innerhalb einer Familie wieder
eher &hnliche Spiegel [Dux 1984, Alhenc-Gelas 1991]. Studien innerhalb von Familien
sehen die Weitergabe eines “Hauptgenes” als ursachlich fur die interindividuellen
Unterschiede [Cambien 1988].
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1.2.4 Der ACE Insertion / Deletion Polymorphismus

Im menschlichen Angiotensin-Converting-Enzym-Gen wurde ein Insertion / Deletion
Polymorphismus gefunden. Dieser ist im Intron 16 lokalisiert [Tiret 1992]. Der
Polymorphismus wird durch eine Alu Element Insertion in das Intron 16 verursacht und
ist 287 Basenpaare lang. Der Alu Einschub generiert drei Genotypen Alu +/+, Alu +/-,
Alu -/-, diese sind weitgehend bekannt als Il (Insertion), ID (gemischt) und DD (Deletion)
[Hamid 2004].

Dieser Polymorphismus wurde mit einem Unterschied der zirkulierenden ACE-Spiegel
assoziiert [Rigat 1990]. Kombinierte Segregations- und Linkage-Analysen haben
gezeigt, dass nicht der |1 / D Polymorphismus selbst die Variation der Plasma-ACE-
spiegel verursacht, sondern ein neutraler, allerdings sehr informativer Marker hierfur ist.
Die Allele des | / D Polymorphismus stehen in einer statistisch signifikanten r&umlichen
Beziehung zu einem ,major gene allele 's’ “ genanntem Allel, welches eigentlich fir die
Plasmaspiegelvariationen genetisch verantwortlich ist [Tiret 1992]. Das | Allel ist mit
niedrigeren Plasma-ACE-Spiegeln (pACE) und somit niedrigerer Aktivitat assoziiert.

In einer Studie von Rigat et al. konnten verschiedene ACE-Spiegel den
unterschiedlichen Genotypen zugeordnet werden. Die Unterschiede sind in Abbildung 1
dargestellt. Der genetische Effekt ist fur 47 Prozent der Unterschiede der Serum-ACE-
Unterschiede verantwortlich [Rigat 1990].

Serum ACE Konzentrationsunterschiede

700

600
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400 I

I
300 I'

200

Konzentration in mcg/l

100

I ID DD
Genotypen

Abbildung 1: Serum ACE Konzentrationsunterschiede in Abhéngigkeit vom ACE I/D
Polymorphismus Genotyp. Nach Rigat et al., J Clin Invest 1990; 86:1343-46.
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1.3 Aufgabenstellung

In  einer normalen Schwangerschaft laufen folgende (oben beschriebene)
Adaptionsmechanismen ab: Verminderung des vaskularen Widerstandes sowie daraus
folgender Blutdruckabfall, Stimulation des Renin-Angiotensin-Systems und eine
verminderte Blutdruckantwort auf infundiertes Angiotensin Il [Goran 1984, Peters 1995].
Das Renin-Angiotensin-System spielt hierbei eine bedeutende Rolle [Kaur 2005]. Es
erfolgt eine Erhéhung der Plasmarenin- und Aldosteronspiegel. Angiotensin Il ist trotz
seiner mehrfach erhohten Konzentration nicht in der Lage einen Blutdruckabfall zu
verhindern. Dies ist der Tatsache einer erhdohten Resistenz gegenuber der
blutdrucksteigernden Wirkung von Angiotensin |1l geschuldet [Abdul-Karim 1961].
Angiotensine haben allerdings weitere vielfaltige Funktionen. Sie regulieren die
Volumenhomdostase, den Elektrolytstoffwechsel, den Gefal3tonus, modulieren
periphere [Watt 1992, Bonnardeaux 1994] und zentrale Blutdruckregulation [Lind 1985,
Ganten 1984], den uteroplazentalen Blutfluss [Nielsen 2000], und die zentrale und
periphere sympathische Aktivitat [Ganong 1984].

Da das Renin-Angiotensin-System, im speziellen die Umwandlung zu Angiotensin Il
durch das Angiotensin Converting Enzym, eine so zentrale Rolle in der Patho-
physiologie von Bluthochdruckerkrankungen in der Schwangerschaft spielt, wurde
spekuliert, ob genetische Variationen des Renin-Angiotensin-Systems eine Auswirkung
auf die Entwicklung solcher Erkrankungen haben [Bouba 2003].

In dieser Arbeit soll der Frage nachgegangen werden, ob der bekannte Angiotensin
Converting Enzym Insertion / Deletion Polymorphismus einen Einfluss auf den
Blutdruck und die Eiweil3ausscheidung von schwangeren Frauen hat und somit einen

Risikofaktor fir die Entstehung einer Praeklampsie darstellt.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate

Agagel Midi — Wide, BIOMETRA, BIOMEDIZINISCHE ANALYTIK GmbH, Géttingen
Combitips plus, 0,1 ml, EPPENDORF GmbH, Hamburg

Feinwaage Typ H16 Mettler, SPOERHASE AG, Giessen

Mikrowelle, PANASONIC

Neolab Kryo — Aufbewahrungsbox,

PCR Caps ultradiinn, 0,2 ml, BIOZYM SCIENTIFIC GmbH, Hess. Oldendorf

PCR Tubes ultradiinn, 0,2 ml, BIOZYM SCIENTIFIC GmbH, Hess. Oldendorf
Pipettenspitzen, 0,5 — 20 pyl, EPPENDORF GmbH, Hamburg

Pipettenspitzen, 2,0 — 200 pyl, EPPENDORF GmbH, Hamburg

Pipettenspitzen, 100 — 1000 ul, EPPENDORF GmbH, Hamburg

Power Pack P25, BIOMETRA, BIOMEDIZINISCHE ANALYTIK GmbH, Goéttingen
Polypipetten, 0,5 — 10 ul, EPPENDORF GmbH, Hamburg

Polypipetten, 10 — 100 ul, EPPENDORF GmbH, Hamburg

Polypipetten, 200 — 1000 ul, EPPENDORF GmbH, Hamburg

Safe — Lock Tubes, 1,5/ 2 ml, EPPENDORF GmbH, Hamburg

Safeseal T.I.P.S. Premium, BIOZYM SCIENTIFIC GmbH, Hess. Oldendorf
Safeskin satin plus, KIMBERLY CLARK

SPSS fur Windows, Version 10.07, SPSS Software GmbH, Minchen

T3 Thermocycler, BIOMETRA, BIOMEDIZINISCHE ANALYTIK GmbH, Gaéttingen
Thermostat TCR 100, CARL ROTH GmbH +Co., Karlsruhe

Tischzentrifuge Biofuge 13, HERAEUS, Berlin

Tischwaage Sartorius BL 600, SARTORIUS AG, Goéttingen

Transilluminator TI1, BIOMETRA, BIOMEDIZINISCHE ANALYTIK GmbH, Géttingen
Varipetten, EPPENDORF GmbH, Hamburg

Vortex Genie 2, BENDER & HOBEIN AG, Zirich, Schweiz

Wasserbad GFL Typ 1013, GESELLSCHAFT FUR LABORTECHNIK mbH, Burgwedel
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2.1.2 Chemikalien

Agarose, ICN BIOMEDICALS INC., Costa Mesa, CA 92626, USA.
Amplitag-DNA-Polymerase, ROCHE MOLECULAR SYSTEMS INC., Branchburg, New
Jersey, USA

Bromphenolblau, SIGMA CHEMICAL CO., St. Louis, Missouri, USA

dNTPs (Gemisch aus dATP, dCTP, dGTP und dTTP), ADVANCED BIOTECH-
NOLOGIES LTD., Hamburg,

Elektrophorese-Marker, LIFE TECHNOLOGIES, Rockville, MD 20850, USA
Ethidiumbromid 10 mg/ml, SIGMA CHEMICAL CO., St. Louis, Missouri, USA
MgCl,-Puffer, ROCHE MOLECULAR SYSTEMS INC., Branchburg, New Jersey, USA
PCR Puffer, ROCHE MOLECULAR SYSTEMS INC., Branchburg, New Jersey, USA
Primer hace-3-se, hace-3-ase, hace-5-se, hace-5-ase, TIB MOLBIOL SYNTHESE-
LABOR, Berlin

TE — Puffer wurde aus 10 mM Tris — Cl und 1 mM EDTA hergestellt und auf einen ph-
Wert von 7,5 eingestellt.

K — Puffer setzte sich aus 50 mM KCI, 10 mM Tris — Cl, 2,5 mM MgClI, Tween 20 -
0,5%, und 100 pg/ml Proteinase K zusammen und wurde auf einen ph-Wert von 8,3

eingestellt.

TBE — Puffer bestand aus 108 g/l Tris, 55 g/l Borsaure und 40mli/l 0,5 M EDTA. Der ph-
Wert betrug 8,0.

Blaumarker wurde aus 15g/100ml Ficoll (Type 400) 15,00% und 250mg/100ml
Bromphenolblau 0,25% zusammengesetzt und in 1x TBE-Puffer gelost.
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2.2 Methoden

2.2.1 Die Probandenrekrutierung

Wir fihrten eine prospektive, epidemiologische Studie an der Universitatsklinik Charité -
Campus Mitte der Humboldt Universitat zu Berlin durch. Diese Studie wurde vorab von
der Ethikkommission der Charite gepruft und bewilligt, sie folgt den Empfehlungen des
Weltarztebundes. Des Weiteren fand sie in Ubereinstimmung mit den ethischen
Standards der Deklaration von Helsinki aus dem Jahr 1964 (neuerliche Fassung von
1996) statt. Wir luden alle 1132 Frauen und ihre neugeborenen Kinder ein, die zwischen
Januar 2000 und April 2001 in der Universitatsklinik fir Gynakologie und
Geburtsmedizin der Charite Campus Mitte entbunden hatten, an dieser Studie
teilzunehmen. Die Frauen wurden in einem ausfuhrlichen Gesprach tber die Studie
informiert und aufgeklart. Die ausdrickliche Zustimmung der Frauen war eine
Vorraussetzung fur die Teilnahme an der Studie. 5,6 % der Frauen winschten keine
Teilnahme an der Studie.
Nach dem Aufklarungsgesprach wurde mit den Studienteilnehmerinnen gemeinsam ein
Fragebogen ausgefiihlt. Dieser standardisierte Fragebogen eruierte Name und
Geburtsdatum der Frauen, aktuelles Gewicht, Gewicht vor der Schwangerschaft (durch
die Frauen selbst angegeben), Gewichtszunahme, Raucheranamnese, Nationalitat,
sowie bekannte Erkrankungen, z.B. Bluthochdruck oder Diabetes mellitus.
Die Mdatter wurden weiterhin um lhre Zustimmung gebeten, die Daten aus ihren
Mutterpassen in die Studie aufnehmen und verwenden zu durfen. Folgende Daten
wurden aus dem Mutterpass Ubernommen: Familienanamnese, Vorerkrankungen,
Allergien, Medikamente, Schwangerschaftsanzahl, Urinstreifentestresultate, Odeme,
Varikosis, Gewicht, Blutdruck und Hamoglobinwert.
Laut American College of Obstetricians and Gynecologists [1996] und Helewa et al.
[1997], sowie Brown und Hague et al. [2000] werden Odeme nicht mehr zur
Klassifizierung von Bluthochdruckerkrankungen wahrend der Schwangerschaft
herangezogen. Trotzdem untersuchten wir neu aufgetretene Odeme in der zweiten
Schwangerschaftshéalfte, weil diese haufig mit Praeklampsie assoziiert sind und
moglicherweise die gleiche Pathophysiologie haben.
Im Anschluss an die Entbindung erfolgte eine padiatrische Untersuchung. Hier wurden
Geschlecht, Gewicht, GroRe und Kopfumfang des Kindes, der pH-Wert des
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Nabelschnurblutes, sowie der APGAR-Index ermittelt. APGAR ist ein Akronym und
setzt sich aus den Anfangsbuchstaben von: Aussehen, Puls, Grimassieren,
(Muskel)Aktivitat und Respiration zusammen. Diese 5 Parameter werden bei einem
Neugeborenen unmittelbar nach der Geburt und im Verlauf mehrfach beurteilt. Der
APGAR-Index wurde nach der US-amerikanischen Andasthesistin Virginia Apgar
benannt und wird seit 1953 angewandt.

2.2.2 Die Blutdruckmessung

Der Blutdruck wurde bei allen Vorsorgeuntersuchungen durch erfahrene Gynakologen
oder Hebammen gemessen. Es wurde die Auskultationsmethode nach Korotkoff
verwendet. Korotkoff Phase V wurde zur Bestimmung des diastolischen Blutdruckes
angewandt. [Johenning AR 1992, Gallery 1994, Lopez 1994, Perry 1996, Brown und
Buddle, 1998] Die Probandinnen wurden gemanR der Definition der National High Blood
Pressure Education Program Working Group on High Blood Pressure in Pregnancy
klassifiziert [National High Blood Pressure Education Program Working Group, 2000].
Fir jede Studienteilnehmerin wurde der mittlere Blutdruck fur jedes Trimenon berechnet
(durchschnittliche Anzahl der Blutdruckmessungen: 1,8; 4,0 und 5,5).

2.2.3 Die Messung der Proteinausscheidung

Zur Analyse der Proteinurie wurde eine standardisierte Urinteststreifenmethode
verwendet. Die Proteinurie als Kriterium fir eine Praeklampsie ist als Nachweis von
Eiweil3 > 0,3 g im 24 h Urin oder > 30 mg / dl definiert [National High Blood Pressure
Education Program  Working  Group, 2000]. Das entspricht einem
Urinteststreifenergebnis von 1+. Es wurden nur nitrit-negative Urinteststreifen-
ergebnisse ausgewertet, um eine durch Harnwegsinfekte verursachte Proteinurie

auszuschlieflRen.
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2.2.4 DNA — Extrahierung aus Vollblut

Allen Frauen wurde vendses EDTA-Blut wahrend einer Routineblutkontrolle post partum
entnommen. Den Neugeborenen wurde kurz nach der Geburt ventses Blut aus der
Nabelschnur entnommen. Das Blut wurde 5 Minuten lang bei 3000 U/min zentrifugiert.
Das Plasma konnte dann verworfen werden und die verbliebenen Zellen wurden 1:1 mit
NaCl 0,9 % resuspendiert und bei —20° Celsius eingefroren und gelagert.

Die DNA-Isolierung erfolgte nach einem Standardprotokoll [Miller 1988]. 50 ul NaCl-
Blutzellengemisch wurden mit 500 ul TE-Puffer gemischt. Dieser Ansatz wurde dann 3
Minuten bei 13000 U/min zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in 500 pnl
TE-Puffer resuspendiert. Erneutes Zentrifugieren mit 13000 U/min eine Minute lang
schloss sich an. Der Uberstand wurde verworfen. Dieser Vorgang wurde solange
wiederholt bis das Pellet nicht mehr rot gefarbt war. Samtlicher noch verbliebener
Uberstand wurde nun mit einer Pipette entfernt. Das makroskopisch hamoglobinfreie
Pellet wurde in 100 ul K-Puffer resuspendiert und in einem Wasserbad bei 56 Grad
Celsius 45 Minuten inkubiert. Um die Reaktion zu stoppen und eventuell vorhandene
Proteasen, insbesondere DNAasen, zu inaktivieren, wurde die Suspension
abschlieBend 10 Minuten lang auf 95 Grad Celsius erhitzt. Dann wurden die Proben auf

Eis gelegt und anschliel3end bei —20° Celsius gelagert.

2.2.5 Polymerasekettenreaktion (PCR)

2.2.5.1 Prinzip der Polymerasekettenreaktion (PCR)

1985 beschrieben Mullis und Faloona die Polymerasekettenreaktion [Saiki 1985]. Mit
dieser  molekularbiologischen in  vitro  Technik gelang es  bestimmte
Desoxyribonukleinsdure(DNA)-Abschnitte gezielt zu vervielfaltigen [Mullis 1987].

Die Voraussetzung fur die gezielte Vervielfaltigung ist, dass die endstandigen
Randbereiche des DNA-Abschnittes beziehungsweise deren Basenabfolge genau
bekannt sind. An diesen Endbereichen missen Starthilfen, sogenannte Primer,
ansetzen, die speziell dafir hergestellt sind. Diese Primer sind spezifizierte

einzelstrangige DNA-Molekiile, Oligonukleotide die sich komplementadr zur DNA-
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Sequenz der Enden des zu amplifizierenden DNA-Abschnittes verhalten. Die
doppelstrangige (ds) DNA-Helix denaturiert bei 92-98° Celsius, dabei kommt es zur
Losung der Wasserstoffbriickenbindungen. Es bilden sich zwei Einzelstrange. Beim
Absinken der Temperatur kommt es zum Annealing: die Primer kbnnen sich an ihre
komplementdren DNA-Abschnitte binden. Bei geeigneten Reaktionsbedingungen
hinsichtlich des ph-Wertes und der Temperatur und in Gegenwart von
Desoxynukleosidtriphosphaten (dNTPs) und Magnesiumchlorid (MgClI?) werden die
Primer durch die DNA-Polymerase entlang der denaturierten DNA-Matrize (template)
verlangert. Hierdurch entstehen neuen DNA-Strdnge, diese sind komplementar zur
Matrize. Am Reaktionsende formieren sie sich zu Doppelstrangen. Zur Wiederholung
der DNA-Synthese werden die dsDNA-Abschnitte durch Hitze erneut denaturiert, so
dass sich die Primer wieder anlagern koénnen. Damit ergibt sich folgender
wiederkehrender Ablauf: 1. Denaturierung der zu vermehrenden DNA in Einzelstrange
2. Anlagerung der Starthilfen (Primer) an ihre komplementaren DNA-Abschnitte
(annealing) 3. Erstellung einer DNA-Kopie durch die DNA-Polymerase. Jeder Zyklus
verdoppelt so die Anzahl der DNA-Kopien, so dass nach 20 Zyklen ein einzelner DNA-
Abschnitt tber eine Million Mal vermehrt wurde. Aufgrund der hohen Sensitivitdt muss
auf strenge Hygiene und steriles Arbeiten besonders geachtet werden, da im Falle einer
Kontamination mit Fremd-DNA und einer ungewollten Vervielfaltigung dieser, eine
Verféalschung des Ergebnisses die Folge ware. Die so entstandenen DNA-Fragmente
kénnen auf ein Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt werden. Es
folgt die Anfarbung mit Ethidiumbromid. Unter ultraviolettem Licht kann man die
Fragmente sichtbar machen.
In der Anfangszeit der PCR unter Mullis und Faloona war die Durchfihrung einer PCR
wesentlich aufwendiger als heute. Man kannte noch keine programmierbaren,
vollautomatischen Heizgerate, da diese erst 1989 auf den Markt kamen. Man war somit
auf eine Stoppuhr und mehrere, unterschiedlich temperierte Wasserbader angewiesen.
Aufgrund der hitzeempfindlichen Polymerase-Enzyme musste ein Abkihlung auf unter
50° Celcius nach jedem Denaturierungsvorgang erfolgen. Erst durch die Entdeckung
der Tag-Polymerase konnte auf diesen Arbeitsschritt verzichtet werden. Die Tag-
polymerase ist ein hitzestabiles Enzym aus Thermus aquaticus, einem thermophilen
Bacterium, das man urspringlich aus den heillen Quellen des Yellowstone-
Nationalparks (USA) isolierte. Inzwischen wird Taqg-Polymerase gentechnisch
hergestellt.
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2.2.5.2 Spezifische PCR fur den Angiotensin-Converting-Enzym Insertion / Deletion
Polymorphismus

Zur Genotypisierung des ACE 1I/D Polymorphismus wurde die Methode nach Lindpainter
et al. [Lindpaintner 1995] verwendet. 1 Mikroliter DNA wurde mittels der Primer: 5’-GCC
CTG CAG GTG TCT GCA GCA TGT-3 und 5-GGA TGG CTC TCC CCG CCT TGT

CTC-3’' in einem 20 Mikroliter Ansatz amplifiziert. Dazu wurde folgender Ansatz

verwendet:

DNA 1 ul
H,O 13,44 pl
Puffer 10 x 2 ul
MgCl 25 mM 1,2 pl
dATP 100 mM 0,04 pl
dCTP 100 mM 0,04 ul
dGTP 100 mM 0,04 ul
dTTP 100 mM 0,04 pl
Primer sence 10 —15 uM 1l

Primer antisence 10 —15 uM 1l
Tag-Polymerase 5 U / ul 0,2 ul

Das Cyclerprogramm war wie folgt:

12 min 95° Celsius

30 sec 94° Celsius

45 sec 67° Celsius

02 min 72° Celsius

07 min 72° Celsius

Pause 04° Celsius

35 Zyklen

Deckeltemperatur 105° Celsius

Es entstanden PCR-Produkte von 319 Basenpaaren fir das D-Allel und 597
Basenpaaren fur das I-Allel.
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Alle Proben die nur das D-Allel nach der Amplifikation zeigten und daher potentiell als
DD typisiert waren, wurden in einer speziellen zweiten Amplifikationsreihe untersucht.
Hier wurden spezifische Primer fur die eingeschobene Sequenz in Intron 16 des I-Allels
verwendet. Diese waren 5-TGG GAC CAC AGC GCC CGC CAC TAC-3 und 5-TCG
CCA GCC CTC CCATGC CCATAA-3.

Hierfur wurde folgendes Cyclerprogramm verwendet:

12 min 95° Celsius

30 sec 94° Celsius

01 min 72° Celsius

07 min 72° Celsius

Pause 04° Celsius

35 Zyklen

Deckeltemperatur 104° Celsius

Nur wenn ein I-Allel vorhanden war, zeigte die PCR ein Amplifikationsprodukt von 355

Basenpaaren.

2.2.5.3 Gelelektrophorese

Die amplifizierten DNA-Fragmente wurden auf ein 1,5%iges-Agarosegel aufgetragen

und es erfolgte die elektrophoretische Auftrennung in der Gelkammer bei 100 V.

2.2.5.4 Ethidiumbromidfarbung und Auswertung

Anschlielend wurde das Gel fir 15 min in ein Ethidiumbromidbad gelegt. Unter einer
UV-Lampe wurden die entstandenen Banden sichtbar gemacht. Zeigten sich Banden
bei 319 Basenpaaren (Bp) und bei 597 Bp lag ein ID-Genotyp vor. Fand sich nur eine
Bande bei 597 Bp handelte es sich um einen II-Genotyp. War nur eine Bande bei 319
Bp wies dies auf einen potentiellen DD-Genotyp hin, es folgte die Bestatigungs-PCR mit
den fur das Intron 16 des I-Allels spezifischen Primern. Waren keine Banden sichtbar,
galt der DD-Genotyp als bestatigt.
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Es wurden nur Ubereinstimmende Resultate von zwei unabh&ngig voneinander

durchgefuhrten Messungen akzeptiert.

2.2.6 Statistik

Zur Datenanalyse verwendeten wir SPSS fur Windows, Version 11.5 (Chicago, IL,
USA). Resultate von kontinuierlichen Variablen sind als Mittelwert +
Standardabweichung angegeben (aul3er es ist im Besonderen anders ausgewiesen).
Zum Vergleich von kontinuierlichen Variablen zwischen Gruppen erfolgte eine
Varianzanalyse (ANOVA). Kategoriale Daten wurden mit Hilfe des Pearson-chi® Test
verglichen. Da das Alter der Mutter, der Body Mass Index (BMI) vor der
Schwangerschaft, Mehrlingsgeburten und Primigraviditdt den Blutdruck wahrend der
Schwangerschaft beeinflussen, wurden alle Blutdruckvergleiche einer Kovarianzanalyse
(ANCOVA) mit o.g. Parametern als Kovariablen unterzogen. Ein P < 0,05 wurde als

signifikant beurteilt.
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3. Ergebnisse

3.1 Mdtterliche und kindliche phéanotypische Merkmale
In die Auswertung der Studie wurden Daten von 1068 Frauen und Ihren Neugeborenen
eingeschlossen. Die deskriptiven Daten der Studienpopulation sind in Tabelle 1

dargestellt.

Tab. 1: Deskriptive Daten der Studienpopulation

Merkmale der Mutter N =1068 Mittelwerte + Standardabweichung
Alter bei der Geburt (Jahre) 30+54
BMI vor der Schwangerschaft (kg/m?) 22,639
Gestationsalter zur Entbindung (Wochen) 39,0+2,1
Zwillingsschwangerschaft (%) 50
Primigravida (%) 427
Chronische Hypertonie vor der Schwangerschaft (%) 55
Antihypertensive Medikation vor der Schwangerschaft (%) 1,0
Antihypertensive Medikation wahrend der Schwangerschaft (%) 2,1
Positive Familienanamnese fir Bluthochdruckerkrankungen (%) 37,8
Diabetes mellitus vor der Schwangerschaft (%) 19
Diabetes mellitus wahrend der Schwangerschaft (%) 34
Positive Familienanamnese fir Diabetes mellitus (%) 33,9
Rauchen vor der Schwangerschaft (%) 43,5
Rauchen wahrend der Schwangerschaft (%) 17,9
Geburtsgewicht der Kinder (g) 3367 £ 614
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3.2 Haufigkeitsverteilung der Genotypen bei den Muttern

Die Haufigkeitsverteilung der ACE I/D Polymorphismus Genotypen ist in Tabelle 2

dargestellt.

Tab.2: Haufigkeitsverteilung der ACE I/D Polymorphismus Genotypen

Mutter
ACE Genotyp (n=1068)
Il 179 (16,8 %)
ID 549 (51,4 %)
DD 340 (31,8 %)
I-Allelfrequenz (fl) 0,425+ 0,01
D-Allelfrequenz (fD) 0,575+ 0,01

3. 3 Der Einfluss des ACE I/D Polymorphismus auf mutterliche und kindliche Merkmale

Es wurde untersucht, ob sich die untersuchten miutterlichen und kindlichen Merkmale

zwischen den verschiedenen ACE Genotypen signifikant (p < 0,05) unterscheiden.

3.3.1 Der mittlere systolische Blutdruck

Die Untersuchung des Einflusses der unterschiedlichen ACE-Genotypen auf den
mittleren systolischen Blutdruck der Mitter ergab folgende, in Tabelle 3 aufgeflihrte
Ergebnisse. Eine Kovarianzanalyse (ANCOVA) fur Unterschiede zwischen den
Gruppen mit Beriicksichtigung von Alter, Body-Mass-Index (BMI),
Zwillingsschwangerschaften und Erstschwangerschaft wurde durchgefihrt.

Es zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen.
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Tab. 3: Einfluss der unterschiedlichen ACE-Genotypen auf den mittleren systolischen

Blutdruck der Miitter.

Il ID DD P
Anteil an Gesamtmenge N (%) 179 (17%) 549 (51%) 340 (32%)
Blutdruck im 1.Trimenon 115.0+12 1154 £ 12 116.7+13 | 0.28
Blutdruck im 2.Trimenon 1147 +£11 1155+ 10 1152+11 | 0.74
Blutdruck im 3.Trimenon 117.0+11 117.0 £ 10 117.2+11 | 0.69

Mittelwerte +/- Standardabweichung. P-Wert aus ANCOVA fir Unterschiede zwischen den
Gruppen mit Beriicksichtigung von Alter, Body-Mass-Index (BMI), Zwillingsschwangerschaften

und Erstschwangerschaft.

3.3.2 Der mittlere diastolische Blutdruck

In der folgenden Tabelle 4 ist die Untersuchung des Einflusses der unterschiedlichen
ACE-Genotypen auf den mittleren diastolischen Blutdruck der Mitter angegeben. Eine
Kovarianzanalyse (ANCOVA) hinsichtlich der Beeinflussung durch Alter, Body-Mass-
Index (BMI), Zwillingsschwangerschaften und Erstschwangerschaft wurde durchgefuhrt.

Es zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen.

Tab. 4: Einfluss der unterschiedlichen ACE-Genotypen auf den mittleren diastolischen
Blutdruck der Mitter.

I ID DD P
Anteil an Gesamtmenge N (%) 179 (17%) 549 (51%) | 340 (32%)
Blutdruck im 1.Trimenon 68.7+9 69.3+9 69.6 £ 9 0.71
Blutdruck im 2. Trimenon 67.7+8 68.1+8 67.9+8 0.98
Blutdruck im 3.Trimenon 70.3+8 709+8 70.0x7 0.53

Mittelwerte +/- Standardabweichung. P-Wert aus ANCOVA fir Unterschiede zwischen den

Gruppen mit Beriicksichtigung von Alter, Body-Mass-Index (BMI), Zwillingsschwangerschaften

und Erstschwangerschatft.
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3.3.3 Gestationshochdruck

Die folgende Abbildung 2 zeigt den prozentualen Anteil der an Gestationshypertonus
erkrankten Mutter jeweils innerhalb der drei verschiedenen Genotypen und vergleicht
diese miteinander. Graphisch zeigt sich der Trend, dass Frauen, die homozygot das D-
Allel tragen, weniger an Gestationshochdruck erkranken. Ein statistisch signifikanter

Unterschied ist jedoch nicht vorhanden.

Anteil des 4
Gestationshypertonus
innerhalb des Genotyps
[in %] 3

I ID DD
Genotypen

Abbildung 2: Gestationshypertonus in Abhangigkeit vom ACE I/D Polymorphismus

Genotyp. Im Pearson-chi? Test ergab sich kein statistisch signifikanter Unterschied

zwischen den Gruppen.

3.3.4 EiweilRausscheidung

Die Proteinausscheidung wurde in drei Qualitédten eingeteilt. Kein Eiweil3 im Urin = 0,
geringe Eiweil3ausscheidung = + und grol3e EiweilRausscheidung = >+.

In den folgenden Abbildungen 3, 4 und 5 ist die Eiwei3ausscheidung in Abhangigkeit
vom ACE I/D Polymorphismus Genotyp jeweils fur die drei verschiedenen Trimester
dargestellt. Die Eiweil3ausscheidung unterschied sich nicht statistisch signifikant

zwischen den Gruppen (Pearson-chi2 Test).
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Abbildung 3: Eiweil3ausscheidung im 1. Trimenon in Abhangigkeit vom ACE I/D
Polymorphismus Genotyp

Die Abbildung zeigt den prozentualen Anteil der Mitter mit ausgepragter, geringer und keiner

Proteinurie innerhalb eines Genotyps. Es zeigte sich im Pearson-chi? Test kein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen.
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Abbildung 4: EiweilRausscheidung im 2. Trimenon in Abhangigkeit vom ACE I/D
Polymorphismus Genotyp

Die Abbildung zeigt den prozentualen Anteil der Mitter mit ausgepragter, geringer und keiner

Proteinurie innerhalb eines Genotyps. Es zeigte sich im Pearson-chi?2 Test kein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen.
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Abbildung 5: EiweiRausscheidung im 3. Trimenon in Abhangigkeit vom ACE I/D
Polymorphismus Genotyp

Die Abbildung zeigt den prozentualen Anteil der Mitter mit ausgepréagter, geringer und keiner
Proteinurie innerhalb eines Genotyps. Es zeigte sich im Pearson-chiz Test kein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen.

3.3.5 Neu aufgetretene Odeme nach der 20. Schwangerschaftswoche

Bei 31,6 % der Frauen mit Il Genotyp wurden neu aufgetretene Odeme nach der 20
Woche der Schwangerschaft diagnostiziert. Die Frauen mit dem ID Genotyp zeigten
diese neuen Odeme in 35,5 %. In der DD Genotypgruppe hatten 35,3 % der Frauen
neue Odeme. Es wurde ein Pearson-chiz Test durchgefiihrt. Ein statistisch signifikanter

Unterschied zwischen den Gruppen (Pearson-chi? Test) bestand nicht.
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3.3.6 Praeklampsie

Eine Praeklampsie trat bei 5,1 % der Il Genotypgruppe auf. Bei 5,5 % der Frauen mit ID
Genotyp und bei 5,4 % der Frauen mit DD Genotyp war eine Praeklampsie aufgetreten.

Die statistischen Unterschiede waren bei einem p-Wert von 0,98 nicht signifikant.

3.3.7 Miutter mit Gestationshypertonus und / oder Praeklampsie

Wir verglichen die Mutter gemeinsam, welche entweder an einem Gestationshypertonus
und / oder an einer Praeklampsie, inklusive der sich auf einen vorbestehenden

Hypertonus aufgepfropften Form, erkrankten, hinsichtlich der Genotypverteilung.
Nachfolgende Abbildung 6 zeigt die Unterschiede.

Gestationshypertonus und / oder Praeklampsie

20+

Prozent

ID
Genotypen

Abbildung 6: Auftreten von Gestationshypertonus und / oder Praeklampsie in
Abhéangigkeit vom ACE I/D Polymorphismus Genotyp

Es wurde eine Pearson-chi? Test durchgefuhrt. Es fanden sich keine statistisch signifikanten
Unterschiede.
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Geburtsgewicht [in g]

3.3.8 Geburtsgewicht der Neugeborenen

In der Abbildung Nr. 7 wird das mittlere Geburtsgewicht der Neugeborenen in
Abhangigkeit vom ACE-Genotyp der Mutter dargestellt. Es wurde eine ANOVA
durchgeftihrt. Der p-Wert hier liegt bei 0,08 und ist somit statistisch nicht signifikant. Es
zeigt sich jedoch auch hier ein Trend. Kinder die von Muttern mit einer homozygoten
Anlage des D-Alleles geboren werden, haben tendenziell ein hoheres Geburtsgewicht,
als Kinder, deren Mutter das I-Allel im Genotyp haben. In dieser Studie betragt der
Gewichtsunterschied durchschnittlich 63 Gramm zwischen Kindern, deren Mdutter das
D-Allel tragen und Kindern, deren Mitter das I-Allel tragen. Der p-Wert wurde fir das
Gestationsalters zur Entbindung, Geschlecht des Neugeborenen,
Zwillingsschwangerschaft, miitterlichen Hypertonus, miutterlichen Diabetes mellitus,
mutterlichen Body Mass Index und das Rauchverhalten wahrend der Schwangerschaft

in einer Kovarianzanalyse (ANCOVA) korrigiert.
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Abbildung 7: Geburtsgewicht der Neugeborenen in Abhangigkeit vom ACE I/D

Polymorphismus Genotyp der Mutter.
Das Geburtsgewicht der Kinder in Abhangigkeit von den unterschiedlichen ACE 1I/D
Polymorphismus Genotypen der Mitter wird in dieser Abbildung dargestellt. Die
Spannweitenlinien geben jeweils die Standardabweichung an. Es wurde eine ANCOVA fir o.g.
Merkmale durchgefiihrt. Ein statistisch signifikanter Unterschied besteht nicht, p = 0,08.
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4. Diskussion

Diese Studie diente der Uberprifung der Hypothese, ob die Pathogenese von
hypertensiven Erkrankungen in der Schwangerschaft und somit die Entstehung einer
Praeklampsie durch genetische Variationen des Renin-Angiotensin-Systems beeinflusst
wird. Es wurden Effekte eines mutterlichen RAS Polymorphismus, des Angiotensin-
Converting Enzyme Insertion / Deletion Polymorphismus, auf klassische Marker der
Praeklampsie, wie zum Beispiel Blutdruckerhbhung und Proteinausscheidung, aber

auch Odeme untersucht.

Die Verteilung der Allelfrequenzen in dieser Arbeit ist &hnlich derer, welche in friiheren
Arbeiten Uber kaukasische Populationen veroffentlicht wurden, so zum Beispiel von
Bloem et al., 1996 und Heiskanen et al., 2001.

4.1 Die Bedeutung des ACE | / D Polymorphismus fir die Auspragung von klinischen
Symptomen und diagnostischen Markern der Praeklampsie

Wir konnten in dieser Studie zeigen, dass es keine Assoziationen zwischen dem
matterlichen Angiotensin Converting Enzyme Insertion / Deletion Polymorphismus und
den Kklassischen Markern einer Praeklampsie in dieser in Berlin/Deutschland
rekrutierten Population gibt. Wenn man die mittleren Blutdruckwerte fur die
unterschiedlichen Genotypen I, ID und DD in den drei verschiedenen Trimestern

vergleicht, ergibt sich kein statistisch signifikanter Unterschied.

Bei Betrachtung der UrineiweiRausscheidung ist kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den verschiedenen ACE I/D Genotypen zu erkennen.

Neu aufgetretene Odeme nach der zwanzigsten Schwangerschaftswoche werden seit
einigen Jahren nicht mehr zur Diagnosefindung einer Praeklampsie herangezogen
[American College of Obstetricians and Gynecologists 1996, Helewa 1997, Brown MA
2000]. In dieser Untersuchung zeigen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen
den verschiedenen ACE | / D Polymorphismus Genotypen hinsichtlich neu
aufgetretener Odeme.
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Nach Betrachtung der klassischen, diagnosestitzenden Marker der Préaeklampsie
schauten wir uns die Genetik der Muitter an, welche tatsachlich eine Praeklampsie
entwickelt hatten. Es waren 57 Frauen der insgesamt 1068 untersuchten, werdenden
Mutter, was einem prozentuellen Anteil von 5,3 Prozent entspricht. Diese Haufigkeit der
Praeklampsie zeigt sich auch bei anderen Arbeitsgruppen, so zum Beispiel bei Bouba
et al., 2003. Die Genotypverteilung, sowie die Allelverteilung des ACE 1/D
Polymorphismus zeigten keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Auspragung

einer Praeklampsie.

4.2 Vergleich mit bereits publizierten Daten

Es gibt verschiedene Arbeitsgruppen, welche Auswirkungen des Genpolymorphismus
auf die Entwicklung einer Praeklampsie zeigen konnten. Die Gruppe um Hyunah Choi,
2004 fand in ihrer koreanischen Gruppe einen signifikanten Einfluss des ACE Gen
Polymorphismus auf die Entwicklung einer Préaeklampsie. Sie konnte zeigen, dass der
DD Genotyp signifikant haufiger bei an Praeklampsie erkrankten Muttern vorkam als in
den Kontrollen. Die Frequenz des D-Allels war 0,55 bei an Préaeklampsie erkrankten
Muttern und 0,40 in der Kontrollgruppe. Auch Gurdél et al., 2004 konnte in ihrer Studie
bei turkischen Mittern zeigen, dass das D-Allel mit 65.8 Prozent in der
Praeklampsiegruppe signifikant haufiger vorkam als in der Kontrollgruppe, wo es nur

eine Haufigkeit von 55,8 Prozent hatte, p<0,05.

2005 untersuchten Kaur et al. in Indien mdgliche Zusammenhange zwischen dem DD-
Genotyp des ACE Gen Polymorphismus und dem Gestationshypertonus. Sie konnten
eine signifikante Erhdhung des DD-Genotyps bei schwangerschaftsinduzierter
Hypertonie aufzeigen [Kaur 2005]. Zhu et al., konnten 1998 ebenfalls eine Erh6hung
der D-Allel Frequenz und des DD-Genotypes bei schwangerschaftsinduzierten
Hypertonieformen in einer Gruppe chinesischer Frauen finden. Auch Dizon-Townson et
al. fanden 1995 in ihrer Studiengruppe aus Utah, USA ein hoheres Auftreten des DD-
Genotypes bei Praeklampsiepatientinnen, wie auch bei schwangeren Patientinnen mit

chronischem Bluthochdruck.
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Rigat et al. zeigten 1990, dass der Serum-ACE Spiegel deutlich vom ACE I/D
Polymorphismus abhangt, homozygote DD Genotypen haben einen hoheren ACE-
spiegel als 1I-Genotypen. Es existiert die Hypothese, das eine Uberexpression des D-
Allel und somit eine hohere Aktivitdt des Angiotensin Converting Enzymes auch zu
einem hoheren Blutdruck und zur Ausbildung von Préaeklampsie fiihrt [Dizon 1995]. Wie
oben genannt, finden sich diverse Studien welche eine erhodhte Inzidenz der

Praeklampsie im Zusammenhang mit dem D-Allel finden konnten.

Candice Roberts et al. verwies in einer Studie von 2004 darauf, dass obwohl keine
Assoziation des DD-Genotypes mit Préeklampsie gefunden werden konnte, eine
signifikante Verminderung der lI-Frequenz in der Gruppe mit Gestationshypertonus im
Vergleich zur Kontrollgruppe gefunden wurde. Im Gegensatz hierzu stellte die
Arbeitsgruppe um Mrozikiewicz 2001 eine Studie vor, bei der eine Erh6hung des I-Allels
in der Gruppe polnischer Frauen mit schwangerschaftsinduzierter Hypertonie auftrat. In
der hier vorgelegten Studie zeigte sich eine Erhéhung des I-Allels in der Gruppe mit
Gestationshypertonus, 1I-Genotyp mit 6,2 Prozent und ID-Genotyp mit 7,0 Prozent der
Gesamtstudiengruppe im Vergleich zu 3,6 Prozent mit DD-Genotyp. Eine statistische

Signifikanz konnte jedoch nicht aufgezeigt werden.

Die Ergebnisse dieser Studie sind vergleichbar mit den Ergebnissen von zum Beispiel
Galao et al., 2004. Sie untersuchten den ACE Gen Polymorphismus in einer Gruppe
brasilianischer, schwangerer Frauen mit und ohne Praeklampsie. Sie konnten keine
statistisch signifikante Assoziation zwischen ACE Genotypen und der Entwicklung einer
Praeklampsie finden. Heiskanen et al., 2001 untersuchten in einer finnischen Gruppe
den ACE Gen Polymorphismus hinsichtlich auftretender Schwangerschaftskompli-
kationen. Sie fanden eine ausgeglichene Verteilung des Polymorphismus zwischen
Frauen mit Praeklampsie, der Kontrollgruppe und der Normalbevélkerung. Eine weitere
Studie zur genetischen Beeinflussung der Pathogenese der Praeklampsie wurde von
Kobashi et al. 2005 in Japan durchgefuhrt. In dieser Studie zeigte sich ebenfalls keine
statistisch signifikante Variation der Genotypen, beziehungsweise der Allelfrequenzen
zwischen Mittern mit und ohne Préeklampsie. Weitere Studien ohne signifikante
Assoziation zwischen ACE I/D Polymorphismus und hypertensiven Erkrankungen in der
Schwangerschaft wurden von Kim et al., 2004 in Korea, Morgan and Foster et al., 1999
in England und Tamura et al., 1996 in den USA vorgestellt.
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Ein groRRer Teil, jedoch auf keinen Fall alle, der bisher veroffentlichten Arbeiten zur
Assoziation des ACE 1I/D Polymorphismus mit schwangerschaftsinduzierten
Hypertonieformen bis hin zur Praeklampsie, erbrachte ahnliche Ergebnisse wie unsere

Studie — keine Assoziation von statistischer Relevanz.

In weiteren, gréReren Studien sollte versucht werden, Licht in die pathophysiologischen

Wege der Assoziationsergebnisse zu bringen.

4.3 Erklarungsansatze fur die unterschiedlichen Ergebnisse der bisher erfolgten Studien

International gesehen zeigen sich inkongruente Ergebnisse in der Suche des Einflusses
des ACE I/D Gen Polymorphismus auf die Entstehung einer Praeklampsie. Was kdnnen

die Ursachen hierfir sein?

Wenn man sich die unterschiedlichen Studien genauer anschaut, dann fallt eines sehr
frih auf. Es handelt sich jeweils um Studiengruppen mit unterschiedlicher ethnischer
Herkunft. In verschiedenen Studien wurde herausgearbeitet, dass es zwischen den
verschiedenen Rassen vielfaltige Unterschiede in der Verteilung und der Varianz der
Gene gibt [Lachmeijer 2002, Kobashi 2005]. In unserer Studiengruppe handelt es sich
zum grofl3en Teil um Mutter mit kaukasischem genetischem Hintergrund. Es zeigte sich
eine Genotypverteilung wie oben genannt von Il 16.8 Prozent, ID 51.4 Prozent und DD
31.8 Prozent. Die Allelfrequenzen lagen bei 0.575 fir das D-Allel und 0.425 fir das |-
Allel. Dies entspricht der haufig beschriebenen Verteilung in der kaukasischen
Bevolkerung [Morgan 1999, Heiskanen 2001]. Die Arbeitsgruppe um Kim et al., 2004
zeigte in einer koreanischen Population eine Allelfrequenz, welche genau umgekehrt
zur bei uns beschriebenen ist, das D-Allel fand sich bei koreanischen Miuttern zu 0.42 —
0.52, dass I-Allel zu 0.48 — 0.58, &hnlich einer anderen koreanischen Studie von Hong
et al., 1997. Dies zeigt deutlich die genetische Variationsbreite zwischen den
verschiedenen ethnischen Urspriingen und gibt einen Ansatzpunkt zur Erklarung der
physiologischen und pathogenetischen Unterschiede. Johanning et al. veroffentlichte
1995 eine Arbeit, in der eine Assoziation des ACE I/D Polymorphismus mit der
ethnischen Abstammung aufgezeigt wurde. Es wurde veranschaulicht, dass Japaner,
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Yanomami Indianer und Samoaner eine hohere Frequenz des I-Allels haben, im
Vergleich zu beispielsweise Australiern oder Europdern. Es wurde auch gezeigt, dass
unterschiedliche Untersuchungen der gleichen Populationsgruppe, zum Beispiel von

Europaern, ahnliche Verteilungsmuster offenbaren.

Da die Entwicklung einer Praeklampsie das Resultat einer komplexen Pathogenese aus
genetischen  Faktoren, ethnischer Herkunft, Verhaltensmustern und auch
Umweltfaktoren zu sein scheint, spielen die Umweltfaktoren natirlich eine
entscheidende Rolle. Der Lebensstil der verschiedenen, untersuchten Kollektive, zum
Beispiel Japaner versus Mitteleurop&er versus Brasilianer ist in gewissen Grenzen recht
unterschiedlich und beeinflusst somit auch die Ergebnisse der Studien [Kobashi 2005].
Die Untersuchungen, welche auf verschiedenen Kontinenten durchgefuhrt wurden, sind
hinsichtlich ihrer Umgebungsfaktoren wie zum Beispiel Klima, geographische
Gegebenheiten oder beispielsweise Kriegszustande unterschiedlich. Chesley LC konnte
zeigen, dass diese Faktoren einen Einfluss auf die Entstehung einer Praeklampsie
haben kdnnen, und somit Ergebnisse der verschiedenen Populationen unterschiedlich
beeinflussen [Chesley LC 1984].

Ein weiterer Grund fir die unterschiedlichen Ergebnisse sind die jeweiligen
Einschlusskriterien in die Untersuchungsreihe. In diese Studie schlossen wir
kontinuierlich alle Mtter ein, die in der Klinik fur Geburtsmedizin der Universitatsklinik
Charité, Campus Berlin Mitte zwischen Januar 2000 und April 2001 entbunden hatten.
Somit ergab sich eine grol3e Gruppe von Schwangeren (Uber 1000 Falle), um auch
kleine, klinisch messbare Effekte in einer Population von Frauen mit meistens normalen
Schwangerschaften zu eruieren. Verschiedene Begleitfaktoren wie zum Beispiel
Erstgebarende, Fettleibigkeit oder positive Familienanamnese fir Bluthochdrucker-
krankungen, von denen man weil3, dass diese Risikofaktoren fur die Entstehung einer
Praeklampsie sein konnen, beeinflussen das Studiendesign und somit auch die
Studienergebnisse, je nachdem ob diese Faktoren bei den Studienteilnehmern
vorhanden sind oder nicht [Kobashi 2001]. In verschiedenen Studien [Sibai 1995, Ros
1998] wurde das erhbhte Praeklampsieentstehungsrisiko bei vorbestehendem
Hypertonus, Diabetes mellitus, Insulinresistenz und Zwillingsschwangerschaft bestétigt,
wohingegen Uberraschend Zigarettenrauchen mit einem niedrigeren Risiko einherging.
Wir untersuchten unsere Ergebnisse im Zusammenhang zum Alter, dem Body Mass
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Index vor der Schwangerschaft, Zwillingsschwangerschaften und erstgebarend in einer
Kovarianzanalyse (ANCOVA). Es fanden sich keine unterschiedlichen Haufigkeiten

bezuglich des ACE I/D Polymorphismus.

Ein nicht zu vernachléassigender Einflussfaktor auf die statistischen Mdglichkeiten einer
Studie ist die Gesamtzahl der ausgewéhlten Teilnehmerinnen. So ist die statistische
Signifikanz nicht zuletzt haufig von der tatsachlichen GroRe der Probandengruppe
abhangig [Lachmeijer 2002, Roberts 2004]. In diese Studie nahmen wir 1068 Mutter
auf, von diesen waren jedoch ,nur® 118 an Praeklampsie und / oder
Gestationshypertonus erkrankt, was das zu betrachtende Kollektiv und die statistische
Aussagekraft beziglich des Endpunkts Praeklampsie / Gestationshypertonus

schmaélert.

4.4 Die Bedeutung des ACE | / D Polymorphismus fir die Entwicklung des kindlichen

Geburtsgewichts

Barker suggerierte in seiner 1997 veroffentlichten ,Barker Hypothese®, dass sich
bestimmte menschliche Féten in Utero auf ein limitiertes Nahrstoffangebot einstellen
missten, und dass dies zu einer permanenten Veranderung ihrer Physiologie und ihres
Stoffwechsels fihren wirde. Diese programmierten Verdnderungen konnten die
Grundlage vieler Erkrankungen im spateren Leben sein, so zum Beispiel von
Bluthochdruckerkrankungen. Er veranschaulichte den Zusammenhang des Phéanotyps
,hiedriges Geburtsgewicht“ mit verschiedenen Erkrankungen im weiteren Leben, so
zum Beispiel Koronarer Herzkrankheit. Die Barker Hypothese wurde 1999 von
Klebanoff et al. getestet und unterstutzt. 2001 veroffentlichte Hocher et al. die
,=advanced fetal programming hypothesis“ — weiterentwickelte fetale Programmierungs-
Hypothese. In dieser wurde der Zusammenhang des 825T Allel des G-Protein 33 mit
vermindertem Geburtsgewicht aufgezeigt und die Hypothese erarbeitet, dass dieses
825T Allel somit ein Risikofaktor fur spatere metabolische Systemerkrankungen ist. In
dieser Arbeit schauten wir uns ebenfalls die Genotyp spezifische Verteilung des
Geburtsgewichts an, um Hinweise auf eine mdgliche Beteiligung des ACE | / D
Polymorphismus auf die Entwicklung des kindlichen Geburtsgewichtes zu bekommen.
Es zeigte sich eine leichte Tendenz zu niedrigerem Geburtsgewicht bei I-Alleltragern,
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eine statistisch signifikante Variation der Geburtsgewichte fand sich jedoch nicht. Somit
lasst sich keine Verbindung des ACE | / D Polymorphismus zur ,advanced fetal

programming hypothesis“ aufbauen.
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5. Zusammenfassung

Schwangerschaftsinduzierte Hypertonieformen treten heutzutage bei 6-8 Prozent aller
Schwangeren auf und zeichnen fir einen bedeutenden Teil der muatterlichen Morbiditat
und Mortalitat verantwortlich [Galao 2004]. Hypertoniekranke Schwangere haben ein
hohes Risiko fur potentiell todliche Komplikationen. 15 Prozent aller Todesfélle bei
Schwangeren (in den USA) werden mit Hypertonieerkrankungen in Verbindung
gebracht. Eine der gravierendsten Bluthochdruckerkrankungen ist die Praeklampsie,
definiert als Bluthochdruck tUber 140 mmHg systolisch und / oder 90 mmHg diastolisch
und gleichzeitig auftretender Eiwei3ausscheidung tber 300 mg im 24 Stundenurin.
Praeklampsie ist ein systemisches Syndrom, deren vielfaltigen Komplikationen
lebensbedrohlich sein kénnen. Sie kann sich bis hin zu zerebralen Krampfanfallen
ausweiten — der Eklampsie. Die Pathogenese der Praeklampsie ist bis dato zu weiten
Teilen unbekannt [Morgan L 1999, Redman 1991] und nach wie vor Thema vielfaltiger
Forschung. Es werden und wurden verschiedene genetische Modelle untersucht und
verschiedene Pathogenesen favorisiert [Chesley L 1986, Boyd 1987, Arngrimsson
1990, Liston W 1991]. Viel Beachtung erhielt das sogenannte single-gene model, bei
dem von einem einzelnen Gen ausgegangen wurde, welches fir die Praeklampsie
kodiert. Aufgrund der groRen Bedeutung des Renin-Angiotensin-Systems (RAS) fir die
Blutdruckregulierung [Ganten 1984, Lind 1985, Watt 1992, Bonnardeaux 1994]
erscheint es annehmbar, das eines der Kandidatengene fur eine Substanz aus dem
RAS kodiert. Der Angiotensin Converting Enzym | / D Polymorphismus kdnnte so ein
Kandidatengen sein. Daher wurde in dieser Arbeit der Einfluss des mdutterlichen
Angiotensin-Converting-Enzym (ACE) Insertion / Deletion Polymorphismus auf
Blutdruck und Proteinurie wahrend der Schwangerschaft untersucht und die Frage

gestellt, ob der ACE |/ D Polymorphismus ein Risikofaktor fur Praeklampsie ist ?

Es wurden die Genotypverteilung des ACE 1I/D Polymorphismus und die Allelfrequenz
hinsichtlich der Praeklampsiemarker Blutdruck, Proteinurie und Odeme untersucht. Es
fanden sich keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Genotypen
beziglich dieser Marker. Auch die Inzidenz von Gestationshochdruck und Préaeklampsie
war zwischen den Genotypen nicht statistisch signifikant different. Schlussfolgernd lasst
sich sagen, dass der ACE Deletions Polymorphismus im Vergleich zum ACE Insertions
Polymorphismus keine statistisch signifikanten Unterschiede in der Entwicklung von
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schwangerschaftsinduzierten Hypertonien in dieser kaukasischen Studiengruppe in
Deutschland verursacht. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit den Studien diverser
Arbeitsgruppen [Tamura 1996, Morgan and Foster 1999, Heiskanen 2001, Kim 2004,
Galao 2004, Kobashi 2005], jedoch auch im Widerspruch zu den Ergebnissen mancher
anderer Arbeitsgruppen [Dizon-Townson 1995, Zhu 1998, Mrozikiewicz 2001, Choi
2004, Roberts 2004, Kaur 2005]. Ursachen hierfur sind in der komplexen Pathogenese
der schwangerschaftsinduzierten Hypertonien zu finden, in den unterschiedlichen
ethnischen Hintergriinden, den unterschiedlichen Umwelt- und Lebensbedingungen und
den unterschiedlichen Studiendesigns.

In der weiteren Erforschung der genetischen Grundlagen solcher komplexer
Krankheitsbilder wird es in Zukunft noch mehr darauf ankommen, diese Faktoren zu

bertcksichtigen.
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Anhang

Abklrzungsverzeichnis

ACE -
ANOVA -
ANCOVA -
ATP -
Bp -
CTP -
dsDNA -
DNA -
dNTP -
EDTA -
GTP -
/D -
ICD-10 -
PCR -
TTP -
U -

uv -

Angiotensin Converting Enzym
Varianzanalyse

Kovarianzanalyse
Adenosintriphosphat

Basenpaare

Cytidintriphosphat
Doppelstrangdesoxyribonukleinséaure
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonukleosintriphosphat
Ethylendiamintetraessigséaure
Guanosintriphosphat

Insertion / Deletion

Internationale Klassifikation der Krankheiten 10
Polymerasekettenreaktion
Thymidintriphosphat
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Ultraviolett
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