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Kurzreferat:

Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist es zu untersuchen, ob ein Zusammenhang zwischen
dem genetisch determinierten Polymorphismus des Serumproteins Haptoglobin und der
Gesamtmortalitat sowie dem Auftreten kardiovaskularer Ereignisse, wie z. B. Myokardinfarkt
oder Apoplex, bei terminal niereninsuffizienten Patienten besteht. Dabei wird angenommen,
dass der homozygote Haptoglobin-Typ 1 aufgrund seiner pathophysiologischen Eigenschaften
einen eher positiven Effekt auf das Herzkreislaufsystem nimmt und mit einer geringeren
Mortalitats- und kardiovaskularen Ereignisrate einhergeht, als der homozygote Haptoglobin-
Typ 2. Da es aktuell keine Studien gleicher Fragstellung mit ausschlie3lich Dialysepatienten
gibt, diese aber eine deutlich héhere Mortalitats- und kardiovaskulare Ereignisrate aufweisen
als die Allgemeinbevolkerung, entschieden wir uns zur Untersuchung dieses spezifischen
Studienkollektivs. Insgesamt wurden 619 Patienten in die Auswertung einbezogen und mittels
Cox-Regressionsmodell analysiert. Hinsichtlich der betrachteten Endpunkte zeigte sich kein
signifikanter Zusammenhang mit dem Haptoglobin-Polymorphismus. Aus unseren
statistischen Daten I&sst sich schlieBen, dass die erhohte Mortalitds- und kardiovaskuldre
Ereignisrate  von Dialysepatienten bereits durch deren Multimorbiditdt und die
Dialysepflichtigkeit an sich erklart wird, wodurch ein statistisch schwécherer Effekt des
Haptoglobins womdglich  maskiert wird. Weitere Studien mit einem langeren

Beobachtungszeitraum und einer hoheren Rate an Zielereignissen waren hier wiinschenswert.
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2. Einleitung

2.1 Terminale Niereninsuffizienz und kardiovaskulare Erkrankungen

Schatzungen zufolge leiden etwa zwei Millionen Menschen in Deutschland an einer
chronischen Nierenerkrankung (Chronic Kidney Disease, CKD), ca. 80 000 davon befinden
sich aktuell in einem dialysepflichtigen Stadium. Das geht aus Daten der "Studie zur
Gesundheit Erwachsener in Deutschland™ hervor, welche im Auftrag des Robert Koch-
Institutes zwischen 2008 und 2011 erhoben wurden (1). Die chronische Niereninsuffizienz ist
definiert durch eine glomerulare Filtrationsrate (GFR) < 60 ml/min /1,73 m? welche langer
anhalt (2). Bei

GFR < 15 ml/ min/ 1,73 m? gilt ein Patient als terminal niereninsuffizient. Patienten, welche

als drei zusammenh&ngende Monate einer  persistierenden
dieses Stadium der End-Stage Renal Disease (ESRD) erreicht haben, bedurfen im Verlauf
entweder einer Nierentransplantation oder eines Nierenersatzverfahrens (Dialyse). Die
Begriffe terminale Niereninsuffizienz und Dialysepflichtigkeit werden daher im Folgenden
synonym verwendet. Die weltweite Pravalenzrate an CKD zu erkranken liegt bei ca. 10-
15 % (3). Dabei haben Patienten mit einer Nierenfunktionsstérung ein 10-30 fach hoheres
Mortalitétsrisiko als Menschen mit normaler Nierenfunktion (4), (5). Die Risikostratifizierung
korreliert dabei im Wesentlichen mit der glomeruléren Filtrationsrate, wobei ESRD-Patienten
das hochste Risiko besitzen, wie Abbildung 1 zeigt (6). Die jahrliche Mortalitatsrate jener
Patienten wird auf ca. 20 % beziffert, wobei ca. 50 % dieser Todesfélle auf kardiovaskuldre
Erkrankungen (Cardiovascular Disease, CVD) zurlickgehen (6), (7). Insbesondere der akute
Myokardinfarkt (AMI), welcher h&ufig durch akzelerierte arteriosklerotische Verédnderungen
der HerzkranzgefélRe auftritt, spielt hier eine wesentliche Rolle. Dartiber hinaus fihren
Hypertrophien der Herzkammern, lebensbedrohliche Arrhythmien oder
Elektrolytverschiebungen gehduft zum plétzlichen Herztod von Dialysepatienten (Sudden

Cardiac Death, SCD) (5), (7).
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Abbildung 1: Assoziation der Stufen chronischer Niereninsuffizienz mit der Rate kardiovaskularer Mortalitét
(A) und kardiovaskularer Ereignisse (B) (6)
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2.2 Kategorien kardiovaskularer Risikofaktoren

Die Ursachen der hohen kardiovaskuldren Morbiditat und Mortalitdt von Dialysepatienten
sind sehr vielschichtig und weder in ihren Einzel- noch Wechselwirkungen bisher komplett
verstanden. Neben den traditionellen Risikofaktoren, welche auch in der
Allgemeinbevolkerung vorkommen, liegen bei ESRD-Patienten héufig spezifische,
nephropathiebezogene Risikofaktoren vor, welche sich durch die endokrinologischen und
metabolischen  Verédnderungen im Rahmen der Niereninsuffizienz sowie die
Dialysebehandlung an sich ergeben (5). Im Folgenden soll auf beide Gruppen eingegangen

werden. Zu den traditionellen Risikofaktoren zé&hlen die arterielle Hypertonie, Diabetes

mellitus, Nikotinabusus, Hypercholesterindmie, Lebensalter und Geschlecht sowie die
Familienanamnese. Weitere Risikofaktoren stellen Adipositas, Lipoprotein(a)-Erhéhung,
Hypertriglyzeridamie sowie korperliche Inaktivitat dar (8). Diese bilden einen wichtigen
Pfeiler in der Atiologie arteriosklerotischer Veranderungen und tragen maRgeblich zu
Alterationen des kardiovaskularen Systems bei. Dabei zeigt sich die Arteriosklerose als
komplexer multifaktorieller Prozess, welcher meist mit einer Schadigung der
Endothelzellschicht (Intima) beginnt und zunéchst schleichend verlauft. Durch subendothelial
eingewanderte Monozyten/Makrophagen, T-Lymphozyten sowie deren entziindungsfordernde
Zytokine kommt es anfangs zu lokalisierten inflammatorischen Reaktionen innerhalb der
Gefallwand, welche sich durch die weitere Rekrutierung von Leukozyten und Einlagerung
von Lipoproteinen manifestieren und schlieBlich in die Bildung von Geféal3plaques munden.
Im Verlauf fuhren diese, im Volksmund auch Gefalkalk genannten Ablagerungen, zur

Verhartung und Stenosierung der Arterien (9).

Die zweite wichtige Gruppe bilden die spezifischen nephropathie- und dialysebezogenen
Risikofaktoren. Hier ist neben der urdmischen Stoffwechsellage, insbesondere der gestorte
Kalzium-Phosphatstoffwechsel ~ mit relativem Kalzium Overload und erhohter
Phosphatretention problematisch, welcher haufig zu einer prognostisch ungunstigen
Mediasklerosierung fuhrt (5). So leiden Dialysepatienten hdaufiger an valvularen
Kalzifikationen und zeigen eine hohere Rate ventrikuldrer Arrhythmien als die
Allgemeinbevolkerung. Die ventrikuldre Arrhythmie, hervorgerufen durch eine autonome
Neuropathie bei chronischer Urdmie und hdufig co-existentem Diabetes mellitus, gilt dabei
als Hauptrisikofaktor des SCD. Ursache ist eine Imbalance des vegetativen Nervensystems
mit Hemmung des vagalen Tonus. Die daraus resultierende Uberaktivitat des Sympathikus
fuhrt zu einer herabgesetzten Herzratenvariabilitit (HRV), was wiederum zu
lebensbedrohlichen Herzrhythmusstérungen fuhren kann. H&ufig findet sich auch eine
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Linksventrikelhypertrophie (LVH), die sich infolge einer arteriellen Hypertonie und Anémie
bildet. Die urdmischen Toxine flihren aullerdem zu myokardialen Fibrosierungen und somit
zu einer verminderten Reizkonduktion. Es ist nicht selten, dass es im Rahmen des
Dialysevorganges zu hamodynamischen Instabilititen und Verschiebungen des
Elektrolythaushaltes kommt, welche ebenfalls zu lebensbedrohlichen Arrhythmien und
schlie3lich zum Herzkreislaufstillstand fiihren kénnen (10), (11).

Da sowohl die traditionellen als auch die spezifischen, nephropathiebezogenen Risikofaktoren
das erhohte kardiovaskuldre Risiko nur zu einem gewissen Anteil erklaren und nicht alle
Dialysepatienten das gleiche Risiko kardiovaskuldrer Komplikationen zeigen, liegt die
Vermutung nahe, dass noch weitere, bisher unzureichend erforschte Einflussfaktoren,
existieren. In den letzten Jahren vermehrt in den Blickpunkt der Wissenschaft geriickt sind
dabei verschiedene Biomolekiile, welche tber chronische Entzlindungsvorgange und die
Induktion von oxidativem Stress einen negativen Einfluss auf das Herzkreislaufsystem
nehmen und arteriosklerotische Umbauprozesse an Geféalien fordern. Hierzu zéhlen u. a. die
Hyperhomozysteindmie, erhohte Level an Lipoprotein(a), Auto-Antikérper gegen oxidiertes
Low-Density Lipoprotein (LDL) sowie das Serumprotein Haptoglobin in seinen
verschiedenen Auspragungen (12). Dabei legen aktuellere Arbeiten nahe, dass Haptoglobin
aufgrund seiner biologischen Eigenschaften und genetischen Determinierung als ein weiterer
Risikofaktor fir CVD anzusehen ist. Einen Uberblick relevanter Studien bietet Tabelle 2 auf
S. 20. Hier wird deutlich, dass die aktuelle Studienlage bisher nur sehr wenige Daten von
ESRD- bzw. Dialysepatienten bereithélt, hingegen die Population der Diabetiker bereits gut
untersucht scheint (13), (14). So zeigten Levy et al. in ihrer 2002 publizierten Studie, dass
einer der drei Haptoglobin-Genotypen bei Diabetespatienten mit einem finffach erhéhten
kardiovaskularen Risiko assoziiert ist und somit als eigenstandiger Risikofaktor fiir CVD
gewertet werden kann (15). Derart eindeutige Daten liegen bei Patienten mit terminaler

Niereninsuffizienz bisher nicht vor.

Da es sich bei Dialysepatienten um ein besonders sensibles und komplexes Kollektiv mit
multiplen Komorbiditaten handelt, ist eine griindliche Erfassung ihres Risikoprofils hier von
besonderer Bedeutung. Im Rahmen einer vorangegangenen Studie unserer Kollegen Heinz et
al. (2010) wurden umfangreiche Daten einer Dialysekohorte gesammelt, welche uns zur
weiteren Analyse zur Verfligung standen (38). Auf diese Daten aufbauend, mochte die
vorliegende Arbeit den Zusammenhang zwischen dem Serumprotein Haptoglobin und dem
Auftreten kardiovaskuléarer Erkrankungen bei Dialysepatienten untersuchen und damit einen

Beitrag zum Verstandnis des Einflusses von Biomolekiilen leisten.



Andere / Chronische
unbekannte Glomerulo-
Ursachen nephritis

Abbildung 2: Die Grafik veranschaulicht die Pathologien, welche der Dialysepflichtigkeit der Studienkohorte
von Heinz et al. zugrunde lagen. Beginnend mit der diabetischen Nephropathie sind diese im Uhrzeigersinn in
absteigender Haufigkeit dargestellt (38)

2.3 Das Protein Haptoglobin

2.3.1 Ein ..neuer” Risikofaktor fiir CVD?

Das Protein Haptoglobin (griechisch Haptein fur Binden) wurde zum ersten Mal 1938 von
Polonovski und Jayle beschrieben und 1955 durch Smithies mittels Gelelektrophorese in
seinen strukturellen Varianten nachgewiesen (16). Es z&hlt zu den a2-Glykoproteinen und
wird von Hepatozyten synthetisiert. Seine Plasmahalbwertszeit betrdgt zwischen 3-5 Tagen.
Die Aufgaben des Haptoglobins im Organismus sind vielfaltig. Seine wichtigste Funktion
besteht in der irreversiblen Bindung und konsekutiven Entfernung von freiem Hamoglobin
(HDb), welches durch seine Hdm-Untereinheit ein hohes Redox-Potenzial besitzt. Durch die
Bindung an Haptoglobin kann die Bildung freier Radikale verhindert und das Gewebe,
einschlieBlich des sensiblen GefaB- und Nierengewebes, vor oxidationsbedingten Schaden
und Entziindungsreaktionen geschiitzt werden. Da die Synthese von Haptoglobin in
Gegenwart proinflammatorischer Zytokine zunimmt, wird es auch als positives Akut-Phase
Protein bezeichnet (17). Die genetische Grundlage fiir die Proteinsynthese von Haptoglobin
bilden zwei Allele, aus denen drei Genotypen hervorgehen. Die daraus gebildeten Proteine
(= Phéanotypen), unterscheiden sich wesentlich in lhrer Form und GroRe sowie ihrer

pathophysiologischen ~ Wirkweise. Sie besitzen zudem verschiedene molekulare
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Eigenschaften, weshalb auch vom funktionellen Polymorphismus des Haptoglobins

gesprochen wird.
Dieser ist seit L&ngerem Bestandteil wissenschaftlicher Studien und wurde bereits mit
Préadispositionen gegentiber verschiedenen Krankheitsbildern assoziiert, wobei die Studien

hier haufig zu widerspriichlichen Ergebnissen gelangten (vgl. Tabelle 2 auf S. 20) (17), (18).

2.3.2 Genetik des Haptoglobins und sein funktioneller Polymorphismus

Das Haptoglobingen befindet sich auf dem Abschnitt q 22 des Chromosoms 16 und besitzt die
zwei autosomalen, co-dominanten Hauptallele Hp' und Hp? welche die Genotypen Hpl-1
und Hp2-2 als homozygote Varianten und Hp2-1 als heterozygote Variante, bilden. Wéhrend
Hp' aus 5 Exonen besteht, besitzt Hp? insgesamt 7 Exone, wobei die Exone 3 und 4 doppelt
vorhanden sind und einer durch irregulares Crossing-over entstandenen Duplikation
entsprechen (Abbildung 3). Das Allel Hp® konnte bisher ausschlieBlich beim Menschen
nachgewiesen werden, wobei angenommen wird, dass es aus evolutionsbiologischer Sicht

zunéchst einen Selektionsvorteil gegenuber Infektionskrankheiten vermittelte (18), (19).

1 2 3 ) 4 r
Hpr | (N m [
1 2 ) X 1 3 L 4 ©
Hpz | (| = i & =
Exanic seguence )
i 1Kb

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Hp* und Hp? Allele mit den duplizierten Exonen 3 und 4 des ersten
Allels (19)

Die sich daraus ergebenden Valenzen der Allele (Hp* ist monovalent und Hp? bivalent)
nehmen wiederum Einfluss auf die Polymerstrukturen der gebildeten Proteine. Die tetrameren
Haptoglobinmolekiile bestehen aus jeweils zwei Alpha- (leicht) und zwei Beta- (schwer)
Polypeptidketten, wodurch sie Ahnlichkeit zu einigen Immunglobulinen haben. Wahrend die
Beta-Kette bei Hp®* und Hp® identisch ist, unterscheiden sich die Haptoglobinproteine
aufgrund ihres genetischen Polymorphismus in ihrer Alpha-Kette (Hp'= o' und Hp?= o).
Hierdurch ergeben sich folgende Proteinfaltblattstrukturen (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Die Abbildung zeigt die Proteinprodukte der drei Genotypen Hpl-1, Hp2-1 und Hp2-2. Der
homozygote Typ Hpl-1 formt ausschlieBlich Dimer Strukturen aus zwei Hp-1 Untereinheiten. Der heterozygote
Typ Hp2-1 bildet lineare Polymere aus einer variablen Anzahl von Hp-2 Untereinheiten sowie zwei
flankierenden Hp-1 Untereinheiten. Der homozygote Typ Hp2-2 bildet zyklische Polymere aus einer variablen
Anzahl an Hp-2 Untereinheiten (19)

Die unterschiedlichen Strukturvarianzen der Proteine bilden in Kombination mit den
Molekulargewichten die Grundlage fur die molekularbiologische Klassifizierung mittels
Elektrophorese (EP), welche 1955 durch Smithies erstmalig beschrieben wurde (16). Neben
den oben genannten Hauptvarianten des Haptoglobins, wird in der Literatur auch uber

D berichtet, welche

vererbte bzw. erworbenen Falle von Hypo- oder Ahaptoglobindmie (Hp
vornehmlich im ostasiatischen Raum zu finden sind und hier nicht weiter betrachtet werden

sollen. Demnach z&hlt Haptoglobin nicht zu den lebensnotwendigen Proteinen (20).

m -
I

I

] I

] I

—— (—

[

I I

1-1 2-1 2-2

Haptoglobin type

Abbildung 5: Darstellung der typischen Fragmentmuster der drei Genotypen in der Gelelektrophorese. Wahrend
Hpl-1 ein einziges, sich schnell bewegendes Fragment besitzt, zeigt Hp2-2 multiple Fragmente, welche sich in
Grole und elektrophoretischer Mobilitat unterscheiden (21)

12



2.3.3 Pathophysiologische Eigenschaften des Haptoglobins

Die Molekularratio von Haptoglobin zu Hamoglobin im Blut eines gesunden Menschen liegt
bei etwa 400:1. Dabei wird durch den physiologischen "Hamoglobin-turnover" taglich ca.
1 % des Gesamthdmoglobins als ungebundenes Hamoglobin freigesetzt. Durch die sofortige
Bindung an Haptoglobin ist das Vorkommen von freiem Hamoglobin unter physiologischen
Bedingungen sehr selten. Kommt es jedoch zu einem akzelerierten Zerfall von Erythrozyten,
wie beispielsweise durch die Filtrationsvorgange wéhrend der Hamodialyse, steigt der Anteil
freien Ha&moglobins im Blut sprunghaft an (22), (23). Es ist daher anzunehmen, dass die
gesteigerte Menge ungebundenen Hamoglobins dazu beitragen kann, den qualitativen
Einfluss des Haptoglobin-Polymorphimus auf das kardiovaskulére System sichtbar zu

machen.

2.3.3.1 Antioxidative Eigenschaften

Da extrakorpuskulares Hamoglobin durch seine Ham-F **-Fraktion zu Redox-Reaktionen mit
Sauerstoff bzw. Wasserstoffperoxid befahigt ist, kann es zur Entstehung freier Radikale via
Fenton Reaktion (H,O, + Fe > Fe **+ OH + OH) kommen. Die entstehenden Hydroxid-
und Hydroxyl-Radikale fuhren durch Erhéhung des oxidativen Stresses zu Schaden an
endothelialen Zellen der BlutgeféaRe, indem sie die Oxidation von Low-Density Lipoproteinen
und High-Density Lipoproteinen (HDL) fordern und dadurch die Bildung arteriosklerotischer
Plaques beschleunigen (24), (25).

Nebenbei bietet freies Hamoglobin als eisenhaltiges Protein eine Nahrungsquelle fur
pathogene Bakterien und kann so zu einer Aggravation bakterieller Infektionen fuhren (26).
Die Aufgabe des Haptoglobins besteht darin, diesen pathologischen Prozessen
entgegenzuwirken, indem es eine irreversible Verbindung mit freiem Hamoglobin eingeht und
so dessen Oxidationspotential unterbindet. Durch Formung von Hp/Hb-Komplexen wird das
Ham-Fe #* Molekil innerhalb des Hamoglobins stabilisiert, sodass dessen Einfluss auf die
Bildung Reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) vermieden wird. Der Grofteil der Komplexe (ca.
90 %) wird Uber die Hepatozyten sowie die ortsstdndigen Makrophagen der Leber
(Kupfferzellen) abgebaut, der kleinere Anteil (ca. 10 %) wird Uber das besonders im
extravasalen Bereich arbeitende mobile Monozyten-/Makrophagen-System eliminiert. Eine
zentrale Rolle beim Abbau spielt der von aktivierten Makrophagen exprimierte CD163-
Rezeptor, welcher auch als Scavenger-Rezeptor des Hp/Hb-Komplexes bezeichnet wird (24),

(27). Rezeptorvermittelt werden die Hp/Hb-Komplexe identifiziert, gebunden und mittels
Endozytose in die Zelle aufgenommen und lysosomal gespalten. Das freiwerdende H&m wird
13



Z* und

durch die Ham-Oxygenase zu Biliverdin und weiter zu Bilirubin abgebaut, Fe
Kohlenstoffmonoxid (CO) werden aus dem Komplex herausgeldst. Das freie Eisen verbleibt
entweder intrazellular und wird als Ferritin gespeichert oder mittels Ferroportin-1 ins Plasma
transportiert, wo es an der Synthese neuer Proteine (u. a. Hdmoglobin) beteiligt ist. Durch die
Ankopplung des Hp/Hb-Komplexes an den CD163-Rezeptor wird eine intrazellulére
Signalkaskade angestol3en, welche die Hdm-Oxygenase Aktivitat starkt und zur Freisetzung
verschiedener Zytokine fihrt. Diese fordern im Sinne eines positiven Feedbacks wiederum
die Expression von CD163 (21). Dieser Mechanismus erfullt zwei Aufgaben: Freies
Héamoglobin wird unschadlich gegentiber GefaRen und Nierengewebe gemacht. Auflerdem
dient es durch die Ruckfuhrung der Ham-Einheit der Wiederverwertung wertvoller

Proteinbausteine. Diesen Prozess zeigt die Abbildung 6.

L] »
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dimers .
Ti-Fe [

‘ﬂ‘ ’ n
F/* 3 | Signanmg?’," IL-10 co
Blilirubin o YRS /\/,
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der verschiedenen Schritte des Hp/Hb-Komplexabbaus. Gezeigt werden
die Ankopplung der Hp/Hb-Komplexe an den CD163-Rezeptor eines Makrophagen, das Ausldsen verschiedener
Signalkaskaden in Abhéngigkeit des Haptoglobin-Typs sowie der intrazelluldare Abbau der Hp/Hb-Komplexe in
ihre Einzelprodukte (21)

Welcher Haptoglobin-Typ (Hpl-1, Hp2-1, Hp2-2) schiitzt den Organismus nun besser vor
oxidativem Stress und warum? Um diese Frage zu beantworten, mussen die Prozesse der
Haptoglobin-Hamoglobin Interaktion sowie der Wechselwirkung mit dem CD163-Rezeptor
aktivierter Makrophagen genauer betrachtet werden. Zudem spielt die MolekilgroRe des
Proteins eine wesentliche Rolle. Auf folgende Aspekte und molekularbiologische Teilschritte

soll dabei besonders Bezug genommen werden.
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1. Binden des freien Hd&moglobins durch Haptoglobin (Bildung der Hp/Hb-Komplexe)
2. Ankopplung und Ingestion der Hp/Hb-Komplexe an/durch den Makrophagen
3. Mdglichkeit der Migration der Hp/Hb-Komplexe in extravasales Gewebe

1. Der Hpl-1 Typ besitzt die stérkste Bindungskapazitat gegentber freiem Hamoglobin und
bindet dieses effektiver als Hp2-1 oder Hp2-2. Zudem erfolgt die Isolierung der redoxbereiten
Fe 2*-Einheit aus dem Hamoglobinmolekiil durch Hp1-1 wesentlich schneller, als durch die
anderen beiden Typen, was deutlich zur Verminderung des Oxidationspotenzials beitrégt (28).

2. Die Hp2-2/Hb-Komplexe zeigen eine hohere Affinitdt zum CD163-Rezeptor als die
anderen beiden, was am ehesten durch die hdhere Anzahl an Bindungsstellen der zyklischen
Polymere zu erklaren ist (Abbildungen 4 und 7). Durch die Bindung kommt es zu einer
vermehrten Makrophagenaktivierung, verbunden mit einer gesteigerten Effektivitat der
Hp/Hb-Komplexentfernung. Jedoch werden durch die Hp2-2/Hb-Komplexe in erster Linie
proinflammatorische Zytokine wie Interleukin-1 (11-1), Interleukin-3 (1I-3), Interleukin-6 (lI-
6) sowie Tumornekrosefaktor o (TNF-a)) induziert, welche den Entziindungsvorgang weiter
fordern und unterhalten. Im Gegenzug verstarkt der Hpl-1/Hb-Komplex (ber seine
Ankopplung an den Makrophagen seine antioxidative Wirkung, indem er die Produktion
antiinflammatorischer und antiatherogener Zytokine wie Interleukin-10 (11-10) induziert (17),
(20), (27), (28), (29).

3. Da die Genese der Arteriosklerose maligeblich durch Gefalwandveranderungen und
Bildung gefalwandstandiger Plaques gekennzeichnet ist, ist neben der intravasalen Hb-
Bindung, auch die extravasale Hp/Hb-Komplexierung von wesentlicher Bedeutung zur
Vermeidung von oxidativem Stress. Wahrend die Hp1-1 Dimere aufgrund ihrer Molekilgrofe
problemlos in subendotheliales Gewebe und arteriosklerotische Plagues migrieren kdnnen,
werden die vergleichsweise groen Hp2-2 und Hp2-1 Polymere zuriickgehalten. Im Falle von
GeféaBwandschadigungen oder Plaquerupturen, ist es den Hpl-1 Molekilen so moglich, die
redoxaktiven Fe ?*-Einheiten auch innerhalb der GefaRwand bzw. des Plaques zu binden und
so zur Plaquestabilisierung beizutragen (30). Da Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz
und Dialysetherapie meist von arteriosklerotischen Veranderungen betroffen sind und/oder
Schadigungen des Gefalwandendothels aufweisen, ist dieser Aspekt in der vorliegenden
Arbeit als besonders wichtig zu erachten (31).
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Abbildung 7: Das Schema veranschaulicht die Komplexierung von freiem Hamoglobin und Haptoglobin sowie
deren unterschiedliche Affinitat bei Kopplung an den CD163-Rezeptor. Wahrend der homozygote Typ 1 (Hp1:1)
eine geringe Affinitat (+) zum Scavenger-Rezeptor aufweist, zeigt der homozygote Typ 2 (2:2) aufgrund seiner
zyklischen Polymere eine hohe Affinitat (+++) (28)
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Abbildung 8: Darstellung der gegensatzlichen Wirkweisen des Hpl-1 und Hp2-2 Genotyps bei extravasaler
Hé&morrhagie. Wahrend der Hp1-1/Hb-Komplex antiinflammatorische Zytokine generiert, verursacht der Hp2-
2/Hb-Komplex die vermehrte Ausschittung proinflammatorischer Zytokine und fordert dadurch die
Entziindungsreaktion und Plaqueinstabilitét (32)
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2.3.3.2 Inhibition der Prostaglandinsynthese

Die Haptoglobinsynthese steigt im Falle wvon Entziindungsprozessen und/oder
Karzinomprogress im Korper um 200-500 % an, weshalb dem Akut-Phase Protein auch
immunregulatorische Eigenschaften zugeschrieben werden. Langlois und Delanghe fanden,
dass Haptoglobin die mikrosomale Konversion von Arachidonsdure zu Prostaglandin-E2
inhibiert und so die Prostaglandinsynthese unterdriickt. In Abhédngigkeit des Haptoglobin-
Typs kommt es dadurch zu unterschiedlich stark ausgepragten antiinflammatorischen

Effekten. Hp2-2 zeigt dabei die geringsten antiinflammatorischen Eigenschaften (18).

2.3.3.3 Wechselwirkungen mit Stickstoffmonoxid

Stickstoffmonoxid (NO), auch Endothelium-derived relaxing factor (EDRF) genannt, ist ein
freies Radikal, welches u. a. von den Endothelzellen der Gefale und Makrophagen
synthetisiert wird und Uber seinen vasodilatativen Effekt, einen essentiellen Einfluss auf die
Homoostase von Gefalitonus und Blutfluss nimmt (33). Zudem moduliert es die Funktionen
von Neurotransmittern des zentralen sowie peripheren Nervensystems und beeinflusst die
Thrombozytenaggregation sowie die zellulare Abwehrfunktion (33). Im Gegensatz zu
ungebundenem Haptoglobin, sind Hp/Hb-Komplexe und freies Hamoglobin in der Lage, die
Bildung von NO zu unterdricken und somit einen adversen Effekt auf die
Endotheliumrelaxation auszulben. Da die verminderte Vasodilatation respektive induzierte
Vasokonstriktion das Risiko flr kardiovaskuldre Ereignisse steigern kann, ist eine schnelle
Eliminierung des freien Hamoglobins bzw. der Hp/Hb-Komplexe von wesentlicher
Bedeutung fur einen ausgeglichenen Vasotonus (34). Der Hp1-1 Genotyp zeigt sich aufgrund

seiner schnelleren Clearance aus dem Plasma hier im Vorteil (22).

2.3.3.4 Angiogenetische Eigenschaften

Haptoglobin spielt eine wichtige Rolle in der Endothelzellproliferation und -differenzierung,
indem es in die Zellmigration und Umstrukturierungsprozesse der Geféale eingreift. Im Falle
chronisch entzundlicher Zustande und systemischer Vaskulitiden, tragt es mafigeblich zur
Gewebereparatur bei und verhindert durch die Neubildung kollateraler Gefdle u. a.
ischdmische Zustande des Gewebes (36), (37). Einen interessanten Aspekt konnten Delanghe
et al. bereits 1999 nachweisen, als sie zeigten, dass bei Patienten mit einer peripheren
arteriellen Verschlusskrankheit (pAVK), eine Uberreprasentation des Hp2-2 Genotypen
vorliegt. Diese Verteilung spricht zum einen flr eine Pradisposition des Hp2-2 Typs, eine

pAVK zu entwickeln. Zum anderen zeichneten sich diese Patienten gleichzeitig durch eine
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langere Laufdistanz aus, als Patienten der Typen Hpl-1 und Hp2-1. Patienten mit Hp2-2
zeigten im Vergleich zu den Anderen mehr KollateralgefaRe, was wiederum fir eine grofiere
angiogenetische Potenz des Hp2-2 Typs spricht. Hp2-2 fordert demnach die Neoangiogenese
in hoherem Male als Hp1-1 und Hp2-1 (37).

Tabelle 1: Ubersicht der verschiedenen pathophysiologischen Wirkweisen des Haptoglobin-Polymorphismus
beziglich der Entstehung von CVD (28)

Eigenschaften Hpl-1 Hp2-1 Hp2-2

des Haptoglobins

Antioxidative Fahigkeiten +++ ++ +
Bindung freien H&moglobins +++ ++ +
Ankopplung des Hp/Hb-Komplexes + ++ +4++

an den CD163-Rezeptor und
Makrophagenaktivierung

Plasma Clearance der Hp/Hb- +++ ++ +
Komplexe
Extravasale Migration und +++ ++ +

Plaquestabilisierung

Inhibition der +++ ++ +
Prostaglandinsynthese

Vasodilatation Uber +++ ++ +
Wechselwirkung mit NO

Angiogenetische Eigenschaften/ + ++ +++
Neoangiogenese

Legende: +++ stark ++mittel +schwach

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der Hpl-1 Typ aufgrund seiner
molekularbiologischen Struktur und interaktiven Wirkweise mit freiem Hamoglobin, das
hohere antioxidative und antiatherogene Potential besitzt und im Wesentlichen einen
protektiven Effekt auf das Herzkreislaufsystem ausiibt. Hp2-2 dagegen birgt aufgrund seiner
geringeren Hb-Bindungskapazitat und seines Unvermogens bei GefaBwandschadigungen und
Plaquerupturen auch extravasal freies Hamoglobin zu binden, ein hoheres Risikopotenzial
gegentber kardiovaskularen Erkrankungsbildern. Der heterozygote Typ Hp2-1 zeigt sich in
seiner Funktionalitdt mittig der beiden homozygoten Typen und besitzt prinzipiell ein

"intermedidres™ Risikoprofil fiir CVD.
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Trotz der bekannten pathophysiologischen Funktionen des Haptoglobin-Polymorphismus,
liegen aktuell keine verl&sslichen Daten beziuglich deren Relevanz bei dialysepflichtigen
Patienten vor. Um diese Lucke zu schlieBen, mochte sich die vorliegende Arbeit der
Fragstellung widmen, ob es eine Assoziation zwischen dem Haptoglobin-Polymorphismus
und dem Auftreten fest definierter kardiovaskularer Ereignisse bzw. der Mortalitatsrate bei
ESRD-Patienten gibt.
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2.4 Ubersicht aktueller Studien

Tabelle 2: Ubersicht relevanter Studien, welche die Assoziation zwischen dem Haptoglobin-Polymorphismus
und CVD untersucht haben

Studie/ Studienpo-  Studiendesign FU  Ergebnisse p-Wert
Arbeits- pulation (in
gruppe Jah-
ren)
De Bacquer  Normalpopu- Fall-Kontroll Studie 10 Hpl1-1 hat hoheres Risiko p=0,00
etal. (2001) lation mitund  innerhalb einer fir koronare Ereignisse ->
ohne Diabetes  populationsbasierten unabhangiger RF
Longitudinalstudie
Levy et al. Normalpopu- Fall-Kontroll Studie 6 Hp2-2 Diabetiker haben 5-  p=0,00
(2002) lation mitund  innerhalb der Strong- fach erhohtes Risiko fiir
ohne Diabetes  Heart-Studie CVD gegeniber Hpl-1
Diabetikern ->
unabhéngiger RF
Levy etal. Normalpopu- Querschnittsuntersu- 3 Ohne Diabetes: Hp1-1 hat p <0,05
(2004) lation mitund  chung innerhalb der niedrigeres Risiko fur CVD
ohne Diabetes  Framingham-Heart gegentber Hp2-1, nicht
Offspring Studie jedoch gegeniiber Hp2-2
Mit Diabetes: Hp1-1 hat
héheres Risiko fur CVD
gegenlber Hp2-1 und Hp2-
2
Strandhave  Patienten Querschnittstudie kein Hp2-2 zeigt signifikante PHrv =
etal. (2013) CKD-Stadium FU Assoziation mit CVD- 0,02
2-5 Markern Phscrp =
"Herzratenvariabilitat" 0,00
(HRV) und "high-sensitive
CRP" (hsCRP)
Pernod etal. Dialysepatien-  Querschnittstudie k. A.  Hp2-2 hat héheres Risiko p=0,01
(2004) ten mit und gegenuber CVD ohne
ohne Diabetes Assoziation zum Diabetes
Status
Chapelle et Patienten mit Fall-Kontroll Studie 2 Hp2-2 zeigt keine erhdhtes  p = 0,05
al. (1982) gesichertem Risiko flr Myokardinfarkte

Myokardin-
farkt

vgl. mit gesunden
Probanden, jedoch zeigen
Hp2-2 Patienten
schwerwiegendere Infarkte
als Hp2-1 und Hp1-1
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3. Zielstellung und Arbeitshypothesen

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, den Zusammenhang zwischen Haptoglobin-
Polymorphismus und Mortalitdt bzw. Auftreten kardiovaskuldrer Ereignisse an einem
Kollektiv von Dialysepatienten zu untersuchen. Da Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz  nachweislich  eine  deutlich  hohere  Mortalitatsrate als  die
Allgemeinbevdlkerung aufweisen sowie ein erhdhtes Risiko besitzen, in ihrem Leben an CVD
zu erkranken, soll in dieser Arbeit untersucht werden, ob sich neben den bereits etablierten
Risikofaktoren, noch ein weiterer eigenstandiger kardiovaskulérer Risikofaktor identifizieren
lasst. In den Fokus der Untersuchung gestellt wird dabei das Protein Haptoglobin mit seinen
funktionell verschiedenen Geno- bzw. Phanotypen Hpl-1, -2-1 und -2-2, deren Relevanz als
kardiovaskularer Risikofaktor bereits in mehreren Studien innerhalb verschiedener
Patientenpopulationen nachgewiesen wurde. Da in diesem Zusammenhang aktuell keine
publizierten Daten zu ESRD-Patienten vorliegen, besteht das Ziel der vorliegenden Arbeit
darin, die Haptoglobin-Genotypen unseres Kollektivs von Dialysepatienten zu ermitteln und
diese retrospektiv in Bezug auf die Gesamtmortalitdt bzw. in Bezug auf das Auftreten fest
definierter CVD Ereignisse auszuwerten. Folgende Fragstellungen sollen damit beantwortet

werden:

Welche Verteilung der Haptoglobin-Genotypen liegt in einer Population von

ausschlief3lich Dialysepatienten vor?

Nimmt der Haptoglobin-Polymorphismus Uberhaupt einen signifikanten Einfluss auf die
Gesamtmortalitat und/oder das Auftreten kardiovaskularer Ereignisse in einem

Kollektiv mit ausschlieBlich Dialysepatienten?

Lasst sich nachweisen, dass der Hpl-1 mit ldngeren Uberlebenszeiten sowie einem
verminderten Auftreten von CVD einhergeht (protektiver Typ), wahrend der Hp2-2 ein
schlechteres Outcome der Patienten bedingt (Risikotyp)? Der Hp2-1 sollte sich

intermediar zeigen.

Welchen Einfluss nimmt der Haptoglobin-Genotyp innerhalb der Subgruppen
"Diabetiker vs. Nicht-Diabetiker' und Vitaminsupplementation ""Verum vs. Placebo™
hinsichtlich des Auftretens von CVD?
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Statistische Endpunkte der Auswertung bilden die Gesamtmortalitat!, das Auftreten einer
kardiovaskuldren Erkrankung® (tédlich / nicht todlich) sowie das Auftreten der
Einzelereignisse akuter Myokardinfarkt und Apoplex (todlich / nicht todlich) wéhrend des
Beobachtungszeitraums. Des Weiteren soll der Einfluss des Diabetikerstatus sowie der
verabreichten Vitaminsupplementation (im Rahmen der vorangegangenen Klinischen Studie
desselben Studienkollektivs) mittels Subgruppenanalyse untersucht werden. Langfristig soll
die vorliegende Studie einen Beitrag zur Verbesserung der Risikostratifizierung bei

Dialysepatienten leisten und idealerweise zu deren Therapieoptimierung beitragen.

! Myokardinfarkt, plotzlicher Herztod, Apoplex, Thrombosen, Lungenarterienembolie, Lungenédem, Karzinom,
Sepsis, Diabetes Folgeerkrankung, Mesenterialinfarkt, Hirnblutung, rupturiertes Aortenaneurysma, unklare
Ursachen

2 Myokardinfarkt, plétzlicher Herztod, Apoplex, Angina pectoris, pAVK, herzchirurgische Eingriffe
22



4. Material und Methoden

4.1 Patienten

Die vorliegende Arbeit stiitzt sich u. a. auf Patientendaten, welche im Rahmen der Studie von
Heinz et al. (2010) erhoben wurden und untersuchen wollte, ob sich durch die
Supplementierung von B-Vitaminen (Folsdure, Vitamin Bg Vitamin By,) das Mortalitatsrisiko
und Auftreten kardiovaskularer Ereignisse bei Dialysepatienten reduzieren l&sst. Die Daten
dieser randomisierten kontrollierten Studie wurden zwischen Juli 2002 und Juli 2008 an 33
kooperierenden Dialysezentren Nord- und Ostdeutschlands erhoben und schlossen neben der
Gewinnung von Blutproben, auch eine umfassende Erhebung epidemiologischer sowie
medizinischer Daten ein. Innerhalb des Beobachtungszeitraums wurden die Patienten einmal
jahrlich zu einem Follow-up Interview geladen, bei welchem jegliche Anderungen ihrer
Krankengeschichte detailliert dokumentiert wurden. Die Patienten waren zum Zeitpunkt der
Datenerhebung seit mindestens einem Monat dauerhaft dialysepflichtig. Ausschlusskriterien
waren ein innerhalb der letzten sechs Wochen vor Studienbeginn aufgetretenes koronares
Ereignis, die Diagnose eines aktiv malignen Tumors sowie die Abh&ngigkeit von
alkoholischen und/oder toxischen Substanzen. Schwangere Frauen sowie Frauen, die aktuell
stillten, waren ebenfalls ausgeschlossen.

Heinz et al. fanden, dass die erhohte Zufuhr der von Ihnen verabreichten Vitamine
(Verumgruppe vs. Placebogruppe) keinen signifikanten Effekt auf die Mortalitat oder das

Auftreten von kardiovaskularen Erkrankungen innerhalb ihres Studienkollektivs hatte (38).

4.1.1 DNA-Proben

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Patientenproben bestanden aus genomischer

DNA, welche nach der initialen Blutentnahme mittels Purification Kit gewonnen wurde
(Puregene Isolations-Kit, Qiagen Sciences, Maryland, USA). Die Lagerung der DNA-Proben
erfolgte bei —19 °C und ununterbrochener Kihlung in einem luftdicht verschlossenen
Behaltnis. Insgesamt wurden 654 DNA-Proben analysiert. Bei 619 Proben konnte der
Haptoglobin-Genotyp eindeutig bestimmt werden, so dass sie in die statistische Auswertung

eingingen.
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4.2 Chemikalien der Laborverfahren

4.2.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

A. Go Tag®Green Master Mix der Firma Promega Corporation, Madison, WI, USA

bestehend aus:
Go Tag®DNA-Polymerase (mit fehlender 5° - 3™ Exonukleaseaktivitat)
2X Go Tag®Reaction buffer (pH 8,5) incl. blauem und gelbem Farbstoff

Tabelle 3: Verwendete Oligonukleotid Primer (Firma JenaGen, Jena, D)

400 uM dATP
400 uM dGTP
400 uM dCTP
400 uM dTTP
3 mM MgCl,

Primer Oligo-Sequenz (5° — 37) Hp-spezifische Sequenz der
Basenpaare

A 5-GAGGGGAGCTTGCCTTTCCATTG-3" )

Hp' spezifisch: 1757bp (AB)
B 5 -GAGATTTTTGAGCCCTGGCTGGT-3

N Hp® spezifisch: 1923bp (AD)

C 5-CCTGCCTCGTATTAACTGCACCAT-3

Hp? spezifisch: 349bp (CD)
D 5-CCGAGTGCTCCACATAGCCATGT-3"

J

Gezeigt werden die verwendeten Oligonucleotid Primer zur Amplifizierung der allelspezifischen Sequenzen von
Hp' und Hp® Die Hp'-spezifischen Sequenzen werden durch die Primer A und B, die Hp®-spezifischen
Sequenzen durch Primer A, C und D amplifiziert. Angegeben sind die entsprechenden Basenpaarfragmente
(basepairs, bp).

Die Tabelle 3 zeigt die fur die Haptoglobin-Genotypisierung notwendigen allelspezifischen

Primersequenzen sowie deren entsprechende Basenpaarfragmente. Flr die Genotypisierung

waren insbesondere die Hp*-spezifische Sequenz von 1757bp (Primerpaar AB) sowie die Hp?-

spezifischen Sequenzen von 349bp (CD) und 1923bp (AD) von Bedeutung. AuBerdem

entstanden im Reaktionsansatz allelunspezifische Amplifikationsprodukte von 196bp (Primer
AD) und 195bp (Primer BC).
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Abbildung 9: Veranschaulicht werden die Abschnitte des Hp’- und Hp®-Allels und deren spezifische
Primerbindungsstellen innerhalb der DNA-Sequenz. Die Richtung der Pfeile indiziert die Orientierung der
Primer. Die Haptoglobin spezifischen PCR-Produkte werden (ber die Sequenz der Basenpaare veranschaulicht
(42)

4.2.2 Gelelektrophorese

A. Agarosegel 1 %, hergestellt aus:

e 1 g Agarose-Standardpulver, Roti®garose, Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe, D

e 5 ul Ethidiumbromid 1 %, MP Biomedicals, LLC, Ohio, USA

e 100 ml 0.5X TBE-Puffer (hergestellt aus 5X TBE-Puffer in Verdiinnung 1:10)
— 5X TBE-Puffer (Tris-Borat-EDTA Puffer), bestehend aus 54 gm Tris, 27,5 gm
Borsédure, 20 ml EDTA (0,5 M) — Auffillen der Lésung mit 1000 ml Aqua destillata
(Aqua dest.)

B. DNA-Standardmarker (Fermentas/Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA)
1. O'Range Ruler 200bp DNA-Ladder Ready-to-use (200-3000bp), beinhaltet:
e 6X Orange DNA Loading Dye (10 mM Tris-HCI (pH 7,6), 0.15 % orange G,
0.03 % Xylene Cyanol FF, 60 % glycerol, and 60 mM EDTA).
e Storage and Loading Buffer (10 mM Tris-HCI (pH 7,6), 10 mM EDTA,
0,025 % orange G, 0,005 % Xylene Cyanol FF, 10 % glycerol)

2. MassRuler Low Range DNA-Ladder Ready-to-use (80-1031bp), beinhaltet:
e 6X MassRuler DNA Loading Dye (10mM Tris-HCI (pH 7,6),
0,03 % Bromophenol-Blau, 60 % Glycrol, 60 mM EDTA)
e Storage and Loading Buffer (10 mM Tris-HCI (pH 7,6), 10 mM EDTA,
0,005 % Bromophenol Blau, 10 % Glycerol)
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4.3 Geréte und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 4: Ubersicht der verwendeten Geréte und Verbrauchsmaterialien fiir PCR und Elektrophorese

Gerate

Modell

Hersteller

Elektrophoreseeinheit/
Spannungsgeber

Filterpapier

Horizontale Gel-
elektrophoresekammer
mit Kdémmen

Pipettenspitzen

Prazisionspipetten

Software zur Bildbearbeitung
des UV-llluminators

Sterilwerkbank

Thermocycler

UV-Illuminator

Vortex-Geréat

Waage

Zentrifuge

Zentrifugenréhrchen/
"tubes"

PowerPac™ Basic Power
Supply

Standard

Sub-Cell® GT cell

Préazisionsspitzen (1-10 pl, 2-

20 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl,
250-2500 pl)

"Research” (1-10 pl, 2-20 pl,

10-100 pl, 100-1000 pl, 250-
2500 pl)

BioDocAnalyze Software

DNA/RNA UV-Cleaner
UVvC/T

T3-Thermocycler
BioDocAnalyze
Transilluminator
Vortex-2-Genie

Analysewaage

Tischzentrifuge Hettich
Mikro 20, 2004

Standard

Bio-Rad Laboratories, Miinchen

Standard

Bio-Rad Laboratories, Minchen

Eppendorf AG, Wesseling-
Berzdorf, D

Eppendorf AG, Wesseling-
Berzdorf, D

Biometra® GmbH, Géttingen,
D

Biosan, Riga, LV

Biometra® GmbH, Géttingen,

D

Biometra® GmbH, Géttingen,
D

Scientific Industries, Inc.

Kern ABS*ABJ

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen,
D

Eppendorf AG, Wesseling-
Berzdorf, D
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4.4 Methoden

4.4.1 Das Grundprinzip der PCR-Analytik
Das Grundprinzip der Polymerase-Kettenreaktion beruht auf der in-vitro Amplifizierung eines

definierten Abschnitts der Ziel-DNA, welche als Matrize fungiert. Dabei wird der Vorgang in
mehrere Zyklen unterteilt. Zunachst erfolgt die vollkommene Trennung der DNA-
Doppelhelix sowie der Primer, so dass nur noch Einzelstrange vorliegen (Denaturierung). Das
anschlieRende abrupte Abkuhlen auf ca. 65 °C verhindert die Ruckbildung der Doppelstrange
und erlaubt gleichzeitig das Anlagern spezifischer Primer an der Target-Sequenz der Ziel-
DNA in 3" = 5 Richtung (Primer Annealing). Im darauffolgenden Schritt der Elongation
erfolgt die Anlagerung der DNA-Polymerase an das 3 -Ende des Primers sowie die Synthese
des Komplementarstranges in Richtung der Matrizen-DNA aus frei vorliegenden
Nukleotiden. Die Zyklen wiederholen sich nach definierten Vorgaben (zwischen 30 und 60
Mal), wobei die Produkte des vorherigen Zyklus als Ausgangssubstanz des nachsten Zyklus
dienen. So kann eine exponentielle Vervielfaltigung der gewlnschten DNA-Sequenz erreicht
werden. Nach Vollendung aller Zyklen stehen die Probenansatze der weiteren Analyse zur
Verfligung (39).

4.4.2 VVorbereitung und experimentelle Optimierung der Methodik

Da sowohl die Patientenproben, als auch PCR-Verbrauchsmaterialien bei -19 °C tiefgefroren
waren, wurden sie vor Pipettierung des Reaktionsansatzes fir ca. 10 min bei Raumtemperatur
angewarmt, anschlielend 5 sec auf dem Vortexgerat geschuttelt und fur 10 sec zentrifugiert.
Alle verwendeten Primer wurden vor Erstbenutzung unter sterilen Bedingungen mit Aqua
dest. (im Verhaltnis 1:10) verdiinnt, so dass die Arbeitskonzentration der Primer bei jeweils
10 uM lag. Zur Kalkulierung der optimalen Versuchsbedingungen wurden mehrere Testl&ufe
durchgefuhrt. Dazu wurden die Menge und Kombination der verwendeten Primer sowie die
Menge der applizierten DNA und die PCR-Bedingungen variiert und optimiert. Es wurden
jeweils 2 ul DNA pro Probe in die PCR eingesetzt. Um eine bevorzugte Amplifizierung der
kurzen Fragmente zu unterbinden, entschieden wir uns fur die separate Durchfihrung der
PCR’s entsprechend der allelspezifischen Sequenzen von Hp* und Hp?. Fiir jeden Patienten
wurden dementsprechend zwei Anséatze durchgefihrt (vgl. Tabelle 5 und 6, S. 28). Zunéchst
fuhrten wir Testlaufe mit den Primerpaaren A und B (=Primerset AB) sowie C und D
(= Primerset CD) durch, entschieden uns dann jedoch zusatzlich einen Kontrollprimer pro Set

hinzuzufiigen, um somit eine interne Kontrolle zu generieren.
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4.4.3 PCR-Testdurchfiihrung
4.4.3.1 Standard Reaktionsansatz fir Primerprotokoll ABD

Tabelle 5: Reaktionsansatz mit Reagenzien zur Darstellung der Hp'-spezifischen Bande von 1757bp

Reagenzien Volumen

Go Tag® Green Master Mix 25 ul

Primer A (10 uM) 1,5l

Primer B (10 pM) 1,0 ul =50 pL pro Test Tube
Primer D (10 uM) (Interne Kontrolle) 0,5ul

Nuklease freies H,O 20 pl

DNA 2 ul

4.4.3.2 Standard Reaktionsansatz fir Primerprotokoll CDB

Tabelle 6: Reaktionsansatz mit Reagenzien zur Darstellung der Hp?-spezifischen Bande von 349bp

Reagenzien Volumen

Go Tag® Green Master Mix 25l

Primer C (10 uM) 1,5 ul

Primer D (10 uM) 1,0 pl =50 pL pro Test Tube
Primer B (10 uM) (Interne Kontrolle) 0,5 ul

Nuklease freies H20 20 pl

DNA 2ul

4.4.3.3 Thermocyclerbedingungen
Die einzelnen PCR-Zyklen wurden unter folgenden Bedingungen in einem T3-Thermocycler

der Firma Biometra durchgefuhrt:

1. Denaturierung bei 95 °C fiir 5 min
2. Annealing bei 64 °C fiir 30 sec
3. Elongation bei 72 °C fiir 120 sec (fur lange PCR Produkte)

35x

4. Finale Elongation bei 72 °C fir 7 min
5. Nach Abschluss Herunterkiihlen auf 4 °C o«

Initial wurden DNA und Primer fiir 5 min bei 95 °C denaturiert bevor anschlielend bei 64 °C
das Annealing der Primer an ihre DNA Zielsequenzen fir 30 sec stattfand. AnschlieRend
erfolgte die Amplifikation der Zielprodukte bei 72 °C fiir 120 sec. Die finale Extension fand
erneut bei 72 °C statt und dauerte 7 min. AnschlieBend kihlte der Thermocycler auf 4 °C und

verblieb bis zum Ende bei dieser Temperatur.
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4.4.4 DNA-Gelelektrophorese
Die PCR-Produkte wurden auf ein 1% es Agarosegel aufgetragen. Hierzu wurden 1g

Standardagarose abgemessen, mit 100 ml TBE-Puffer (0.5X TBE) vermischt und in der
Mikrowelle kurz erhitzt. Nach dem Abkihlen wurde das noch flissige Gel mit 5 ug
Ethidiumbromid versetzt und in die horizontale Elektrophoresekammer gegeben. Den
einzelnen PCR-Produkten wurde 5 pg des entsprechenden DNA-Loads (O'Range Ruler
200bp DNA-Ladder fir Primerpaar ABD und MassRuler Low Range DNA-Ladder fir
Primerpaar CDB) hinzugefiigt bevor sie vorsichtig in die einzelnen Wells pipettiert wurden.
Hier wurde immer nach dem gleichen Schema vorgegangen. Der erste Slot wurde mit 5 ul der
DNA-Standardleiter versehen, die néchsten 17 Slots wurden mit 5 pl PCR-Produkten + 5 pl
DNA Load geladen, der 19 Slot enthielt 10 ul Aqua dest. und fungierte als Leerwert (LW),
der letzte Slot enthielt erneut 5 pl der entsprechenden Standardleiter. AnschlieRend wurde die
Elektrophoresekammer mit 100 ml 0.5X TBE-Running Puffer gefillt, so dass die Gelschlitten
knapp bedeckt waren. Anschliefend wurde die EP bei 80 V fir 60 min lang laufen gelassen.
Nach Ende der EP wurde das Gel vorsichtig aus der Gelkammer herausgenommen und im
BioDoc Analyze Transilluminator abfotografiert. Fir jeden Patienten wurden die

allelspezifischen Sequenzen separat untersucht und dokumentiert.

4.5 Statistische Auswertung: Cox-Regressionsanalyse

Da wir in dieser Arbeit den Effekt mehrerer EinflussgroRen auf unsere Zielvariablen
untersuchen wollten, entschieden wir uns zur Anwendung der Cox-Regressionsanalyse als
multivariates Rechenmodell. Zentraler Begriff ist hier die Hazard Ratio (HR), welche die
Wahrscheinlichkeit bzw. das Risiko einer Person beschreibt, innerhalb eines bestimmten
Zeitintervalls, ein definiertes Zielereignis zu zeigen. Sie wird auch als Schéatzer fir die GroRe
des Einflusses bzw. die geschatzte Gefahrdungsrate bezeichnet (51). Im Folgenden ist daher
der Begriff "Uberlebenskurve" bzw. "Uberlebenszeit" gleichzusetzen mit der Zeitspanne
zwischen Beobachtungsbeginn und Ereigniszeitpunkt, unabhéngig davon ob das Zielereignis
todlich oder nicht-todlich verlief. Die definierten Zielereignisse bilden in diesem Falle die auf
S. 22 genannten statistischen Endpunkte Gesamtmortalitdit, CVD, Myokardinfarkt und
Apoplex. Um die Nullhypothese verwerfen zu kénnen, wurde als statistisch signifikant ein p-
Wert < 0,05 angenommen.

Insgesamt flossen neben Haptoglobin, noch sieben andere Variablen (= Kovariaten) ins
Modell, welche als prognostisch relevant fir die Entwicklung kardiovaskulérer Erkrankungen
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auf Basis arteriosklerotischer Verénderungen erachtet werden (8). Diese werden im

Folgenden, inklusive ihrer Abstufungen, genannt.

e Haptoglobin-Polymorphismus (Hp1-1/ Hp2-1/ Hp2-2)
o Alter

e Geschlecht (ménnlich / weiblich)

e Arterielle Hypertonie (RR > 140/90mmHg)

e Diabetes mellitus (ja / nein)

e Body-MaR Index (BMI)

¢ Nikotin (aufgehort / aktiv / nie)

o Fettstoffwechselstérung (Statineinnahme ja / nein)

Die Auswertung und Zuordnung der Gelbilder erfolgte mittels Microsoft Office Excel 2007.

Fur die statistischen Berechnungen wurde das Programm SPSS, Version 21 von IBM® SPSS

Statistics® verwendet.
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5. Ergebnisse

Der Ergebnisteil setzt sich aus zwei Abschnitten zusammen. Im gréReren, ersten Abschnitt
erfolgt eine retrospektive Auswertung unter Einbeziehung der Studiendaten aus dem Zeitraum
Juli 2002 bis Juli 2008. Im zweiten Abschnitt werden zusatzlich Follow-up Daten analysiert,
welche den Zeitraum bis Februar 2014 erweitern. Zunéchst erfolgt eine Beschreibung der
Rohdatenauswertung mittels PCR und EP.

5.1 Ergebnisse der Elektrophorese und Zuordnung der Genotypen

Da fiir jeden Patienten die allelspezifischen Sequenzen separat mittels zweier PCR-Ansétze
untersucht wurden, gab es letztlich zwei korrespondierende Bandenmuster, welche
entsprechend ihrer Verlaufe einem Genotypen zugeordnet wurden. Im Folgenden werden
exemplarisch zwei Gelbilder gezeigt, in denen jede fortlaufende Nummer einem
anonymisierten Patienten entspricht. Die relevanten Amplifikate sind hier durch Pfeile
markiert, wobei das obere Bild durch Primerprotokoll ABD (PCR 1) und das untere Bild

durch Primerprotokoll CDB (PCR 2) generiert wurde. Die Zuordnung der Genotypen wird
durch die folgenden Abbildungen und Tabellen veranschaulicht (Abbildung 10 und 11,
Tabelle 7).

e — — — S S SR SR SN A W — A w—

v
195bp . . = e emm

DNA-
Leiter

Genotyp: Hp2-1 Hp2-1 Hpl-1 Hp2-1 Hp2-2 Hp2-2 Hpl-1 Hp2-2 Hp2-1 Hp2-1 Hp2-1 Hp2-2 Hpl-1 Hp2-1 Hp2-1

Abbildung 10: Exemplarische Darstellung zweier Gelbilder, wie sie fiir alle Patienten angefertigt wurden.
Anhand der Fragmentmuster erfolgte die Haptoglobin-Genotypisierung wie folgt: Hpl-1 ist gekennzeichnet
durch die Anwesenheit des DNA-Fragments 1757bp sowie Abwesenheit des Fragments 349bp. Hp2-1 ist
gekennzeichnet durch die Anwesenheit der Fragmente 1757bp und 349bp. Hp2-2 ist gekennzeichnet durch die
Anwesenheit der Fragmente 1923bp und 349bp sowie die Abwesenheit von Fragment 1757bp. Die sich daraus
ergebenden Genotypen zeigt die letzte Zeile
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Tabelle 7: Zuordnungshilfe fur die Haptoglobin-Genotypisierung entsprechend der spezifischen Fragmentmuster

Fragment 1757bp 1923bp 349bp
Phénotyp
Hpl-1 Ja Nein Nein
Hp2-1 Ja Nein Ja
Hp2-2 Nein Ja Ja

Die Auswertung der Gelbilder und die entsprechende Zuordnung der Genotypen erfolgte
zundchst in einer Excel-Tabelle, wie sie in Abbildung 11 ausschnittsweise dargestellt ist. Hier
erfolgte auch die Umkodierung der Genotypen in ein statistisch verwertbares Format, welches
wie folgt aussah: Hpl1-1 =1, Hp2-2 = 2 und Hp2-1 = 0. Die resultierenden Ergebnisse wurden
zur statistischen Auswertung schlieBlich in eine SPSS-Tabelle Gbertragen, welche auch die

ubrigen Kovariaten sowie die zu untersuchenden Zielereignisse enthielt.

PCR1{ABD) interne Kontrolle |[PCR2{CDB) interne Kontrolle
Hpl (A/B)  |Hp2 (A/D)  |Hp1/2 (AD) Hp2 (C/D) _ |Hp2 (B/C)  [Hp1/2 (B/C)
Proben-Numme|Primer 1757h 1923 by 196 by 349 bp 1910 bp 195 bp Haptoglobin-Typ

X X

E I =T = - B ) e T ) ) B = 4
BB BB R R R B A R
== EEE I EENEIE

Abbildung 11: Die Kilassifizierung und Zuordnung der Haptoglobin-Genotypen entsprechend ihrer
Fragmentmuster wurde zundchst in einer Excel-Tabelle vorgenommen. Als Auszug der Gesamttabelle sind hier
exemplarisch die Patienten mit den fortlaufenden Nummern 517-531 dargestellt. Die letzte Spalte zeigt den
Haptoglobin- Genotypen in einer SPSS kompatiblen Codierung (0-2).

5.2 Statistische Basisdaten der Patienten

Insgesamt konnten 589 Patienten mit vollstandigen Datensdtzen in die statistische
Auswertung aufgenommen werden. Als vollstandig wurden Datensétze gewertet, wenn eine
Zuordnung des Haptoglobin-Genotyps eindeutig moglich war und wenn die Angaben aller
acht relevanten Einflussgrolen komplett waren. Die im folgenden ermittelten
epidemiologischen Daten entsprechen im Wesentlichen den Kovariaten unseres
multivariablen Modells, von denen angenommen wird, dass sie einen wesentlichen Einfluss
auf die Entstehung arteriosklerotischer Verdnderungen und damit auf CVD haben. Von den

beobachteten Patienten waren 244 weiblichen und 345 méannlichen Geschlechts.
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Die Altersverteilung reichte von 20 bis 80 Jahre, mit einem Durchschnittsalter von 61 Jahren.
Insgesamt litten 523 Personen an einem arteriellen Hypertonus, 236 Patienten waren an einem
Diabetes mellitus erkrankt. VVon den untersuchten Patienten gaben 100 an einen aktiven
Nikotinabusus zu haben, 229 hatten aufgehort zu rauchen und 260 gaben an, nie aktiver
Raucher gewesen zu sein. Im Durchschnitt lag der Body-Mass Index der Patienten bei 26,7
kg/m®. Von den 589 Patienten nahmen aktuell 209 Personen Statine aufgrund eines zu hohen
LDL-Cholesterinspiegels zu sich. Die Tabelle 8 gibt einen Uberblick tber die statistischen

Basisdaten der Patienten unterteilt nach Haptoglobin-Genotyp.

Tabelle 8: Statistische Basisdaten der Patienten

Kovariaten Hpl-1 Hp2-1 Hp2-2 Gesamt
(n =100) (n=281) (n =208) (n =589)
Alter, x + SD 61,1+13,3 61,2+12,9 61,0+ 12,8 61,1+12,9
Geschlecht
Weiblich, n (%) 46 (46,0 %) 110 (39,1 %) 88 (42,3 %) 244 (41,4 %)
Mannlich, n ( %) 54 (54,0 %) 171 (60,9 %) 120 (57,7 %) 345 (58,6 %)
Acrterielle Hypertension 86 (86 %) 254 (90,4 %) 183 (88 %) 523 (88,8 %)
(> 140/90 mmHg), n ( %)
Diabetes mellitus, n ( %) 41 (41,0 %) 108 (38,4 %) 87 (41,8 %) 236 (40,1 %)
Nikotin
Nie, n (%) 52 (52,0 %) 119 (42,3 %) 89 (42,8 %) 260 (44,1 %)

Aktiv, n ( %)

17 (17,0 %)

48 (17,1 %)

35 (16,8 %)

100 (17,0 %)

Aufgehort, n ( %) 31 (31,0 %) 114 (40,6 %) 84 (40,4 %) 229 (38,9 %)
Body-Mass Index 26,2 +5,3 26,7+4,9 27,1+53 26,7 5,1
(in kg/m2), x £ SD
Statine, n ( %) 30 (30,0 %) 102 (36,3 %) 77 (37,0 %) 209 (35,5 %)

Abgebildet sind die Einflussgréfien, von denen angenommen wird, dass sie in entsprechender Auspragung einen
negativen Einfluss auf das kardiovaskuldre System nehmen X = Mittelwert SD = Standardabweichung
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5.3 Verteilung der Haptoglobin-Genotypen und Allelfrequenzen

Die Verteilung der drei Haptoglobin-Genotypen zeigte sich im Patientenkollektiv wie folgt.
Hpl-1 17,0 % (n = 100), Hp2-1 47,7 % (n = 281) und Hp-2-2 35,3 % (n = 208). In unserer
Stichprobe lag die Frequenz des Hp® Allels bei 0,41. Damit zeigt sich die Verteilung der
Genotypen im Hardy-Weinberg Equilibrium (X* = 0,04) und kann als reprasentative Gruppe
bzgl. des zu untersuchenden Merkmals Haptoglobin betrachtet werden (40). Eine

diesbezuglich aufgetretene "Pre-selection Bias" der Stichprobe kann ausgeschlossen werden.

5.4 Studienzeitraum 2002-2008
5.4.1 Primarer Endpunkt: Gesamtmortalitat

Von den insgesamt betrachteten 589 Patienten, verstarben wahrend des ersten
Beobachtungszeitraumes insgesamt 177 (30,1 %). Innerhalb der verstorbenen Patienten
besalRen 34 den Genotypen Hpl-1 (19,2 %), 79 den Genotypen Hp2-1 (44,6 %) und 64 den
Genotypen Hp2-2 (36,2 %). Der Haptoglobin-Genotyp zeigt nach Adjustierung fir die
anderen Einflussgroflen keinen signifikanten Einfluss auf die Mortalitatsrate wvon
Dialysepatienten (p = 0,72). Man erhilt als Trend einen Uberlebensvorteil des heterozygoten
Genotyps Hp2-1 gegeniiber den beiden homozygoten Varianten, wobei der Uberlebensvorteil
gegeniiber dem Hpl-1 Genotypen (REF) am groften ist (HR = 0,85, 95 % CI, CI = 0,57-1,27,;
p = 0,43). Einen signifikanten Einfluss auf das Gesamtiiberleben nimmt das Alter mit einer
HR=1,07 (9%5%CIl, 1,05-1,09; p=0,00), wobei mit jedem Lebensjahr die
Wahrscheinlichkeit zu versterben, um ca. 7 % steigt. AuBBerdem zeigt das Vorhandensein
eines Diabetes mellitus einen signifikanten Einfluss auf die Gesamtmortalitdt von
Dialysepatienten, wobei hier eine HR von 0,49 (95 % CI, 0,35-0,69; p = 0,00) fur die Gruppe
der Nicht-Diabetiker gefunden wurde. Nicht-Diabetiker haben demnach im Vergleich zu
Diabetespatienten, ein nur halb so hohes Risiko (49 %) im Beobachtungszeitraum zu
versterben. Die Tabelle 9 zeigt die wichtigsten statistischen Eckdaten, das Diagramm die
Uberlebenskurven innerhalb des Beobachtungszeitraums separiert nach Haptoglobin-Genotyp
(Abbildung 12).
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Tabelle 9: Gesamtmortalitat 2002-2008

Variablen Signifikanz Hazard Ratio
(p <0,05) (95 % ClI)

Hpl-1 0,72 REF

Hp2-1 0,43 0,85 (0,57-1,27)
Hp2-2 0,51 0,87 (0,57-1,32)
Alter 0,00* 1,07 (1,05-1,09)
Geschlecht 0,11 0,74 (0,51-1,07)
Acrterielle Hypertonie 0,41 0,82 (0,52-1,31)
Diabetes mellitus 0,00* 0,49 (0,35-0,69)
Nikotin (nie) 0,65 REF

Nikotin (aufgehort) 0,38 1,15 (0,82-1,71)
Nikotin (aktiv) 0,93 1,03 (0,58-1,80)
Body-Mass Index (BMI) 0,26 0,98 (0,95-1,01)
Statine 0,12 1,30 (0,94-1,79)

Ubersicht der einflieRenden Kovariaten und ihrer wichtigsten statistischen Werte Hazard Ratio mit
dazugehdrigem Konfidenzintervall und Signifikanz (p). Die signifikanten Variablen sind hervorgehoben und mit
einem * markiert. Als REF wird die Referenzvariable bezeichnet, auf welche sich die Hazard Ratios der beiden

Ubrigen Auspragungen der Variablen beziehen * signifikant REF = Referenzvariable
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Abbildung 12: Die Graphik veranschaulicht die Uberlebenskurven der Patienten innerhalo des
Beobachtungszeitraumes getrennt nach Haptoglobin-Genotyp. Die Y-Achse indiziert das Gesamtuberleben der
beobachteten Stichprobe in Abhangigkeit der Zeit (X-Achse). Der Haptoglobin-Polymorphismus zeigt sich dabei
als nicht signifikante EinflussgréRe (p = 0,72). Es lésst sich, nach Adjustierung der Gbrigen EinflussgréRen, ein
tendenzieller Uberlebensvorteil des Hp2-1 Typen gegeniiber dem Hp2-2 und dem Hp1-1 Typen erkennen, wobei
der homozygote Typ 1 das schlechteste Overall-Survival besitzt
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5.4.2 Sekundérer Endpunkt: Kardiovaskuldre Ereignisse

Im Folgenden wird der kombinierte Endpunkt "kardiovaskulare Ereignisse™ betrachtet, wobei
nicht zwischen tédlich und nicht-tédlich verlaufenden Ereignissen unterschieden wird. Unter
dem Endpunkt CVD sind folgende Krankheitsbilder subsummiert: akuter Myokardinfarkt,
Apoplex, Angina pectoris, pAVK, pl6tzlicher Herztod und Z. n. Durchfiihrung eines herz-
chirurgischen Eingriffes. Von den beobachteten Patienten, erfuhren wéhrend des
Studienzeitraumes insgesamt 153 (26.0 %) Patienten ein kardiovaskuldres Ereignis. Der
Haptoglobin-Genotyp zeigt auch hier keinen signifikanten Einfluss (p = 0,46). Tendenziell
besitzen Personen mit dem homozygoten Typ 2 eine geringere Wahrscheinlichkeit im
Beobachtungszeitraum an CVD zu erkranken, als Patienten mit den Gbrigen zwei Genotypen.
Der Unterschied zum Hpl-1 (REF) ist hier mit einer HR =0,80 (95 % CI, 0,50-1,29;
p =0,37) am groften. Das heifdt, dass Personen des Genotyps Hp2-2 verglichen mit Hpl-1,
ein nur 80 % es Risiko besitzen, im Beobachtungszeitraum eine CVD zu entwickeln (nicht
signifikant). Einen signifikanten Einfluss zeigen erneut das Alter (HR=1,04, 95 % Cl,
Cl1=1,02-1,06; p=0,00) sowie ein Diabetes mellitus (HR = 0,59, 95 % CI, CI =0,41-0,85;
p =0,01). Als ebenfalls signifikanter Parameter erweist sich der Nikotinstatus (p = 0,03).
Patienten, die in der Vergangenheit geraucht hatten, zeigten ein bis zu 71 % hoheres Risiko
im Beobachtungszeitraum eine CVD zu entwickeln, als Patienten, welche nie (REF) geraucht
hatten (HR =1,71, 95 % CI, 1,15-2,56; p =0,01). Der Vergleich zu den aktiven Rauchern
erbrachte keinen signifikanten Unterschied (Tabelle 10, Abbildung 13).

Tabelle 10: Kardiovaskulére Ereignisse

Variablen Signifikanz Hazard Ratio
(p <0,05) (95 % CI)

Hpl-1 0,46 REF
Hp2-1 0,99 0,99 (0,64-1,55)
Hp2-2 0,37 0,80 (0,50-1,29)
Alter 0,00* 1,04 (1,02-1,06)
Diabetes mellitus 0,01* 0,59 (0,41-0,85)
Geschlecht 0,89 0,97 (0,67-1,42)
Arterielle Hypertonie 0,62 0,88 (0,52-1,49)
Nikotin (nie) 0,03* REF
Nikotin (aufgehort) 0,01* 1,71 (1,15-2,56)
Nikotin (aktiv) 0,10 1,55 (0,92-2,62)
Body-Mass Index (BMI) 0,20 0,98 (0,94-1,01)
Statine 0,31 0,84 (0,60-1,17)

Ubersicht der einflieRenden Kovariaten und ihrer wichtigsten statistischen Werte Hazard Ratio mit
dazugehdérigem Konfidenzintervall und Signifikanz (p) * signifikant REF = Referenzvariable
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Abbildung 13: Die Graphik veranschaulicht die Uberlebenskurven der Patienten innerhalb des
Beobachtungszeitraumes getrennt nach Haptoglobin-Genotyp. Die Y-Achse indiziert das Auftreten von CVD
innerhalb der beobachteten Stichprobe in Abhdngigkeit der Zeit (X-Achse). Der Haptoglobin-Polymorphismus
zeigt sich dabei als nicht signifikante EinflussgroBRe (p = 0,46). Es lasst sich, nach Adjustierung der Ubrigen
EinflussgroRen, ein tendenzieller Uberlebensvorteil des Hp2-2 Typs gegenilber den anderen Genotypen
erkennen, wobei der homozygote Typ 1-1 das schlechteste Outcome zeigt

5.4.3 Sekundére Endpunkte: Akuter Myokardinfarkt und Apoplex

Insgesamt erlitten 37 (6.3 %) Patienten wahrend des Beobachtungszeitraumes einen
Myokardinfarkt (p =0,63) und 25 (4,2 %) Patienten einen Apoplex (p =0,83). Auf beide
Endpunkte nahm der Haptoglobin-Genotyp keinen signifikanten Einfluss. Im Trend zeigten

Patienten mit Hpl-1 (REF) das geringste Risiko im Beobachtungszeitraum einen
Myokardinfarkt zu entwickeln, wahrend Personen mit Hp2-1 das hochste Risiko besalen.
Einen signifikanten Einfluss nimmt allein das Alter, mit einer HR = 1,04 (95 % CI, 1,01-1,07,;
p =0,02), wobei mit jedem Lebensjahr die Wahrscheinlichkeit, einen Myokardinfarkt zu
erleiden, um 4 % steigt. Betrachtet man den Endpunkt Apoplex, zeigten Patienten des
homozygoten Hpl-1 (REF) ebenfalls das geringste Risiko, ein Ereignis dieser Art zu
entwickeln, wohingegen Hp2-1 das hochste Risiko zeigte (HR =1,48, 95 % ClI, 0,42-5,24;
p = 0,55). Einen signifikanten Einfluss nehmen hier das Alter, mit einer HR = 1,05 (95 % ClI,
1,01-1,10; p =0,02) sowie der Body-Mass Index mit einer HR = 0,09 (95 % CI, 0,81-0,99;
p =0,03). Um zu untersuchen, ob die Trends bei héherem N signifikante Werte erbringen,
erfolgte schliellich noch die gemeinsame Betrachtung der beiden Endpunkte. Trotz hoherer
Fallzahl zeigte sich weiterhin kein signifikanter Einfluss des Haptoglobin-Polymorphismus

(p =0,59). Jedoch setzt sich der Trend fort, den homozygoten Hpl-1 als risikodrmsten
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Genotypen zu betrachten, wenn es um das Auftreten eines Myokardinfarkts oder Apoplex
geht. Im Vergleich zum homozygoten Typ 1, hat der heterozygote Typ ein um 53 % hoheres
Risiko im Beobachtungszeitraum ein Ereignis zu entwickeln (HR = 1,53, 95 % CI, 0,67-3,48;
p = 0,32). Signifikante Einflussfaktoren sind auch hier das Alter (HR = 1,05, 95 % CI, 1,02-
1,07; p=0,00) und der BMI (HR =0,92, 95 % ClI, 0,87-0,98; p =0,01). Aus Griinden der
Ubersichtlichkeit zeigt die folgende Tabelle lediglich die relevanten statistischen Eckpunkte

fiir den Haptoglobin-Polymorphismus sowie die signifikant gewordenen Einflussfaktoren.

Tabelle 11: Akuter Myokardinfarkt und Apoplex

Variablen Signifikanz Hazard Ratio
(p <0,05) (95 % CI)
Myokardinfarkt
Hpl-1 0,63 REF
Hp2-1 0,33 1,70 (0,58-5,02)
Hp2-2 0,46 1,53 (0,50-4,70)
Alter 0,02* 1,04 (1,01-1,07)
Apoplex
Hpl-1 0,83 REF
Hp2-1 0,55 1,48 (0,42-5,24)
Hp2-2 0,60 1,42 (0,38-5,29)
Alter 0,02* 1,05 (1,01-1,10)
BMI 0,03* 0,90 (0,81-0,99)

Myokardinfarkt + Apoplex

Hp1-1 0,59 REF
Hp2-1 0,32 1,53 (0,67-3,48)
Hp2-2 0,35 1,50 (0,64-3,52)
Alter 0,00% 1,05 (1,02-1,07)
BMI 0,01* 0,92 (0,87-0,98)

Ubersicht der relevanten Kovariaten und ihrer wichtigsten statistischen Werte Hazard Ratio mit dazugeh6rigem
Konfidenzintervall und Signifikanz (p) * signifikant REF = Referenzvariable
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Abbildung 14: Die Graphiken A-C veranschaulichen die Uberlebenskurven innerhalb des
Beobachtungszeitraumes getrennt nach Haptoglobin-Genotyp. Die Y-Achse indiziert das Auftreten des
definierten Ereignisses 1-3 innerhalb der beobachteten Stichprobe in Abhéngigkeit der Zeit (X-Achse). Gezeigt
werden die Endpunkte Myokardinfarkt (A), Apoplex (B) und der additive Endpunkt Myokardinfarkt + Apoplex
(C). Der Haptoglobin-Polymorphismus zeigt sich dabei als nicht-signifikante EinflussgroRe. Im Trend zeigt
jedoch der homozygote Typ 1 das beste Outcome in allen drei Endpunkten

5.4.4 Einfluss von Vitaminsupplementation und Diabetikerstatus

5.4.4.1 Subgruppenanalyse: Verum vs. Placebo

Innerhalb  der  Verumgruppe (Supplementation von  Vitaminen) zeigten im
Beobachtungszeitraum 69 Patienten eine CVD, innerhalb der Placebogruppe waren es 83
Patienten. In beiden Subgruppen zeigte sich der Haptoglobin-Typ als nicht signifikante
EinflussgroRe. Die signifikanten Variablen und ihre statistischen Eckdaten sind in der Tabelle

12 aufgelistet.
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Tabelle 12: Subgruppenanalyse Vitaminsupplementation

Subgruppe Signifikanz Hazard Ratio
(p <0,05) (95 % CI)

Verum Hpl-1 0,49 REF
Hp2-1 0,95 1,03 (0,52-2,04)
Hp2-2 0,42 0,73 (0,35-1,60)
Alter 0,03* 1,03 (1,00-1,06)

Placebo Hpl-1 0,84 REF
Hp2-1 0,71 1,12 (0,62-2,02)
Hp2-2 0,93 0,97 (0,51-1,84)
Alter 0,00* 1,05 (1,02-1,07)
Diabetes mellitus 0,02* 0,55 (0,34-0,90)

Ubersicht der relevanten Kovariaten und ihrer wichtigsten statistischen Werte Hazard Ratio mit dazugehdrigem
Konfidenzintervall und Signifikanz (p) * signifikant REF = Referenzvariable
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Abbildung 15: Die Graphiken A und B veranschaulichen die Uberlebenskurven innerhalb der Vitaminverum-
(A) und Placebogruppe (B) wahrend des Beobachtungszeitraumes getrennt nach Haptoglobin-Genotyp. Die Y-
Achse indiziert das Overall-Survival innerhalb der beobachteten Subgruppe in Abhéngigkeit der Zeit (X-Achse).
Der Haptoglobin-Polymorphismus zeigt sich dabei als nicht-signifikante Einflussgrofie

5.4.4.2 Subgruppenanalyse: Diabetiker vs. Nicht-Diabetiker

Insgesamt zeigten im Beobachtungszeitraum 84 Diabetiker und 69 Nicht-Diabetiker ein CVD
Ereignis, ein signifikanter Einfluss des Haptogobin-Genotyps konnte weder innerhalb der
Diabetikergruppe noch innerhalb der Nicht-Diabetikergruppe nachgewiesen werden. Im
Trend zeigt sich das geringste CVD-Risiko innerhalb der Diabetikergruppe bei Patienten mit
Hp2-2, innerhalb der Nicht-Diabetikergruppe waren es Personen mit Hp2-1. Innerhalb der
Nicht-Diabetiker zeigten das Alter sowie der Nikotinstatus einen relevanten Einfluss auf das

Auftreten von CVD.
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Tabelle 13: Subgruppenanalyse Diabetikerstatus

Subgruppe Signifikanz Hazard Ratio
(p <0,05) (95 % ClI)
Diabetiker Hpl-1 0,32 REF
Hp2-1 0,73 1,11 (0,62-2,01)
Hp2-2 0,40 0,76 (0,40-1,44)
Nicht- Hpl-1 0,53 REF
Diabetiker Hp2-1 0,38 0,74 (0,38-1,44)
Hp2-2 0,91 0,96 (0,47-1,96)
Alter 0,00* 1,06 (1,03-1,08)
Nikotin (nie) 0,03* REF
Nikotin (aufgehort) 0,01* 2,28 (1,24-4,19)
Nikotin (aktiv) 0,19 1,65 (0,78-3,47)

Ubersicht der relevanten Kovariaten und ihrer wichtigsten statistischen Werte Hazard Ratio mit dazugehdrigem

Konfidenzintervall und Signifikanz (p) * signifikant REF = Referenzvariable
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Abbildung 16: Die Graphiken C und D veranschaulichen die Uberlebenskurven innerhalb der Diabetiker-(C)
und Nicht-Diabetikergruppe (D) wahrend des Beobachtungszeitraumes getrennt nach Haptoglobin-Genotyp. Die
Y-Achse indiziert das Overall-Survival innerhalb der beobachteten Subgruppe in Abhéangigkeit der Zeit (X-
Achse). Der Haptoglobin-Polymorphismus zeigt sich dabei als nicht-signifikante EinflussgroRe
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5.5 Studienzeitraum 2002-2014: Follow-up

Um den Beobachtungszeitraum zu erweitern und damit die Fallzahlen zu erhdhen, erfolgte
eine Nacherhebung, welche die Uberlebenszeiten der Stichprobe bis zum Februar 2014
nachverfolgte. Das Follow-up betrachtet demnach alle Patienten, welche bis zum Enddatum
der Ursprungsstudie im Juli 2008 nicht verstorben oder aus anderweitigen Griinden (z. B.
Transplantation) aus der Studie ausgeschieden waren. Insgesamt wurden Daten von 241
Patienten aller 33 Dialysezentren nacherhoben, wobei zu 217 Patienten auswertbare Angaben
durch die Dialyseédrzte gemacht wurden. Das entspricht einer Ricklaufquote von 90,04 %.
Aufgrund teils unpréaziser, teils fehlender Angaben zur Todesart des Patienten, konnte letztlich
nur die ZielgroRe "Gesamtmortalitat” betrachtet werden. Zwischen 2008 und 2014 verstarben
insgesamt 123 Patienten, von diesen Patienten wiesen 106 Personen einen kompletten
Datensatz auf und konnten in die statistische Auswertung einflieRen. Kumuliert man beide
Zeitraume, steigt die Anzahl der Verstorbenen auf insgesamt 283 (177 + 106) Patienten
(48.0 %). Davon besaflen 49 den Hpl-1 Typen (17.3 %), 137 den Hp2-1 Typen (48.4 %) und
97 den Hp2-2 Typen (34.3%). Der Haptoglobin-Genotyp zeigte weiterhin keinen
signifikanten Einfluss auf die Gesamtmortalitat der beobachteten Kohorte (p = 0,87). Einen
signifikanten Einfluss nahmen das Alter (HR = 1,06, 95 % CI, Cl = 1,05-1,08; p = 0,00), das
Vorliegen einer Diabetes-Erkrankung (HR = 0,47, 95 % CI, Cl = 0,36-0,62; p = 0,00) und das
Geschlecht (HR = 0,70, 95 % CI, CI = 0,53-0,93; p = 0,02).

Tabelle 14: Gesamtmortalitat 2002-2014

Variablen Signifikanz Hazard Ratio
(p <0,05) (95 % CI)

Hpl-1 0,87 REF
Hp2-1 0,74 1,06 (0,76-1,47)
Hp2-2 0,95 0,99 (0,70-1,40)
Alter 0,00* 1,06 (1,05-1,08)
Diabetes mellitus 0,00* 0,47 (0,36-0,62)
Geschlecht 0,02* 0,70 (0,53-0,93)
Arterielle Hypertonie 0,73 0,93 (0,63-1,39)
Nikotin (nie) 0,25 REF
Nikotin (aufgehort) 0,44 1,12 (0,84-1,51)
Nikotin (aktiv) 0,10 1,38 (0,94-2,03)
Body-Mass Index 0,22 0,98 (0,96-1,01)
Statine 0,66 1,06 (0,83-1,36)

Ubersicht der relevanten Kovariaten und ihrer wichtigsten statistischen Werte Hazard Ratio mit dazugehérigem
Konfidenzintervall und Signifikanz (p) * signifikant REF = Referenzvariable
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6. DISKUSSION

6.1 Zusammenfassung der Hauptergebnisse

Die vorliegende Arbeit untersucht und beschreibt den Zusammenhang zwischen dem
Haptoglobin-Polymorphismus und der Gesamtmortalitat bzw. dem Auftreten kardiovaskularer
Ereignisse bei Dialysepatienten. Vorausgegangene Studien konnten bereits anhand
unterschiedlicher Patientenkohorten zeigen, dass das Protein Haptoglobin in Abhangigkeit
seiner genetischen Ausprdgung und den damit einhergehenden molekularbiologischen
Eigenschaften, entweder einen protektiven oder einen schadigenden Effekt auf das Herz-
Kreislaufsystem nimmt (28). Trotz widerspriichlicher Ergebnisse verschiedener Studien
dominiert aktuell die Annahme, dass der homozygote Typ 1 (Hp1-1) aufgrund seiner htheren
antioxidativen Potenz einen Vorteil hinsichtlich der Ausbildung arteriosklerotischer
Veranderungen vermittelt, wahrend der homozygote Typ 2 (Hp2-2) als Risikofaktor fiir CVD
angesehen wird (28), (41). Basierend auf Daten einer gro angelegten Studie zur
Vitaminsupplementation bei Dialysepatienten aus dem Jahr 2010, re-analysierten wir 654
DNA-Proben dieses Patientenkollektivs und untersuchten die Verteilung des Haptoglobin-
Genotypen. Insgesamt gelang uns die Zuordnung bei 589 Patientenproben, welche wir in

Beziehung zu fest definierten klinischen Ereignissen setzten.

Als zentrale Aussage dieser Arbeit lasst sich festhalten, dass sich kein signifikanter
Zusammenhang zwischen dem Haptoglobin-Genotypen und der Mortalitatsrate sowie dem
Auftreten kardiovaskuldrer Ereignisse bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz finden
lieR. Ein protektiver bzw. Risikotyp wie er zuvor bei Diabetikern beschrieben wurde, konnte
innerhalb unserer Stichprobe nicht gefunden werden (15). Auch eine Gruppenunterteilung
(Diabetiker- vs. Nicht-Diabetiker und Vitaminsupplementation: Verum vs. Placebo) erbrachte
keine signifikanten Unterschiede. Die Patienten befanden sich hinsichtlich der Verteilung des

zu untersuchenden Merkmals Haptoglobin im Hardy-Weinberg Equilibrium.

6.2 Methodische Aspekte

6.2.1 Limitationen und Stérken der Arbeit

Unsere Arbeit stutzt sich auf VVorarbeiten der Studie von Heinz et al. (2010), im Einzelnen auf
klinische Daten und DNA-Proben, welche bereits vorlagen. Vereinzelt kam es bei der

Analyse der DNA-Proben daher vor, dass trotz sorgfaltiger Aufbewahrung der Proben keine

44



ausreichende Menge analysierfahigen Materials vorlag und diese Patienten daher nicht in die
Analyse einbezogen werden konnten. Da nur Patienten mit vollstandigem Datensatz im
multivariaten Rechenmodell berucksichtigt werden kénnen, fiihrten fehlende Angaben bei den
fiir uns relevanten Kovariaten, zu einer geringen Reduktion der Datensétze. Trotz der primar
guten Ricklaufquote der Follow-up Befragung, ergaben sich durch die fehlende Prézision in
der Beantwortung zur Todesursache des Patienten, Einschrankungen hinsichtlich ihrer
Auswertbarkeit. So konnte letztlich nur die Gesamtmortalitét, nicht jedoch wie urspriinglich
geplant, die kardiovaskularen Ursachen bis 2014 nachuntersucht und ausgewertet werden.

Bei dem von uns untersuchten Studienkollektiv handelt es sich, gemessen an der Komplexitét
des Erkrankungsbildes, um eine verhaltnismaRig grofle (589 Patienten) und sehr gut
beschriebene Stichprobe, welche durch eine Vielzahl von Variablen (> 100) definiert ist.
Dabei wurde der von uns untersuchte Haptoglobin-Polymorphismus mittels PCR bestimmit,
einem molekularbiologischen Verfahren, welches als gut validiertes und spezifisches
Verfahren zur Analyse genomischer DNA gilt und bei Studien &hnlicher Fragstellung
standardmaliig zum Einsatz kommt (42), (43). Die sichere Zuordnung der Genotypen mittels
Gelelektrophorese gelang in 98 % der Falle. Die Allelfrequenz von Hp' betrug 0.41 und
zeigte sich im Hardy-Weinberg Equilibrium. Vergleicht man unsere Werte mit denen anderer
Forschungsgruppen, findet sich hier eine gute Ubereinstimmung mit der Haptoglobin-
Verteilung unseres Studienkollektivs, womit dieses als reprasentativ fir das untersuchte
Merkmal angesehen werden kann wie Tabelle 15 und Abbildung 18 vergleichend zeigen (13),
(18).

Tabelle 15: Verteilung der Haptoglobin-Genotypen innerhalb Europas

Genotyp/ Hp1-1 Hp2-1 Hp2-2 Hp'
Land

Vorliegende Studie 17,0 % 47,1 % 35,4 % 0,41
Langlois & Delanghe (1996):

Deutschland 14,0 % 48,0 % 38,0 % 0,46
Belgien 13,0 % 53,0 % 34,0% 0,40
Frankreich 15,3 % 49,7 % 35 % 0,40
Ungarn 12,6 % 47,2 % 40,2 % 0,36
Schweden 13,5 % 47,5 % 39,0 % 0,37
Vereinigtes Kénigreich 10,1 % 55,5 % 3L,7% 0,43

Geografische Verteilung der Haptoglobin-Genotypen sowie der Hp*-Allelfrequenzen innerhalb West-Europas
(vorliegende Studie vs. Langlois & Delanghe, 1996 (18)
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Abbildung 18: Grafische Darstellung der Verteilung der Haptoglobin-Genotypen innerhalb Deutschlands
(vorliegende Studie vs. Langlois & Delanghe, 1996 (18)

Zur Bestimmung des Einflusses des Haptoglobin-Genotyps auf die Endpunkte
Gesamtmortalitat und CVD wahlten wir die im Cox-Modell zu adjustierenden Kovariaten
entsprechend bereits etablierter kardiovaskulérer Risikofaktoren, welche in &hnlicher Ordnung
auch von Autoren anderer Studien mit ahnlicher Fragstellung gewéhlt wurden. So wurden
Patienten der umfangreichen Nurses Health Study (NHS) hinsichtlich der Faktoren Alter,
Geschlecht, BMI, Raucherstatus, Diabetes mellitus, LDL-Hypercholesterinamie, arterielle
Hypertension und Alkohol adjustiert, welche sich zum Grofteil mit unseren EinflussgréRen
decken (45).

6.3 Diskussion der Ergebnisse

Bezogen auf das Gesamtkollektiv lag die Mortalitat der untersuchten Dialysepatienten
innerhalb des ersten Beobachtungszeitraums bei fast einem Drittel (30.1 %). Unter der
Annahme, dass bei einer hohen Anzahl verstorbener Patienten auch schwéchere
Variableneinfllisse statistisch sichtbar wirden, differenzierten wir zunéchst nicht nach
Todesart, sodass neben den tddlichen CVD auch Todesursachen wie Pneumonie, Karzinom,
Lungenddem etc. summiert betrachtet wurden. Haptoglobin und sein Polymorphismus zeigten
hier nach Adjustierung fur die lbrigen Einflussgrofien keinen signifikanten Einfluss auf die
Uberlebensrate, einzig das Alter und ein manifester Diabetes mellitus wirkten sich statistisch
relevant auf die Gesamtmortalitdt aus. Schaut man vergleichend in die Literatur, zeigt sich als
einzig aktuell vergleichbare Studie, eine Fall-Kontroll Studie der belgischen Forschergruppe
um DeBacquer, welche den Zusammenhang zwischen Haptoglobin und CVD-Mortalitét
untersuchten und entgegen ihrer Hypothese, den Hpl1-1 Typen als unabhangigen Risikofaktor
fir eine hohere Sterberate ihrer Patienten identifizierten (44). Als wesentlicher Unterschied

der beiden Studien ist, neben dem langeren Beobachtungszeitraum der Belgier von insgesamt
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10 Jahren (vgl. mit unserem ersten Beobachtungszeitraum) zu beachten, dass die dort
untersuchte Kohorte keine Dialysepatienten beinhaltete. Die Untersuchung umfasste
Patienten, welche im Rahmen der bevoélkerungsbasierten Langzeitstudie BIRNH (Belgian
Interuniversity Research on Nutrition and Health) hinsichtlich ihres Erndhrungsverhaltens,
klinischer und biochemischer Charakteristika und der damit assoziierten Mortalitdtsursachen
beobachtet wurden. Da Dialysepatienten jedoch meist eine wesentlich hohere Rate an
Komorbiditaten aufweisen als die Allgemeinbevélkerung, sind die Ergebnisse nur schwer
miteinander vergleichbar (44), (46). Aufgrund der Lénge der Beobachtungszeit sind die fiir
die statistische Auswertung relevanten Ereignisse zudem hoher, was die Wahrscheinlichkeit
eines signifikanten Einflusses entsprechend vergroBert. Um sich der Fragstellung zu néhern,
ob der Haptoglobin-Genotyp explizit Einfluss auf das Auftreten von CVD nimmt,
untersuchten wir im Folgenden das Auftreten von Myokardinfarkt, plétzlicher Herztod,
Apoplex, Angina pectoris, pAVK, und/oder herzchirurgischer Eingriffe als kombinierten
Endpunkt. Auch hier konnten wir keinen signifikanten Einfluss des Haptoglobin-Genotyps
feststellen. Signifikant zeigten sich das Alter sowie das Vorliegen einer Diabetes Erkrankung.
Auch wirkte sich ein vorrangegangener Nikotinabusus negativ aus. Aktuellen
Literaturrecherchen zu Folge wurde der Einfluss des Haptoglobin-Genotyps auf die
kardiovaskulare Mortalitat bereits in verschiedenen Patientenkollektiven untersucht, jedoch
widmete sich bisher lediglich eine Studiengruppe ausschlieRlich dialysepflichtigen Patienten.
So gingen Pernod et al., 2004 der Fragestellung nach, welche mdglichen biologischen
Einflisse als Indikatoren eines erhohten CVD-Risikos innerhalb einer umschriebenen
Stichprobe von Dialysepatienten fungieren. Neben der Betrachtung von Homozystein,
Apolipoprotein(a), antioxidiertem Low-Density Lipoprotein etc., analysierten sie auch das
genetisch polymorphe Haptoglobinprotein und identifizierten den Hp2-2 Typen als einen
maoglichen Risikofaktor fiir CVD. Demnach zeigte sich in einer Gruppe von Dialysepatienten,
welche bereits mindestens ein kardiovaskuldres Ereignis in lhrem Leben hatten
("Hochrisikogruppe CVD"), eine signifikante Verdopplung des Hp2-2 Typen vgl. mit
Dialysepatienten ohne CVD im Lebenslauf ("Kontrollgruppe™). Der Diabetiker-Status zeigte
dabei keinen Einfluss (47).

Eine weitere Studiengruppe, welche Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz (CKD
Stadium 2-5) untersuchte, waren die danischen Forscher um Strandhave et al. Sie gingen in
Ihrer 2013 publizierten Studie der Frage nach, welcher  Zusammenhang zwischen
Haptoglobin und den CVD-assoziierten Markern "Herzratenvariabilitat" (HRV), gemessen

uber eine 24 h Holter Aufzeichnung, und "high-sensitive C-reactive Protein” (hs-CRP)
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besteht. Sie konnten zeigen, dass Hp2-2 einen signifikanten Risikofaktor moglicher
kardiovaskularer Ereignisse darstellt, indem dieser negativ mit HRV und positiv mit hs-CRP
korreliert. Zu beachten ist, dass es sich bei HRV und hs-CRP lediglich um indirekte
Risikomarker handelt und manifeste Endpunkte wie Myokardinfarkt, Apoplex oder
plotzlicher Herztod nicht direkt abgebildet werden (48). Zudem bestand das
Patientenkollektiv nicht ausschlie3lich aus dialysepflichtigen Personen, sondern umfasste
Patienten im CKD Stadium 2-5.

Um explizit nur die Ereignisse zu betrachten, die gesichert auf arteriosklerotische
Verénderungen zuriickzufiihren sind, grenzten wir die relevanten Endpunkte auf die Events
"Myokardinfarkt" und "Apoplex" ein und betrachteten diese sowohl einzeln, als auch
kumuliert. Auch hier konnten wir keinen signifikanten Einfluss des Haptoglobin-Genotyps
feststellen. Jedoch zeigte sich in beiden Endpunkten sowie in der kumulierten Betrachtung ein
hypothesenkonformer Trend, nach welchem Personen mit Hp1-1 das geringste Risiko fir die
entsprechenden Events besitzen. Vergleicht man unsere Erkenntnisse mit denen von Levy et
al. (2004), zeigen sich zundchst zwar Parallelen in den Ergebnissen, jedoch muss beachtet
werden, dass das signifikant verminderte CVD-Risiko des homozygoten Hp-1 in der Levy-
Studie, nur nicht-dialysepflichtige, Nicht-Diabetiker betraf (49). Ein direkter Vergleich oder
gar Ubertragung der Ergebnisse auf unsere Stichprobe ist somit nicht méglich. Eine ebenfalls
interessante Entdeckung machte die belgische Forschungsgruppe um Chapelle et al. (1982)
bereits vor Gber 30 Jahren, als sie den Zusammenhang zwischen dem Haptoglobin-Genotyp
und myokardspezifischer Serumenzyme untersuchten. In die Studie einbezogen wurden alle
Patienten, welche innerhalb von zwei Jahren mit einem manifesten Myokardinfarkt im
Universitatsklinikum Littich hospitalisiert wurden. Angaben zum Diabetikerstatus oder
Dialysepflichtigkeit wurden nicht gemacht. Die Forscher fanden, dass der Hp2-2 Typ im
Vergleich zum -1-1 und -2-1, mit hoéheren Serumleveln myokardspezifischer Enzyme
einhergeht sowie mit einer signifikant hoheren Anzahl klinischer Komplikationen wie z.B.
Herzversagen assoziiert ist. Da es zwischen den Probanden mit Myokardinfarkt und der
Vergleichsstichprobe gesunder Probanden keine Unterschiede in der Haptoglobin-Verteilung
gab, kamen die Forscher zu dem Schluss, dass der Hp2-2 sich lediglich negativ auf die
Schwere eines Myokardinfarkts auswirkt, nicht jedoch auf das Ereignisrisiko an sich (50).

Da man bisher angenommen hatte, dass der Haptoglobin-Polymorphismus insbesondere
innerhalb der Gruppe der Diabetiker zum Tragen kommt, betrachteten wir im Folgenden die
Subgruppen Diabetiker/Nicht-Diabetiker getrennt voneinander. Auch hier ergab sich kein

signifikanter Einfluss des Haptoglobin-Typs auf CVD, weder in der Diabetiker- noch in der
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Nicht-Diabetikergruppe. Uberhaupt zeigte innerhalb der Diabetikergruppe keine der
betrachteten Einflussgrofien einen signifikanten Einfluss auf CVD. Demgegenuber stehen die
eindriicklichen Ergebnisse der Studiengruppe um Levy et al. (2002), welche fanden, dass der

Hp2-2 Typ im Vergleich zu Hp1-1 mit einem funffach erhéhten CVD-Risiko einhergeht und

damit neben den klassischen kardiovaskularen Risikofaktoren, als hoch signifikanter,
unabhéngiger Risikofaktor fir CVD bei Diabetespatienten betrachtet werden kann (15).
Jedoch zeigt sich auch hier, wie kontrar und teils widerspriichlich die einschldgige Literatur
bis dato ist. Denn bereits zwei Jahre spéter sollte die gleiche Studiengruppe ihre 2002
publizierten Ergebnisse wieder zum Diskurs stellen, als sie Patienten der
bevdlkerungshasierten Framingham Heart Offspring-Studie hinsichtlich ihres Haptoglobin-
Genotyps und koronaren Risikos untersuchten. Diesmal verblieb der Haptoglobin-Typ bei
Betrachtung aller drei Ausprédgungen zunachst ohne signifikanten Einfluss innerhalb der
Gesamtstichprobe, welche mit 3273 Patienten, davon 433 Diabetiker, sehr umfangreich
ausfiel. Wurden Diabetiker und Nicht-Diabetiker jedoch getrennt voneinander betrachtet, kam
es Uberraschenderweise, und im Vergleich zur Vorstudie, zu einer reziproken Verteilung der
Haptoglobin-Typen nach Diabetikerstatus. Innerhalb der Diabetikergruppe mit CVD ergab
sich eine signifikante Uberreprasentation des Hpl-1 Typs wahrend in der Nicht-
Diabetikergruppe mit CVD der Hpl-1 Typ deutlich unterreprasentiert war. Zurlickgefuihrt
wurde dies von Levy et al. auf eine mdglicherweise verbesserte Prognose und Uberlebensrate
des diabetischen Hp1-1 Typen. Als weiterer Grund fiir die diskrepanten Ergebnisse wurde die
Diversitat in der ethnischen Zugehorigkeit der verschiedenen Studienkohorten und die damit
verbundenen Unterschiede in der Haptogobin-Verteilung angeftihrt, welche Studien &hnlicher
Fragestellung hdufig schwer miteinander vergleichbar macht (49).

Interessant wird es bei der Betrachtung der kumulierten Zeitrdume (Studienzeitraum 2002-
2014). Hier zeigt sich nicht nur, dass der Haptoglobin-Polymorphismus trotz gestiegener
Fallzahlen keinen signifikanten Einfluss auf die Mortalitatsrate hat, sondern, dass die Hazard
Ratios fast identisch sind. Betrachtet man die dazugehtrigen Diagramme (Abbildung 12, S.
35 vs. Abbildung 17, S. 43), wird deutlich, dass sich die Uberlebenskurven mit zunehmendem
N deutlich annéhern und dadurch signalisieren, dass der Haptoglobin-Polymorphismus als
EinflussgroRe hier absolut keine Rolle mehr spielt. Urséchlich fur diesen Trend kodnnte die
Diversitat der betrachteten Todesursachen sein, welche in ihrer Pathophysiologie groRtenteils
wohl keine Assoziation mit Haptoglobin und seinem Polymorphismus besitzen. Ergo scheint
dieser im Hinblick auf die Mortalitdt sowie das Vorkommen von CVD in unserer Stichprobe

keine Relevanz zu besitzen.
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6.4 Fazit

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass abgesehen von den Zielereignissen
Myokardinfarkt und Apoplex, keines unserer Ergebnisse mit den von uns postulierten
Hypothesen sowie mit den bis dato existierenden Studien in Einklang zu bringen ist. Die
unterschiedlichen Ergebnisse sind zumindest teilweise auf die jeweils zugrundeliegenden
Studiendesigns sowie unterschiedlichen Studienpopulationen zurlickzufiihren. Wahrend wir
auf Daten einer Kklinischen Interventionsstudie mit fest definiertem, zuféllig ausgewahlten
Patientenkollektiv zuriickgriffen, bedienten sich andere Forschergruppen zumeist Fall-
Kontrollstudien (DeBacquer et al., 2001; Levy et al., 2002) oder cross-sectional Designs
(Levy et al., 2004, Strandhave et al., 2013). Hier liegt womdglich auch der grofte
Verzerrungseffekt  hinsichtlich  maoglicher  Ergebnisinterpretationen. Wahrend  unser
Studienkollektiv durch seine multiplen Vorerkrankungen als sehr spezifisches und, verglichen
mit der Allgemeinbevdlkerung, nicht-reprasentatives Studienkollektiv zu betrachten ist,
werden in den meisten anderen Studien h&ufig Personen der normalen Bevdlkerung betrachtet
oder innerhalb einer Fall-Kontroll Studie mit Personen einer Erkrankungsgruppe gematcht.
Dabei ist anzunehmen, dass die Multimorbiditdt unserer Stichprobe sowie die
Dialysepflichtigkeit an sich bereits einen Grofteil des CVD Risikos erklaren und ein
statistisch schwécherer Effekt des Haptoglobins moglicherweise verdeckt wird. Diesbezuglich
relevant sind die Studienergebnisse von Tonelli et al. (2012), welche zeigen, dass die
terminale Niereninsuffizienz, &hnlich eines Diabetes mellitus, bereits als eigenstandiger
Risikofaktor fur CVD angesehen werden sollte ("Coronary heart disease risk equivalent”)
(46). Weitere Ergebnisdifferenzen sind womdglich auch in der geografisch bedingten,
unterschiedlichen Verteilung der Haptoglobin-Genotypen und der sich daraus ergebenden
ethnischen Unterschiede der Studiengruppen zu suchen (41). Eine landerubergreifende
Generalisierung der Ergebnisse ist daher nicht problemlos mdglich, Vergleiche sollten nur
innerhalb der ethnischen Zugehdrigkeit erfolgen. Fir zukinftige Studien mit ahnlicher
Fragestellung wére zudem ein Studienkollektiv. mit einer hoheren Anzahl relevanter
Zielereignisse wiinschenswert, um die von uns gefundenen, bisher nicht-signifikanten Trends,
statistisch zu untermauern. Dabei sollte streng darauf geachtet werden, die interessierenden
Zielgrolien so prézise wie moglich zu definieren und "Sammelvariablen” wie die von uns
untersuchte "Gesamtmortalitdt” zu vermeiden. Ein ldngerer Beobachtungszeitraum ware

hinsichtlich der Ereignisanzahl hier sicher hilfreich.
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Trotz der zuvor genannten kritischen Punkte soll abschliefend darauf hingewiesen werden,
dass es zum gegenwadrtigen Zeitpunkt keine Arbeiten gibt, die den Haptoglobin-
Polymorphismus im Hinblick auf die Gesamtmortalitit sowie das kardiovaskulare Risiko bei
Dialysepatienten schwerpunktmalig untersuchen. Dabei sollte grade die vorherrschende
"Ergebnis-Kontroversitat” der aktuelleren Studien zum Ansporn genommen werden,
zukinftige Forschungsprojekte mit ahnlicher Fragestellung zu behandeln, insbesondere im
regionalen Raum. Hier konnen die von uns gefundenen Trends zumindest eine grobe

Richtung markieren.
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7. Zusammenfassung

Um das unterschiedlich hohe kardiovaskuldre Risiko verschiedener Patientenpopulationen
besser erklaren und ggf. eine Therapieoptimierung erzielen zu konnen, riickten in den
vergangenen Jahren zunehmend genetisch determinierte Biomolekiile in den Blickpunkt der
Wissenschaftler (23). Zu diesen zahlt auch das Protein Haptoglobin, von welchem
angenommen wird, dass es Uber seinen funktionellen Polymorphismus (Hpl-1, Hp2-1 und
Hp2-2) u. a. an der Genese arteriosklerotischer Veranderungen beteiligt ist und daher als
maoglicher Risikofaktor fur CVD in Betracht kommt. Dabei wird angenommen, dass der
homozygote Typ Hp-1 aufgrund seiner hoheren antioxidativen Potenz einen positiven
Einfluss auf das kardiovaskuldre Risiko nimmt, wéhrend der homozygote Hp-2 als
Risikofaktor gilt (28), (41). Die vorliegende Arbeit wollte untersuchen, ob es einen
Zusammenhang zwischen den verschiedenen Haptoglobin-Typen und der Mortalitat sowie
dem Auftreten definierter kardiovaskuldrer Ereignisse bei Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz gibt. Es gilt zu Uberprifen, ob sich die Annahme eines protektiven vs.
Risikotyps bestatigen lasst. Hierzu analysierten wir DNA-Proben von 589 Dialysepatienten,
welche bereits im Rahmen einer kontrolliert randomisierten Studie (2002-2008) erhoben und
durch verschiedene klinische Parameter gut charakterisiert waren (38). Die Bestimmung des
Haptoglobin-Genotyps erfolgte mittels Polymerase-Kettenreaktion sowie Gelelektrophorese
und wurde patientengenau zugeordnet. Die Ergebnisse wurden einem multivariaten
Regressionsmodell zugefthrt und unter Adjustierung von definierten, kardiovaskulér
relevanten  EinflussgroBen mit den  klinischen  Endpunkten  "Gesamtuberleben”,
"kardiovaskulédre Ereignisse” sowie "Myokardinfarkt/Apoplex™ assoziiert. AuRerdem erfolgte
ein Subgruppenvergleich zwischen Diabetikern und Nicht-Diabetikern sowie eine Follow-up
Analyse des Gesamtiberlebens bis in das Jahr 2014. In keinem der betrachteten Endpunkte
zeigte sich der Haptoglobin-Polymorphismus als signifikante EinflussgroRe. Abgesehen von
den Einzelereignissen Myokardinfarkt (p =0,63) und Apoplex (p =0,83), bei welchen sich
lediglich ein hypothesenkonformer, nicht-signifikanter Trend zeigte, der den Hpl-1 als
gunstigsten der drei Genotypen hervorhebt, konnte keine unserer postulierten Hypothesen
bestatigt werden. Auch bei isolierter Betrachtung der Diabetespatienten und im Follow-up
zeigte Haptoglobin keinen relevanten Einfluss (p = 0,32), (p = 0,87), respektive. Mdgliche
Ursachen fir unsere teils kontréren Ergebniskonstellationen sind zum Einen in Unterschieden
der verwendeten Studiendesigns und untersuchten Studienkohorten zu suchen, zum Anderen
sind geografische Unterschiede in der Haptoglobin-Verteilung sowie eine zu geringe Anzahl

an Zielereignissen anzufuihren. Ein langerer Beobachtungszeitraum ware hier sicher sinnvoll.
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13. Anhang

Sehr geehrte Frau Kollegin, sehr geehrter Herr Kollege,

kardiovaskuldre Ereignisse zdhlen immer noch zu den wichtigsten Morbiditats- und
Mortalitatsursachen bei Dialysepatienten. Diesem Thema widmete sich zwischen 2002 und
2008 eine Uberregionale Studie des Instituts fir Klinische Chemie und Pathobiochemie der
Otto-von-Guericke Universitat Magdeburg. An dieser Studie nahmen auch von lhnen betreute

Patienten teil. Der Titel lautete:

sUntersuchung zum Einfluss einer Multivitaminsupplementation auf Morbiditit und
Mortalitat bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz. Eine multizentrische,

randomisierte Doppel-blind Studie“ (Heinz et al., 2010).

Im Rahmen eines Follow-ups mochten wir die bereits gewonnenen Daten erweitern und
aktuelle Informationen zu den Uberlebenszeiten der verbliebenen Patienten erheben, um so
einen eventuell nachhaltigen Einfluss der Vitaminsupplementation zu ermitteln. Dazu wirden
wir Sie bitten, das beigelegte Formular moglichst vollstandig auszufillen und an uns
zuruckzuschicken. Befindet sich der genannte Patient gegenwartig noch in ihrer Behandlung?
Wenn ja, tragen Sie bitte das Datum der letzten Dialyse bzw. des letzten Kontaktes zum
Patienten ein. Sollte der Patient verstorben sein, sind das Sterbedatum sowie die
Todesursache von Interesse. Bei Transplantation oder Wechsel des Dialysezentrums ist diese
Maoglichkeit anzukreuzen. Die gewonnenen Patientendaten werden selbstverstandlich
vertraulich behandelt und nach Zuordnung zu den bereits vorhandenen Datensatzen anonym
ausgewertet. Ein Ruckschluss auf die Identitat einzelner Personen wird nicht moglich sein.
Die Initiierung des Follow-ups erfolgt im Einvernehmen mit dem Leiter der Geschéftsstelle
Ethik-Kommission Herrn Dr. Beck sowie der Stelle fir Datenschutz der medizinischen
Fakultat. Fir eventuelle Rickfragen stehe ich Thnen selbstverstandlich jederzeit unter 0176-

32810260 oder christiane.anna.riedel@gmail.com zur Verfligung. Ich werde Sie zeitnah

kontaktieren, um ein kurzes Feedback einzuholen. Da die Qualitdt und Aussagekraft dieser
Untersuchung wesentlich von lhrer Mitarbeit abhé&ngt, danke ich bereits jetzt herzlich fir die

Kooperation und verbleibe mit freundlichen GrifRen,
Christiane Anna Riedel Prof. Dr. med. B. Isermann

Arztin Direktor des Instituts fir Klinische Chemie und
Pathobiochemie
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Erfassungsbogen Dialysezentrum

Nicht-Verstorben Verstorben
Name, Vorname Datum der Wechsel des Datum Todesursache
Geburtsdatum letzten Dialyse Dialyse-
bzw. letzter zentrums oder
Kontakt zu Transplantation
Patient

Es sind nur jene Patienten gelistet, welche wahrend der damaligen Studie NICHT ihr
Einverstandnis zurlickzogen, transplantiert wurden, das Dialysezentrum gewechselt haben
oder die Studie aus anderen Griinden verliel3en.

62



	Dokumentationsblatt

	Inhaltsverzeichnis

	Abkürzungsverzeichnis

	2. Einleitung 
	2.1 Terminale Niereninsuffizienz und kardiovaskuläre Erkrankungen
	2.2 Kategorien kardiovaskulärer Risikofaktoren

	2.3 Das Protein Haptoglobin

	2.3.1 Ein „neuer“ Risikofaktor für CVD?

	2.3.2 Genetik des Haptoglobins und sein funktioneller Polymorphismus
	2.3.3 Pathophysiologische Eigenschaften des Haptoglobins
	2.3.3.1 Antioxidative Eigenschaften
	2.3.3.2 Inhibition der Prostaglandinsynthese
	2.3.3.3 Wechselwirkungen mit Stickstoffmonoxid
	2.3.3.4 Angiogenetische Eigenschaften
	2.4 Übersicht aktueller Studien
	3. Zielstellung und Arbeitshypothesen
	4. Material und Methoden
	4.1 Patienten
	4.1.1 DNA-Proben
	4.2 Chemikalien der Laborverfahren
	4.2.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
	4.2.2 Gelelektrophorese
	4.3 Geräte und Verbrauchsmaterialien
	4.4 Methoden
	4.4.1 Das Grundprinzip der PCR-Analytik
	4.4.2 Vorbereitung und experimentelle Optimierung der Methodik
	4.4.3 PCR-Testdurchführung
	4.4.3.1 Standard Reaktionsansatz für Primerprotokoll ABD
	4.4.3.2 Standard Reaktionsansatz für Primerprotokoll CDB
	4.4.3.3 Thermocyclerbedingungen
	4.4.4 DNA-Gelelektrophorese
	4.5 Statistische Auswertung: Cox-Regressionsanalyse
	5. Ergebnisse
	5.1 Ergebnisse der Elektrophorese und Zuordnung der Genotypen
	5.2 Statistische Basisdaten der Patienten
	5.3 Verteilung der Haptoglobin-Genotypen und Allelfrequenzen
	5.4 Studienzeitraum 2002-2008
	5.4.1 Primärer Endpunkt: Gesamtmortalität
	5.4.2 Sekundärer Endpunkt: Kardiovaskuläre Ereignisse
	5.4.3 Sekundäre Endpunkte: Akuter Myokardinfarkt und Apoplex
	5.4.4 Einfluss von Vitaminsupplementation und Diabetikerstatus
	5.4.4.1 Subgruppenanalyse: Verum vs. Placebo
	5.4.4.2 Subgruppenanalyse: Diabetiker vs. Nicht-Diabetiker
	5.5 Studienzeitraum 2002-2014: Follow-up
	6. DISKUSSION
	6.1 Zusammenfassung der Hauptergebnisse
	6.2 Methodische Aspekte
	6.2.1 Limitationen und Stärken der Arbeit
	6.3 Diskussion der Ergebnisse
	6.4 Fazit
	7. Zusammenfassung
	8. Literaturverzeichnis
	9. Eidesstattliche Erklärung
	10. Erklärung zur strafrechtlichen Verurteilung
	11. Danksagung
	12. Curriculum Vitae
	13. Anhang

