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Resumé

Introduktion: Ekstracellulzer superoxiddismutase (EC-SOD) er et
antioxidativt enzym, der findes i hgj koncentration i arterieveeg-
gen. 2-3% af danskere berer en R213G-substitution, der gger
plasmakoncentrationen ti gange. Mutationen reducerer muligvis
koncentrationen i arterieveeggen, gger lavdensitetslipoprotein
(LDL)-oxidationen og kan derfor accelerere aterogenesen. Vi
testede hypoteserne, at EC-SOD-R213G disponerer for iskeemisk
hjertesygdom (IHD), og at bestemmelse af EC-SOD-R213G-geno-
type bidrager til at preedikere IHD ud over méaling af plasma EC-
SOD-koncentrationen.

Materiale og metoder: Den primzare hypotese blev testet i et pro-
spektivt, populationsbaseret studie af 9.188 deltagere i @sterbro-
undersggelsen med 956 incidente IHD-tilfeelde i lgbet af 23 ars
followup og blev retestet i to case-kontrol-studier, hvor 943 IHD-
patienter og 617 patienter med iskaemisk cerebrovaskuler syg-
dom (ICVD) blev sammenlignet med 7.992 IHD/ICVD-frie kontrol-
personer fra @sterbroundersggelsen. Den sekundeere hypotese
blev testet i et nestet IHD-case-kontrol-studie inden for @sterbro-
undersggelsen (n = 956 + 956).

Resultater: Alders- og kensjusteret relativ risiko for IHD for hetero-
zygote (n =221, 2,4%) versus ikkebaerere (n = 8.965, 97,6%) var
1,5 (95% sikkerhedsinterval 1,1-2,1). Retestning bekraeftede
dette: odds-ratioer for IHD var 1,4 (1,0-2,0) og for ICVD 1,7 (1,1-
2,7). Yderligere justering for plasma-EC-SOD resulterede i en
odds-ratio pa 9,2 (1,2-72).

Diskussion: Heterozygositet for EC-SOD-R213G er relateret til
gget IHD-risiko. Bestemmelse af EC-SOD-R213G-genotype bidra-
ger til at preedikere IHD ud over maling af plasma EC-SOD-kon-
centrationen.

Oxidative processer er involveret i aterogenesen [1], og super-
oxidanionen (O;") er et vigtigt prooxidativt molekyle.

Det mest betydningsfulde ekstracellulzere enzym, der fjer-
ner superoxidanioner er ekstracellulzr superoxiddismutase
(EC-SOD) [2]. Mere end 90% af EC-SOD er lokaliseret i det
ekstravaskulere rum bundet til heparansulfatproteoglykaner i
glykokalyks pa endotelcellernes overflade og i bindevaevsma-
trix, iseer i arterievaeggen [3].

Vi undersogte en relativt almindelig mutation (nukleotid
760G >C) i codon 213 i exon 3 af EC-SOD genet (EC-SOD-
R213G). Heterozygote barere af EC-SOD-R213G har ~10
gange hojere plasmakoncentration af funktionel EC-SOD end
ikkebzrere [4]. Man forestiller sig, at denne forskel skyldes
oget udvaskning af EC-SOD fra interstitial matrix til plasma
[4, 5]. EC-SOD-koncentrationen i arterievaggen er derfor mu-
ligvis lav pa trods af en hej plasmakoncentration. Arterievaeg-
gen mangler dermed antioxidativ kapacitet mod superoxid-
anioner og mangler beskyttelse mod lavdensitetslipoprotein
(LDL)-oxidation. Dette kunne medfore accelereret ateroge-
nese.

Formalet med dette studie var at teste folgende hypoteser:
1) EC-SOD-R213G heterozygositet er relateret til oget risiko
for iskeemisk hjertesygdom (IHD); 2) EC-SOD-R213G-geno-
type bidrager til at preedikere IHD ud over maling af plasma
EC-SOD-koncentrationen og autoantistoffer mod oxideret
LDL (oxLDL); og 3) EC-SOD-R213G-heterozygositet og ho-
mozygositet er relateret til plasma-EC-SOD og autoantistoffer
mod oxLDL.

Materiale og metoder

Studiedesign

Prospektivt studie

For at teste primarhypotesen blev 9.188 deltagere i Osterbro-
undersogelsen fulgt prospektivt fra indgangen i studiet i 1976-
1978, 1981-1983, eller 1991-1994 indtil 1999. Oplysninger om
IHD- og iskeemisk cerebrovaskulzer sygdom (ICVD)-diagno-
ser (World Health Organization, International Classification
of Diseases, 8. udgave, koderne 410-414 og 432-435; 10. udgave
120-125 og 163-164) blev indhentet indtil 1999 fra Landspatient-
registret, Dodsarsagsregistret og fra journaloplysninger fra
praktiserende laeger og hospitaler.
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Case-kontrol-studier

For at reteste primzrhypotesen med uathzengige patientpo-
pulationer blev 943 patienter med koronararteriestenose/IHD
(verificeret ved koronararteriografi) og 617 patienter med ca-
rotis stenose/ICVD (ultralydverificeret) fra Rigshospitalet
sammenlignet med 7.992 ikkematchede kontrolpersoner fra
Osterbroundersogelsen, som hverken havde IHD eller ICVD.

Nestede case-kontrol-studier

For at teste sekundarhypotesen blev de 956 incidente IHD til-
felde i Osterbroundersogelsen matchet 1:1 pa alder og ken
med kontrolpersoner uden IHD/ICVD fra Osterbrounderso-
gelsen. For at teste tertizerhypotesen blev alle EC-SOD-
R213G-heterozygote og homozygote matchet 1:1 pd alder,
ken og IHD-status med ikkebzrere.

Statistiske analyser

Vi anvendte statistikprogrammet Stata. Tosidede p-vaerdier
<0,05 blev regnet for signifikante. Log-rank-test og Kaplan-
Meier-kurver er vist for prospektive data. Relativ risiko (RR)
for IHD blev estimeret ved hjlp af venstretrunkerede Cox
proportional hazard-modeller (dvs. modeller med forsinket ind-
gang) med alder som tidsskala; dette betyder, at der automa-
tisk er justeret for alder. Ubetingede logistiske regressionsmo-
deller estimerede odds-ratioer (OR) for koronar ateroskle-
rose/IHD og carotis aterosklerose/ICVD i ikkematchede case-
kontrol-studier. Betingede logistiske regressionsmodeller esti-
merede OR for THD i de nestede case-kontrol-studier. RR og
OR er udelukkende vist for heterozygote versus ikkebaerere,
idet der kun var to homozygote.

Resultater

Blandt deltagerne i Osterbroundersogelsen var 8.965 (97,6%),
221 (2,4%) og 2 (0,02%) henholdsvis ikkebaerere, heterozygote
og homozygote for EC-SOD-R213G.

Prospektivt studie

I lobet af 23 rs followup (162.071 personar) forekom der i ko-
horten 956 IHD-tilfzelde svarende til incidensrater blandt ik-
kebzrere, heterozygote og homozygote pa henholdsvis 58, 90
og 323 tilfzelde pr. 10.000 personér (Figur 1) (log-rank-hetero-
zygote versus ikkebaerere: p = 0,02). Alders- og kensjusteret
RR for IHD hos heterozygote versus ikkebzrere var 1,5 (95%
sikkerhedsinterval, 1,1-2,1). Yderligere justering for totalkole-
sterol, HDL-kolesterol, triglycerider, body mass index, hyper-
tension, rygning og diabetes mellitus resulterede i en RR pa
1,5 (1,0-2,1).

Casekontrolstudier

Alders- og kensjusteret OR for IHD hos heterozygote versus
ikkebaerere var 1,4 (1,0-2,1) (Tabel 1). Multifaktoriel justering
for de samme kovariater som navnt ovenfor resulterede i en
OR pé 1,4 (0,9-2,2). Alders- og kensjusteret og multifaktorielt
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Figur 1. Kumulativ incidens af iskeemisk hjertesygdom (IHD) som funktion af
EC-SOD-R213G-genotype. Antal deltagere under risiko i hver tidrsperiode er vist
under grafen.

justeret OR for ICVD hos heterozygote versus ikkebaerere var
1,7 (1,1-2,7) og 1,9 (1,2-3,0).

Nestede case-kontrol-studier

Den ikkejusterede OR for IHD hos heterozygote versus ikke-
berere i dette kons- og aldersmatchede studie var 2,1 (1,1-4,5).
Multifaktoriel justering resulterede i en OR p3 2,3 (1,2-4,5)
(Figur 2). Yderligere justering for plasma-EC-SOD resulterede
i en OR hos heterozygote versus ikkebzrere pa 9,2 (1,2-72).
Justering for autoantistoffer mod oxLDL resulterede i en OR
pa 2,5 (1,2-5,3).

Blandt EC-SOD-R213G ikkeberere havde deltagere med
en plasma-EC-SOD-koncentration pa 150-300 og >300 ng pr.
ml en multifaktorielt justeret OR for THD p3 0,9 (0,7-1,2) og
0,5 (0,2-1,6) i forhold til deltagere med en koncentration <150
ng pr. ml (Figur 2). Endvidere havde deltagere med autoanti-

Tabel 1. Risiko for iskeemisk hjertesygdom (IHD) og iskeemisk cerebrova-
skuleer sygdom (ICVD) i case-kontrol-studierne.

IHD ICVD
ikke-  hetero- ikke- hetero-
baerere zygote baerere zygote
Antal (cases/ 913/ 30/ 594/ 23/
kontrolpersoner) 7.809 182 7.699 183
Odds-ratio*
justeret for ken og alder 1,0 1,4 (1,0-2,1) 1,00 1,7 (1,1-2,7)
justeret multifaktorielt® 1,0 1,4 (0,9-2,2) 1,00 1,9 (1,2-3,1)

*) 95% sikkerhedsinterval.

a) Odds-ratioer for IHD og ICVD for de kovariate, der er inkluderet i de
to modeller: mandligt ken: 3,2 (2,6-3,8) og 2,3 (1,9-2,8), alder (>50
versus <50 &r): 1,4 (1,1-1,7) og 5,7 (4,0-8,0), totalkolesterol (>5 ver-
sus <5 mmol pr. 1): 1,7 (1,3-2,1) og 1,4 (1,0-1,8), HDL-kolesterol
(>1 versus <1 mmol pr. I): 0,3 (0,2-0,3) og 0,5 (0,4-0,6), triglycerid
(>2 versus <2 mmol pr. 1): 0,9 (0,8-1,1) og 1,0 (0,8-1,3), body mass
index (>25 versus <25 kg pr. m?): 0,9 (0,8-1,1) og 0,6 (0,5-0,7), hy-
pertension (behandlet): 4,2 (3,5-5,1) og 1,3 (1,1-1,6), rygning (nuvee-
rende og tidligere versus aldrig): 1,3 (1,0-1,6) og 0,8 (0,6-1,0), diabe-
tes mellitus: 2,1 (1,6-2,9) og 3,6 (2,7-5,0). Der var ingen homozygote
i de to patientpopulationer.
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Figur 2. Odds-ratioer for iskee-
misk hjertesygdom (IHD) som

funktion af EC-SOD-R213G- Risk by EC-SOD-R213G genotype

SEKUNDZERPUBLIKATION

genotype, plasma-EC-SOD og
autoantistoffer mod oxideret
lavdensitetslipoprotein (LDL)
hos EC-SOD-R213G-ikkebee-
rere, Alle odds-ratioer er mul-
tifaktorielt justerede som i
Tabel 1.
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stoffer mod oxLDL pa 50-250 U og >250 U en multifaktorielt
justeret OR for IHD p4 1,0 (0,8-1,3) og 1,5 (0,6-3,5) i forhold til
deltagere med en koncentration pd <50 U (Figur 2). Plasma-
EC-SOD-koncentrationer blandt heterozygote og homozy-
gote var 1.278+27 ng pr. ml (gennemsnit+ SEM) og 4.148+266
ng pr. ml sammenlignet med 142+ 1 ng pr. ml blandt alders-,
kons- og [HD-status-matchede ikkebzerere (p <0,001)

(Figur 3). I modsztning hertil var EC-SOD-R213G-genotype
ikke relateret til autoantistoffer mod oxLDL (p = 0,38).

Diskussion
I dette studie vises for forste gang, at EC-SOD-R213G er rela-
teret til eget risiko for IHD i den generelle befolkning, og at
EC-SOD-R213G bidrager med pradiktiv information, ud
over hvad der ligger i méling af EC-SOD-plasma-koncentra-
tion og auto-antistoffer mod oxLDL. EC-SOD-R213G hetero-
zygositet og homozygositet var relateret til nifold og 31-fold
plasmakoncentration af EC-SOD i forhold til hos ikkebzerere.
Imidlertid var EC-SOD-niveauet hos ikkebzrere ikke relateret
til IHD-risiko. Endvidere var EC-SOD-R213G-genotype ikke
relateret til auto-antistoffer mod oxLDL, og disse autoantistof-
fer var ikke relateret til IHD-risiko.

Vi mener, at vores observation af en eget IHD-risiko
blandt EC-SOD-R213G-heterozygote giver biologisk mening.
R213G-substitutionen i EC-SOD er lokaliseret i en gruppe af

Odds ratio for ischemic heart disease (95% Cl)

seks positivt ladede aminosyrer, der er drsag til interaktionen
mellem EC-SOD og negativt ladede sulfaterede glukosamino-
glykaner. En EC-SOD-variant med en heparinaffinitet sva-
rende til den, der ses ved EC-SOD-R213G, tabes fire gange
hurtigere fra bindingen til heparansulfat i interstitial matrix
end det normale enzym [6]. Man har derfor forestillet sig, at
nedsat binding af EC-SOD i interstitial matrix kunne medfere
en nedsat EC-SOD-koncentration i arterievaeggen, selv om
dette aldrig har veret vist. Antager man, at denne sammen-
hang er rigtig, vil en genotype, der er relateret til lokal reduk-
tion i antioxidativ kapacitet kunne ege LDL-oxidationen i kar-
veaeggen, hvilket kunne fremme aterogenese og IHD-udvik-
ling. Ydermere, fordi bide EC-SOD og autoantistoffer mod
oxLDL er plasmamalinger, som formentlig ikke afspejler for-
holdene lokalt i arterieveeggen hos EC-SOD-R213G-bzrere,
kunne denne mekanisme forklare, hvorfor relationen mellem
EC-SOD-R213G og IHD er uathzngig af plasma-EC-SOD og
autoantistoffer mod oxLDL.

For at underseage, om kendskab til EC-SOD-R213G-geno-
type bidrager med pradiktiv information om IHD, ud over
den information der ligger i maling af plasmakoncentrationen
af EC-SOD, bestemte vi OR for IHD hos heterozygote i for-
hold til ikkebzerere efter justering for EC-SOD. En sddan juste-
ring sikrer, at en direkte sammenhang mellem plasmakon-
centration og IHD ikke maskerer en sammenhang mellem
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Figur 3. Plasma-EC-SOD og autoantistoffer mod oxideret lavdensitetslipoprotein
(LDL) som funktion af EC-SOD-R213G-genotype. Sgjler i den gverste figur re-
praesenterer gennemsnit (+ SEM). Sgjler i den nederste figur er percentiler, idet
disse data ikke var normalfordelt.

EC-SOD-R213G-genotype og IHD, iser hvis gentypen ikke
virker via 2ndringer i plasmakoncentrationen, som det er
sandsynligt for EC-SOD-R213G. Hvis EC-SOD-R213G-geno-
type indeholdt den samme information som en plasmakon-
centrationsmaling, ville justering for plasmakoncentration af
EC-SOD have resulteret i en OR tet pa 1. Det faktum, at OR
ogedes fra 2,3 til 9,2, stotter imidlertid den hypotese, at EC-
SOD-R213G-heterozygote, trods en hej plasma-EC-SOD-kon-
centration, har EC-SOD-mangel i arterieveeggen og derfor har
en oget IHD-risiko.

Implikationer

Selv om der findes en stor mangde data fra interventionsstu-
dier med hyperkolesteroleemiske dyremodeller og antioxi-
danter, som stetter den hypotese, at oxidative processer er af
betydning i aterogenesen, har en sddan intervention hos men-
nesker veret skuffende [1]. Ikke desto mindre er det muligt, at
en subgruppe af mennesker med eget »oxidativt stress« vil
have gavn af antioxidativ intervention. Interessant er det, at
man i et studie, der i szrlig grad understetter oxidationshypo-
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tesen, viste, at E-vitamin reducerede forekomsten af klinisk
koronarsygdom hos patienter i haemodialyse - en tilstand, der
bl.a. er kendetegnet ved oget oxidativt stress [7]. Et studie som
vores, hvori der defineres en subgruppe, der pa genetisk bag-
grund har en reduktion i et relevant antioxidativt enzym, er
derfor potentielt vigtigt.

Vi konkluderer, at EC-SOD-R213G-heterozygositet ager
risikoen for IHD i den generelle befolkning. Ydermere bidra-
ger bestemmelse af EC-SOD-R213G-genotype med pradiktiv
information, ud over hvad der ligger i méling af plasmakon-
centrationen af EC-SOD og auto-antistoffer mod oxLDL.
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