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Einleitung

1 Einleitung

1.1 NO-Stoffwechsel und ADMA

Stickstoffmonoxid (NO) wird in den Endothelzellen aus der Aminosaure L-Arginin durch
das Enzym NO-Synthase (NOS) gebildet und reguliert verschiedene, wichtige
Funktionen des Herz-Kreislaufsystems. NO bewirkt unter anderem eine Blutgefalier-
weiterung und hemmt die Aktivitdt von Blutplattchen und Leukozyten [1]. Insgesamt

wird der endothelialen NO-Bildung ein gefaliprotektiver Effekt zugeschrieben.

Biochemische Stérungen oder mechanische Verletzungen des Endothels kdnnen dazu
fUhren, dass die Bildung von NO eingeschrankt ist, man spricht in diesem Fall von
einer endothelialen Dysfunktion. In solch einem Fall kommt es zu einer
Vasokonstriktion, Plattchenaktivierung und Leukozytenaktivierung, was zu einer

lokalen Entziindung der Gefallwand mit Fortschreiten zur Atherosklerose flihrt [2].

Experimentelle und epidemiologische Daten sprechen fiir einen substantiellen
Zusammenhang zwischen Hemmung der NO-Synthese, Endotheldysfunktion und
Atherosklerose [3-5].

Asymmetrisches Dimethylarginin (ADMA), ein endogener Inhibitor der NO-Synthese,
wurde erstmals 1992 von Vallance und Kollegen beschrieben [6]. ADMA wird im
Kérper durch posttranslationale, enzymatische Methylierung von L-Argininresten in
Proteinen durch Protein-Arginin-Methyl-Transferasen (PRMT) und anschlieRender
Proteolyse gebildet [7]. Bisher sind neun PRMT-Subtypen im Menschen bekannt [8].
An der Bildung von ADMA ist hauptsachlich der PRMT Subtyp 1 (PRMT1) beteiligt.
ADMA ist ein potenter Inhibitor der NOS. Es verdrangt L-Arginin, das natirliche
Substrat der NOS, von seiner Enzymbindungstelle und kann so in entsprechend
hoherer Plasmakonzentration die NOS katalysierte Bildung von NO deutlich reduzieren
[9] (Abbildung 1).
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Abbildung 1: ADMA- und NO-Synthese; ADMA hemmt kompetitiv die NO-Synthase, welche L-
Arginin zu NO und L-Citrullin umsetzt. Durch die DDAH wird ADMA zu Dimethylamin
und L-Citrullin abgebaut.

Zwei weitere L-Arginin-Analoga, Symmetrisches-N® N ©-Dimethylarginin (SDMA) und
NC-Monomethylarginin  (L-NMMA), werden ebenfalls durch Proteinmethylierung
gebildet (Abbildung 2). L-NMMA ist wie ADMA ein potenter Inhibitor der NOS, wahrend
SDMA gegeniber der NOS inaktiv ist [2].

Eine Infusion von ADMA beim Menschen flhrt zu einer Vasokonstriktion des
betroffenen Gefaligebietes [6, 10]. Diese Vasokonstriktion ist nach Co-Infusion von L-

Arginin reversibel [11].

HN HN,  CH, H,C—N  CHs HN,  CH,
w3 & -
HN CH3 HN HN
H,N H,N H,N H,N
OH OH OH OH
@ @ @ @
L-Arginin ADMA SDMA L-NMMA

Abbildung 2: Strukturformeln von L-Arginin und den endogen vorkommenden methylierten
L-Argininanaloga; ADMA:  Asymmetrisches NG,NG—DimethyIarginin; SDMA:
Symmetrisches NG,N'G-DimethyIarginin; L-NMMA: NG-MonomethyIarginin
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Durch erhdhte ADMA-Plasmakonzentrationen bzw. bei einem erniedrigten Verhaltnis
von L-Arginin zu ADMA ist die NO-Bildung, katalysiert durch die NOS, deutlich
erniedrigt [12]. Erhdhte ADMA-Plasmakonzentrationen gehen einher mit zahlreichen
Erkrankungen und kardiovaskularen Risikofaktoren wie der koronaren Herzkrankheit,
der Hypercholesterinamie, dem Diabetes mellitus, dem Bluthochdruck, der
Niereninsuffizienz oder der chronischen Herzinsuffizienz [3, 10, 13-16]. Ein
Zusammenhang zwischen erhéhten ADMA-Plasmakonzentrationen und dem Auftreten
schwerwiegender Herzkreislauferkrankungen konnte in zahlreichen prospektiven

klinischen Studien nachgewiesen werden [14, 17-20].

Prinzipiell kédnnen erhdhte ADMA-Plasmakonzentrationen sowohl die Folge einer
gesteigerten Neubildung als auch eines verzégerten enzymatischen Abbaus bzw. einer

verminderten (renalen) Ausscheidung sein [21].

1.2 Die pathophysiologische Bedeutung der DDAH

ADMA wird ubiquitar in allen Zellen des Koérpers gebildet. ADMA wird entweder durch
sogenannte Cationic-Aminoacid-Transporter (CAT) aus der Zelle ins Cytoplasma
transportiert oder intrazellular durch das Enzym Dimethylarginin-Dimethyl-
aminohydrolase (DDAH), welches ADMA zu Dimethylamin und L-Citrullin hydrolytisch
spaltet [7], metabolisiert. Bisher wurden zwei Isoformen der DDAH - DDAH1 und
DDAH2 - mit jeweils unterschiedlicher Gewebeverteilung im Menschen und in der
Maus beschrieben. DDAH1 wird Uberwiegend in der Leber und Niere und in Co-
Lokalisation mit der neuronalen NOS (nNOS) in neuronalem Gewebe exprimiert. Die
DDAH2 ist Uberwiegend in vaskularem Gewebe in Co-Lokalisation mit der
endothelialen NOS (eNOS) anzutreffen [22, 23]. ADMA wird hauptsachlich in der Leber

und den Nieren metabolisiert [24].

DDAH1 ist auf dem Gen 1p22.3 lokalisiert und kodiert fur ein aus 285 Aminosauren
bestehendes Protein. DDAH2, lokalisiert auf dem Gen 6p21.3, kodiert ebenfalls fur ein
285 Aminosauren langes Protein. Die Aminosauresequenz der humanen DDAH2 weist
eine 98%ige Identitdt mit ihrem Homolog bei der Maus und eine 62%ige

Ubereinstimmung mit derjenigen der DDAH1 auf.

Die DDAH1-Proteinexpression wird durch IL-13 erhéht und durch oxidiertes LDL oder
TNF-a erniedrigt [25]. Tanaka und Kollegen [26] konnten zeigen, dass oxidativer Stress

einen Einfluss sowohl auf die DDAH2-Gen- als auch die DDAH2-Protein-Expression
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hat. Coupling factor 6 (CF6), ein wichtiges Cytokin im ATP-Stoffwechsel, welches die
Bildung von Phospholipase A, hemmt, die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS) begulinstigt und somit zu einer Vasokonstriktion flihrt, vermindert die DDAH2-
Expression. Vitamin A hingegen erhoht in Endothelzellen sowohl die DDAH2-Gen- als
auch die DDAH2-Protein-Expression, reduziert die ADMA-Konzentration und erhoht die
NO-Synthese. Vitamin A ist ein wichtiger Faktor in der embryonalen Entwicklung des
kardiovaskularen Systems. Der Effekt auf die NO-Synthese kann durch DDAH-
Inhibition rickgangig gemacht werden. Dieses zeigt, die massgebliche Funktion der
DDAH auf die NO-Synthese in vivo [10].

Eine Uberexpression der humanen DDAH1 in transgenen M&usen fiihrt zu erniedrigten
ADMA-Plasmakonzentrationen und einer gesteigerten Angiogenese, die auf eine
gesteigerte NO-Synthese zuriickzufihren ist [27, 28]. In vitro fihrt eine pharma-
kologische Hemmung der DDAH in isolierten Arteriensegmenten zu einer
Vasokonstriktion [29].

Mit Hilfe der RNA-Interferenz (siRNA) untersuchten Wang und Kollegen den Einfluss
der verschiedenen DDAH Subtypen auf den NO-Stoffwechsel [30]. Bei der siRNA
handelt es sich um kurze RNA Stucke, die an die mRNA der DDAH1 und DDAH2
binden und somit die Translation hemmen. Die Hemmung der DDAH1-Translation
fuhrte zu 25% hoéheren ADMA-Plasmakonzentrationen. Die Hemmung der DDAH2-
Translation zeigte keinen wesentlichen Effekt auf die ADMA-Plasmakonzentration,
fuhrte jedoch zu einer reduzierten Acetylcholin-induzierten Relaxation von MRVs

(mesenteric resistance vessels) und zu einer verminderten NO-Aktivitat.

1.3 Genetische Polymorphismen der DDAH

Als Polymorphismus bezeichnet man das Auftreten einer Genvariante (d.h. eines
veranderten Allels) in der Population. Ist das Auftreten der Genvariante in der
Population < 1%, spricht man von einer Mutation. Es gibt drei Arten von
Polymorphismen: 1. Einzelnukleotidpolymorphismus, 2. Deletions- und Insertions-
polymorphisus und 3. Multiplikation. Bei einem Einzelnukleotidpolymorphismus (single-
nucleotide-polymorphism, SNP) handelt es sich um einen Austausch eines einzelnen
Nukleotids im DNA-Molekul. Liegt dieser Austausch im kodierenden Bereich eines
Gens, kann dies zu einem Aminosaureaustausch fihren, was zu einer veranderten
oder fehlerhaften Genexpression fihren kann. Unter einem Deletions- bzw. Insertions-

austausch versteht man den Verlust bzw. Einbau von mindestens einem Nukleotid.
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Auch diese Polymorphismen kdnnen zu einer massiven Beeinflussung des betroffenen
Proteins flhren. Multiplikationen betreffen das gesamte Gen und kénnen zu einer

erheblichen Erhéhung der Stoffwechselkapazitat des betroffenen Gens flihren.

Sowohl fir die DDAH1 als auch flir die DDAH2 sind Genpolymorphismen bzw.
Basenaustausche in der Gensequenz beschrieben worden, die mdglicherweise zu
einer verringerten Proteinexpression bzw. zur Expression eines veranderten DDAH
Proteins flhren [29, 31].

1.3.1 Genetische Polymorphismen der DDAH1

Bisher konnte erst in einer genetischen Studie gezeigt werden, dass ein eventueller
Zusammenhang zwischen dem Auftreten von bestimmten DDAH1-Polymorphismen
und daraus resultierenden Haplotypen und der Wahrscheinlichkeit, wahrend einer
Schwangerschaft an Praeklampsie zu erkranken, besteht. Eine finnische Arbeitsgruppe
identifizierte in einer Studie mit 132 an Praeklampsie erkrankten Frauen und 112
gesunden Kontrollen acht DDAH1 SNPs, aus denen vier gemeinsame DDAH1
Haplotypen resultierten. Zwei von den vier Haplotypen korrelierten signifikant mit dem
Auftreten einer Praeklampsie wahrend der Schwangerschaft. Patientinnen, die beide
Risikoallele trugen, hatten das hochste Risiko, wahrend der Schwangerschaft an einer
Praeklampsie zu erkranken (Odds ratio: 3,93; 95% CI) [32].

In der gleichen Studie wurde ein DDAH1 SNP im kodierenden Bereich des Exon 1
identifiziert (Abbildung 3). Durch den Austausch der Base Cytosin an Position 260
gegen ein Thymin erfolgt ein Aminosaureaustausch von Threonin zu Methionin. SNPs
die einen Aminosaureaustausch zur Folge haben filhren zu einer veranderten/
fehlerhaften Proteinsequenz und kénnen dadurch eine starken EinflulR auf die
Funktion/ Aktivitat des Proteins haben. Auf Grund dieser mdglichen Eigenschaft wurde
dieser SNP zur Bestimmung in den klinischen Studien, welche in dieser Arbeit

beschrieben sind, ausgewahlt.
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Thr87Met
ATG 3
1 2 |4 56

149560 bp

Abbildung 3: Schematische Darstellung des hDDAH1 Gens inkl. SNP im kodierenden Bereich

des Exon 1; Transkriptionsstart liegt im Exon 1.

1.3.2 Genetische Polymorphismen der DDAH2

In vitro Daten belegen, dass die Expression der DDAH2 durch Polymorphismen, die in
der Promoterregion der DDAH2 liegen, beeinflusst wird [31]. In dieser Arbeit werden
drei der bisher finf bekannten Polymorphismen in der Promoterregion des
DDAH2-Gens (Abbildung 4), -1415 G/A (rs2272592), -1151 C/A (rs805304) und -449
G/C (rs805305) naher untersucht.

-449 C/G
-8716G/7G
1
-1020 C/A
-1151 C/A ATG
-1415 G/A 2 ‘3 ‘4 ‘5 ‘6 47
1622 bp

Abbildung 4: Schematische Darstellung des DDAH2 Gens inkl. SNPs in der Promoterregion;
Transkriptionsstart liegt im Exon 2.

Auswabhlkriterien fir diese SNPs waren die bisherigen Veroffentlichungen und die
Daten der Haufigkeitsverteilungen basierend auf dem Hap Map-Projekt

(http://www.hapmap.org/).
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Die Promoterregion eines Gens ist eine wichtige regulatorische Einheit der
Genexpression. Die Promoterregion umfasst Bindungsstellen fir Transkriptions-
faktoren, welche den Start der Transkription durch die RNA-Polymerase vermitteln.
Polymorphismen in dieser Region kénnen zu wesentlichen Veranderungen in der
Regulation der Genexpression flhren. Fir den -449 G/C Polymorphismus konnten
O’Dwyer und Kollegen [33] bereits zeigen, dass bei 47 Patienten mit einer schweren
Sepsis die ADMA-Plasmakonzentrationen mit dem -449G-Allel korrelieren. Patienten
mit Sepsis hatten im Verlauf von 7 Tagen die signifikant hdéheren ADMA-
Plasmakonzentrationen im Vergleich zu der Kontrollgruppe (p=0,001). Gleichzeitig
zeigten Trager des -449G-Allels im Verlauf von 7 Tagen die signifikant héheren ADMA-

Plasmakonzentrationen im Vergleich zu Tragern des -449C-Allels (p=0,04).

1.4 Die pathophysiologische Bedeutung der eNOS

Bisher sind drei verschiedene Subtypen der NOS bekannt, die in unterschiedlichen
Geweben exprimiert werden. Die induzierbare NOS (iNOS) wird hauptsachlich in
Immunzellen exprimiert. Makrophagen und Granulozyten kénnen durch Cytokine oder
Lipopolysaccharide zur Expression von NO stimuliert werden. So kénnen
Makrophagen Uber NO cytotoxische Wirkungen auf intrazellulare Bakterien, Pilze oder
Tumorzellen u.a. austiben. Dies kann auch die Grundlage fir bestimmte Autoimmun-
und Immunkomplexerkrankungen wie Diabetes mellitus Typ 1 oder chronische
Arthritiden u.a. sein. Im zentralen und peripheren Nervengewebe und in der Macula
densa der Nieren wird hauptsachlich die konstitutive neuronale Form der NOS (nNOS)
exprimiert. Der dritte Subtyp der NOS, die so genannte konstitutive endotheliale NOS
(eNOS) wird in dem Gefallendothel exprimiert und synthetisiert dort das
gefaldilatierende NO. Das eNOS-Gen ist auf Chromosom 7q36 lokalisiert und umfasst
27 Exons. Der Translationsstart befindet sich in Exon 2. Aus experimentellen Daten ist
bekannt, dass NO nicht nur eine Gefalidilatation bewirkt, sondern auch als endogener
Inhibitor der Thrombozytenaggregation [34, 35] wirkt, sowie die Leukozytenadhdasion

[36] und die Proliferation [37] von vaskularen, glatten Muskelzellen hemmt.

1.5 Genetische Polymorphismen der eNOS

In diversen Metaanalysen werden als funktionell wichtige Polymorphismen der eNOS
hauptsachlich die Polymorphismen GIlu298Asp in Exon 7, -786T>C in der Promoter
Region und 4b/4a tandem repeats im Intron 4 beschrieben. Alle drei Polymorphismen
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werden in Zusammenhang mit der Koronaren-Herz-Krankheit (KHK), Atherosklerose
und Herzinfarkt gebracht [38].

Bei dem Glu298Asp-Polymorphismus handelt es sich um einen G/T Basenaustausch,
der einen Aminosaureaustausch von Glutaminsaure (Glu) zu Asparaginsaure (Asp) zur
Folge hat. In einer in Kooperation mit Testa und Kollegen [39] durchgeflihrten Studie
mit 261 Patienten mit Niereninsuffizienz konnte bereits ein Zusammenhang zwischen
dem Glu298Asp-Polymorphismus als Risikomarker zusammen mit erhéhten ADMA-
Plasmakonzentrationen in Bezug auf die Gesamtsterblichkeit gezeigt werden.
Metaanalysen haben gezeigt, dass homozygote Patienten ein ca. 1,3- fach hoheres
Risiko haben, an einer KHK oder Atherosklerose zu erkranken oder einen akuten
Herzinfarkt zu erleiden, als Patienten ohne Mutation [38]. Serrano und Kollegen
konnten zeigen, dass das Risiko wahrend einer Schwangerschaft an Praeklampsie zu
erkranken, verbunden mit eventueller Placentaablosung oder einer folgenden

Fehlgeburt, bei Frauen mit dem Glu298Asp-Polymorphismus erhoht ist [40].

1.6 Haplotypen

Betrachtet man mehrere Loci auf einem Chromosom, so bezeichnet ein Haplotyp die
Folge der Allele, die von einem Elternteil vererbt worden sind, d.h. die auf denselben
Chromatiden liegen. Wenn eine starke Kopplung zwischen zwei oder mehreren
Genorten vorliegt, werden die Haplotypen meistens als Ganzes von Eltern auf ihre
Kinder vererbt. Wenn Allelkombinationen zweier Loci auf einem Haplotypen in einer
Population haufiger vorkommen als man es bei unabhangiger Kombination der Allele
entsprechend ihrer Allelhaufigkeiten erwarten wirde, spricht man von einem
Kopplungsungleichgewicht (linkage disequilibrium, LD). Die Existenz eines
Kopplungsungleichgewichtes bedeutet, dass man mit dem Wissen Uber das Vorliegen
der ersten Variante mit einer hohen Wahrscheinlichkeit das Vorliegen der zweiten
Variante vorhersagen kann. Es besteht die Mdglichkeit, dass ein alleiniger SNP nicht
direkt zur Entstehung einer Krankheit beitragt, haufig aber die Vererbung einer
bestimmten Allelkombination, d.h. eines Haplotypen mit der Pravalenz einer

Erkrankung in Zusammenhang stehen kann.
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2 Methoden und Material

2.1 Versuchstiere und Genehmigungen

Zur Herstellung embryonaler Fibroblastenkulturen (MEF; mouse embryonic fibroblasts)
wurden transgene Naval Medical Research Institute (NMRI)-Mause (ED 13-16;
Eigenzucht des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf), transgene C57/bl6-Mause
(ubiquitére Expression einer Hygromycinresistenz; ED 13; generiert von Frau PD Dr.
rer. nat. |I. Hermans-Borgmeyer) und CF1-Mause (ED 13,5; Jackson Laboratory-

Eigenzucht des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf) verwendet.

Die Generierung der DDAH-Knock-Out-Mausen und die damit zusammenhangenden
Versuche an Wirbeltieren wurde vom Amt flir Gesundheit und Verbraucherschutz der

Freien und Hansestadt Hamburg unter der Nummer 66/04 genehmigt.

2.2 DNA-Klonierung

2.2.1 Herstellung chemisch kompetenter Escherichia coli-Zellen

Zur Herstellung transformationskompetenter Bakterien wurde die klassische
Calciumchlorid-Methode nach einem modifizierten Protokoll von Hanahan [41]
verwendet. 100 mL LB-Medium wurden mit dem gewiinschten Bakterienstamm
angeimpft. Bis zum Erreichen einer Bakteriendichte von 4-7 x 107 Zellen/ mL (ODggo =
0,6) wurde unter Schitteln bei 37 °C inkubiert. Es wurde 15 min. auf Eis abgekuhlt und
anschlieftend die Kultur 15 min. bei 1000 x g und 4 °C zentrifugiert. Das Zellpellet
wurde in 16,7 mL kaltem RF I|-Puffer resuspendiert und erneut 15 min. auf Eis
inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation fiir 15 min. bei 1000 x g und 4 °C wurde das
Zellpellet in 4 mL kaltem RF Il-Puffer resuspendiert und far 15 min. auf Eis inkubiert.
Die Bakteriensuspension wurde in 200 pL Aliquots in einem Ethanol/Trockeneisbad

langsam eingefroren und bei -80 °C gelagert.
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LB-Agarplatten: 1 L LB-Medium und 15 g Agar autoklavieren; jeweils 10 mL fir eine

10 mm Platte verwenden; Gemisch ausharten lassen und bei 4 °C
lagern

LB-Medium: 10 g Tryptone, 5 g Hefe Extrakt und 10 g NaCl mit Wasser auf 1 L
aufflllen und autoklavieren; Lagerung bei 4 °C

RF |-Puffer: 100 mM RbCl;, 50 mM MnCl,, 30 mM K-acetat, 10 mM CaCl, und
15% Glycerin in Wasser lésen, pH 8,5 mit Essigsaure einstellen und
steril filtrieren; Lagerung bei 4 °C

RF ll-Puffer: 10 mM MOPS (3-[N-Morholino]-Propansulfonsaure), 10 mM RbCl,,
75 mM CaCl, und 15% Glycerin in Wasser losen, pH 6,8 mit

Essigsaure einstellen und steril filtrieren; Lagerung bei 4 °C

2.2.2 Transformation

Das Einbringen von Plasmid-DNA in chemisch kompetente Bakterien erfolgte mittels
der ,Hitzeschock-Methode“ [41]. Hierfir wurden 200 yL chemisch kompetente
Escherichia coli-Zellen (E. colis) bei 4°C aufgetaut. Der komplette Ligationsansatz
wurde zu den E. colis gegeben und flr 30 min. auf Eis inkubiert. Danach erfolgte der
,Hitzeschock® bei 42 °C fiir 90 sek. mit anschlieBender 3-minutiger Kihlungszeit auf
Eis. Nach Zugabe von 900 uL vorgewarmten LB-Medium wurde flir 30 min. bei 37 °C
unter Schitteln inkubiert. Der komplette Ansatz wurde auf einer Ampicillin LB-

Agarplatte ausgestrichen und tber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Ampicillin-Stammldsung: 50 mg Ampicillin-Trihydrat in 1 mL 10M NaOH

2.2.3 Praparation von Plasmid-DNA im kleinen Mal3stab

Fir die Praparation von Plasmid-DNA im kleinen MaRstab wurde eine Boiling-Prep-
Methode basierend auf dem Protokoll von Holmes und Quigley [42] angewendet. Die
Vorteile dieser Methode liegen in der schnellen Durchfiihrung, einem geringen
Materialeinsatz und der guten Einsetzbarkeit flr verschiedene E. coli-Laborstdamme.
2 mL LB-Medium mit entsprechenden Antibiotikum wurden mit einer E. coli-Kolonie
angeimpft und Uber Nacht bei 37 °C in einem Reagenzglas geschittelt. Die
Ubernachtkultur wurde vollstéandig in ein 2 mL Eppendorfgefad (iberfiihrt und fir 1 min.
bei 5.000 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde in 500 yL STET- Puffer pH 8
resuspendiert. Nach Zugabe von 50 pL Lysozym (10 mg/mL) und mehrfachem
Invertieren wurde flr 3 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlielend wurde die
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Inkubation fir 90 sec. im Heizblock bei 95 °C unter Schitteln fortgesetzt und
anschlief3end fur 5 min. bei 13.000 x g zentrifugiert. Anschlielend wurde die DNA mit
50 pyL 7,5 M Ammoniumacetat-Lésung (pH 7,5) und 500 uL Isopropanol (reinst) gefallt

und abschlielend in 35 yL low-TE aufgenommen.

STET-Puffer. 4 g Saccharose, 25 mL Triton X-100, 8,4 g Na-EDTA und 3 g Tris-Base
mit MilliQ-Wasser bis 500 mL aufflllen; pH 8 mit HCI einstellen

2.2.4 Praparation von Plasmid-DNA im grofRen Mal3stab

Fir die Isolierung und Aufreinigung von Plasmid-DNA im groflen Mal3stab wurde das
EndoFree Plasmid Maxi Kit [Fa. Qiagen] verwendet. 250 mL LB-Medium mit Ampicillin
wurden mit dem entsprechenden Klon angeimpft und fir 12-16 h bei 37 °C unter
Schiitteln inkubiert. Die Kultur wurde bei 6000 x g fir 15 min. zentrifugiert und das
Pellet in 10 mL P1-Puffer resuspendiert. AnschlieBend wurden 10 mL P2-Puffer
hinzugefiigt und 5 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Das Lysat wurde mit 10 mL auf
4 °C vorgekuhlten P3-Puffer versetzt und in die mitgelieferte, verschlossene Kartusche
Uberfuihrt. Nach 10-minltiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde das Lysat
vorsichtig mit dem Stopfen durch die Kartusche gedrickt. Nach Zugabe von 2,5 mL
ER-Puffer wurde das Eluat fir 30 min. auf Eis inkubiert. Das Filtrat wurde Uber eine
QIAGEN-Tip®-Saule, die vorher mit 10 mL QBT-Puffer equilibriert wurde, gegeben und
zweimal mit QC-Puffer gewaschen. AnschlieRend wurde die DNA mit QN-Puffer eluiert,
mit Isopropanol ausgefallt und 60 min. bei 5000 x g zentrifugiert und in 50 pL low-TE

aufgenommen.

Qiagen P1-Puffer: 50 mM Tris-Cl (pH8), 10 mM EDTA, 100 pg/mL RNaseA

Qiagen P2-Puffer: 200 mM NaOH, 1% SDS

Qiagen P3-Puffer: 3 M K-acetat pH 5,5

Qiagen ER-Puffer : 1,25 M NaCl, 50 mM Tris-Cl (pH- 8,5), 15% Isopropanol (v/v)

Qiagen QBT-Puffer: 750 mM NaCl, 50mM MOPS (pH 7), 15% Isopropanol (v/v),
0,15% Triton® X-100 (v/v)

Qiagen QC-Puffer : 1,0 M NaCl, 50 mM MOPS (pH 7), 15% Isopropanol (v/v)
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2.2.5 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Konzentration isolierter DNA wurde photometrisch bei einer Wellenldange von
260 nm bestimmt. Eine Extinktion von 1 entsprach einer Konzentration von 50 mg/mL
doppelstrangiger DNA. Parallel wurde die Extinktion bei 280 nm bestimmt und durch
anschlielende Berechnung des 260 nm/280 nm-Quotienten die Reinheit der DNA

bestimmt. Gereinigte Plasmid-DNA wies einen 260 nm/280 nm-Quotient von >1,8 auf.

2.2.6 Restriktionsverdau von DNA

Plasmid-DNA und genomische DNA wurden mit einem oder mehreren Restriktions-
enzymen (Fa. Fermentas) in den entsprechenden Restriktionspuffern, bei der fir die
Enzyme optimalen Aktivitatstemperatur geschnitten. Dabei wurde 1 ug DNA mit 2 U
Enzym fir 1-3 h in einem Gesamtvolumen von 25 pL verdaut. AnschlieRend wurden
die Restriktionsenzyme mit der entsprechenden Temperatur oder durch Zugabe von
0,25 M EDTA-L6sung inaktiviert.

10x Puffer B: 10 mM Tris-HCI (pH7,5), 10 mM MgCl,, 0,1 mg/mL BSA (bovine serum

albumine)
10x Puffer G: 10 mM Tris-HCI (pH7,5), 10 mM MgCl,, 50 mM NaCl, 0,1 mg/mL BSA
10x Puffer O: 50 mM Tris-HCI (pH7,5), 10 mM MgCl,, 100 mM NaCl, 0,1 mg/mL BSA

10x Puffer R: 10 mM Tris-HCI (pH8,5), 10 mM MgCl,, 100 mM KCI, 0,1 mg/mL BSA

2.2.7 Dephosphorylierung von DNA

Um die 5-Enden linearisierter DNA zu dephosphorylieren, wurden 500 nmol DNA mit
1 U alkalischer Kalberdarm-Phosphatase (CIP) (Fa. Roche) in Dephosphorylation-
spuffer in 25 pL fir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Durch Zugabe von 2,5 pL
200 mM EDTA-L6sung und Erhitzen auf 65 °C fir 10 min. wurde die CIP inaktiviert.

10x Dephosphorylations-Puffer: 0,5 M Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,5
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2.2.8 Polymerase-Ketten-Reaktion

Bei der Polymerasen-Ketten-Reaktion (Polymerase chain reaction, PCR) handelt es
sich um eine Methode, bestimmte DNA-Bereiche zu vervielfaltigen [43]. Die
Amplifikation der doppelstrangigen DNA wird mit Hilfe einer thermostabilen Polymerase
und sequenzspezifischen Primern (Starter-Oligonukleotide mit einer Lange von 20- 30
Basenpaaren) durchgefiihrt. In einer Reaktion von bis zu 35 thermozyklischen
Reaktionen erfolgt jeweils eine Verdoppelung des entsprechenden DNA-Bereiches. Die
amplifizierte DNA wurde in einem 1,5%igen horizontalen Agarosegel elektrophoretisch
in 1x TAE-Puffer aufgetrennt und unter UV-Licht abfotographiert (ChemGenius? Bio-
Imaging System, Syngene).

TAE-Puffer : 40 mM Tris-acetat, 1 mM EDTA, pH8

2.2.8.1 PCR-Bedingungen fur die Amplifikation der homologen Bereiche zur
Generierung des DDAH1-Targeting-Vektors

3’-homologer Bereich:

PCR-Ansatz:

DNA 2 pL
dNTPs (10 mM) 2,5 pL
DDAH1-9182_for (15 pmol) 1 pL
DDAH1-11876_rev (15 pmol) 1 pL
Taqg-Polymerase (Fa. Roche) 0,75 L
Puffer 3 (Roche) 5 ML
H.O 37,75 L

Der PCR-Ansatz wurde komplett in ein 0,5 mL PCR-Eppendorf-Gefald pipettiert und

vorsichtig gemischt. Die PCR lief nach folgendem Temperaturschema ab:

1. 95 °C 5 min.

2. 94 °C 30 sek.

3. 58 °C 30 sek.

4, 72 °C 4 min. — 35 x ab Schritt 2.
5. 72 °C 7 min.
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5’-homologer Bereich:

PCR-Ansatz:

Master-Mix 1:

DNA (30ng/uL) 3 uL
DDAH1-22750_for (15 pmol) 1 pL
DDAH1-27118_rev (15 pmol) 1 pL
H,O 15 uL
Master-Mix 2:

dNTPs (10 mM) 2,5 uL
Taqg-Polymerase (Fa. Eppendorf) 0,2 ML
Tunning-Puffer (Fa. Eppendorf) 5 ML
H,O 22,3 pL

Diese PCR wurde nach der von dem Hersteller vorgegebenen 2-Master-Mix-Methode
durchgefuhrt. Master-Mix 1 und 2 wurden separat angefertigt. 30 yL des Master-Mix 2
wurden in einem 0,5 mL PCR-Eppendorf-Gefall vorgelegt und 20 yL des Master-Mix 1
hinzugefugt und vorsichtig gemischt. Die PCR lief nach folgendem Temperatur-

programm ab:

1. 93 °C 5 min.

2. 93 °C 30 sek.

3. 60 °C 30 sek. + 5s je Zyklus

4, 68 °C 4 min. — 35 x ab Schritt 2.
5. 68 °C 7 min.

Das Einfiigen der Xhol-Schnittstellen an die Enden des 5°-homolgen Bereiches erfolgte
nach der Ligation in den Hilfsvektor pGEM-Teasy (Fa. Promega) ebenfalls Uber eine
PCR.
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Einfigen der Xhol-Schnittstellen:

PCR-Ansatz:

Master-Mix 1:

DNA (30ng/uL) 3 ML
DDAH1-22750_for Xhol (15 pmol) 1 pL
DDAH1-27118_rev Xhol (15 pmol) 1 ML
H.O 15 ML
Master-Mix 2:

dNTPs (10 mM) 2,5 ML
Taqg-Polymerase (Fa. Eppendorf) 0,2 VIR
Tunning-Puffer (Fa. Eppendorf) 5 uL
H.0O 22,3 L

Der PCR-Ansatz wurde wie bereits oben beschrieben nach der 2-Master-Mix-Methode

gemischt und lief nach folgendem Temperaturschema ab:

1. 93 °C 5 min.

2. 93 °C 30 sek.

3. 60 °C 30 sek. + 5s je Zyklus

4. 68 °C 4 min. — 35 x ab Schritt 2.
5. 68 °C 7 min.

Das neue PCR-Produkt mit den Xhol-Schnittstellen wurde in den Hilfsvektor
pGEM-Teasy ligiert (siehe 2.2.12) und Uber die Xhol-Schnittstellen in den Targeting-

vektor kloniert.

Puffer 3 (Fa. Roche): keine Angaben vom Hersteller

Tunning-Puffer (Fa. Eppendorf): keine Angaben vom Hersteller

2.2.9 Agarosegelelektrophorese

Sowohl die PCR-Produkte als auch die DNA-Fragmente nach einem Restriktions-
verdau wurden mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt. In Abhangigkeit des zu

trennenden Molekulargewichtes wurden Agarosekonzentrationen im Bereich von
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0,7%-1,5% gewahlt. An das Agarosegel wurde eine elektrische Gleichspannung von 5-
10 V/icm Gellange angelegt. Nukleinsduren bewegen sich aufgrund der negativ
geladenen Phosphatgruppen in ihrem Zucker-Phosphat-Rickgrat zur Anode. Die
Geschwindigkeit, mit der die DNA durch das Gel bewegt wird, wird durch die
MolekulgréRe, die Konformation der DNA, die Agarosekonzentration und die Hohe der
angelegten Spannung beeinflusst. Als Molekulargewichtsmarker wurde der 1kb DNA-
Ladder-Mix (Fa. Fermentas) verwendet. Durch Zugabe von 0,1 ug/mL Ethidiumbromid,
welches in die DNA interkaliert und durch UV-Licht zur Fluoreszenz angeregt wird,

wurden die DNA-Banden sichtbar gemacht.

2.2.10 Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Die Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte Uber eine
suspendierte Kieselsaure-Matrix mit Hilfe des QIAEX-Il Kit (Fa. Qiagen). Die
Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte elektrophoretisch in einem 1%igen
Agarosegel. Die entsprechenden Fragmente wurde unter UV-Licht aus dem Gel
geschnitten. Fiur DNA Fragmente groRer als 4 kb wurden 3 Volumenteile QX-Puffer
und 30 pl der Kieselsdure Suspension hinzugeflgt. Nach 10-minuGtiger Inkubation bei
50 °C und wiederholtem Mischen, wurde fiur 30 s bei 11.800 x g zentrifugiert und der
Uberstand vorsichtig abpipettiert. Das Pellet wurde in 500 ul QX-Puffer resuspendiert
und erneut fir 30 s bei 11.800 x g zentrifugiert. Nach zweimaligem Waschen mit je
500 ul PE-Puffer wurde das Pellet fir 30 min. luftgetrocknet und anschlieRend in 20 pl
vorgewarmten Tris-HCI-Puffer resuspendiert, 30 s bei 11.800 x g zentrifugiert und der

Uberstand, der die geléste DNA enthielt in ein neues Eppendorfgefal tberfiihrt.

Qiagen QX-Puffer:  keine Angaben vom Hersteller

Qiagen PE-Puffer:  keine Angaben vom Hersteller

2.2.11 Fallung von DNA

Den wassrigen DNA-Losungen wurden 0,7 Volumenteile Ethanol 96% und 0,1
Volumenteile 3 M wassrige Natriumacetat-Loésung (pH 5,2) zugesetzt. Danach wurde
die DNA fiir 30 min. bei 12.000 x g (4 °C) zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig

abgegossen. Das DNA-Pellet wurde mit 70%igem Ethanol gewaschen, nach
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Zentrifugation (12.000 x g, 4 °C, 20 min) luftgetrocknet und in einer adaquaten Menge

low-TE-Puffer aufgenommen.

low-TE-Puffer: 500 mM Tris-HCI (pH 7,4), 250 mM EDTA (pH 8)

2.2.12 Ligation von DNA-Fragmenten

Fir alle Ligationsschritte wurde die Quick-Ligase (Fa. New England Biolabs)
verwendet. 50 ng Vektor und die 3- fache Menge an Insert wurden mit Wasser auf
10 pL aufgefillt, mit 10 pL 2 x Quick-Ligationspuffer und 1 yL Quick-T4-DNA-Ligase
versehen und 5 min. bei RT inkubiert. Der Ligationsansatz wurde ohne Inaktivierung

der Ligase in chemisch kompetente E.-colis transformiert.

2 X Quick-Ligationspuffer: 132 mM Tris-HCI, 20 mM MgCI2, 2 mM Dithioreitol, 2 mM
ATP, 15% Polyethylenglycol, pH7,6

2.2.13 Sequenzierung

Die Sequenzierung mit BigDye-Terminatoren (Fa. Applied Biosystems) basiert auf

einer modifizierten Form der enzymatischen Didesoxynukleotid-Methode [44].

200 ng Plasmid DNA oder 100-400 ng PCR-Produkt wurden in zwei Ansatzen mit
jeweils 1 pl des entsprechenden Primers, 4 yl BigDye-Terminator-Ready-Mix, 2 pl
Puffer und der entsprechenden Menge Wasser versetzt. Der PCR-Lauf wurde nach

folgendem Temperaturschema durchgefuhrt:

1. 95 °C 1 min.

2. 96 °C 30 sek.

3. 60 °C 15 sek.

4, 60 °C 4 min. — 25 x ab Schritt 2.

Die DNA wurde mit 3 M Na-Acetatlésung und Ethanol 96% gefallt und im Servicelabor
des Instituts fir Zellbiochemie und Klinische Neurobiologie des Universitatsklinikums

Hamburg- Eppendorf sequenziert.
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BigDye-Terminator-Ready-Mix (Fa. Applied Biosystems): Keine Angaben vom
Hersteller

2.2.14 Verwendete Vektoren und E.coli-Stamme

Das Ruckgrat des Targetingvektors zur Generierung der DDAH1- und DDAH2- Knock-
out-Mauslinien wurde freundlicherweise von Dr. Olaf Friese (Zentrum fir
Experimentelle Medizin, Institut fir Experimentelle und Klinische Pharmakologie und
Toxikologie, Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf) zur Verfligung gestellt. Das
Rickgrat des Targetingvektors umfasste flir die positive Selektion das bakterielle
Aminoglykosid-Phosphotransferase-(Neo-) Gen, welches unter Kontrolle des
eukaryotischen Phosphoglycerat-Kinase-1-(PGK-1-) Promoters stand und fiir Geniticin
(G418), ein Neomycin Analogon, selektionierte. Zur negativen Selektion stand eine
Diphterie-Toxin A (DT) Kassette zur Verfligung, die nur bei zufalliger Integration in das

Genom durch Expression des Toxins auf die mES-Zellen tédlich wirkte.

Fur die Generierung der DDAH2-Knock-out-Maus wurde das Prinzip eines
konditionalen Knock-outs gewahlt [45]. Zusatzlich zu den homologen Bereichen
wurden spezifische Cre-Rekombinase-Erkennungssequenzen, die so genannten loxP-
Sequenzen, in den Targetingvektor eingefugt. Die loxP-Sequenzen werden von der
Cre-Rekombinase erkannt und der Teil der DNA, der sich zwischen den loxP-
Sequenzen befindet aus dem Genom entfernt (Abbildung 5). Dieser Schritt kann
sowohl in vitro durch zusatzliche Elektroporation eines Cre-exprimierenden Plasmides
in die mES-Zelle oder in vivo durch Verpaarung mit einer Cre-exprimierenden Maus
durchgefiihrt werden.

loxP
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des Prinzips eines konditionalen Knock-outs. Die loxP-
Sequenzen werden nach Integration des Targetingvektors ins Genom von der Cre-
Rekombinase erkannt. Der DNA-Bereich zwischen den loxP-Sequenzen wird durch

die Cre-Rekombinase aus dem Genom entfernt.

18



Methoden und Material

Als Hilfsvektor bei allen Klonierungsschritten wurde der Vektor pGEM-Teasy
verwendet. Bei diesem Vektor handelt es sich um einen bereits linearisierten Vektor mit
TA-Uberhangen, die vor allem das Einbringen von PCR-Produkten erheblich
vereinfacht. Das Vorhandensein einer Ampicillinresistenz in dem pGEM-Teasy

ermdglicht eine einfache Selektion mit Ampicillin.

Zum Vervielfaltigen der entsprechenden Plasmide wurden chemisch kompetente

DH10b-E.coli-Stamme (Fa. Invitrogen) verwendet.

2.2.15 Verwendete Primer und Sonden

Primersequenzen zur Generierung des 3’-homolgen Bereiches flir den DDAH1-Knock-

Out Targetingvektor:

DDAH1-22750_for: CATCATTTCTAGCCAGGGCTCTTCA
DDAH1-22750_for(Xhol):  GCTCGAGCATCATTTCTAGCCAGGGCTCTTCAG
DDAH1-27118_rev: AGGAAGGGGCTAGCTTATTCAGGGT
DDAH1-27118_rev(Xhol): AGGAAGGGGCTAGCTTATTCAGGGTGCTCGAG

Primersequenzen zur Generierung des 5°-homolgen Bereiches fur den DDAH1-Knock-

Out Targetingvektor:
DDAH1-9182_for: CAACCTTGTAAGGATTCCACTCCCTCT
DDAH1-11876_rev: TCACTTCAAAGATGAGCAGACTGAGGC

Sequenz der 5'Sonde fur die Southern-Blot-Analyse zur Genotypisierung der DDAH2-

Knock-out-Mauslinie:

CCCTAAAGGAAGAGAAAGTTCAACAGCTTCAAAGCAAAGCAAGCATGCCTTCCCT
GGGGCTAACACACTGACCTCTCTCTAACCTTTAGGTGGTGTGCAAAAAGTACAGA
GGCTTCACCATCCCAGAGGCATTCCGTGGAGTGCATCGGTACTTGAGCAACGCTT
ATGCCCGGGAAGAATTTGCCTCCACCTGTCCAGATGATGAAGAGATAGAGCTAGC
CTATGAGCAAGTGGCCAGGGCTCTCAAATGAGCACTTTTTAAAGGGTCCTTCACC
CACTCTGTGCTCTCCACAGAGGCTTCGGGGGGCTTCCACGTTGCTGCATAATGGA
CACACTCCGAAATTGCCAGTGGGCAGGAAATCCGGGGCACTTGTGGGGTGGGGC
TGTGGGATAAGGCAAAGGATAGTGGACAAGGGTAAGATTTTTATTTTGGGATGGG
GTGGGTAGGACAACGCATTTCAGTAATAAAATACAGAATGGAAAAAAATCTAGTGT
TGTTTTTACACAAAGACGGCTTAAAGTGTAGTGGGCT
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2.3 Murine embryonale Stammzellen

2.3.1 Kultur von murinen embryonalen Stammzellen

Sowohl die murinen embryonalen Stammzellen (mES-Zellen), als auch die murinen
embryonalen Fibroblasten (MEFs) wurden von dem Transgenen Tierservice des
Zentrums flr Molekulare Neurobiologie Hamburg zur Verfiigung gestellt. Um eine
spontane Differenzierung zu verhindern, wurden die mES-Zellen in Anwesenheit des
Zytokins Leukemia Inhibitory Factor (LIF) auf mit Mitomycin C (MMC) wachstums-
inaktivierten MEFs kultiviert [46].

Zur Kultur undifferenzierter mES-Zellen wurden MEFs (50.000 MEF/cm?) auf mit
0,1%iger Gelatinelésung beschichteten Zellkulturschalen ausplattiert. Nach 1-2 Tagen
wurden auf die Fibroblastenschicht vereinzelte mES-Zellen ausgebracht. Das Kultur-
medium (mES-Zell-Medium) wurde taglich gewechselt. Alle 2-3 Tage wurden die
subkonfluenten mES-Zellen - abhangig von der mES-Zelldichte - im Verhaltnis 1:3 bis
1:6 geteilt.

Zuvor wurden die Zellen mit PBS gewaschen und ca. 1/5 des Ublichen Kulturmedium-
Volumens an mES-Trypsin/EDTA zugegeben. AnschlieBend wurde drei bis finf
Minuten bei 37 °C inkubiert. Die Zellen wurden mit einer Pasteurpipette vereinzelt (im
Mikroskop kontrolliert). Der Trypsin-Verdau wurde mit mindestens dem doppelten
Volumen an mES-Medium abgestoppt. Anschlielend wurden die mES-Zellen
zentrifugiert (1.000 x g, 4 min, 4 °C), in mES-Medium resuspendiert und erneut
ausplattiert (Verhaltnis 1:3-1:6). Die Kultur der mES-Zellen erfolgte bei 37 °C in einer

wasserdampfgesattigten 7%igen CO,-Atmosphare.

mES-Zell-Medium: DMEM-Medium mit 4,5 g/L Glucose, 2 mM L-Glutamin, 15%
FCS, 1% NEAA, 100 U/mL Penicillin und 100 ug/mL Streptomycin, 1% Nucleosidmix,
100 uM 2-Mercaptoethanol, 10 ng/mL LIF

Nucleosidmix: 80 mg Adenosin, 85 mg Guanosin, 73 mg Cytidin, 73 mg Uridin,
24 mg Thymidin in 100 mL PBS bei 37 °C l6sen; steril filtrieren
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ES-Trypsin/EDTA: 2,5 g/L Trypsin, 0,38 g/L EDTA x 4 Na in Hank’s B.S.S. (Fa.

Invitrogen)

2.3.2 Elektroporation von linearisierter DNA in mES-Zellen

Fir die Elektroporation des linearisierten Targetingvektors wurden ca. 1 x 10" mES-
Zellen bendtigt. Dieses entsprach einer subkonfluent gewachsenen 100 mm Zell-
kulturschale. Zwei Stunden vor der Elektroporation wurden die Zellen mit frischem
mES-Zell-Medium versorgt. Die mES-Zellen wurden zweimal mit 10 mL PBS/EDTA
gewaschen und anschlieRend mit ES-Trypsin/ EDTA bei 37 °C fir 4 min. abgeldst.
Wichtig ist, dass die mES-Zellen gut vereinzelt vorliegen, bevor sie in ein 15 mL
Reaktionsgefal® mit 7 mL mES-Zell-Medium Uberfiihrt werden. Nach 5 min. Zentri-
fugation bei 1000 x g wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen. Durch leichtes
Aufschitteln wurde das Pellet in 10 mL PBS resuspendiert und erneut fir 5 min. bei
1000 x g zentrifugiert. Das Zellpellet wurde nun in 800 yL PBS resuspendiert und
zusammen mit ca. 60 ug linearisierter Vektor-DNA in die Elektroporationskuvette (Fa.
Biorad) Uberfihrt. Elektroporiert wurde bei 240 V und mit einer Kapazitat von 500 pF.
Nach 10-minatiger Ruhezeit wurde der gesamte Elektroporationsansatz in 10 mL mES-
Zell-Medium Uberfuhrt, gemischt und gleichmafig auf funf mit MEFs (MMC inaktiviert)

beschichteten Zellkultur-Schalen (100 mm) verteilt.

Elektroporationspuffer: 20 mM Hepes, 137 mM NaCl, 5,0 mM KCI, 0,7 mM
Na,HPO,, 6,0 mM Dextrose, pH 7,05

2.3.3 Selektion transgener mES-Zellen

Zwei Tage nach der Elektroporation wurde zur Selektion stabil transformierter mES-
Zellen 150 yL G418 (Geniticin) als positiver Selektionszusatz hinzugefligt. Resistente
Zellklone wurden 7 Tage nach der Elektroporation isoliert. Um die Zelladhasion
wahrend der Isolation zu stabilisieren, wurden die mES-Zellen mit 10 mL D-PBS
(Mg®*/Ca**) gewaschen. Es wurden nur die Kolonien isoliert, die unter dem Mikroskop
hell waren und eine runde Struktur aufwiesen. In einer 96-well Rundbodenplatte

wurden 40 yL ES-Trypsin/EDTA-LOsung vorgelegt und je well eine Kolonie von der
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Platte isoliert. Die gut vereinzelten Kolonien wurden auf eine mit MEFs beschichtete
96-well Zellkultur-Schale mit 160 yL mES-Zell-Medium Uberflhrt.

Dulbecco's Phosphat-Puffer (D-PBS) (1-fach): 100 mg/L CaCl,, 100 mg/L MgCl,,
200 mg/L KCI, 200 mg/L KH,PQ,, 8 g/L NaCl, 2160 mg/L Na,HPO,

2.3.4 DNA-Praparation aus mES-Zellen

Die mES-Zellen fiir die DNA Praparation wuchsen auf Zellkulturschalen ohne MEFs bis
sie vollkommen konfluent waren. Das Medium der mES-Zellen flir die DNA Praparation
wurde nur alle zwei Tage gewechselt. Nach Zugabe von 100 pL Lysispuffer wurden die
Platten in einer feuchten Kammer Gber Nacht bei 55 °C inkubiert. Die DNA wurde am
folgenden Tag durch Zugabe 10 yL 8 M LiCI-Lésung und 100 pL Isopropanol gefallt
und Uber Nacht bei Raumtemperatur geschittelt. Am folgenden Tag wurden die Platten
fir 30 min. bei 2500 x g zentrifugiert und das DNA-Pellet mit 50 yL 70%tigem Ethanol
gewaschen. Die DNA wurde Uber Nacht bei 37°C in 100 pL low -E-Puffer gelost.

2.3.5 Einfrieren und Auftauen von mES-Zellen

Zum Einfrieren wurden die undifferenzierten Zellen mit PBS gewaschen und mit mES-
Trypsin/EDTA abgeldst. Das Trypsin wurde durch Zugabe des doppelten Volumens an
mES-Zell-Medium inaktiviert. Durch Zentrifugation (1.000 g; 4 min; 4 °C) wurden die
Zellen pelletiert und schlieBlich tropfenweise in eisgekihltem Einfriermedium auf-
genommen. Das Einfrieren der Zellen erfolgte langsam durch Senkung der Temperatur

um 1 °C/h in einem Isopropanol-Einfriergefaf3.

Das Auftauen erfolgte bei 37 °C im Wasserbad. Die Zellen wurden mit mindestens dem
dreifachen Volumen an mES-Zell-Medium suspendiert. Diese Zellsuspension wurde
zentrifugiert (1.000 x g, 4 min, 4 °C), das Pellet in mES-Zell-Medium resuspendiert und

die Zellen anschlie®end ausplattiert.

Einfriermedium: 50% Fetal calf serum (FCS), 40% mES-Zell-Medium, 10%
Dimethylsulfoxid (DMSO)
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2.3.6 Restriktionsverdau der mES-Zell-DNA fiur die Southern-Blot-Analyse

Um den Restriktionsverdau flir die Genotypisierung mittels Southern-Blot-Analyse
durchzufuhren, wurden 20 yL mES-Zell-DNA mit 10 U Ncol Restriktionsenzym (Fa.
Fermentas), 5 yL Tango™-Restriktionspuffer und der entsprechenden Menge Wasser

fur einen 50 pyL Ansaz versetzt und fir 16 Stunden bei 37 °C inkubiert.

Tango'"-Restriktionspuffer: 33 mM Tris-acetat (pH 7.9 at 37°C), 10 mM Magnesium
acetat, 66 mM Kaliumacetat, 0,1 mg/mL BSA

2.3.7 Southern-Blot-Analyse

Fur die Southern-Blot-Analyse wurde radioaktives [o- pP]-dCTP (spez. Aktivitat 3000
Ci/ mol) (Fa. Perkin Elmer) verwendet. Die Untersuchungen wurden nur in speziell
dafur ausgewiesenen |sotopenlaboratorien durchgeflhrt. Die anfallenden Abfélle
wurden gesondert gesammelt und nach den entsprechenden Richtlinien entsorgt. Zu
Beginn erfolgte die Ubertragung der aufgetrennten DNA aus einem 0,8%igem
Agarosegel, mechanisch durch Druck auf eine positiv geladene Polyamidmembran
(Gene Screen Plus, Fa. Perkin Elmer). Hierfur wurde das Agarosegel nach der
Elektrophorese in 0,25 M HCI fir 10 min. gewaschen. Neutralisiert wurde das Gel
durch 15-minttiges Waschen in 0,4 M NaOH. Die Membran wurde fir 15 min. in 0,4 M
NaOH equilibriert. Die Ubertragung der DNA fand im kontinuierlich alkalischen Milieu
mit 0,4 M NaOH ulber Nacht statt. Nach dem Transfer wurde die Membran mit SSC

gewaschen.

Hybridisierung

Die Membran wurde vorsichtig mit der DNA- Seite nach oben aufgerollt und mit 5 mL
Hybridisierungspuffer (Express Hyb ® Puffer, Clontech) in eine fir radioaktives
Arbeiten geeignete Quarzglasrohre Gberfuhrt und bei 60 °C im Hybridisierungsofen fur
30 min. vorhybridisiert. Wahrend der Vorhybridisierung wurden die radioaktive Sonde
(2x 10° — 5x 10° cpm) und 300 pL Heringsspermien-DNA (10mg/mL) bei 95-100 °C
denaturiert und nach der Vorhybridisierung ebenfalls in die Quarzréhre gegeben. Die

Hybridisierung erfolgte bei 60 °C Uber Nacht.

Nach der Hybridisierung wurde die Membran 5-10 min. mit 10 mL Waschlésung-1

gewaschen. Es folgte ein zweiter Waschschritt mit Waschlésung-2 fur 5-10 min. Die
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verbleibende Aktivitat auf der Membran sollte zwischen 50 und 100 cps betragen. Die
Membran wurde dann auf einer Phospho-Imager-Platte (Fuji Film Imaging Plate BAS-

MS) Uber Nacht in einer Radioaktivkassette exponiert.

Radioaktive Markierung der DNA-Sonde

Fur die radioaktive Markierung der DNA-Sonde wurde das Megaprime-DNA-Labeling
Kit (Fa. Amersham) verwendet. Es wurden 20-30ng (4-6 yL einer 5 ng/uL
Verdiinnung) der DNA-Sonde fir die radioaktive Markierung bendétigt. Die
entsprechende Menge Sonde wurde mit 5 yL Random-Prime-Mix fir 5 min. bei 95 °C
denaturiert. AnschlieRend wurden 4 yL dGTP, dATP, dTTP, 5 pyL Reaktionspuffer, 2 uL
Polymerase, 15 uL Wasser und 5 pL [0-*?P]-dCTP hinzugefiigt und 15 min. bei 37 °C
inkubiert. Die Reaktion wurde mit 5 yL 0,2 M EDTA-L8sung abgestoppt und der
gesamte Reaktionsansatz zum Abtrennen nicht eingebauter Nukleotide Uber eine
Sephadex-G-50-Spin-Saule (Fa. Amersham) gegeben. Die Menge an Radioaktivitat
der Sonde wurde an 2 uL des Eluates mit Hilfe einer Cerenkov-Messung ermittelt. Fur
eine 15x15 cm Membran und 5 mL Hybridisierungspuffer wurde Radioaktivitat mit

1x10® cpm verwendet.

Waschlésung-1: 2 x SSC; 0,05% SDS

Waschlésung-2: 0,1x SSC; 0,1% SDS

2.4 Knock-Out Mauslinien

2.4.1 DNA- Praparation aus Mausschwanzbiopsien

Fur die Genotypisierung der Mause bendtigte man Gewebeproben der Tiere, aus
denen genomische DNA isoliert werden kann. Hierfir wurde den ca. 3 Wochen alten
Mausen eine ca. 0,5 cm lange Mausschwanzbiopsie entnommen. Die Schwanz-
biopsien wurden Uber Nacht in 500 yL Tail-lll-Puffer unter Zusatz von 20 pL
(20 mg/mL) Proteinase K (Fa. Roche) bei 56 °C geschuttelt. Nach Zugabe von 500 pL
,Isolierungsreagenz fur genomische DNA® (IRG) (Fa. ApplieChem) wurde 5 min. bei
Raumtemperatur tber Kopf invertiert. Durch Zugabe von 1000 uL abs. Ethanol wurde
die DNA 5 min. bei Raumtemperatur gefallt. Nach 15-mintiger Zentrifugation bei
12.000 x g und 4 °C wurde das DNA-Pellet mit 70%igem Ethanol gewaschen und
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erneut 10 min. bei 12.000 x g und 4 °C zentrifugiert. Nach 15-minutiger Lufttrocknung
konnte die DNA in 100 pL low-TE- Puffer geldst werden.

Tail lll-Puffer: 50 mM Tris pH8, 100 mM EDTA, 100 mM NaCl, 0,5% SDS
Isolierungsreagenz fir genomische DNA (Fa. ApplieChem): keine Angaben vom
Hersteller

2.4.2 lIsolierung genomischer DNA aus Mausgewebe

50 mg Mausgewebe wurden mit 1 mL IRG versetzt und in dem TissuelLyser® (Fa.
Quiagen) zweimal fur 2 min. bei einer Schuttelfrequenz von 30 Hz homogenisiert. Das
Homogenisat wurde 10 min. bei 10000 x g zentrifugiert und der Uberstand in ein 1,5
mL Eppendorfgefald Uberfihrt. Die DNA wurde mit 1 mL 96%igem Ethanol 3 min. bei
Raumtemperatur gefallt und anschlieRend fir 5 min. bei 5000 x g zentrifugiert. Das
Pellet wurde mit einer Mischung aus IRG und 96%igem Ethanol im Verhaltnis 1:1
gewaschen. Das Pellet wurde 5 min. bei Raumtemperatur getrocknet, in 100 pL low-
TE-Puffer aufgenommen und Uber Nacht bei 37 °C unter Schutteln geldst. 20 pL der

geldsten DNA wurden fur die Southern-Blot-Analyse verwendet.

2.5 Polymorphismen in humaner genomischer DNA

2.5.1 DNA Isolierung aus Vollblut

Die Isolierung von DNA aus Vollblutproben wurde mit Hilfe des QIAmp® DNA Blood
Mini Kit (Fa. Qiagen) durchgefihrt. Hierfir wurden 20 pl Proteinkinase in einem 1,5 mL
Eppendorfgefal vorgelegt und 200 pl Vollblut hinzugefiigt. Nach Zugabe von 200 pl
AL-Puffer wurde die Probe 15 s lang gemischt und anschlief3end fur 10 min. bei 56 °C
inkubiert. Nach Zugabe von 200 pl Ethanol und erneutem Mischen wurde die Probe
Uber die QIAmp®-Saule gegeben und 1 min. bei 6500 x g zentrifugiert. Anschlieend
wurde die Saule mit 500 yl AW1-Puffer gewaschen und erneut flr 1 min. bei 6500 x g
zentrifugiert. Ein zweiter Waschschritt wurde mit AW2-Puffer und anschlieRender
Zentrifugation flr 3 min. bei 11.000 x g durchgefiihrt. Die auf der Saule gebundene
DNA wurde mit 200 uL AE-Puffer eluiert.
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Qiagen AL-Puffer:  keine Angaben vom Hersteller

Qiagen AW1-Puffer: keine Angaben vom Hersteller

Qiagen AW2-Puffer: keine Angaben vom Hersteller

Qiagen AE-Puffer:  keine Angaben vom Hersteller

2.5.2 Bestimmung von ADMA in humanem Blutplasma

Die ADMA-, SDMA- und L-Arginin-Plasmakonzentrationen wurden mittels Liquid-
chromtaography-tandem-mass-spectrometry (LC-MS/MS) bestimmt. Die Bestimmung
von ADMA, SDMA und L-Arginin erfolgte in Form ihrer Butylester. Als interne
Standards fur eine Quantifizierung dienten d6-ADMA, d6-SDMA und d7-L-Arginin. Die
Probenvorbereitung und die Messung der Proben wurde wie in [47] beschrieben
durchgefiihrt. 5 pL einer 20 uM Lésung des internen Standards [°Hg]- ADMA wurden zu
50 pL Plasma hinzugefiigt. Die enthaltenen Proteine wurden durch Zugabe von 100 yL
Aceton prezipitiert. Der getrocknete Uberstand wurde durch Zugabe von 100 yL 1 M
butanolischer HCI flr 17 min. bei 65 °C derivatisiert. Die Probe wurde in 1 mL Wasser

resuspendiert und 20 L dieser Losung zur Bestimmung in die LC-MS/MS injiziert.

2.5.3 Bestimmung der DDAH Polymorphismen

Die Bestimmung der DDAH1 und DDAH2 Polymorphismen erfolgte mittels einer auf
der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) basierenden Methode. Die Amplifizierung der

entsprechenden  Genabschnitte  erfolgte  mittels PCR  nach  folgendem

Temperaturschema:

1. 95 °C 10 min.

2. 92 °C 15 sek.

3. 60 °C 1 min.— 40x ab Schritt 2

Die Detektion der SNPs erfolgte durch eine allelspezifische fluoreszenzmarkierte
Sonde. Die Sonde besteht aus ca. 20 Basenpaaren, einem fur das jeweilige Allel
spezifische Fluoreszenzfarbstoff und einem Stabilisierungsprotein (minor groove
binder, MGB), das in der kleinen Furche der DNA-Doppelhelix bindet. Die

Stabilisierung durch das MGB ist am effektivsten, wenn eine 100%ige
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Ubereinstimmung mit dem Template gegeben ist. Diese erhdhte Trennschérfe erlaubte
die Detektion eines einzelnen Basenaustausches. Bindet die Sonde an der DNA wird
der entstehende Doppelstrang durch die Exonukleaseaktivitdt der Tag-Polymerase
abgebaut. Das vorher durch den Fluoreszenz-Blocker unterdriickte Fluoreszenzsignal
wird sichtbar und kann detektiert werden (Abbildung 6). So kann durch das jeweilige

Fluoreszenzsignal auf das entsprechende Allel geschlossen werden.

* ﬁ

> > e T

@ = VIC Fluoreszenz Chye
@ = FAN Fluoreszenz Dhye
{f Tar Polyraerase mit
Exoroklease aktrvitat
@@= Fluoreszenz- Blocker

= Stabilisienmgsproten
(Tvlinor groce binder)

Abbildung 6: Schematische Darstellung des Funktionsprinzips eines SNP-Assays; nur bei einer
100%igen Sequenz-Ubereinstimmung bindet die Sonde an der DNA und wird durch
die Exonuklease-Aktivitat der Tag-Polymerase abgebaut und gibt das entsprechende

Fluoreszenzsignal ab.

Die DDAH2 Polymorphismen g.(-1415)G>A (rs2272592), g.(-1151)C>A (rs805304) und
g.(-449)C>G (rs805305) wurden mit bereits vorgefertigten SNP-Assays (Fa. Applied

Biosystems) bestimmt.

In 384-well PCR-Platten wurden fur die SNP-Bestimmung 10-25 ng genomische DNA,
2,5 yL TagMan® Universal-PCR-Master-Mix (Fa. Applied Biosystems) und 0,25 pL
SNP-Assay-Mix eingesetzt.

Die Auswertung des Assays erfolgt Uber die Gerate-Software (SDS 2.2; Fa. Applied
Biosystems) durch den Allelic-Discrimination-Plot. Bei diesem Plot werden die

verschiedenen Fluoreszenzsignale gegeneinander aufgetragen und so genannte
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Cluster-Wolken gebildet. Je nachdem, in welchem Drittel des Plots sich das Signal

befindet, kann das entsprechende Allel vorhergesagt werden (Abbildung 7).

NEGEC 2954390 10
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Abbildung 7: Exemplarischer Allelic-Discrimination-Plot; die Cluster-Wolken sind farblich

markiert; blaue Punkte: homozygot fir Allel 2; rote Punkte: homozygot fir Allel 1;

grine Punkte: heterozygote Allel; schwarze Kreuze: unbestimmbare Allele [Software
SDS 2.2 (Fa. Applied Biosystems)]

Zur Bestimmung des g.260C>T Polymorphismus gab es keinen vorgefertigten SNP-

Assay. Deswegen wurde der entsprechende DDAH1-Sequenzbereich, in dem sich der

SNP befindet, identifiziert und bearbeitet. Kritische Sequenzbereiche, die das Binden

der Sonde beeinflussen konnten, oder kritische Tertiarstrukturen wurden identifiziert

und maskiert. Flr den so bearbeiteten Sequenzabschnitt wurde durch die Firma

TibMolbiol ein SNP-Assay synthetisiert. Die entsprechenden Sequenzabschnitte, in

denen sich die Polymorphismen befinden sind in Tabelle 1 dargestellit.
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Tabelle 1: Sequenzabschnitte der einzelnen Polymorphismen, die zur Synthese der SNP-
Assays herangezogen wurden. Die Primer binden innerhalb dieser Sequenz-

abschnitte. Der jeweilige Polymorphismus ist in den eckigen Klammern dargestellt

DDAH2 -1415 G/A- CATTCCATGTCGCCCACACTTTAAA[C/T]
Polymorphismus CCCCATTGCGTAAAAACACTTGATT
DDAH2 -1151 C/A- CACGCCCATTCCGCCCTGCTAAGCCIG/T]
Polymorphismus CGCCCATTACATCCAGACTGCGCCC
DDAH2 -449 G/C- CCGCAGGGACTGGAAGTCCAGCCCGIC/G]
Polymorphismus GACCCGCAGGGGTTATGGGACAGAA
AGTCGGAGTTACCTCCTTCCTCCGGCTCGG
DDAH1 Thr87Met-
CGCCCCCCGGGTCGGGTGATGAGGGCCG[T/C]
Polymorphismus
CTCCTCGCCACACCACGGGCCACGTTCCTCC

TagMan® PCR Universal Master Mix: AmpliTag Gold®, dNTPs, Puffer (keine

weiteren Angaben vom Hersteller)

2.5.4 Bestimmung des eNOS GIu298Asp Polymorphismus

Bei dem eNOS Glu298Asp Polymorphismus handelt es sich um einen SNP - in diesem
Fall ein G/T-Austausch - der mittels Restriktionsfragment-Langenunterschiede nach-
gewiesen werden kann. Bei der hier verwendeten Methode handelt es sich um eine
modifizierte Variante der Methode nach Noiri und Kollegen [48]. Die aus Vollblut
gewonnene DNA wurde mittels einer PCR amplifiziert und mit dem Restriktionsenzym
Ban Il (Fa. Roche) geschnitten. Der PCR-Reaktionsansatz enthielt 3 ul DNA, 0,5 pl des
jeweiligen Primers, 1,25 pyl dNTPs (10 mM), 0,5 ul (1 Unit) rekombinante Tag-
Polymerase (Fa. Fermentas) und 2,5 pl des entsprechenden Puffers in einem

Endvolumen von 25 L. Die PCR erfolgte nach folgendem Temperaturschema:

1. 96 °C 2 min.
2. 96 °C 1 min.
3. 70,5°C 1 min.
4, 72 °C 1 min.— 30 x ab Schritt 2
5. 72 °C 4 min
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AnschlieRend wurden 15 yl des PCR-Produktes mit 1 Unit des Restriktionsenzyms
Ban Il (Fa. Roche) unter Zugabe des SuRE/ Cut-Buffer-B (Fa. Roche) geschnitten. Die
Inkubationszeit betrug 90 min. bei 37 °C. Folgende Fragmente wurden erwartet und

gefunden:

Asp/Asp (Homozygot G/G) 457 bp
Glu/ Glu (Homozygot T/T) 320, 137 bp
Glu/Asp (Heterozygot G/T) 457, 320, 137 bp

SuRE/ Cut-Buffer-B: 100 mM Tris-HCI, 1 M NaCl, 50 mM MgCl,, 10 mM 2-
Mercaptoethanol, 0,05% Polydocanol, 50% Glycerol (v/v), pH8

2.6 Klinische Studien

2.6.1 iP4-Studie

Bei der iP4 Studie handelt es sich um eine in Frankreich unter Leitung von Crakowski
durchgeflihrte Studie mit 112 Patienten, die an pulmonarer Hypertonie erkrankt sind.
Die Patienten wurden durch den ,Service of Pneumology of CHU“ in Clamart,
Marseille, Grenoble, Strassburg, Nancy, Toulouse und Lyon in die Studie
aufgenommen. Alle Patienten wurden laut Studienprotokoll Uber die Studie informiert
und unterschrieben die Einwilligungserklarung. Ausgeschlossen wurden Patienten, die
an Herzinsuffizienz litten, einen Herzinfarkt und / oder ein Malignom hatten, HIV-
Patienten und Patienten, die eine Prostacyclin- und / oder Bosentan-Therapie
erhielten. Die Studie startete im November 2003 mit einem geplanten Verlauf von 3

Jahren.

2.6.2 MONICA/KORA-Studie

Bei dieser Studienpopulation handelte es sich um 783 Teilnehmer aus der
Echokardiographie-Substudie (n=1674) der 3. Erhebung der MONICA (MONitoring
trends and determinants In CArdiovascular disease)) KORA (KOoperative
Gesundheitsforschung in der Region Augsburg)-Studie 1994/1995 [49, 50]. Die
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Teilnehmer reprasentieren einen zufalligen, gesunden Querschnitt der deutschen
Bevolkerung in der Region um Augsburg. Die 3. Erhebung umfasste Teilnehmer im
Alter von 25 bis 75 Jahren. Die Teilnehmer wurden arztlich untersucht und in Form
eines standardisierten Interviews Uber ihre medizinische Vorgeschichte, ihre
Medikation und ihre kérperliche Aktivitat befragt. Der Blutdruck in Ruhe wurde nach
den MONICA-Richtlinien mit Hilfe einer random-zero Methode und Quecksilber
Sphygmomanometer nach 30-minltigem aufrechten Sitzen bestimmt. Hypertonie
wurde definiert als ein Blutdruck gleich oder Uber 140/90 oder die Einnahme
antihypertensiver Arzneimittel. Fur die Studie lag ein positives Votum der lokalen

Ethikkommission und ein schriftliches Einverstandnis der Teilnehmer vor.

Zusatzlich wurde jedem Studienteilnehmer Blut entnommen und die L-Arginin-, ADMA-
und SDMA-Plasmakonzentrationen sowie die DDAH2-Promoterpolymorphismen

bestimmt.

2.6.3 Baldus-Studie

Der Originaltitel der Studie lautete: “Blutentnahme bei Patienten mit Koronarkrankheit
zur Evaluation von Myeloperoxidase Polymorphismen als genetischer Risikofaktor fur
die Koronarkrankheit®. Die Studie wurde von Baldus und Kollegen am
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf durchgefuhrt und wird der Einfachheit halber

in dieser Arbeit als Baldus-Studie bezeichnet.

Bei dieser Studie handelte es sich um eine prospektive Kohortenstudie zur
Untersuchung der Frage, ob ADMA und/oder genetische Polymorphismen im DDAH-
Gen eine prospektive Risikoabschatzung von Patienten mit Koronarer Herzkrankheit
(KHK) erlauben.

Im Zeitraum vom 15.08.2003 bis 15.08.2005 wurden 680 Patienten in die Studie
eingeschlossen, bei denen im Rahmen einer Koronarangiographie eine
Koronarkrankheit ausgeschlossen wurde, als auch Patienten mit einer
nachgewiesenen stabilen Koronarkrankheit. Ausgeschlossen wurden Patienten mit
einer Anamie (jeglicher Ursache) und auch Patienten mit konsumierenden
Erkrankungen (Tumorerkrankungen, Leukdmie etc.) sowie Patienten mit stark ein-

geschrankter Nierenfunktion.

Alle Patienten wurden gemal Studienprotokoll tUber die Studie aufgeklart und gaben ihr
schriftliches Einverstandnis zur Teilnahme an der Studie. Bei Aufnahme in die Studie

wurde den Patienten Blut abgenommen und an Hand eines Fragebogens eine
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Anamnese erhoben. Aus dem Blutplasma wurden die ADMA-, SDMA- und L-Arginin-
Plasmakonzentrationen bestimmt. Aus den Leukozyten wurde die genomische DNA
isoliert. Ein Follow-Up erfolgte nach durchschnittlich drei Jahren und wurde Uber ein

telefonisches Interview durchgefuhrt.

Als primarer Endpunkt wurde eine Kombination der Ereignisse Tod durch
kardiovaskulare Ereignisse, Myokardinfarkt, Revaskularisation, Schlaganfall und
Arrhythmien definiert. Jeder dieser Endpunkte - separat vorkommend - wurde als
sekundarer Endpunkt definiert. Bei verstorbenen Patienten erfolgte die Erfassung der

Daten anhand der Krankenakte bzw. Giber den Hausarzt.

Bei 608 Patienten der urspriinglich 680 in die Studie eingeschlossenen Patienten
wurden die DDAH2-Promoterpolymorphismen und die ADMA-, SDMA-, und L-Arginin-

Plasmakonzentrationen bestimmt.

2.6.4 Atorvastatin-Studie

Bei der Atorvastatin-Studie handelt es sich um eine durch Maas und Kollegen [51] an
der Universitatsklinik Hamburg-Eppendorf durchgefihrte Fall-Kontroll-Studie mit
insgesamt 24 gesunden Teilnehmern. Es sollte der Einfluss des eNOS Glu298Asp-
Polymorphismus auf die eNOS-Expression in Blutplattchen und die NO-Synthese in
vivo untersucht werden. Zusatzlich sollte der Einfluss von Atorvastatin auf die eNOS-
Expression und die NO-Synthese untersucht werden. Ausschlusskriterien waren das
Vorliegen einer KHK, Diabetes oder Niereninsuffizienz. Alle Teilnehmer wurden laut
Studienprotokoll  UGber die  Studie informiert und  unterschieben die

Einwilligungserklarung.

Zur Bestimmung der NO-Synthese in vivo erhielten alle Patienten eine Infusion von
nichtradioaktivem L-[guanidino-"°N]-Arginin ("°N,-L-Arginin), welches durch die NOS
zu "°N-markiertem NO oxidiert und als "*N-markiertes Nitrat ('°N-Nitrat) (iber die Niere
ausgeschieden wird. Das N-Nitrat kann mit Hilfe der GC-MS (gas-chromatography-
mass-spectrometry) vom natiirlich vorkommenden '“N-Nitrat unterschieden werden
[52]. Das Verhéltnis von "N-Nitrat zu "*N-Nitrat lasst auf die NOS-Aktivitat schlieRen.
Die eNOS-Expression in den Blutplattchen wurde mit Hilfe eines monoklonalen
Antikérpers — anti-eNOS - (Fa. BD Biosciences) mittels Western-Blot-Analyse

bestimmt.
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2.7 Statistische Auswertungen

2.7.1 Statistische Auswertungen der klinischen Studien

Die klinischen Studien wurden mit Superior Performing Software Systems (SPSS)
Version 13 ausgewertet. Die Zusammenhange zweier nominaler Variablen wurden
durch einen Chiquadrat-Test ermittelt. Als parametrischer Test zum Vergleich der
Mittelwerte wurde bei Variablen mit mehr als zwei Gruppen ein ANOVA-Test
durchgefiihrt. Der Vergleich der Mittelwerte zweier Gruppen erfolgte durch einen T-
Test.

Fur die Vorhersage einer Hypertonie in der MONICA-Studie wurde ein logistisches
Regressionsmodell mit den erklarenden Variablen Genotyp, Alter, Geschlecht und BMI

gewahlt. Fur alle Analysen wurde ein Konfidenzintervall von 95% gewahlt.

2.7.2 Test auf Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

Starke Abweichungen von dem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (Hardy-Weinberg-
Equilibrium; HWE) werden oft durch Datenfehler oder durch die Existenz von
Subpopulationen erzeugt. Daher stehen Tests auf das HWE immer am Anfang der

Genotyp-Datenanalyse.

Zunachst wurden die Allelhdufigkeiten nach einer einfachen Allelzahimethode
geschatzt, d.h. die Anzahl beobachteter Allele wird durch die Gesamtanzahl der Allele
2N geteilt, wobei N die Anzahl der Personen in der untersuchten Studienpopulation
darstellt. AnschlieBend wurde berechnet, wie die erwarteten Genotypenhaufigkeiten

unter Annahme des HWE waren und mit Hilfe eines Chiquadrat-Tests verglichen.
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2.8 Laborgerate

Autoklav

Bio-Rad SmartSpec 3000
Elektroporationsklvette

Eppendorf Safe Lock Reaktionsgefalle
Eppendorf Centrifuge 5415D
Eppendorf Centrifuge 5415R
Eppendorf Mastercycler gradient
Eppendorf Thermomixer 5436
Eppendorf Thermomixer compact
Gel-Elektrophorese-System Horizon
Heidolph Reax top
Heraeus-Inkubator

Herasafe

Hybridization Bottles HB-OV-BM
Hybridization mini oven MKII HYBAID
Incubator shaker C25 classic series

Phosphor-Imaging-System

Phospho-Imager FLA 3000
Power Pac Basic supply
Pipettierhilfe accu-jet

Rotina 35 R Zentrifuge

Sartorius Laborwaage CP 225D

Sartorius Laborwaage BP 3100S

Wesarg, Medizintechnik, Deutschland
Bio-Rad-Laboratories GmbH, Munchen
BioRad Laboratories, USA

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Gibco/BRL, Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Heidolph Instruments GmbH & Co. KG
Heraeus Holding GmbH, Hanau
Heraeus Holding GmbH, Hanau
Thermo EC, USA

Thermo EC, USA

New Brunswick Scientific GmbH, Nurtingen

Fujiflm  Photo GmbH,

Diisseldorf

Film Europe

Fujifilm, Deutschland
Bio-Rad Laboratories, USA
Brand GmbH & Co. KG, Wertheim

Andreas Hettich GmbH & Co. KG,

Tuttlingen
Sartorius AG, Gottingen

Sartorius AG, Goéttingen
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Sephadex G-50 Spin Saulen

Sharp R-212 Mikrowelle

Lichtmikroskop

Zellkultur CO, - Inkubator

2.9 Substanzen

Amersham Pharmacia Biotech,

Deutschland

Sharp  Electronics  (Europe) GmbH,
Hamburg

Carl Zeiss Jena GmbH, Jena

Binder GmbH, Tuttlingen

Aceton R: 11-36-37-66 Apotheke Roth,
S 9-16-26 Deutschland
Agarose Invitrogen,

Deutschland

Ampicillintrihnydrat

Serva, Deutschland

Aqua ad injectabilia

Pharmacia & Upjohn
GmbH, Deutschland

Bacto Trypton

Becton Dickinson, USA

Bacto Yeast-Extract

Becton Dickinson, USA

Calciumchlorid R: 36 Merck, Deutschland
S: 22-24
Chloroform R: 22-38-40-48/20/22 Merck, Deutschland
S: 36/37
Dimethylsulfoxid Sigma, Deutschland
DMEM Gibco-BRL,
Deutschkand
Ethanol R: 11 Apotheke Roth,
S: 7-16 Deutschland
Ethidiumbromid-Lésung | R: 23-68 Fluka, Deutschland
1% S: 36/37
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Na,EDTA R: 22 Merck, Deutschland
ExpressHyp BD Bioscience,
Hybridisierungspuffer Deutschland

Formaldehyd 37%

R: 23/24/25-34-39/23/24/25-40-43
S:

26-36/37/39-45-51

Merck, Deutschland

Gelatine

Sigma, Deutschland

Geniticinsulfat

Gibco, Deutschland

Glycerol

Merck, Deutschland

Isopropyl-B-D-
thiogalactopyranosid

Sigma, Deutschland

Isopropanol

: 11-36-37
1 7-16-24/25-26

Merck, Deutschland

Kaliumacetat

Merck, Deutschland

Manganchlorid R: 22-51/53
S: 61

Methanol R: 11-23/24/25-39/23/24/25 Merck, Deutschland
S: 7-16-36/37-45

Natriumchlorid

Merck, Deutschland

Natriumhydroxid R: 35 Merck, Deutschland
S: 26-36/37/39-45

Rubidiumchlorid Merck, Deutschland

Salzsaure 25% R: 34-37 Merck, Deutschland
S: 26-36/37/39-45

Triton X-100 R: 36 Merck, Deutschland
S: 24-26

%pP-dCTP Perkin Elmer,

Deutschland
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3 Ziel der Arbeit

Die Hypothese ist, dass eine DDAH1- bzw. DDAH2-Defizienz zu erhohten ADMA-
Plasmkonzentrationen und in folge dessen zu einer gestérten NO-Synthese und
daraus resultierenden pathophysiologischen Veranderungen im Herz-Kreislaufsystem
fuhrt.

Ziel der Arbeit ist es deshalb zum einen, ein Tiermodell einer DDAH-Defizienz (DDAH-
Knock-out-Mauslinien) zu generieren und zum anderen, die Bedeutung von

Polymorphismen der DDAH beim Menschen zu untersuchen.

3.1 DDAH Knock-out-Mauslinien

Um die Folgen chronisch erhdhter ADMA-Plasmakonzentrationen und die
physiologische Bedeutung der ADMA abbauenden Stoffwechselwege aufklaren zu
kénnen, sollen zwei DDAH-Knock-out-Mauslinien generiert werden. Diese Mauslinien
kénnen wesentliche, neue Erkenntnisse zur Pathophysiologie und Therapie von
Erkrankungen liefern, die mit Mutationen oder Funktionsstérungen der DDAH assoziiert

sind.

3.2 DDAH-Polymorphismen in klinischen Studien

Die Hypothese ist, dass Polymorphismen der DDAH zu erhéhten/erniedrigten ADMA-
Plasmakonzentrationen und in folge dessen zu einer gestérten NO-Synthese flihren.
Es soll die Bedeutung von Polymorphismen der DDAH fiir die NO-Synthese und die

daraus resultierenden Veranderungen im Herz-Kreislaufsystem aufgeklart werden.

3.3 eNOS-Polymorphismen in klinischen Studien

Die Hypothese ist, dass die Kombination von erhéhten ADMA-Plasmakonzentrationen
und bestimmte Polymorphismen der eNOS mit einem erhohten kardiovaskularen

Risiko verbunden sind.
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Es soll die Interaktion von erhohten ADMA-Plasmakonzentrationen und eNOS-

Polymorphismen bezlglich des kardiovaskularen Risikos untersucht werden.
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4 Ergebnisse

4.1 Generierung der DDAH-Knock-out-Mauslinien

4.1.1 Die DDAH1-Knock-out-Mauslinie

Zur Generierung einer DDAH1-Knock-out-Mauslinie mittels homologer Rekombination
wurde ein Targetingvektor (Abbildung 9) mit zwei der genomischen DNA homologen
Bereiche kloniert. Da die Grofe der DDAH1 im Genom ca. 130 kb umfasst, konnten
die homologen Bereiche nur so gewahlt werden, dass nicht alle Exons mit Hilfe des
Vektors entfernt werden konnen. Der Targetingvektor wurde so konzipiert, dass die am
dichtesten zusammen liegenden Exons 2, 3 und 4 nach homologer Integration des
Targetingvektors fehlen (Abbildung 8). Obwohl der Translationsstart im Exon 1 liegt, ist
die Wahrscheinlichkeit, dass ein voll funktionstiichtiges DDAH1-Protein ohne die Exons

2,3 und 4 gebildet wird, sehr gering.

1
Wildtyp-Allel [

5 6

| B | 132kb

Targeting Vektor 13 kb
l Homologe Rekombination
1 5 6
(| ||| I 130 kb

Abbildung 8: Schematische Darstellung des Prinzips der Homologen Rekombination; der 5°-
homologe Bereich hat eine GréRe von 4,4 kb und der 3°-homologe Bereich von 2,6
kb. DT= Diptherie-Toxin-Kasette (wird nicht mit ins Genom integriert); Neo: Neomycin-

Kasette
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Die beiden homologen Bereiche wurden mittels PCR aus genomischer, muriner DNA
amplifiziert und zum Einfligen weiterer Restriktionsenzym-Schnittstellen in den
Hilfsvektor pGEM-Teasy ligiert. Beide homologen Bereiche wurden im pGEM-Teasy-
Vektor mittels Sequenzierung auf ihre Richtigkeit hin UGberprift. Der 5°-homologe
Bereich konnte direkt durch die Schnittstellen EcoRI aus dem pGEM-Teasy-Vektor in
den Targetingvektor kloniert werden. Fir den 3’-homologen Bereich wurden Primer mit
Xhol-Schnittstellen synthetisiert, die dann nach einer PCR die Xhol-Schnittstellen an
dem 3’-homologen Bereich bilden. Uber die neu gebildeten Xhol-Schnittstellen konnte

der 3’-homologe Bereich in den Targetingvektor ligiert werden (Abbildung 9).

Notl (1)

DT
_ EcoRl(1223)

~ Xhol (1734)
5" homologer Bereich

Xhol (10417) ploxDDAH1

13313 bp

~ EcoRlI (3935)

3" homologer Bereich

Xhol (6042)

Abbildung 9: Schematische Darstellung des ploxDDAH1 Targetingvektors; Neo: Neomycin-

phosphotransferase-Gen; DT: Diphterie-Toxin-A-Gen

Die Richtigkeit der homologen Bereiche und die Orientierung dieser Bereiche im
Targetingvektor wurden mittels Restriktionsverdau (Abbildung 10) und Sequenzierung

gepruft.
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Abbildung 10: Kontroll-Restriktionsverdau des ploxDDAH1 Targetingvektors; alle Fragment-

groéflen entsprechen den erwarteten FragmentgréRen

Der Targetingvektor kann mit dem Restriktionsenzym Notl linearisiert werden und steht

fur die Elektroporation in embryonale Stammzellen bereit.

4.1.2 Die DDAH2-Knock-out-Mauslinie

Zur Generierung der DDAH2-Knock-out-Mauslinie stand ein im Arbeitskreis bereits
klonierter Targetingvektor fur einen konditionalen DDAH2-Knock-out zur Verfigung
(Abbildung 11). Der Vektor enthalt zwei der genomischen DNA homologe Bereiche, die
die homologe Integration im Genom gewahrleisten. Der homologe 5°-Bereich umfasst
das gesamte DDAH2-Gen. Der homologe 3’-Bereich liegt direkt hinter dem DDAH2-
Gen. Da die Wahrscheinlichkeit einer homologen Rekombination im Vergleich zur
zufalligen Rekombination sehr gering ist, wurde ein positiver Selektionsmarker flir das
bakterielle Aminoglykosid-Phosphotransferase-Gen (Neo) unter Kontrolle des PGK-1-
Promoters eingefligt, welcher flir G418 selektioniert. Als zusatzlicher negativer
Selektionsmarker wurde eine Diphterie-Toxin-A Kassette eingefiigt. Der Targeting-
vektor enthalt drei loxP-Sequenzen von denen zwei die Neo-Kassette flankieren und
eine im homologen 5°-Bereich liegt.
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DT

EcoRI (1262)

loxp1
Xho 1 (10730)

ploxDDAH2
13626 bp

3" Homologer Bereich DDAH2

Xho 1(8386)

loxp3
Neo EcoRI (6268)

loxp2

Abbildung 11: Targetingvektor zur Generierung einer konditionalen DDAH2 Knock-out
Mauslinie. Neo: Neomycin-Resistenz-Gen; DT: Diphtherie-Toxin-A;  loxP=

Cre-spezifische Erkennungssequenzen

Die loxP-Sequenzen werden spezifisch von der Cre-Rekombinase erkannt. Dieses
ermoglicht es, dass die Bereiche, die zwischen den loxP-Sequenzen liegen, nach der
Integration durch die Cre-Rekombinase aus dem Genom entfernt werden kdnnen.
Dieses hat bei einer moglichen embryonalen Letalitdt des totalen DDAH2-Knock-outs
den Vorteil, dass die konditionale DDAH2-Knock-out-Maus durch Verpaarung mit
gewebespezifisch Cre-exprimierenden Mausen gewebespezifisch ausgeschaltet

werden kann.

Die loxP-Sequenzen wurden mittels Sequenzierung auf ihre Richtigkeit hin geprift
(Abbildung 12).

360 kil 30 0 400 410 420 40 40
FAAACTCCTCTT CAGAC fTAATAACTT COTATAGCATACAT TATAC GAAGT TATAT TARGGGTTAT T GAATATGAT COGGAATTCACTAGT

it

il

Abbildung 12: Ausschnitt der Sequenzierung zur Uberpriifung der loxP-Sequenzen; die 34 bp
der loxP-Sequenz sind durch den roten Kasten markiert.
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Der DDAH2-Targetingvektor wurde mit Hilfe der Serviceabteilung Transgene Tiere des
Zentrums flr Molekulare Neurobiologie am Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf in
embryonale Stammzellen des Mausstammes 129/SvP elektroporiert. Sieben Tage
nach der Elektroporation und Selektion mit G418 wurden insgesamt 240 mES-Zell-

Klone isoliert.

Die Klone wurden mittels Southern-Blot-Analyse genotypisiert. Hierfir wurde eine
Sonde der Fragmentgrélie von 613 bp im 5°-Bereich vor dem DDAH2-Gen durch eine
PCR amplifiziert. Die genomische DNA der mES-Zellen wurde mit dem Restriktions-
enzym Ncol (Fa. Fermentas) geschnitten. Mit der loxp1-Sequenz wurde zusatzlich zur
Genotypisierung eine Ncol-Schnittstelle in den Targetingvektor eingefligt. Als
Wildtypkontrolle wurde genomische mDNA der Linie R1 [53] verwendet. Der Wildtyp

zeigte nach Ncol Restriktionsverdau ein Fragment von ungefahr 6000 bp.

5 Homologer Bereich

loxp1 i .
5Sonde Neo 3" Homologer Bereich

loxp2 loxp3

Ncol

24498 bp

Abbildung 13: Schematische Darstellung der Schnittstellen und der Lage der 5°-Sonde fir die
Southern-Blot-Analyse; blaue Balken: Restriktionsschnittstellen fir das Ncol
Restriktionsenzym; nach Restriktionsverdau entsteht ein kleineres Fragment, welches

durch die 5°Sonde detektiert werden kann.

Die positiven mES-Zell-Klone A10 und E10 wurden in Blastozysten der Mauslinie
C57BI/6 reinjiziert und in den Uterus einer scheintrachtigen Maus (Amme) transferiert.
Insgesamt wurden neun chimare mannliche Nachkommen ausgetragen. Drei der
mannlichen Nachkommen mit dem hoéchsten Grad an Chimaritdt wurden mit der
Wildtyp-Mauslinie C57BL/6 verpaart und drei weitere mit der endothelsensitiveren
Wildtyp-Mauslinie FvB.
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!
Abbildung 14: Chimare mDDAH2-flox Maus (FO-Generation); die gescheckte Fellfarbung lasst

den Grad der Chimaritat optisch abschatzen. Je mehr braune Fellfarbe, desto héher

ist der Chimaritatsgrad. Die Tiere mit der hochsten Chimaritdt wurden fir die

Verpaarung eingesetzt.

Die konditional heterozygoten Nachkommen wurden dann zum einen direkt mit den
Cre-exprimierenden Mausen - den so genannten Deletern — verpaart, um einen
heterozygoten Knock-out zu erhalten. Das Verpaarungsschema ist in Abbildung 15

dargestellt.

| ~ !

C57BI/6 Chimaér

F1 I H X Cre-Deleter

Heterozygot

|
S

Heterozygot Heterozygot

]
F3

Homozygot

Abbildung 15: Verpaarungsschema zur Generierung heterozygoter und homozygoter
DDAH2-Knock-out-Mause
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4.2 Charakterisierung der DDAH-Knock-out-Mauslinien

4.2.1 Die DDAH2-Knock-out-Mauslinie

Zur Genotypisierung wurde eine PCR entwickelt. Hierfur wurden vier verschiedene
Primer synthetisiert. Um zwischen Wildtyp und integriertem Vektor unterscheiden zu
kénnen, wurden zwei Primer Uber den Integrationsort hinaus und zwei Primer in das
Targeting-Konstrukt (Abbildung 16) gelegt. Die FragmentgroRe fir den Wildtyp betrug
601 bp und flir das Targeting-Konstrukt 1000 bp.

3 Homologer Bereich
5 Homologer Bereich
DDAH2 Neo

Abbildung 16: Schematische Darstellung des Prinzips zur Genotypisierung mit Hilfe einer
PCR; : Primer; die Primer in der Neo-Kassette binden nur, wenn der Targetingvektor

integriert hat.

An Hand dieser PCR kann jedoch nicht zwischen homologer und zufalliger Integration
unterschieden werden. Aus diesem Grund ist eine zusatzliche Genotypisierung mittels

Southern-Blot-Analyse unerlasslich.
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6kb —>
4kb —

iy

-/- +/- L A 4= H- 4 H- H-owt

Abbildung 17: 32P-hybridisier’[er Blot der F1-Generation des konditionalen DDAH2-Knock-outs;
-/-: Wildtyp; +/-: Heterozygot; wt: Wildtyp Kontroll-DNA; der Wildtyp liefert ein
Fragment mit einer Gréf3e von 6000 Basenpaaren und das heterozygote Allel ein
entsprechend kleineres Fragment.

Abbildung 17 zeigt den mit *P-hybridisierten Southern Blot zur Genotypisierung der
F1-Generation der konditionalen = DDAH2-Knock-out-Maus. Die aus den
Mausschwanzspitzen gewonnene genomische DNA wurde mit dem Restriktionsenzym
Ncol (Fa. Fermentas) geschnitten und im alkalischen Milieu unter Druck auf eine
Polyamidmembran (ibertragen. Die Membran wurde mit einer *’P-markierten Sonde
hybridisiert. Das Fragment der Grofke von 6 kb identifiziert den Wildtyp und das

kleinere Fragment die Integration des konditionalen Targetingvektors.
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4.3 DDAH Polymorphismen in klinischen Studien

4.3.1 DDAH1-Polymorphismus Studie

Der DDAH1 Thr87Met-Polymorphismus ist, mit einer Pravalenz fir das heterozygote
Allel von nur ca. 0,01% in der Kaukasischen Bevdlkerung sehr selten zu finden. Auf
Grund der niedrigen Pravalenz wurde fir die Untersuchung der moglichen Effekte
dieses Polymorphismus ein Fall-Kontroll-Design gewahlt und Trager des Poly-
morphismus und Kontrollen aus mehreren Studien gepoolt. Zu den Patienten, die das
heterozygote Allel trugen, wurden jeweils zwei Kontrollen aus demselben
Studienkollektiv, die sich nicht in Bezug auf das Alter, BMI, Kreatininkonzentrationen
und den Vorerkrankungen unterschieden, zum Vergleich herangezogen. Ziel war es,
den Effekt des Thr87Met-Polymorphismus auf die ADMA-Plasmakonzentrationen zu
untersuchen. Die demographischen und klinischen Ausgangscharakteristika sind in

Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2: Demographische und klinische Ausgangscharakteristika der 18 Patienten aus der
DDAH1-Fall-Kontroll-Studie; als Fall wird das Vorliegen eines heterozygoten Allels

des Thr87Met-Polymorphismus definiert.

Falle Kontrollen p

Patienten, n 6 12

Manner, n (%) 3 (50) 6 (50)

Alter [Jahre] * 71,548,6 69,5+9,3 0,67
BMI [kg/m?] * 25,7+3,6 25,343,0 0,81
Kreatinin [umol/L] * 90,3+17,7 84,8+15,9 0,51
Hypertonie, n (%) 5 (83,3) 12 (100) 0,33
Diabetes, n (%) 0 (0) 1(8,3) 0,47
L-Arginin [umol/L] * 91,5+17,6 90,5+£35,1 0,95
ADMA [umol/L] * 0,55+0,22 0,5940,19 0,68
SDMA [umol/L] * 0,68+0,13 0,56+0,15 0,11
SDMA/ADMA Quotient * 0,7940,22 1,06+0,22 0,03

* Mittelwert+SD

Ein direkter, signifikanter Zusammenhang zwischen dem Thr87Met-Polymorphismus

und den ADMA-Plasmakonzentrationen konnte nicht gezeigt werden. Falle und
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Kontrollen unterschieden sich jedoch signifikant in dem ADMA/SDMA-Quotient
(p=0,03). SDMA wird im Gegensatz zu ADMA nicht durch die DDAH abgebaut.

4.3.2 P4 Studie

Von 107 der urspriinglich 112 Patienten mit pulmonaler Hypertonie aus der iP4-Studie
wurden die DDAH2-Promoterpolymorphismen -1415 G/A, -1151 C/A und -449 G/C
bestimmt. Zur Auswertung der Allelic-Discrimination-Plots wurde die Software SDS 2.2
(Fa. Applied Biosystems) mit der aktivierten Auto-Caller-Funktion (Cl: 95%) verwendet.
Der Allelic-Discrimination-Plot ist in Abbildung 19 beispielhaft fur den -449 G/C-
Polymorphismus gezeigt. Die Ausgangscharakteristika der Patienten sind in Tabelle 3
dargestellt. Aus dem Blutplasma wurden die L-Arginin-r, ADMA- und SDMA-
Plasmakonzentrationen mittels einer im Arbeitskreis etablierten LC-MS/MS-Methode
bestimmt [54]. Die Ubrigen Laborparameter (Kreatinin, Cholesterin etc.) wurden in

einem klinischen Routinelabor im Studienzentrum vor Ort bestimmt.

Da sich die Polymorphismen in der Promoterregion der DDAH2 befinden, wird
erwartet, dass durch eine Mutation in diesem Bereich die Expression und damit die
gewebespezifische Aktivitat des Enzyms beeinflusst wird. Eine verminderte oder
erhdhte Enzymaktivitdt koénnte somit zu erhéhten bzw. verminderten ADMA-
Plasmakonzentrationen  fuhren. Aufgrund des wahrscheinlichen Kausalzu-
sammenhangs zwischen ADMA und kardiovaskularen Ereignissen wurde ein auffalliger
Phanotyp der Patienten erwartet. Da SDMA nicht durch die DDAH abgebaut wird,

wurden keine Veranderungen in den SDMA-Plasmakonzentrationen erwartet.

Die gefundenen DDAH2-Genotyphaufigkeiten in der iP4 Studie wichen nicht von der
Verteilung im HWE ab und entsprachen den verdffentlichten Genotyphaufigkeiten des
Hap Map-Projektes (Abbildung 18).
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-1415 G/A -1151 C/A -449 G/C
Studie n rs2272592 rs805304 rs805305
GG GA AA cc CA AA GG CG cCc
iP4 107 | 0,757 | 0,243 | 0,000 | 0,107 | 0,447 | 0,447 | 0,462 | 0,433 | 0,106
HapMap 120 | 0,500 | 0,417 | 0,083 | 0,083 | 0,467 | 0,450 | 0,450 | 0,467 | 0,083

Abbildung 18: Genotypverteilung der DDAH2-Promoterpolymorphismen in der iP4-Studie im

Vergleich zu den veréffentlichten Genotyphaufigkeiten des Hap Map-Projektes; die
Verteilung zeigt keine Abweichung vom HWE: p(-1415 G/A)=0,15, p(-1151 C/A)=0,78,
p(-449 G/C)=0,89

FUr den Polymorphismus -1415 G/A ergaben sich in dieser Studie weder mit den

ADMA-, SDMA-

und L-Arginin-Plasmakonzentrationen

Charakteristika signifikante Korrelationen.

noch mit

funktionellen
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Abbildung 19: Allelic-Discrimation-Plot aus der iP4-Studie beispielhaft fur den rs805305
Polymorphismus. Allel X (rote Punkte): GG; Allel Y (blaue Punkte): CC; Allel XY
(grine Punkte): CG. Ausgewertet durch SDS 2.2 Auto-Caller-Funktion 95% CI
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Tabelle 3: Demographische und Kklinische Ausgangscharakteristika bei 112 Patienten mit

pulmonaler Hypertonie aus der iP4-Studie

Patienten, n 112
Manner, n (%) 53 (47,3)
Frauen, n (%) 59 (562,7)
Alter [Jahre] * 53+17,1
BMI [kg/m?] * 25,845,8
Kreatinin [umol/L] * 67,9152 .4
Kreatinin-Clearance [mL/min/mz] * 119,6+54,0
Hypertonie, n (%) behandelt/ unbehandelt 20 (26,8)
KHK, n (%) 18 (16,1)
Diabetes Typ 2, n (%) 20 (17,9)
Medikation

Betablocker, n (%) 10 (9)
Statine, n (%) 18 (16)
Ca-Blocker, n (%) 16 (14)
ACE-Inhibitor n (%) 9 (8)
Diuretika, n (%) 68 (61)
L-Arginin [umol/L] * 51,4123,7
ADMA [umol/L] * 0,68+0,19
SDMA [umol/L] * 0,51+0,21

* Mittelwert+SD
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Die demographischen und klinischen Merkmale der Patienten stratifiziert nach den
einzelnen DDAH2-Genotypen sind in Tabelle 4 und Tabelle 5 dargestellt. Es konnten
keine Unterschiede innerhalb der DDAH2-Genotypen in Bezug auf Alter und BMI

gezeigt werden.

Tabelle 4: Alter und BMI stratifiziert nach -1151 C/A-Genotypen und die Genotypenverteilung in
einzelnen Subgruppen der iP4-Studienpopulation

-1151 C/A-Genotyp

Variable CcC CA AA p
n 11 46 46

Alter, [Jahre] * 48,0£17,4 53,2+17,7 55,6+14,5 0,37
BMI, [kg/m? * 25.246,3 25,5+5,8 27,145,6 0,34
Manner, n (%) 3(6,1) 20 (40,8) 26 (53,1) 0,17
Frauen, n (%) 8 (14,8) 26 (48,1) 20 (37,1) 0,17
Hypertonie, n (%) 2(6,9) 12 (41,4) 15 (51,7) 0,58
Diabetes, n (%) 3 (15) 7 (35) 10 (50) 0,57

* Mittelwert+SD

Tabelle 5: Alter und BMI stratifiziert nach -449 G/C-Genotypen und die Genotypenverteilung in
einzelnen Subgruppen der iP4-Studienpopulation

-449 G/C-Genotyp

Variable GG GC CcC p
n 48 45 11

Age, [Jahre] * 56,0+14,5 53,6+18,4 45,6+15,6 0,17
BMI, [kg/m?] * 26,9+5,9 25,745,9 25,646,3 0,57
Manner, n (%) 27 (56,3) 19 (39,6) 2(4,1) 0,14
Frauen, n (%) 21 (37,5) 26 (46,4) 9(16,1) 0,14
Hypertonie, n (%) 15 (51,7) 12 (41,4) 2 (6,9) 0,46
Diabetes, n (%) 10 (52,6) 7 (36,8) 2 (10,5) 0,92

* Mittlwert+SD
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4.3.2.1 Effekt der -1151 C/A und -449 G/C Polymorphismen auf die ADMA- und

SDMA-Plasmakonzentrationen

Es konnten in Bezug auf die ADMA-Plasmakonzentrationen signifikante Unterschiede
zwischen den Polymorphismen -1151 C/A und -449 G/C gezeigt werden. Die ADMA-
Ausgangskonzentration lag im Mittelwert bei 0,68 (£0,19) umol/L. Der -1151CC-
Genotyp war mit 11 Patienten der seltenste Genotyp und zeigte die signifikant
niedrigsten ADMA-Plasmakonzentrationen (p=0,049). Diese Patienten wiesen ADMA-
Plasmakonzentrationen von 0,56 (+0,14) pmol/L auf, wahrend Patienten, die den
-1151CA-Genotyp trugen, ADMA-Plasmakonzentrationen von 0,71 (x0,20) pymol/L und
Trager des -1151AA-Genotyps 0,70 (x0,18) umol/L zeigten (Abbildung 20).
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Abbildung 20: -1151 C/A Polymorphismus und ADMA- bzw. SDMA-Plasmakonzentration.
Trager des -1151CC-Genotyps hatten niedrigere ADMA-Plasmakonzentrationen als
Trager des -1151CA- und -1151AA-Genotyps (*p=0,049). Die verschiedenen

Genotypen zeigten keine Unterschiede in den SDMA-Plasmakonzentrationen
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Fir den -449 G/C Polymorphismus zeigte der -449CC-Genotyp mit 11 Patienten die im
Mittel signifikant niedrigsten ADMA-Plasmakonzentrationen (p=0,049). Im Mittel lagen
bei diesen Patienten die ADMA-Plasmakonzentrationen bei 0,55 (+0,14) umol/L.

Den -449GC-Genotyp wiesen 45 Patienten auf, bei denen ADMA-Plasma-
konzentrationen von 0,70 (£0,19) umol/L gemessen wurden. Der -449GG-Genotyp mit
48 Patienten zeigte ADMA-Plasmakonzentrationen von 0,70 (+0,18) umol/L (Abbildung
21).

55



Ergebnisse

1,0—

0,8—

0,6—

o 1]

0,2—

ADMA [umol/l]

G/G G/IC C/iC
Genotyp -449 G/C

1,2— 8

|
10

g T

04—

l L
0,2 -

0.0 | | |
G/G G/C C/IC
Genotyp -449 G/C

SDMA [pmol/l]

Abbildung 21: : -449 G/C-Polymorphismus und ADMA- bzw. SDMA-Plasmakonzentration.
Trager des -449CC-Genotyps hatten niedrigere ADMA-Plasmakonzentrationen als
Trager des -449GC- und -449GG-Genotyps (*p=0,049). Die verschiedenen

Genotypen zeigten keine Unterschiede in den SDMA-Plasmakonzentrationen

Fir die SDMA- und L-Arginin-Plasmakonzentrationen ergaben sich keine signifikanten

Unterschiede in Abhangigkeit zu den DDAH2-Polymorphismen.
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4.3.2.2 Assoziation der -1151 C/A- und -449 G/C-Polymorphismen und der
ADMA-Plasmakonzentrationen mit der Gehstrecke im 6MGT

In Tabelle 6 und Tabelle 7 sind die pulmonalen und vaskuldren Charakteristika

stratifiziert nach -1151 C/A- und -449 G/C-Genotypen gezeigt. Die verschiedenen

Genotypen unterschieden sich nicht in Bezug auf Alter, BMI und Kreatininkonzentration

im Plasma.
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Tabelle 6: Pulmonale und vaskulare Charakteristika fiir den -1151 C/A-Polymorphismus unter

Annahme eines dominanten oder rezessiven Effekts des -1151C-Allels

-1151 C/A-Genotyp

Variable cC CA AA p p'
n 11 45 46

6-min Gehtest [m] * 297+100 349+121 352+120 0,59 0,17
6-min Gehtest [% des

Sollwertes] * 50,2+14,7  61,5+18,0  64,1¢20,0 0,21 0,05
syst. Blutdruck [mmHg] * 111,8+16,0 118,5+18,4 123,9¢19,9 0,08 0,13
diast. Blutdruck [mmHg] * 68,5+12,3 67,0+12,1 74,5+12,3 0,003 0,54
Kreatinin [umol/L] * 71,3128,0 64,0+23,0 60,9+23,0 0,33 0,23
Kreatinin-Clearance

mU/min/m?] 102,7+41,1 120,2462,4 129,5+46,6 0,24 0,20
Alter [Jahre] * 48,0+17,4  53,2¢17,7 55,6%145 0,30 0,22
BMI [kg/m?] * 25,2+6,3 25,5+5,8 27,115,6 0,15 0,54
L-Arginin [umol/L] * 47,7¢10,8  53,8+258  50,7+24,8 0,68 0,56
ADMA [pmol/L] * 0,56+0,14  0,71+0,20  0,70+0,18 0,55 0,01
SDMA [umol/L] * 0,500,177  0,50+0,18  0,53+0,21 0,28 0,98
L-Arginin/ADMA 91,6+33,6  80,3t37,9  75,3+36,3 0,33 0,24

* Mittelwert+SD

' 2-seitiger deskriptiver p-Wert, T-test fiir dominantes Model (CC,CA vs AA)

T 2-seitiger deskriptiver p-Wert, T-test flir recessives Model (CC vs CA,AA)
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Tabelle 7: Pulmonale und vaskulare Charakteristika fiir den -449 G/C-Polymorphismus unter

Annahme eines dominanten oder rezessiven Effekts des -449G-Allels

-449 G/C-Genotyp

Variable GG GC cC p p'
n 48 45 11

6-min Gehtest [m]* 3541119 337+115 310+104 0,35 0,33
6-min Gehtest [% des

Sollwertes] * 64,8¢19,8 60,6+17,8 51,7¢156 0,08 0,12
syst. Blutdruck [mmHg] * 124,44¢20,2 117,5¢17,5 110,9+16,4 0,09 0,27
diast. Blutdruck [nmHg] *  74,8+12,8  66,0+11,0 67,6%12,5 0,47 <0,001
Kreatinin [umol/L] * 62,5+22,8  62,0£21,0 71,5+28,0 0,21 0,76
Kreatinin-Clearance

(mb/min/m?] * 126,1+48,7 119,9461,4 105,4+40,4 0,31 0,40
Alter [Jahre] * 56,0t14,5 53,6+18,4 456+156 0,08 0,23
BMI [kg/m?] * 26,915,7 25,7+5,9 25,6+6,3 0,70 0,29
L-Arginin [umol/L] * 50,6+24,3  52,2+26,1 44,1+11,5 0,35 1,00
ADMA [pmol/L] * 0,70+0,18  0,70+0,19 0,55+0,14 0,014 0,50
SDMA [umol/L] * 0,53+0,21 0,48+0,18 0,46+0,13 0,42 0,16
L-Arginin/ADMA 75,7436,3  77,9+36,9 854+351 0,46 0,61

* Mittelwert+SD

' 2-seitiger deskriptiver p-Wert, T-test fir dominantes Model (GG,GC vs CC)
T 2-seitiger deskriptiver p-Wert, T-test fir rezessives Model (GG vs GC,CC)
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Zur Bestimmung des kardiovaskuldren Phanotyps wurden das Vorliegen der Diagnose
Hypertonie, der systolische und diastolische Blutdruck sowie der 6-min-Gehtest
(6MGT) in die Berechnungen einbezogen. Bei kardiologischen Erkrankungen hilft der
6MGT, die Leistungsfahigkeit von Patienten mit Herzinsuffizienz bei taglichen
Belastungen zu beschreiben. Da der 6MGT gut mit der Ergometrie und der
Spiroergometrie korreliert, spielt dieser Test eine wichtige Rolle zur Beurteilung des

Schweregrades einer Herzerkrankung.

Die Gehstrecke wurde in dieser Studie als vom individuellen Patienten zuriickgelegte
Gehstrecke in % der berechneten, altersiblichen Gehstrecke angegeben. Eine
Korrelationsanalyse nach Pearson zeigte einen signifikanten Zusammenhang zwischen
der zurlickgelegten Gehstrecke in % und den ADMA-Plasmakonzentrationen (p=0,011)
sowie den SDMA-Plasmakonzentrationen (p=0,026). Teilt man die ADMA-Plasma-
konzentrationen in Quartile ein, wird deutlich, dass Patienten mit ADMA-Plasma-
konzentrationen aus den unteren Quartilen einen hdéheren prozentualen Anteil der

theoretischen Gehstrecke zurticklegten (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Zusammenhang zwischen ADMA-Quartilen und der zurlickgelegten Gehstrecke

in % der altersiiblichen berechneten Gehstrecke (p=0,034)

Unter der Annahme eines rezessiven Effektes des -1151C-Allels, war eine signifikante
Korrelation zwischen der zurlickgelegten Gehstrecke und dem -1151A-Allel

nachzuweisen. Trager eines heterozygoten oder homozygoten -1151A-Allels erreichten
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einen hdéheren Prozentanteil der alterstblichen berechneten Gehstrecke als Trager

eines homozygoten -1151C-Allels (Tabelle 6).

Fir den -449 G/C-Polymorphismus ergaben weder die Annahme eines dominanten
Effekts des -449G-Allels noch die Annahme eines rezessiven Effekts des -449G-Allels

eine signifikante Veranderung in der zuriickgelegten Gehstrecke (Tabelle 7).

4.3.2.3 Assoziation der -1151 C/A- und -449 G/C-Polymorphismen mit dem

arteriellen Blutdruck

Patienten mit dem haufigeren -1151AA-Genotyp hatten einen mittleren diastolischen
Blutdruck von 74,5 mmHg und unterschieden sich damit signifikant von den Patienten
mit dem -1151CA-Genoytp, die einen niedrigeren diastolischen Blutdruck von 67,0
mmHg (p=0,011) aufwiesen. Dieser Zusammenhang zwischen dem -1151A-Allel und
einem hoéheren diastolischen Blutdruck wurde unter Annahme eines rezessiven Effekt
des -1151A-Allels noch deutlicher (p=0,003) (Tabelle 6). Fir den systolischen
Blutdruck ergaben sich keine signifikanten Unterschiede (Abbildung 23).

Fir den -449 G/C-Polymorphismus zeigten Patienten mit dem h&ufigeren -449GG-
Genotyp den im Mittel signifikant héheren diastolischen Blutdruck von 74,8 (+12,8)
mmHg im Vergleich zu Patienten mit dem heterozygoten -449GC-Genotyp die einen
mittleren diastolischen Blutdruck von 66,0 (+11,0) mmHg (p=0,002) aufwiesen. Dieser
Zusammenhang zwischen dem -449G-Allel und héheren diastolischen Blutdruckwerten
wurde unter Annahme eines rezessiven Effekts des -449G-Allels noch deutlicher
(p<0,001). Bei diesem Polymorphismus zeigte auch der systolische Blutdruck im Trend

(p=0,016) einen signifikanten Zusammenhang. (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Assoziation der -1151 C/A- und -449 G/C-Polymorphismen mit dem systolischen
und diastolischen Blutdruck. *p<0,05
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4.3.2.4 Kombinierter Effekt des -1151A- und -449G-Allels auf den arteriellen
Blutdruck

Die DDAH2-Polymorphismen -1151 C/A und -449 G/C befinden sich im Kopplungs-
ungleichgewicht. Haplotypanalysen identifizierten im Kopplungsungleichgewicht drei
Haplotypen H1 [CG], H2 [CC] und H3 [AG] von denen der Haplotyp H3, d.h. das
Auftreten des homozygoten -1151A- und des homozygoten -449G-Allels, mit 46,5%
der Haufigste war. Fur H3 konnte ein Zusammenhang mit dem arteriellen Blutdruck
gezeigt werden. Trager dieses Haplotyps zeigten den im Mittel héheren, arteriellen
Blutdruck von 123,9/ 74,6 mmHg im Vergleich zu den Ubrigen Genotypen mit einem
mittleren, arteriellen Blutdruck von 116,5/ 66,9 mmHg (p(DB)=0,039, p(SB)=0,001).
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Abbildung 24: Einfluss des Haplotyps H3 auf den arteriellen Blutdruck; *p=0,039; #p=0,001
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4.3.3 MONICA Studie

Die demographischen und klinischen Charakteristika der 783 Studienteilnehmer sind in
Tabelle 8 dargestellt. 366 der Teilnehmer (46,7%) zeigten eine Hypertonie. In
Abbildung 25 ist ein exemplarischer Allelic-Discrimination-Plot aus dieser Studie fir
den -449 G/C-Polymorphismus dargestellt. In dieser Studie wurden als Qualitats-
kontrollen auf jeder 384-well-Platte 13 Proben doppelt aufgetragen zusammen mit vier
Nullkontrollen. Es zeigte sich, dass die drei méglichen Allelkombinationen sehr gut
voneinander differenziert wurden, d.h. eine eindeutige Zuordnung des individuellen

Genotyps maoglich ist.

64



Ergebnisse

Marker: [FOAZ_ro805305 =] Cat[onaeer. o] [k ?' iﬂ?l @KI 'E\l

LWH3_rs805305_23.03.2007 rLegend-
X Undletermined
09 * * Alele X
& # Eoth
* Alele
W NTC
o0g
-
or
*
*
» [
- *
* “é :
- +
$* sl ?
* *
0.6 ¥ . »%
e B r
¥|
i »,
o} ,’o— ,?E +*
= *
g s )i
b4
2 %
= 0.5 ¥ ¥
fa]
E *
E -
— *
E - ] ;b r T
% - i T
= 04 " * .
< *
* EE pid . T
* e
""'o' ‘ﬁ“'
. e RS Wiy “& W 155,
* #
x AR IAEE o
0.3 - * w 7
*
L]
X x L]
# *
02 b
o1
x
0.3 0.8 0y o0g 1.1 13

Allele X (DDAH2_re805305_C)

Abbildung 25: Exemplarischer Allelic-Discrimination-Plot aus der MONICA-Studie fiir den -449
G/C-Polymorphismus; Allel X (rote Punkte): GG; Allel Y (blaue Punkte):CC; Allel XY
(griine Punkte): GC; Ausgewertet durch SDS 2.2 Auto-Caller-Funktion 95% CI
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Tabelle 8: Demographische und klinische Charakteristika 783 Teilnehmer der MONICA/KORA

Studie (Augsburg)

Variable

n

Manner, n (%)

Frauen, n (%)

Alter [Jahre] *

BMI [kg/m?] *

Hypertonie, n (%)

systolischer Blutdruck [mmHg] *
diastolischer Blutdruck [mmHg] *
Kreatinin [mg/dL] *

ADMA [umol/L] *

SDMA [umol/L] *

L-Arginin [umol/L] *

783
417 (53,3)
366 (46,7)
52,3+13,4
26,9+4,3
366 (46,7)
135,5+20,4
81,0+11,5
0,76+0,18
0,3310,14
0,31%0,12
85,0+26,4

* Mittelwert+SD

Bei 348 Teilnehmern (44,4%) wurde der -1151AA-Genotyp, bei 333 Teilnehmern
(42,5%) der -1151CA-Genotyp und bei 102 Teilnehmern (13,0%) der -1151CC-
Genotyp gefunden. Der -449GG-, -449GC- und -449CC-Genotyp wurde bei 350
(44,7%), 347 (44,3%) und 86 Teilnehmern (11,1%) gefunden.

In dieser Studie wichen die Genotyphaufigkeiten nicht von den erwarteten im Hardy-

Weinberg-Equilibrium ab und entsprachen den verodffentlichten Genotyphaufigkeiten

aus dem Hap Map-Projekt (Abbildung 26). Fur den -1414 G/A-Polymorphismus ergab

eine Korrelationsanalyse keine signifikanten Unterschiede zwischen den -1415 G/A-

Genotypen und Plasmakonzentrationen oder anderen klinischen Charakteristika.
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-1415 G/A -1151 C/A -449 G/C
Studie n rs2272592 rs805304 rs805305
GG GA AA cc CA AA GG GC cCc
MONICA/KORA | 783 | 0,653 | 0,312 | 0,035 | 0,130 | 0,425 | 0,348 | 0,447 | 0,443 | 0,110
HapMap 120 | 0,500 | 0,417 | 0,083 | 0,083 | 0,467 | 0,450 | 0,450 | 0,467 | 0,083

Abbildung 26: Genotypverteilung der DDAH2-Promoterpolymorphismen in der MONICA/KORA-
Studie im Vergleich zu den verdffentlichten Genotyphaufigkeiten des Hap Map-
Projektes; die Verteilung zeigt keine Abweichung vom HWE: p(-1415 G/A)=0,80,
p(-1151 C/A)=0,25, p(-449 G/C)=0,80.

Die Verteilung der Genotypen in verschiedenen Subgruppen der Studie sowie
demographische und klinische Charakteristika der verschiedenen -1151 C/A- und -449
G/C-Genotypen sind in Tabelle 9 und Tabelle 10 dargestellt. Die Patienten mit den
verschiedenen DDAH2-Genotypen unterschieden sich nicht in Bezug auf Alter, BMI

und Kreatininkonzentration.

Tabelle 9: Demographische und klinische Charakteristika stratifiziert nach -1151 C/A-
Genotypen

-1151 C/A-Genotyp

n (%)

Alter [Jahre] *

Manner, n (%)

Kreatinin [mg/dL] *

BMI [kg/m?] *

cC CA AA p
102 (13,0) 333 (42,5) 348 (44,4) -
52,9+12,7 52,2413, 1 52,4+13,7 0,90
48 (47,1) 166 (49,8) 162 (46,6) 0,68
0,74+0,15 0,77+0,17 0,76+0,19 0,33
26,9+4,1 26,0+4,4 27+4.3 0,96

* Mittelwert+SD
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Tabelle 10: Demographische und klinische Charakteristika stratifiziert nach -449 G/C-

Genotypen
-449 G/C- Genotyp

GG CG CC p
n (%) 350 (44,7) 347 (44,3) 86 (11,1) -
Alter [Jahre] * 52,3£13,7 52,0+13,1 53,9+12,9 0,52
Manner, n (%) 161 (46,0) 174 (50,1) 41 (47,7) 0,55
Kreatinin [mg/dL] * 0,7610,19 0,77+0,17 0,75+0,16 0,62
BMI [kg/m?] * 26,914 4 26,914,3 27,0%4,2 0,90

* Mittelwert+SD

4.3.3.1 Assoziation der -1151 C/A- und -449 G/C-Polymorphismen mit der

ADMA-Plasmakonzentration und dem arteriellen Blutdruck

Die Annahme dominanter oder rezessiver Effekte der einzelnen DDAH2-Allele zeigte
weder fur den -1151 C/A- noch fur den -449 G/C-Polymorphismus einen signifikanten
Zusammenhang zwischen verschiedenen Genotypen und Unterschieden in den
ADMA-Plasmakonzentrationen. Gleiches zeigte sich bei der Betrachtung des

Blutdruckes.

Tabelle 11: Zusammenhang zwischen dem -1151 C/A-Polymorphismus und ADMA-
Plasmakonzentrationen und sytolischem/diastolischem Blutdruck unter Annahme

eines dominanten/rezessiven Effekts des -1151A-Allels

-1151 C/A-Genotyp Erbgang
CC CA AA A rezessiv A dominant
n (%) 102 (13,0) 333 (42,5) 348 (44,4) p p
ADMA [umol/L]* 0,61 10,14 0,64 +0,15 0,64 0,14 0,87 0,16
SBP [mmHg] * 138,6 £24,1 133,7 £20,2 136,3 £19,4 0,33 0,10
DBP [mmHg] * 82,0 +13,6 81,1+11,0 80,7 +11,5 0,46 0,34

* Mittelwert+SD
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Tabelle 12: Zusammenhang zwischen dem -449 G/C-Polymorphismus und ADMA-
Plasmakonzentrationen und systolischem/diastolischem Blutdruck unter Annahme

eines dominanten/rezessiven Effekts des -449G-Allels

-449 G/C-Genotyp Erbgang
GG CG CcC G dominant G rezessiv
n (%) 350 (44,7) 347 (44,3) 86 (11,1) p p
ADMA [umol/L] * 0,64+0,13 0,64 +0,15 0,62 +0,14 0,50 0,73
SBP [mmHg] * 136,2+19,5 134,0 £20,1 139,2 24,7 0,08 0,42
DBP [mmHg] * 80,7+11,5 81,1+11,2 82,1 %131 0,36 0,44

* Mittelwert+SD

Fir die L-Arginin- und SDMA-Plasmakonzentrationen konnten weder fir den -1151

C/A- noch fir den -449 G/C-Polymorphismus Unterschiede gezeigt werden.

4.3.3.2 Zusammenhang zwischen den -1151 C/A und -449 G/C-Polymorphismen

und der Pravalenz einer Hypertonie

Sowohl fir die drei Allele des -1151 C/A- als auch fir diejenigen des -449 G/C-
Genotyps konnten signifikante Unterschiede in der Pravalenz einer Hypertonie
nachgewiesen werden. Fur den -1151 C/A-Polymorphismus ergaben sich Pravalenzen
von 41,2%, 42,6% und 53,2% fur den -1151CC-, -1151CA- und -1151AA-Genotyp
(p=0,009) (Abbildung 27). Bei Annahme eines rezessiven Effekts des -1151A-Allels
zeigten Trager des -1151A-Allels im Vergleich zu Tragern des -1151C-Allels (Tabelle
13) ein Quotenverhaltnis (Odds ratio; korrigiert fur Alter, Geschlecht und BMI) von 1,70
(95%ClI: 1,22-2,36, p=0,002).
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Tabelle 13: Odds-Berechnungen fiir die -1151 C/A-Genotypen unter Annahme eines
rezessiven oder dominanten Effekts des -1151A-Allels

-1151 C/A-Genotyp

Nicht-adjustiertes Model Adjustiertes’ Model
Odds ratio (95%Cl) p Odds ratio (95%Cl) p
A Dominantes Modelt 1,30 (0,85-1,98) 0,228 1,47 (0,91-2,38) 0,11
A Rezessives Modelt 1,50 (1,13-1,99) 0,005 1,70 (1,22-2,36) 0,002

Fur den -449 G/C-Polymorphismus ergaben sich Pravalenzen von 52,6%, 42,7% und
39,5% fir den -449GG-, -449GC- und -449CC-Genotyp (p=0,004) (Abbildung 28). Das
Quotenverhaltnis unter Annahme eines rezessiven Effekts des -449G-Allels lag fur
Trager des -449G-Allels im Vergleich zu Tragern des -449C-Allels bei 1,80 (Tabelle 14)
(95%CI: 1,29-2.49, p<0,001).

' Adjustiert fur Alter, BMI und Geschlecht
T Dominantes Model: -1 151CC-Genotyp = Referenz
* Rezessives Model: -1151CA und -1151AA = Referenz
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Tabelle 14: Odds-Berechnungen fiir die -449 G/C-Genotypen unter Annahme eines rezessiven
oder dominanten Effekts des -449G-Allels

-449 G/C-Genotyp

Nicht-adjustiertes Model Adjustiertes” Model
Odds ratio (95%Cl) p Odds ratio (95%Cl) p
G Dominantes Model* 1.39 (0.88-2.20) 0.157  1.75(1.04-2.93) 0.04
G Rezessives Model* 1.52 (1.15-2.03) 0.003 1.80(1.29-2.49) <0.001

) Adjustiert fur Alter, BMI und Geschlecht
T Dominantes Model: -449CC-Genotyp = Referenz
* Rezessives Model: -449GC- und -449GG- Genotyp = Referenz
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Abbildung 27: Pravalenz der Hypertonie in den -1151 C/A Genotypen; *p=0,009
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Abbildung 28: Pravalenz der Hypertonie in den -449 G/C Genotypen; *p=0,004
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4.3.3.3 Kombinierter Effekt des -1151A- und -449G-Allels
Die DDAH2-Polymorphismen -1151 A/C und -449 G/C befanden sich im Kopplungs-

ungleichgewicht. Haplotypanalysen identifizierten auch in dieser Studie die drei bereits
oben beschriebenen Haplotypen (siehe 4.3.2.4). In 343 Teilnehmern der Studie wurde
der Haplotyp H3 gefunden. Abbildung 29 zeigt den Einfluss des Haplotyps H3 auf die
Pravalenz einer Hypertonie. Der Haplotyp H3 geht einher mit einer hdheren Pravalenz
einer Hypertonie, als die Ubrigen Genotypen (52,5% vs 42,3%, p=0,005). Das Risiko
(korrigiert fur Alter, Geschlecht und BMI) dieser Teilnehmer an einer Hypertonie zu
erkranken, erhohte sich im Vergleich zu den Ubrigen Genotypen um ca. 74% [Odds
ratio: 1.74 (95%Cl: 1.26-2.42, p<0.001)].
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Abbildung 29: Einfluss des Haplotyps H3 auf die Pravalenz einer Hypertonie; *p=0,005
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4.3.4 Baldus-Studie

Die demographischen und klinischen Charakteristika der 608 Patienten aus der
Baldus-Studie sind in Tabelle 15 dargestellt. Insgesamt wurden 410 Manner (67,4%)
und 198 Frauen (32,6%) in die Studie eingeschlossen. Bei 368 Patienten (60,5%) lag
ein Hypertonie und bei 295 eine Koronare Herzkrankheit (KHK) (48,5%) vor.

Tabelle 15: Demographische und klinische Ausgangscharakteristika der 608 Patienten aus der
Baldus-Studie

n 608
Alter [Jahre] * 60114
BMI [kg/m?] * 26,0+4,3
Manner, n (%) 410 (67,4)
Frauen, n (%) 198 (32,6)
Hypertonie, n (%) 368 (60,5)
KHK, n (%) 295 (48,5)
ADMA [umol/L] * 0,67+0,19
SDMA [umol/L] * 0,7040,32
L-Arginin [umol/L] * 80,6+29,9

* Mittelwert+SD

Abbildung 30 zeigt exemplarisch einen Allelic-Discrimination-Plot aus der Baldus-
Studie fur den -1415 G/A-Polymorphismus. Als Qualitatskontrollen wurden je 384-well-
Platte finf Proben doppelt aufgetragen zusammen mit vier Nullkontrollen. Es zeigte

sich, dass eine eindeutige Zuordnung des individuellen Genotyps maoglich ist.
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Abbildung 30: Exemplarischer Allelic-Discrimination-Plot aus der Baldus-Studie fiir den
-1415 G/A-Polymorphismus. Allel x (rote Punkte): GG; Allel Y (blaue Punkte): AA; Allel
XY (grine Punkte): GA; Ausgewertet SDS 2.2 Auto-Caller-Funktion 95% CI

Die Verteilung der einzelnen DDAH2-Genotypen wich in dieser Studie nicht von der

erwarteten Verteilung im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht ab und entsprach weitest-

gehend den im Hap Map-Projekt veréffentlichten Verteilungen (Abbildung 31).
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-1415 G/A -1151 C/A -449 G/C
Studie n rs2272592 rs805304 rs805305
GG GA AA CcCc CA AA GG CG cCc
Rudolph 608 | 0,670 | 0,298 | 0,032 | 0,132 | 0,476 | 0,393 | 0,385 | 0,494 | 0,121
HapMap 120 | 0,500 | 0,417 | 0,083 | 0,083 | 0,467 | 0,450 | 0,450 | 0,467 | 0,083

Abbildung 31: Genotypverteilung der DDAH2-Promoterpolymorphismen in der Baldus-Studie im

Vergleich zu den veréffentlichten Genotyphaufigkeiten des Hap Map-Projektes; die
Verteilung zeigt keine Abweichung vom HWE: p(-1415 G/A)=0,42, p(-1151 C/A)=0,51,

p(-449 G/C)=0,28.

Die demographischen und klinischen Charakteristika und die Verteilung einzelner

Studiensubgruppen innerhalb der verschiedenen DDAH2-Genotypen sind in den

Tabelle 16 und Tabelle 17 gezeigt. Es konnten keine signifikanten Unterschiede

innerhalb der verschiedenen DDAH2-Genotypen in Bezug auf Alter, BMI, Kreatinin-

Serumkonzentration und Kreatinin-Clearance gezeigt werden.

Tabelle 16: Demographische und klinische Charakteristika stratifiziert nach -1415 G/A-

Genotypen und Genotypenverteilung innerhalb verschiedener Subgruppen der

Baldus-Studienpopulation

-1415 G/A-Genotyp

Variable GG GA AA p
n (%) 398 (67,0) 177 (29,8) 19 (3,2)

Alter [Jahre] * 60,4+14,0 53,2+17,7 55,6+14,5 0,41
BMI [kg/m?] * 26,1+4,5 25,545,8 27,145,6 0,85
Manner, n (%) 272 (67,8) 115 (28,7) 14 (3,5) 0,61
Frauen, n (%) 126 (65,3) 62 (32,1) 5(2,6) 0,61
Kreatinin [mg/dL] * 1,1+0,6 1,1+0,8 0,97+0,29 0,67
L-Arginin [umol/L] * 81,5+30,4 80,9+29,6 72,1£25,1 0,41
ADMA [umol/L] * 0,67+0,19 0,66+0,19 0,64+0,21 0,69
SDMA [umol/L] * 0,7040,36 0,71+0,27 0,60+0,23 0,41
Hypertonie, n (%) 250 (69,1) 105 (29,0) 7(1,9) 0,07
Diabetes, n (%) 77 (71,3) 28 (25,9) 3(2,8) 0,90
KHK, n (%) 194 (66,7) 91 (31,3) 6 (2,0) 0,26
Myokardinfarkt, n (%) 96 (65,8) 47 (32,2) 3(2,0) 0,63
Tod, kardiovaskular, n (%) 17 (56,7) 13 (43,3) - 0,12

* Mittelwert+SD
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Tabelle 17: Demographische und klinische Charakteristika stratifiziert nach -1151 C/A-
Genotypen und Genotypenverteilung innerhalb verschiedener Subgruppen der

Baldus-Studienpopulation

-1151 C/A-Genotyp

Variable CcC CA AA p
n (%) 73 (13,2) 264 (47,6) 218 (39,2)

Alter [Jahre] * 58,0+14,7 61,7£14,2 60,8+13,7 0,15
BMI [kg/m?] * 26,31+4,5 26,1+4,5 25,7140 0,44
Manner, n (%) 53 (14,1) 174 (46,4) 148 (39,5) 0,55
Frauen, n (%) 20 (11,1) 90 (50,0) 70 (38,9) 0,55
Kreatinin [mg/dL] * 0,99+0,39 1,1+0,62 1,1£0,72 0,61
L-Arginin [umol/L] * 77,6128,2 81,6+29,9 84,5+31,3 0,23
ADMA [umol/L] * 0,65+0,17 0,68+0,21 0,67+0,17 0,58
SDMA [umol/L] * 0,65+0,22 0,7340,40 0,69+0,26 0,13
Hypertonie, n (%) 46 (13,5) 174 (51,0) 121 (35,5) 0,06
Diabetes, n (%) 14 (13,6) 51 (49,5) 38 (36,9) 0,53
KHK, n (%) 37 (13,3) 134 (48,2) 107 (38,5) 0,93
Myokardinfarkt, n (%) 19 (13,9) 66 (48,2) 52 (38,0) 0,89
Tod, kardiovaskular, n (%) 4 (13,8) 11 (37,9) 14 (48,3) 0,33

* Mittelwert+SD

In dieser Studie waren keine Unterschiede zwischen den verschiedenen DDAH2-

Genotypen in Bezug auf die ADMA-, SDMA-, und L-Arginin-Plasmakonzentrationen

nachzuweisen. Zusatzlich unterschieden sich die verschiedenen DDAH2-Genotypen

nicht in Bezug auf Alter, BMI und die Serum-Kreatininkonzentration.

Die Annahme dominanter

oder

rezessiver

Erbgange ergab ebenfalls keine

signifikanten Zusammenhange zwischen den verschiedenen DDAH2-Genotypen und

den ADMA-, SDMA- und L-Argininplasmakonzentrationen.
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Tabelle 18: Demographische und klinische Charakteristika stratifiziert nach -449 G/C-
Genotypen und Genotypenverteilung innerhalb verschiedener Subgruppen der

Baldus-Studienpopulation

-449 G/C-Genotyp

Variable GG GC CcC p
n (%) 181 (38,5) 232 (49,49) 57 (12,1)

Alter [Jahre] * 60,8+14,0 61,4+14,7 57,1£14,1 0,13
BMI [kg/m?] * 25,4+3,6 26,1144 26,8+4,8 0,08
Manner, n (%) 123 (68) 144 (62,1) 43 (75,4) 0,13
Frauen, n (%) 58 (32) 88 (37,9) 14 (24,6) 0,13
Kreatinin [mg/dL] * 1,03+0,42 1,04+0,59 1,04+0,39 0,99
L-Arginin [umol/L] * 83,7+31,3 82,3+29,8 79,4129,2 0,65
ADMA [umol/L] * 0,66+0,17 0,68+0,21 0,66+0,17 0,78
SDMA [umol/L] * 0,69+0,28 0,71+0,38 0,66+0,21 0,51
Hypertonie, n (%) 101 (34,7) 152 (52,2) 38 (13,1) 0,10
Diabetes, n (%) 31 (36,5) 43 (50,6) 11 (12,9) 0,44
KHK, n (%) 80 (35,4) 116 (51,3) 30 (13,3) 0,39
Myokardinfarkt, n (%) 36 (32,7) 59 (53,6) 15 (13,6) 0,44
Tod, kardiovaskular, n (%) 9 (47,4) 8(42,1) 2 (10,5) 0,47

* Mittelwert+SD

4.3.4.1 Zusammenhang zwischen den DDAH2-Promoterpolymorphismen und

der Préavalenz einer Hypertonie

Die unterschiedlichen DDAH2-Genotypen korrelierten signifikant mit der Pravalenz

einer Hypertonie.

Unter Annahme eines dominanten Effekts des -1415G-Allels zeigten Trager dieses
Allels eine signifikant héhere Pravalenz der Hypertonie als Trager des -1415A-Allels
(p=0,029) (Abbildung 32). Die Annahme eines rezessiven Effekts des -1415G-Allels

ergab keine Unterschiede in der Pravalenz einer Hypertonie zwischen beiden Allelen.

Fir den -1151 C/A-Polymorphismus ergab sich, ebenfalls unter Annahme eines
dominanten Effektes des -1151C-Allels, dass Trager dieses Allels im Vergleich zu
Tragern des -1151A-Allels eine signifikant héhere Pravalenz fir Hypertonie zeigten
(p=0,021) (Abbildung 33). Dieser Unterschied in der Pravalenz der Hypertonie blieb bei

Annahme eines rezessiven Effekts des -1151C-Allels bestehen.
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Abbildung 32: Zusammenhang zwischen -1415 G/A-Allelen und der Pravalenz der Hypertonie
unter Annahme eines dominanten Effekt des -1415G-Allels. *p=0,029
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Abbildung 33: Zusammenhang zwischen -1151 C/A-Allelen und der Pravalenz der Hypertonie
unter der Annahme eines dominanten Effekt des -1151C-Allels. *p=0,021

Bei dem -449 G/C-Polymorphismus zeigten Trager des -449C-Allels unter Annahme

eines dominanten Effekts dieses Allels ebenfalls eine hohere Pravalenz einer
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Hypertonie als Trager des -449G-Allels (Abbildung 34). Die Annahme eines rezessiven
Effekts des -449C-Allels ergab hier wiederum keine Unterschiede in der Pravalenz

einer Hypertonie.
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Abbildung 34: Zusammenhang zwischen -449 G/C-Allelen und der Pravalenz der Hypertonie

unter der Annahme eines dominanten Effekts des -449C-Allels. *p=0,031

Eine Subgruppenanalyse zeigte, dass die Zusammenhange zwischen den -1151 C/A-
(Abbildung 35) und -449 G/C-Allelen (Abbildung 36) und dem haufigeren Vorkommen
einer Hypertonie vor allem auf die Subgruppe der Patienten mit Koronarer
Herzkrankheit zurlickzufiihren war, wahrend die Subgruppenanalyse fir den -1415
G/A-Polymorphismus keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf Patienten mit und
ohne KHK ergab. Unter Annahme eines dominanten Effektes des -1151C-Allels ist ein
Zusammenhang zwischen dem -1151A-Allel und einer niedrigeren Pravalenz einer
Hypertonie zu sehen. Unter Annahme eines dominanten Effektes des -449C-Allels ist
ein Zusammenhang zwischen dem -449C-Allel und einer erhdhten Pravalenz einer

Hypertonie zu sehen.
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Abbildung 35: Subgruppenanalyse flr Patienten mit und ohne KHK; Zusammenhang zwischen
-1151 C/A-Allelen und Hypertonie; *p=0,003
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Abbildung 36: Subgruppenanalyse flr Patienten mit und ohne KHK; Zusammenhang zwischen
-449 G/C-Allelen und Hypertonie; *p=0,017
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4.3.4.2 Kombinierter Effekt des -1151A- und -449G-Allels auf die Pravalenz einer
Hypertonie

Die DDAH2-Polymorphismen -1151 A/C und -449 G/C befanden sich im Kopplungs-
ungleichgewicht. Haplotypanalysen identifizierten auch in dieser Studie die drei bereits
oben genannten Haplotypen. In dieser Studie ist der H3 der mit 186 Patienten am
haufigsten vorkommende Haplotyp. Einen direkten Zusammenhang zwischen der
Pravalenz einer Hypertonie und dem Haplotyp H3 konnte in dieser Studie nicht gezeigt
werden (Abbildung 37).
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Abbildung 37: Zusammenhang zwischen dem Haploytpen H3 und der Pravalenz der

Hypertonie. Es konnte kein signifikanter Zusammenhang gezeigt werden (p=0,107)
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4.3.5 Zusammenfassung der klinischen Studien

4.3.5.1 DDAH1 Thr87Met-Polymorphismus

Der Thr87Met-Polymorphismus zeigte in der Fall-Kontroll-Studie einen Einfluss auf das
SDMA/ADMA-Verhaltnis. Das Verhaltnis von SDMA zu ADMA war in den Patienten,

die den Polymorphismus heterozygot trugen gréfier.

4.3.5.2 DDAHZ2 -1415 G/A-Polymorphismus

Dieser Polymorphismus zeigte in keiner der drei Studien einen Zusammenhang mit
den L-Arginin-, SDMA- und ADMA-Plasmakonzentrationen. In der Baldus-Studie
konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem -1415G-Allel und der Pravalenz
einer Hypertonie gezeigt werden. Unter Annahme eines dominanten Effekts des
-1415G-Allels hatten ca. 50% der Trager des -1414G-Allels eine Hypertonie im
Vergleich zu ca. 27% der Trager des homozygoten -1415A-Allels.

4.3.5.3 DDAH2 -1151 C/A-Polymorphismus

In der iP4-Studie konnte ein Zusammenhang zwischen dem haufiger vorkommenden
-1151A-Allel und erhéhten ADMA-Plasmakonzentrationen gezeigt werden. Ebenfalls
zeigten in dieser Studie Trager des -1151A-Allels einen signifikant hoheren
diastolischen Blutdruck und wiesen eine signifikant langere Gehstrecke im 6-Minuten-
Gehtest auf. In der MONICA-Studie konnte fur eben dieses Allel eine erhdhte
Pravalenz der Hypertonie gezeigt werden. In der Baldus-Studie zeigten Trager des

-1151A-Allels jedoch eine niedrigere Pravalenz der Hypertonie.

Multivariate Analysen des Zusammenhangs zwischen DDAH2-Genotypen und der
Wabhrscheinlichkeit an Hypertonie zu erkranken, zeigten in der MONICA-Studie fir
Trager des -1151A-Allels ein 1,7-mal héheres Risiko als flr Trager des -1151C-Allels.

4.3.5.4 DDAHZ2 -449 G/C-Polymorphismus

In der iP4-Studie konnte ein Zusammenhang zwischen dem haufiger vorkommenden
-449G-Allel und héheren ADMA-Plasmakonzentrationen gezeigt werden. Trager des
-449G-Allels wiesen in der gleichen Studie einen signifikant hoheren diastolischen
Blutdruck im Vergleich zu Tragern des -449C-Allels auf. In der MONICA-Studie konnte

fur das -449G-Allel ebenfalls eine héhere Pravalenz der Hypertonie gezeigt werden.
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Jedoch zeigten in der Baldus-Studie Trager des -449G-Allels eine niedrigere Pravalenz

der Hypertonie.

Multivariate Analysen des Zusammenhangs zwischen DDAH2-Genotyp und der
Wahrscheinlichkeit an Hypertonie zu erkranken, zeigten in der MONICA-Studie fur
Trager des -449G-Allels ein 1,8-mal hdheres Risiko als flr Trager des -449C-Allels.

4.3.5.5 Haplotypen

Insgesamt wurden in allen drei Studien drei mdgliche, gemeinsame Haplotypen fir die
Polymorphismen -1151 C/A und -449 G/C identifiziert, von denen aber nur der
Haplotyp H3 Effekte zeigte. In der iP4-Studie hatten Patienten, die den Haplotyp H3
trugen im Vergleich zu den Ubrigen Genotypen einen signifikant héheren arteriellen
Blutdruck. In der MONICA-Studie war der Haplotyp H3 mit einer héheren Pravalenz

einer Hypertonie verbunden.
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4.4 eNOS-Polymorphismen in klinischen Studien

4.4.1 Atorvastatin-Studie

Die demographischen und klinischen Ausgangscharakteristika der Teilnehmer sind in
Tabelle 19 dargestellt. Die Teilnehmer unterschieden sich nicht in Bezug auf Alter,
BMI, Kreatininkonzentration und Gesamtcholsterinkonzentration. Die Einteilung in die
Gruppen Atorvastatin und Placebo erfolgte zufallig. Die Studie war auf einen Zeitraum
von 6 Wochen festgelegt. Am Ende dieser sechs Wochen wurden erneut die eNOS-
Expression und die NO-Synthese in vivo bestimmt. Die Teilnehmer in der Atorvastatin-
Gruppe erhielten Uber sechs Wochen taglich 40 mg Atorvastatin. Der Glu298Asp-
Polymorphismus wurde zu Beginn der Studie bestimmt. Die Verteilung der Glu298Asp-
Genotypen innerhalb der Gruppen weicht nicht vom HWE ab und entspricht
weitestgehend den von dem Hap Map-Projekt verdffentlichten Verteilungen (Abbildung

38). Bei einem Patienten in der Placebo-Gruppe konnte der Genotyp nicht bestimmt

werden.
Atorvastatin-Gruppe (n=12) Placebo-Gruppe (n=11)
Studie n
GG GT TT GG GT TT
ATV 23 0,667 0,250 | 0,083 | 0,364 | 0,545 | 0,091
HapMap 120 0,400 0,517 | 0,083 | 0,400 | 0,517 | 0,083

Abbildung 38: Genotypverteilung des Glu298Asp-Polymorphismus in der Atorvastatin-Studie im
Vergleich zu den veroffentlichten Genotyphaufigkeiten des Hap Map-Projektes; die
Verteilung zeigt keine Abweichung vom HWE: p(Atorvastatin)=0,46, p(Placebo)=0,55.
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Tabelle 19: Die demographischen und klinischen Ausgangscharakteristika der 24 Teilnehmer zu

Beginn der Atorvastatin-Studie

Atorvastatin Placebo p

Patienten, n 12 12

Méanner, n (%) 6 (50) 6 (50)

Alter [Jahren] * 58,9+7,3 58,315,0 0,82
BMI [kg/m?] * 24,244 2 25,3+1,8 0,41
Kreatinin [umol/L] * 51,3+39,2 56,5+45,6 0,77
Gesamtcholesterin [mg/dL] * 319,8+60,8 283,6+29,9 0,08
L-Arginin [umol/L] * 70,0£14,5 66,61£14,9 0,57
ADMA [umol/L] * 0,58+0,06 0,63+0,06 0,08

* Mittelwert+SD

Unter Annahme eines dominanten Effekts des 298Asp-Allels konnte am Tag 1 ein
signifikanter Zusammenhang zwischen einer erhohten relativen eNOS-Expression in
den Blutplattchen und dem 298Asp-Allel gezeigt werden. Ein Unterschied in der
Ausscheidung von "°N-Nitrat Giber 24 Stunden konnte nicht gezeigt werden (Abbildung
39).
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Abbildung 39: eNOS-Expression in den Blutplatichen und "N-Nitrat-Ausscheidung (iber 24
Stunden in allen Patienten an Tag 1 stratifiziert nach Glu298Asp-Genotypen; *p<0,05
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Abbildung 40: 24 Stunden 15N-Nitrat-Ausscheidung vor und nach der Behandlung mit

Placebo

Atorvastatin bzw. Placebo stratifiziert nach eNOS GIlu298Asp-Genotypen; Tag 1:
Ausgangswert; Tag 2: Wert nach 6 Wochen Behandlung mit Atorvastatin bzw.

Unter Annahme eines dominanten Effekts des 298Asp-Allels hatte eine sechswdchige

Behandlung mit Atorvastatin bzw. Placebo fir beide Glu298Asp-Allele keinen

signifikanten Einfluss auf die eNOS-Expression in vivo.

Die Ausscheidung von "°N-Nitrat Giber 24 Stunden war an Tag 2 in der Atorvastatin-

Gruppe unter Annahme eines dominanten Effekts des 298Asp-Allels bei Tragern des
Glu298-Allels im Vergleich signifikant erhdht (Abbildung 40). In der Placebo-Gruppe

war kein Unterschied in der "*N-Nitrat-Ausscheidung zu erkennen.
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5 Diskussion

5.1 DDAH-Knock-Out-Mause

Ein wesentliches Ziel dieser Arbeit war es, mit der Generierung von Knock-out-
Vektoren einen Grundstock fur die gezielte Ausschaltung des DDAH1- und DDAH2-
Gens im Tiermodell zu legen. Komplementar dazu sollten menschliche Varianten des

DDAH-Gens identifiziert und klinisch charakterisiert werden.

5.1.1 Der DDAH1-Knock-Out

Bei dem DDAH1-Gen handelt es sich um ein sehr grolies Gen von 130 kb. Eine
Elimination aller Exons mittels homologer Rekombination ist daher nicht mdglich. Es
musste entschieden werden, welche Exons fiir die Funktionsfahigkeit des Enzyms am
wichtigsten sind, um diese dann spater im Genom durch eine Neomycin-Kassette zu
ersetzen. Recherchen in den Datenbanken (NCBI, Ensembl) ergaben nur flir das Exon
2 eine ca. 99%ige Evidenz fur die Funktion eines Exons. Fur die anderen Exons lagen
die Evidenzen deutlich unter 50%. Wir entschieden uns daher primar fir das Exon 2
und schlossen auf Grund der Nahe zu Exon 2 die Exons 3 und 4 mit ein, obwohl der

Translationsstart im Exon 1 liegt.

Transgene Mause, die die humane Isoform der DDAH1 Uberexprimieren zeigen eine
erhohte DDAH-AKktivitat, erniedrigte ADMA-Plasmakonzentrationen und eine erhdhte
NOS-Aktivitat [28]. Tanaka und Kollegen [55] transplantierten transgenen DDAH1-
Mé&usen Herzen von B6(C)-H2"™?/KhEg-Mausen und konnten postoperativ nach 30
Tagen eine verminderte TNF-a-Produktion, eine verminderte kardiale B- und T-Zell-
Infiltration und eine erhdhte Schlagkraft der transplantierten Herzen im Vergleich zum
Wildtyp feststellen. Graft Coronary Artery Disease (GCAD) ist die haufigste
Todesursache bei Patienten nach einer Herztransplantation. Bei Mausen konnte eine
DDAH1-Uberexpression eine GCAD nach einer Herztransplantation abmildern. Die
Mause zeigten perioperativ eine erhdhte NO-Bildung im Herzgewebe und reduzierte

ADMA-Plasmakonzentrationen.
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Im Februar 2007 prasentierte die Arbeitsgruppe um James Leiper aus London eine
heterozygote DDAH1-Knock-out-Maus [56]. Leiper und Kollegen flhrten den Knock-out
durch Elimination des Exons 1, und somit des Translationsstartes herbei. Bereits
heterozygote Mause zeigten eine erhdhte ADMA-Plasmakonzentration, einen erhdhten
Druck im rechten Ventrikel und eine verminderte Relaxation der Aortensegmente im
Organbad nach Gabe von Acetylcholin, was auf eine endotheliale Dysfunktion
schlief3en lasst. Die Verpaarung von heterozygoten DDAH1-Knock-out-Mausen ergab
nur weitere heterozygote und Wildtyp-Tiere im Verhaltnis von 2:1, was auf eine

embryonale Letalitdt des homozygoten Knock-outs schlieRen lasst.

Die von Leiper und Kollegen veroffentlichten Daten und die Daten der transgenen
DDAH1-Mause bestatigen die initialen Hypothesen dieser Arbeit und zeigen erneut die
wichtige Funktion der DDAH im gesamten NO-Stoffwechsel und den damit verbunden
Einfluss auf die endothelialen Funktionen. Auf Grund dieser Daten wurde entschieden,
den Schwerpunkt dieser Arbeit auf die Generierung der DDAH2-Knock-out-Mauslinie

zu verlegen.

5.1.2 Der DDAH2-Knock-Out

Das Konstrukt fur einen konditionalen DDAH2-Knock-out wurde bereits parallel zum
DDAH1-Targeting-Konstrukt  kloniert. Da die DDAH1-Knock-out-Maus bereits
embryonale Letalitdt vermuten lasst, wahlten wir das Prinzip des konditionalen Knock-
outs fur die DDAH2-Knock-out-Mauslinie. Der Vektor integriert homolog und das
Enzym kann, auf Grund der loxP-Sequenzen, heterozygot/homozygot bzw. gewebe-
spezifisch, durch Verpaarung mit einer Cre-exprimierenden Maus ausgeschaltet

werden.

5.1.3 Ausblick

Diese Arbeit umfasst die Schritte bis zur Verpaarung heterozygoter, konditionaler
Mause mit Cre-exprimierenden Mausen, um einen heterozygoten DDAH2-Knock-out
zu erhalten. Des Weiteren sind in den heterozygoten DDAH2-Knock-out-Mausen
nichtinvasive Blutdruckmessungen mittels einer Schwanzmanschette und die
Bestimmung der NO-Synthese in vivo geplant. Expressionsanalysen mittels RT-PCR
und Western-Blot-Analyse werden in vitro in den verschiedenen Organen wie Leber,
Herz und Niere durchgefiuhrt. Zusatzlich werden die ADMA-, SDMA, und NMMA-

Plasmakonzentrationen, die DDAH-Aktivitdt und die Endothelfunktion in vitro bestimmt.
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Trotz der Daten aus London wird das Projekt zur Generierung der DDAH1-Knock-out-
Mauslinie fortgesetzt werden. Die Generierung von Knock-out-Modellen des gleichen
Gens durch verschiedene Arbeitsgruppen ist nicht von Nachteil. Unterschiede der
Knock-out-Verfahren und Unterschiede im genetischen Hintergrund der Mausstamme
kénnen helfen, vermeintliche Knock-out-Effekte von eigentlichen Epiphdnomenen zu
unterscheiden. Es ware denkbar, dass durch die Verwendung anderer Vektoren oder
anderer Mausstamme - trotz der Daten aus London - doch lebensfahige homozygote
DDAH1-Knock-out-Tiere generiert werden koénnten. Als Beispiel sind hier die KCC2-
defizienten Mause zu nennen. Bei KCC2 handelt es sich um einen Na*-abhangigen CI
/K*-Transporter in den neuronalen Synapsen, der bei der Entstehung einer Epilepsie
eine wichtige Rolle spielt. Hibner und Kollegen [57] generierten 2001 eine KCC2-
defiziente Maus, die homozygot nicht tUberlebensfahig war. 2002 generierten Woo und
Kollegen [58] mit einem anderen Vektor und mit einer anderen Klonierungsstrategie
ebenfalls eine KCC2-defiziente Maus, die bis 14 Tage nach der Geburt tiberlebte. Die
Maus von Woo und Kollegen exprimierte noch ca. 5% des KCC2-Proteins, was fur ein

2-wochiges Uberleben der homozygoten Méuse ausreichte.

Weiterhin spricht fir die Generierung beider Mauslinien, dass beide Mauslinien durch
Verwendung von Mausen aus der gleichen Zucht mit identischem Hintergrund auf
einen gemeinsamen Hintergrund zurlckgekreuzt werden kdnnen. Die Haltung und
Zucht der Mauslinien findet ebenfalls unter identischen Bedingungen statt und die
Experimente an den Mauslinien finden unter den gleichen Bedingungen in einem Labor
statt. Zusammengenommen wird dieses Vorgehen wesentlich die Vergleichbarkeit und

damit die Wertigkeit der an den beiden Mauslinien erhobenen Daten verbessern.

Als langfristiges Ziel ist die Generierung eines totalen DDAH-Knock-outs geplant. Trotz
der unterschiedlichen Geweberverteilung der DDAH-Isoformen ware es denkbar, dass
bei Fehlen einer Isoform die zweite Isoform in ihrer Expression und/oder Aktivitat
angeregt wird, um das Fehlen der ersten Isoform teilweise auszugleichen. Dieses
Phanomen lasst sich bei eNOS-defizienten Mausen zeigen. In eNOS-Knock-out-
Mausen konnten Huang und Kollegen [59] die Expression der neuronalen Form —
nNOS - im Endothel feststellen.

Fir die Generierung eines totalen DDAH-Knock-outs sollen die DDAH1- und die
DDAH2-Knock-out-Mauslinien miteinander verpaart werden. Fir diesen Schritt ist
ebenfalls der gleiche genetische Hintergrund der Mauslinien und die Haltung und Zucht

der Mauslinien unter gleichen Bedingungen von groRem Vorteil.
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5.2 DDAH-Polymorphismen in klinischen Studien

Zu Beginn dieser Arbeit war die Bedeutung der beiden DDAH Isoformen - DDAH1 und
DDAH2 - fir den Abbau von ADMA weitestgehend unbekannt. Die unterschiedliche
Gewebeverteilung, die chromosomale Lokalisation und Co-Lokalisation mit anderen
den NO-Stoffwechsel regulierenden Enzymen liel3 eine Vermutung auf die eventuelle
Funktion der DDAH Subtypen zu. Die Co-Lokalisation der DDAH2 mit der
endothelialen Isoform der NOS (eNOS) lasst auf eine regulatorische Funktion
- eventuell Uber den Abbau von ADMA - der DDAH2 in Bezug auf die NO-Synthese
schlielten [22]. Die ADMA-Metabolisierung findet hauptsachlich in Geweben der Niere
und Leber statt in denen die Expression der DDAH1 Isoform dominiert, was bedeuten
wurde, dass ADMA hauptsachlich durch DDAH1 abgebaut wird [60]. Diese Hypothese
konnten Wang und Kollegen in Experimenten mit siRNA bestatigen [30]. Auch die, bei
der Hypercholesterinamie beobachtete endotheliale Dysfunktion in Tierversuchen, ist
mit erhéhten ADMA-Plasmakonzentrationen verbunden, die auf eine verminderte

unspezifische DDAH-Aktivitat zurtickzufihren sind [61].

Das bedeutet, dass Polymorphismen, die die Aktivitdt oder die Expression der DDAH
beeinflussen konnten, ebenfalls mit Stérungen der Endothelfunktion oder mit
Erkrankungen, die aus einer endothelialen Dysfunktion entstehen, im Zusammenhang
stehen kénnen. Ryan und Kollegen [62] konnten bei 236 Patienten, die einem
chirurgischen Eingriff am Herzen unterzogen wurden, einen Zusammenhang zwischen
dem DDAH2-Promoterpolymorphismus -449 G/C und dem postoperativen Bedarf an

Vasopressoren zeigen.

In 132 finnischen Frauen, die wahrend der Schwangerschaft an Praeklampsie
erkrankten, konnten Akbar und Kollegen einen Zusammenhang zwischen vier
gemeinsamen Haplotypen der DDAH1 und der Pravalenz einer Praeklampsie zeigen
[32, 63]. In beiden Studienkollektiven konnte jedoch aufgrund fehlender Daten zur
ADMA-Plasmakonzentration der Patienten der Einfluss der Polymorphismen auf die

ADMA-Plasmakonzentrationen nicht geklart werden.

In 47 an Sepsis erkrankten Patienten zeigten O 'Dwyer und Kollegen das erste Mal den
Einfluss eines DDAH2-Polymorphismus auf die ADMA-Plasmakonzentrationen.
Untersucht wurde der DDAH2-Promoterpolymorphismus -449 G/C. Unter Annahme
eines dominanten Effekts des -449G-Allels zeigten Patienten, die dieses Allel trugen im
Vergleich zu Tragern des -449C-Allels, im Mittel hdhere ADMA-Plasmakonzentrationen
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[33]. Zur Klarung der Zusammenhange zwischen den verschiedenen DDAH-
Genotypen und ADMA-Plasmakonzentrationen mit klinischen Ereignissen der

Patienten konnte keine Aussage getroffen werden.

Um Aussagen Uber einen genetischen Marker im Bezug auf sein Potenzial als
Risikofaktor treffen zu koénnen, sind groRe Studienpopulationen mit genligender
statistischer Aussagekraft notwendig. Als Beispiel ist hier die Arbeit von Mayer und
Kollegen zu nennen [64], die in 1397 Patienten der 3. Erhebung der MONICA
Augsburg-Studie 1994/1995 [49, 50] einen Zusammenhang zwischen dem T8590C
Polymorphismus im CYP4A11-Gen und der Pravalenz einer Hypertonie zeigten. Trager
des homozygoten 8590C-Allels zeigten im Vergleich zu Tragern des 8590T-Allels ein

3,31-fach hoheres Risiko an einer Hypertonie zu erkranken.

In dieser Arbeit wurde in drei klinischen Studien mit insgesamt 1498 Patienten die
Zusammenhange zwischen verschiedenen DDAH-Genotypen, ADMA-Plasma-
konzentrationen und klinischen Ereignissen untersucht. Es wurden hierbei sowohl
besonders kranke Patienten, als auch gemischte Kollektive und ein Querschnitt der

Normalbevdlkerung untersucht.

Erhohte ADMA-Plasmakonzentrationen stehen im Zusammenhang mit einer
nachteiligen pulmonalen Hamodynamik [65] und mit einer erhéhten Mortalitat in

Patienten mit pulmonaler Hypertonie [66].

In 107 Patienten mit pulmonaler Hypertonie konnte erstmals der Einfluss der DDAH2-
Polymorphismen -1151 C/A und -449 G/C auf die ADMA-Plasmakonzentrationen und
den diastolischen Blutdruck der Patienten gezeigt werden. Das -1151A-Allel steht im
Vergleich zum -1151C-Allel im Zusammenhang mit signifikant héheren ADMA-
Plasmakonzentrationen und einem signifikant erhdhten diastolischen Blutdruck. Fur
das -449G-Allel lieR3 sich ebenfalls ein Zusammenhang mit signifikant erhdhten ADMA-
Plasmakonzentrationen und einem signifikant erhéhten diastolischen Blutdruck zeigen.
Dies lasst in beiden Fallen auf eine durch den SNP verminderte DDAH-Aktivitat
vermuten, welche verantwortlich fir die erhohten ADMA-Plasmakonzentrationen sein

kann.

Experimente an Ratten, in denen durch chronische Hypoxie eine pulmonale Hypertonie
induziert wurde, zeigten bereits eine verminderte DDAH-Aktivitdt in Verbindung mit
erhohten ADMA-Plasmakonzentrationen [67]. In neugeborenen Ferkeln zeigten
Arrigoni und Kollegen [68] wahrend der ersten Tage nach der Geburt eine Zunahme
der DDAH2-Expression und der DDAH-Aktivitdt mit einem Aktivitatsmaximum am
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Tag 1 nach der Geburt. Die Ferkel, bei denen eine pulmonale Hypertonie induziert
wurde, zeigten eine verminderte DDAH2-Expression und DDAH-Aktivitat. Diese tier-
experimentellen Daten und die Daten aus der iP4-Studie Studie zeigen, dass die
DDAH nicht nur eine regulatorische Funktion in der Lungenentwicklung hat, sondern

auch ein wichtiges Schllisselenzym flir den pulmonalen NO-Stoffwechsel ist.

Der 6-Minuten-Gehtest (6MGT) erfasst die Belastbarkeit von Patienten mit chronischen
Lungenerkrankungen und Herzinsuffizienz. Der Test eignet sich zur Beschreibung des
Krankheitsverlaufs und der Erfolge therapeutischer MalRnahmen sowie erganzend zur
globalen Risikoabschatzung vor chirurgischen Eingriffen. In dieser Studie konnte
gezeigt werden, dass sich erhdéhte ADMA-Plasmakonzentrationen negativ auf die
Belastbarkeit der Patienten im 6MGT auswirkten. Einen positiven Einfluss auf die
Belastbarkeit der Patienten zeigte das -1151A-Allel des -1151 C/A-Polymorphismus,
was jedoch im Widerspruch zu den mit dem -1151A-Allel verbundenen erhdhten
ADMA-Plasmakonzentrationen steht. Dieses macht die oben erlduterte Problematik -
das Potenzial eines genetischen Markers als Risikofaktor abschatzen zu kénnen - noch
deutlicher. Der Ruckschluss von einem Polymorphismus Uber die ADMA-Plasma-
konzentrationen auf die Belastbarkeit eines Patienten, scheint in diesem Fall nicht

moglich.

Zusatzlich konnte ein Zusammenhang zwischen dem arteriellen diastolischen
Blutdruck der Patienten und den DDAH2-Polymorphismen gezeigt werden. Patienten
mit dem -1151A-Allel des -1151 C/A-Polymorphismus zeigten einen hdheren
arteriellen, diastolischen Blutdruck als Patienten mit dem -1151C-Allel. Das gleiche
konnte flr das -449G-Allel des -449 G/C-Polymorphismus gezeigt werden. Eine
Korrelation mit der Diagnose Hypertonie, welche die Hypothese eines
Zusammenhangs zwischen den DDAH2-Polymorphismen und kardiovaskularen
Erkrankungen unterstitzen wirde, erreichte im Rahmen der iP4-Studie keine
Signifikanz. Eine mogliche Ursache hierfir konnte die verhaltnismaRig kleine

Studienpopulation von 107 Patienten sein.

In der weitaus groferen Studienpopulation der 3. Erhebung der MONICA/KORA
Augsburg-Studie mit 783 Teilnehmern konnte erstmals einen Zusammenhang
zwischen den DDAH2-Polymorphismen -1151 C/A und -449 G/C und der Pravalenz
einer Hypertonie und einem erhdhten Risiko an Hypertonie zu erkranken gezeigt
werden. Jedoch zeigten beiden Polymorphismen keinen Zusammenhang mit den

ADMA-Plasmakonzentrationen und dem arteriellen Blutdruck der Teilnehmer. Die
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bereits erlduterten verschiedenen Gewebeverteilungen der DDAH-Isoformen und die
moglichen verschiedenen physiologischen Rollen - DDAH2 als lokal aktives,
regulatorisches Enzym der Endothelfunktion [30] und des Blutdruckes und DDAH1 als
Regulator der ADMA-Plasmakonzentration [56] - kdnnten dieses Paradoxon erklaren.
Dennoch ist es mdglich, dass in vivo unter klinischen Bedingungen das Zusammen-
spiel mehrerer Faktoren — das Fehlen einer Alternative im Bezug auf die ADMA-Meta-
bolisierung und/oder die erhdhte entziindungsbedingte Expression von DDAH2 — zu

einem Wechsel der physiologischen Rolle der DDAH2 fliihren kdnnen.

Das Fehlen eines direkten Zusammenhangs zwischen den DDAH2-Polymorphismen
und dem arteriellen Blutdruck der Patienten kann am ehesten auf eine antihypertensive
Therapie der Patienten zurlickzuflihren sein. Durch eine Antihypertensive Therapie ist
es nicht moglich, eine direkte Korrelation zwischen den DDAH2-Polymorphismen und
dem arteriellen Blutdruck herzustellen. Das Vorhandensein einer direkten Korrelation
zwischen den DDAH2-Polymorphismen und der Diagnose Hypertonie ist im Vergleich
zu dem arteriellen Blutdruck — trotz méglicher anderer Faktoren, die eine Hypertonie
beeinflussen kdnnen - ein Indiz fur die starkere Aussagekraft der Diagnose Hypertonie.
Einen Zusammenhang zwischen DDAH2-Polymorphismen und der Pravalenz einer
Hypertonie konnte ebenfalls in den 608 Patienten der Baldus-Studie gezeigt werden.
Im Gegensatz zu der MONICA Studie konnte hier fir die -1151A- und -449G-Allele
eine niedrigere Pravalenz einer Hypertonie gezeigt werden. In dieser Studie scheinen
die entsprechenden Allele, einen eher protektiven Effekt zu haben. Ein wichtiger
Unterschied der Baldus-Studie im Vergleich zu der iP4- und MONICA-Studie ist die
hohe Anteil (48,5%) der Patienten mit einer Koronaren Herzkrankheit (KHK). Eine Sub-
gruppenanalyse ergab in diesem Fall, dass das Ergebnis der Pravalenz einer
Hypertonie auf die Patienten mit einer KHK zurlickzufiihren ist. Bei den Patienten ohne
eine KHK deutete sich der gleiche Effekt wie in der MONICA-Studie an, erreichte aber
in dieser Studie keine statistische Signifikanz. Da es sich bei einer KHK um eine
multifaktorielle kardiovaskulare Erkrankung handelt, ist ein moglicher Effekt der SNPs
auf den Blutdruck vor dem Hintergrund anderer Faktoren, welche die DDAH-Aktivitat

beeinflussen, wahrscheinlich gar nicht zu erkennen.

Akbar und Kollegen [32] konnten bereits fiir Polymorphismen im DDAH1-Gen zeigen,
dass die untersuchten Polymorphismen alleine keinen signifikanten Zusammenhang
mit einer Praeklampsie zeigten. Unter Annahme einer gemeinsamen Vererbung, d.h.

durch das Vorliegen von Haplotypen, ergab sich jedoch ein erhdéhtes
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Praeklampsierisiko. Mdglich ware auch eine Verstarkung des Effektes durch das

Vorhandensein eines Haplotyps.

Betrachtet man die Lokalisation der drei DDAH2-Polymorphismen auf dem Gen, so
liegen der -1151 C/A- und der -449 G/C-Polymorphismus am dichtesten am
Translationsstart in Exon 2. Die Nahe zum Translationsstart, der geringe Abstand
zueinander und die Tatsache, dass in den klinischen Studien der -1415C/A-Poly-
morphismus keine wesentlichen Effekte zeigte, waren die Grinde nur den -1151 C/A

und den -449 G/C-Polymorphismus in die Haplotypanalysen mit einzubeziehen.

In der MONICA-Studie war das -1151A- und das -449G-Allel bereits mit einem
erhohten Risiko an einer Hypertonie zu erkranken verbunden (Odds ratio 1,70 bzw.
1,80). Der gleiche Zusammenhang zeigte sich fir den Haplotyp H3 (-1151AA- und
-449GG-Genotyp) mit einem um ca. 75% erhohten Risiko einen Hypertonus zu haben.
Eine Verstarkung des Effekts durch den Haplotyp war nicht zu erkennen. In der iP4-
Studie konnte ein Zusammenhang zwischen dem Haplotyp und dem arteriellen
Blutdruck gezeigt werden. Trager des Haplotyps H3 hatten im Vergleich zu den
restlichen Genotypen einen hdheren diastolischen und systolischen Blutdruck. Doch
auch in dieser Studie war keine wesentliche Verstarkung des Effektes zu erkennen. In
beiden Studien treten kombinierte Effekte der Allele auf, sind aber im Vergleich zu den

Einzeleffekten nicht starker ausgepragt.

In der DDAH1-Polymorphismus-Studie konnte eine Veranderung des SDMA/ADMA-
Verhaltnisses im Zusammenhang mit dem DDAH1 Thr87Met-Polymorphimsus gezeigt
werden. Der Polymorphismus befindet sich im kodierenden Bereich des Gens und hat
einen Aminosaureaustausch zur Folge. Dies kénnte zu einer Erhéhung bzw. zu einer
Verminderung der DDAH1-Aktivitat flhren, aus der erniedrigte/erhohte ADMA-
Plasmakonzentrationen resultieren konnten. In einer finnischen Studie mit 132 Frauen,
die an Praeklampsie erkrankten, konnte ein direkter Zusammenhang zwischen
DDAH1-Haplotypen und einem erhohten Risiko fir eine Praeklampsie festgestellt
werden [32]. Die Ergebnisse aus dieser finnischen Studie sind Indizien fiir eine
wichtige Funktion der DDAH1 in Bezug auf den NO-Stoffwechsel. In der DDAH1-
Polymorphismus-Studie zeigten Trager des heterozygoten Allels ein hoheres
SDMA/ADMA-Verhaltnis, was auf eine erhohte DDAH1-Aktivitat hindeuten konnte.
Diese Ergebnisse sind ebenfalls ein Indiz flir einen mdglichen Zusammenhang,
mussten in Studien mit groRerer statistischer Aussagkraft noch genauer untersucht

werden.
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5.2.1 Ausblick

Trotz der deutlichen Effekte der DDAH2-Polymorphismen auf den Blutdruck oder eine
Hypertonie bleibt zu bedenken, dass eine einzige genetische Variation nur einen
kleinen Anteil am komplexen Phanotyp einer Erkrankung ausmacht und eventuell auch

populationsspezifisch sein kann.

Projekte, wie das internationale Hap Map-Projekt, tragen erheblich zu der Auffindung
von verschiedenen Allelvarianten und moglichen Haplotypen wund deren
populationsspezifische Verteilung im menschlichen Genom bei. Die Daten kénnen
dann von anderen Forschern genutzt werden, um eine eventuelle Verbindung
zwischen einer bestimmten Allelvariante und dem Risiko fir eine Erkrankung
herzustellen. Auch die so genannten high-throughput-screening-Techniken, die es
zurzeit ermdglichen in einer einzigen DNA-Probe bis zu 1 Mio. SNPs zu detektieren,
werden in Zukunft immer mehr an Bedeutung gewinnen und das Aufdecken von

krankheitsspezifischen Genen beschleunigen.

5.3 eNOS-Polymorphismus

Neben anderen kardiovaskularen Risikofaktoren fiihrt eine Hypercholesterinamie zu
einer endothelialen Dysfunktion, die auf eine gestérte Synthese und/oder Aktivitat der
NO-Synthese durch die eNOS zurlickzuflihren ist. Statine fihren zu einer
Verbesserung der endothelabhangigen, NO-vermittelten Vasodilatation [69]. In vitro
fihren Statine an kultivierten Endothelzellen zu einer Hochregulation der Gen-
expression der endothelialen NO-Synthese. Diese Hochregulation der eNOS Iasst sich
aus dem Wirkmechanismus der Statine erklaren: Nebenprodukte der Cholesterin-
biosynthese — Farnesylpyrophosphat oder Geranylpyrophosphat — sind an der
Aktivierung/Inaktivierung von Rho-Proteinen beteiligt, die u.a. die Genexpression der
eNOS beeinflussen. Eine Hemmung der Cholesterinbiosynthese und somit auch die
Hemmung der Bildung von Zwischenprodukten fuhrt dann zu einer Hochregulation der
Expression der eNOS [70].

In einer Metaanalyse von 53 klinischen Studien mit insgesamt 40.413 Patienten
konnten Pereira und Kollegen [71] einen Zusammenhang zwischen dem 298Asp-Allel
und einer erhdhten Pravalenz einer Hypertonie bei Patienten mit Hypercholesterinamie

zeigen.
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In der Atorvastatin-Studie konnte zu Beginn der Studie in vivo kein Zusammenhang
zwischen dem GIlu298Asp-Polymorphismus und der NO-Synthese, in Form der
'*N-Nitrat-Ausscheidung, gezeigt werden. Nach Behandlung (iber sechs Wochen mit
Atorvastatin zeigte die NO-Synthese in vivo flr Trager des Glu298-Allels einen
signifikanten Anstieg. Die Verminderung der NO-Synthese durch das 298Asp-Allel
erreichte in dieser Studie keine Signifikanz. In der Placebo-Gruppe konnte in vivo kein
Anstieg der NO-Synthese gezeigt werden. In dieser Studie konnte erstmals gezeigt
werden, dass der positive Effekt des Atorvastatins auf die NO-Synthese durch das
Vorliegen des Glu298-Allels unterstitzt wird. Im Hinblick auf die Ergebnisse der
Metaanalyse von Pereira und Kollegen [71] ware eine mdgliche Aufhebung des
positiven Effekts des Atorvastatin durch das 298Asp-Allel denkbar. Doch um diese
Effekte genauer zu untersuchen, sind gréfiere Studienpopulationen mit einer gréReren

statistischen Aussagekraft notig.
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6 Zusammenfassung

Asymmetrisches-Dimethyl-Arginin  (ADMA) ist ein endogener Inhibitor der NO-
Synthase. Beim Menschen ist eine erhohte ADMA-Plasmakonzentration unter anderem
mit einer endothelialen Dysfunktion, mit Hypertonus und mit einer erhdhten
Gesamtmortalitat assoziiert. Die ADMA-Plasmakonzentration in vivo wird wesentlich
durch die Aktivitat der Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase (DDAH) bestimmt, die
beim Menschen in zwei Isoformen - DDAH1 und DDAH2 - vorkommt. Bisher fehlen
geeignete Human- und Tiermodelle wie Polymorphismen und Knock-out-Mause, um
die DDAH als mdgliches Ziel fir pharmakologische Interventionen untersuchen zu

kbnnen.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde deshalb der Grundbaustein fur die Generierung von
DDAH1- und DDAH2-Knock-out-Mauslinien gelegt. Fir die DDAH1 wurde ein
klassischer Knock-out-Vektor kloniert und die erforderlichen Genotypisierungs-
methoden etabliert. Auf Basis eines konditionalen DDAH2-Targetingvektors, wurden
erfolgreich konditionale DDAH2-Mause (F1-Generation) generiert, welche fir die
Verpaarung mit Cre-exprimierenden Mausen bereit stehen. Auch fir diese Mauslinie

wurden parallel die erforderlichen Genotypisierungsmethoden etabliert.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden genetische Polymorphismen der eNOS und der
DDAH1 bzw. DDAH2, die die Enzym-Expression und/oder Aktivitat beeinflussen
konnten identifiziert und in klinischen Studien untersucht. Fur die rs805304 (-1151
C/A), rs805305 (-449 G/C) Polymorphismen der DDAH2 konnte bei Patienten mit
pulmonaler Hypertonie dabei erstmals ein Zusammenhang mit dem Blutdruck gezeigt
werden. In zwei weiteren Studien konnte fir diese beiden Polymorphismen erstmals

ein Zusammenhang mit einer erhdhten Pravalenz der Hypertonie gezeigt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden somit die Grundlagen flr die nahere
Charakterisierung der DDAH Isoformen im Tiermodell gelegt und moégliche humane

Modelle eines gestérten ADMA-Metabolismus identifiziert.
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7 Summary

Asymmetrical dimethyl arginine (ADMA) is known as an endogenous inhibitor of the
NO synthase. In humans elevated ADMA levels are associated with endothelial
dysfunction, hypertension, and increased mortality. In vivo ADMA levels are regulated
by dimethylarginine dimethylamino hydrolase (DDAH) activity, an enzyme which in
humans occurs in two isoforms (DDAH1 and DDAHZ2). So far appropriate human and
animal models for dysregulation of ADMA metabolism like polymorphisms or knock-out

mice to determine the pharmacological relevance of DDAH are missing.

In the first part of this work the crucial steps in the generation of DDAH1- and DDAH2-
knock-out- mouse lines are presented. For DDAH1 a classical targeting vector and
genotyping methods were generated. For DDAH2-knock-out mice a targeting vector for
a conditional knock-out and corresponding genotyping methods were generated. The
DDAH2 knock-out mouse line was successfully generated up to the F1 generation and

mated to cre-expressing mice.

In the second part of this work genetic polymorphisms of eNOS and DDAH, which

could effect enzyme activity were identified and studied in clinical settings.

For the first time a correlation between two DDAH2 polymorphisms rs805304 (-1151
G/A) and rs805305 (-449 G/C) and blood pressure in patients with pulmonary
hypertension could be shown. In two further studies an association between these two

polymorphisms and an increased prevalence of hypertension was identified.

In summary this work provided the basic foundation to characterise DDAH isoforms in
animal models and further identified possible human models of a defective ADMA

metabolism.
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8 Abktlrzungsverzeichnis

6MGT
ADMA
Asp
ATP
BMI
BSA
CAT
CF6
DBP
DDAH
DMSO
DNA
dNTP
DT
EDTA
eNOS
FCS
G418
GCAD
Glu
HWE
iINOS
KHK
LD
LIF
L-NMMA
MEF
MMC
MRV
Neo
nNOS
NO
NOS

6-Minuten-Gehtest
Asymmetrisches-Dimethyl-Arginin
Asparaginsaure
Adenosin-Triphosphat

Body Mass Index

Bovine Serum Albumine
Cationic-Aminoacid-Transporter
Coupling factor 6

Diastolic Blood Pressure
Dimethylarginin-Dimethylamino-Hydrolase
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
Desoxynukleosidtriphosphat
Diphterie Toxin
Ethylendiamintetraessigsaure
endothelialeNO-Synthase
Fotales Kalberserum

Geniticin

Graft Coronary Artery Disease
Glutaminsaure

Hardy Weinberg Equilibrium
induzierbare NO-Synthase
Koronare Herzkrankheit
Linkage Disequilibrium
Leukemia Inhibitory Factor
Monomethylarginin

Mouse Embryonic Fibroblast
Mitomycin C

mesenteric resistance vessels
Neomycin

neuronale NO-Synthase

Nitiric Oxide; Stickstoffmonoxid
Nitric Oxide Synthase; NO-Synthase
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PBS
PCR
PRMT
RNA
ROS
SBP
SD
SDMA
SDS
siRNA
SNP

Phosphat buffered saline
Polymerase Ketten Reaktion
Protein-Arginin-Methyl-Transferase
Ribonukleinsaure

Reactive oxygen species

Systolic Blood Pressure
Standardabweichung
Symmetrisches-Dimethyl-Arginin
Natriumdodecylsulfat

short interference RNA

single nucleotide polymorphism
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