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1. Arbeitshypothese und Fragestellung

Asymmetrisches Dimethylarginin (ADMA) ist ein Methylderivat der Aminosaure

L - Arginin und ein endogener Inhibitor der Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS).
ADMA wird in vielen Studien als ein Marker und Mediator fir endotheliale
Dysfunktion beschrieben und gilt als Risikofaktor kardiovaskularer Erkrankungen.

Praeklampsie ist eine haufige Erkrankung in der Schwangerschaft und eine der
bedeutendsten Ursachen perinataler Morbiditdt und Mortalitat. Bislang konnten die
genauen pathogenetischen Vorgange der Praeklampsie nicht abschlieBend geklart
werden. Bisherige klinische Studien haben gezeigt, dass die ADMA-
Plasmakonzentration bei Frauen mit Praeklampsie erhéht ist. Es ist jedoch wenig
Uber den zeitlichen Verlauf der ADMA- Plasmakonzentration in einer normalen
Schwangerschaft bekannt.

ADMA wird hauptsachlich von dem Enzym Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase
(DDAH)  metabolisiert. Eine  mdégliche Ursache fir erhdhte ADMA-
Plasmakonzentrationen kdnnte eine verringerte Expression oder Aktivitdt der DDAH
sein, die durch einen Einzelbasen-Polymorphismus (single nucleotide polymorphism
SNP) verursacht werden.

Um Vergleichswerte fir eine prazise Einordnung der ADMA-Konzentration im Verlauf
der Schwangerschaft zu erhalten und die Rolle von Einzelnukleotid-Polymorphismen
der DDAH zu ermitteln, werden im Rahmen der vorliegende Studie folgende

Fragestellungen untersucht:

= Wie verhalt sich die Konzentration von ADMA im Verlauf einer gesunden
Schwangerschaft?

= Besteht ein Zusammenhang zwischen ADMA, klinischen und laborchemischen
Parametern und Einzelbasen- Polymorphismen in den Genen der DDAH?



2. Einleitung

Die Praeklampsie ist eine Multisystemerkrankung, die sich bevorzugt an Niere und
zentralem Nervensystem manifestiert [1]. Die Inzidenz der Praeklampsie wird auf

2-8% aller Schwangerschaften geschéatzt [3,4,8]. Sie ist nach thromboembolischen
Ereignissen in Westeuropa die viert haufigste Ursache flr mutterliche Mortalitat [98].
Verschiedene Studien haben auBerdem gezeigt, dass mit einer Praeklampsie das
Risiko flr spatere kardiovaskulare Erkrankungen ansteigt [95-97]. Auch die
maoglichen Auswirkungen auf das Kind sind erheblich. GemaB der WHO st die
Praeklampsie eine der bedeutendsten Ursachen perinataler Morbiditat und Mortalitat
und kann zu intrauteriner Wachstumsretardierung und Friihgeburtlichkeit fihren [2,4].
Bisher konnten die genauen pathogenetischen Vorgange der Praeklampsie nicht
abschlieBend geklart werden, dennoch existieren zur Entstehung zahlreiche
Erklarungsmodelle. Ein Molekil, das in aktuellen Studien als méglicher Risikofaktor
fir die Genese einer Praeklampsie diskutiert wird, ist das asymmetrische
Dimethylarginin. ADMA wird in vielen Studien als ein Marker und Mediator flr
endotheliale Dysfunktion beschrieben und als solcher auch in Zusammenhang mit
der Entstehung von kardiovaskularen Erkrankungen, chronischen
Nierenerkrankungen und Diabetes gebracht [99-102]. Da es bis heute kaum
praventive Behandlung der Praeklampsie gibt, ist eines der wichtigsten Mittel zur
Verringerung der Komplikationsrate die friihzeitige Diagnose. In dieser Studie soll der
zeitliche Verlauf der ADMA-Konzentration im Plasma gesunder Schwangerer
untersucht werden, um Vergleichswerte flr eine prazise Einordnung der ADMA-
Konzentrationen im Verlauf der Schwangerschaft zu erhalten. Zudem sollen
Einzelbasen-Polymorphismen des Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase-Gens
untersucht werden. DDAH ist am Abbau von ADMA beteiligt, so dass eine
verminderte Aktivitdt des Enzyms flir erhdhte Plasmakonzentrationen von ADMA

verantwortlich sein kénnte [4].

2.1 Praeklampsie

2.1.1 Definition und Diagnosekriterien

Die Praeklampsie ist definiert als ein schwangerschaftsassoziierter Bluthochdruck
von Uber 140/90 mmHg und einer Proteinurie von mindestens 300 mg/24h, die nach
der 20. Schwangerschaftswoche auftritt [5]. Die schwere Form der Praeklampsie ist
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definiert mit Blutdruckwerten von diastolisch 2110 mmHg, systolisch = 160 mmHg
und einer Proteinurie von =25 mg im 24h-Urin [5,6]. Davon abzugrenzen ist die
Gestationshypertonie, die nach der 20. Schwangerschaftswoche Blutdruckwerte =
140/90 mmHg ohne Proteinurie aufweist und zwdlf Wochen nach der Geburt
regredient ist [7]. Das HELLP-Syndrom (Hamolyse, erhéhte Leberenzyme und
Thrombozytopenie) und die Eklampsie sind Sonderformen der Praeklampsie. Die
Praeklampsie ist durch eine verminderte uteroplazentare Perfusion gekennzeichnet.
Eine dopplersonographisch messbare Widerstandserhéhung in den Aa. uterinae ist
bei Praeklampsiepatientinnen haufig nachweisbar [1]. Zudem kann bei einer
Praeklampsie eine Thrombozytopenie vorliegen. Auch Veranderungen der renalen
Funktion sind zu beobachten, wie beispielsweise ein erhéhter Kreatinin — und
Harnsaurespiegel [6].

2.1.2 Risikofaktoren

Die Kenntnis von Risikofaktoren fir die Entwicklung einer Praeklampsie und deren
gezielte Erfassung durch Anamnese und erweiterte Diagnostik spielt eine wichtige
Rolle in der Beratung und Betreuung von Schwangeren. Bekannte Risikofaktoren, im
Verlauf der Schwangerschaft eine Praeklampsie zu entwickeln, sind eine positive
Familien-und Eigenanamnese [1], Nulliparitdt [1], Mehrlingsgraviditat [6], hohes
maternales Alter [1], Adipositas (2-3-faches Risiko bei BMI >26) [2], starke
Gewichtszunahme in der Schwangerschaft (2-4-faches Risiko bei Gewichtszunahme
>1 kg/Woche), Diabetes mellitus [6] und chronischer Bluthochdruck.

2.1.3 Pathophysiologie

Die genauen pathophysiologischen Vorgange bei der Entstehung der Praeklampsie
sind noch ungeklart. Es wird jedoch angenommen, dass die Entwicklung einer
Praeklampsie in zwei Schritten erfolgt. Zu Beginn steht eine gestdrte Plazentation in
der ersten Hélfte der Schwangerschaft. In der zweiten Hélfte erfolgt die Reaktion des
mutterlichen Organismus und die Manifestation klinischer Symptome, die von
zahlreichen klinischen und experimentellen Studien in Zusammenhang mit einer
endothelialen Dysfunktion gestellt wird [4,8,80-82]. Es existieren verschiedene
Erklarungsmodelle zur Entstehung der Praeklampsie:



» Reduktion der plazentaren Durchblutung infolge gestérter Plazentation und
Angiogenese [4].

= Maladaption des mdutterlichen Immunsystems an die Interaktion zwischen
maternalem und fetalem Gewebe [3,4].

= Vermehrtes Vorkommen von nicht veresterten Fettsduren, das eine
Hyperlipiddmie zur Folge haben kann. Die Hyperlipiddmie kann zu einer
endothelialen Dysfunktion fihren und so zu der Entstehung einer
Praeklampsie beitragen [9].

= Abgabe von I8slichen Faktoren in den mdutterlichen Kreislauf infolge einer
hypoxischen Plazenta [4,10,11].

= Ein Prostaglandin-Ungleichgewicht von vasodilatatierenden Prostazyklin und
Stickstoffmonoxid zugunsten vasokonstriktiven Thromboxan A, kann zu
endothelialer Dysfunktion fihren [3,6].

= Asymmetrisches-Dimethylarginin-ADMA ist als kompetitiver Inhibitor der NO-

Synthase mit dem Auftreten einer endothelialen Dysfunktion assoziiert [2].

2.1.4 Asymmetrisches Dimethylarginin und endotheliale Dysfunktion

Mehrere Studien haben gezeigt, dass ADMA als kompetitiver Inhibitor der NO-
Synthase mit dem Auftreten endothelialer Dysfunktion assoziiert ist [24,99-102].
Waéhrend der Schwangerschaft konnten erhéhte ADMA- Konzentrationen im Blut zu
einem Mangel an Stickstoffmonoxid (NO) und so zu einer verminderten
Vasodilatation der BlutgefaBBe fihren. Dieser Mechanismus kénnte zur Entwicklung
einer Praeklampsie beitragen.

Buhimschi et al. [12] verwendeten in einer Studie die Infusion von N®-Nitro-L-Arginin
Methylester (L-NAME), einem Inhibitor der NO-Synthase, um bei Ratten Symptome
der Praeklampsie auszulésen. Aufgrund ihrer Ergebnisse vermuteten sie, dass bei
der Praeklampsie ein NO-Mangel vorliegen kénnte [12]. Tsukimori et al. [13]
untersuchten in einer Studie den Einfluss von L-NAME auf den Blutdruck von
schwangeren Ratten. Im Vergleich zu schwangeren  Kontrollratten, die eine
Natriumchlorididsung (NaCl) erhielten, fihrte die Applikation von L-NAME zu einem
signifikant erhdéhten Blutdruck. Bei einer Studie von Ebose et al. [14], die sich mit
Elektrolyt-und pH-Veranderungen bei schwangeren Ratten beschaftigte, wurde
ebenfalls L-NAME verabreicht. Auch hier waren bei den Ratten ein signifikant
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erhbhter arterieller Blutdruck und eine Proteinurie zu beobachten. Dieses sind
klinische Parameter, die bei einer Praeklampsie zu finden sind. Nevo et al. [15]
untersuchten in einer Studie den Einfluss von Isosorbid Dinitrat, einem NO-Donor,
auf die zerebrale Blutversorgung bei Schwangerschaftshypertonie und Praeklampsie.
Es konnte ein signifikanter Einfluss des NO-Donors auf den maternalen Blutdruck
und die Flussgeschwindigkeit beobachtet werden, jedoch nicht auf die zerebrale
Durchblutung [15].

2.2 Stickstoffmonoxid — NO

2.2.1 NO - Synthese

Stickstoffmonoxid wurde Anfang 1980 von Furchgott et al. als ,endothelium- derived
relaxing factor® (EDRF) beschrieben. Es ist ein wichtiger Mediator, der fur die
Funktion des Endothels und die Regulation des GefaBtonus eine entscheidende
Rolle spielt [84]. Die NO-Synthese im Endothel erfolgt mittels einer
kalziumabhangigen Isoform der NO-Synthase [17]. Das Enzym setzt NO von der
terminalen Guanidino-Stickstoffgruppe des L-Arginin frei, indem es L-Arginin zu L-
Citrullin oxidiert [18].

2.2.2 Funktion - NO

NO aktiviert nach Diffusion in die unter dem Endothel liegenden glatten Muskelzellen
die lésliche Guanylatzyklase und erhdht dort die intrazellulare Konzentration des
zyklischen Guanosinmonophosphates (cGMP) [19]. CGMP ist ein ,second
messenger”, der flr viele der biologischen Effekte von NO verantwortlich ist. Er flihrt
u.a. zu einer Relaxation der glatten Muskulatur und somit zu einer Vasodilatation der
BlutgefaBe [19]. Auf der Ebene der Zellinteraktion inhibiet NO die
Thrombozytenaggregation und die Adhasion von Monozyten und Leukozyten am
GefaBendothel [19,20]. Es hemmt zudem die LDL-Oxidation und die Proliferation von
glatten Muskelzellen [21,22]. Weiterhin reduziert es die Freisetzung von
Superoxidradikalen, welche an vielen inflammatorischen und zytotoxischen
Prozessen beteiligt sind [23]. Aufgrund dieser unterschiedlichen Funktionen wird NO
eine gefaBprotektive Wirkung zugeschrieben. NO kann durch guanidino-substituierte
Analoge von L-Arginin kompetitiv gehemmt werden [16,74]. Zu den Hemmstoffen
gehdren N-Monomethyl-L-Arginin (L-NMMA) und N-Nitro-L-Arginin (L-NNA) [16,74].
Vallance et al. [24] beschrieben 1992 erstmals asymmetrisches Dimethylarginin



(ADMA) als einen weiteren endogenen Inhibitor der NO-Synthase. Das isomere
symmetrische Dimethylarginin (SDMA) fuhrt hingegen nicht zu einer Hemmung der
NO-Synthase [85].

2.3 Asymmetrisches Dimethylarginin —- ADMA

2.3.1 Aufbau

Asymmetrisches Dimethylarginin ist ein Methylderivat der Aminosaure
L-Arginin und ein endogener Inhibitor der NO-Synthase [25]. Es wurde 1987 zum
ersten Mal von Ogawa et al. [26] aus den Nieren von Ratten isoliert.

HN HN CH, H,C—N CH, HN CH,
) >+ . >
HN HN CH, HN HN
H,N H,N H,N H,N
OH OH OH OH
(o) o) (o] (o]
L-Arginin ADMA SDMA L-NMMA

Abbildung 1: Strukturformeln von L-Arginin, ADMA, SDMA und L-NMMA [3]

2.3.2 Biosynthese

ADMA und SDMA werden ubiquitdr in allen Zellen des Korpers gebildet. Sie
entstehen durch zweifache posttranslationale Methylierung von L-Argininresten
innerhalb von Proteinen und anschlieBender Proteolyse [27,28]. Die Methylierung
erfolgt durch Protein-Arginin-Methyltransferasen (PRMTs) [27,28]. Es gibt
verschiedene  Typen der Protein-Arginin-Methyltransferase. = Asymmetrisch
methylierte Arginine werden durch PRMT Typ 1 synthetisiert und symmetrisch
methylierte Arginine durch PRMT Typ 2 [27,28]. Beide Typen der PRMT kénnen
auch nur eine Methylgruppe Ubertragen, dadurch entsteht N-Monomethyl-L-Arginin
[27,28]. Die Funktion der Methylierung von Argininresten innerhalb von Proteinen
konnte noch nicht abschlieBend geklart werden, sie wird jedoch mit Regulation der
Transkription,  Reparaturmechanismen der DNA, Signaltransduktion und

Proteininteraktionen in Zusammenhang gebracht [29]. Sowohl ADMA als auch SDMA
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werden im normalen Proteinumsatz hydrolytisch aus Proteinen freigesetzt. Bisher
wurde noch kein direkter Weg der ADMA-Synthese aus freiem L-Arginin im Zytosol
gefunden [29]. Somit kénnen sich die Methylierung in Proteinen und die Rate des

Proteinumsatzes entscheidend auf die Hohe der ADMA- Konzentration auswirken

[29].

-

~

. T T
L-Arginin —— ( NO-Synthase ) —— NO N
e +
L-Citrullin
CH3 CH3
L-Arginin L-Arginin
I |
Protein Protein —— > _— Dimethylamin

y
L-Citrullin

Renale Exkretion

/

Abbildung 2: Ubersicht der Synthese und Elimination von ADMA.

ADMA=Asymmetrisches Dimethylarginin, DDAH=Dimethylarginin-

Dimethylaminohydrolase, NO=Stickstoffmonoxid, PRMT=Protein-Arginin-
Methyltranferase. Modifiziert nach Béger [2]

2.3.3 Funktion

Asymmetrisches Dimethylarginin inhibiert alle drei Isoformen der NO-Synthase und
zu L-NMMA [86,87].
symmetrische Dimethylarginin fihrt hingegen zu keiner kompetitiven Hemmung der
NO-Synthase [85]. Der Mechanismus erfolgt vermutlich, indem ADMA und L-NMMA
L-Arginin aus seiner Bindungsstelle der NO-Synthase verdrangen [2]. Die Hemmung

ist in seiner Hemmstarke vergleichbar Das isomere

der NO- Synthase ist eine der wichtigsten Funktionen von ADMA, es scheint aber
noch weitere Angriffspunkte zu geben. ADMA und SDMA kompetitieren mit L- Arginin
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um den y+-Transporter, wodurch sie die L-Arginin-Aufnahme in die Zelle reduzieren
kénnen. Zudem scheinen sie im millimolaren Bereich die Na+/ K+ ATPase zu
hemmen [30,31]. Ein weiterer Angriffspunkt ist die  Arginin-Glycin-
Amidinotransferase. Studien haben gezeigt, dass die Verabreichung von L-NMMA
eine Entkopplung der NO-Synthase bewirkt und so zu einer vermehrten Bildung von
Superoxiden fuhrt [88,89]. Vermutlich kann ADMA die gleiche Reaktion bewirken
[29]. Superoxide gehdren zu den reaktiven Sauerstoffspezies. Da oxidativer Stress
ein bekannter Mechanismus flr die Entstehung einer endothelialen Dysfunktion ist,
kénnte ADMA auch auf diesem Wege zu der Entstehung einer Praeklampsie
beitragen [29].

2.3.4 Transport

ADMA st relativ stabil und kann zwischen Zellen diffundieren. Fickling et al. [90]
haben gezeigt, dass ADMA, welches innerhalb einer Zelle gebildet wird, fahig ist in
einer anderen Zelle die NO-Synthase zu hemmen. Dieser Mechanismus wurde an
Makrophagen und Endothelzellen untersucht [90]. Zudem werden ADMA und SDMA
im Austausch gegen L-Arginin Uber kationische Aminosauretransporter (CATS)
sowohl nach extrazelluldar als auch nach intrazellular transportiert [32]. Fallt
intrazellular vermehrt ADMA an, inhibiert es nicht nur die eNOS, sondern auch die
CATs und somit die zellulare Aufnahme von L-Arginin. Dadurch steht intrazellular der
eNOS weniger L-Arginin fur die NO-Produktion zur Verflgung.

2.3.5 Eliminierung

Die Eliminierung von ADMA kann Uber unterschiedliche Wege erfolgen. Die
Wichtigsten sind der enzymatische Abbau durch die Dimethylarginin-
Dimethylaminohydrolase und die Ausscheidung Uber die Niere [33]. Mehr als 70%
des zirkulierenden ADMAs werden von DDAH metabolisiert, wohingegen SDMA nicht
durch dieses Enzym abgebaut werden kann [33,34]. Die Elimination des
verbleibenden ADMAs erfolgt durch renale Exkretion [33]. Ein alternativer Abbauweg
von ADMA ist die Metabolisierung durch die mitochondriale Alanin-Glyoxylat-
Aminotransferase 2 (AGXT 2) [35]. AGXT 2 ist v.a. in der Niere und Leber lokalisiert
und nutzt ADMA als Amino-Donator [42]. Bei der Transamination wird ADMA zu a-
keto-6-(N,N-dimethylguanidino)-Valeriansaure (DGMV) abgebaut [35]. SDMA wird
nahezu vollstandig Uber die Niere ausgeschieden und kann ebenfalls durch AGXT2

metabolisiert werden [105,106].
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2.4 Dimethylarginin- Dimethylaminohydrolase — DDAH

2.4.1 Lokalisation

Die Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase wird in vielen Organen, vor allem in der
Leber, der Niere, im Pankreas und in Endothelzellen exprimiert [36]. Sie spaltet
ADMA hydrolytisch zu L-Citrullin und Dimethylamin [91,92]. Bisher wurden beim
Menschen zwei unterschiedliche Isoformen des Enzyms beschrieben. DDAH 1 ist auf
dem Chromosom 1 lokalisiert und DDAH 2 auf Chromosom 6 [93,94]. DDAH1 konnte
v.a. in Leber und Niere in Co-Lokalisation mit der neuronale Isoform der NOS
nachgewiesen werden [93,94]. DDAH2 wurde vorrangig im endothelialen Gewebe
zusammen mit der eNOS gefunden und wird auch in der Plazenta exprimiert [93,94].
Durch die plazentare DDAH kénnte die Plazenta wahrend der Schwangerschaft zur
Eliminierung von ADMA beitragen.

2.4.2 DDAH- Regulationsmechanismen der Enzymaktivitat

Die DDAH Aktivitdt und Expression ist bereits Gegenstand zahlreicher Studien
gewesen. Wang et al. [37] untersuchten mit Hilfe der RNA-Interferenz den Einfluss
der zwei DDAH Subtypen. Sie konnten zeigen, dass bei einer Hemmung der DDAH1
Expression die ADMA-Konzentration im Plasma um 30% erhdht ist. Es war jedoch
kein Effekt auf die BlutgefalBe zu beobachten. Die Hemmung der DDAH2 Expression
fihrte zu keiner veranderten ADMA-Plasmakonzentration, jedoch zu einer
verminderte Vasodilatation als Zeichen einer endothelialen Dysfunktion [37]. Hu et al.
[38] erzeugten fir eine Studie DDAH1-defiziente Mause. Die ADMA-Konzentration in
Plasma-und Gewebeproben war signifikant héher als beim Wildtyp. Auch der
Blutdruck war signifikant erhéht. Im Gegensatz zu einer friheren Studie wurde kein
Unterschied bei der Entwicklung und dem Wachstum der Mause beobachtet [38].
Obgleich die DDAH2-Expression in dieser Studie nicht beeinflusst wurde, war keine
DDAH Aktivitat in den getesteten Geweben messbar. Die Ergebnisse deuten darauf
hin, dass fur die Eliminierung von ADMA primar DDAH1 verantwortlich ist und
DDAH2 den Verlust von DDAH1 nicht kompensieren kann [38]. Im Gegensatz dazu
wurde in verschiedenen Studien die Uberexpression von DDAH1 untersucht. So
untersuchte Cooke et al. [36] die erhéhte Expression von DDHA1 in transgenen
Mausen. Sie fuhrte zu einer Halbierung der ADMA- Konzentration im Plasma.
AuBerdem wurde gezeigt, dass die Reduktion von ADMA mit einer Verdopplung der

renalen Exkretion von NO-Stoffwechselprodukten assoziiert ist. Dies spricht flr eine
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erhéhte NO-Synthese. Die erhéhte Aktivitdt der NO-Synthase fiihrte bei den
transgenen M&usen zu einem um 10% verminderten GefaBwiderstand im Vergleich
zum Wildtyp [36]. Auch Dayoub et al. [39] untersuchten die Uberexpression der
humanen DDAH1 in transgenen Mausen. Im Vergleich zum Wildtyp war die ADMA-
Plasmakonzentration erniedrigt und der systolische Blutdruck um 13 mmHg niedriger.
Dies ist méglicherweise auf eine gesteigerte NO-Synthese zurlickzuflihren. Zur Rolle
von DDAH2 im Metabolismus von ADMA existieren in der Literatur unterschiedliche
Angaben. Die Uberexpression von DDAH2 fiihrt ebenfalls zu erhdhter NO-Synthese
und vermehrter endothel-abhangiger Vasodilatation [40]. Auch wurde, wie oben
erwahnt, in einer Studie mit Hilfe der RNA-Interferenz eine verminderte
Vasodilatation, jedoch kein Effekt auf die Hohe der ADMA-Konzentration beobachtet
[37]. Im Gegensatz dazu wurden in einer anderen Studie bei Lysophosphatidylcholin
vermittelter Unterdrickung der DDAH2 Transkription und Aktivitdt eine erhdhte
ADMA-Konzentration und erniedrigte NO-Metabolite gefunden [41]. Weitere Studien
geben Hinweise darauf, dass DDAH1 und DDAH2 die Endothelfunktion unabhangig
von ADMA via Protein-Protein-Interaktion beeinflussen [40,42]. Die Aktivitat von
DDAH unterliegt zahlreichen Regulationsmechanismen. Ito et al. [43] haben in einer
Studie den Einfluss von oxidierten LDL und TNFa auf die Enzymaktivitat untersucht.
Der oxidative Stress, der durch diese Molekile herbeigeflihrt wurde, resultierte in
einer verminderten Aktivitdt von DDAH, jedoch nicht in einer reduzierten
Genexpression des Enzyms [43]. Die oxidative Inaktivierung der DDAH erfolgt
vermutlich durch die Modifikation eines Cysteinrestes im aktiven Zentrum, zudem
unterliegt der Cysteinrest einer Regulation durch Stickstoffmonoxid [29]. Bisher
konnte noch nicht geklart werden, ob oxidativer Stress zu einer irreversiblen
Hemmung von DDAH fihrt [29]. Die Hemmung durch NO ist reversibel [29]. So
scheinen eine erhdéhte NO- Konzentration oder Veranderungen im Redoxsystem,
Uber die Hemmung von DDAH zu einer erhéhten ADMA-Konzentration und somit zu
einer verminderten NO-Bildung zu flihren [29]. Eine andere Forschungsgruppe
konnte 2001 zeigen, dass auch Homocystein einen Einfluss auf die DDAH-Aktivitat
hat. Homocystein hemmt DDAH durch eine redoxvermittelte Reaktion und flhrt so zu
einer Erhéhung der ADMA Konzentration [44]. Zusammengefasst weisen diese
Daten darauf hin, dass eine verminderte Aktivitdt von DDAH zu einer Erh6hung der
Plasmakonzentration von ADMA fihrt und somit flr die Entstehung einer
endothelialen Dysfunktion mitverantwortlich sein kann [2].
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2.4.3 DDAH - Genetische Polymorphismen

Als Polymorphismus bezeichnet man das Auftreten von Sequenzvariationen in den
Genen einer Population. Per Definition muss die Auftretenshaufigkeit der
Genvariante = 1% sein, andernfalls spricht man von einer Mutation. Es werden drei
Arten von Sequenzvariationen unterschieden: 1.Insertion-und Deletions-
polymorphismen, 2. Multiplikationen und 3. Einzelnukleotidpolymorphismen. Bei
einem Einzelnukleotid-Polymorphismus kommt es zum Austausch eines Nukleotids
innerhalb des DNA-Molekdls. Liegt die Sequenzvariation im kodierenden Bereich
eines Gens, kann dies einen Aminosaureaustausch im entsprechenden Protein zur
Folge haben.

Sowohl fiir die DDAH1 als auch fir die DDAH2 sind Einzelnukleotid-Polymorphismen
beschrieben worden, die mdglicherweise zu einer veranderten DDAH-Expression
fihren bzw. in den Zusammenhang mit erhéhter Pravalenz von Hypertonus oder
Praeklampsie gestellt wurden [45-47]. 2004 fuahrte eine finnische Arbeitsgruppe
genetische Untersuchungen bei 132 Frauen mit Praeklampsie und einer gesunden
Kontrollgruppe durch. Bei der Analyse von Einzelnukleotid- Polymorphismen der
DDAH1 und DDAH2 Gene fanden sie sieben DDAH1 SNPs (IVS2-33, IVS3-7, c.561
(Ala187Ala), IVS4-68, 1IVS5-88, IVS-71, 3UTR + 16) aus denen sich, durch die
Maximume-Likelihood-Methode, vier Haplotypen (H1-H4) des DDAH1 Gens ergaben,
die mit unterschiedlichem Risiko flr die Entwicklung einer Praeklampsie assoziiert
waren [45]. Zwei von den vier Haplotypen (H2 und H3) korrelierten signifikant mit
dem Auftreten einer Praeklampsie wahrend der Schwangerschaft. Das groBte Risiko
bestand bei Patientinnen die beide Risikoallele trugen (Odds ratio: 3,93; Kl 95%)
[45]. Jones et al. [46] identifizierten in einer Studie einen Polymorphismus mit einer
Insertion/Deletion (6G/7G) in Position -871, innerhalb der Promoter-Region des
DDAH-2-Gens, der die basale Transkriptionsrate von DDAH-2 beeinflusst. Maas et
al. [47] untersuchten in einer Studie den Zusammenhang zwischen den
Polymorphismen -1151 A/C (rs805304) und -449 G/C (rs805305) in der Promotor-
Region des DDAH-2-Gens und der HOéhe des Blutdruckes, der Pravalenz von
Hypertonie und der kardialen Funktion. Ihre Ergebnisse zeigten einen
Zusammenhang zwischen den Polymorphismen und einer erhdhten Pravalenz von
Hypertonie, jedoch bestand kein Zusammenhang zu ADMA-Plasmakonzentration
und kardialer Funktion [47]. In einer neueren Studie von 2012 wurden zwei DDAH1

Polymorphismen (rs10158674, rs233115) in einer indianischen Population in Amerika
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untersucht [48]. Die Forschungsgruppe von Best et al. konnte jedoch keinen
signifikanten Zusammenhang zwischen der Pravalenz von Praeklampsie und den
einzelnen SNPs nachweisen [48].

In der vorliegenden Studie werden ein Polymorphismus der DDAH2, sowie acht
Polymorphismen der DDAH1 untersucht. Basis fir die Auswahlkriterien der
Einzelnukleotid—Polymorphismen sind bisherige Veréffentlichungen im
internationalen HapMap Projekt (HapMap project 2003) und Studien des Institutes flir
Klinische Pharmakologie und Toxikologie des Universitatsklinikum Hamburg-
Eppendorf. Basierend auf dem Verteilungsmuster des Kopplungsungleichgewichtes
(linkage disequilibrium, LD) von Proben der kaukasischen Bevélkerung, die im
internationalen HapMap Projekt (2003) genotypisiert wurden, wird versucht aus
jedem LD Block 1-2 SNPs (r2 = 0.8) auszuwahlen. DDAH 1 besteht aus sieben LD-
Blécken, DDAH2 aus einem. Tabelle 1 zeigt die Lokalisation des jeweiligen SNP im
Gen der DDAH, sowie die Minor allele frequency (MAF).

Tabelle 1: Einzelnukleotid-Polymorphismen der DDAH

DDAH Bereich |SNP MAF
DDAH2 |Promoter |rs805305 G=0.471/1029
DDAH1 Intron rs18582 G=0.327/715

DDAH1 |Intron rs2268667 A=0.2761/603
DDAH1 Exon rs233112 C=0.3622/791
DDAH1 Intron rs11161606 |[C=0.4011/876
DDAH1 Intron rs11161614 |G=0.1896/414
DDAH1 Intron rs1146381 A=0.4986/1089
DDAH1 Intron rs7555486 A=0.2193/479

DDAH1  |Intron rs506733 C=0.3333/728
DDAH=Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase, MAF=Minor allele frequency

SNP= Single nucleotide polymorphism
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2.5 ADMA wahrend Praeklampsie und gesunder Schwangerschaft

Fickling et al. [49] fuhrten 1993 eine Studie durch, in der sie die ADMA-
Konzentrationen im Plasma von nicht schwangeren Frauen, gesunden
Schwangeren, Schwangeren mit Gestationshypertonie und Praeklampsie
untersuchten. Sie fanden heraus, dass die gesunden Schwangeren, im Vergleich zu
den nicht schwangeren Frauen, signifikant niedrigere und die praeklamptischen
Frauen signifikant héhere ADMA- Werte aufwiesen [49]. In einer longitudinale Studie
von Holden et al. wurden niedrige ADMA-Konzentrationen im Blut von gesunden
Frauen zu Beginn der Schwangerschaft gefunden, diese gingen mit einem
physiologischen Blutdruckabfall einher. Im Laufe des dritten Trimenons stiegen
sowohl die ADMA-Werte, als auch der Blutdruck wieder an. In der Praeklampsie-
Gruppe konnte keine Reduktion der ADMA-Werte beobachtet werden [50]. Savvidou
et al. [51] haben 2003 den Zusammenhang von erhéhten ADMA-Konzentrationen im
Plasma, endothelialer Dysfunktion und Praeklampsie untersucht. Sie verglichen
hierbei den dopplersonographisch gemessenen Widerstand in den Aa. uterinae, die
Plasmakonzentration von ADMA und die flussvermittelte Dilatation der A. brachialis
(nicht invasive Methode, um eine endothelvermittelte Vasodilatation zu messen) von
gesunden und praeklamptischen Schwangeren. Dabei kamen sie zu dem Ergebnis,
dass Schwangere, die eine Praeklampsie entwickelten, sowohl einen erhéhten
plazentaren Widerstand, als auch signifikant erhéhte ADMA-Werte im Serum zeigen
[51]. Eine norwegische Arbeitsgruppe fand ebenfalls erhéhte Plasmakonzentrationen
von ADMA bei Frauen mit einer Praeklampsie im Vergleich zu gesunden
Schwangeren [52]. Sie untersuchten in lhrer Studie das Blut von praeklamptischen
Schwangeren, einer gesunden Kotrollgruppe und das Blut der Neugeborenen beider
Gruppen auf die Konzentration von ADMA, SDMA und L-Arginin. Die Beobachtungen
ergaben deutlich erhéhte Konzentrationen von ADMA, SDMA und L- Arginin im Blut
der Praeklampsiepatientinnen im Vergleich zur Kontrollgruppe. Bei den
Neugeborenen waren in der Gruppe der praeklamptischen Mitter die SDMA-Spiegel
erhéht und in beiden Gruppen die mediane ADMA-Konzentration im fetalen Kreislauf
drei Mal héher als im Kreislauf der Mutter [52]. Auch in vielen neueren Studien
wurden erhéhte ADMA-Werte im Plasma von praeklamptischen Frauen im Vergleich
zu gesunden Schwangeren gefunden [53-60]. Einzelne Studien haben keinen
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Unterschied der  ADMA-Plasmakonzentration = zwischen  gesunden  und
praeklamptischen Schwangeren gefunden [103,104].

Bezlglich einer veranderten DDAH-AKktivitat bei Praeklampsie bzw. bei erhdhten Zell-
ADMA-Konzentrationen existieren unterschiedliche Ergebnisse. Siroen et al. [61]
fanden keine signifikanten Unterschiede der DDAH-Aktivitédt in der Plazenta, des
fetomaternalen ADMA-Gradienten und der ADMA-Konzentration in der Plazenta
zwischen Schwangeren mit Praeklampsie und gesunden Schwangeren. Bei den
Probanden mit einem HELLP-Syndrom konnten sie jedoch eine erhdéhte ADMA-
Konzentration feststellen [61]. Eine histomorphologische Studie des Uterusgewebes
nach Hysterektomie von 52 Patientinnen zeigte jedoch eine Korrelation von ADMA-
Konzentration in endothelialen Zellen und der Intima-Media-Ratio (IMT) der uterinen
Arteriolen [62]. Zudem fanden die Forscher eine verminderte DDAH-AKktivitat bei den
Patientinnen mit einer erhéhten ZelllADMA Konzentration [62]. In einer neueren
Studie von Anderssohn et al. [59] wurde die ADMA-Plasmakonzentration sowie die
plazentare DDAH-Expression und Aktivitdt von 18 Frauen mit Praeklampsie und 28
gesunden Schwangeren gemessen [59]. Die plazentare DDAH-Aktivitdt konnte bei
der Gruppe mit Praeklampsie kaum nachgewiesen werden, in der Kontrollgruppe war
sie signifikant hdher. Die ADMA-Plasmakonzentration war bei den praeklamptischen
Frauen hoher als bei den gesunden Schwangeren. Der feto-maternale ADMA
Gradient war in der Praeklampsiegruppe geringer. AuBerdem war bei den erkrankten
Schwangeren die mRNA Expression von DDAH2 signifikant erniedrigt, wahrend die
PRMT1 Expression bei beiden Gruppen gleich war [59]. Zusammengefasst weisen
die Ergebnisse der Studien darauf hin, dass die Plasmakonzentration von ADMA in
einer normalen Schwangerschaft sinkt, wohingegen die Konzentration bei Frauen mit
Praeklampsie erhéht ist [49-60]. Zudem sind die ADMA-Werte bereits erhdht, bevor
klinische Symptome einer Praeklampsie auftreten [51,55]. Dieses Phanomen kénnte
fir die frihe Diagnose von Préaeklampsie genutzt werden. Es konnte noch nicht
sicher geklart werden, was die genauen Ursachen fur die erhhten ADMA-Werte bei
einer Praeklampsie sind. Die hohen ADMA-Konzentrationen im fetalen Blut und Urin
im Vergleich zur mutterlichen ADMA-Plasmakonzentration, sowie die niedrigere
DDAH-AKktivitat in der Plazenta deuten jedoch darauf hin, dass die Ursache in einer

verminderten DDAH-Aktivitat in der Plazenta liegen kdénnte.
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3. Material und Methoden

3.1 Genehmigung

Die vorliegende Studie wurde durch die Ethikkommission der Arztekammer Hamburg
bewilligt (UKE — KP 2004/006). Die Aufklarung der Frauen wurde mittels einer
standardisierten Aufklarungs- und Einverstédndniserklarung durchgefihrt. Es wurde
kenntlich gemacht, dass die Teilnahme freiwillig ist und die Studie jederzeit und ohne
Angabe von Griinden abgebrochen werden kann.

3.2 Studienverlauf und Datenerhebung

Die Rekrutierung erfolgte im ersten Trimenon in drei niedergelassenen
Frauenarztpraxen in Hamburg-Eimsbuttel und Hamburg-Eppendorf. Von den
Studienteilnehmern wurden im Verlauf der Schwangerschaft in jedem Trimenon eine
Blutprobe a 3 ml und eine Urinprobe gewonnen. Diese wurden im Zeitraum von Juli
2010 bis August 2011 entnommen. Die Blutproben wurden vends mit einer EDTA-
Monovette entnommen und bis zum Transport bei 4°C gelagert. Der Transport
erfolgte am gleichen oder darauffolgenden Tag der Blutentnahme. Die Blutproben
wurden bei 4°C und 2000 UPM (Umdrehungen pro Minute) zwanzig Minuten lang
zentrifugiert. Aus der zentrifugierten Blutprobe wurden je zwei Aliquots Serum a 600
ul mittels einer Eppendorf-Pipette enthommen und in einem 1,5 ml Eppendorf -
Gefal3 bei - 80°C bis zur weiteren Analyse gelagert. Der Blutkuchen verblieb in der
EDTA-Monovette und wurde ebenfalls bei -80° C gelagert. Mittels eines
Urinstreifenschnelltestes (U-Stix) wurde in den Praxen der Harnstatus der
Probandinnen erhoben. Mit dem Test wurde im Harn, semi-quantitativ, die Glukose-
Eiwei3- und Leukozytenkonzentration bestimmt und auf einer Skala von 0-3
angegeben. Zudem wurde der pH-Wert ermittelt. Die Messung des Blutdruckes
erfolgte am Oberarm mittels Blutdruckmanschette und Stethoskop auskultatorisch
nach Riva-Rocci in 5mmHg Schritten. Bei Studieneinschluss und in jedem Trimenon
wurden mit Hilfe eines standardisierten Fragebogens folgende anamnestische,
klinische und laborchemische Parameter erhoben:

= Alter bei Feststellung der Schwangerschaft
» Anzahl der Schwangerschaften und Geburten
=  Gewicht und KépergréBe
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3.3

NIBP (Nicht invasiv gemessener Blutdruck)

EiweiB-und Glukosevorkommen im Urin, mittels U-Stix
Medikamenteneinnahme wahrend der Schwangerschaft

Komplikationen in friheren Schwangerschaften (Frih-, Mangel-, und
Fehlgeburten, EPH- Gestosen, HELLP- Syndrom und Gestationsdiabetes)
Bekannte kardiovaskulare Risikofaktoren (Adipositas, Diabetes, Rauchen,
Hypertonie, Dyslipidamie)

Bekannte schwerwiegende Erkrankungen (Blutungs- und Thromboseneigung,
Herz, Leber, Nieren und ZNS- Erkrankungen)

Ein — und Ausschlusskriterien

Einschlusskriterien

Klinisch gesunde schwangere Frauen im ersten Trimenon

Ausschlusskriterien

3.4

3.4.1

Komplikationen in dieser Schwangerschaft (Friih-, Mangel-, und Fehlgeburten,
EPH- Gestosen, HELLP- Syndrom und Gestationsdiabetes)

Bekannte kardiovaskulare Risikofaktoren (Adipositas, Diabetes, Rauchen,
Hypertonie, Dyslipidamie)

Bekannte schwerwiegende Erkrankungen (Blutungs- und Thromboseneigung,
Herz, Leber, Nieren und ZNS- Erkrankungen)

Bestimmung der DDAH Polymorphismen

DNA Isolation aus Blutkuchen

Die DNA Isolation wurde mittels eines vorgefertigten Kits ,Nucleo Spin® Blood Quick

Pure® (Fa. Macherey-Nagel, Diren, Deutschland) durchgefihrt. Bis zu Beginn der
DNA Isolation wurden die Blutkuchen in EDTA-Monovetten 3 - 10 Monate bei - 80°C
gelagert. Fur die Lyse der Zellen wurde je 100 pl Blutkuchen und 100 pl

phosphatgepufferte Salzlésung (PBS) 1:1 in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefa3 pipettiert.

Nach Zugabe von je 25 pl Proteinase K und 200 pl BQ1 Pufferlésung wurden die

Proben 20 s lang gevortext und anschlieBend bei 70°C fiir 15 min inkubiert. Nach der

Inkubation wurden je 200 pl Ethanol pipettiert und die Proben erneut 20 s lang

gevortext. Fir die Bindung der DNA wurden Nucleo Spin® Blood Saulen in 2 ml
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Zentrifugenréhrchen platziert und mit den DNA-Lysaten beladen. Die Proben wurden
bei 11.000 * g 1 min lang zentrifugiert und der Durchfluss im Anschluss verworfen.
Die Séaule wurde erneut in einem 2 ml Zentrifugenrdéhrchen platziert, mit 350 pl
Pufferldsung BQ2 gewaschen und bei 11.000 * g 3 min lang zentrifugiert. Der
Durchfluss wurde verworfen. Die Trocknung der Nucleo Spin® Blood Séaule erfolgte
durch die 3 min dauernde Zentrifugation. Die S&ulen wurden in 1,5 ml Eppendori-
GefaBe gesetzt und die DNA mittels 50 ul vorgewarmter Pufferlésung BE (70°C)
eluiert. Die Proben wurden bei Raumtemperatur fir 1 min inkubiert und anschlie3end
bei 11.000 * g fur 1 min zentrifugiert.

3.4.2 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Konzentrationsmessung der isolierten DNA erfolgte mit Hilfe des Nano Drop®
1000 Spectrophotometers (Fa. Thermo Fisher Scientific, Wilmington, USA). Daflr
wurde je Probe 1 pl der isolierten DNA verwendet und die Konzentration bei einer
Wellenldange von 260 nm bestimmt. Eine Extinktion von 1 entsprach einer
Konzentration von 50 pg/ml doppelstrangiger DNA.

3.4.3 Bestimmung der DDAH1 und DDAH2 Polymorphismen mittels
real time — PCR

Die Bestimmung der DDAH1 und DDAH2 Polymorphismen erfolgte anhand eines auf
der Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction, PCR) basierenden
Verfahrens. Die PCR wurde im ABI PRISM 7900 HAT Thermocycler (Fa. Applied
Biosystems Inc., Carlsbad, USA) durchgefihrt.

Bei der PCR handelt es sich um eine Methode, bei der DNA-Abschnitte in vitro
amplifiziert werden [63]. Dieser Vorgang wird mit einer thermostabilen DNA-
Polymerase (Tag-Polymerase) in mehreren aufeinander folgenden Zyklen
durchgefihrt. Jeder Zyklus besteht aus drei Schritten. Zunachst erfolgt die
Denaturierung der DNA. Hierbei wird die doppelstrangige DNA auf 95°C erhitzt um
die Strange voneinander zu trennen. Danach wird rasch auf 60°C hinunter gekinhlt.
Nach dem Prinzip der spezifischen Basenpaarung folgt nun die Primerhybridisierung
(primer annealing) an die einzelstrdngigen DNA-Templates. Bei Primern handelt es
sich um Startermolekile aus DNA-Oligonukleotiden. Um eine spezifische DNA-

Sequenz zu amplifizieren, wird ein gegenlaufig orientiertes Primerpaar verwendet. In
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der Elongationsphase wird mittels der Tag-Polymerase der zwischen den Primern
eingeschlossenen Sequenzabschnitt vom 3° Ende aus synthetisiert. Das
entscheidende Prinzip der PCR ist die zyklische Wiederholung der einzelnen
Reaktionsschritte, wodurch der entsprechende Sequenzabschnitt exponentiell
vervielfacht wird [63].

FOr die Detektion von Einzelnukleotid-Polymorphismen ist in der Regel die
Durchfiihrung einer qualitativen PCR mit Endpunktmessung ausreichend. In der
vorliegenden Studie wurde jedoch eine quantitative real time-PCR mit
sequenzspezifischen Fluoreszenzsonden durchgefihrt, um mdégliche Probleme
wahrend der Messung feststellen zu kénnen. Dabei wurden nach jedem Zyklus die
PCR-Produkte Uber ein Fluoreszenzsignal quantifiziert. Die Fluoreszensintensitat
verhélt sich dabei direkt proportional zur Anzahl der neu gebildeten DNA-Strange.
Die Sonde besteht aus einem Oligonukleotid, einem 5° Fluoreszenz-Reporter und
einem 3‘ Quencher. Solange der Quencher an die Sonde gebunden ist wird das
Fluoreszenzsignal unterdrlickt. Die Sonde enthalt auBerdem einen 3‘ minor groove
binder (MGB). Der MGB ist ein Protein, das in die kleine Furche der DNA-
Doppelhelix bindet und dadurch die Bindung der Sonde stabilisiert. Er ermdglicht die
Verwendung von verkirzten Sonden und somit eine exakte Diskrimination der
gesuchten Sequenz, sowie die Detektion eines einzelnen Basenaustausches.
Wahrend der Elongation erreicht die Tag-Polymerase die Sonde, durch die 5°-3'-
Exonukleaseaktivitdit wird die Sonde hydrolisiert und Quencher und Reporter
voneinander getrennt. Das vorher durch den Quencher unterdrlckte
Fluoreszenzsignal wird nun sichtbar und fihrt zu einer messbaren
Fluoreszenzemission des Reporters. Da jedem Allel ein spezifisches
Fluoreszenzsignal zugeordnet ist, kann aus der jeweiligen Fluoreszenzemission auf
das entsprechende Allel geschlossen werden.

Die DDAH1und DDAH2 Polymorphismen (siehe Tabelle 1) wurden mit vorgefertigten
SNP-Assays (Fa. Applied Biosystems Inc., Carlsbad, USA) bestimmt. Daflir wurden
in 386 - Well PCR-Platten fiir jede Probe nach folgendem Schema pipettiert:

- 25 ngisolierte DNA

- 2,5yl Tag Man® Genotyping Master Mix (Fa. Applied Biosystems)

- 0,125 ul Tag Man® SNP Genotyping Assay Mix (Fa. Applied Biosystems)
- 2,375 ul Aqua dest.
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Tabelle 1: Einzelnukleotid-Polymorphismen der DDAH

DDAH Bereich [SNP MAF
DDAH2 Promoter [rs805305 G=0.471/1029
DDAH1 Intron rs18582 G=0.327/715

DDAH1 Intron rs2268667 A=0.2761/603
DDAH1 |Exon rs233112 C=0.3622/791
DDAH1 Intron rs11161606 |C=0.4011/876
DDAH1 Intron rs11161614 |G=0.1896/414
DDAH1 |Intron rs1146381 A=0.4986/1089
DDAH1 Intron rs7555486 A=0.2193/479
DDAH1 [Intron rs506733 C=0.3333/728

DDA H=Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase, MAF=Minor allele frequency

SNP-= Single nucleotide polymorphism

In der Negativkontrolle wurde die genomische DNA durch Aqua dest. ersetzt. Alle
Arbeiten wurden auf Eis durchgefiihrt. Die Platte wurde mit einer Folie verschlossen
und 1 min lang bei 1000 UPM abzentrifugiert. Die PCR erfolgte im ABI PRISM 7900
HAT Thermocycler (Fa. Applied Biosystems Inc., Carlsbad, USA) nach folgendem

Schema:

1. 50°C 2 min

2. 95°C 10 min

3. 92°C 15 s *40 Zyklen
4. 60°C 1 min

Die Auswertung des Assays erfolgte mittels der Gerate-Software SDS 2.3 (Fa.
Applied Biosystems Inc., Carlsbad, USA) durch den Allelic- Discremination-Plot.

3.5 Bestimmung von ADMA und SDMA im Blutplasma

3.5.1 Methode

Die ADMA - und SDMA-Plasmakonzentration wurde mittels der FlUssigkeits-
chromatographie Tandem-Massenspekirometrie (liquid chromtaography tandem
mass spectrometry, LC-MS/MS) bestimmt. Die Analyse der Proben erfolgte nach der

im Institut etablierten Methode, die im Folgenden kurz dargestellt wird [64,65].
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Bei der praktischen Durchfiihrung wurde geman der ,Standardarbeitsanweisung zur
Bestimmung von ADMA, SDMA und L-Arginin in Plasmaproben® des Laborbereiches
AG Klinische Pharmakologie Universitatsklinik Hamburg-Eppendorf vorgegangen.
ADMA und SDMA wurden nach Butylierung als entsprechende Ester bestimmt. Fir
die Bestimmung von ADMA und SDMA wurde im Multiple Reaction Monitoring
(MRM) der Ubergang der lonen m/z 259.3 zu m/z 214, m/z 259.3 zu m/z 228, m/z
2453 zu m/z 172 und m/z 231.3 zu m/z 70 verfolgt. Durch Zusatz internen
deuterierten Standards konnte eine Quantifizierung erfolgen. Als interne Standards
wurden d6-ADMA, d6-NMMA und d7-Arginin zugesetzt.

3.5.2 Durchfiihrung

Das Plasma wurde, wie eingangs beschrieben, durch Zentrifugation gewonnen. Die
Stocklésung des internen Standards wurde 1:1000 mit Methanol verdinnt. Vorher
wurde der bei —20 °C gelagerte interne Standard auf Raumtemperatur gebracht.
Eine Multi Screen 96-Well-Filterplatte wurde auf einer 96-Well-Unterplatte
positioniert. Vom verdiinnten Standard wurden jeweils 100 ul in die Vertiefungen der
Multi Screen 96-Well-Platte pipettiert (Multipette), danach wurden 25 ul
Kalibrierlésung, bzw. Plasma, bzw. Qualitatskontroll-Lésung zugegeben. Die Platte
wurde bei Raumtemperatur 15 min geschittelt. Die Multi Screen 96-Well-Platte
wurde zusammen mit einer 96-Well-Polypropylenplatte bei 2000 UPM in einer
Plattenzentrifuge fir 15 min zentrifugiert. Nach Zentrifugation wurde der Erfolg
optisch kontrolliert. Die Polypropylenplatte wurde auf den Heizblock gestellt, der
zuvor auf 75°C geheizt wurde. Nach ca. 30 min, wenn die Flissigkeit komplett
verdampft war, wurde die Platte kurz unter den Abzug gestellt und je Vertiefung

100 ul butanolische Salzsdure zugegeben. Die Platte wurde mit einer Abdeckmatte
verschlossen. Die Platte muss gut verschlossen sein, um eine quantitative
Derivatisierung zu gewahrleisten. Die verschlossene Platte wurde bei 65°C 30 min
lang auf dem Heizblock geheizt. Danach wurde sie fir 1 min bei 2500 UPM (4°C)
zentrifugiert und die Abdeckmatte wurde wieder entfernt. Die butanolische Salzs&ure
wurde bei 75°C ca. 60 min lang auf der Heizplatte verdampft. Nach Abkilhlen auf
Raumtemperatur wurde die Platte mit einer Abdeckmatte verschlossen und bei -

20°C bis zur Messung gelagert.

Vor der Messung wurde mit einer Mehrkanalpipette in jedes Well 100 pl
Methanol/Wasser 50/50 (v/v), pH 5 (gepuffert mit HCOOH/NH3), gegeben. Flr das
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Lésen der Analyten wurden die 96 Well-Platten mit einer Klebefolie verschlossen und
30 min lang bei Raumtemperatur geschittelt. AnschlieBend wurden die Proben auf
eine neue Multi Screen 96-Well-Platte pipettiert (Mehrkanalpipette) und 5 min bei
2000 UPM (4°C) zentrifugiert. Die Messung auf dem Varian L1200 Triple Quadrupole
Massenspektrometer (Fa. Varian, Walnut Creek, CA, USA) erfolgte isokratisch mit
den HPLC Varian Pro Star Pumpen, 66% Acetonitril, 33 % (0,1 %ige) Ameisensaure.

Die Berechnung der Plasmakonzentrationen erfolgte durch die Star Workstation.
Angaben zur Messunsicherheit: Der Variationskoeffizient des Assays betragt ca. 3%.
Die Nachweisgrenze liegt bei 0.05 pM. Sind die Streuungen der Qualitatskontroll-
Proben fir Genauigkeit und Prazision >20%, so kommt es zur Wiederholung der
Platte.

3.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der klinischen und laborchemischen Parameter wurde
mit dem Statistik-Programm SPSS 18.0 fir Windows (Superior Performing Software
Systems Inc., Chicago, USA) und Graph Pad Prism 5.0 (Graph Pad Software Inc., La
Jolla, USA) durchgefiihrt. Die Normalverteilung der Daten wurde mit dem
Kolmogorow-Smirnow-Test geprift. Die Daten werden als Mittelwerte + SD
angegeben. Zum Vergleich der Mittelwerte mehrerer Gruppen wurde ein ANOVA-
Test angewendet. Um Zusammenhange von metrischen Variablen aufzuzeigen,
wurde der Korrelationskoeffizient nach Pearson verwendet. Fir die Untersuchung der
Abhangigkeit von Variablen wurden lineare Regressionsanalysen durchgefthrt. Flr
alle Analysen wurde ein Konfidenzintervall von 95% angewendet. Ein p-Wert von
<0.05 wurde als statistisch signifikant angesehen. Flr die Genotypen- Datenanalyse
wurde ein Test auf das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht durchgefiihrt.

25



4. Ergebnisse

4.1 Patientinnen

4.1.1 Basischarakteristika

In der Rekrutierungsphase wurden 65 Frauen in die Studie eingeschlossen.

Im Studienzeitraum entwickelten drei Probandinnen Komplikationen in ihrer
Schwangerschaft. Jeweils eine der Frauen hatte eine Praeklampsie, ein HELLP-
Syndrom und einen Gestationsdiabetes. Drei der Studienteilnehmerinnen erlitten
einen Abort. Insgesamt wurden diese sechs Frauen von der Studie ausgeschlossen.
Bei 59 Probanden wurden kontinuierliche Blutentnahmen zu definierten
Zeitintervallen durchgefiihrt. Die statistische Auswertung der laborchemischen und
klinischen Daten erfolgte bei diesen 59 Probanden. Die Tabelle 1 zeigt die
demographischen und klinischen Basischarakteristika der Studienteilnehmer:

Tabelle 2: Basischarakteristika und demographische Parameter

Alter (Jahre) 32+4
GréBe (cm) 168,8 £5,3
Gewicht vor Schwangerschaft (kg) 64 +11,3
BMI vor Schwangerschaft (kg/m?) 22,4+ 3,6
Nullipara (n, %) 33 (56%)
Multipara (n, %) 26 (44%)
Erstgravida (n,%) 27 (46%)
Multigravida (n,%) 32 (54%)

Die Daten sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung
bzw. Haufigkeit und Prozent

Neben den demographischen Daten wurden bei Studieneinschluss mit einem
standardisierten Fragebogen bestehende Vorerkrankungen, der Medikamentenstatus
und Komplikationen in frlheren Schwangerschaften erhoben. Folgende

Grunderkrankungen der Probanden bestanden bei Studieneinschluss:

» Hypothyreose n=4
» Faktor-V-Leiden n=2

Jeweils zwei  Probandinnen  nahmen zum  Zeitpunkt der  Studie

Blutgerinnungshemmer (Heparin und Acetylsalicylsdure) und vier Probanden
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L-Thyroxin ein. Eine der Frauen hatte eine Praeklampsie in einer vorhergegangen
Schwangerschaft. EIf Frauen hatten einen Abort und zwei Frauen eine Frihgeburt in
einer friheren Schwangerschaft. Eine der Studienteilnehmerinnen gab an, bis zu

Beginn der Schwangerschaft geraucht zu haben.

4.1.2 Klinische Parameter

Bei den Frauen wurden zum Zeitpunkt der Blutentnahmen definierte klinische
Untersuchungen durchgefiihrt. Aufgrund der pathogenetischen Zusammenhénge
wurden der systolische und diastolische Blutdruck, das Gewicht und der BMI der
Frauen erhoben. Tabelle 2 zeigt die klinischen Parameter zum jeweiligen Zeitpunkt
der Blutentnahme im ersten, zweiten und dritten Trimenon, sowie das Gewicht und

den BMI vor der Schwangerschaft.

Tabelle 3: Klinische Parameter

Vor , . ,
N=59 Schwangerschaft 1. Trimester 2.Trimester 3.Trimester P
Alter
Studienbeginn - 325+£40 - - -
(Jahre)
Gestationsalter
(Wochen) 10.3+29 22.6+2.9 31.9+21
SBP (mmHg) - 108.7+8.1 107.2+9.1 109.2+8.6 0.32
DBP (mmHg) - 66.2 + 8.1 66.2+73 653+6.3 0.62
Gewicht (kg) 64.0 + 11.3 66.2+11.3 70.9+109 76.1 +10.8 <0.001
BMI (kg/m?) 22.4+3.6 232+36 249+35 26.7+35 <0.001

Die Daten sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung
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Systolischer Blutdruck Diastolischer Blutdruck

150+ 1501
- I -
100+ 100+
(=2} )
- I
£ £ T
£ £
50+ 50-
p=0.32 p=0.62
0 L] L] L] 0 1 1 L]
1. 2, 3. 1. 2. 3.
Trimenon Trimenon
Abb. 3: Abb.4:
Systolischer Blutdruck im Verlauf der Diastolischer Blutdruck im Verlauf
der Schwangerschaft Mittelwert (KI 95%). Schwangerschaft Mittelwert (KI 95%).
Die Ergebnisse wurden mit einer ANOVA ermittelt. Die Ergebnisse wurden mit einer ANOVA ermittelt.

Der mittlere systolische und diastolische Blutdruck zeigte keine signifikante Anderung
im  Verlauf der Schwangerschaft (Abbildung 3 und 4). Analog zum
Schwangerschaftsfortschritt stiegen das mittlere Gewicht und der mittlere Body-
Mass-Index der Frauen signifikant an. Zudem wurde bei den Probandinnen mittels
eines Urinstreifenschnelltestes der Harnstatus erhoben. Dieser Test auf Glukose,
Eiweil3, Leukozyten und den PH-Wert zeigte bei keiner der Frauen Auffalligkeiten im
Sinne einer dreifach-positive Anzeige.
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4.2 Dimethylarginine

4.2.1 ADMA und SDMA Plasmakonzentration

Tabelle 4 und Abbildung 5 zeigen die mittlere ADMA-Plasmakonzentration im Verlauf
der Schwangerschaft.

Tabelle 4: ADMA-Plasmakonzentration (umol/l)

1.Trimenon 0,50 +£ 0,08
2.Trimenon 0,53 +0,07
3.Trimenon 0,55+0,12

Die Daten sind dargestellt als Mittelwert + SD

ADMA Plasmakonzentration

0.8+
*
—~ 0.6-
= -
S | = L
£
= 0.4-
<
=
[m)
< 0.2
p=0.005
0.0 1] T T
1. 2. 3.
Trimenon
Abb. 5:

ADMA-Plasmakonzentration im Verlauf
der Schwangerschaft Mittelwert (KI 95%).
Die Ergebnisse wurden mit einer ANOVA ermittelt.

Die mittlere ADMA-Pasmakonzentration stieg tber den Verlauf der Schwangerschaft
kontinuierlich an. Die Bonferroni post hoc Analyse zeigte, dass sich die Mittelwerte
der ADMA-Plasmakonzentration im ersten und dritten Trimenon signifikant
voneinander unterschieden (p= 0.005). Zwischen dem Mittelwert der ADMA-
Plasmakonzentration des ersten und zweiten Trimenons, sowie des zweiten und

dritten Trimenons gab es keinen signifikanten Unterschied.
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Tabelle 5: SDMA-Plasmakonzentration (umol/l)

1. Trimenon 0,39 + 0,06
2. Trimenon 0,42 + 0,07
3. Trimenon 0,43 + 0,08

Die Daten sind dargestellt als Mittelwert + SD

SDMA Plasmakonzentration

0.8+
— 0.6 *
©°
£ T =
= 0.4-
<
=
@
0.2
p<0.001
0.0 T T T
1. 2. 3.
Trimenon
Abb. 6:

SDMA-Plasmakonzentration im Verlauf der
Schwangerschaft Mittelwert (KI 95%).
Die Ergebnisse wurden mit eine ANOVA ermittelt.

Auch die mittlere SDMA-Pasmakonzentration stieg (ber den Verlauf der
Schwangerschaft an. Die Mittelwerte der SDMA-Plasmakonzentration im ersten und
dritten Trimenon unterschieden sich signifikant voneinander (p<0.001). Zwischen
dem Mittelwert der SDMA-Plasmakonzentration des ersten und zweiten Trimenons,

sowie des zweiten und dritten Trimenons gab es keinen signifikanten Unterschied.

4.2.2 ADMA - Plasmakonzentration und klinische Parameter

Es bestand zu keinem Zeitpunkt eine signifikante Korrelation zwischen der mittleren
ADMA-Plasmakonzentration und der Héhe des systolischen/diastolischen Blutdrucks
oder dem Body-Mass-Index; lediglich zwischen dem Alter und der mittleren ADMA-
Plasmakonzentration im 3. Trimenon gab es eine schwache Korrelation (p=0,05;
r=0,3).
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4.3 Einzelnukleotid — Polymorphismen der DDAH1 oder DDAH2

und ADMA-Plasmakonzentrationen

Bei den Studienteilnehmerinnen wurden die oben genannten acht Einzelnukleotid-
Polymorphismen der DDAH1 und DDAH2 und deren Einfluss auf die ADMA-
Plasmakonzentration untersucht. Bei drei SNPs der DDAH1 (rs18582, rs2268667,
rs233112) und einem SNP der DDAH2 (rs805305) konnte ein signifikanter
Zusammenhang mit der ADMA-Plasmakonzentration beobachtet werden. Dieser
stellte sich dar als Anstieg der ADMA-Plasmakonzentration von den Probandinnen,
die homozygot flir das major Allel waren bis zu den Probandinnen, die homozygot flr

das minor Allel waren.

4.3.1 DDAH1 Polymorphismus rs18582

Tabelle 6: ADMA-Plasmakonzentration nach Genotypen DDAH1 rs18582

AA (n=22) AG (n=30) GG (n=4) P
1. Trimenon ADMA 0.48 £0.07 0.50 +0.07 0.63 +£0.10 0.001
(umol/1)
2. Trimenon ADMA 0.52 +0.07 0.52 +0.07 0.60 +0.11 0.1
(umol/1)
3. Trimenon ADMA 0.52 +0.10 0.56 +0.13 0.65 +0.05 0.15
(umol/1)
ADMA Trimenon 0.51 £0.08 0.53+0.10 0.63 +0.09 <0.001
kombiniert (umol/l)

Die Daten sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung
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rs18582 AA (n=22) rs18582 AG (n=30)

1.0 1.0+
__0.8- __0.8- *
= =
g 0.6 g 0.6 T
2 r I T 2 T L
< 0.4 < 0.4-
2 2
0.24 0.2
p=0.47 p=0.01
0-0 T T T 0-0 T T T
1. 2, 3. 1. 2. 3.
Trimenon Trimenon
Abb. 7: Abb.8:
Mittelwerte (KI 95%) Genotyp AA Mittelwerte (KI 95%) Genotyp AG
im Schwangerschaftsverlauf. im Schwangerschaftsverlauf.
Die Ergebnisse wurden mit einer ANOVA ermittelt. Die Ergebnisse wurden mit einer ANOVA ermittelt.

rs18582 GG (n=4)

o
©
J

L 1=

e
(=2}
1

ADMA (umol/l)
o
+

0.2+
p=0.56
0.0 T ] ]
1. 2. 3.
Trimenon
Abb. 9:

Mittelwerte (KI 95%) Genotyp GG
im Schwangerschaftsverlauf.
Die Ergebnisse wurden mit einer ANOVA ermittelt.

Far den Polymorphismus DDAH1 rs18582 A>G konnte ein signifikanter Anstieg der
ADMA-Plasmakonzentration (p=0.01) im Verlauf der Schwangerschaft beobachtet
werden. Dieser war weniger ausgepragt fir den Genotyp AA und nicht nachweisbar

fir den Genotyp GG.
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DDAH1 rs18582

1.01

0.8 *

3 T

gos1 1+ T [

< 04[] |
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0.2

0-0 T T L]
AA AG GG

Genotyp
Abb.10:

Mittelwerte (KI 95%) der Genotypen
gesamte Schwangerschaft.

Die Ergebnisse wurden mit einer ANOVA ermittelt.

rs18582 2. Trimenon

0.8+
= 0.6 T
3 T T
£
= 0.4-
<
=
(a]
<C 0.21
0.0 T ] T
AA AG GG
Genotyp
Abb.12:
Mittelwerte (KI 95%) der Genotypen
2. Trimenon.

Die Ergebnisse wurden mit einer ANOVA ermittelt.

p<0.001

p=0.12

ADMA (umol/l)

rs18582 1. Trimenon

087 %

=< 0.6+ T

<}

2 T

~ 0 4_

<

=

(m]

<C 0.2+
0-0 T ] 1

AA AG GG
Genotyp

Abb.11:

p=0.001

Mittelwerte (KI 95%) der Genotypen

1. Trimenon.

Die Ergebnisse wurden mit einer ANOVA ermittelt.

rs18582 3. Trimenon

1.0
0.8
T

0.6 T T
0.4+
0.21 p=0.15
0.0 T ] T

AA AG GG

Genotyp

Abb.13:
Mittelwerte (KI 95%) der Genotypen
3. Trimenon.

Die Ergebnisse wurden mit einer ANOVA ermittelt.

Bei den Frauen mit dem Genotyp GG wurde im ersten Trimenon (p=0.001), sowie bei
den zusammengefassten Trimena (p<0.001) die im Mittel signifikant h6chste ADMA-

Plasmakonzentration gemessen.
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4.3.2 DDAH1 Polymorphismus rs2268667

Tabelle 7: ADMA-Plasmakonzentration nach Genotypen DDAH1 rs2268667

GG (n=20) AG (n=30) AA (n=5) P
1. Trimenon ADMA 0.48 +£0.08 0.49 £ 0,07 0.63 £0.09 <0.001
(umol/l)
2. Trimenon ADMA 0.51 £0.07 0.52 £0.07 0.58 £0.10 0.13
(umol/)
3. Trimenon ADMA 0.52 £0.05 0.55+£0.13 0.65 £0.10 0.13
(umol/l)
ADMA  Trimenon 0.51 +0.08 0.52 £0.09 0.62 £0.08 <0.001
kombiniert (umol/l)

Die Daten sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung
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rs2268667 GG (n=20) rs2268667 AG (n=30)

1.0 1.04
__ 0.8 __ 0.8 *
E 0.6 E 0.6 T
§$1+ = T 511 T
< 0.4- < 0.4-
: 2
0.2 0.2
p=0.29 p=0.02
0-0 | | | 0-0 | | |
1. 2. 3. 1. 2. 3.
Trimenon Trimenon
Abb.14: Abb.15:
Mittelwerte (KI 95%) Genotyp GG Mittelwerte (Kl 95%) Genotyp AG
im Schwangerschaftsverlauf. im Schwangerschaftsverlauf.
Die Ergebnisse wurden mit einer ANOVA ermittelt. Die Ergebnisse wurden mit einer ANOVA ermittelt.
rs2268667 AA (n=5)
1.0
_ 0.8
s | T T
2 o6l L
=
< 0.4
2
0.21 p=0.24
0.0 T ] 1
1. 2. 3.
Trimenon
Abb. 16:

Mittelwerte (KI 95%) Genotyp AA

im Schwangerschaftsverlauf.

Die Ergebnisse wurden mit einer ANOVA ermittelt.
Far den Polymorphismus DDAH1 rs2268667 G>A konnte ein signifikanter Anstieg
der ADMA-Plasmakonzentration (p=0.02) im Verlauf der Schwangerschaft
beobachtet werden. Dieser war weniger ausgepragt fir den Genotyp GG und nicht

nachweisbar fur den Genotyp AA.
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rs2268667
rs2268667 1. Trimenon

1.0
1.0
*
0.8- *
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< n=20 n=30 ~ T T
s 0.4 <
a s 0.4
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< 0.2
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GG AG AA GG AG AA
Genotyp Genotyp
Abb.17: Abb.18:
Mittelwerte (KI 95%) der Genotypen. Mittelwerte (KI 95%) der Genotypen
gesamte Schwangerschaft. 1. Trimenon.
Die Ergebnisse wurden mit einer ANOVA ermittelt. Die Ergebnisse wurden mit einer ANOVA ermittelt.
rs2268667 2. Trimenon rs2268667 3. Trimenon
1.0 1.0
0.8 _0.84
= = -
o T o
4 £ 0.6
£ 1 T £ 1 I
< 0.4- < 0.4-
2 2
<
- 0.2
0.2 p=0.13 p=0.13
0 0 T T T 0-0 T T T
GG AG AA GG AG AA
Genotyp Genotyp
Abb.19: Abb.20:
Mittelwerte (KI 95%) der Genotypen. Mittelwerte (KI 95%) der Genotypen
2. Trimenon. 3. Trimenon.
Die Ergebnisse wurden mit einer ANOVA ermittelt. Die Ergebnisse wurden mit einer ANOVA ermittelt.

Bei den Probandinnen mit dem Genotyp AA wurde im ersten Trimenon sowie bei
den zusammengefassten Trimena die im Mittel signifikant héchste ADMA-

Plasmakonzentration gemessen (p<0.001).
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4.3.3 DDAH1 Polymorphismus rs233112

Tabelle 8: ADMA-Plasmakonzentration nach Genotypen DDAH 1 rs233112

TT (n=19) CT (n=30) CC (n=8) P
1. Trimenon ADMA 0.47 +0.07 0.50 £ 0.07 0.59 +0.09 0.002
(umol/l)
2. Trimenon ADMA 0.52 +0.07 0.52 +£0.07 0.58 £0.10 0.11
(umol/)
3. Trimenon ADMA 0.52 +0.10 0.54+0.13 0.65 +0.04 0.03
(umol/l)
ADMA  Trimenon 0.51 +0.08 0.52+0.10 0.61 +£0.09 <0.001
kombiniert (umol/l)

Die Daten sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung
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rs233112 TT (n=19) rs233112 CT (n=30)

1.0 1.0
__0.8- __0.8-
? 0.6 ‘E 0.6 T
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0-0 1 T T 0-0 T T T
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Abb. 21: Abb.22:
Mittelwerte (KI 95%) Genotyp TT Mittelwerte (KI 95%) Genotyp CT
im Schwangerschaftsverlauf. im Schwangerschaftsverlauf.
Die Ergebnisse wurden mit einer ANOVA ermittelt. Die Ergebnisse wurden mit einer ANOVA ermittelt.
rs233112 CC (n=8)
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Abb. 23:

Mittelwerte (KI 95%) Genotyp CC
im Schwangerschaftsverlauf.
Die Ergebnisse wurden mit einer ANOVA ermittelt.

Fir den Polymorphismus DDAH1 rs233112 bei dem Genotyp CC ein signifikanter
Anstieg der ADMA-Plasmakonzentration (p<0.05) im Verlauf der Schwangerschaft
beobachtet werden. Dieser war weniger ausgepragt fiir die Genotypen CT und TT.
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Abb. 24:

Mittelwerte (KI 95%) der Genotypen
gesamte Schwangerschaft.
Die Ergebnisse wurden mit einer ANOVA ermittelt.

rs233112 2. Trimenon
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Abb. 26:
Mittelwerte (KI 95%) der Genotypen
2. Trimenon.

Die Ergebnisse wurden mit einer ANOVA ermittelt.

rs233112 1. Trimenon
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Abb.25:
Mittelwerte (KI 95%) der Genotypen
1. Trimenon.

Die Ergebnisse wurden mit einer ANOVA ermittelt.

rs233112 3. Trimenon
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Abb.27:
Mittelwerte (KI 95%) der Genotypen
3. Trimenon.

Die Ergebnisse wurden mit einer ANOVA ermittelt.

Bei den Frauen mit dem Genotyp CC wurde im ersten und dritten Trimenon (p<0.01,

p=0.03) sowie bei den zusammengefassten Trimena (p<0.001) die im Mittel

signifikant héchste ADMA-Plasmakonzentration gefunden.
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4.3.4 DDAH2 Polymorphismus rs805305

Tabelle 9: ADMA-Plasmakonzentration nach Genotypen DDAH2 rs805305

CC (n=32) CG (n=21) GG (n=5) p
1. Trimenon ADMA 0.52 +0.08 0.48 +0.08 0.51+£0.05 0.20
(umol/l)
2. Trimenon ADMA 0.54 +0.07 0.52 +0.08 0.46 +0.06 0.046
(umol/)
3. Trimenon ADMA 0.55+0.12 0.55+0.13 0.55 +0.07 0.95
(umol/l)
ADMA  Trimenon 0.54 +0.09 0.52+0.10 0.50 £0.07 0.22
kombiniert (umol/l)

Die Daten sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung
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rs805305 CC (n=32) rs805305 CG (n=21)
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Abb. 28: Abb.29:
Mittelwerte (KI 95%) Genotypen CC Mittelwerte (Kl 95%) Genotyp CG
im Schwangerschaftsverlauf. im Schwangerschaftsverlauf.
Die Ergebnisse wurden mit einer ANOVA ermittelt. Die Ergebnisse wurden mit einer ANOVA ermittelt.
rs805305 GG (n=5)
1.04
_ 0.8
=3 T T
Z I
s 0.4
2
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p=0.15
0.0 T T T
1. 2. 3.
Trimenon
Abb. 30:

Mittelwerte (KI 95%) Genotyp GG
im Schwangerschaftsverlauf.
Die Ergebnisse wurden mit einer ANOVA ermittelt.

Fir den Polymorphismus DDAH2 rs805305 -449 C>G konnte ein signifikanter
Anstieg der ADMA-Plasmakonzentration (p=0.05) im Verlauf der Schwangerschaft
beobachtet werden. Dieser war weniger ausgepragt flir den Genotyp CC und nicht

nachweisbar fir den Genotyp GG.
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Abb. 31:
Mittelwerte (KI 95%) der Genotypen

gesamte Schwangerschaft.
Die Ergebnisse wurden mit einer ANOVA ermittelt.
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Abb. 33:

Mittelwerte (KI 95%) der Genotypen
2. Trimenon.
Die Ergebnisse wurden mit einer ANOVA ermittelt.
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Abb.32:

Mittelwerte (KI 95%) der Genotypen

1. Trimenon.

Die Ergebnisse wurden mit einer ANOVA ermittelt.
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Abb.34:

Mittelwerte (KI 95%) der Genotypen

3. Trimenon.

Die Ergebnisse wurden mit einer ANOVA ermittelt.

Bei den Frauen mit dem Genotyp CC wurde im zweiten Trimenon die im Mittel

signifikant héchste ADMA-Plasmakonzentration gemessen (p=0.05).
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Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Studie beobachtet werden, dass fir
die DDAH1 bei den Frauen die homozygot fir das minor Allel waren im ersten
Trimenon und bei den zusammengefassten Trimena die signifikant hchste ADMA-
Plasmakonzentration nachgewiesen werden konnten. Zudem wurde fir die DDAH1
bei den Frauen die homozygot flir das minor Allel waren oder einen heterozygoten
Genotyp hatten ein signifikanter Anstieg der ADMA-Plasmakonzentration im Verlauf
der Schwangerschaft beobachtet.

Insbesondere ist noch aufgefallen, dass in der Gruppe der Frauen mit
Schwangerschaftskomplikationen, wie Praeklampsie oder HELLP-Syndrom, fir zwei
SNPs (rs 18585 und rs2268667) jeweils der heterozygote Genotyp nachgewiesen
werden konnte. Zudem war eine Probandin, die eine Praeklampsie entwickelte, fur
den SNP rs 233112 homozygot flir das minor Allel. Fir die genannten Genotypen
konnte in dieser Studie ein signifikanter Anstieg der ADMA-Plasmakonzentration im
Verlauf der Schwangerschaft beobachtet werden.

Fir weitere Einzelnukleotid-Polymorphismen wurde, beziglich der ADMA-

Plasmakonzentration, keine signifikanten Korrelationen festgestellt.
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5. Diskussion

Praeklampsie ist eine haufige Erkrankung in der Schwangerschaft und eine der
bedeutendsten Ursachen perinataler Morbiditat und Mortalitéat [4]. Bislang konnten
die genauen pathogenetischen Vorgange der Praeklampsie nicht abschlieBend
geklart werden. Bisherige klinische Studien haben gezeigt, dass die ADMA-
Plasmakonzentration bei Frauen mit Praeklampsie erhéht ist [49-60]. Es ist jedoch
wenig Uber den zeitlichen Verlauf der ADMA- Plasmakonzentration in einer normalen

Schwangerschaft bekannt.

Da es bis heute kaum praventive Behandlungsansatze der Praeklampsie gibt, ist
eines der wichtigsten Mittel zur Verringerung der Komplikationsrate die friihzeitige
Diagnose. Um Vergleichswerte fir eine prazise Einordnung der ADMA-
Konzentrationen im Verlauf der Schwangerschaft zu erhalten, ist es notwendig die
ADMA-Konzentration im Plasma wahrend einer normalen Schwangerschaft zu
kennen. Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, den zeitlichen Verlauf der
ADMA-Plasmakonzentration bei gesunden Schwangeren zu untersuchen. Zudem
wurden genetische Polymorphismen des abbauenden Enzyms Dimethylarginin-
Dimethylaminohydrolase analysiert, um herauszufinden, ob zwischen der ADMA-
Plasmakonzentration, klinischen und laborchemischen Parametern und den DDAH-

Polymorphismen Zusammenhange bestehen.

5.1 Anstieg der ADMA-Plasmakonzentration im Verlauf der
Schwangerschaft

In der vorliegenden Arbeit stieg die mittlere ADMA-Plasmakonzentration bei den
gesunden Frauen Uber den Verlauf der Schwangerschaft kontinuierlich an. Dies
stimmt mit den Ergebnissen anderer klinischer Studien Uberein [50, 56, 60]. Zudem
nahm auch die mittlere SDMA-Plasmakonzentration im Verlauf der Schwangerschaft
zu. In einer longitudinalen Studie haben Holden et al. [50] niedrige ADMA-
Konzentrationen im Blut von gesunden Frauen zu Beginn der Schwangerschaft
gefunden, diese gingen mit einem physiologischen Blutdruckabfall einher. Im Laufe
des dritten Trimenons stiegen sowohl die ADMA-Werte, als auch der Blutdruck
signifikant an. Zugleich war die mittlere ADMA Konzentration im Plasma bei nicht
schwangeren Frauen im Vergleich zu schwangeren Frauen signifikant héher [50].

44



Tabelle 10 zeigt eine Ubersicht von Studienergebnissen zum Verlauf der ADMA-
Plasmakonzentration wahrend einer normalen Schwangerschaft und von nicht

schwangeren Frauen.

Tabelle 10: ADMA-Plasmakonzentration in der Schwangerschaft und bei nicht Schwangeren
1.Trimenon 2.Trimenon 3.Trimenon Nicht Schwangere

ADMA pmol/I 0.4 0.52 0.56 0.82 (Holden et al.1998)
ADMA pmol/l 0.34 0.49 (Speer et al. 2008)
ADMA umol/l 0.51 0.52 0.58 (Rizos et al. 2012)

In der Schwangerschaft laufen unterschiedliche physiologische Veranderungen ab.
Durch einen verminderten systemischen GefaBwiderstand und einer Erhéhung der
Herzfrequenz steigt das Herzzeitvolumen an [66,67]. NO tragt wesentlich zu den
hamodynamischen Anpassungsvorgangen in der Schwangerschaft bei [68-71]. Es
steigert den Blutfluss in der Plazenta, setzt die Kontraktilitdt der glatten Muskelzellen
herab und ist an der Regulation der feto-plazentaren GefaBreaktivitat beteiligt [68-
71].

Mehrere Studien haben gezeigt, dass ADMA ein endogener Inhibitor der NO-
Synthase ist [16, 24, 29]. Kommt es wahrend der Schwangerschaft zu erhéhten
ADMA- Spiegeln im Blut, fihrt dies zu einem Mangel an Stickstoffmonoxid (NO) und

infolge dessen zu einer verminderten Vasodilatation der BlutgefaBe [2].

In der Frihschwangerschaft kénnte eine verminderte ADMA-Plasmakonzentration
Bestandteil der hamodynamischen Anpassung des Organismus sein. Die
verminderte ADMA-Plasmakonzentration kann eine erhdhte Bioverfligbarkeit von
Stickstoffmonoxid bewirken und somit zu einer vermehrten Perfusion und Relaxation
des Uterusgewebes beitragen. In der Spatschwangerschaft hingegen ist es méglich,
dass physiologisch erhdhte ADMA-Werte daran beteiligt sind, die NO induzierte
Wirkung zu antagonisieren und den Uterus auf die Geburt vorzubereiten.

Fir einen Anstieg von Plasma-Dimethylargininen im Verlauf der Schwangerschaft
kommen verschiedene Ursachen in Betracht. Ein modglicher Ausloser kdnnte eine
erhéhte Expression oder Aktivitdt von Protein—Arginin—Methyltransferasen sein, die
an der Synthese von Dimethylargininen beteiligt sind [27,28]. Eine weitere
Méglichkeit far einen Anstieg von Dimethylargininen ist der verminderte
enzymatische Abbau durch DDAH oder eine verminderte renale Ausscheidung.
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ADMA wird zu mehr als 70% durch Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase
metabolisiert, somit kdnnte auch eine verminderte DDAH—-Expression oder Aktivitat
zu einer Erh6hung der ADMA—-Plasmakonzentration beitragen [33,34].

5.2 Blutdruckdnderungen im Verlauf der Schwangerschaft

Im Verlauf einer normalen Schwangerschatt ist bis zum zweiten Trimenon ein leichter
Blutdruckabfall zu beobachten. Dabei nimmt der systolische Blutdruck nur gering, der
diastolische mit 10-15mmHg deutlicher ab [1,66]. Zwischen der 20. und 24.
Schwangerschaftswoche kdnnen die niedrigsten Blutdruckwerte gemessen werden
[1,66]. Bis zur Entbindung steigt der arterielle Blutdruck etwa auf das Niveau des
Ausgangswertes an [1,66].

In dieser Studie konnten die beschriebenen Blutdruckdnderungen nicht
nachvollzogen werden. Im Trend fiel der mittlere systolische Blutdruck bis zum
zweiten Trimenon leicht ab und stieg zum Ende der Schwangerschaft Uber den
Ausgangswert an. Insgesamt waren die Anderungen des mittleren systolischen und
diastolischen Blutdrucks im Verlauf der Schwangerschaft jedoch nicht signifikant.

Eine Ursache hierfir kénnten Probleme bei der methodischen Erfassung des
Blutdrucks gewesen sein. Die Deutsche Gesellschaft fur Gynakologie und
Geburtshilfe (DGGG) empfiehlt die Durchfiihrung der Blutdruckmessung wie folgt:
Die Messung ist manuell mit einer an den Oberarmumfang adaptierten Manschetten
durchzufiihren. Die erste Messung sollte nach einer zwei - bis dreiminitigen
Ruhephase in sitzender Position erfolgen. Die Messung ist primér an beiden Armen
und spater - bei geringen Differenzen - am rechten Arm zu messen [7]. In der
vorliegenden Studie konnten diese Bedingungen nicht vollstandig gewahrleistet
werden, da die Erhebung der Blutdruckwerte in den gynakologischen Praxen durch
unterschiedlich geschulte Mitarbeiter durchgefihrt wurde. Zudem haben
verschiedene Studien gezeigt, dass es, abhangig vom Untersucher, bei der
manuellen Blutdruckmessung zu erheblichen Unterschieden der Messergebnisse
kommen kann [75, 76]. Eine weitere Ursache kbénnte der Zeitpunkt der
Blutdruckmessung innerhalb der einzelnen Trimena gewesen sein. Die erste
Blutdruckmessung erfolgte vergleichsweise spat, am Ende des ersten Trimenons, im
Mittel um die 10.3 = 2.9 (MW * SD) Schwangerschaftswoche. Die letzte
Blutdruckmessung wurde zu Beginn des dritten Trimenons, im Mittel um die

31.9 £ 2.1 (MW = SD) Schwangerschaftswoche durchgefiihrt. Diese Gegebenheiten
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kénnten in der vorliegenden Studie zu den insgesamt geringen gemessenen
mittleren Blutdruckdnderungen Uber den Verlauf der Schwangerschaft beitragen
haben.

5.3 Korreliert die ADMA - Plasmakonzentration mit klinischen
Parametern?

Die Kenntnis von Risikofaktoren fir die Entwicklung einer Praeklampsie spielt eine
wichtige Rolle in der Beratung und Betreuung von Schwangeren. Da es bis heute
kaum praventive Behandlungen der Praeklampsie gibt, ist eines der wichtigsten
Mittel zur Verringerung der Komplikationsrate die friihzeitige Diagnose. Bekannte
Risikofaktoren, im Verlauf der Schwangerschaft eine Praeklampsie zu entwickeln,
sind u.a. ein erhdhter Blutdruck und ein BMI > 26 [2]. In bisherigen Studien konnte
gezeigt werden, dass bei Auftreten einer Praeklampsie die ADMA-Werte analog zu
einem erhdhten Blutdruck ansteigen [50,60]. In dieser Studie wurde untersucht, ob
auch in gesunden Schwangerschaften ein Zusammenhang zwischen der ADMA-
Plasmakonzentration und klinischen Markern, insbesondere der HOhe des
Blutdruckes und des BMI besteht.

In der vorliegenden Studie konnte zu keinem Zeitpunkt eine signifikante Korrelation
zwischen der mittleren ADMA-Plasmakonzentration und der Héhe des systolischen
oder diastolischen Blutdrucks nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse stehen im
Widerspruch zu den Ergebnissen von Holden et al. [50]. In dieser Studie ging der
physiologische Blutdruckabfall wéhrend einer gesunden Schwangerschaft im ersten
Trimenon mit signifikant verminderten ADMA-Werten einher. Uber den Verlauf der
Schwangerschaft stiegen sowohl der Blutdruck, als auch die ADMA-
Plasmakonzentration signifikant an [50]. Der fehlende Zusammenhang zwischen der
ADMA-Plasmakonzentration und der Héhe des Blutdrucks in der vorliegenden Studie
kébnnte aus den oben beschriebenen geringen systolischen und diastolischen

Blutdruck@nderungen im Verlauf der Schwangerschaft resultieren.
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5.4 Einzelnukleotid — Polymorphismen der DDAH im
Zusammenhang mit der ADMA - Plasmakonzentration

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob es einen Zusammenhang zwischen
der ADMA-Plasmakonzentration und verschiedenen Genotypen der DDAH1 und
DDAH2 bei Frauen wahrend einer gesunden Schwangerschaft gibt. Bei drei der
Einzelnukleotid-Polymorphismen der DDAH1 (rs18582, rs226866, rs233112) und
einem Polymorphismus der DDAH2 (rs805305) konnte ein signifikanter
Zusammenhang mit der ADMA-Plasmakonzentration beobachtet werden.

In dieser Studie wurde besonders am Anfang der Schwangerschaft ein starker
Zusammenhang zwischen der ADMA-Plasmakonzentration und bestimmten
Genotypen der DDAH festgestellt. Dies kénnte ein Hinweis daflir sein, dass
besonders zu Beginn einer Schwangerschaft genetische Aspekte eine gréBere Rolle
spielen und dass bei fortgeschrittener Schwangerschaft andere physiologische
Faktoren in den Vordergrund ricken.

DDAH ist maBgeblich fiar den Abbau von ADMA verantwortlich, sodass eine
verminderte  Expression  oder  Aktivitdt des Enzyms  fir  erhdhte
Plasmakonzentrationen von ADMA verantwortlich sein kann [4]. Die Ergebnisse der
vorliegenden Studie kénnten darauf hindeuten, dass sowohl flr die DDAH1 als auch
fir die DDAH2 Einzelnukleotid-Polymorphismen existieren, die méglicherweise zu
einer veranderten DDAH-Expression oder Aktivitat fihren und somit die Hohe der

ADMA-Plasmakonzentration beeinflussen.

Es existieren wenige Studien, die den Zusammenhang von Polymorphismen der
DDAH und der ADMA-Plasmakonzentration untersucht haben. In einer Studie von
O’Dwyer et al. [72] wurde bei septischen Patienten erstmals ein Zusammenhang
zwischen einem Polymorphismus der DDAH2 (-449 G/C) und der H6he der ADMA-
Plasmakonzentration gefunden. In einer Studie von Abhary et al. [77] Uber Patienten
mit Diabetes mellitus Typ2 wurde ein signifikanter Zusammenhang zwischen ADMA-
Plasmakonzentrationen und  Polymorphismen der DDAH1 und DDAH2
nachgewiesen. Dieser Zusammenhang konnte in einer anderen Studie an Patienten
mit Diabetes mellitus Typ2 fir DDAH1 unterstitzt werden[78]. Lind et al. [79] zeigten
in einer neueren Studie ebenfalls einen signifikanten Zusammenhang zwischen der

ADMA-Plasmakonzentration und Polymorphismen der DDAH1.
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Bisher sind aus der Literatur keine Studien Uber den Zusammenhang zwischen der
ADMA-Plasmakonzentration und Polymorphismen der DDAH in einer gesunden
Schwangerschaft bekannt. Bisherige Studien weisen bereits auf einen
Zusammenhang zwischen Polymorphismen der DDAH und Praeklampsie oder
Hypertonus hin [45-47]. Sowohl fir die DDAH1 als auch fir die DDAH2 sind
Einzelnukleotid-Polymorphismen beschrieben worden, die moglicherweise zu einer
veranderten DDAH-Expression flUhren bzw. in den Zusammenhang mit erhdhter
Pravalenz von Hypertonus oder Préaeklampsie gestellt wurden [45-47]. Eine finnische
Arbeitsgruppe identifizierte bei der Analyse von sieben Einzelnukleotid-
Polymorphismen der DDAH1 mit Hilfe der Maximum-Likelihood-Methode zwei
Haplotypen (H2 und H3), die das Risiko flir das Auftreten einer Praeklampsie
erhéhten (Odds ratio:3,93; 95%CI) [45]. In der Studie konnte jedoch aufgrund
fehlender Daten zur ADMA-Plasmakonzentration der Einfluss der Polymorphismen
auf die ADMA-Plasmakonzentrationen nicht geklart werden [45]. Eine Studie von
Maas et. al [47] zeigte einen Zusammenhang zwischen Polymorphismen der DDAH2
(rs 805304, rs805305) und der Pravalenz von Praeklampsie. Die Arbeitsgruppe
konnte jedoch keinen Zusammenhang zwischen den Polymorphismen und der
ADMA-Konzentration nachweisen.

5.5 Klinische Relevanz der Ergebnisse

Die bisherige Datenlage lasst vermuten, dass die Aussagekraft eines einzelnen
Polymorphismus zu gering ist, um als Marker fir das komplexe Krankheitsbild
Praeklampsie zu dienen. So konnten schon Akbar et al. [45] zeigen, dass ein
Polymorphismus alleine nicht zu einer erhéhten Pravalenz von Praeklampsie
beitragt. Erst bei der Betrachtung von Haplotypen ergab sich ein erhéhtes Risiko, an
Praeklampsie zu erkranken [45]. Auch Wiliams et al. [73] beschrieben die
Praeklampsie als eine Erkrankung, der komplexe genetische Veranderungen
zugrunde liegen. Er nimmt an, dass die Praeklampsie aus Varianten an
unterschiedlichen Loci begilnstigt werden kann, die flr sich betrachtet nur einen
kleinen Effekt ausliben, jedoch zusammengefasst mdglicherweise die Suszeptibilitat

fur die Erkrankung erhdéhen [73].
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Bislang steht ein aussagekraftiger Test zur sicheren Friherkennung der
Praeklampsie nicht zur Verflgung, eine friihzeitige Diagnose der Praeklampsie ist
somit aufgrund fehlender Marker und Kriterien nicht méglich.

Bisherige Studien lassen einen Zusammenhang zwischen Polymorphismen der
DDAH und einer erhéhten Pravalenz der Praeklampsie oder Hypertonus vermuten
[45-47]. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie weisen darauf hin, dass bei
gesunden Schwangeren sowohl fir die DDAH1 als auch fir die DDAH2
Einzelnukleotid-Polymorphismen existieren, die méglicherweise zu einer veranderten
DDAH-Expression oder Aktivitat fohren und somit die H6he der ADMA-
Plasmakonzentration beeinflussen. Sollten diese Beobachtungen auch fir
Schwangere mit einer Praeklampsie reproduzierbar sein, kénnten ADMA und
Polymorphismen der DDAH zusammen mit anderen klinischen und laborchemischen
Parametern zur Risikoabschéatzung fir die Entwicklung einer Praeklampsie beitragen.
Diese Hypothese kann ein Ansatzpunkt flr weitergehende Forschung sein, um
besser zu verstehen wie Polymorphismen der DDAH die ADMA-Konzentration und
DDAH-AKktivitat bei gesunden und praeklamptischen Schwangeren beeinflussen.

Zudem weisen die Ergebnisse der vorliegenden Studie darauf hin, dass die ADMA-
Plasmakonzentration im Verlauf einer gesunden Schwangerschaft ansteigt. Diese
Ergebnisse kénnen als Vergleichswerte fir eine prazise Einordnung der ADMA-
Konzentrationen im Verlauf der Schwangerschaft dienen und Anhaltspunkte flr die
Beurteilung der ADMA-Plasmakonzentration bei préaeklamptischen Frauen liefern.

5.6 Limitationen

Die Fallzahl in dieser Studie war mit n=59 Probandinnen gréBer als die in bisherigen
Studien Uber den Verlauf der ADMA-Plasmakonzentration in einer normalen
Schwangerschaft (n=23-41) [50,56,60]. Die klinischen und laborchemischen Daten
wurden von gesunden Schwangeren aus der kaukasische Bevoélkerung erhoben.
Dies sollte beim Vergleich der Ergebnisse mit praeklamptischen Frauen, nicht
Schwangeren und anderen ethnischen Gruppen berlcksichtigt werden. In den
bisherigen Studien Uber die ADMA-Plasmakonzentration wahrend einer gesunden
Schwangerschaft und praeklamptischen Frauen wurden unterschiedliche
Messverfahren verwendet (high performance liquid chromatography, ELISA-kit). In
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der vorliegenden Studie wurde die ADMA-Konzentration mittels der FlUssigkeits-
chromatographie Tandem-Massenspektrometrie (liquid chromtaography tandem
mass spectrometry, LC-MS/MS) bestimmt. Diese ist der derzeitige Goldstandard fiir
die Analyse von Dimethylargininen.

Bei der Analyse des Zusammenhangs von Polymorphismen der DDAH und der Héhe
der ADMA-Plasmakonzentration ergaben sich unterschiedlich groBBe Subgruppen far
die jeweiligen Genotypen (n=4-30). Aufgrund der teils kleinen Fallzahlen ist eine
generalisierte Schlussfolgerung aus den Ergebnissen nicht méglich. Die Messung
der Blutdruckwerte wurde in den gynéakologischen Praxen nicht standardisiert durch
unterschiedlich geschulte Mitarbeiter durchgeflihrt. Dieses ist vermutlich die Ursache
daflr, dass die physiologischen Blutdruckdnderungen einer normalen
Schwangerschaft nicht nachvollzogen werden konnten.

5.7 Zusammenfassende Bewertung

In der vorliegenden Arbeit stieg die mittlere ADMA-Plasmakonzentration bei den
gesunden Frauen Uber den Verlauf der Schwangerschaft kontinuierlich an, womit die
Ergebnisse einiger anderer Studien bestatigen werden konnten. Zudem konnte

ein signifikanter Zusammenhang zwischen der ADMA-Plasmakonzentration und
Einzelbasen-Polymorphismen des Dimethylaminohydrolase-Gens gezeigt werden.
DDAH ist am Abbau von ADMA beteiligt, so dass eine verminderte Expression oder
Aktivitdt des Enzyms flur erhéhte Plasmakonzentrationen von ADMA verantwortlich
sein kdnnte [4]. Diese Studienergebnisse kénnten darauf hindeuten, dass bei
gesunden Schwangeren sowohl fir die DDAH1 als auch fir die DDAH2
Einzelnukleotid-Polymorphismen existieren, die méglicherweise zu einer veranderten
DDAH-Expression oder Aktivitat fuhren. Dies zu untersuchen war jedoch nicht
Gegenstand der Studie.
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6. Zusammenfassung

Asymmetrisches Dimethylarginin  (ADMA) ist ein endogener Inhibitor der
Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS) und wird in vielen Studien als Marker flr
endotheliale Dysfunktion beschrieben. ADMA wird hauptsachlich durch das Enzym
Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase (DDAH) abgebaut. Praeklampsie ist eine
haufige Erkrankung in der Schwangerschaft und eine der bedeutendsten Ursachen
perinataler Morbiditat und Mortalitat. Bisherige klinische Studien haben gezeigt, dass
die ADMA-Plasmakonzentration bei Frauen mit Praeklampsie erhéht ist. Es ist jedoch
wenig Uber den zeitlichen Verlauf der ADMA- Plasmakonzentration in einer normalen
Schwangerschaft bekannt. In dieser Studie wurde der zeitliche Verlauf der ADMA-
Konzentration im Plasma gesunder Schwangerer untersucht, um Vergleichswerte fir
eine prazise Einordnung der ADMA-Konzentrationen im Verlauf der Schwangerschaft
zu erhalten. Zudem haben wir den Zusammenhang von Einzelbasen-
Polymorphismen des Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase-Gens und klinischen
und laborchemischen Parametern untersucht.

Bei 59 Frauen wurde die ADMA-Plasmakonzentration mittels der LC-MS/MS
bestimmt. FUr die Detektion der Einzelnukleotid-Polymorphismen der DDAH wurde

eine quantitative PCR mit sequenzspezifischen Fluoreszenzsonden durchgefiihrt.

Die mittlere ADMA-Plasmakonzentration der Frauen stieg im Verlauf der
Schwangerschaft an. Bei drei Einzelnukleotid-Polymorphismen der DDAH1 (rs18582,
rs2268667, rs233112) und einem Polymorphismus der DDAH2 (rs805305) konnte
ein signifikanter Zusammenhang mit der ADMA-Plasmakonzentration beobachtet
werden. Es bestand jedoch zu keinem Zeitpunkt eine signifikante Korrelation

zwischen der mittleren ADMA-Plasmakonzentration und klinischen Parametern.

Die Studienergebnisse kénnten darauf hindeuten, dass sowohl fir die DDAH1 als
auch fur die DDAH2 Einzelnukleotid-Polymorphismen existieren, die mdglicherweise
zu einer veranderten DDAH-Expression oder Aktivitat fihren und somit die H6he der
ADMA-Plasmakonzentration beeinflussen. Der Anstieg der ADMA-Konzentration im
Verlauf der Schwangerschaft koénnte Bestandteil der h&modynamischen
Anpassungsvorgange sein. Weitere Studien bei gesunden und praeklamptischen
Frauen werden notwendig sein, um besser zu verstehen, wie die Polymorphismen
der DDAH die ADMA-Plasmakonzentrationen und die DDAH Aktivitat beeinflussen.
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8. Appendix

8.1 Abklrzungsverzeichnis

ADMA
AGXT
ATPasen
BMI
CAT
cGMP
DDAH
DGMV
DNA
EDRF
EDTA
eNOS
EPH
H
HELLP

IMR

Na+
NaCl

K+

Kl
LC-MS/MS
LDL
L-NAME
L-NMMA
L-NNA
MAF
MGB
mRNA
MRN

Asymmetrisches Dimethylarginin
Alanin-Glyoxylat-Aminotransferase
Adenosintriphosphatasen

Body Mass Index in kg/m?

Cationic Acid Transporter = Kationischer Aminosauretranporter

Zyklisches Guanosinmonophosphat
Dimethylarginin — Dimethylaminohydrolase
a-keto-6-(N,N-dimethylguanidino)-Valeriansaure
Desoxyribonukleinsaure

Endothelium Derived Relaxing Factor
Ethylendiamintetraacetat

endotheliale Stickstoffmonoxid — Synthase

Edema, Proteinurie, Hypertonie

Haplotyp

Haemolysis, elevated liver enzymes, low platelet count =
Hamolyse, erhdhte Leberenzyme, Thrombozytopenie
Intima Media Ratio

Natrium

Natriumchlorid

Kalium

Konfidenzintervall

Liquid chromatography tandem mass spectrometry
Low Density Lipoproteines

NE-Nitro-L-Arginin Methylester
N-Monomethyl-L-Arginin

N-Nitro-L-Arginin

Minor allel frequency

Minor groove binder

messenger Ribonukleinsaure

Multiple Reaction Monitoring
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NIBP
NO
NOS
PBS
PCR
PE
PRMT
RR
rtPCR
SD
SDMA
SNP

SPSS
TNFa
UPM
WHO
ZNS

Nicht invasiv gemessener Blutdruck

Stickstoffmonoxid

NO-Synthase = Stickstoffmonoxid-Synthase
Phosphatgepufferte Salzlésung

Polymerase chain reaction = Polymerase-Kettenreaktion
Praeklampsie

Protein-Arginin-Methyltransferase

Blutdruck nach Riva Rocci

real-time Polymerase chain reaction= Polymerase-Kettenreaktion
Standard deviation = Standard Abweichung
Symmetrisches Dimethylarginin

Single nucleotide polymorphisms = Einzelnukleotid —
Polymorphismus

Superior Performing Software Systems

Tumor Nekrose Faktor a

Umdrehungen pro Minute

World Health Organisation

Zentrales Nervensystem
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8.2
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Strukturformeln von L-Arginin, ADMA, SDMA und L-NMMA

Ubersicht der Synthese und Elimination von ADMA

Systolischer Blutdruck im Verlauf der Schwangerschaft

Diastolischer Blutdruck im Verlauf der Schwangerschaft
ADMA-Plasmakonzentration im Verlauf der Schwangerschaft
SDMA-Plasmakonzentration im Verlauf der Schwangerschaft

DDAH1 rs18582 Mittelwerte Genotyp AA im Schwangerschaftsverlauf
DDAH1 rs18582 Mittelwerte Genotyp AG im Schwangerschaftsverlauf
DDAH1 rs18582 Mittelwerte Genotyp GG im Schwangerschaftsverlauf
DDAH1 rs18582 Mittelwerte der Genotypen gesamte Schwangerschaft
DDAH1 rs18582 Mittelwerte der Genotypen 1.Trimenon

DDAH1 rs18582 Mittelwerte der Genotypen 2. Trimenon

DDAH1 rs18582 Mittelwerte der Genotypen 3.Trimenon
DDAH1rs2268667 Mittelwerte Genotyp GG im Schwangerschaftsverlauf
DDAH1rs2268667 Mittelwerte Genotyp AG im Schwangerschaftsverlauf
DDAH1rs2268667 Mittelwerte Genotyp AA im Schwangerschaftsverlauf
DDAH1 rs2268667 Mittelwerte der Genotypen gesamte
Schwangerschaft

DDAH1 rs2268667 Mittelwerte der Genotypen 1.Trimenon

DDAH1 rs2268667 Mittelwerte der Genotypen 2. Trimenon

DDAH1 rs2268667 Mittelwerte der Genotypen 3.Trimenon

DDAH 1 rs233112 Mittelwerte Genotyp TT im Schwangerschaftsverlauf
DDAH 1 rs233112 Mittelwerte Genotyp CT im Schwangerschaftsverlauf
DDAH 1 rs233112 Mittelwerte Genotyp CC im Schwangerschaftsverlauf
DDAH 1 rs233112 Mittelwerte der Genotypen gesamte
Schwangerschaft

DDAH 1 rs233112 Mittelwerte der Genotypen 1. Trimenon

DDAH 1 rs233112 Mittelwerte der Genotypen 2. Trimenon

DDAH 1 rs233112 Mittelwerte der Genotypen 3.Trimenon

DDAH2 rs805305 Mittelwerte Genotyp CC im Schwangerschaftsverlauf
DDAH2 rs805305 Mittelwerte Genotyp CG im Schwangerschaftsverlauf
DDAH2 rs805305 Mittelwerte Genotyp GG im Schwangerschaftsverlauf
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Abb. 31:
Abb. 32:
Abb. 33:
Abb. 34:

DDAH2 rs805305 Mittelwerte der Genotypen gesamte Schwangerschaft
DDAH2 rs805305 Mittelwerte der Genotypen 1.Trimenon
DDAH2 rs805305 Mittelwerte der Genotypen 2. Trimenon
DDAH2 rs805305 Mittelwerte der Genotypen 3.Trimenon
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Einzelnukleotid — Polymorphismen der DDAH
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Klinische Parameter

ADMA-Plasmakonzentration

SDMA-Plasmakonzentration

ADMA-Plasmakonzentration nach Genotypen DDAH1 rs18582
ADMA-Plasmakonzentration nach Genotypen DDAH1 rs2268667
ADMA- Plasmakonzentration nach Genotypen DDAH 1 rs233112
ADMA-Plasmakonzentration nach Genotypen DDAH2 rs805305
ADMA-Plasmakonzentration in der Schwangerschaft und bei nicht

schwangeren Frauen
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8.4

Materialien und Gerate

8.4.1 DNA Isolation und Messung

Reagenzien und Geréate:

Nucleo Spin® Blood Quick Pure® (Fa. Macherey-Nagel, Diren, Deutschland)
Proteinase K (Fa. Macherey-Nagel, Diren, Deutschland)

Pufferlésung BQ1(Fa. Macherey-Nagel, Diren, Deutschland)

Pufferlésung BQ2 (Fa. Macherey-Nagel, Diren, Deutschland)

Pufferlésung BE (Fa. Macherey-Nagel, Diren, Deutschland)

Aqua dest.

Ethanol 96-100% (Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland)

Phosphatgepufferte Salzlésung (eigene Herstellung)

Vortexer Reax Control (Fa. Heidolph Instruments, Schwabach, Deutschland)
Nano Drop® 1000 Spectrophotometers (Fa. Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, USA)

8.4.2 rt-PCR

Reagenzien und Geréate:

SNP-Assays (Fa. Applied Biosystems Inc., Carlsbad, USA)

Taq Man® Genotyping Master Mix (Fa. Applied Biosystems Inc., Carlsbad,
USA)

Tag Man® SNP Genotyping Assay Mix (Fa. Applied Biosystems Inc.,
Carlsbad, USA)

Aqua dest.

ABI PRISM 7900 HAT Thermocycler (Fa. Applied Biosystems Inc., Carlsbad,
USA)

Gerate-Software SDS 2.3 (Fa. Applied Biosystems Inc., Carlsbad, USA)

8.4.3 LC-MS/MS

Materialien und Reagenzien:

N-w-Hydroxy-nor-L-arginin (nor-NOHA) (Fa. Calbiochem)
Multi Screen 96-Well-Filterplatten 0.22 um (Fa. Millipore, Molsheim,
Frankreich)
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8-Kanal Transferpipette 20 bis 200 uL (Fa. Eppendorf AG, Hamburg)
Multipette (Fa. Brand, Wertheim, Deutschland)

Acetonitril, gradient grade

Methanol, gradient grade

Wasser, gradient grade (Fa. Baker, Griesheim, Deutschland)

Chirobiotic T, 20x1.0 mm (Fa. Astec, Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland)
Butanolische Salzsaure (eigene Herstellung)

Methanol/Wasser 50:50, pH 5 (gepuffert mit HCOOH/NH3)

Deuteriertes (d7-) Arginin (Fa. Cambridge Isotope Labs, EURISO-Top, DLM-
541)

[2H6]-ADMA

ADMA (Fa. Sigma-Aldrich, Miichen, Deutschland)

SDMA (Fa. Sigma-Aldrich, Miichen, Deutschland)

L-Arginin (Fa. Sigma-Aldrich, Michen, Deutschland)

Geréate:

Varian L1200 Triple Quadrupole MS (Fa. Varian, Walnut Creek, CA, USA)
HPLC Varian Pro Star

Zentrifuge (Fa. Christ, Osterode, Deutschland)

Heizblock (Fa. Fisher Scientific, lllkirch, Frankreich)
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8.5 Einverstandniserklarung zur Teilnahme an der Studie

Zentrum fir Experimentelle Medizin
Institut fiir Experimentelle und
Klinische Pharmakologie

- Klinische Pharmakologie -

Prof. Dr. Rainer H. Boger

Longitudinale Studie zur Erfassung des zeitlichen Verlaufs
der Serum-ADMA-Konzentration
wahrend normaler Schwangerschaft und bei Praeklampsie
UKE-KP 2004/006

Einverstandniserklarung

Herr/ Frau (Name des aufklirenden Arztes/Arztin) hat mich vollstdndig iiber das Wesen

und die Bedeutung der geplanten Studie aufgeklért. Ich konnte dabei alle mich interessierenden Fragen stellen.
Ferner hatte ich Gelegenheit, das Aufkldrungsblatt genau durchzulesen und auch dazu Fragen zu stellen. Ein
Exemplar der Aufkldrung/Einwilligung ist mir zum Verbleib ausgehidndigt worden.

Ich weiB3, dass ich meine Einwilligung jederzeit ohne Angaben von Griinden widerrufen kann, ohne dass mir
daraus Nachteile beziiglich einer laufenden oder zukiinftigen Behandlung entstehen.

Ich wei}, dass die im Rahmen der Studie erhobenen Daten und personlichen Mitteilungen der &rztlichen
Schweigepflicht unterliegen und zur Auswertung nur ohne meinen Namen (pseudonymisiert) zusammengefiihrt
werden.

Ich bin damit einverstanden, dass werden meine personenbezogenen Daten im Rahmen der klinischen Priifung
aufgezeichnet und pseudonymisiert, d.h. ohne Namensnennung zur wissenschaftlichen Auswertung verarbeitet
sowie an die zusténdige Uberwachungsbehérde zur Uberpriifung der ordnungsgemiBen Durchfithrung der Studie

weiter gegeben werden und in Form der pseudonymisierten Daten auf Fragebogen und elektronischen

Datentrigern fiir die Dauer von mindestens 15 Jahren gespeichert konnen.

Zugleich erkldre ich, dass ich mit der im Rahmen der klinischen Priifung erfolgenden Aufzeichnung von
Krankheitsdaten einverstanden bin.

Ich bestitige durch meine Unterschrift, dass ich die Aufkldrung verstanden habe und mich mit der Durchfithrung
der vorgenannten Studie einverstanden erklire.

Fiir die zugleich geplante genetische Untersuchung wird ein gesondertes und unabhidngiges Einverstindnis auf
einen gesonderten Vordruck eingeholt.

Hamburg, den

Unterschrift des aufkldrenden Arztes

Hamburg, den

Unterschrift der Patientin

Name der Patientin
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8.6 Einverstandniserklarung zur Teilnahme an der Genetik-

Untersuchung
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B Klinische Pharmakologie
- Klinische Pharmakologie -
Prof. Dr. Rainer H. Béger

Longitudinale Studie zur Erfassung des zeitlichen Verlaufs
der Serum-ADMA-Konzentration
wahrend normaler Schwangerschaft und bei Praeklampsie
UKE-KP 2004/006

Einverstandniserklarung zur Teilnahme
an der Genetik-Untersuchung

Herr/ Frau Dr. med. (Name des aufklirenden Arztes/Arztin) hat mich vollstindig iiber

das Wesen und die Bedeutung der geplanten genetischen Untersuchungen aufgeklirt. Ich konnte dabei alle mich
interessierenden Fragen stellen. Ferner hatte ich Gelegenheit, das Aufkldrungsblatt zur genetischen
Untersuchung genau durchzulesen und auch dazu Fragen zu stellen. Ein Exemplar der Aufkliarung/Einwilligung
ist mir zum Verbleib ausgehindigt worden.

Ich weiB, dass ich meine Einwilligung jederzeit ohne Angaben von Griinden widerrufen kann und dass ich die
Vernichtung der Blutprobe fordern kann, ohne dass mir daraus Nachteile beziiglich einer laufenden oder
zukiinftigen Behandlung entstehen.

Mir ist bewusst, dass mir keine personlichen Vorteile aus dieser zusitzlichen wissenschaftlichen Untersuchung
entstethen werden und dass mir die Ergebnisse nicht mitgeteilt werden. Ich stimme zu, dass das
Universititsklinikum Hamburg-Eppendorf alleiniger Inhaber der aus der wissenschaftlichen Untersuchung
meiner Blutprobe gewonnenen Erkenntnisse wird.

Datenschutzerklirung

Ich bin damit einverstanden, dass meine Blutproben und die bendtigten Daten aus der klinischen Studie
jeweils separat mit einer unterschiedlichen Code-Nummer ohne Angabe meines Namens gekennzeichnet
werden. Die Untersuchungsergebnisse werden in doppelt codierter Form ermittelt und aufgezeichnet,
wissenschaftlich ausgewertet und den gesetzlichen Bestimmungen archiviert. Die geplanten genetischen
Analysen dienen ausschlieBlich der wissenschaftlichen Untersuchung moglicher zellbiologischer Ursachen
verdnderter Konzentrationen des korpereigenen Botenstoffes ADMA sowie der Erfassung eines moglichen
genetisch determinierten Risikos im Zusammenhang mit dem ADMA-Stoffwechsel. Dariiber hinausgehende
Genanalysen werden nicht durchgefiihrt. Nur die an der wissenschaftlichen Studie beteiligten Personen haben

Zugang zu den doppelt codierten Daten, die meiner Person nicht zugeordnet werden konnen. Auch im Falle einer

Publikation der Ergebnisse der Studie bleibt die Vertraulichkeit meiner personenbezogenen Daten gewéhrleistet.

Ich bestitige durch meine Unterschrift, dass ich die Aufkldrung verstanden habe und mich mit der Durchfithrung
der vorgenannten genetischen Untersuchung einverstanden erklére.

Hamburg, den

Unterschrift des aufkldrenden Arztes

Hamburg, den

Unterschrift der Patientin
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