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Einleitung

1. Einleitung

Herz-Kreislauf-Erkrankungen stellen mit Gber 4 Millionen Toten pro Jahr die haufigste
Todesursache in Westeuropa dar. Herzinfarkt und Schlaganfall sind im Vergleich zu allen
Krebsarten fir die doppelte Anzahl von Todesfallen bei Frauen verantwortlich (American
Heart  Association  2004). Traditionelle  kardiovaskulare  Risikofaktoren  wie
Hypercholesterinamie, Hypertonie, Rauchen und Diabetes mellitus kdnnen nur etwa 80% der
in der Bevolkerung der Industrienationen auftretenden koronaren Ereignisse erklaren
(Stamler et al. 1986, Stampfer et al. 2000). Zahlreiche neue Risikofaktoren sind in den
letzten Jahren untersucht worden, wie z.B. C-reaktives Protein und Homocystein, deren
pathophysiologische Bedeutung jedoch noch unklar ist (Pearson 2002). Innerhalb des
Arterioskleroseprozesses, der im Zuge kardiovaskularer Ereignisse von Bedeutung ist, spielt
die Funktion des Endothels hinsichtlich der Veranderung der GefalRwand und der Bildung
arteriosklerotischer Plaques eine entscheidende Rolle (Vane et al. 1990). Einer der
wichtigsten Faktoren, der vom intakten Gefallendothel freigesetzt wird und eine zentrale
Stellung fur die Aufrechterhaltung des physiologischen Gefalltonus und der Gefalstruktur
einnimmt, ist das Stickstoffmonoxid (NO). NO wird durch die NO-Synthase aus der
Aminosaure L-Arginin synthetisiert. Dieses Enzym wird durch Analoge von L-Arginin, die an
der Guanidinogruppe substituiert sind, gehemmt. Die bekanntesten Inhibitoren der NO-
Synthase  sind  N®-Monomethyl-L-Arginin ~ (L-NMMA),  N® N®-Dimethyl-L-Arginin
(asymmetrisches Dimethyl-L-Arginin, ADMA) und NC-Nitro-L-Arginin (L-NNA). Wahrend es
sich bei L-NNA um eine synthetische Substanz handelt, werden L-NMMA und ADMA
endogen im menschlichen Koérper gebildet. ADMA wurde erstmals im Jahr 1992 von
Vallance und Mitarbeitern im menschlichen Plasma und im Harn nachgewiesen und flihrte
isoliert aus humanem Harn in vitro zu einer Hemmung der NO-Produktion (Vallance et al.
1992a). Inzwischen wird ADMA als ein neuer Marker bzw. Risikofaktor fiir kardiovaskulare

Erkrankungen angesehen und stellt damit ein Ziel fiir die pharmakologische Therapie dar.

1.1. L-Arginin-NO-Stoffwechselweg

1.1.1. NO (Stickstoffmonoxid)

1980 zeigten Furchgott und Mitarbeiter die Existenz einer vom Endothel produzierten
Substanz, die erforderlich war, um die Relaxation von BlutgefaRen zu vermitteln (Furchgott
und Zawadzki 1980). Sie bezeichneten diese Substanz als ,endothelium derived relaxing

factor” (EDRF). 1986 konnten Ignarro und Moncada unabhangig voneinander zeigen, dass
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EDRF mit Stickstoffmonoxid (NO) identisch ist (Ignarro et al. 1987, Palmer et al. 1987,
Moncada et al. 1988).

NO ist als das kleinste endogen gebildete, bioaktive Molekil anzusehen und reagiert als
Radikal innerhalb von 20-40 Sekunden mit Sauerstoff und Wasser zu Nitrit (NO;") und Nitrat
(NO3"), die 1000-fach weniger wirksam sind als NO und im Urin ausgeschieden werden. NO
wird sowohl im zentralen und peripheren Nervensystem, in Makrophagen als auch in
Endothelzellen gebildet (Moncada et al. 1991). Im zentralen und peripheren Nervensystem
ist NO an der langfristigen Modulation synaptischer Transmission beteiligt, wahrend es im
peripheren  Nervensystem als atypischer Neurotransmitter Uber intrazellulare
Membranrezeptoren agiert und z.B. die relaxierende Komponente der peristaltischen Wellen
des Darmplexus steuert. Die Produktion von NO in Makrophagen ist in unspezifische
Abwehrreaktionen eingebunden, indem NO an eisenhaltige Enzyme in den Zielzellen bindet,
direkt die DNA desaminiert oder via Peroxynitrit oxidativ schadigt (Tamir et al. 1996). Das in
den Endothelzellen synthetisierte NO ist vor allem fir das Herz-Kreislauf-System von grofer
Bedeutung. In erster Linie wirkt NO vasodilatatorisch, indem NO an die Hdm-Gruppe der
I6slichen Guanylatzyklase bindet, welches in einer Stimulation dieses Enzyms und einer
gesteigerten cGMP-Bildung resultiert (Ignarro et al. 1982). Das ansteigende cGMP, der
second messenger von NO, fuhrt Gber die Aktivierung der cGMP-abhangigen Proteinkinase-|
(cGK-l) zur Relaxation des glatten Gefallmuskels (Abb.1). In den letzten Jahren konnte
gezeigt werden, dass die Regulation von Gefalitonus und —struktur durch NO sowohl Uber
cGMP-abhangige als auch cGMP-unabhangige Mechanismen grof3e klinische Bedeutung
besitzt. Verschiedene Faktoren sind in der Lage, die Synthese von NO entweder
rezeptorvermittelt, wie Adenosindiphosphat (ADP) Gber P2-Purinrezeptoren oder Serotonin
Uber HT-Rezeptoren, oder rezeptorunabhangig, wie Calcium lonophor A-23187, zu
induzieren (Abb.1). Auch auf physikalischem Weg ist durch gesteigerten Blutfluss (,shear

stress”) eine verstarkte NO-Synthese zu erreichen.

Acetylcholin Epinephrin

Adenosin Histamin
ADP Norepinephrin
Arachidonsaure Serotonin
Bradykinin Testosteron

Endothelin Thrombin

Relaxation

GTP
- Guanylat- Ca”‘
zyklase f

cGMPA

NO-Synthase
L-Arginin %P NO

L-Citrullin

Endothelzelle Muskelzelle

Abbildung 1: Synthese des NO und dessen vasorelaxierende Wirkung
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Neben der Aufrechterhaltung eines konstanten, aktiven vasodilatierenden Gefaftonus besitzt
NO Bedeutung als Hemmer der Thrombozytenaggregation und der Proliferation glatter
Muskelzellen (Radomski et al. 1987, Garg et al. 1989). Zudem fuhrt NO zu einer Reduktion
der Monozyten- und Leukozytenadhasion am GefalRendothel und zeigt eine inhibitorische
Wirkung auf Superoxidradikalanionen generierende Enzymsysteme, wie z.B. die NADPH-
Oxidase (Kubes et al. 1991, Clancy et al. 1992). Diese Mechanismen unterstlitzen seine
antiarteriosklerotischen Effekte und resultieren u.a. in einer herabgesetzten Oxidation von
Lipoproteinen. In Abbildung 2 sind die Reaktionen des NO auf molekularer Ebene

zusammengestellt, die die beschriebenen Effekte dieses Radikals z.T. erklaren kénnen.

+ O,~ ——» ONOO- —» Peroxidation von Membranlipiden,
(Peroxynitrit) Reaktion mit Guanosin—® Strangbriiche der DNA

+ R-SH —» R-SNO + H* —» S-Nitroso-Aminosauren bzw. —Proteine (endogene NO-Donatoren)

v (S—Nitrosothiole)
i:

Nukleinsdure —» DNA-Desaminierung, Oxidation, Strangbriiche

Bindung - Lésl. Guanylatzyklase —® Vasodilatation, Thrombgzyten-
eisenhaltiger aggregationshemmung
Proteine: - Cyclooxygenase —» Prostaglandinsynthese
- Hamoglobin —» S-Nitroso-Hb, Met-Hb
- Enzyme der
Atmungskette,
des Citratzyklus —» Mitochondriale Atmung+
- Ribonukleotidreduktase —#® Mutagenese
- ADP-Ribosyltransferase —» Gkaonse*
- Ferritin —» Radikabildung®

Abbildung 2: Wirkmechanismen von NO (nach Stichtenoth 1997)

1.1.2. NO-Synthasen (NOS)
NO wird aus L-Arginin mittels der NO-Synthasen (NOS) synthetisiert (Palmer et al. 1988).

Die Biosynthese von NO erfolgt Uber die Oxidation von L-Arginin in zwei Schritten zu L-
Citrullin.  Zunachst findet eine 5-Elektronen-Oxidation eines Stickstoffatoms der
Guanidinogruppe des L-Arginins statt, wobei N®-Hydroxy-L-Arginin als Zwischenprodukt
entsteht, welches selbst als Substrat der NO-Synthasen fungieren kann (Griffith et al. 1995).
In dem zweiten Oxidationsschritt wird die C=NOH-Bindung gespalten und es entstehen das
freie NO-Radikal und L-Citrullin (Abb.3).

H2N HzN\]/N—OH H2N 0}
NH Q2
A:, ﬁ; =0
1 NADPH 1/2 NADPH
i Hzo
H3N CoOO- H3N
L-Arginin NCG-Hydroxy-L-Arginin L-Citrullin  Stickstoffmonoxid

Abbildung 3: Synthese des Stickstoffmonoxids aus L-Arginin katalysiert durch die NOS
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Die NO-Synthasen bestehen aus zwei identischen Monomeren, die in zwei groRe Domanen
aufgeteilt werden kénnen: in eine C-terminale Reduktase-Doméane und in eine N-terminale
Oxygenase-Domane (Andrew et al. 1999). Die Reduktase-Doméne besitzt Bindungsstellen
fur jeweils ein Molekul von NADPH, FAD und FMN, wahrend die Oxygenase-Domane Ham,
Tetrahydrobiopterin und das Substrat L-Arginin bindet. Zwischen den beiden Gruppen liegt
die Calmodulin-Bindungsstelle, welche eine Schliisselrolle sowohl fir die Struktur als auch
fur die Funktion der Enzyme spielt. Der Elektronentransport bei der Synthese des NO
verlauft iber FAD zu FMN, von wo aus die Elektronen unter dem Einfluss von Calmodulin
auf das Ham-Eisen transferiert werden. Die Reduktion des Eisens fiihrt zur Aktivierung des
Sauerstoffs, die wiederum flir die Oxidation des L-Arginins verantwortlich ist (Abb. 4). Unter
suboptimalen Bedingungen, z.B. relativer Mangel an L-Arginin in Anwesenheit von LDL-
Cholesterin, kann es zur NOS-Entkopplung kommen, welche die Synthese von
Superoxidradikalanionen (O,7) nach sich zieht (Pritchard et al. 1995). AuRerdem scheint der
Kofaktor Tetrahydrobiopterin bei der Superoxidradikalanionproduktion durch die NOS eine
besondere Rolle zu spielen (Vasquez-Vivar et al. 1998). Die gesteigerte Synthese von
Superoxidradikalanionen und die damit verbundene Inaktivierung des Stickstoffmonoxids
unter Bildung von Peroxynitrit werden u.a. als ein moglicher Prozess im Zusammenhang mit

der Hypercholesterinamie diskutiert (Li et al. 2000b).

e e
//_\1 //_\‘ - Reduktasedomane
COOH \_—\ NADPH FAD FMN &,
/\ Cam
0O, NADP? + |L-Arginin
H0 /o \ H4B |Fe Oxygenase-
L-Citrullin E%itm”i domanen
L-Arginint Fe*| H,B HA(?P+ o
2 2
CaM \ FMN FAD l\‘l:D—Fﬁ N\
. < COOH
Reduktasedomane e X Il / X

Abbildung 4: Elektronentransfer in einem NOS-Dimer von der Reduktasedomane zur

Oxygenasedomane

Drei Isoformen der NO-Synthasen sind bekannt (Andrew et al. 1999). Die endotheliale NOS
(eNOS) wird konstitutiv im Endothel (eNOS) exprimiert, wahrend die neuronale NOS (nNOS)
konstitutiv in Neuronen vorliegt. Inzwischen konnte diese Isoform ebenfalls aufierhalb des
zentralen bzw. peripheren Nervensystems, u.a. in GefalBmuskelzellen, identifiziert werden

(Papapetropoulos et al. 1999). Beide Isoformen werden vornehmlich durch eine Erhéhung
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der intrazelluldren Ca*-Konzentration mit einer daraus resultierenden Bindung eines
Ca?'/Calmodulin-Komplexes aktiviert (Andrew et al. 1999). Die dritte Isoform (iNOS) liegt
nicht konstitutiv vor. lhre Expression wird insbesondere in Zellen des Immunsystems durch
bakterielle Endotoxine oder inflammatorische Zytokine induziert (Papapetropoulos et al.
1999). Sie liegt an Calmodulin gebunden vor und bildet unabhangig von der intrazellularen
Ca?*-Konzentration groRe Mengen an NO. Sowohl die iNOS als auch die nNOS sind
zytosolische Enzyme, wahrend es sich bei der eNOS um ein membrangebundenes Enzym
handelt (Pollock et al. 1993). Inzwischen gibt es jedoch Hinweise darauf, dass alle drei
Isoformen sowohl im Cytosol als auch durch Protein-Protein-Interaktionen an der Membran
gebunden vorliegen kénnen (Alderton et al. 2001). Fir die eNOS ist vor allem eine
posttranskriptionale Modifikation von Bedeutung. Die N-terminale Myristilierung und
Palmitylierung sorgt fir die Lokalisation der eNOS an der Caveole der Plasmamembran,
deren variierender Lipidgehalt die NOS-Aktivitat reguliert. Die Assoziation der eNOS mit dem
Caveolin 1 und 3, Proteine die die Caveole umgeben, flhrt Uber die Beeinflussung der
Calmodulin-Bindung und des Elektronentransports zur Hemmung der NOS-Aktivitat (Ghosh
et al. 1998).

Diskussionen bestehen hinsichtlich der Existenz weiterer NOS-Isoformen, wie z.B. einer
mitochondrialen NOS oder einer mit Osteoarthritis assoziierten NOS in Chondrozyten
(Alderton et al. 2001).

1.1.3. L-Arginin-Paradoxon

L-Arginin stellt - wie oben bereits erwahnt - das Substrat der NO-Synthasen und damit die
Ausgangssubstanz flr NO dar. Hierbei handelt es sich um eine basische, semiessentielle
Aminosdaure, die in Mengen von 5-6 g/Tag mit der Nahrung aufgenommen wird. Das in den
Zellen verfigbare L-Arginin wird entweder aus Proteinen freigesetzt, Uber einen spezifischen
Transporter in die Zellen transferiert oder aus L-Citrullin Gber die Argininsuccinatsynthase
(AS) und die Argininsuccinatlyase (AL) recycelt (Hecker et al. 1990). Fir den Transfer des L-
Arginins sind vier unterschiedliche Transportsysteme beschrieben worden, der y*, der B®,
der b%" und der y'L-Transporter. Wahrend der y*-Transporter zur Familie der Kation-
spezifischen Transporter zahlt (CAT), gehéren die anderen drei Systeme zu den
sogenannten ,broad scope“ Transportern (BAT) und kénnen auch neutrale Aminosauren
transportieren (Devés et al. 1998). Die Regulation dieser Systeme ist sehr komplex und noch
nicht vollstandig geklart. Der y*- Transporter ist fir ca. 70% der L-Arginin-Aufnahme
verantwortlich. N®-Monomethyl-L-Arginin (L-NMMA), N® N®-Dimethyl-L-Arginin (ADMA) und
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das N N’C-Dimethyl-L-Arginin (SDMA) stellen kompetitive Inhibitoren des L-Arginins an
diesem Transporter dar (Closs et al. 1997).

Intrazellulare L-Arginin-Konzentrationen liegen in einem Bereich von 100-800 uM (Baydoun
et al. 1990), so dass die endotheliale NO-Synthase mit einem Ky-Wert von 2,9 yM mit dem
Substrat L-Arginin Gbersattigt zu sein scheint und eine Erhéhung der L-Arginin-Konzentration
keinen Effekt hinsichtlich einer vermehrten NO-Produktion besitzen dirfte (Pollock et al.
1991). Diese Schlussfolgerung widerspricht jedoch den in vivo gemachten Beobachtungen,
dass eine L-Arginin-Supplementierung und eine damit verbundene Erhéhung der L-Arginin-
Plasmakonzentration zu einem Anstieg der NO-Freisetzung flihren. So wurde u.a.
beobachtet, dass die orale Supplementierung mit L-Arginin zu einer Verbesserung der
endothelabhangigen Relaxation isolierter Aortensegmente ex vivo bei Cholesterin-gefitterten
Kaninchen fiihrte (Cooke et al. 1991). Ebenso konnte an Cholesterin-gefitterten Kaninchen
durch tagliche Gabe von L-Arginin eine Reduktion des Plasma L-Arginin/ADMA
Verhaltnisses und eine Normalisierung der Nitrat- und cGMP-Ausscheidung erreicht werden,
wogegen die Cholesterin-Konzentrationen unbeeinflusst blieben. Die tagliche L-Arginin-Gabe
blockierte die Progression von Plaques uber die Erhdhung der Substratverfiigbarkeit fur die
NO-Synthase und Uber die Reduktion von vaskuldrem oxidativem Stress (Boger et al.
1997a). Durch intrakoronare Infusion von L-Arginin konnte die Acetylcholin-induzierte
Vasodilatation bei Menschen mit Hypercholesterindmie ebenfalls wiederhergestellt werden
(Drexler et al. 1991). Neben der beschriebenen Verbesserung der endothelabhdngigen
Vasodilatation bzw. erhéhten NO-Produktion konnte ebenfalls die klinische Symptomatik der
Patienten verbessert werden, so dass bei AVK-Patienten nach taglicher L-Arginin-Einnahme
eine Verlangerung der Gehstrecke beobachtet wurde, Patienten mit stabiler Angina pectoris
von einer hoheren Belastbarkeit bei sportlicher Aktivitat profitierten und Patienten mit
Herzinsuffizienz von einer Verbesserung ihrer Symptome sprachen (Boger et al. 1998a,
Ceremuzynski et al. 1997, Rector et al. 1996).

Dieses Phanomen wird als L-Arginin-Paradoxon bezeichnet, fir das ein kompetitiver Inhibitor
der NO-Synthase verantwortlich gemacht werden kénnte. Die Aufnahme von extrazellularem
L-Arginin konnte zu einer Verdrangung dieses Inhibitors flihren und so in einer
Aktivitatssteigerung der endothelialen NO-Synthase resultieren. Die Funktion des
kompetitiven Inhibitors kénnte das N® N°-Dimethyl-L-Arginin (ADMA), welches im folgenden

Kapitel naher beschrieben wird, Gbernehmen.
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1.2. N€ ,NC-Dimethyl-L-Arginin (Asymmetrisches Dimethyl-L-Arginin, ADMA)

1.2.1. Charakterisierung des NG,NG-DimethyI-L-Arginins (Asymmetrisches
Dimethyl-L-Arginin, ADMA)
NC NC®-Dimethyl-L-Arginin  (asymmetrisches Dimethyl-L-Arginin, ADMA) stellt eine

Aminosaure dar, die auch als ein L-Arginin-Analogon angesehen werden kann. ADMA tragt
im Vergleich zum L-Arginin zwei Methylgruppen, die zwei Wasserstoffatome an einem der
Stickstoffatome der Guanidinogruppe substituieren. In diesem Zusammenhang ist auf ein
zweites L-Arginin-Analogon hinzuweisen, das N€N’®-Dimethyl-L-Arginin (symmetrisches
Dimethyl-L-Arginin, SDMA), welches 2zwei Wasserstoffatome an den beiden
unterschiedlichen Stickstoffatomen der Guanidinogruppe durch zwei Methylgruppen
substituiert hat. Diese Beschreibung und die Darstellung dieser Substanzen in Abbildung 5
machen deutlich, dass es sich bei der Bezeichnung asymmetrisches bzw. symmetrisches
Dimethyl-L-Arginin um einen chemisch nicht korrekten Begriff handelt, da die chemische
Struktur von ADMA kein chirales bzw. asymmetrisches Stickstoffatom aufweist bzw. die
chemische Struktur des SDMA kein Symmetriezentrum erkennen lasst. Bei ADMA und
SDMA handelt es sich keinesfalls um Stereoisomere, sondern um Strukturisomere. In der
Medizin ist der Begriff asymmetrisches Dimethyl-L-Arginin jedoch falschlicherweise
Ubernommen worden und hat sich in den Publikationen durchgesetzt, so dass im Verlauf
dieser Doktorarbeit diese Bezeichnung Anwendung finden wird (Abb. 5).

Zum ersten Mal wurde in der Medizin von methylierten L-Argininen im Jahre 1971 als
Bestandteil von Myelin und Histonen gesprochen (Brostoff et al. 1971). Seine Bedeutung
erlangte ADMA jedoch erst durch die Erkenntnis, dass diese Substanz im Gegensatz zu
SDMA als endogener NO-Synthase-Hemmer agiert (Vallance et al. 1992b). ADMA st
ebenso wie monomethyliertes L-Arginin (N®-Monomethyl-L-Arginin, L-NMMA) und SDMA als
Komponente von Polypeptiden identifiziert worden (Nakajima et al. 1971, Kakimoto et al.
1975). Es erscheint als freie Aminosdure im Gehirn und in anderen Geweben, zirkuliert im
Plasma und wird im Urin ausgeschieden (Ueno et al. 1992, Park et al. 1988, Vallance et al.
1992a). Im menschlichen Plasma wurden in Abhangigkeit von der Analysemethode ADMA-
Konzentrationen von 0,3-1 uM bestimmt (siehe 1.2.4.), wahrend die Konzentrationen von
ADMA im menschlichen Urin im Bereich von 65 uM/24 h bzw. von 3,4 £ 1,1 ymol/mmol
Kreatinin liegen (Vallance et al. 1992a, Tsikas et al. 2003).

Viele verschiedene Zelltypen besitzen die Fahigkeit sowohl ADMA als auch SDMA zu
synthetisieren (Fickling et al. 1993). So konnte gezeigt werden, dass menschliche
Endothelzellen neben Stickstoffmonoxid auch ADMA produzieren, was auf eine endogene
NO-Regulation durch ADMA im Endothel hinweist. Zudem setzen diese Zellen wesentlich
mehr ADMA als SDMA frei (Fickling et al. 1993). Die beiden L-Arginin-Derivate scheinen auf
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unterschiedliche Arten synthetisiert zu werden und unterschiedliche physiologische
Bedeutungen aufzuweisen. ADMA-Konzentrationen zwischen 1-10 pM hemmen die
endothelabhéngige Vasodilatation und die NO-Synthase-Aktivitdt (Kurose et al. 1995,
Fickling et al. 1993). Studien an isolierten BlutgefaRen und kultivierten Endothelzellen in
Anwesenheit von L-Arginin fihrten zu der Festsetzung dieser Konzentrationsbereiche.

Der Mechanismus, durch welchen ADMA synthetisiert und freigesetzt wird, ebenso wie die

intrazellulare Lokalisation und Konzentration, sind noch nicht vollstandig geklart.

e frs o §fs
HN\C/NHz HN\C/NH HN\C/N7CH3 N\C/NH
l:\lH l:\lH l:\lH l:\lH
(‘ZHZ (‘ZHZ (‘EHZ ?Hz
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CHa CHa CHa CHa
Hsz(‘:H Hsz(‘:H HZN*(‘EH HzN*(fH
COOH COOH COOH COOH
L-Arginin NC-Monomethyl- NG NC-Dimethyl- NG N'C-Dimethyl-
L-Arginin (L-NMMA) L-Arginin (ADMA) L-Arginin (SDMA)

Abbildung 5: Strukturvergleich der L-Arginin-Analoga

1.2.2. Biosynthese, Metabolismus und Exkretion des N¢N°-Dimethyl-L-
Arginins (ADMA)

1.2.2.1. Biosynthese

ADMA entsteht durch posttranslationale Methylierung von L-Arginin in Proteinen gefolgt von
der Hydrolyse der methylierten Proteine (Ghosh et al. 1988). Verschiedene
Methyltransferasen scheinen fiir die Methylierung von L-Arginin verantwortlich zu sein.
Inzwischen konnten die Gene, die diese Methyltransferasen codieren und spezifisch fir die
Katalyse der ADMA-Synthese sind, identifiziert werden. Auch fir die symmetrische
Dimethylierung des L-Arginins ist eine entsprechende Methyltransferase entdeckt worden,
wobei die zelluldre Funktion dieser Reaktion noch nicht geklart werden konnte (Gary et al.
1998). Die Einteilung dieser Enzymgruppe soll nun naher erlautert werden.
Kim und Paik haben drei verschiedene Proteinmethylasen charakterisiert, die wie folgt
bezeichnet worden sind:

- Protein Methylase | (Protein-Arginin-Methyltransferase) (Paik et al. 1968)

- Protein Methylase Il (Protein-Carboxyl-Methyltransferase) (Kim 1973)

- Protein Methylase Il (Protein-Lysin-Methyltransferase) (Paik et al. 1970)
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Fir die Biosynthese von ADMA ist ausschlieBlich die Methylase | (Protein-Arginin-
Methyltransferase) von Interesse. Enzyme mit der Aktivitat der Methyltransferase | tragen die
Bezeichnung PRMT (Protein-Arginin-
Methyltransferase). Es existieren zwei
Klassen von Protein-Arginin-Methyl-

Protein

\ transferasen. Typ 1 katalysiert die

$-Adenosylmethion Bildung von N®-Monomethyl-L-Arginin

(L-NMMA) und von ADMA, wogegen
der Typ 2 fir die Synthese des L-
NMMA und des SDMA verantwortlich
ist (Gary et al. 1998) (Abb. 6). 4

verschiedene Isoformen, die alle die

S-Adenosylmethion \ /

S-Adenosylhomocystein

J<— Hydrolase —»J

ADMA SDMA Methyltransferase-Aktivitat vom Typ 1
L-NMMA L-NMMA . . . . .
aufweisen, sich jedoch in Oligo-

Abbildung 6: Synthese von ADMA, L-NMMA und
SDMA durch die PRMTs Typ 1 bzw. Typ 2 (nach
Vallance et al. 2004)

merisation, subzellularer Lokalisation,
ihrer  Substratspezifitdt und ihrer
Regulation unterscheiden, sind
inzwischen analysiert worden (Gary et al. 1998). PRMT 1 scheint die biologische Aktivitat
des Interferons | positiv zu beeinflussen (Altschuler et al. 1999). Die cDNA eines weiteren
Enzyms (PRMT 3) mit der Aktivitdt der Methyltransferase | Typ 1 ist 1998 von Tang und
seiner Arbeitsgruppe aus Ratten und Menschen isoliert worden. HRMT 1L1 (PRMT 2) und
HRMT 1L2, die dritte und vierte Isoform der Protein-Arginin-Methyltransferasen, sind von
Scott und seiner Arbeitsgruppe 1998 im Menschen in einem Hefe-two-hybrid-screen
identifiziert und charakterisiert worden (Scott et al. 1998). Innerhalb des kardiovaskularen
Systems werden alle Isoformen im Herzen, in glatten Muskelzellen und in Endothelzellen
exprimiert.

Die Funktionen der Protein-Arginin-Methyltransferasen und der Argininmethylierung sind
noch nicht vollstandig geklart. Es konnte die Beteiligung bzw. Beeinflussung der
Methyltransferasen an der Signaltransduktion bestimmt werden (Desrosiers et al. 1998).
Zahlreiche Proteine, deren Argininreste asymmetrisch dimethyliert sind, sind im Kern
lokalisiert und scheinen hier tiber die Auflésung der Carrier-Protein-Bindung Einfluss auf den
Transfer bestimmter Proteine zwischen Kern und Zytoplasma zu nehmen. Aufféllig sind
ebenfalls die groBen Mengen asymmetrischer Dimethyl-L-Argininderivate in
Ribonukleoproteinen, die eine wesentliche Rolle in dem pre-mRNA-Processing spielen
(Dreyfuss et al. 1988).

Allen Methyltransferasen dient das S-Adenosylmethionin als Methyldonator. Nach

Aktivierung der Aminosaure Methionin durch ATP wird die Methylgruppe als CHs" unter
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Entstehung einer reaktionsfahigen Sulfonium-Verbindung auf ein Atom mit freiem
Elektronenpaar, z.B. auf das Stickstoffatom der Guanidinogruppe des L-Arginins, Ubertragen,
so dass als weiteres Produkt ein Adenosinthioether, das Adenosylhomocystein, entsteht
(Abb. 7). Unter Abspaltung des Adenosins wird hieraus das Homocystein freigesetzt (Karlson
1994). Homocystein kann nun Uber zwei unterschiedliche Wege umgesetzt werden. Der
Remethylierungsprozess besitzt hier die gréRere Prioritdt. Unter diesem Stoffwechselweg
wird ein wichtiger Syntheseweg der Aminosadure Methionin aus dem Homocystein
verstanden. Die Reaktion wird durch die Methionin-Synthase katalysiert und bendétigt
Cobalamin (Vitamin B12) als prosthetische Gruppe und N°-Methyl-Tetrahydrofolat als
Kofaktor bzw. als Methyldonator (Chiang et al. 1996). Nach Ausschépfung der
Remethylierungskapazitat wird Homocystein (ber den Transulfurations-Stoffwechselweg
metabolisiert (Abb. 7).

Methionin-
adenosyl-
transferase

Methionin S-Adenosylmethionin Protein (inkl. L-Arginin)

1 ATP
B 12 CHs =
THF S-Adenosyl-
Homocystein-

Homocystein <1¥413%¢ 5 adenosylhomocystein ADMA

B6 (\Serin

Cystathion-B-Synthase

Proteinargininmethyl-
transferase
+Hydrolase

\
Cystathion

B6

Cystathionase

\
Cystein + Ketobutyrat

Abbildung 7: S-Adenosylmethionin als Methylgruppendonator fiir die Biosynthese von ADMA

1.2.2.2. Metabolisierung des N€NC-Dimethyl-L-Arginins (ADMA) durch das
Enzym Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase (DDAH)

Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase (DDAH) stellt ein Enzym dar, welches die
Umsetzung von ADMA zu L-Citrullin und Dimethylamin katalysiert (Abb. 8). Entdeckt wurde
das Enzym 1989 von Ogawa und seiner Arbeitsgruppe, die die DDAH aus der Rattenniere
isoliert und deren Eigenschaften bestimmt haben (Ogawa et al. 1989). Es handelt sich
hierbei um ein einzelstrangiges Polypeptid mit einem Molekulargewicht von ca. 33 kDA. Die
DDAH ist spezifisch fiir ADMA und N®-Monomethyl-L-Arginin (L-NMMA), wahrend SDMA

kein Substrat fur dieses Enzym darstellt. Ein Kofaktor wird fur die Reaktion nicht bendtigt.

10
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Abbildung 8: Metabolisierung von ADMA zu L-Citrullin und Dimethylamin durch die DDAH

Substanzen, wie HgCl,, die SH-Gruppen zu blockieren vermégen, und divalente Metallionen,
z.B. Cd**, Zn?*, Cu?®*, kénnen die Aktivitit des Enzyms hemmen (Ogawa et al. 1989). Das
Enzym ist aus zahlreichen Organen und Geweben der Ratte isoliert worden, z.B. aus der
Niere, der Leber, dem Pankreas und dem Gehirn. In hohen Konzentrationen konnte es
ebenfalls in der Aorta und in Makrophagen nachgewiesen werden (Kimoto et al. 1993). Auch
in Endothelzellen vom Rind und vom Menschen wurde das Enzym entdeckt (Mac Allister et
al. 1994a). Die cDNA der DDAH wurde zunéachst aus der Rattenniere und schlieRlich aus der
menschlichen Niere geklont und sequenziert (Kimoto et al. 1997, Kimoto et al. 1998). Die
DDAH scheint ein durch die Evolution lang konserviertes Enzym zu sein, wofur der Nachweis
desgleichen in primitivsten Organismen, u.a. in Bakterien, spricht (Tran et al. 2000).

Der synthetische DDAH-Inhibitor S-2-amino-4(3-methylguanidino)butansaure (4124W) diente
der gezielten Aufklarung der Funktion dieses Enzyms (MacAllister et al. 1996). Die Zugabe
von 4124W fuhrte wie erwartet zu einem Anstieg von ADMA, wahrend die SDMA-
Konzentration unbeeinflusst blieb. 4124W besal} keine direkten Effekte auf die NO-
Synthase, bewirkte aber eine endothelabhangige Kontraktion der Aorta von Ratten. Diese
Kontraktion konnte durch eine Infusion von L-Arginin aufgehoben werden. Die Hemmung der
DDAH-Aktivitat liefert damit einen Mechanismus fiir die Hemmung der NO-Synthasen und
scheint auf diese Weise eine pathophysiologische Bedeutung hinsichtlich der NO-
Freisetzung zu besitzen.

Inzwischen wurde von diesem Enzym eine zweite Isoform identifiziert, die eine von dem
urspringlichen Enzym abweichende Verteilung im Gewebe aufweist (Leiper et al. 1999). Die
DDAH 1 wird hauptsachlich in Geweben exprimiert, in denen die neuronale NO-Synthase
vorliegt. So wurde die DDAH 1 als ,nerve-injury associated molecule” beschrieben, welches
eine mit der nNOS Ubereinstimmende Hochregulation in Neuronen aufweist (Nakagomi et al.
1999). Die Isoform DDAH 2 dominiert dagegen in Geweben, in denen die endotheliale NO-
Synthase lokalisiert ist, was auf eine flr die beiden Isoformen spezifische Regulierung der

NO-Synthasen Uber die Modulation der Methylargininkonzentrationen hinweist. Es muss in

11
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diesem Zusammenhang jedoch vermerkt werden, dass diese Enzyme auch in Geweben
gefunden worden sind, in denen keine NO-Synthasen exprimiert werden (Santa Maria 1999).
Die DDAH scheint also weitere, bisher nicht identifizierte physiologische Funktionen zu
besitzen.

Beide Isoformen sind hauptsachlich im Zytosol lokalisiert ohne spezifische Assoziation zu
Organellen oder zur Plasmamembran (Birdsey et al. 2000). Sie scheinen eine Schllsselrolle
in der Sicherung niedriger Konzentrationen von Methylargininen in der gesamten Zelle unter
physiologischen Bedingungen zu besitzen. Hinweise auf die mégliche Existenz einer zweiten
Isoform dieses Enzyms gab es bereits durch die Tatsache, dass in einigen Studien die
DDAH-Aktivitat nicht mit der DDAH-Expression korrelierte. Z.B. kdnnten Erkenntnisse, dass
TNF-a und oxLDL zu einer Akkumulation von ADMA im Medium von Endothelzellen flhren,
ohne eine Veranderung bezogen auf das DDAH 1-Protein zu induzieren (lto et al. 1999), mit
einer Downregulierung der DDAH 2 erklart werden. Durch Entdeckung dieser Isoformen und
deren unterschiedliche Verteilung im Gewebe sollte es nun moglich sein, molekulare,
zelluldre und klinische Studien zu verbessern, um gezielte Erkenntnisse Uber die Rolle der
Methylarginine im Hinblick auf die Pathogenese verschiedener Krankheiten zu erhalten. Die
Aminosauresequenzen der DDAH 1 und 2 zeigen, verglichen mit Sequenzen von Enzymen,
die in den Metabolismus des L-Arginins eingebunden sind, keinerlei Homologie (Leiper et al.
1999), was als ein guter Ansatz zu sehen ist, um pharmakologische Agentien zu entwickeln,
die spezifisch auf ADMA Einfluss nehmen kénnen.

Jiingst konnte die Tertiarstruktur des klonierten und gereinigten Enzyms, die einen reaktiven
Cysteinrest (Cys-249) im aktiven Zentrum der DDAH aufweist, mittels Kristallographie
aufgeklart werden (Murray-Rust et al. 2001). Dieser Cysteinrest stellt einen Angriffspunkt fir
Nitrosylierungen dar, die an der Regulation der DDAH-Aktivitat beteiligt sind (Leiper et al.
2002). Ein direkter Rlckkopplungsmechanismus scheint von Bedeutung, bei dem
ansteigende NO-Konzentrationen Uber eine Hemmung des ADMA metabolisierenden

Enzyms die eigene Synthese einschranken.

1.2.2.3. Exkretion

In zahlreichen Studien konnte inzwischen gezeigt werden, dass bei terminaler
Niereninsuffizienz die Plasmakonzentrationen sowohl von ADMA als auch von SDMA
deutlich ansteigen (Kielstein et al. 2001). Diese Daten lassen den Schluss zu, dass diese
beiden L-Arginin-Analoga Uber die Niere ausgeschieden werden. Zudem Kkonnten
verschiedene Dialyseverfahren in unterschiedlichem Male zu einer extrakorporalen

Elimination der beiden Substanzen beitragen. Bei der Hidmodialyse wurde nur eine geringe
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Clearance fur die beiden Substanzen beobachtet, die mit der Bindung derselben an
Plasmaproteine erklart werden kénnte. Nicht veréffentlichte Daten der Arbeitsgruppe Béger
sprechen flir eine Plasmaproteinbindung von Uber 90% flir ADMA. Die Peritonealdialyse
dagegen lielR hohe SDMA-Konzentrationen bei normalen ADMA-Konzentrationen erkennen
(Kielstein et al. 1999). Die Schlussfolgerung liegt nahe, dass die renale Exkretion der einzige
verfugbare Eliminationsweg fir SDMA ist, wahrend fir ADMA zusatzliche metabolische
Eliminationswege, z.B. die oben beschriebene Metabolisierung durch die DDAH, zur

Verfligung stehen.

1.2.3. Pathophysiologische Bedeutung des N¢ N°-Dimethyl-L-Arginins
(ADMA)

Bei zahlreichen kardiovaskularen und metabolischen Erkrankungen wurden erhéhte ADMA-
Plasmakonzentrationen nachgewiesen. Alle diese Erkrankungen gehen mit einer
endothelialen Dysfunktion einher. In gesunden Personen liegen die ADMA-Konzentrationen
in einem Bereich von ca. 0,5-1 uyM (Vallance et al. 1992a). In Patienten mit kardiovaskularen
Risikofaktoren liegen die Plasmakonzentrationen um den Faktor 2 hoéher (Boger et al.
1998b). In Patienten mit klinisch manifester Arteriosklerose oder mit terminaler
Niereninsuffizienz konnten sogar 3,5- und 10,4-fach hohere ADMA-Konzentrationen
bestimmt werden (Boger et al. 1997b, Vallance et al. 1992a, Al Banchaabouchi et al. 2000,
Zoccali et al. 2001).

An jungen Patienten mit Hypercholesterindmie konnte festgestellt werden, dass die ADMA-
Konzentrationen doppelt so hohe Werte annahmen im Vergleich zu denen in gesunden
Probanden (Bdger et al. 1998b). Diese Erhéhung war mit der Beeintrachtigung der
endothelabhangigen Vasodilatation und einer verringerten Nitrat-Ausscheidung gekoppelt,
was auf eine reduzierte NO-Synthese hinwies. Durch die Applikation von L-Arginin konnten
diese Effekte aufgehoben werden. In einer weiteren Studie an Patienten mit
Hypercholesterinamie wurde neben den erhéhten ADMA-Werten auch eine Verstarkung der
Monozyten- und T-Lymphozytenadhasion festgestellt (Chan et al. 2000). Monozyten und T-
Lymphozyten sind die dominanten Zellen, die in arteriosklerotischen Plaques eine
entscheidende Rolle spielen. Diese Steigerung der Adhasion konnte durch die Gabe von L-
Arginin unter Normalisierung des ADMA/L-Arginin-Verhaltnisses aufgehoben werden. Die
Konzentrationen des Cholesterins, des ADMAs, des Wachstumshormons und des Insulins
blieben durch die L-Arginin-Applikation unbeeinflusst. Weitere Versuche an isolierten Zellen
zeigten keinen direkten Effekt von ADMA auf das Adhasionsverhalten von Monozyten und T-

Lymphozyten, so dass die Wirkung von ADMA auch hier Uber die verminderte NO-

13



Einleitung

Freisetzung aus Endothelzellen erklart werden muss. In dieser Studie konnte ebenfalls eine
direkte Korrelation zwischen den ADMA-Konzentrationen und den Gesamtcholesterin-
konzentrationen bzw. den LDL-Konzentrationen im Plasma belegt werden (Chan et al. 2000).
Die Ursache fiur die erhdhten Plasmakonzentrationen von ADMA in Patienten mit
Hypercholesterinamie ist unklar. ADMA kénnte das Ergebnis einer gesteigerten Hydrolyse
von methylierten Proteinen sein. In diesem Zusammenhang ist die Lipidperoxidation und die
damit verbundene peroxidative Schadigung von Gewebeproteinen und eine erhdhte
Proteolyserate zu sehen (Mahmoodi et al. 1995). Erhéhte ADMA-Konzentrationen sind
ebenfalls bei Patienten mit peripherer Arterienverschlusserkrankung (pAVK) analysiert
worden und korrelierten mit der Schwere der Krankheit und mit einer verminderten NO-
Synthase-Aktivitat (Boger et al. 1997b). Eine weitere Erkrankung, die mit erhohten
Plasmakonzentrationen von ADMA in Verbindung gebracht wurde, ist die Niereninsuffizienz.
Vallance und seine Arbeitsgruppe waren die Ersten, die von erhdhten ADMA-
Konzentrationen bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz berichteten (Vallance et al.
1992a). Die ADMA-Konzentrationen bei Nierenkranken mit Arteriosklerose waren wiederum
signifikant hdher als bei Nierenkranken ohne Arteriosklerose. In beiden Fallen lagen jedoch
keine veranderten L-Arginin-Konzentrationen vor. Es wurde daher angenommen, dass das
vielfache Auftreten von Hypertonie, Arteriosklerose und immunologischer Dysfunktion bei
Patienten mit Niereninsuffizienz in engem Zusammenhang mit dem beeintrachtigten L-
Arginin/NO-Stoffwechsel und der Akkumulation von ADMA steht.

Bei Patienten mit essentieller Hypertonie wurde festgestellt, dass die renale Exkretionsrate
von Nitrat und Nitrit, Indikatoren flr die NO-Synthese, erniedrigt, wahrend die ADMA-
Konzentrationen um den Faktor 2,2-2,3 erhdht waren (Surdacki et al. 1999). Die L-Arginin
Konzentrationen und die SDMA-Konzentrationen bewegten sich im normalen Bereich.
Aulerdem wurden ADMA-Konzentrationen in der Schwangerschaft in Verbindung mit dem
Blutdruck bestimmt. So konnte gezeigt werden, dass Blutdruckabfalle in der friihen
Schwangerschaft mit einem signifikanten Abfall der ADMA-Konzentrationen korrelierten
(Holden et al. 1998). Sowohl ADMA als auch NO spielen scheinbar eine entscheidende Rolle
in Bezug auf die Blutdruckregulation in der Schwangerschaft.

Zudem korrelierten ADMA-Konzentrationen ebenfalls positiv mit dem Lebensalter, dem
mittleren, arteriellen Blutdruck, der Glukosetoleranz und dem Ausmaf der Arteriosklerose
(Miyazaki et al. 1999, Goonasekera et al. 1997, Zoccali et al. 2002a). Eine
Zusammenstellung der Krankheiten bzw. Umstande, die mit erhdéhten ADMA-

Konzentrationen verbunden sind, zeigt Tabelle 1.
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Tabelle 1
Erkrankung Spezies Literaturangabe
Niereninsuffizienz Mensch Vallance et al. 1992a
Al Banchaabouchi et al. 2000
Goonasekera et al. 1997
Bluthochdruck Mensch Surdacki et al. 1999
Fujiwara et al. 2000
Schwangerschafts-bedgt. Bluthochdruck Mensch Chen et al. 1997
Praeklampsie Mensch Holden et al. 1998
Experimentell induzierter Bluthochdruck Ratte Matsuoka et al. 1997
Pulmonaler Hochdruck ver.bunden mit Mensch Gorenflo et al. 2001
angeborener Herzkrankheit
Mensch Boger et al. 1997b
Arteriosklerose Miyazaki et al. 1999
Kaninchen | Boger et al. 1998c
Periphere arterielle Verschlusskrankheit Mensch Bdger et al. 1997b
Mensch Boger et al. 1998b
Chan et al. 2000
Hypercholesterinamie Jang et al. 2000

Lundman et al. 2001
Kaninchen | Boger et al. 1997a

Thrombotische Mikroangiopathie Mensch Herlitz et al. 1997
, . Mensch Usui et al. 1998
Herzinsuffizienz
Ratte Feng et al. 1998
Syndrom X Mensch Piatti et al. 2003
Alloxan induzierte Hyperglykamie Kaninchen | Masuda et al. 1999

Abbasi et al. 2001
Asagami et al. 2002
Mensch Bdger et al. 2001
Stihlinger et al. 2001
Yoo et al. 2001

Diabetes mellitus Mensch

Hyperhomocysteinamie

Affen Boger et al. 2000a
Schlaganfall Mensch Yoo et al. 2001
Hyperthyreose Mensch Hermenegildo et al. 2002
Hohes Lebensalter Mensch Miyazaki et al. 1999
Schizophrenie Mensch Das et al. 1996
Multiple Sklerose Mensch Rawal et al. 1995
Muskeldystrophie Mensch Inoue et al. 1979

Diese Beobachtungen kénnen die Frage noch nicht beantworten, ob die erhdhten ADMA-
Konzentrationen ein Grund oder eine Folge der kardiovaskularen Erkrankung darstellen bzw.
ob ADMA als Risikofaktor oder nur als Risikomarker angesehen werden kann.

Dass ein kausaler Zusammenhang zwischen den ADMA-Konzentrationen und dem Auftreten

koronarer Ereignisse besteht, wurde erstmals durch eine Studie von Miyazaki und seiner
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Arbeitsgruppe nachgewiesen (Miyazaki et al. 1999). ADMA-Konzentrationen korrelierten
eindeutig bei gesunden Probanden ohne Anzeichen einer koronaren oder peripheren
arteriellen Gefallerkrankung mit der Intima/Media-Dicke der Aorta Carotis. Der Nachweis,
dass ein Zusammenhang zwischen der Dicke der Intima/Media der Aorta Carotis und dem
Auftreten schwerwiegender koronarer Ereignisse besteht, ist bereits in zahlreichen Studien
erbracht worden, so dass ADMA als ein neuer Marker flir kardiovaskulare Erkrankungen
postuliert wurde. Eine prospektive Studie konnte an Hamodialysepatienten zeigen, dass
ADMA-Konzentrationen und das Lebensalter signifikante Pradiktoren fliir das Auftreten
kardiovaskularer Komplikationen als auch fir die Gesamtmortalitat darstellten (Zoccali et al.
2001). Eine weitere Studie aus der Arbeitsgruppe von Zoccali belegte, dass ADMA einen
diagnostisch verwertbaren Vorhersagewert fir das Auftreten einer konzentrischen
Hypertrophie des linken Ventrikels besitzt (Zoccali et al. 2002b). Die signifikante Beziehung
zwischen ADMA-Konzentrationen und dem Auftreten kardiovaskularer Ereignisse besteht
ebenfalls in nierengesunden und nichtrauchenden Mannern mittleren Lebensalters, die mit
ADMA-Konzentrationen oberhalb von 0,62 uM ein 3,9-fach erhéhtes Risiko fur ein akutes
koronares Ereignis besitzen (Valkonen et al. 2001). Damit erhalt ADMA diagnostische
Bedeutung als neuer kardiovaskularer Risikomarker (Lu et al. 2003, Boger 2003).

Hinweise darauf, dass ADMA als Verursacher dieser Erkrankungen anzusehen ist, geben
Untersuchungen, in denen eine chronische Hemmung der NO-Synthase zur Hypertonie
fuhrte und eine Steigerung der Arteriosklerose im Tiermodell verursachte (Baylis et al. 1992,
NahruRe et al. 1994). Die Arbeitsgruppe von Vallance hat in einer randomisierten,
doppelblinden, Placebo-kontrollierten Studie gesunden, mannlichen Probanden ADMA
infundiert und festgestellt, dass es u.a. zu einem signifikanten Anstieg des Blutdrucks und
des Pulses im Vergleich zu Placebo kam (Achan et al. 2003). Diese Ergebnisse konnten
durch die Infusion von 0,0125-0,25 mg/kg/min ADMA in sechs gesunden Probanden
bestatigt werden (Kielstein et al. 2004). Die Beeintrachtigung des NO-Syntheseweges durch
ADMA scheint demzufolge direkt an der Entwicklung bzw. dem Fortschreiten kardio-
vaskularer Krankheiten beteiligt zu sein. Der Mechanismus, durch welchen es zu dieser
veranderten L-Arginin-NO-Stoffwechsellage kommt, konnte bisher nicht geklart werden.
Sicherlich handelt es sich hier um eine multifaktorielle Erscheinung, die u.a. den Anstieg
freier Sauerstoffradikale, die Akkumulation von ADMA und eine verminderte NO-Synthase-
Aktivitat beinhaltet.
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1.2.4. Analyse des N® N®-Dimethyl-L-Arginins (ADMA)

Publikationen zur Analytik von methylierten L-Argininderivaten existieren seit Jahrzehnten,
lange bevor ADMA als endogener NO-Synthase Inhibitor an Bedeutung gewann. Die
Bestimmung von Aminosduren und deren methylierten Derivaten wurde zunachst mit Hilfe
eines Aminosaure-Analyzers, der colorimetrisch die zuvor chromatographisch getrennten
Ninhydrinderivate detektierte, durchgefiihrt (Kominz et al. 1962). Die Analyse, der
Aminosaurezusammensetzung, z.B. von Pflanzen oder von Myelin, unterschied schon
damals zwischen N€ NC-Dimethyl-L-Arginin (ADMA) und dem Strukturisomer N¢ NC-
Dimethyl-L-Arginin (SDMA) (Deibler et al. 1973). Die Arbeitsgruppe von Vallance, die 1992
die physiologische Bedeutung von ADMA erkannte, verwendete die Kapillarelektrophorese
zur Bestimmung der ADMA-Konzentrationen im Plasma und im Urin. Dieser Analyse ging
jedoch eine aufwendige Aufreinigung Uber zwei verschiedene Bondelutsaulen (SCX (strong
cation exchange), CBA (carboxylic acid)) und eine chromatographische Trennung Uber eine
C1s-Saule mit Hilfe der HPLC voraus (Vallance et al. 1992a). Im gleichen Jahr wurde von
einer Methode berichtet, die die Aminosauren bzw. deren Analoga nach dreifacher
Aufreinigung  mittels  lonenaustauschchromatographie  und  Derivatisierung  mit
Phenylthiocarbamat Uber eine ODS(octadecylsulfat)-H-Saule Uber die HPLC analysierten
(Ueno et al. 1992). Eine verbesserte Trennung und damit zuverlassigere Analyse von ADMA
und SDMA sowie eine Verkirzung der Analysezeit wurde durch die Methode von der
Arbeitsgruppe Bode-Bdger erreicht (Bode-Bdger et al. 1996). Nach der Aufreinigung der
Proben uber CBA-Kartuschen wurden diese mit ortho-Phthaldialdehyd derivatisiert, mit Hilfe
der HPLC dber eine Phenylsdule getrennt und mittels Fluoreszenzdetektor analysiert.
Zahlreiche Variationen dieser Methode wurden publiziert, die sich in der Wahl der
Aufarbeitung und der HPLC-S&ule unterschieden (Pettersson et al. 1997, Pi et al. 2000,
Bdger et al. 1998b, Teerlink et al. 2002, Marra et al. 2003). Die Nachteile dieser Methoden
liegen in dem Auftreten von Interferenzen mit anderen Aminosauren, in der aufwendigen
Aufreinigung und langen Analysezeit und in dem Gebrauch von einem Plasmavolumen von
200-1000 ul, welches bei der Gewinnung von Plasmaproben aus Mausen oder Ratten
deutlich unterschritten wird. Zudem wurde eine Validierung flr Zellkulturiberstande nie

vorgenommen.
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1.2.5. Substanzen, die moglicherweise den Metabolismus des N N°-
Dimethyl-L-Arginins (ADMA) beeinflussen

In dem Male, in dem das Verstandnis Uber die Rolle von ADMA in pathophysiologischen
Prozessen des Herz-Kreislauf-Systems zunahm, wurde ADMA ein Ziel pharmako-
therapeutischer Interventionen. Da es sich bei der Synthese von ADMA um einen Prozess
handelt, der zwei Enzymsyteme beinhaltet, die Methyltransferase und die Hydrolase, liegt
der Fokus auf der Metabolisierung von ADMA durch die Dimethylarginin-
Dimethylaminohydrolase (DDAH). Mdégliche Regulationsmechanismen und die Auswirkung
von therapeutisch bereits verwendeten Substanzen, wie die HMG-CoA-Reduktasehemmer,
auf die ADMA-Konzentration bzw. auf die DDAH sollten in vitro untersucht werden. Die
postulierten Zusammenhange zwischen ADMA und den HMG-CoA-Reduktasehemmern, den
Low density Lipoproteinen (LDL), den Peroxisome proliferator-activated Rezeptoren (PPAR)

und dem Angiotensin werden in den folgenden Abschnitten naher erklart.

1.2.5.1. HMG-CoA-Reduktasehemmer (Statine)

In der Therapie der Hypercholesterindmie finden u.a. die HMG-CoA-Reduktasehemmer (3-
Hydroxy-3-methylglutaryl-CoenzymA-Reduktasehemmer) Anwendung. Diese Verbindungen,
auch Statine genannt, hemmen die Cholesterinproduktion in den Hepatozyten Uber die
Hemmung der HMG-CoA-Reduktase. In der Synthese des Cholesterins gilt die Bildung von
Mevalonsaure aus 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA mit Hilfe der HMG-CoA-Reduktase als
geschwindigkeitsbestimmender Schritt (Abb.9). Dieser Syntheseschritt wird durch die Statine
Uber die Nachahmung der Mevalonsaurestruktur gehemmt. Infolge der verminderten
intrazelluldren Cholesterinkonzentration kommt es zu einer Aktivierung der sog. Sterol-
Regulatory Element Binding Proteine (SREBP’s) und zu einer Translokation in den Zellkern.
Als Transkriptionsfaktoren beeinflussen sie hier die Transkription der mRNA des LDL-
Rezeptors. Die Hochregulation der LDL-Rezeptor-Expression an der Zelloberflache ist der
wesentliche Mechanismus, der zum Absinken des Serum-LDL-Cholesterins beitragt. Die
Statine fuhren zu einer Abnahme des LDL von bis zu 40%, zu einem HDL-Anstieg von bis zu
15% und zu einer Abnahme der Triglyceridkonzentration um ca. 25%. Die
Triglyceridsynthese wird u.a. Uber die Hemmung des Schlisselenzyms der
Fettsauresynthese der Acetyl-CoA-Carboxylase erreicht. HMG-CoA-Reduktasehemmer
gelten zur Zeit als die effektivsten Wirkstoffe im Hinblick auf die Senkung der LDL-
Cholesterinspiegel und werden in den meisten Landern als Mittel der Wahl zur Behandlung

der Hypercholesterinamie eingesetzt (Blumenthal et al. 2000).
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Darlber hinaus konnte in einigen Langzeitstudien gezeigt werden, dass es durch die
Behandlung mit Statinen Uber 5-6 Jahre zu einer Reduktion der Morbiditats- und der
Mortalitatsrate bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit kommt (4S 1994, Sacks et al. 1996,
LIPID 1998). Statine zeigen ebenfalls antiarteriosklerotische Effekte, die nicht mit der
Beeinflussung der LDL-Cholesterin-Konzentrationen korrelieren. O’Discoll und seine
Arbeitsgruppe konnten nachweisen, dass eine Behandlung mit Statinen unabhangig einer
Anderungen der Serumcholesterinspiegel zu einer Verbesserung der Endothelfunktion fihrt
(O’Discaoll et al. 1997). AuRerdem scheinen Statine flr einen Anstieg der Expression und der
Aktivitat der endothelialen NO-Synthase verantwortlich zu sein (Laufs et al. 1998, Endres et
al. 1998, Kaesemeyer et al. 1999). Die Abnahme der Zelladhadsion, die Hemmung der
Proliferation von arteriellen Myozyten, die verminderte Superoxidbildung sowie die
Beeintrachtigung der Endothelin-1-Synthese und —Expression wurden ebenfalls als
Statineffekte identifiziert (Masaaki et al. 1997, Corsini et al. 1993, Giroux et al. 1993,
Hernandez-Perera et al. 1998). Inzwischen sind zusatzlich zahlreiche direkte
antiarteriosklerotische Wirkungen der Statine charakterisiert worden (Corsini et al. 1999).
Als  HMG-CoA-Reduktasehemmer  beein-
Acety-CoA trachtigen die Statine nicht nur die Synthese

HMG-CoA des Cholesterins, sondern auch die anderer

HMG-CoA- ‘
e | 3 Metabolite der Mevalonsaure, wie die

Mevalonat

Isoprenoide, die Geranoide und Farnesoide

Mevalonatpyrophosphat

(Abb. 9). Zahlreiche Proteine erlangen erst in
Isopentanylpyrophosphat
Form von  Farnesyl- oder Geranyl-

Geranylpyrophosphat

pyrophosphaten ihre Funktionsfahigkeit, die

Farnesylpyrophosp ihnen erlaubt, in verschiedensten Zell-

Squalen-
trans-Prenyl- i synthetase cis-Prenyl-

ransferase Squalen ransierase - Prozessen, wie z.B. in der Zelldifferenzierung,

Ubinginon Chomsiorin Dolauol Zellproliferation und in Transportprozessen,
eine Rolle zu spielen. Unter Berucksichtigung
Abbildung 9: Hemmung der Synthese der dieser Interaktionen sind zumindest einige der

Mevalonsauremetabolite durch die Statine direkten antiarteriosklerotischen Statineffekte
zu erklaren.

Inwieweit Statine Uber diese Mechanismen Einfluss auf die DDAH nehmen kdénnen, um eine

Senkung von ADMA-Konzentrationen zu erzielen, und damit Uber eine additive Steigerung

der NO-Synthese positive Effekte auf das Gefalsystem besitzen, ist bisher nicht untersucht

worden.
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1.2.5.2. Low-density Lipoproteine (LDL) und oxidierte Low-density
Lipoproteine (oxLDL)

Das Low-density Lipoprotein (LDL) zirkuliert im Blut wie alle Plasmalipoproteine in Form von
Mizellen und dient dem Transport von Lipiden und Proteinen. Der hydrophobe Kern,
bestehend aus Cholesterinestern und Triglyceriden, wird von freiem Cholesterin,
Phospholipiden und Apolipoproteinen umgeben (Abb. 10). Das sehr Cholesterin-reiche LDL
bzw. die oxidierte Form, das oxLDL, ist direkt an der Ausbildung arteriosklerotischer Plaques
beteiligt, die aus einer Ansammlung von Lipiden und Zelltrimmern, umgeben von einer
Bindegewebsmatrix und einer sklerosierenden Zone proliferierender glatter Muskelzellen,
bestehen. Der Prozess der Arteriosklerose wird u.a. durch die Entstehung einer
Endotheldysfunktion vorangetrieben, deren Entwicklung ebenfalls durch zahlreiche Effekte

von LDL und oxLDL begunstigt wird.

Freies Cholesterln m

Cholesterinester E?

Fragmentierung

Cholest-5-en-3-on

MPO, ROS, Lipasen
—_—

Hydroperoxide des
Cholesterinesters

Lysolecithin Triacylglycerol-

hydroperoxide
Triacylglycerol

Hoxang) Malonaldehyd (MDA)

Abbildung 10: Oxidation der Low-density Lipoproteine in vivo durch Myeloperoxidasen (MPO),
reaktive Sauerstoffspezies (ROS) oder Lipasen, z.B. erfolgt die Umsetzung von Lecithin zu

Lysolecithin durch die Phospholipase A4

Die Hypercholesterinamie zahlt neben der arteriellen Hypertonie, Diabetes mellitus und
Rauchen zu einem der bedeutendsten kardiovaskularen Risikofaktoren, die zu einer
Endotheldysfunktion  flhren. Die mit der Hypercholesterindmie  assoziierte
Endotheldysfunktion kann zum einen auf eine vermehrte Inaktivierung von NO durch
Superoxidradikalanionen, zum anderen auf eine verminderte NO-Synthese zuruckgefuhrt
werden. Erste Hinweise auf die Beteiligung von oxidativen Prozessen gaben die
erfolgreichen Behandlungen mit der Superoxid-Dismutase (SOD) und Antioxidantien, wie
Vitamin E und Procubol, die bei cholesterin-gefiitterten Kaninchen zu einer Verbesserung
der Endothelfunktion flihrten (Migge et al. 1991, Keaney et al. 1993, Keaney et al. 1995,
Keaney et al. 1996). Der direkte Nachweis einer vermehrten Superoxidradikalanion-Bildung
in der arteriellen GefalRwand bei Hypercholesterinamie konnte schlieBlich mit Hilfe von

Chemilumineszenz- und Elektronenspin-Resonanz-Untersuchungen erbracht werden (Ohara
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et al. 1993, Migge et al. 1994, Warnholtz et al. 1999). Die Ursache fir die gesteigerte
Freisetzung von Superoxidradikalanionen ist zum einen in einer vermehrten Produktion
durch die NO-Synthase selbst (Pritchard et al. 1995) und in einer erhéhten Aktivitat der
NADH-/NADPH-Oxidase und der Xanthinoxidase zu sehen (Warnholtz et al. 1999, White et
al. 1996, Cardillo et al. 1997, Stepp et al. 2002). Der direkte Einfluss von oxLDL auf die
endotheliale NO-Synthase ist von der Arbeitsgruppe von Shaul gut untersucht worden (Shaul
et al. 2003). OxLDL ist fir die Abldsung der endothelialen NO-Synthase von der Caveolae in
der Zellmembran Uber die Bindung an den CD36-Rezeptor und die Freisetzung von
Cholesterin aus der Caveole verantwortlich. Diese Umlagerung der eNOS resultiert in einer
deutlichen Abnahme der Aktivitat dieses Enzyms.

Eine verminderte NO-Synthese konnte ebenfalls durch die Erhéhung der ADMA-
Konzentrationen in Endothelzellen erfolgen. Sowohl fir LDL als auch fir oxLDL konnte
nachgewiesen werden, dass sie die ADMA-Konzentrationen in Endothelzellen erhéhen (lto
et al. 1999, Boger et al. 2000b). Die Mechanismen fir diesen Anstieg der ADMA-
Konzentrationen kénnen in der Erhdhung der ADMA-Synthese mittels der
Methyltransferasen und/oder in einem verminderten Abbau von ADMA uber das Enzym
Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase (DDAH) gesehen werden. Es ist bereits gezeigt
worden, dass LDL und oxLDL zu einer Erhéhung der Expression aller 4 Isoformen der
Methyltransferasen (PRMT1, PRMT2, PRMT3, HRMT1L2) fuhren (Bdger et al. 2000b). Der
Einfluss von LDL und oxLDL auf die DDAH wurde noch nicht vollstandig aufgeklart,
insbesondere Untersuchungen hinsichtlich der Beeintrachtigung der 2. Isoform des Enzyms

sind noch nicht abgeschlossen.

1.2.5.3. Peroxisome proliferator-activated Rezeptoren (PPAR)

Die ,Peroxisome proliferator-activated receptors” (PPARSs) stellen Transkriptionsfaktoren dar,
die zu der Superfamilie der Kernrezeptoren, wie die Glukokortikoid- bzw. Thyroidrezeptoren,
gehdren (Issemann et al. 1990). Die PPA-Rezeptoren regulieren die Expression zahlreicher
Gene Uber die Bindung des 9-cis-Retinoid-X-Rezeptors (RXR) und spezifischer DNA-
Sequenzen, den sogenannten ,PPAR response elements® (Tugwood et al. 1992) (Abb. 11).
Drei Subtypen des PPA-Rezeptors sind inzwischen identifiziert worden, PPARa, PPARS/[}
und PPARYy. Diese weisen unterschiedliche Expressionsmuster auf und sind fiir die Lipid-
Homeostase verantwortlich. PPARa wird in der Leber, im Herzen, in der Muskulatur und in
der Niere exprimiert und verstarkt den Fettsdurekatabolismus der Leber (Dreyer et al. 1993,
Peters et al. 1997), wahrend der PPARy vor allem in Adipozyten und Makrophagen

angereichert ist und eine bedeutende Rolle fir die Differenzierung der Adipozyten, der
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Fettlagerung und der Glukose-Homeostase einnimmt (Barak et al. 1999, Kubota et al. 1999,
Rosen et al. 1999). PPARS ist bisher nicht sehr gut untersucht. Dieser Rezeptor wird im
gesamten Korper exprimiert und scheint die Keratinozyten-Differenzierung, die Wundheilung
und die Triglycerid-Konzentration Uber die Beeinflussung von VLDL (very low density
lipoproteins) in Makrophagen zu kontrollieren (Michalik et al. 2001, Tan et al. 2001, Di-Poi et
al. 2002, Chawla et al. 2003).

Fettsaurederivate, Eicosanoide und Fibrate sind als PPARa-Agonisten bekannt, wahrend
Arachidonsauremetabolite, Bestandteile des oxLDL und Thiazolidindione (Thioglitazone) die
PPARy-Isoform aktivieren.

PPARa

Fettsaure-Aufnahme und B-Oxidation

Fettsduremetabolismus
Lipidhomeostase

Ligand

\
PPARB
Fettsauremetabolismus
Hautproliferation ?7?
Krebs ??

PPARy
Adipozytendifferenzierung
Glukosehomeostase
Fettlagerung

Abbildung 11: Die Aktivierung der PPARs fuhrt zur Akkumulation im Zellkern und zur Komplexbildung
mit dem 9-cis-Retinoid-X-Rezeptor (RXR) (nach Bishop-Bailey 2000). Das PPAR: RXR Heterodimer
bindet an eine DNA Sequenz in der Promotorregion des Zielgens namens PPAR response binding

elements (PPRE), wodurch die Transkription induziert wird.

Inzwischen finden Agonisten dieser Rezeptoren therapeutische Anwendung. Die
Wirkstoffgruppe der Fibrate, wie Fenofibrat oder Gemfibrozil, induziert eine Senkung der
Triglyceride und einen Anstieg des HDL-Cholesterins Uber eine PPARa-vermittelte
Steigerung des Apolipoproteins CIll, der Lipoproteinlipase und des Fettsauretransport-
proteins sowie der Apolipoproteine Al und All (Staels et al. 1998). Die Steigerung der Insulin-
Sensitivitdt bei Typ 2 Diabetikern mit Glitazonen ist PPARy vermittelt und beinhaltet die
verstarkte Expression von Insulinrezeptoren und Glukosetransportern (Saltiel et al. 1996).
Aufgrund ihres Einflusses auf den Fettstoffwechsel und der inzwischen beobachteten anti-
inflammatorischen Eigenschaften in Makrophagen und Endothelzellen wird die Involvierung
dieser Rezeptoren in den Prozess der Arteriosklerose zunehmend diskutiert (Delerive et al.
2000, Michalik et al. 1999). Diese Hypothese wird gestutzt durch die Tatsache, dass sowohl
PPARa als auch PPARYy in Zellen der GefalRwand, d.h. in Muskelzellen, Endothelzellen und

in Monozyten/Makrophagen sowie in arteriosklerotischen L&sionen exprimiert werden
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(Bishop-Bailey et al. 2000, Marx et al. 1998, Ricote et al. 1998). Die Behandlung von Mausen
mit Rosiglitazon bzw. Troglitazon fuhrte zu einer Verminderung der Arteriosklerose um 20-
40% ohne eine Veranderung in Bezug auf die Glukose-, Insulin- oder Lipidkonzentrationen
detektieren zu kdnnen, so dass direkte Einflisse auf das GefalRsystem diskutiert wurden (Li
et al. 2000a, Chen et al. 2001, Collins et al. 2001). Es konnte nachgewiesen werden, dass
PPARy das Wachstum und die Proliferation sowie die Bewegungsfahigkeit von
GefaBmuskelzellen, Endothelzellen und Monozyten vermindern (Hsueh et al. 2001a,b) und
damit die Bildung der Neointima durch Muskelzellen, die Angiogenese durch Endothelzellen
und die Chemokinin-stimulierte Monozytenmigration beeintrachtigen (Law et al. 1996, Xin et
al. 1999, Kintscher et al. 2000, reviewed in Hsueh et al. 2003). Die beobachteten Effekte von
PPARa sind dagegen als kontrovers zu beurteilen. Bisherige Untersuchungen zeigten, dass
eine Uberexpression des PPARa in Méusen zu einer gesteigerten Oxidation von Fettsiuren
fuhrte und ein verminderter Glukosetransport stattfand, welches phanotypisch in einem
Diabetiker ahnlichen Herzen resultierte (Finck et al. 2002, Finck et al. 2003). Ebenso
entwickelten PPARa- und ApoE-knock-out Mause durch eine Cholesterin- und fettreiche
Nahrung weniger arteriosklerotische Lasionen als die Wildtyp Tiere (Tordjman et al. 2001).
Dennoch ist zu bericksichtigen, dass die klinische Anwendung der Fibrate (PPARa-
Agonisten) letztlich einen positiven Effekt auf das kardiovaskuldre System besitzt und in vier
grofien Kklinischen Studien in einer reduzierten kardiovaskuldren Morbiditat und Mortalitat
resultierte (Helsinki Heart Study (Tenkanen et al. 1995), BECAIT (Ericsson et al. 1997),
SENDCAP (Elkeles et al. 1998), VA-HIT (Robins et al. 2001)).

Die PPA-Rezeptoren scheinen wichtige Funktionen im Gefallsystem zu Ubernehmen und
eine bedeutende Rolle bei der Entwicklung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen zu spielen,

deren genaue Mechanismen jedoch noch einiger Untersuchungen bedurfen.

1.2.5.4. Angiotensin Il

Neben NO werden im Endothel weitere vasoaktive Substanzen gebildet, wie z.B. das
Angiotensin Il, welches aus Angiotensin | durch Abspaltung von zwei Aminosauren mit Hilfe
des Angiotensin-Converting-Enzyms (ACE) u.a. an der Endothelzelloberflache entsteht (Abb.
12). Neben dem ACE sind in letzter Zeit eine Reihe weiterer Enzyme identifiziert worden, die
Angiotensin Il aus Angiotensin | bilden, z.B. im Herzen die Chymase bzw. das Tonin und das
Cathepsin G. Angiotensin Il ist ein potenter Konstriktor peripherer und renaler Arteriolen, der
je nach Gefall 10-40 mal starker vasokonstriktorisch wirksam ist als Noradrenalin. Das
Angiotensin Il besitzt weitere Effekte, die Uber dessen Bindung an AT;- und AT,-Rezeptoren,

die sich an der Oberflache glatter GefaBmuskelzellen befinden, erzielt werden (Unger 2002).
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Wahrend flr die Zellkontraktion und -proliferation der AT -Rezeptor verantwortlich ist, bewirkt
eine Stimulation des AT,-Rezeptors Gewebewachstum, Proliferationshemmung und
Zelldifferenzierung (Abb. 12).

Renin-Angiotensin-Kaskade

Angiotensinogen

oy

Angiotensin | Inaktive Peptide
Chymase L <4 HT
. . Bradykinin
Angiotensin I Y
’/ ¢ no epHFA Pai
AT, AT, AT
Wachstumsforderung: ‘ PAI-1
Hypertrophie, Hyperplasie Zellwachstum und tPA
Vasokonstriktion : - proliferation,
direkt, indirekt Vasodilatation,
Natriumretention: ) Zelldifferenzierung,
Aldosteronausschittung Apoptose

Abbildung 12: Aktivierung und Wirkungsmechanismus des Angiotensin Il (tPA: tissue Plasminogen-
Aktivator, ACE: Angiotensin-converting Enzym, NO: Stickstoffmonoxid, EDHF: endothelium-derived

hyperpolarization factor, PGl,: Prostacyclin, PAI-1: Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1)

Der AT:-Rezeptor dominiert in BlutgefaRen und befindet sich in zahlreichen anderen
Geweben, wogegen AT,-Bindungsstellen unter anderem in der Nebenniere, dem Uterus,
dem Herz und im Zentralnervensystem nachgewiesen wurden. Dieser Rezeptor ist
hauptsachlich in der Foétalphase und unter pathophysiologischen Bedingungen, z.B. unter
Bluthochdruck auftretender endothelialer Dysfunktion, verstarkt exprimiert (Unger et al.
2002).

Wechselwirkungen des Renin-Angiotensin-Systems mit dem L-Arginin-/NO-System sind in
der Inaktivierung von Bradykinin durch das ACE zu sehen. Unter dem Einfluss von ACE wird
Bradykinin in inaktive Produkte Uberfiihrt, so dass weniger Bradykinin zur Verfigung steht,
um Uber die Bindung eines Bradykinin-Rezeptors eine Freisetzung von NO, EDHF
(endothelium-derived hyperpolarization factor) und PGIl, (Prostacyclin) zu stimulieren und
damit zur Verbesserung der Endothelfunktion beizutragen (Abb. 12).

Inhibitoren des Angiotensin-Converting-Enzyms besitzen heute ihren festen Platz in der
Therapie von Hypertonie und myokardialer Insuffizienz und wirken vornehmlich Uber die
Hemmung der Vasokonstriktion des Angiotensin Il und der stimulierten Aldosteron-
produktion. In klinischen Studien fuhrte die Anwendung von ACE-Hemmern bei Patienten mit
Bluthochdruck und bei Patienten mit Diabetes mellitus zu einer Verbesserung der
Endothelfunktion (Rizzoni et al. 1997, O’Discoll et al. 1999). Ebenso wurde unter der
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Therapie mit Quinapril und Enalapril, Vertretern der ACE-Hemmer, eine deutlich gesteigerte
NO-Bioverfugbarkeit bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz beobachtet (Hornig et al.
1998). Diese glnstige Wirkung der ACE-Hemmer konnte vollstandig durch die Anwendung
von NO-Synthese-Antagonisten gehemmt werden (Hornig et al. 1998). Die Uberlegung liegt
nahe, dass Angiotensin neben den beschriebenen Mechanismen Uber eine veranderte
ADMA-Konzentration Einfluss auf die NO-Synthase und damit auf die Endothelfunktion

besitzen konnte.

1.3. Beeinflussung der endothelialen NO-Synthase (eNOS) durch HMG-
CoA-Reduktasehemmer (Statine)

Der Wirkmechanismus der HMG-CoA-Reduktasehemmer (Statine) wurde bereits in Kapitel
1.2.5.1. beschrieben. Das erneute Aufgreifen dieser Substanzgruppe ist bedingt durch eine
im Jahre 2000 erschienene retrospektive Analyse von Cromwell (Cromwell et al. 2000), die
zeigen konnte, dass unter der Anwendung von Atorvastatin ein sogenannter Tachyphylaxie-
Effekt auftritt. Initial sinkt die Cholesterin-Konzentration um ca. ein Drittel des
Ausgangswertes, der jedoch nach zwei bis drei Monaten nachlasst bis sich die LDL-
Cholesterin-Konzentration schlieRlich auf einem Niveau einpendelt, welches einer 20%igen
Senkung des LDL-Cholesterins entspricht. Unter der Anwendung anderer Statine konnte
dieser Tachyphylaxie-Effekt nicht beobachtet werden. Ein von Cromwell und Kollegen
vorgeschlagener Erklarungsansatz flr dieses Phanomen liegt in den unterschiedlichen
Halbwertszeiten der Statine. Atorvastatin besitzt eine Halbwertszeit von 14 Stunden,
wahrend alle anderen Statine, wie Simvastatin, Pravastatin und Fluvastatin, eine
Halbwertszeit von unter 3 Stunden aufweisen. Die HMG-CoA-Reduktase stellt ein
induzierbares Enzym dar, dessen Expression durch Inhibition zunimmt (Brown et al. 1978),
so dass eine permanente Hemmung durch Atorvastatin zu einem verstarkten negativen
Ruckkopplungsmechanismus, d.h. zu einer verstarkten Expression dieses Enzyms, fihren
konnte. Studien an Mausen und Schweinen bestatigen diese These und weisen unter der
Applikation von Atorvastatin und Simvastatin unterschiedliche Ausmalie der HMG-CoA-
Reduktase-Expression auf (Conde et al. 1999, Bisgaier et al. 1997).

Neben der HMG-CoA-Reduktase beeinflussen Statine die Expression der LDL-Rezeptoren
und der NO-Synthase (siehe 1.2.5.1.). Experimentelle oder klinische Hinweise auf
tatsachliche Unterschiede der einzelnen Statine auf den Zeitverlauf der Genexpression der
HMG-CoA-Reduktase, des LDL-Rezeptors oder der fir die pleiotropen Effekte der Statine

wichtigen endothelialen NO-Synthase existieren jedoch bislang nicht.
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1.4. Zielsetzung
N€ NC-Dimethyl-L-Arginin (ADMA) kann inzwischen aufgrund seiner Eigenschaft als

endogener NO-Synthase Inhibitor als Risikofaktor bzw. -—marker flr zahlreiche
kardiovaskulare Erkrankungen angesehen werden. Der genaue Mechanismus der Hemmung
der NO-Synthase durch ADMA sowie der Hintergrund der veranderten ADMA-
Konzentrationen sind noch unklar. Die Aufklarung der Ursache der erhdéhten ADMA-
Konzentrationen kdnnte zu der Entdeckung neuer Targets fir die therapeutische Intervention
hinsichtlich der Reduktion der ADMA-Konzentrationen fiihren. Die Fragestellungen des

ersten Teils dieser Arbeit lassen sich wie folgt unterteilen:

1. Ist ADMA als ein kompetitiver Inhibitor der endothelialen NO-Synthase anzusehen, so
dass dieses L-Arginin-Analogon eine bedeutende Rolle im Hinblick auf das L-Arginin-

Paradoxon spielen kénnte?

2. Entwicklung einer Methode =zur =zuverlassigen Bestimmung von ADMA im
Zellkulturiberstand, die als Voraussetzung flir die unter Punkt 3 beschriebenen

Zellversuche anzusehen ist.

3. Untersuchung des Einflusses von Statinen, LDL, oxLDL, PPARa- und PPARYy-
Agonisten und Angiotensin Il auf die ADMA-Konzentration, sowie auf die Expression
und Aktivitat der DDAH in Endothelzellen und damit Erlangung von Hinweisen fir die

pharmakologische Therapie des NOS-Inhibitors.

Der zweite Teil der Arbeit ist gesondert zu sehen und beschaftigt sich mit dem Einfluss von
Statinen auf die eNOS-Expression und mit der Frage, inwieweit pharmakokinetische und
nicht substanzspezifische Unterschiede der Statine bei der Induktion der eNOS-Expression
eine Rolle spielen. Die Untersuchung der Statineffekte auf die HMG-CoA-Reduktase- und die
LDL-Rezeptor-Expression erfolgte anhand einer parallel durchgefiihrten Arbeit mit einer

Hepatozytenzelllinie.

26



Methoden

2. Methoden

21. Untersuchung der endothelialen NO-Synthase(eNOS)-Aktivitét in vitro

Die in vitro-Untersuchungen wurden an einer rekombinanten endothelialen Rinder-NO-
Synthase (NOS) durchgefiihrt. Zur Bestimmung der NOS-Aktivitdt wurden die oxidativen
Metabolite des NO, Nitrit (NO,) und Nitrat (NOj3’), analysiert.

Die Experimente fanden alle in einem NaH,PO4-Puffer pH 7,4 statt. Die NOS-Kofaktoren
wurden in 5 ml Puffer verdiinnt, so dass die folgenden Konzentrationen resultierten: 10 uM
Tetrahydrobiopterin (H4B), 5 uyM Flavinadenindinukleotid (FAD), 5 yM Flavinadeninmono-
nukleotid (FMN), 500 uM Calciumchlorid, 500 nM Calmodulin, 800 uM Nicotinamidadenin-
dinukleotidtriphosphat (NADPH).

Je 400 pl-Aliquots wurden mit dem Substrat L-['°N,]-Arginin versetzt und fiir 10 Minuten bei
37°C vorinkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe der eNOS gestartet. Zum Stoppen der
Reaktion wurden 100 pl-Aliquots in 400 pl eiskaltes Aceton Uberflhrt, dem ein auf das
Volumen von 100 pl bezogener interner Standard von 2,5 pM ["“N]-Nitrit und [**N]-Nitrat
zugesetzt war. Die Proben wurden sofort zur vollstdndigen Denaturierung der NOS gemischt,
mit 10 pl Pentafluorobenzylbromid (PFB) versetzt und weiter fiir die GC-MS-Bestimmung von
Nitrit und Nitrat aufbereitet (Tsikas et al. 2000a).

Die Inkubation des Reaktionsgemisches erfolgte bei 50°C fiir eine Stunde. Anschliel3end
wurden die Proben auf ein Volumen von 100 ul unter Stickstoffstrom eingeengt und der
wassrige Rickstand mit 500 pl Toluol extrahiert. Zur Phasentrennung wurden die Proben flr
10 Minuten bei 4°C und 800 g zentrifugiert. 100 pl-Aliquots der Toluol-Phase wurden in ein
Autosamplergefald mit einem 0,1 ml Mikroeinsatz pipettiert.

Die Analyse erfolgte mit Hilfe der GC-MS, die mit einer Kapillarsdule vom Typ DB-5 MS (30
m x 0,25 mm 1.D., 0,25 um Filmdicke) versehen war. Helium (70 kPa) diente als Tragergas.
Das folgende Ofentemperaturprogramm wurde fir die GC-Saule verwendet: 2 min 70°C,
Erhéhung der Temperatur mit einer Rate von 5°C/min auf 100°C, gefolgt von einer Rate von
30°C/min auf 310°C. Als lonisierungsgas im MS diente Methan unter NICI (negative ion
chemical ionization)-Bedingungen. Konstante Temperaturen von 180, 280 und 200°C
wurden an der lonenquelle, Transferline und Injektor gehalten. Die Elektronenenergie und
der Elektronenstrom wurden bei 230 eV und 300 pA eingestellt. Die Elektronen-Multiplier-
Spannung wurde mit 1,2 kV festgesetzt. Das Injektionsvolumen betrug 1 pl im splitless-
Modus.

Die Fragmente mit der héchsten Intensitat in den NICI Massenspektren von PFB-NO, bzw.
PFB-"°NO, waren m/z 46 bzw. 47 und von PFB-NO; bzw. PFB-""NO; m/z 62 bzw. 63.
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2.1.1. Bestimmung der Inkubationszeit

Unter Verwendung der oben angegebenen Reaktionsbedingungen und Konzentrationen der
Kofaktoren zeigte sich Uber eine Dauer von 10 Minuten ein linearer Anstieg der NOS-
katalysierten ['°N]-Nitrit- und ['°N]-Nitrat-Bildung aus L-["*N,]-Arginin (Abb. 13), so dass fiir
die weiteren Versuche eine Inkubationszeit von 10 Minuten gewahlt wurde.
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Abbildung 13: Abhangigkeit der eNOS-katalysierten Bildung von ["°N]-Nitrit und ['°N]-Nitrat aus L-
[15N2]-Arginin von der Inkubationszeit. 400 pl-Aliquots enthielten eine L-[15N2]-Arginin-Konzentration
von 20 pyM und wurden nach der 10-minitigen Vorinkubation bei 37°C mit 45 pg/ml NOS versetzt.
Nach den angegebenen Inkubationszeiten wurde die Reaktion durch Zugabe zu Aceton gestoppt.

21.2. Bestimmung der spezifischen Aktivitat der endothelialen NO-Synthase
(eNOS)

Unter den bereits beschriebenen Bedingungen bestand ein linearer Zusammenhang
zwischen der eingesetzten eNOS-Konzentration und der ["°N]-Nitrit- bzw. der ['°N]-Nitrat-
Bildungsrate bis zu einer eNOS-Konzentration von 45 ug/ml (Abb. 14). Die mittlere
spezifische Aktivitat der verwendeten eNOS betrug nach diesem Experiment 405 pmol/min x
mg fiir ["*N]-Nitrit und 480 pmol/min x mg fiir ['°N]-Nitrat. Fir die weiteren Untersuchungen
wurde eine NOS-Konzentration von 45 pug/ml gewahlt. Die spezifische Aktivitdt des Enzyms
und damit die Festlegung der einzusetzenden Konzentration der eNOS sollte fur jede neue

Charge des Enzyms durchgefihrt werden.
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Abbildung 14: Abhangigkeit der [°N]-Nitrit- und der ['°N]-Nitrat-Bildungsrate aus L-['°N,]-Arginin von
der eNOS-Konzentration. Die Ansatze mit allen Kofaktoren und L-[15N2]-Arginin (20 pM) in Puffer
wurden 10 Minuten bei 37°C vorinkubiert und die Reaktion wurde durch Zugabe verschiedener eNOS-
Konzentrationen (5,625, 11,25, 22,5, 45, 90 ug/ml) gestartet. Nach 10 Minuten wurde die Reaktion
durch das Versetzen mit Aceton gestoppt.

2.1.3. Ermittlung enzymkinetischer Daten der endothelialen NO-Synthase
(eNOS) unter dem Einfluss von ADMA

Die Versuchsansatze wurden wie oben erwahnt gewahlt und unter Berlcksichtigung der
unter 2.1.1. und 2.1.2. bestimmten Parameter durchgeflihrt.

Unter Verwendung verschiedener L-["°N,]-Arginin-Konzentrationen und in Gegenwart
verschiedener ADMA-Konzentrationen (0, 1, 2, 5, 10 yM) wurde die enzymatische Bildung
von ["°N]-Nitrit und ['°N]-Nitrat aus L-["°N,]-Arginin untersucht. Der Versuch wurde fiir jede
ADMA-Konzentration in Mehrfachbestimmung (0 yM ADMA: n=3; 1 uM ADMA: n=4; 2 uM
ADMA: n=4; 5 yM ADMA: n=3; 10 yM ADMA: n=4) durchgefuhrt. Dabei variierten die L-
['°N,]-Arginin-Konzentrationen von 2,5 bis 40 pM. Die Inkubationszeit betrug bei allen
Versuchen 10 Minuten. Die ['°N]-Nitrit- und ['°N]-Nitrat-Bildungsgeschwindigkeiten wurden in
Relation zu der eingesetzten eNOS-Konzentration bestimmt.

Zur Bestimmung von Ky (Michaelis-Menten-Konstante) und Vn.x (maximale
Reaktionsgeschwindigkeit) wurden sowohl die Lineweaver-Burk als auch die Hanes-
Auftragung gewahit.

Die Inhibitionskonstante Ki flir die Hemmung der eNOS durch ADMA wurde Uber die
Sekundarauftragung nach Lineweaver-Burk und mittels Berechnungen nach Lineweaver-

Burk bzw. nach Hanes ermittelt.
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2.2. Endothelzellkultur

Charakterisierung der Endothelzellen

Die in Abschnitt 3.3. beschriebenen Experimente wurden sowohl an einer permanenten,
humanen  Zelllinie, den EAhy 926, als auch an primaren humanen
Koronararterienendothelzellen (HCAECs) durchgefuhrt (Abb. 15, 16).

Die EA.hy 926 Hybridomzellen wurden udber die Fusion von Endothelzellen einer
menschlichen Nabelschnurvene (HUVEC, human umbilical vein cell) mit Bronchial-
karzinomzellen (A 549) gewonnen (Edgell et al. 1983). Die Zellen zeichneten sich durch ein
pflasterartiges, einschichtiges Wachstumsverhalten aus und =zeigten ein hohes
Wachstumspotential, ohne spezielle Wachstumsanforderungen zu stellen.

Die Untersuchung dieser Zelllinie hinsichtlich endothelzellspezifischer Faktoren lasst den
Schluss zu, dass diese Zellen viele biochemische und physiologische Eigenschaften der
primaren Endothelzellen beibehalten haben und als Modell fir Endothelzellversuche
geeignet sind. So synthetisieren diese Zellen ein Faktor VIII verwandtes Antigen, dessen
Morphologie und Verteilung der in primaren Endothelzellen entspricht. AuBerdem sind in
dieser Hybridomzelllinie Weibel-Palad-Korper zu finden, bei denen es sich um Organellen
handelt, die ausschlieBlich in vaskularen Endothelzellen vorkommen (Edgell et al. 1990). Die
EA.hy 926-Zellen produzieren zudem Prostacyclin, welches vorwiegend in Endothelzellen
gebildet wird, um die Platichenaggregation und die Vasodilatation positiv zu beeinflussen
(Suggs et al. 1986).

Weiterhin wurden die fur die Arbeit spezifischen Enzyme, die fur die Synthese bzw. den
Metabolismus von ADMA verantwortlich sind, in den EA.hy 926-Zellen nachgewiesen. 3 der
4 Isoformen der Methyltransferasen, die die Methylierung des L-Arginins in Proteinen
durchfuhren, und die 2 Isoformen der Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase (DDAH)
konnten mit Hilfe der PCR detektiert werden (siehe 2.9.4.).

Die HCAECs wurden von der Firma BioWhittaker aus einer mannlichen Person von 58
Jahren isoliert, in der 3. Passage tiefgefroren und verschickt. Die Zellen wurden in unserem
Labor aufgetaut, flr eine weitere Passage proliferiert und bis zu den anstehenden Versuchen
im flissigen Stickstoff verwahrt. Flr jeden Versuchsansatz wurden die Zellen der 4. Passage
neu aufgetaut, so dass Verluste endothelzellspezifischer Faktoren im Zuge weiterer
Passagen keinen Einfluss auf die Ergebnisse haben konnten.

Das Wachstumsmuster schien dem der EA.hy 926-Zellen sehr &ahnlich, die
Wachstumsanforderungen waren dagegen als sehr hoch einzuschatzen. Ein regelmafiger

Mediumwechsel alle 2 Tage und ein rechtzeitiges Splitten der Zellen waren notwendig.
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Abbildung 16: HCAEC

Endothelzell-Kultivierung

Die  Endothelzellen wurden in  Zellkulturflaschen in  einem  herkémmlichen
Begasungsbrutschrank bei 5.0% CO,und 37°C kultiviert. Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM, Gibco) mit dem Zusatz von 10% Hitze-inaktiviertem fetalem Kalberserum (FKS) und
2% HAT(Hypoxanthin, Aminopterin, Thymidin)-Supplement diente als Kulturmedium fiur die
EA.hy 926-Zellen.

Das HAT-Supplement unterstitzte das Endothelzellwachstum insofern, als das durch
Aminopterin die Purin- und Pyrimidinsynthese unterbunden wurde, die von Endothelzellen,
nicht aber von Karzinomzellen, durch Reservestoffwechselwege, denen Hypoxanthin und
Thymidin als Substrate dienten, ersetzt werden konnten. Auf diese Weise wurde ein Entarten
bzw. ein Uberwuchern der Hybridomzellen durch die Tumorzellen unterbunden.

Die HCAECs erhielten ein fur mikrovaskulare Zellen spezifisches Kulturmedium (EGM-2-MV
der Firma BioWhittaker). Dem Basalmedium wurden vor Gebrauch folgende Substanzen
zugesetzt: Epidermaler-, Fibroblasten-, Vaskularer-Endothelialer-, Insulin-ahnlicher-
Wachstumsfaktor, Vitamin C, Hydrocortison, Gentamicin, Amphotericin-B und 5% FKS.
Samtliche Endothelzellversuche wurden an einer sterilen Werkbank (Heraeus LaminAir)
durchgefuhrt. Sowohl fur die EA.hy 926-Zellen als auch fir die HCAECs wurde die

iberwiegende Zahl der Zellversuche in 25 cm?Kulturschalen ausgefiihrt. Zunédchst wurden
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die Zellen nach Entfernung des alten Mediums mit PBS gewaschen und mit den fir den
Versuch vorgesehenen Chemikalien derart versehen, dass sich in 3 ml Zellkulturiberstand
die jeweils gewlinschte Versuchskonzentration wiederfand. Als Zellkulturiberstand wurde flr
die EA.hy 926-Zellen DMEM mit 2% HAT ohne den Zusatz von FKS und fur die HCAECs
das ubliche Kulturmedium verwendet. Nach einer in den meisten Fallen gewahlten
Inkubationszeit von 24 Stunden wurden die Zellkulturiiberstande abgenommen und bei einer
Temperatur von -20°C gelagert, wahrend die Zellen mit PBS-Puffer gewaschen und mit
Accutase™ abgeldst wurden.

Bei der Accutase™ handelt es sich um einen Mix von Enzymen, der sowohl proteolytische
als auch kollagenolytische Aktivitat vereint. Die Zellen werden im Vergleich zu Trypsin
schonender von der Zellkulturoberflache abgeldst und behalten in der Lésung flir mindestens
45 Minuten ihre Uberlebensfahigkeit.

10% des Zell-Accutase-Mix wurde fir die Proteinbestimmung in Eppendorfgefale und der
Rest zur Isolation der RNA in 15 mI-Réhrchen Uberfihrt. Das weitere Vorgehen geht aus

folgendem Schema hervor:

Proteingewinnung RNA-Isolation

- Zentrifugation: 1000 rpm, 4°C, 10 min - Zusatz von PBS mit 10% FKS

- Waschen mit PBS - Zentrifugation: 1000 rpm, 4°C, 10 min
- Zentrifugation: 1000 rpm, 4°C, 5 min - Abnahme des Uberstandes

- Aufnahme in 100 ul Wasser - Schockgefrieren im flissigen Stickstoff
- Einfrieren bei -20°C - anschlieBende Lagerung bei —80°C
2.3. Quantitativer Proteinnachweis

Die quantitative Proteinanalyse der Zelllysate erfolgte nach der Methode von Bradford
(Bradford 1976). Diese Methode basiert auf der Bindung des Farbstoffes Coomassie Brillant
Blue G-250 an Polypeptide (MG > 3000) unter sauren Bedingungen. Sie ist mit einer
Verschiebung der Wellenlange von 465 nm nach 595 nm verbunden. Da der Farbwechsel

nicht linear verlauft, muss bei jeder Bestimmung eine Standardkurve angefertigt werden.

Als Standard wurde Plasma y-Globulin (Bio-Rad Protein Standard 1) in Konzentrationen von
3,58 bis 14,3 ug in 0,8 ml Aqua bidest. verwendet. Die Proben wurden in Abhangigkeit von
der zu erwartenden Proteinkonzentration verdinnt oder unverdiinnt eingesetzt und mit Aqua
bidest. auf ein Volumen von 0,8 ml erganzt. Unter Zusatz von 200 ul Bradford Reagenz
wurde die Extinktion der Standardreihe bzw. der Proben nach einer Inkubationszeit von 15

Minuten bei einer Wellenlange von 595 nm bestimmt.
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24, Low density Lipoprotein(LDL)-Isolation und Gewinnung von oxLDL

Das LDL-Cholesterin wurde aus eingefrorenen Plasmaproben der Blutbank des Uniklinikums
Hamburg-Eppendorf gewonnen. Das gepoolte Plasma wurde mit dem Antioxidanz
Butylhydroxytoluol (BHT; 20 uM), EDTA (100 mg/100ml Plasma) und Kaliumbromid (1,63
g/100 ml Plasma) versetzt. Es erfolgte eine Ultrazentrifugation fur 18 Stunden bei 45.000
R/min und 4°C. Aus jedem der Zentrifugenrohrchen wurde die LDL-Schicht, die sich direkt
unter dem wassrigen Uberstand befand, mit Hilfe von Spritze und Kaniile entnommen und
vereint. Unter Zusatz von Kaliumbromid (0,0565g/ml LDL-Fraktion) wurde eine weitere
Ultrazentrifugation unter den gleichen Bedingungen vorgenommen. Die hochkonzentrierte,
gelb-orange LDL-Fraktion befand sich nun direkt unter dem Verschluss des
Zentrifugenréhrchens und konnte problemlos ohne Verunreinigung abgenommen werden.
Die anschlieRende Dialyse erfolgte tiber Nacht bei 4°C in einer mit EDTA (1 g/I) und BHT (20
MM) versetzten isotonischen Kochsalzldsung (NaCl 0,9%). Fir den Erhalt von oxLDL wurde
das LDL gegen reine NaCl-Lésung (0,9%) ohne Zusatz von BHT oder EDTA dialysiert. Es
erfolgte eine Oxidation mit Kupfersulfat in einer Endkonzentration von 5 yM fiir 24 Stunden
bei 4°C. Die Reaktion wurde mit EDTA (5 pM) und BHT (20 uM) gestoppt. Im Anschluss
wurde erneut in NaCl (0,9%) mit EDTA (1 g/l) und BHT (20 yM) Uber Nacht bei 4°C dialysiert.
Die Lagerung des LDL-Cholesterins erfolgte fiir einen Zeitraum von hochstens einer Woche
bei 4°C, lichtgeschuitzt und unter Begasung mit Argon.

Die Bestimmung der Cholesterin-Konzentration wurde photometrisch mit Hilfe des
Cholesterin-20 Kits der Firma Sigma durchgefuhrt. Die Extinktion bei einer Wellenlange von
500 nm ergab sich aus der Umsetzung von 4-Aminophenazon und p-Hydroxybenzolsulfonat
mit Wasserstoffperoxid unter dem Einfluss einer Peroxidase zu einem Chinonimin-Derivat.
Das Wasserstoffperoxid entstand bei der Oxidation von Cholesterin zu Cholest-4-en-3-on

nach vorangegangener Hydrolyse der Cholesterinester zu Cholesterin und Fettsauren.

2.5. Nachweis der Zytotoxizitat der HMG-CoA-Reduktasehemmer (Statine)

Die Zytotoxizitat von Statinen auf die Endothelzellen wurde mit Hilfe des Cytotoxicity-
Detection-Kit der Firma Roche bestimmt, der auf der Messung der Laktatdehydrogenase-
aktivitat beruht.

Die Laktatdehydrogenase wird bei dem Tod bzw. der Schadigung von Zellen aus dem
Zytosol in den Zelliberstand abgegeben. Dieses Enzym setzt Laktat zu Pyruvat unter der
Bildung von NADH + H" um, welches fiir die Reduktion von Tetrazolium zu dem roten
Farbstoff Formazan verwendet wird. Die Intensitdt dieses Farbstoffs kann schlie8lich

photometrisch bestimmt werden.
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Die Endothelzellen wurden in 25 cm? — Zellkulturflaschen bis zur Konfluenz bewachsen und
fur 12, 24, 36 oder 48 Stunden mit den Statinen Atorvastatin, Cerivastatin und Pravastatin
inkubiert. 400 pl des Zelliberstandes wurden mit 400 pl der Reagenzlésung des Cytotoxicity-
Detection-Kits versetzt und flir eine halbe Stunde unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Reaktion wurde mit 200 pl Salzsaure (1 N) gestoppt. Die Extinktion wurde
gegen Blank bei 500 nm gemessen. Die erhaltenen Absorptionen wurden auf die Proteine
der Zelllysate bezogen. Als Positivkontrollen wurden Zellen flr 12, 24, 36 bzw. 48 Stunden

mit dem Detergent Triton X-100 (1%) versetzt.

2.6. Bestimmung des N°®NC-Dimethyl-L-Arginins (ADMA) mit Hilfe der
HPLC

Die Konzentration von ADMA, SDMA und L-Arginin im Plasma wurde mit Hilfe der
Hochdruckflissigchromatographie  (HPLC) unter Verwendung einer Vorsaulen-
Derivatisierung mit ortho-Phthaldialdehyd (OPA), modifiziert nach einer HPLC-Methode von
Bdger et al., bestimmt (Boger et al. 1998b). Die Plasmaproben wurden durch Zentrifugation
der EDTA-haltigen Blutentnahmerdhrchen fur 10 Minuten bei 4500 R/min gewonnen und bei
—20°C gelagert. Die Aufarbeitung fur die HPLC-Messung begann mit dem Versetzen von 500
pI Plasma mit dem internen Standard Homoarginin (10 yM) und der Ergdnzung mit Aqua
bidest. auf ein Gesamtvolumen von 1000 ul. Gleichermal3en wurde ein externer Standard mit
L-Arginin (50 pM), Homoarginin (10 uM), ADMA (1 yM) und SDMA (1 pM) vorbereitet. Eine
Aufreinigung der Proben erfolgte unter der Verwendung von CBA(carboxylic acid)-
Kartuschen, die zu der Elimination von unpolaren Aminosauren und Proteinen flihren sollten.
Nach Vorkonditionierung der Kartuschen mit Methanol und Wasser wurden die
Plasmaproben aufgegeben und nach zweimaligem Waschen mit Wasser mit Ameisensaure
(1 M) eluiert. Die Eluate wurden in der Speed-Vac getrocknet. Die Trocknungsriickstéande
wurden anschlieend in 400 yl Wasser aufgenommen, gut gevortext und iber Nacht bei 4°C
aufbewahrt. 100 ul der Proben wurden in Autosamplergefalie tberfihrt und zur Messung in
die HPLC gestellt.

Vor der Autoinjektion von 5 pl der Proben erfolgte eine 30-sekiindige Inkubation mit dem
OPA-Reagenz. Die entstandenen Derivate wurden isokratisch mit dem Eluenten A bei einem
Fluss von 1 ml/min mit Hilfe einer Phenylsdule aufgetrennt und Uber den
Fluoreszenzdetektor bei A*= 340 nm und A*"= 453 nm detektiert. Die jeweiligen
Konzentrationen von ADMA, SDMA und L-Arginin wurden berechnet unter der Kenntnis der
entsprechenden Retentionszeit anhand der Peak-Hdhen-Verhaltnisse von Standard und

Proben (Abb. 17). Das Peak-Hoéhen-Verhaltnis von Homoarginin in Standards und Proben
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diente der Ermittlung der Recovery der einzelnen Proben, die bei der Berechnung der
Konzentrationen von L-Arginin, ADMA und SDMA berucksichtigt wurde. Die mittlere
Recovery wurde mit 106,9% bestimmt. Die Intraassay-Variabilitdt und die Interassay-
Variabilitat betrugen 101,7 £ 1,9% bzw. 102,3 £ 1,3%. Das Detektionslimit der Methode lag
bei 3,75 nM fir ADMA.

Emission
500 mV EM:453 nm
7 1 - Arginin - 6,927
400 —
300 —
200 —
i 2 - Homoarginin - 8,803
100
| 3 - SDMA - 11,625
i ‘ - ADMA - 13,118
I I |
min
'50 T T ‘ T ‘ T T T ‘ T T T ‘ T T . T T
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 28,0

Abbildung 17: Typisches Chromatogramm eines injizierten Standards bestehend aus L-Arginin,
Homoarginin, SDMA und ADMA.

2.7. Bestimmung des N®,N®-Dimethyl-L-Arginins (ADMA) mit Hilfe der GC-
MS

Fir die Messung der Zellkulturiberstande wurden die Proben zunachst analog den
Plasmaproben mit Hilfe der CBA-Kartuschen aufgereinigt (siehe 2.6.). 500 ul Zelliberstand
kamen hier unter dem Zusatz des selbst synthetisierten und quantifizierten Standards, dem
N€ NC-[Hg]-Dimethyl-L-Arginin ([*H¢]-ADMA), zum Einsatz (siche 2.7.1). Das aus der
Aufreinigung erhaltene ameisensaure Eluat wurde ebenfalls in der Speed-Vac zur Trockne
eingeengt und in 100 pl 2 molarer, methanolischer Salzsdure aufgenommen, gut gevortext
und nach dem Abzentrifugieren der unléslichen Bestandteile in Autosamplergefalie

Uberfiihrt. Bei 80°C wurden die Proben fir 1 Stunde inkubiert, um die Carboxylgruppe zu
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verestern und vor der weiteren Derivatisierung zu schitzen. Im weiteren Verlauf der
Aufarbeitung wurden die Proben unter Stickstoff zur Trockne eingeengt und mit
Pentafluoropropionsaureanhydrid (PFAA) bei 100°C 1 Stunde derivatisiert. Die wiederum zur
Trockne eingeengten Proben wurden nun mit 100 ul Borsaurepuffer und 500 ul Toluol
versetzt, grindlich gevortext und bei 4°C und 800 g fir 10 Minuten zentrifugiert. Die
Toluolphase wurde anschliefiend in Autosamplergefalle mit 0,3 ml Mikroeinsatzen Uberfuhrt.
ADMA wurde auf diese Weise entsprechend der Abbildung 18 zum N¢ N®-Dimethyl-L-
Argininmethylesterpentafluoropropionsaureamid, welches im weiteren Verlauf dieser Arbeit

als Methylester-PFA-Derivat bezeichnet wird, umgesetzt.

¢Hs CHs ﬁ) CHs
HN\? _N—CHg HN\C _N~CH3 CFs—CFz-C—NO\ _N-CHg
| T
NH NH CF3-CFz-C—N
Ho H H
?H Methylierung ?Hz Acylierung ? 2
¢H2 oM methanolische HCI ¢H2 Pentafluoropropionsaure- ¢H2
H H anhydrid
CH2 CH2 y E y FHe
HaN—CH HaN—CH CF3-CFz~C—N-CH
COOH COOCH3 COOCH3
NG NC.Dimethyl-L-Arginin NG NC.Dimethyl-L-Arginin- NG NC-Dimethyl-L-Arginin-
methylester methylester-

pentafluoropropionsaureamid

Abbildung 18: Derivatisierung von ADMA fur die Analyse mit Hilfe der GC-MS

Die Validierung der Methode fiir Zelllysatproben und geringe Volumina von Plasmaproben
(50 pl) erforderte keine Vorbehandlung bzw. Aufreinigung Uber die CBA-Kartuschen. Es
wurde lediglich eine Fallung der Proteine mit dem doppelten Probenvolumen an Aceton nach
Zusatz des internen Standards vorgenommen. Nach Zentrifugation und Einengen des
Uberstandes unter Stickstoff wurden die Proben ebenfalls mit 2 molarer, methanolischer
Salzsaure versetzt und wie oben bereits beschrieben derivatisiert.

Die GC-MS- und GC-Tandem-MS-Analyse fir ADMA wurde mit einem Quadrupol
Massenspektrometer 1200 (Varian, Walnut Creek, USA) verbunden mit einem
Gaschromatographen CP-3800 (Varian) durchgefiihrt. Die gaschromatographische Trennung
erfolgte mit Hilfe einer Kapillarsaule Optima-17 (Macherey-Nagel) der Dimension 30 m x 0,25
mm |.D. und der Filmdicke 0,25 uym. Mit folgendem Temperaturprogramm wurde die
Kapillarsaule erwarmt: 2 min bei 80°C, Erhéhung der Temperatur auf 300°C mit einer
Geschwindigkeit von 25°C/min. Helium diente bei einem konstanten Fluss von 1 ml/min als
Tragergas. Der Injektor, die Transferline und die lonenquelle wurden konstant bei 260°C,
250°C und 180°C gehalten. Unter den gewahlten NICl(negative ion chemical ionization)-
Bedingungen betrug die lonisierungsenergie 70 eV und der Elektronenstrom 300 pA. Methan

diente der chemischen lonisation in der lonenquelle. Das Injektionsvolumen betrug 1,0 pl.
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Zur Detektion der lonen wurde eine Spannung von 1,8 kV fir ADMA und 1,1 kV fur L-Arginin
am Elektronen-Multiplier angelegt. Im SIM(single ion monitoring)-Modus wurden die
Zielionen m/z 634,3 und m/z 640,3 fiir die Derivate von ADMA bzw. [?Hs]-ADMA bestimmt.
Die Derivate von L-Arginin bzw. L-["*N,]-Arginin resultierten in Fragmentionen mit m/z 586
und mit m/z 588.

Fir die GC-tandem-MS-Messung dienten Methan (6 Torr) und Argon (1,4 mTorr
Kollisionsdruck) bei einer Kollisionsenergie von 10 eV als Reaktions- bzw. Kollisionsgas. Das
Fragmention m/z 378 wurde sowohl fiir ADMA als auch fiir [?He]-ADMA bestimmit.

2.7.1. Synthese des N® N®-[*H¢]-Dimethyl-L-Arginins ([*H¢]-ADMA)

Bei der Synthese von [?Hg]-ADMA wurde die Arbeit von Pundak und seiner Arbeitsgruppe
zugrunde gelegt (Pundak et al. 1981).

1g Bromcyan-aktivierte Agarose wurde in 20 ml Salzsaure (1 mM) suspendiert und 30 min
inkubiert. Anschlieend wurde die Agarose mehrmals mit Salzsaure (1 mM) und mit Wasser
gewaschen. Die gewaschene Bromcyan-aktivierte Agarose wurde mit einem Kupfer-L-[?Hg]-
Ornithin-Komplex versetzt, der sich wie folgt zusammensetzte: L-[?Hg]-Ornithin wurde in einer
Konzentration von 100 mg/ml in Wasser gelost, Kupfercarbonat wurde bis zur Sattigung
hinzugegeben, die Losung wurde filtriert und mit Kaliumhydroxidlésung (10 N) auf einen pH-
Wert von 8,5 eingestellt.

Der Ansatz wurde bei 4°C Uber Nacht vorsichtig geschuttelt und am nachsten Tag filtriert, so
dass der Riickstand, der Cyan-Agarose-L-[*°Hg]-Ornithin-Komplex, mit Salzsaure (1 N) und
reichlich Wasser gewaschen werden konnte. Die Umsetzung von L-[?Hg]-Ornithin zu [*Hg]-
ADMA erfolgte unter dem Zusatz einer wassrigen, 0,2%igen Dimethylaminlésung bei 50°C
fur 24 Stunden. Nach Beenden der Reaktion wurde erneut filtriert und dreimal mit Wasser
gewaschen. Der Rickstand wurde inklusive des Waschwassers zur Trockne eingeengt. Das

[*’He]-ADMA wurde in Wasser aufgenommen, aliquotiert und bei -20°C gelagert.

2.8. Bestimmung der Aktivitit der Dimethylarginin-Dimethylamino-
hydrolase (DDAH)

Die Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase (DDAH) ist u.a. in den Endothelzellen

lokalisiert und fiir die Metabolisierung der endogenen NO-Synthase-Inhibitoren, N¢N°-

Dimethyl-L-Arginin (ADMA) und N®-Monomethyl-L-Arginin (L-NMMA), unter der Entstehung

von L-Citrullin und Dimethylamin bzw. Monomethylamin verantwortlich (siehe 1.2.2.2.).
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Fir die Bestimmung der Aktivitdt des Enzyms wurde ein radioaktiver Assay gewahlt, bei dem
L-["C]-NMMA den Endothelzellen zugesetzt und das entstandene L-[**C]-Citrullin mittels
Flussigkeits-Szintillationsz&hlung bestimmt wurde (MacAllister et al. 1994a).

Die Endothelzellen wurden auf Zellkulturschalen (35 x 10 mm) ausplattiert und mit den zu
untersuchenden Substanzen inkubiert. Nach der Inkubation wurden sie zweimal mit 37°C
warmem Krebs-Puffer gewaschen und mit 500 pl Assay Mix, in dem sich das radioaktiv
markierte L-["*C]-NMMA (0,4 uCi/ml) befand, fiir eine halbe Stunde bei 37°C inkubiert.
Gleichzeitig wurden mindestens 3 Zellkulturschalen als Negativkontrollen flir den gleichen
Zeitraum bei 4°C gelagert. Zum Stoppen der Reaktion erfolgten nach Abnahme des
Uberstandes zwei Waschschritte mit eiskaltem Krebs-Puffer und die Lyse der Zellen mit 1 ml
0,1%iger SDS-Lésung. 800 pl des Zelllysates wurden zur Trennung des radioaktiven L-
NMMA von dem entstandenen radioaktiven L-Citrullin  mit 700 ul des
lonenaustauscherharzes Dowex AG50W-X8 versetzt. Nach grindlichem Vortexen und
anschlieRender Zentrifugation bei 12000 rpm fir 5 Minuten wurde 1 ml des Uberstandes
unter dem Zusatz von 5 ml Szintillator ausgezahlt. 10 pl des Zelllysates wurden der
Proteinbestimmung nach Bradford unterzogen.

Das lonenaustauscherharz Dowex AG50W-X8 musste zunachst in die Na'-Form (berfiihrt
werden. Das Harz wurde einige Male mit Aqua bidest. gewaschen und mit 1 N
Natriumhydroxidldsung viermal versetzt. AnschlieBend musste das Harz erneut mit Aqua
bidest. bis zum Erreichen eines pH-Wertes von 7,0 gewaschen werden.

Zur Uberprifung der Funktionsfahigkeit des Assays wurden sowohl die EA.hy 926-Zellen als
auch die HCAECs mit ADMA bzw. SDMA und dem DDAH-Inhibitor 4124W inkubiert. ADMA
sollte als Substrat der DDAH die Umsetzung des L-['*C]-NMMA vermindern, wahrend SDMA
keinen Einfluss auf die Entstehung von L-["*C]-Citrullin haben diirfte (Abb. 19).
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Abbildung 19: Inkubation der EA.hy 926-Zellen und der HCAECs mit SDMA, ADMA und
4124W (Mittelwert £ SD, n = 4, *P<0,05)
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29. Bestimmung der Expression der Dimethylarginin-Dimethylamino-
hydrolase (DDAH) auf mRNA-Ebene

2.9.1. Isolation der RNA aus Endothelzellen

Die Isolation der RNA aus den Endothelzellen erfolgte nach einer Methode von Chomczynski
und Sacchi (1987) mit Hilfe des RNAzol (Wak Chemie). Grundsatzlich wurde die Praparation
immer auf Eis durchgefiihrt, um der Gefahr der RNA-Degradation zu entgehen. Die bei einer
Temperatur von -80°C eingefrorenen Zellen wurden mit 800 pl RNAzol versetzt und 5
Minuten geschittelt. Nach Uberfiihrung der Zellsuspension in ein Eppendorfgefa mit 80 pl
Chloroform und grindlichem Vortexen erfolgte eine 15-minitige Inkubation auf Eis. Die
Zentrifugation der Proben bei 12000 rpm und 4°C fir 10 Minuten lie® 3 Phasen erkennen,
wobei die untere Phase die Phenol-Chloroform-Phase darstellte, die weille Intermediarphase
Proteine und DNA enthielt, wahrend die obere wassrige Phase fir die weitere Aufarbeitung
von Interesse war und in ein Eppendorfgefal® mit 480 ul 2-Propanol Gberfuhrt wurde. Fir 30
Minuten bei -20°C konnte die RNA prazipitieren. Um die prazipitierte RNA zu isolieren
wurden die Proben erneut fur 30 Minuten bei 12000 rpm und 4°C zentrifugiert. Nach dem
Verwerfen des Uberstandes erfolgte ein Waschen der RNA mit 150 pl 70%igem Ethanol. Die
gut gevortexte Suspension wurde unter den oben erwahnten Bedingungen zentrifugiert, der
Uberstand wurde verworfen und das RNA-Pellet wurde nach kurzem Trocknen an der Luft in
12 ul RNAse-freiem Wasser aufgenommen. Eine weitere Aufreinigung der RNA mit Hilfe der
Lithiumchloridfallung bot keine Vorteile im Hinblick auf die Real-time PCR. Die Lagerung der
RNA erfolgte bei -80°C. Die Konzentration der RNA wurde photometrisch ermittelt. 1 ul der
Probe wurde in einer Verdinnung von 1:100 in einer Mikrokivette (Schichtdicke 1 cm) bei
einer Wellenlange von 260 und 280 nm vermessen.

Die RNA besitzt ein Absorptionsmaximum von 260 nm. Ist die optische Dichte im Bereich
von 260 nm gleich eins, so entspricht dies einer RNA-Konzentration von 4 pg/ul. Das
Verhaltnis der Absorption bei 260 nm zu der Absorption bei 280 nm gibt Auskunft tGber den

Reinheitsgrad der RNA und sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen.

2.9.2. Uberpriifung der isolierten RNA

Die RNA wird schnell durch RNAsen degradiert und sollte vor der weiteren Verwendung auf
ihren Zustand hin Uberprift werden. Die Darstellung der RNA mittels der Agarosegel-
Elektrophorese konnte aus praktischen Griinden nicht fur alle Proben durchgefiihrt werden,

sondern wurde stichprobenweise in Angriff genommen.
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Das denaturierende RNA-Gel setzte sich aus 1% Agarose in MOPS-EDTA-Puffer unter
Zusatz von 5% Formaldehyd zusammen. 5 pg RNA/Probe wurde nach Zugabe des
Denaturierungspuffers bei 95°C fur 2 Minuten denaturiert, auf Eis abgekihlt und mit 1/10 des
Volumens an Ladefarbe versetzt. Nach Beladen des Gels mit den RNA-Proben wurde je
nach Grofie des Gels eine Spannung von 100 V flr 2 Stunden angelegt. Die unter UV-Licht
erscheinenden deutlichen Banden der 18S- und 28S-RNA sprachen flr eine gute Qualitat
der RNA. Die hellen Banden ergaben sich aus der Interkalation des in dem Gel befindlichen
Farbstoffes Ethidiumbromid zwischen die Basen der RNA (Abb. 20).

28S-RNA (ca. 6 kB)

18S-RNA (ca. 2,5 kB)

Abbildung 20: Ethidiumbromid-haltiges Agarosegel mit der elektrophoretisch aufgetrennten RNA

(5ug/Spur) unter denaturierenden Bedingungen

2.9.3. Durchfiihrung der Reversen Transkription (cDNA-Synthese)

Die aus den Endothelzellen isolierte RNA wurde schlieRlich tber die Reverse Transkription
in komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben.

1,7 ug RNA kamen zum Einsatz und wurden auf ein Volumen von 10 uyl mit RNAse-freiem
Wasser erganzt. Nach Zugabe von je 1 pl Random Primer und den Nukleotid-Bausteinen fir
die cDNA, den dNTPs (je 10 uM), wurde das Gemisch fur 5 Minuten bei 65°C inkubiert, so
dass die Sekundarstrukturen der RNA aufgeschmolzen wurden und die Primer hybridisieren
konnten, und anschliefend auf Eis gestellt. Der Erganzung mit 4 ul 5x-Puffer, 2 ul des
Sulfidgruppenreduktors Dithiothreitol (0,1 M DTT) und 1 ul des RNAse-Inhibitors RNAsin (40
U/ml) und der Vorinkubation bei 42°C flir 2 Minuten schloss sich der Start der Reaktion, d.h.
die Zugabe der SuperScript™ II, an. Die Reaktion lief fir 50 Minuten bei 42°C ab und wurde
durch Inaktivierung des Enzyms bei 72°C fiir 15 Minuten beendet. Die Lagerung der cDNA
wurde bei einer Temperatur von -20°C vorgenommen.

t™ Il handelt es sich um eine modifizierte MMLV(Moloney murine

Bei der SuperScrip
leukemia virus)-Reverse Transkriptase ohne intrinsischer RNase H-Aktivitat, die eine hdhere
Ausbeute an cDNA im Vergleich zu anderen Reverse Transkriptasen liefert und cDNAs bis

zu einer Lange von 12,3 kb produzieren kann.
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29.4. Semiquantitative Analyse der cDNA mit Hilfe der Polymerase

Kettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction)

2.9.4.1. Durchfiihrung der PCR und Uberpriifung der PCR-Produkte mit Hilfe

der Agarose-Gelelektrophorese

Die PCR wurde mit Hilfe der HotStarTag-Polymerase durchgefihrt. 1 pul cDNA diente als
Template und wurde unter dem Zusatz der spezifischen Primer (Tab. 2) in einer
Konzentration von 10 uyM (2 upl) und des HotStarTag Master Mix (15 ul) in einem
Gesamtvolumen von 25 pl amplifiziert. Dieser Master Mix (Qiagen) enthielt neben
Polymerasepuffer, MgCl, und dNTPs die HotStarTag-Polymerase, die erst durch hohe
Temperaturen aktiviert wurde. So konnten unerwunschte Effekte, wie die Fehlhybridisierung
der Primer oder die Primerdimerbildung, die im weiteren Verlauf zu schlechten Ausbeuten
oder unspezifischen Produkten gefuhrt hatten, vermieden werden. Die PCR erfolgte im PCR
Heizblock Express (Hybaid) mit folgendem Programm: Aktivierung der Tag-Polymerase und
initiale Denaturierung bei 95°C fir 15 Minuten, 25-30 Zyklen bestehend aus jeweils einer
Denaturierungsphase bei 94°C fur 0,5 Minuten, einer Hybridisierungsphase der Primer an
die einzelstrangige DNA in Abhangigkeit von dem gewahlten Primer bei einer Temperatur
von 54-58°C (Tab. 3) fur 1 Minute und der Erhéhung der Temperatur auf 72°C fir 2 Minuten
auf das Temperaturoptimum der Taqg-Polymerase. AbschlieRend erfolgte eine finale
Elongation bei 72°C fir 10 Minuten und ein Abklihlen der Proben auf 4°C. Die Amplifikate
wurden auf einem 1,8%igem Agarosegel unter Zusatz von Ethidiumbromid in TBE-Puffer bei
100 V fiir 1,5 Stunden getrennt und unter UV-Licht betrachtet.

Bei der Wahl der Primer wurden die entsprechenden Kriterien, wie eine Basenlange von 20-
30 Nukleotiden, gleich haufige Verteilung der vier Basen in einem Primer, keine
komplementaren inter- bzw. intramolekularen Abschnitte an den 3'-Enden, keine
Sequenzabschnitte aus Polyurinen bzw. Polypyrimidinen und die Suche nach Intron-
iberspannenden Sequenzen, beriicksichtigt. Eine Uberpriifung hinsichtlich der spezifischen
Bindung an den zu amplifizierenden Abschnitt erfolgte mit Hilfe der Nukleotidsequenz-
Datenbank des Europaischen Molekularbiologischen Instituts (EMBL). Nach Eingabe der
Sequenzen wurden alle Gene, die die identische Basenfolge des Reversed Primers bzw. die
revers-komplementadre Basenfolge des Forward Primers aufwiesen, angezeigt. Wurde
ausschlieBlich das gewiinschte Gen mit einer 100%igen Ubereinstimmung gefunden, konnte

der Primer akzeptiert werden.
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Tabelle 2: Primer-Sequenzen zur Amplifikation der gewunschten Enzym-Isoformen mit Hilfe

der PCR
Enzym Forward Primer Reversed Primer
GAPDH GGCCAAGGTCATCCATGA TCAGTGTAGCCCAGGATG
DDAH 1 ACGAGGTGCTGAAATCTTGG CCAGTTCAGACATGCTCACG
DDAH 2 CTCAGCTCCCTCTGCTTGGTG GAGGGAGGATTCACCCAGTGG
PRMT 1 TGCACCTGTGCGTCTGTCC GCAGATGGTGTGAAGAAGG
PRMT 2 GCAGTTGGACATGAGAACCG AGCGTGTTTGTCTGAAGG
PRMT 3 TTCACACTGTAAGTCTGAGC GACACTAGTAGATGACGAGC
HRMT1L2 ACTCCATGTTTCATAACCGG TAGAACACCGTCTGCTTCC
PPAR a ACGGAAAGCCCACTCTGCCCCCTCTC | CTTGTCCCCGCAGATTCTACATTCG
PPAR Yy GCAGTGGGGATGTCTCATAATGC CAGGGGGGTGATGTGTTTGAAC

Tabelle 3: PCR-Programme fir die einzelnen Primer

Enzym Hybridisierungstemperatur | Zyklenzahl | Lange der PCR-Produkte
GAPDH 57°C 27 353 bp
DDAH 1 56°C 29 352 bp
DDAH 2 58°C 32 210 bp
PRMT 1 56°C 29 239 bp
PRMT 2 (HRMT1L1) 57°C 29 522 bp
PRMT 3 53°C 30 392 bp
HRMT1L2 57°C 28 681 bp
PPAR a 60°C 30 265 bp
PPARy 60°C 30 328 bp

2.9.4.2. Durchfiihrung der semiquantitativen Bestimmung der DDAH 1 und
DDAH 2 mit Hilfe des Light Cyclers

Das QuantiTect™SYBR®Green PCR Kit (Qiagen) wurde fiir die semiquantitative
Bestimmung der DDAH-Expression auf mRNA-Ebene mit Hilfe des Light Cyclers verwendet.
Im Unterschied zu dem HotStarTaq Master Mix enthielt dieses Kit den Fluoreszenzfarbstoff
SYBR®Green |, der unter Aussendung eines Fluoreszenz-Signals doppelstrangige DNA
gebunden hat und ein Absorptions- und Extinktionsmaximum von 494 bzw. 521 nm besal.

1 pl cDNA, 1 pl Primer (je 1 uM) und 10 pl Master Mix des QuantiTect™SYBR®Green PCR
Kits wurden mit Wasser auf ein Volumen von 20 pl erganzt und in die fir den Light Cycler
spezifischen Glaskapillaren Uberflhrt. Nach vorsichtiger Zentrifugation bei max. 50 rpm flr

10 Sekunden wurden die Kapillaren geschlossen, in den Light Cycler (Roche) gestellt und
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das Programm flr die jeweils zu bestimmende Sequenz gestartet. Die Programme flr die
DDAH 1 und 2 stimmten Uberein und fuhrten die PCR bei einer Hybridisierungstemperatur
von 56°C in 45 Zyklen durch, wahrend die Amplifikation der GAPDH-cDNA, welche als
Housekeeping-Gen der Normalisierung der Proben diente, bei einer Temperatur von 50°C
fur 50 Zyklen stattfand. Bei jedem Lauf wurde eine Negativkontrolle, d.h. Wasser mit Master
Mix ohne Template, und eine Standardkurve mitgefiihrt. Die Standardkurve bestand aus
Plasmid-DNA der jeweiligen Zielsequenz in Konzentrationen von 10%-10® Molekiilen/ul und
diente der Angleichung der Crossing Points (C) (Abb. 21a), deren direkter Vergleich
aufgrund der unterschiedlichen Effizienz der PCR flr die einzelnen Zielgene nicht moéglich
war. Die Verhaltnisse DDAH/GAPDH dienten der Beurteilung der Expressionsveranderungen
auf mRNA-Ebene. Im Anschluss an die PCR wurde grundsatzlich eine
Schmelzkurvenanalyse vorgenommen, bei der die spezifische Schmelztemperatur der PCR-
Produkte bestimmt wurde und durch die Verunreinigungen bzw. die Amplifikation
unspezifischer Produkte nachgewiesen werden konnten (Abb. 21b). Fir die GAPDH, die
DDAH 1und 2 betrugen die Schmelztemperaturen 85°C, 84,2°C bzw. 82,5°C.
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Abbildung 21: a) Typische Amplifikationsgrafik einer Standardkurve

b) Schmelzkurvenanalyse eines Light-Cycler-Laufs

210. Analyse der eNOS-, der DDAH- und der Angiotensin-Rezeptor-
Expression auf Protein-Ebene

Fir die Untersuchung der Proteinexpression wurden aus den Endothelzellen durch Lyse mit
Murakami-Puffer unter Zusatz eines Protease-Inhibitor-Cocktails die Proteine gewonnen und
der Proteingehalt mit Hilfe der bereits beschriebenen Methode nach Bradford bestimmit.
Zwischen 30 und 50 pg Gesamtprotein wurden im Immunoblot eingesetzt. Der eNOS-
Antikdrper wurde in einer Verdinnung von 1:1000, der R-Tubulin-Antikérper in einer
Verdunnung 1:750, die sekundaren Antikorper in einer Verdinnung 1:2000 fur die eNOS und
1:5000 fur B-Tubulin, verwendet. Die Spezifitdt der Antikbrper wurde durch die gleichzeitige
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Detektion einer rekombinanten, bovinen eNOS (Cayman) Uberpruft. Die Verdinnungen der

DDAH- und der Angiotensin-Rezeptor-Antikdrper bzw. der entsprechenden sekundaren

Antikdrper wurden wie folgt gewahilt:

- AT~ ) AT,
Anti- 1 Anti- 2
DDAH 1 . DDAH 2 . >
Anti-Maus- Anti-Ziege-
Antikorper G Kaninchen- Rezeptor Kaninchen- Rezeptor | Gg
Maus 9 Kaninchen )
( ) ( ) I9G (Kaninchen) I9G (Ziege)
1:1000 (23
Verdg. ( 1:1000 1:500 1:1000 1:300 1:4000 1:300 1:3000
ug/ul Stlsg.)

Nach der Auftrennung der Proteine mittels der SDS-Page-Gelelektrophorese (10%iges
150 V)

Nitrocellulosemembran (1,5 h bei 150 mA in Transferpuffer). Nach Anfarben der Proteine mit

Trenngel, im Laufpuffer erfolgte der Transfer der Proteine auf eine

Ponceau S zur Uberprifung des Transfers der Proteine und deren Beladung erfolgte das
Zur

Proteinbindungsstellen auf der Membran schloss sich eine einstindige Inkubation in TBST-

Entfernen der Farbelésung mit Hilfe von Wasser. Absattigung der freien
Puffer mit einem Anteil von 5% Milchpulver (w/v) bei Raumtemperatur an. Nach der
dreimaligen Waschphase (je 5 Minuten) mit TBST wurde der Blot tiber Nacht bei 4°C mit der
entsprechenden Antikérper-Lésung in TBST-Puffer mit 1% Milchpulver inkubiert. Am
folgenden Tag wurde der Blot erneut 3 x 5 Minuten mit TBST-Puffer gewaschen und fir 1,5
Stunden bei Raumtemperatur mit dem sekundaren, Horse-Radish-Peroxidase gekoppelten
Antikorper in TBST-Puffer inkubiert. Nach abschlieRendem Waschen wurde die Membran mit
Hilfe des ,ECL Western blotting detection Systems* der Fa. Amersham entwickelt, wobei die
an den sekundaren Antikdrpern gebundene Horse-Radish-Peroxidase (HRP) Luminol
oxidierte. Das Produkt fluoreszierte und schwarzte einen Rdntgenfilm. Die Filme wurden

eingescannt und mit der Software Zerodscan 1.0 ausgewertet.

2.11.  Statistik

Fir die statistische Auswertung wurde das Software-Programm SPSS 11.5 herangezogen.
Nach Uberprifung der Verteilung der Daten anhand des Kolmogorov-Smirnov-Tests und der
Bestatigung der Normalverteilung wurde der Studentsche t-Test zur Bestimmung
signifikanter Unterschiede zwischen zwei Gruppen hinsichtlich der Mittelwerte verwendet. Im
Falle nicht gegebener Normalverteilung ersetzte der U-Test von Mann und Whitney den t-

Test nach Student. Ein Wert von P<0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.
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3. Ergebnisse

Der Ergebnisteil dieser Arbeit gliedert sich inhaltlich in 4 Abschnitte.

Im ersten Abschnitt (3.1.) wird die Charakterisierung von N¢ NC-Dimethyl-L-Arginin (ADMA)
als ein Inhibitor der endothelialen NO-Synthase (eNOS) und des Mechanismus, dem diese

Hemmung zugrunde liegt, vorgenommen.

Der zweite Abschnitt (3.2.) stellt die Entwicklung bzw. Validierung der GC-MS-Methode zur
Analyse von ADMA sowohl in Zelliberstdanden und in Zelllysaten als auch in geringen
Volumina von Plasmaproben dar. Diese Methode ist als Voraussetzung fiir die Ergebnisse

des 3. Abschnittes anzusehen.

Der dritte Abschnitt (3.3.) beschaftigt sich mit der Frage, inwieweit unterschiedliche
Substanzgruppen, z.B. die HMG-CoA-Reduktasehemmer (Statine), Einfluss auf den ADMA-

Metabolismus nehmen.

Abschnitt vier (3.4.) ist gesondert zu betrachten und gibt Auskunft Gber das Zusammenspiel
von Statinen und der Expression der eNOS. Diese Ergebnisse unterstreichen den
Erklarungsansatz zu den Beobachtungen der Tachyphylaxie bei der klinischen Anwendung

des HMG-CoA-Reduktasehemmers Atorvastatin.

3.1. Klarung des Wirkmechanismus, dem die Hemmung der endothelialen
NO-Synthase (eNOS) durch N¢NC-Dimethyl-L-Arginin (ADMA)
unterliegt

Nach der unter 2.1. beschriebenen Charakterisierung der rekombinanten endothelialen
Rinder-NOS und Ermittlung der optimalen Inkubationsbedingungen fiir dieses Enzym
erfolgte zunachst ein Vergleich der Inhibition der eNOS durch die bekannten NOS-
Inhibitoren, N N®-Dimethyl-L-Arginin (ADMA), N®-Monomethyl-L-Arginin (L-NMMA) und N°-
Nitro-L-Arginin (L-NNA), bevor unter 3.1.2. der Frage nach einer kompetitiven Hemmung

durch ADMA nachgegangen wurde.
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3.1.1. Beeinflussung der eNOS-Aktivitat durch die NOS-Inhibitoren NC,NC-
Dimethyl-L-Arginin (ADMA), N®-Monomethyl-L-Arginin (L-NMMA) und
NC-Nitro-L-Arginin (L-NNA)

Die NOS-Inhibitoren N N®-Dimethyl-L-Arginin (ADMA), N®-Monomethyl-L-Arginin (L-NMMA)

und NE-Nitro-L-Arginin (L-NNA) zeigten ab einer Inkubationszeit von 10 Minuten einen

deutlichen Effekt sowohl bezogen auf die ['°N]-Nitrit-Konzentration als auch bezogen auf die

["°N]-Nitrat-Konzentration (Abb. 22). L-NNA ist mit einer Hemmung von 60% hinsichtlich der

["°N]-Nitrit-Produktion bzw. von 40% hinsichtlich der [°N]-Nitrat-Produktion als der starkste

Inhibitor der NOS anzusehen, gefolgt von L-NMMA und ADMA.
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Abbildung 22: A: Inhibition der NOS-katalysierten Bildung von ["°N]-Nitrit aus L-["°N,]-Arginin durch
ADMA, L-NMMA und L-NNA. L-[15N2]-Arginin (20 pM) wurde mit allen Kofaktoren und der NOS (45
pg/ml) flr die angegebenen Zeiten in Abwesenheit (Kontrolle) oder in Gegenwart der getesteten
Inhibitoren (je 1 uM) inkubiert (Mittelwert + SEM, n=2).

B zeigt das Ausmal} der Inhibition der NOS-Aktivitdt durch die verschiedenen Inhibitoren, welches
sich aus den nach 10 Minuten gemessenen ["°N-]-Nitrit-Konzentrationen in A errechnen lasst
(Mittelwerte + SEM, n=2).

Die Grafiken C und D stellen die entsprechenden Daten fiir die [15N]-Nitrat-BiIdung dar.
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3.1.2. Ermittlung enzymkinetischer Daten der endothelialen NO-Synthase

Die enzymatische Bildung von ["N]-Nitrit und ["°N]-Nitrat durch die rekombinante,
endotheliale NOS wurde in Abhangigkeit der eingesetzten L-["°N,]-Arginin-Konzentrationen
und der ADMA-Konzentrationen bestimmt. Dabei variierten die L-["°N,]-Arginin-
Konzentrationen von 2,5 bis 40 yM, wahrend ADMA in den Konzentrationen 0, 1, 2, 5 und 10
MM verwendet wurde. Der Versuch wurde fir jede ADMA-Konzentration in
Mehrfachbestimmung (0 yM ADMA: n=3; 1 uM ADMA: n=4; 2 yM ADMA: n=4; 5 uM ADMA:
n=3; 10 pM ADMA: n=4) durchgefihrt. Es wurde mit allen Kofaktoren und der
entsprechenden L-['°N,]-Arginin- und ADMA-Konzentration 10 Minuten bei 37°C vorinkubiert
und die Reaktion durch Zugabe der NOS gestartet. Die Inkubationszeit betrug jeweils 10
Minuten. Die weiteren Versuchsbedingungen sind unter 2.1. beschrieben worden.

Unter den dargestellten Bedingungen konnte fiir die eNOS-abhangige Bildung von [**N]-Nitrit
und [°N]-Nitrat eine Michaelis-Menten-Kinetik postuliert werden (Abb. 23).
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Abbildung 23: Effekt von ADMA (0, 1, 2, 5, 10 uyM) auf die eNOS-Aktivitdt in Anwesenheit
verschiedener L—[15N2]—Arginin—Konzentrationen (2,5; 5; 7,5; 10; 12,5; 15; 20; 30; 40 uM) (Mittelwerte +
SEM, n=3-4).

Zur Bestimmung von Ky (Michaelis-Menten-Konstante) und Vn.x (maximale
Reaktionsgeschwindigkeit) wurden sowohl die Lineweaver-Burk- als auch die Hanes-
Auftragung gewahlt (Abb. 24 A, B). Ky betrug 7,40 bzw. 7,48 uM L-["*N,]-Arginin und Vmax
wurde mit 0,931 bzw. 0,940 nmol ["*N]-Nitrit/min x mg NOS bestimmt. Die Lineweaver-Burk-
Auftragung zeigte Geraden, deren Schnittpunkte sich auf der y-Achse befanden, wogegen

die Hanes-Auftragung in fast parallelen Geraden resultierte.
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Abbildung 24 A und B: Lineweaver-Burk- und Hanes-Auftragungen der NOS-Aktivitat, gemessen bei
verschiedenen L-[15N2]-Arginin-Konzentrationen (2,5-40 pM) in Gegenwart von ADMA (1, 2, 5, 10 uM).

Die Gleichungen fiir die erhaltenen Regressionsgeraden lauten fir Lineweaver-Burk: 0 uM ADMA: y

= 7,95x + 1,07, R® = 0,940; 1 uyM ADMA: y = 11,09x + 0,98, R® = 0,924; 2 uM ADMA: y = 13,25x +

1,11, R* = 0,951; 5 yM ADMA: y = 18,09x + 1,09, R? = 0,878; 10 yM ADMA: y = 30,16x + 1,24, R?
0,969 und fiir Hanes: 0 pM ADMA: y = 1,06x + 7,95, R? = 0,963; 1 uM ADMA: y = 0,99x + 11,06, R?

0,90; 2 M ADMA: y = 1,08x + 13,60, R? = 0,949; 5 yM ADMA: y = 1,17x + 17,05, R? = 0,893; 10 uM
ADMA: y = 0,99x + 33,0, R? = 0,735.
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Die Inhibitionskonstante Ki flir die Hemmung der eNOS durch ADMA wurde Uber die
Sekundarauftragung nach Lineweaver-Burk (Abb. 25) und mittels Berechnungen bestimmt.
Ki, mit Hilfe der graphischen Darstellung ermittelt, betrug 4,14 uM, die berechneten Werte
nach Lineweaver-Burk bzw. nach Hanes betrugen 3,25 + 0,62 bzw. 3,23 + 0,80 uM flr
ADMA (Mittelwerte = SD, n=4).
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Abbildung 25: Sekundarauftragung nach Lineweaver-Burk zur Ermittlung der Inhibitionskonstante Ki.
Die Geradengleichung lautet: y = 2,10x + 8,69, R?=0,992.

Unter Annahme einer kompetitiven Hemmung wurden fiir verschiedene L-['°N]-Arginin-
Konzentrationen mit Hilfe der nach Lineweaver-Burk bzw. nach Hanes bestimmten Werte flr
Kuv, Vmax, und Ki die [15N]-Nitrit-BiIdungsgeschwindigkeit berechnet. Es bestand eine gute
Korrelation zwischen den berechneten und den experimentell ermittelten Werten (Abb. 26).
Wurde die ["N]-Nitrit-Bildungsgeschwindigkeit unter Annahme einer nicht-kompetitiven
Hemmung und der Uber Lineweaver-Burk ermittelten zweiten Inhibitorkonstante (Kii = 41,85
MM) berechnet, so waren vor allem fur die ADMA-Konzentrationen von 5 und 10 yM und L-
['°N,]-Arginin-Konzentrationen von 30 und 40 pM deutliche Abweichungen zu den
experimentell ermittelten Werten zu erkennen (Abb. 26). Die berechneten ["°N]-Nitrit-

Bildungsgeschwindigkeiten lagen niedriger als die experimentell erhaltenen Werte.

49



Ergebnisse

= ADMA 1 M
0.9 -
ADMA 2 uM
08 -
ADMA 5 uM
07 - SH
06| ©ADMA 10 M

[*N]-Nitrit [nmol/min x mg]
o
o

0 T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40

L-["*N,]-Arginin [uM]

Abbildung 26: Vergleich der unter Verwendung der Konstanten Vi, Ky, Ki und Kii berechneten
[15N]-Nitrit-BiIdungsgeschwindigkeiten mit den gemessenen Werten. Die einzelnen Datenpunkte in der
Grafik stellen die experimentell erhaltenen Messergebnisse dar, wahrend die unter Annahme einer
kompetitiven Hemmung berechneten Werte in Form der durchgehenden Linien und die unter
Annahme einer nicht kompetitiven Hemmung berechneten Daten als gestrichelte Linien zu sehen

sind.

Die sich aus diesen Daten ergebene ICs, bezogen auf die ["°N]-Nitrit-Bildungsrate betrug
12,78 uM fir ADMA (Abb. 27).
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Abbildung 27: Abhangigkeit der Hemmung der NOS-katalysierten Bildung von [15N]-Nitrit von der
ADMA-Konzentration. Das Ausmal} der Inhibition im Vergleich zur Kontrolle fir eine L-[15N2]-Arginin-
Konzentration von 20 pM wurde gegen die entsprechend eingesetzte ADMA-Konzentration

aufgetragen. Die Geradengleichung lautet: y = 3,21x + 8,98, R = 0,998.
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Neben den ['°N]-Nitrit-Bildungsgeschwindigkeiten wurden ebenfalls die ['°N]-Nitrat-
Bildungsgeschwindigkeiten bestimmt. Diese Daten zeigten, dass ADMA auf die ["°N]-Nitrat-
Bildung einen ebenso hemmenden Einfluss besald. Die Lineweaver-Burk- bzw. die Hanes-
Auftragung lieRen fir die ['°N]-Nitrat-Bildungsgeschwindigkeit Geraden erkennen, die den fiir
die ["°N]-Nitrit-Bildungsgeschwindigkeit bestimmten Verlaufen entsprachen. Die Werte fiir Ky
und Vmax betrugen 5,28 uM L-["*N,J-Arginin nach Lineweaver-Burk und 5,44 uM L-["*N,]-
Arginin nach Hanes bzw. 0,959 und 0,985 nmol ['°N]-Nitrat/min x mg NOS. Ki wurde mit 5,66
+ 1,19 bzw. 3,97 + 0,58 uM (Mittelwerte + SD, n=4) fur ADMA ermittelt; die graphische
Darstellung zeigte Ki mit 4,70 uM ADMA.

Die ICs, bezogen auf die ['°N]-Nitrat-Bildungsgeschwindigkeit wurde mit 9,86 uM fir ADMA

bestimmt.

Tabelle 4: Zusammenfassung der Parameter der durch die NOS-katalysierten Bildung von
["°N]-Nitrit bzw. [°N]-Nitrat

Parameter der K Vmax Ki Ki ICso
["°NJ-Nitrit- (uM (nmol ["*NJ-Nitrit/ | (graphisch) (berechnet) (UM
Bildung L-{"°Nzl-Arginin) | minxmgNOS) | (MMADMA) | (uUMADMA) | ADMA)
Lineweaver-Burk 7,40 0,931 4,14 3,25+ 0,62
Hanes 7,48 0,940 3,23+0,80
12,78
Parameter der Ky Vmax Ki Ki ICso
["°N]-Nitrat- (M (nmol ["*NJ-Nitrat/ | (graphisch) | (berechnet) (M
Bildung L{"*N;]-Arginin) | min x mg NOS) (MM ADMA) (MM ADMA) ADMA)
Lineweaver-Burk 5,28 0,959 4,70 5,66 + 1,19
Hanes 5,44 0,985 3,97 £ 0,58
9,86

Zusammenfassend ist fiir die ['°N]-Nitrit- und fiir die ["°N]-Nitrat-Bildung festzuhalten, dass
sich in der Darstellung nach Lineweaver-Burk die erhaltenen Geraden nahezu auf der y-
Achse schnitten, wahrend die Abbildung nach Hanes einen fast parallelen Verlauf der
Geraden erkennen lieR. Diese Geradenverlaufe sind typisch flir den Mechanismus der
kompetitiven Hemmung. Statistisch wurde diese Aussage unterstitzt durch die
Kovarianzanalyse und den F-Test auf Gleichheit. Die Nullhypothese Uber die Gleichheit der
nach Hanes erhaltenen Regressionsparameter konnte nicht abgelehnt werden. Die
berechneten P-Werte betrugen 0,406 fiir [*°N]-Nitrit und 0,317 fiir ["°N]-Nitrat. Weiterhin

sprach der Vergleich der experimentell erhaltenen Daten mit den berechneten Werten fir
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den Mechanismus der kompetitiven Hemmung (Abb. 26). Die unter Annahme einer
kompetitiven Hemmung berechneten Werte Kkorrelierten eindeutig besser mit den
Messergebnissen als die unter Annahme einer nicht kompetitiven Hemmung erhaltenen
Daten.

Die Berechnung der ICs, die den Einfluss auf die ['°N]-Nitrit-Bildungsgeschwindigkeit und
auf die ['°N]-Nitrat-Bildungsgeschwindigkeit beriicksichtigte, ergab einen Wert von 10,94 yM
fur ADMA, der ADMA in diesen Experimenten als einen nicht sehr potenten Inhibitor der

eNOS erscheinen liel}.

Verhiltnis der [**N]-Nitrit- zur ['°N]-Nitrat-Bildungsgeschwindigkeit

Die weitere Analyse der experimentell erhaltenen Daten beinhaltete den direkten Vergleich
der durch die eNOS gebildeten Nitrit- und Nitrat-Konzentrationen und die Untersuchung der
Einflussnahme von ADMA auf das Nitrit/Nitrat-Verhaltnis. Fir die Inkubation mit den
unterschiedlichen ADMA-Konzentrationen (0, 1, 2, 5, 10 yM) wurden die einzelnen Ky-Werte
fur L-["N,]-Arginin sowohl fiir die ['°N]-Nitrit- als auch fir die [°N]-Nitrat-
Bildungsgeschwindigkeiten berechnet und gegeneinander aufgetragen (Abb. 28). Es ergab

sich eine Gerade mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,98.

N
o
)

N
[6)]
|

-
o
|

)]
|

Kw L{"°N.]-Arginin [uM] ([**N]-Nitrat)

o

10 15 20 25 30 35

o
[$)]

Kw L{"°N,]-Arginin [uM] (['*N]-Nitrit)

Abbildung 28: Lineare Regression der Ky-Werte ermittelt fiir die [15N]—Nitrit—BiIdung (x-Achse) und fir
die ["°N]-Nitrat-Bildung (y-Achse).

Diese gute Korrelation der Ky-Werte spricht fiir eine gleichstarke Hemmung der [°N]-Nitrit-
und der ["N]-Nitrat-Bildung unter dem Einfluss steigender ADMA-Konzentrationen. ADMA
besal demzufolge keinen Effekt auf das ["°N]-Nitrit/['*N]-Nitrat-Verhaltnis, welches durch die
Darstellung des Quotienten [°N]-Nitrit/['°N]-Nitrat in Abh&ngigkeit von den eingesetzten

ADMA-Konzentrationen unter der Verwendung von 2,5 und 20 uM L-["°N,]-Arginin bestatigt

52



Ergebnisse

werden konnte (Abb. 29). Das ["NI-Nitrit/["°N]-Nitrat-Verhaltnis lag unabhangig der
eingesetzten ADMA-Konzentration fiir eine L-["°N,]-Arginin-Konzentration von 2,5 uM bei
0,68 + 0,06 und fir eine L-[15N2]-Arginin-Konzentration von 20 uyM bei 0,85 + 0,07
(Mittelwerte + SEM, n=18).

L-["®*NJ-Arginin 20 uM

["*N]-Nitrit/['*N]-Nitrat

L-["®N,]-Arginin 2,5 uM

ADMA [uM]

Abbildung 29: Anderung des Verhaltnisses [15N]-Nitrit zu [15N]-Nitrat in Abhangigkeit von der ADMA-
und der L-["°N,]-Arginin-Konzentration (Mittelwerte + SEM, n=4).

Bei der Analyse der Datenreihen flr die unterschiedlichen ADMA-Konzentrationen mit Hilfe
des ungepaarten, zweiseitigen T-Tests waren keine signifikanten Unterschiede festzustellen,
wurden jedoch alle Datenpunkte, die fiir die L-["°N,]-Arginin-Konzentration von 2,5 uM
erhalten wurden, den Ergebnissen fiir die L-["°N,]-Arginin-Konzentration von 20 uM

gegenibergestellt, so ergab sich ein signifikanter Unterschied mit einem P-Wert von 0,008.

3.2. Entwicklung einer auf der Gaschromatographie-Massenspektrometrie
(GC-MS) basierenden Methode zur Analyse des N¢N®-Dimethyl-L-
Arginins (ADMA)

Die Analyse von N€NC-Dimethyl-L-Arginin (ADMA) in Plasma erfolgt in zahlreichen
Arbeitsgruppen mit Hilfe der HPLC nach einer Methode von Bdger et al. (1998b), die unter
2.6. beschrieben wurde. Die Messung dieses methylierten L-Arginin-Analogons in
Zellkulturiberstanden fuhrte jedoch zu statistisch inakzeptablen Intra- und Interday-
Reproduzierbarkeiten, so dass die Entwicklung einer addquaten Methode Ziel dieser Arbeit
wurde. Die Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS) wurde aufgrund ihrer
Selektivitdt und hohen Empfindlichkeit gewahlt. Die Validierung der Methode wurde nicht nur

fur die Messung von ADMA in Zellkulturiberstdnden vorgenommen, sondern auch fiur die
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Analyse von ADMA in Zelllysaten und einem Volumen von 50 ul Plasma (siehe 2.7.). In
zahlreichen Tierversuchen besteht das Problem, dass Tieren, z.B. Mausen oder Ratten, nur
geringe Volumina an Blut entnommen werden kénnen, bei deren Analyse das Detektionslimit
der HPLC unterschritten wird. Ein Vergleich der GC-MS- mit der HPLC-Methode wurde flr
Plasma durchgefiihrt (siehe 3.2.3.).

Vorraussetzung fur die Analytik mit Hilfe der GC-MS stellte die Existenz eines Isotopen-
markierten internen Standards dar, dessen Synthese unter 2.7.1 beschrieben ist und auf

dessen Charakterisierung im folgenden unter 3.2.1. eingegangen wird.

3.21. Synthese, Charakterisierung und Quantifizierung des internen
Standards N® N°-[?Hs]-Dimethyl-L-Arginin ([?*H¢]-ADMA)

Kommerziell sind weder radioaktiv-markiertes noch Isotopen-markiertes ADMA zu erwerben,
so dass das Fehlen eines adaquaten Standards fiir die Analytik des NOS-Inhibitors z.B. mit
Hilfe der GC-MS den limitierenden Faktor darstellte und zunachst die Synthese eines
solchen Standards erforderlich machte. Die Synthese des N® N°-[?H¢]-Dimethyl-L-Arginins
erfolgte ausgehend von L-[?Hg]-Ornithin, Bromcyan-aktivierter Agarose und Dimethylamin.
Anstelle der Agarose kénnten andere unlésliche Polysaccharide, wie Cellulose oder Dextran,
die mit Bromcyanid unter Bildung eines Cyanesters (ROC=N) aktiviert werden, zum Einsatz
kommen. Die Cyan-Agarose wurde mit einem Kupfer-L-[?Hg]-Ornithin-Komplex versetzt, so
dass durch nukleophile Addition ein substituierter Pseudoharnstoff (ROC(=NH)NRR;) bzw.
N-substituierter Isoharnstoff entstand. Der Einsatz eines Kupferkomplexes verhinderte die
Reaktion der Cyan-Agarose mit der a-Aminogruppe des L-[*’Hg]-Ornithins. Das Dimethylamin
reagierte schliellich im sauren Milieu in Form einer nukleophilen Substitution mit dem

Isoharnstoff zur entsprechend substituierten Guanidinogruppe.
f—\l\‘le Agarosefo—‘cl—l\‘lH

CDa< * CD2<
Agarose—O—C=N 2 CD» ¢> 2 CD» + Ccu?*
| |
CD3 NH CD3 NH
CH 2
T i he
ﬁ\o/ CH3—NH (ﬁ\OH
o]

(o]

Bromcyan-aktivierte Kupfer-L-[ZH 6]-Ornithin-
Agarose Komplex

CDy + Agarose-OH

[2He]-ADMA

Abbildung 30: Synthese des [2H6]-ADMAS unter Verwendung eines Kupfer-L-[zHB]-Ornithin-

Komplexes und Bromcyan-aktivierter Agarose
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Die Massenspektren von ADMA und von [*Hg]-ADMA wurden von den Methylester-

PFA(Pentafluoropropionsaure)-Derivaten nach entsprechender Derivatisierung  auf-
genommen (siehe 2.7.). Es erfolgte eine Injektion von 1 pl der ADMA- bzw. [*He]-ADMA-
Derivate in einer Konzentration von 10 nmol/500 pl Toluol bei 1200 V. In Abbildung 31 sind
die NICl(negative ion chemical ionization)-Spektren von ADMA und von [*Hg]-ADMA
dargestellt. Die prominenten Fragmentionen resultierten aus der Abspaltung von HF aus

dem mit Pentafluoropropionsaure dreifach acylierten Derivat von ADMA.

G241

ADMA-Me-3PFA CHs (e}
1| ADMA | u
C18F15H17N40O5 CH3—N N— C—CF2—CFs
NICI-MS 654.3 7o
— ©33,0% F43,6% H2,6% N8,6% 012,2% ’\\‘ I .
| [M-HFJ'=m/z 634,1 el ol
P
. CH2
| CH2
| <"3 /J:H
i CF3—CF2—G—HN \COOCH:&
. =57.0 220.0 A4S0 4670 ol S544.9 s00.0 5150 G529 570.2
S40.0
1 2 CHs o]
Hg]-ADMA-Me-3PFA
1 H-ADMA [Hel | u
C18D6F15H11N405 CH3—N N— C—CF2—CF3
7 660,3 e o
NICI-MS ©32,7% D1,8% F43,2% H1,7% N8,5% 012,1% ’\\‘ (U: oF
| [M-HF]=m/z 640,0 ‘ S
N D,
_ C‘:Dz
. CD2
. o é)H
[ EZN
- CF3—CF2—G—HN COOCH3
. =051 240.1 3629 386.1 411.0 44=.9 473.9 S513.0 s40.4 570.9593.9 s | 660.0 s85.2

Abbildung 31: GC-MS-Spektren der Methylester-PFA-Derivate von ADMA und von [2H6]-ADMA. Die
Zielionen m/z 634,1 fir ADMA und m/z 640,0 fiir ["Hg]-ADMA konnten detektiert werden.

In gleicher Weise wurden fiir die Substanzen N€ N’®-Dimethyl-L-Arginin (SDMA), L-Arginin
und L-["N,]-Arginin NICI-Spektren aufgenommen. Die detektierten Fragmentionen sind
zusammen mit den Fragmentionen der ADMA- und [2H6]-ADMA-AnaIyse in Tabelle 5
aufgefuhrt. Fur SDMA konnte ein Fragmention mit m/z 593,9 zu einer Retentionszeit von 6,4
min identifiziert werden. Interferenzen durch SDMA konnten somit fir die Messung von
ADMA ausgeschlossen werden. Die Quantifizierung von SDMA hatte jedoch die Synthese

eines spezifischen Standards erfordert.
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Tabelle 5: NICI-Spektren der Methylester-PFA-Derivate des ungelabelten und gelabelten L-
Arginins, ADMAs und SDMAs

Massen- L-Arginin  L-["*N,]-Arginin  ADMA [’He]-ADMA  SDMA
Fragment/

Verbindung m/z (Intensitat %)

[M-HF] 605,9 (15)  608,0 (12) 634,1 (100)  640,0 (100)

[M-2HF] 586,0 (100)  588,1 (100) 613,9 (17)
[M-3HF] 565,9 (27)  567,9 (30) 593,9 (100)
[M-3HF-PFP] 4499 (21)

Alle lonen mit einem Massen-Ladungsverhaltnis von m/z = 200 und einer Intensitat von = 10% wurden

in die Tabelle aufgenommen.

Die weitere Charakterisierung des synthetisierten [°Hg]-ADMAs erfolgte mit Hilfe der HPLC,
bei der keine Spuren von SDMA, L-NMMA oder L-Arginin detektiert werden konnten (2.6.).
Die Reinheit des Isotopen-markierten ADMAs konnte durch die GC-MS-Analyse mit 99,99%
bestimmt werden, indem im SIM(single ion monitoring)-Modus die lonen m/z 634,1 fur
unmarkiertes ADMA und m/z 640,0 fur deuteriertes ADMA detektiert wurden. Der Anteil an
nicht markiertem ADMA betrug nur 0,01%.

Die Quantifizierung von [?Hg]-ADMA erfolgte (iber den Zusatz von ADMA in Konzentrationen
von 0-0,8 uM zu 0,375 pM [*Hg]-ADMA und der unter 2.7. aufgefiihrten Derivatisierung und
Analyse mit Hilfe der GC-MS. Die Berechnung anhand der erhaltenen Standardkurve (Abb.
32) filhrte zu dem Ergebnis, dass bei der Synthese 736,31 pg [°Hs]-ADMA aus 125 mg L-

[2H6]-Ornithin entstanden sind und somit eine Ausbeute von ca. 0,6% erhalten wurde.

2,5 -
y=2,61x+ 0,02
2 _
° 2. R“ =0,9996
£
i©
=
5 1,51
>
c
@
<
g 1
X
3
a 0,5
0 T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8

ADMA [uM]

Abbildung 32: Lineare Regression der Peakflachenverhaltnisse (SIM m/z 634,1 zu m/z 640,0) (y) und
der eingesetzten Menge von ADMA (x) (Mittelwerte + SD, n=3).
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3.2.2. Validierung der GC-MS-Methode zur Analyse des N€N°-Dimethyl-L-
Arginins (ADMA) in Zellkulturiiberstanden, Zelllysaten und humanen

Plasmaproben

Zur Bestimmung der Intraday- und Interday-Reproduzierbarkeit der Methode wurde
Dulbecco’s Modified Eagle Medium unter Zusatz von 10% FKS nach Addition von 188,19
pmol/500 pl [?Hg]-ADMA als interner Standard verwendet. Die 500 pl-Aliquots wurden mit
unterschiedlichen Mengen an ADMA versetzt (0-0,8 uM). Nach Festphasenextraktion wurde
zu den Methylester-PFA-Derivaten umgesetzt (2.7.) und mittels GC-MS-Analyse quantifiziert.
Ein typisches GC-MS-Chromatogramm aus der Analyse einer Zellkulturprobe ist in
Abbildung 33 zu sehen.
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Abbildung 33: GC-MS-Analytik von ADMA im Zellkulturmedium. SIM der lonen der Methylester-PFA-
Derivate mit m/z 634,3 fir zugesetztes ADMA und m/z 640,3 fiir den internen Standard [2H6]-ADMA.

Die unterschiedlichen Probenansatze wurden in flinffacher Ausfihrung fir die Bestimmung
der Intraday-Reproduzierbarkeit an einem Tag aufgearbeitet und analysiert, wahrend die
Derivatisierung und Analyse fir die Bestimmung der Interday-Reproduzierbarkeit fir jede
Konzentration von ADMA an 5 unterschiedlichen Tagen durchgefiihrt wurde. Die mittleren
gemessenen Konzentrationen von ADMA firr die unterschiedlich zugesetzten Mengen an
ADMA und deren Standardabweichungen dienten als Berechnungsgrundlage fir die
Prazision und Akkuratheit der Methode. Die in Tabelle 6 zusammengefassten Ergebnisse
zeigen, dass sich die analytische Methode zur Bestimmung von ADMA im Zellkulturmedium
durch eine gute Prazision und Akkuratheit auszeichnet. Die mittlere Prazision lag bei 2,87 +
1,09% (RSD) und die mittlere Akkuratheit der Methode konnte mit 104,5 + 7,72% angegeben
werden (Mittelwerte + SD, n=5).
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Tabelle 6:
Intraday-Reproduzierbarkeit der Methode zur Analyse von ADMA im Zellkulturmedium

ADMA (uM) ADMA (uM) RSD (%) Akkuratheit (%)
(Zusatz) (Messung)
0,0 0,34 2,91 n.b.
0,1 0,43 4,12 94,1
0,2 0,57 2,62 114,1
0,4 0,74 4,10 99,9
0,8 1,19 2,07 105,7
1,2 1,64 1,40 108,4
Mittelwert £ SD 2,87 £1,09 104,5+7,72

Interday-Reproduzierbarkeit

ADMA (uM) ADMA (uM) RSD (%) Akkuratheit (%)
(Zusatz) (Messung)

0,0 0,33 3,52 n.b.

0,1 0,45 3,75 111,8
0,2 0,55 2,26 103,9
0,4 0,77 0,41 107,1
0,8 1,20 2,15 107,2
1,2 1,65 2,23 108,8

Mittelwert £ SD 2,39+1,19 107,8 £ 2,87

n.b.: nicht berechenbar. Zur Validierung wurde die Additionsmethode verwendet. 188,19 pmol/500 pl

[2H6]—ADMA wurden als interner Standard eingesetzt. Die Daten zeigen Mittelwerte (n=5).

Die Validierung der Methode zur Messung von ADMA in 50 ul Plasma erfolgte nach dem
gleichen Schema (Tabelle 7). Ein Unterschied ist allerdings in der Aufarbeitung der Proben
vor der GC-MS-Analyse zu sehen. Die Plasmaproben wurden nicht Uber die
Festphasenextraktion aufgereinigt, sondern nur durch Behandlung mit Aceton von den
Proteinen befreit (2.7.). Die mittlere Prazision betrug fir die Analytik von Plasmaproben 2,95
*+ 1,14% (RSD) und die mittlere Akkuratheit der Methode wurde mit 105,1 + 7,57% bestimmt
(Mittelwerte + SD, n=5).
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Tabelle 7:
Intraday-Reproduzierbarkeit der Methode fiir die Bestimmung von ADMA in 50 ul Plasma

ADMA (uM) ADMA (uM) RSD (%) Akkuratheit (%)
(Zusatz) (Messung)

0,00 0,88 4,71 n.b.

0,25 1,16 2,67 111,7
0,50 1,36 3,15 95,5
1,00 1,99 1,60 110,5
2,00 2,93 2,61 102,5

Mittelwert £ SD 295+1,14 105,1 + 7,57

Interday-Reproduzierbarkeit

ADMA (uM) ADMA (uM) RSD (%) Akkuratheit (%)
(Zusatz) (Messung)

0,00 0,85 3,66 n.b.

0,25 1,16 1,08 121,7
0,50 1,34 0,92 98,0
1,00 1,98 1,56 112,6
2,00 297 0,88 105,7

Mittelwert £ SD 1,62 +1,17 109,5 £ 10,08

n.b.: nicht berechenbar. 120,4 pmol/50 ul ["Hg]-ADMA wurden als interner Standard verwendet. Die
Daten stellen Mittelwerte dar (n=>5).

Neben dem internen Standard [*Hg]-ADMA, der in einer Konzentration von 120,4 pmol/50 pl
Plasma eingesetzt wurde, enthielten die Proben L-[®N,]-Arginin (4 nmol/50 pl) zur parallelen
Bestimmung des L-ArgininfADMA-Verhaltnisses. Ein typisches Chromatogramm einer
Plasmaprobe ist in Abbildung 34 dargestellt. Die mittlere Prazision der Methode fir die
Bestimmung von L-Arginin konnte mit 1,84 + 0,33% und die mittlere Akkuratheit mit 84,9 +
2,8% angegeben werden (Mittelwerte £ SD, n=5).
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Abbildung 34: GC-MS-Analytik von ADMA und L-Arginin im Plasma. SIM der lonen der Methylester-
PFA-Derivate mit m/z 634,3 fur zugesetztes ADMA und m/z 640,3 fiur den internen Standard [ZHG]-
ADMA, mit m/z 586 fiir L-Arginin und m/z 588,1 fiir L-['°N,]-Arginin. Die Retentionszeiten wurden mit
7,2 min fiir L-Arginin und L-["*N]-Arginin und mit 8,4 min fiir ADMA und [°Hg]-ADMA bestimmt.

Im Plasma von 10 gesunden Probanden mit einem Durchschnittsalter von 29,7 £ 5,8 Jahren
wurde die ADMA-Konzentration mit Hilfe der validierten Methode analysiert. Die bestimmten
ADMA-Konzentrationen lagen mit einem Mittelwert von 0,600 + 0,076 pM in einem
Konzentrationsbereich von 0,483 — 0,693 uM (Tabelle 8).

Tabelle 8: Konzentration von ADMA im Plasma von 10 gesunden Probanden:

Versuchsperson/Geschlecht (ﬁ:ﬁ;) Pl(if\ﬂrr)]a
I/weiblich 25 0,563
[l/weiblich 27 0,693
[ll/weiblich 32 0,666

[V/mannlich 23 0,522
V/weiblich 29 0,671
Vl/weiblich 26 0,483
Vll/weiblich 26 0,678
Vlll/weiblich 43 0,603
IX/mannlich 33 0,609
X/mannlich 33 0,516
MW + SD 29,7+5,8 0,600 + 0,076

Die Validierung der Methode fiir die Zelllysate erfolgte anhand von EA.hy 926-Zellen. [*Hg]-
ADMA in einer Konzentration von 188,19 pmol/174,8 ug Zellprotein und L-["°Ny]-Arginin in
einer Konzentration von 4 nmol/174,8 ug Zellprotein wurden als interne Standards
verwendet. Nach Fallung der Proteine mit Aceton analog der Behandlung der Plasmaproben

wurden die Proben derivatisiert und gemessen. Die Prazision und Akkuratheit wurden
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anhand der Messung 5 unterschiedlicher Konzentrationen von ADMA und L-Arginin in
dreifacher Ausfuhrung bestimmt (Abb. 35). Die Prazision fir ADMA bzw. fur L-Arginin betrug
2,35 + 1,02% (RSD) bzw. 1,91 £ 1,37% (RSD) und die Akkuratheit konnte mit 118,2 £+ 13,3%
und 128,7 + 24,1% fur ADMA bzw. L-Arginin angegeben werden (Mittelwerte £ SD, n=3).
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Abbildung 35: Standardkurven der Messung von ADMA und L-Arginin in Zelllysaten nach Zugabe
von 0-100 pmol ADMA bzw. 0-2 nmol L-Arginin zu 174,8 ug Zellprotein (Mittelwerte + SD, n=3).

Die Messung von 10 EA.hy 926- und 8 HCAEC-Zelllysaten ergaben Mittelwerte fiir die
intrazelluldare ADMA-Konzentration von 0,295 + 0,085 pmol/ug Protein und 0,173 + 0,027
pmol/ug Protein und fir die intrazelluldre L-Arginin-Konzentration von 177,87 + 8,60 pmol/ug
Protein und 286,33 + 44,45 pmol/ug Protein.

Das Detektionslimit (LOD, limit of detection) fur ADMA wurde durch GC-MS-Analyse (1 pl)
von Verdunnungen einer Stammldésung des Methylester-PFA-Derivates von ADMA in Toluol
ermittelt. SIM des lons m/z 634,3 zeigte flr das Methylester-PFA-Derivat fir 2 fmol ein
Signal-zu-Rausch-Verhaltnis von 11,8 + 1 : 1 (Mittelwert £ SD, n=3). Das Limit fir die
quantitative Analyse wurde durch den Zusatz von ADMA zu 500 ul Zellkulturmedium ohne
FKS, in dem an sich kein ADMA detektiert werden konnte, mit 0,05 yM ADMA bestimmt. Die
Prazision betrug 9,68% (RSD) und die Genauigkeit 110,3 = 10,7% (Mittelwert £ SD, n=5).
Der Vergleich von drei Uber die SPE aufgereinigten bzw. extrahierten Proben
unterschiedlicher ADMA-Konzentration mit nicht extrahierten Standards der gleichen
Konzentration flihrte zu der Bestimmung der Recovery mit 92,52 + 2,41% (Mittelwert = SD,
n=3).

Die Autosamplerstabilitdt wurde fir 3 verschiedene Konzentrationen von ADMA (0,1, 0,2, 0,4
MM) in Medium mit FKS in dreifacher Ausfuhrung bestimmt, indem diese Proben wiederholt
nach der Lagerung von 24 Stunden bei Raumtemperatur im Autosampler gemessen wurden.

Die Intensitat der ADMA-Peaks betrug bezogen auf die am Vortag gemessene Intensitat
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112,8 + 6,0% (Mittelwert £ SD, n=13). Weiterhin konnte festgestellt werden, dass eine
Lagerung der derivatisierten Proben bei 4°C fir 4 Wochen die Messung nicht beeintrachtigte.
Die Validierungsdaten dieser Methode zeigen, dass die Analyse von ADMA bzw. dessen
Methylester-PFA-Derivaten im Zellkulturmedium und im Plasma Uber die GC-MS als sehr
prazise und akkurat angesehen werden kann. Die fiir die Analyse von ADMA und L-Arginin
in Zelllysaten bestimmte Akkuratheit mit einer Standardabweichung von tber 10% erfordert
hingegen die Berechnung der ADMA- bzw. L-Arginin-Konzentrationen mit Hilfe einer
Standardkurve.

Anhand der Validierung der Methode fiir Zellkulturiiberstande unter dem Zusatz von FKS,
dessen Verwendung z.B. flr Zellversuche (ber eine Dauer von = 48 Stunden notwendig ist,
kann festgehalten werden, dass in diesen Proben im Gegensatz zu reinem Medium ADMA
nachweisbar ist. Die Durchfihrung bzw. Auswertung der Zellversuche sollte unter
Bericksichtigung dieser Blankkonzentrationen erfolgen. Grundsatzlich sollte eine
Mediumprobe des Zellversuches parallel analysiert werden, um eine korrekte Auswertung zu
ermdglichen. Zudem wurden in den unter 3.3. dargestellten Zellversuchen bei jeder

Aufarbeitung Qualitatskontrollen mitgefuhrt.

3.2.3. Vergleich der GC-MS- mit der HPLC-Methode hinsichtlich der Analyse
des N° N®-Dimethyl-L-Arginins (ADMA) in Plasmaproben
Plasmaproben ohne Zusatz und mit 1 yM und 5 yM ADMA wurden sowohl mit der unter 2.6.
beschriebenen HPLC-Methode als auch nach den Vorschriften der validierten GC-MS-
Methode analysiert (2.7.). Die erhaltenen Messergebnisse wurden, wie in Abbildung 36 zu
sehen, einander gegentbergestellt.
7.

6 -

'S 4

ADMA [uM] (GC-MS)

ADMA [uM] (HPLC)

Abbildung 36: Korrelation zwischen den Messdaten, erhalten aus der Analyse der Plasmaproben mit
Hilfe der HPLC, und den Ergebnissen aus der GC-MS-Messung
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Die Abbildung 36 zeigt, dass eine gute Korrelation zwischen den beiden Analyseverfahren
bestand. Eine genauere Analyse der erhaltenen Messwerte nach einer Publikation von Bland
und Altman (Bland et al. 1986), bei der die Auftragung der Differenz aus HPLC- und GC-MS-

Messdaten gegen die Mittelwerte dergleichen erfolgte, ist in Abbildung 37 zu sehen.
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Abbildung 37: Analyse der HPLC- und GC-MS-Messwerte nach einer Publikation von Bland und

Altman.

Diese Auftragung macht deutlich, dass in einem hoheren Konzentrationsbereich mit Hilfe der

HPLC niedrigere Konzentrationen im Vergleich zur GC-MS-Analytik bestimmt wurden.

3.3. Beeinflussung der Konzentration bzw. des Metabolismus des N€N°®-
Dimethyl-L-Arginins (ADMA) in Endothelzellen

Nach Validierung der Methode zur Bestimmung der Konzentration von ADMA im
Zellkulturiberstand stand die Suche nach Faktoren, die auf die Konzentration des NOS-
Inhibitors Einfluss nehmen, an. Dabei wurden neben HMG-CoA-Reduktasehemmern (3.3.1.),
LDL, oxLDL (3.3.2.), PPAR-Agonisten (3.3.3.) und Angiotensin (3.3.4.) getestet.
Untersuchungsobjekte stellten die Endothelzellen EA.hy 926 und die HCAECs dar. Die
Bestimmung der ADMA-Konzentration im Zelliberstand wurde durch die Analyse der

Expression und der Aktivitat des ADMA abbauenden Enzyms, der DDAH, erganzt.
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3.3.1. Effekte der HMG-CoA-Reduktasehemmer (Statine)

Die Endothelzellen EA.hy 926 wurden mit den Statinen Atorvastatin, Cerivastatin und
Pravastatin in einem Konzentrationsbereich von 0,01-10 pM fir 12 Stunden inkubiert.
AusschlieRlich unter dem Einfluss von Atorvastatin konnte eine Reduktion der ADMA-
Konzentration im Zellkulturiberstand bezogen auf die Zellproteine festgestellt werden. Die
Konzentration von ADMA in den Kontrollproben betrug 3,15 + 0,33 pmol/ug Protein, wahrend
unter der Inkubation mit Atorvastatin 0,01 uM, 1 yM und 10 yM Konzentrationen von 2,29 +
0,07, 2,22 £ 0,19 und 2,43 £+ 0,16 pmol/ug Protein bestimmt wurden. Diese Konzentrationen
entsprachen einer Senkung um 22-29%. Pravastatin und Cerivastatin zeigten keine
Veranderungen im Vergleich zu den Kontrollen.
150 - | B Atorvastatin

B Cerivastatin
O Pravastatin

100 -

ADMA [% der Kontrolle]
[6)]
o

Kontrolle 0,01 uM 0,1 uM 1uM 10 uM

Abbildung 38: Veranderung der ADMA-Konzentration im Zellkulturiberstand unter der 12-stlindigen
Inkubation mit Atorvastatin, Cerivastatin und Pravastatin in EA.hy 926-Zellen (Mittelwerte + SEM, n=4,
*P<0,05 vs. Kontrolle).

In Abbildung 39 ist die Zeitabhangigkeit der Statineffekte auf die ADMA-Konzentration in
Endothelzellen dargestellt, die deutlich zeigt, dass es in den frihen Phasen der Inkubation zu
einer geringen, nicht signifikanten Abnahme der ADMA-Konzentration kam, wahrend fur die
Inkubation Uber 36 und 48 Stunden mit Atorvastatin und Cerivastatin ein signifikanter Anstieg

von ADMA zu verzeichnen war. Pravastatin schien dagegen keinen Einfluss zu besitzen.
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Abbildung 39: Einfluss von Atorvastatin 10 uM, Cerivastatin 0,1 yM und Pravastatin 10 yM auf die
ADMA-Konzentration im Zellkulturiiberstand in Abhangigkeit von der Inkubationszeit (Mittelwerte +
SEM, n=4, *P<0,05 vs. Kontrolle)

Dieser unerwartete Effekt konnte mit der Zytotoxizitat der Statine unter den gewahlten
Inkubationsbedingungen erklart werden (Abb. 40), Uber die eine Aussage mit Hilfe der
Messung der Laktatdehydrogenase-Aktivitat (LDH) in den Zellkulturiiberstanden maoglich
war. Fur Atorvastatin und Cerivastatin wurde analog des Anstieges der ADMA-Konzentration
unter der Inkubation Uber 36 und 48 Stunden ein deutlicher Anstieg der LDH-Aktivitat
erkannt. Das Enzym zeigte nach 48 Stunden eine um den Faktor 40,5 bzw. 47,3 erhohte
Aktivitat fur Atorvastatin bzw. Cerivastatin im Vergleich zu den Kontrollproben. Die
Laktatdehydrogenase-Aktivitat blieb dagegen unverandert unter der Inkubation mit

Pravastatin.
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Abbildung 40: Ergebnis der photometrisch bestimmten Laktatdehydrogenase-Aktivitdt im
Zellkulturiiberstand (Mittelwerte + SEM, n=4, *P<0,05 vs. Kontrolle).
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Neben der Messung der ADMA-Konzentrationen wurde ebenfalls die Expression der beiden
Isoformen der DDAH (Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase) unter der Inkubation mit
Atorvastatin in Abhangigkeit von der Inkubationszeit untersucht. Die Inkubation mit
Atorvastatin 10 yM Uber einen Zeitraum von 6 Stunden fiihrte zu einem signifikanten Anstieg
der DDAH 1-Expression um 30%, wahrend sich die DDAH 2 unverandert zeigte. Die
Abnahme der Expression der DDAH 1 und die Zunahme der Expression der DDAH 2 nach
12 Stunden lagen bei jeweils 10% und schienen sich gegenseitig aufzuheben. Die fur die
Inkubation von 48 Stunden zu sehende Abnahme der Expression der DDAH 1 um 17% und
eine damit verbundene Reduktion des Abbaus von ADMA kénnte neben den
nachgewiesenen zytotoxischen Effekten der Statine zu der Erhdhung der ADMA-
Konzentration beigetragen haben.

150 ~ *
B DDAH 1

EDDAH 2 *

100 -

DDAH/GAPDH [% der Kontrolle]
o
=]

Kontrolle 6h 12h 24 h 48 h

Abbildung 41: Semiquantitative Bestimmung der DDAH-Expression in Endothelzellen (EA.hy 926)
unter dem Einfluss von Atorvastatin 10 uM fir die Zeitpunkte 6, 12, 24 und 48 h (Mittelwerte + SEM,
n=4, *P<0,05 vs. Kontrolle).

Die Untersuchung der DDAH-Expression auf Protein-Ebene fand anhand eines Western

Blots statt (Abb. 42).
Kontrolle 1-3 Atorvastatin 10 uM 1-4

I T W, T, 50 10n

Abbildung 42: Western Blot der beiden DDAH-Isoformen, DDAH 1 und DDAH 2, zu einer
Inkubationszeit von 12 Stunden mit Atorvastatin 10 pM in EA.hy 926-Zellen (siehe 2.10.).
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Abbildung 43: Densitometrische Auswertung des in Abbildung 42 gezeigten Western Blots
(Mittelwerte + SEM, n=4).

Die Analyse der Protein-Expression der DDAH-Isoformen zeigte, dass auf der Ebene der
Proteine im Gegensatz zur mRNA-Ebene keine Veranderungen auftraten und die nach 6-
stiindiger Inkubation mit Atorvastatin (10 uM) beobachtete Erhéhung der mRNA-Expression
der DDAH 1 nicht in einer erhéhten Proteinexpression resultierte bzw. nicht in einer, die auch

noch nach weiteren 6 Stunden Bestand hatte.

Die Frage, inwieweit die Aktivitat des ADMA abbauenden Enzyms, der DDAH, unter dem
Einfluss von Atorvastatin, Cerivastatin und Pravastatin mit den erhaltenen Ergebnissen
korrelierte, wurde Uber die Durchfihrung des radioaktiven DDAH-Aktivitats-Assays (siehe
2.8.) mit den Endothelzellen geklart. Nach einer Inkubation der Zellen fur 6 Stunden konnte
eine Tendenz einer ansteigenden Aktivitat des Enzyms festgestellt werden, die durchaus mit
der sinkenden ADMA-Konzentration unter dem Einfluss von Atorvastatin in Zusammenhang

gebracht werden kdnnte. Letztlich zeigten sich jedoch keine signifikanten Veranderungen.

200 -
B Atorvastatin 10 uM
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o
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Abbildung 44: Einfluss von Atorvastatin, Cerivastatin und Pravastatin auf die DDAH-Aktivitat in
Abhangigkeit von der Zeit (Mittelwerte £+ SEM, n=4).
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Eine Wiederholung des unter Abbildung 44 gezeigten Versuches mit unterschiedlichen
Konzentrationen von Atorvastatin ergab das gleiche Ergebnis. Die DDAH-Aktivitat veranderte
sich nicht unter der Inkubation mit 0,1, 1 bzw. 10 uM Atovastatin fiir 12 Stunden, so dass die
gezeigte Abnahme der ADMA-Konzentration im Zellkulturiberstand nicht mit einer

gesteigerten Metabolisierung erklart werden konnte.
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Abbildung 45: DDAH-Aktivitdt unter dem Einfluss von Atorvastatin (0,1-10 pM) fir eine
Inkubationszeit von 12 Stunden (Mittelwerte £+ SEM, n=4).

3.3.2. Fuhren LDL und oxLDL im Endothelzellversuch zu einer Erhdhung der
Konzentration des N¢,N®-Dimethyl-L-Arginins (ADMA)?
Die Endothelzellen EA.hy 926 wurden mit Konzentrationen von 100-300 mg/dl LDL bzw. 3-

30 mg/dl oxLDL, welches fir jeden Versuch neu aus Plasma der Blutbank isoliert wurde, fir
einen Zeitraum von 24 Stunden inkubiert.

Bei der Analyse der ADMA-Konzentrationen im Zelluberstand mit Hilfe der GC-MS stellte
sich heraus, dass unter dem Einfluss von oxLDL unerwartet eine Abnahme der ADMA-
Konzentration zu verzeichnen war. Die Konzentration von ADMA im Zelliberstand betrug fir
die Kontrollen 3,89 + 0,39 pmol/ug Protein und fir die Proben, die mit oxLDL 10 mg/dI
inkubiert wurden, 2,91 + 0,11 pmol/ug Protein, welches einer Reduktion um 25% entsprach
(Abb. 46).

Die gleichzeitige Inkubation mit PDTC (Pyrrolidindithiocarbamat) 1 pM sollte zeigen,
inwieweit oxidative Prozesse bzw. inwieweit NF-kB bei der Beeinflussung der ADMA-
Konzentration durch LDL und oxLDL eine Rolle spielen. Da ein Effekt des LDL und oxLDL

ausblieb, war eine Beurteilung der antioxidativen Eigenschaften des PDTC nicht mdglich.
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Abbildung 46: Inkubation der Endothelzellen EA.hy 926 mit LDL 100-300 mg/dl und oxLDL 3-30

mg/dl fir einen Zeitraum von 24 Stunden (Mittelwerte + SEM, n=4, *P<0,05 vs. Kontrolle).

Die Untersuchung der DDAH-Expression wurde im gleichen Versuchsansatz durchgefiihrt
und konnte keine Veranderungen unter dem Einfluss von LDL zeigen. Die Expression der
DDAH 2 stieg jedoch bei der Inkubation der Zellen mit oxLDL 10 und 30 mg/dl um 24% an.
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Abbildung 47: Einfluss von LDL 100-300 mg/dl und oxLDL 3-30 mg/dl auf die Expression der DDAH-
Isoformen in Endothelzellen nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden (Mittelwerte + SEM, n=4,
*P<0,05 vs. Kontrolle).

Dieser geringe Expressionsanstieg flihrte jedoch nicht gleichzeitig zu einem Anstieg der
DDAH-Aktivitat (Abb. 48). Ein gesteigerter Abbau von ADMA konnte demnach nicht als ein
Grund der in Abbildung 46 gezeigten, verminderten ADMA-Konzentration im Zellliberstand

angesehen werden.
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Abbildung 48: DDAH-Aktivitdt nach der Inkubation von EA.hy 926-Zellen fiir 24 Stunden mit LDL
100-300 mg/dl bzw. oxLDL 3-30 mg/dl (Mittelwerte £ SEM, *P<0,05 vs. Kontrolle).

3.3.3. Spielen die ,Peroxisome proliferator-activated receptor a und y*“
(PPARa, PPARYy) als Transkriptionsfaktoren bei der Regulation der
DDAH-Expression eine Rolle?

Der Nachweis der PPARa- und der PPARy-Isoformen auf mRNA-Ebene in den beiden

Zelltypen, EA.hy 926 und HCAEC, wurde uber die RT-PCR und Uber die Detektion im

Agarosegel durchgefihrt. In Abbildung 49 ist zu sehen, dass die HCAECs beide Isoformen
aufwiesen, wahrend die EA.hy 926-Zellen ausschliellich den PPARa zeigten.

PPARy PPARa
EA.hy 926 HCAEC EAhy 926 HCAEC

Abbildung 49: Detektion der
PPAR-Isoformen auf mRNA-Ebene

im Agarosegel sowohl in den

300 bp
EA.hy 926-Zellen als auch in den
HCAECs in zweifacher
Ausflihrung.

Nachdem der Nachweis der PPARa-mRNA im Agarosegel sowohl fir die EA.hy 926 und die
HCAECs gelang, kamen die PPARa-Aktivatoren WY 14,643 und ETYA im Zellversuch zum
Einsatz. Sowohl die EA.hy 926-Zellen als auch die HCAECs wurden fur 24 Stunden mit
diesen Substanzen inkubiert, und neben der Bestimmung der ADMA-Konzentration im
Zelliberstand wurden die DDAH-Expression auf mRNA-Ebene und die DDAH-Aktivitat

analysiert.
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In Abbildung 50 ist zu sehen, dass es zu einem Anstieg der ADMA-Konzentration auf 138,4 £
3,9% in den EA.hy 926-Zellen und auf 134,4 + 8,2% in den HCAECs unter der Inkubation mit
ETYA 50 uM kam. Die Inkubation mit WY 14,643 in einer Konzentration von 250 uM in
HCAECs resultierte ebenfalls in einer signifikanten Steigerung der ADMA-Konzentration auf
140,4 + 4,7% in HCAECs.
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Abbildung 50: Einfluss von WY 14,643 und ETYA als PPARa-Aktivatoren auf die ADMA-
Konzentration im Zellkulturiiberstand nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden. Zum Einsatz kamen
sowohl die EA.hy 926-Zellen als auch die Primarzellen HCAECs (Mittelwerte + SEM, n=4, *P<0,05 vs.

Kontrolle).

Die in Abbildung 50 dargestellte Erh6hung der ADMA-Konzentration konnte nicht auf einen
zytotoxischen Effekt der Substanzen zuriickgefihrt werden, welches durch die Messung der
LDH-Aktivitat im Zelliberstand analog den Statinversuchen ausgeschlossen wurde.

Die weitere Klarung des Mechanismus der Erhdhung der ADMA-Konzentration unter der
Anwendung von PPARa-Agonisten wurde ausschlieBlich an den EA.hy 926-Zellen
durchgefiihrt. Eine verminderte Expression beider DDAH-Isoformen konnte unter allen
gewahlten Inkubationsansatzen verzeichnet werden, wobei ein signifikanter Unterschied von
13,5 = 3,6% in Bezug auf die DDAH 1 ausschlieBlich fir die Substanz ETYA in einer

Konzentration von 50 uM zu sehen war (Abb. 51).
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Abbildung 51: Expression der DDAH in EA.hy 926-Zellen unter der Inkubation mit WY 14,643 und
ETYA fir 24 Stunden (Mittelwerte £+ SEM, n=4, *P<0,05 vs. Kontrolle).

Die Schlussfolgerung, dass ein verminderter Abbau des NOS-Inhibitors ADMA zu der
erhéhten Konzentration im Zellversuch beitrug, konnte jedoch nur nach Prifung der DDAH-
Aktivitat vorgenommen werden.

Die Aktivitat der DDAH sank sowohl unter der Inkubation mit WY 14,643 200 uM als auch
unter der Inkubation mit ETYA 50 uM um 14% bzw. 23,8%, wobei jedoch festzuhalten ist,

dass diese Ergebnisse nicht signifikant waren (Abb. 52).
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Abbildung 52: Bestimmung der DDAH-Aktivitat in Endothelzellen (EA.hy 926) unter der Inkubation
mit WY 14,643 und ETYA fiir einen Zeitraum von 24 Stunden (Mittelwerte £+ SEM, n=5, *P<0,05 vs.

Kontrolle).

Neben dem Einfluss von PPARa-Agonisten sollten ebenfalls die Effekte des PPARYy-
Agonisten Ciglitazon auf die Konzentration von ADMA untersucht werden. Aufgrund der

fehlenden Existenz des PPARy-Rezeptors in den EA.hy 926-Zellen wurde diese Substanz
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ausschlieflich in den HCAECs getestet. Weder in einer Konzentration von 1 noch von 10 pM
ubte Ciglitazon innerhalb einer 24-stindigen Inkubation einen Effekt auf die ADMA-
Konzentration aus, so dass der Zusatz des PPARy-Antagonist T 0070907 ebenfalls keine
Veranderungen hinsichtlich der ADMA-Konzentration herbeirufen konnte (Abb. 53).

Von einer weiteren Untersuchung der DDAH-Expression und der —Aktivitdt wurde aus

diesem Grund abgesehen.
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Abbildung 53: Inkubation von HCAECs mit Ciglitazon-Konzentrationen von 1 und 10 yM fur 24
Stunden, u.a. in Anwesenheit des PPARy-Antagonisten T 0070907 (T 007) (100 nM). (Mittelwert
SEM, n=5).

3.3.4. Zeigt Angiotensin Il (AT Il) als stark vasokonstriktorisch wirksames
Peptid einen Effekt auf die ADMA-Konzentration in Endothelzellen?

Die Experimente hinsichtlich der Auswirkungen von Angiotensin Il (AT IlI) auf die ADMA-
Konzentration sollten gleichzeitig klaren, Uber welchen Rezeptor Angiotensin die zu
erwartenden Effekte ausibt, so dass zunachst der Nachweis der beiden Rezeptortypen, d.h.
des AT;- und des AT,-Rezeptors, in den in dieser Arbeit verwendeten Zellen mittels Western
Blot vorgenommen wurde. Sowohl die Endothelzelllinie EA.hy 926 als auch die Primarzellen
HCAECs wiesen beide Rezeptoren auf (Abb. 54). Die weiteren Versuche wurden jedoch

ausschliel3lich mit den Primarzellen durchgefiihrt.

73



Ergebnisse

1 2 3 4
6.9 KDA Abbildung 54: Nachweis der Existenz des ATq- (41 kDA)
A, . || . und des AT,-Rezeptors (60 kDA) in den Primarzellen
: HCAECs (1, 3) und in EA.hy 926-Zellen (2, 4). Zur
-341kPA " Darlegung der Spezifitit der entsprechenden Antikdrper
- 81,0 kDA

- wurden fir diese spezifische Blockingpeptide eingesetzt,
=t unter deren Anwendung das durch die Bindung der

AT, | — A
e -469kDA  Antikdrper an die AT-Rezeptoren hervorgerufene Signal

e

e : ki wieder eliminiert wurde.

Die Inkubation erfolgte entweder mit Angiotensin |l in Konzentrationen von 0,01-1 yM alleine
oder in einer Konzentration von 0,1 uM in Kombination mit den AT Il-Rezeptor-Antagonisten
Losartan (AT,-Rezeptorblocker) oder in Kombination mit PD 123,319 (AT,-Rezeptorblocker)
fur 24 Stunden. Die Abbildung 55 zeigt, dass Angiotensin in allen gewahlten Konzentrationen
zu einem Anstieg der ADMA-Konzentration im Zellkulturiberstand fuhrte. Unter dem Einfluss
von 0,01 uM Angiotensin betrug die ADMA-Konzentration 4,75 + 0,31 pmol/ug Protein im
Vergleich zu 3,87 + 0,19 pmol/ug Protein in den Kontrollproben, so dass ADMA in diesem
Ansatz signifikant um 22,5% erhdht war. Eine Uberkompensatorische Aufhebung dieses
Effektes war unter Anwendung des AT;-Rezeptorblockers Losartan in einer Konzentration
von 0,01 yM und 0,1 uM zu erkennen. Die ADMA-Konzentrationen wurden mit 2,56 + 0,24
bzw. 3,14 £ 0,29 pmol/ug Protein bestimmt. Der AT,- Rezeptorantagonist PD 123,319 konnte
ebenfalls den Angiotensin-Effekt kompensieren. Fir die Inkubation mit 1 yM PD 123,319
wurde eine ADMA-Konzentration von 3,03 £ 0,38 pmol/ug Protein, die einer Senkung im

Vergleich zur Kontrolle um 21,9% entsprach, analysiert.
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Abbildung 55: Inkubation von HCAECs mit Angiotensin (Ang) in Konzentrationen von 0,01-1 pM fir
24 Stunden. Die Inkubation mit den Angiotensin-Rezeptor-Antagonisten Losartan (Los) bzw. PD
123,319 (PD) wurde in Kombination mit Angiotensin in einer Konzentration von 0,1 yM durchgeflhrt
(Mittelwerte + SEM, n=4, *P<0,05 vs. Kontrolle, "P<0,05 vs. Angiotensin 0,1 uM).
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Die DDAH-Expression auf mRNA-Ebene wurde ebenfalls fir alle Inkubationsbedingungen

analysiert und lie® keine signifikanten Veranderungen erkennen (Abb. 56).
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Abbildung 56: Expression der DDAH 1 und 2 nach der Inkubation der Primarzellen HCAECs mit
Angiotensin (Ang) 0,01 uM bis 1 uM bzw. mit Angiotensin 0,1 uM in Kombination mit Losartan (Los)
0,01 uM bis 1 uM oder in Kombination mit PD 123,319 (PD) 0,01 uM bis 1 uM (Mittelwerte + SEM,
n=4).

3.3.5. Zusammenfassung der im Kapitel 3.3. dargestellten Ergebnisse

Die Frage, welche Faktoren den endogenen NOS-Inhibitor ADMA bzw. die Dimethylarginin-
Dimethylaminohydrolase (DDAH), als ADMA metabolisierendes Enzym, beeinflussen kénnen
und vielleicht in Form neuer Therapieziele zur Senkung der Plasmakonzentration von ADMA
beitragen konnten, fuhrte zu folgenden Antworten (siehe Tabelle 9):

Unter den HMG-CoA-Reduktasehemmern (Statinen) besall ausschliel3lich Atorvastatin einen
ADMA-senkenden Effekt, der jedoch nur flr den Inkubationszeitpunkt von 12 Stunden
beobachtet werden konnte. Eine Regulation dieses Effektes durch die DDAH konnte durch
die Untersuchung der Expression auf mRNA- und Protein-Ebene und der Aktivitat dieses
Enzyms nur bedingt belegt werden, denn eine erhéhte Expression der DDAH zeigte sich
ausschliellich nach einer Inkubationszeit von 6 Stunden. Die Aktivitdt war zu diesem
Zeitpunkt ebenfalls leicht, jedoch nicht signifikant erhoht.

Wahrend die Inkubation mit LDL keine Veranderung der ADMA-Konzentration induzierte,
fihrte oxLDL zu einer Abnahme von ADMA im Zelliberstand, die sich zunachst mit einer
Zunahme der DDAH-Expression erklaren lie®. Eine Zunahme der Aktivitdt dieses Enzyms
konnte jedoch nicht bestimmt werden, so dass die Ursache fur die erniedrigten ADMA-

Konzentrationen nicht in einer verstarkten Metabolisierung zu finden war.
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Ein erster Hinweis auf die molekularbiologischen Prozesse, die bei der Regulation der DDAH
eine Rolle spielen, ergab die Anwendung von PPARa(Peroxisome proliferator-activated
receptor)-Agonisten. Die Aktivierung der im Zellkern lokalisierten Transkriptionsfaktoren, der
PPAR, flhrte zu einer Herunterregulation der DDAH sowohl auf der mRNA-Ebene als auch
bezogen auf die Aktivitdt dieses Enzyms und resultierte damit in einem Anstieg der ADMA-
Konzentration im Zelliberstand. Die Aktivitatsminderung der DDAH ist jedoch kritisch zu
beurteilen, denn diese stellt kein signifikantes Ergebnis dar. Ciglitazon als Vertreter der
PPARy-Agonisten (ibte dagegen keine Effekte auf ADMA aus.

Ein Anstieg von ADMA konnte ebenfalls unter dem Einfluss von Angiotensin Il beobachtet
werden. Gleichzeitig war es madglich, diesen Effekt durch den Einsatz eines AT;- und eines
AT.-Rezeptorantagonisten aufzuheben. Die Annahme einer Beteiligung der DDAH an
diesem Effekte konnte aufgrund einer ausbleibenden Veranderung der Expression nicht

bestatigt werden.

Tabelle 9: Zusammenstellung der unter 3.3.1.-3.3.4. dargestellten Ergebnisse

Kor?z[:el\r’llt‘?a;ion Ex?;?eﬁl;li-on DDAH-Aktivitat
Redtlmgs-eﬁ]c;ér-]mer ! (At:)gvra:statin T (mRN_A 6h) (1) 6h)
(Statine) ) <> (Protein 12 h)

LDL > > >
oxLDL ! ) >
PPARa-Agonisten 1 ! (})
PPARy-Agonisten «— n.b. n.b.
Angiotensin Il 1 — n.b.
Rezept<)ArZ;1-tagonist l ~ n.b.
Rezeptc')Ar;?l-tagonist l M n.b.

l: Erniedrigung des Zielparameters, (]): erkennbare, jedoch nicht signifikante Beeinflussung des

Parameters, 1: Erhdhung des Zielparameters, <»: Parameter bleibt unbeeinflusst, n.b.: nicht bestimmt

76



Ergebnisse

3.4. Einfluss von HMG-CoA-Reduktasehemmern unterschiedlicher
Halbwertszeit auf die Expression der endothelialen NO-Synthase
(eNOS)

Die Endothelzellen (EA.hy 926, HCAEC) wurden Uber einen Zeitraum von 72 Stunden mit
Atorvastatin, Simvastatin und Pravastatin in Konzentrationen von 0,1-100 uM inkubiert. Um
den Unterschied zwischen den Halbwertszeiten von Atorvastatin (HWZ ca. 14 Stunden),
Simvastatin (Halbwertszeit 1-2 Stunden) und Pravastatin (Halbwertszeit 1-2 Stunden) in vitro
zu simulieren, wurden die Zellen zum einen ununterbrochen mit den Statinen inkubiert,
wobei alle 24 Stunden das Medium (2% FKS) mit der entsprechenden Statinkonzentration
gewechselt wurde. Alternativ wurden die Zellen intermittierend alle 24 Stunden fir jeweils 8
Stunden den Statinen ausgesetzt (dieser Zeitraum entspricht in etwa dem Vierfachen der
Halbwertszeit von Pravastatin und damit der mittleren Verweildauer im Organismus). Nach 8
Stunden wurden die Zellen mit frischem Medium gewaschen und Uber 16 Stunden ohne
Statin weiterkultiviert. Nach insgesamt 72 Stunden wurden die Proteine aus den Zellen
gewonnen und die Expression der endothelialen NO-Synthase (eNOS) untersucht (2.10.).
Die Inkubation der Endothelzellen mit Pravastatin in Konzentrationen von 0,1, 1, 10 und 100
MM konnte weder flr das kontinuierliche noch fur das intermittierende Inkubationsschema
Uber einen Zeitraum von 72 Stunden einen Anstieg der Expression der eNOS zeigen. Die
Durchfuhrung der Versuche mit den primaren humanen Koronararterienendothelzellen und
einer Pravastatin-Konzentration von 100 uM bestatigten dieses Ergebnis. Die Hydrophilie
des Pravastatins und der damit verbundenen schwierigen Passage durch die Zellmembran
diente als Erklarungsansatz fiur dieses Phanomen. Die weiteren Versuche wurden aus
diesem Grund ausschlief3lich mit Atorvastatin und Simvastatin fortgeftihrt.

Atorvastatin war in einem Konzentrationsbereich oberhalb von 10 uM fir die Hybridomzellen
und oberhalb von 1 uM fir die empfindlicheren Primarzellen Gber den Inkubationszeitraum
von 72 Stunden toxisch. Simvastatin besald in einer Konzentration von 10 uM toxische
Effekte auf beide Zelltypen.

Die kontinuierliche Inkubation mit Atorvastatin in einer Konzentration von 1 und 10 uM Uber
den gesamten Zeitraum von 72 Stunden fihrte in beiden Zelltypen zu einer signifikanten
Erhoéhung der eNOS-Expression (Abb. 57, Tabelle 10). Die Expression stieg auf 113,5 %
4,8% bzw. 160 + 20,3% fur Atorvastatin 1 bzw. 10 uM in EA.hy 926-Zellen und auf 211,4 £
35,2% flr Atorvastatin 1 yM in HCAECs an. Die intermittierende Inkubation mit Atorvastatin
dagegen besal} keine Auswirkungen auf die eNOS.

Die Daten der Abbildung 57 entsprechen der densitometrischen Auswertung der in Tabelle

10 dargestellten Western Blots.
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Abbildung 57: Einfluss von Atorvastatin auf die Expression der endothelialen NO-Synthase nach der

kontinuierlichen und der intermittierenden Inkubation Uber einen Zeitraum von 72 Stunden in der

Endothelzelllinie EA.hy 926 und in den primaren humanen Koronararterienendothelzellen (HCAECSs)
(Mittelwert + SEM, n=4-5, *P<0,05).

Tabelle 10: Darstellung der eNOS-Expression nach Auftrennung der Zellproteine mit Hilfe

der SDS-Page-Gelelektrophorese, anschlieendem Transfer auf eine Nitrocellulosemembran

und der Detektion Uber einen Rontgenfilm fur die Inkubation der EA.hy 926-Zellen und der

HCAECs mit Atorvastatin in Konzentrationen von 1 und 10 pM. Die eNOS besitzt ein
Molekulargewicht von 145 kDA und 3-Tubulin von 55 kDA.
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Die Inkubation mit Simvastatin 1 yM zeigte flr das kontinuierliche Inkubationsmuster eine
Erhéhung der Expression der eNOS auf 207,2 + 12% in EA.hy 926-Zellen und auf 228,8 +
63,4% in HCAECs (Abb. 58, Tabelle 11). Weiterhin konnte unter der intermittierenden

Inkubation mit Simvastatin 1 yM keine Veranderung in Bezug auf die Protein-Expression

festgestellt werden.

Tabelle 11: Darstellung der eNOS-Expression in EA.hy 926-Zellen und HCAECs nach der
Inkubation mit Simvastatin 0,1 und 1 uM.

EA.hy
926

eNOS
3-Tubulin

eNOS
3-Tubulin

HCAEC

eNOS
3-Tubulin

eNOS
3-Tubulin

Kontinuierliche Inkubation

Kontrolle 1-4  Simvastatin 0,1 pM 1-4

D — — — ———
WP e e = = e

Kontrolle 1-4 Simvastatin 1 uM 1-4

Kontinuierliche Inkubation

Kontrolle 1-4  Simvastatin 0,1 uM 1-4

. — ———
A dBE - - e -

Kontrolle 1-3 Simvastatin 1 uM 1-4

Intermittierende Inkubation

Kontrolle 1-4  Simvastatin 0,1 uM 1-4
—— s S s e
——— D — —

Kontrolle 1-4 Simvastatin 1 uM 1-4

|

Intermittierende Inkubation

Kontrolle 1-4  Simvastatin 0,1 uM 1-4

Kontrolle 1-4 Simvastatin 1 uM 1-4

|

Die densitometrische Auswertung der in Tabelle 11 dargestellten Western Blots ist in

Abbildung 58 zusammengefasst.
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Abbildung 58: Einfluss von Simvastatin auf die Expression der endothelialen NO-Synthase nach der
kontinuierlichen und der intermittierenden Inkubation Uber einen Zeitraum von 72 Stunden in der
Endothelzelllinie EA.hy 926 und in den primaren humanen Koronararterienendothelzellen (HCAECSs)
(Mittelwert + SEM, n=4-5, *P<0,05).

AbschlieRend ist festzuhalten, dass sowohl Atorvastatin als auch Simvastatin unter der
kontinuierlichen Inkubation und damit unter der Imitation einer langen Halbwertszeit eine
deutliche Steigerung der eNOS-Expression zu verantworten hatten, wahrend die
intermittierende Inkubation in einer unveranderten Expression resultierte. Die erhaltenen
Ergebnisse zeigen, dass die Effekte nicht von dem Statin selbst abhangen und es keinen
Unterschied macht, ob Atorvastatin oder Simvastatin zum Einsatz kommt, sondern dass die

Dauer der Inkubation von Bedeutung zu sein scheint.
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4, Diskussion

41. Charakterisierung des NCNC®-Dimethyl-L-Arginins (ADMA) als
kompetitiven Inhibitor der endothelialen NO-Synthase (eNOS)

Die Versuche an der rekombinanten, endothelialen Rinder-NO-Synthase haben gezeigt,
dass ADMA als ein kompetitiver Inhibitor anzusehen ist, d.h. ADMA verdrangt das Substrat
L-Arginin kompetitiv von der Bindungsstelle des aktiven Zentrums, so dass die Hemmung
durch einen Uberschuss an L-Arginin aufgehoben werden kann. Unter diesen
Voraussetzungen kann ADMA als maoglicher Erklarungsansatz des L-Arginin-Paradoxon
dienen (siehe 1.1.3.). Der strukturelle Vergleich von ADMA und L-Arginin legte bereits nahe,
dass diese Substanzen kompetitiv konkurrieren, doch kirzlich verdffentlichte Experimente
mit einer neuronalen NO-Synthase zeigten, dass ADMA an dieser Isoform als nicht-
kompetitiver Inhibitor agiert (Tsikas et al. 2000b). Die bisher vielfach in Publikationen
postulierte Charakterisierung von ADMA als kompetitiven Inhibitor ohne Vorliegen eines

experimentellen Beweises schien plétzlich nicht mehr uneingeschrankt haltbar.

In Tabelle 12 sind die erhaltenen Parameter fiir die ['°N]-Nitrit-Bildung durch die eNOS den

veroffentlichten Werten flr die nNOS gegenibergestellt.

Tabelle 12: Vergleich der Parameter der ["*N]-Nitrit-Bildung fiir die nNOS (Tsikas et al.

2000b) und die eNOS basierend auf den Lineweaver-Burk-Darstellungen

Vmax . .
Km ICxq Ki Kii
5 » (nmol ["°NJ-Nitrit/
(MM L-[ °N2]-Arginin) (MM ADMA) (WM ADMA) (WM ADMA)
min x mg NOS)
nNOS 4,6 228 1,5 0,4 0,6
Vinax
Ky e ICso Ki
5 » (nmol ["°NJ-Nitrit/
(MM L-[ °N2]-Arginin) (MM ADMA) (WM ADMA)
min x mg NOS)
eNOS 7,40 0,931 12,78 4,14

Die Unterschiede zwischen den beiden Isoformen lagen neben dem bereits erwahnten
unterschiedlichen Mechanismus der Hemmung der Synthasen durch ADMA in der Potenz
der Hemmung. Die Experimente an der isolierten neuronalen NO-Synthase wiesen flr
ADMA einen ICs-Wert von 1,5 uyM auf, wahrend ADMA fiir die eNOS mit einem [Cso-Wert
von ungefahr 12 uM einen eher schwachen Inhibitor darstellte. Hinsichtlich der ['°N]-Nitrit-

Produktionsrate besalt die nNOS eine 220mal hdhere spezifische Aktivitat als die eNOS,
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wogegen die Ky-Werte fiir L-["°N,]-Arginin kaum voneinander abwichen. Die beschriebenen
Unterschiede koénnten in der abweichenden Aminosauresequenz der beiden Isoformen
begriindet liegen. Der Vergleich der Aminosauresequenz der menschlichen NOS-Isoformen
weist eine 52-58%ige Ubereinstimmung auf. Die Proteinsequenzen der Regionen, die
NADPH, Flavine und Calmodulin binden, sind jedoch in allen Isoformen der verschiedenen
Spezies identisch (Alderton et al. 2001). Unterschiede der nNOS und der eNOS bestehen
vor allem in den Aminosauresequenzen am Amino- und am Carboxy-Terminus. Die nNOS
besitzt im Gegensatz zu der eNOS eine N-terminale PDZ-Zone (PSD-95 discs large/ZO-1
homology domain, PSD: post synaptic density protein), die flr die Lokalisation der nNOS an
den synaptischen Orten im Gehirn oder in Muskeln und fir die Membranassoziation an
Neuronen verantwortlich ist (Alderton et al. 2001). Diese Zone erklart die unterschiedlichen
Molekulargewichte der beiden Isoformen. Wahrend die eNOS ein Molekulargewicht von 135
kDa aufweist, betragt das Molekulargewicht der nNOS 160 kDa (Andrew et al. 1999). Der
unterschiedliche Mechanismus der Hemmung der nNOS- und der eNOS-Aktivitat sollte
jedoch in Unterschieden des aktiven Zentrums der beiden Isoformen gesucht werden. Es ist
wahrscheinlich, dass der Austausch von einzelnen Aminosauren im aktiven Zentrum zu einer
starkeren Bindung von ADMA an der nNOS fuhrt, die keiner L-Arginin-Interaktion zuganglich
ist. Welche Unterschiede des aktiven Zentrums vorliegen, kénnte durch Computer-Modelling
einzelner Regionen der aktiven Zentren der NOS-Isoformen bestimmt werden, welches
verstarkt fur die Suche nach selektiven NOS-Inhibitoren verwendet wird (Ji et al. 2003).

Die eNOS stellt im Gegensatz zur nNOS ein Enzym dar, welches mit der Plasmamembran
oder mit intrazelluldren Organellen, wie dem Golgi-Komplex, assoziiert ist. Die Regulation
der subzelluldren Lokalisation der eNOS zwischen der Zelloberflache und intrazellularen
Strukturen ist im Zusammenhang mit der Interaktion der eNOS mit Caveolin zu sehen, die
unter Basalbedingungen zur Hemmung der NOS-Aktivitat fuhrt (Feron et al. 1998). Erst
durch einen Anstieg der intrazellularen Calciumkonzentration kommt es zum Ersatz der
inhibitorischen Bindung mit Caveolin und zum Anstieg der NOS-Aktivitat (Michel et al. 1997).
Eine co-translationale Myristilierung und eine post-translationale Palmitylierung sind fir die
effiziente Lokalisation der NOS an die Plasmamembran verantwortlich (Férstermann et al.
1994), so dass die Experimente am isolierten Enzym differenziert zu beurteilen sind.
Mutationen, die zu der Substitution der Aminosaure Glycin durch Alanin fihrten, resultierten
in einem zu 92% zytosolischen Enzym (Sessa et al. 1993). Kinetische Analysen dieses
mutierten Enzyms zeigten, dass dieses die gleichen Ky-Werte von 2-4 pM fur L-Arginin
aufwies. Die Mutation bzw. die Bindung an die Membran scheint die Funktion des Enzyms
somit nicht zu beeinflussen (Sessa et al. 1993).

Unabhangig von der Membranassoziation der eNOS ist die Untersuchung am isolierten

Enzym dennoch kritisch zu bewerten. Hinweise auf die Diskrepanz zwischen den
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Ergebnissen, die mit Hilfe der isolierten Enzyme erhalten wurden, und denen aus der
Endothelzellkultur geben u.a. die aus der Arbeitsgruppe von Hardy veréffentlichten Daten
(Hardy et al. 2002). Die Ky-Werte der eNOS aus Zellextrakten betrugen ungefahr 2 puM,
wahrend die eNOS in intakten Zellen einen Ky-Wert von 29 uM L-Arginin aufwies.

ADMA erscheint in diesen Experimenten mit einem 1Cs-Wert von ungefahr 12 uyM nur als
schwacher Inhibitor der eNOS. Diese Daten stimmen mit den von MacAllister und seiner
Arbeitsgruppe im Jahre 1994 durchgefiihrten Versuchen Uberein, bei denen verschiedene
Guanidinoverbindungen hinsichtlich ihres hemmenden Effektes auf die endothelabhangige
Relaxation an menschlichen Venen getestet wurden. ADMA inhibierte die Relaxation um
50% in einer Konzentration von 17,9 + 4,9 uM (MacAllister et al. 1994b).

Der hohe IC5,-Wert gibt jedoch Anlass zur Diskussion hinsichtlich der klinischen Relevanz
dieser Beobachtung, denn wie in der Einleitung bereits beschrieben, liegen die ADMA-
Plasmakonzentrationen in einem Bereich von 0,3-1 uyM bei gesunden Probanden. Patienten
mit kardiovaskuldren Risikofaktoren bzw. mit klinisch manifester Arteriosklerose oder
terminaler Niereninsuffizienz weisen 2 bzw. 3,5- oder 10,4-fach hdéhere Plasma-
konzentrationen auf (Bdger et al. 1998b, Miyazaki et al. 1999, Vallance et al. 1992a, Al
Banchaabouchi et al. 2000, Zoccali et al. 2001). Nur bei Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz lagen somit ADMA-Konzentrationen vor, die eine 50%ige Hemmung der
NOS ausliben wirde. In diesem Zusammenhang ist jedoch darauf hinzuweisen, dass bisher
keine genauen Untersuchungen hinsichtlich der intrazellularen Konzentrationen von L-
Arginin, ADMA und N®-Monomethyl-L-Arginin (L-NMMA) in Endothelzellen, in Neuronen oder
in Makrophagen existieren, obwohl diese im Vergleich zu Plasmakonzentrationen von
groflerer Bedeutung sein sollten. Daten aus Endothelzellkulturen sind diesbeziglich kritisch
zu bewerten, da deren Kultivierung in L-Arginin-haltigem Medium und ADMA-haltigem FKS
zu einer Beeinflussung der Konzentrationen fiihrt.

Sollte ADMA tatsachlich einen geringeren Effekt auf die NOS-Aktivitat besitzen und unter
diesem Aspekt eine nicht sehr ausgepragte Rolle bezogen auf das L-Arginin-Paradoxon
spielen, so kdnnten weitere bzw. additive Erklarungen fiur das L-Arginin-Paradoxon, z.B. in
der Uberexpression der Arginase gesehen werden, die L-Arginin zu L-Ornithin und Harnstoff
umsetzt. Unter physiologischen Bedingungen liegt der Ky-Wert von L-Arginin bei 2-20 mM
fur die Arginase, verglichen mit 2-20 yM fur die NOS (Grody et al. 1987). Dieses Enzym
besitzt jedoch eine 1000mal héhere maximale Geschwindigkeit im Vergleich zur NOS, so
dass unter Umstanden eine veradnderte Aktivitdt und Expression dieses Enzyms an der
Regulation der NOS beteiligt sein konnte (Griffith et al. 1995, Wu et al. 1998). Die
Arginindecarboxylase (ADC) spielt bei der L-Arginin-Metabolisierung ebenfalls eine Rolle und

katalysiert die Reaktion von L-Arginin zu Agmatin und Kohlendioxid. Weiterhin besteht die
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Theorie, dass eine Entkopplung der NOS unter einem Mangel an L-Arginin zu beobachten
ist, der aus der kompetitiven Hemmung des y*-Transport-Systems durch ADMA hervorgehen
kdnnte (1.1.3.). Eine Kopplung des Transports der Aminosauren mit der Regulation der NOS
wird vielfach aufgrund der benachbarten Lage der beiden Systeme auf der Zellmembran
diskutiert (Hardy et al. 2002). Neben einem verminderten Transport in die Zelle kdnnte auch
eine Verteilung bzw. Speicherung des L-Arginins in bestimmten Kompartimenten innerhalb
der Zelle zu einer beeintrachtigten NO-Synthese flihren. AuRerdem werden L-Arginin direkte
antioxidative Eigenschaften zugesprochen (Lass et al. 2002). Eine exogene L-Arginin-Zufuhr
konnte all diese Mechanismen beeinflussen, indem sie die Hemmung durch ADMA sowohl
an der eNOS als auch am y*-Transporter tGberwindet. Durch eigenes antioxidatives Wirken
konnten Superoxidradikalanionen abgefangen bzw. inaktives Dihydrobiopterin (BH,) in
aktives Tetrahydrobiopterin (BH,4) reduziert werden, welches wiederum eine Entkopplung der

NOS und damit Produktion von Superoxidradikalanionen aufheben koénnte (siehe 1.1.2.).

Ein weiterer interessanter Unterschied zwischen der nNOS und der eNOS betraf das molare
Verhaltnis der Reaktionsprodukte [*°N]-Nitrit zu ['°N]-Nitrat. Die nNOS-Inkubation fiihrte zu
einem molaren Verhaltnis von 1:2 (Tsikas et al. 2000b), wahrend die eNOS ["*N]-Nitrit und
["°N]-Nitrat unter fast identischen Inkubationsbedingungen in einem Verhaltnis von 1:1
produzierte. Diese unterschiedlichen Verhaltnisse konnten mit einer unterschiedlichen
Synthese von " NO" und Superoxidradikalanionen (O,") erklart werden.

Es ist erwiesen, dass alle Isoformen der NOS neben NO' ebenfalls Superoxidradikalanionen
produzieren kénnen (Vasquez-Vivar et al. 1998, Pou et al. 1999), wobei die nNOS im
Vergleich zur eNOS eine deutlich groRere Menge an O, freisetzt. Es konnte gezeigt werden,
dass die NADPH-Oxidation, die mit der Bildung von Superoxidradikalanionen in direktem
Zusammenhang steht und zur Entkopplung der NOS beitragt, in der nNOS viel schneller
ablauft als in der eNOS und der iINOS, was auf ein héheres Reduktionspotential des Hams in
der nNOS zuriickzuflihren ist (Andrew et al. 1999).

Unter physiologischen Bedingungen unterliegt NO der Autoxidation im Wasser und reagiert
zu Nitrit und Nitrat in einem Verhaltnis von 1:1. Unter der Annahme der Produktion von
Superoxidradikalanionen durch die nNOS kénnten diese mit dem '>NO° zu Peroxynitrit

reagieren, welches 1:1 zu ['°N]-Nitrit und [*°*N]-Nitrat zerfallt.

®NO + 0,7 —» ONOO
4 O™NOO" — 2'"NO, +2 SNO; + O,
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Die weitere Oxidation des Peroxynitrits oder des aus dem Peroxynitrit entstandenen ["°N]-
Nitrits durch Superoxidradikalanionen kdnnte die Verschiebung des Verhéltnisses von [°N]-

Nitrit/["°N]-Nitrat zugunsten von ['°N]-Nitrat erklaren.

2 0"™NOO + 0y — 2 PNO; + 0,
2®NO, +20, —» 2PNO; + 0,

Diese Reaktionsmechanismen wurden der Deutung der im Kapitel 3.1.2. dargestellten
Ergebnisse zugrunde gelegt. Die Beobachtung, dass ADMA in keiner der gewahlten
Konzentrationen von 1, 2, 5 und 10 uM das molare Verhéltnis von ['°N]-Nitrit zu [*N]-Nitrat
verandert (siehe 3.1.2. Abb. 28, 29), lasst vermuten, dass ADMA keinen Einfluss auf die
Produktion von Superoxidradikalanionen durch die eNOS besitzt.

Steigende ADMA-Plasmakonzentrationen wurden unter pathophysiologischen Bedingungen
beobachtet, die sowohl mit einer verminderten NO-Produktion als auch mit vermehrtem
oxidativen Stress einhergehen, so dass ADMA haufig als pro-oxidative Substanz diskutiert
wird, die zu einer Entkopplung, d.h. 2zu einer vermehrten Produktion von
Superoxidradikalanionen, durch die NOS flihrtt Sowohl bei Patienten mit
Hypercholesterinamie, Diabetes mellitus, Hyperhomocysteindmie als auch bei Patienten mit
koronarer Herzkrankheit und Niereninsuffizienz wurden neben einer Verschlechterung der
Endothelfunktion, eine gesteigerte O, "-Produktion oder eine gesteigerte 8-iso-PGFy,-
Produktion, ein Marker fiir oxidativen Stress, und erhohte ADMA-Plasmakonzentrationen
bestimmt (Bdger et al. 1998b, Lin et al. 2002, Sydow et al. 2003, Landmesser et al. 2002,
Annuk et al. 2001).

Die hier dargestellten Daten weisen jedoch darauf hin, dass nicht ADMA oxidativen Stress
austbt und eine Entkopplung der eNOS hervorruft, sondern eher oxidativer Stress zu einer
erhdhten ADMA-Konzentration fiihrt, die wiederum eine verstarkte Hemmung der NOS nach
sich zieht. Die Arbeitsgruppe von Vasquez-Vivar hat gezeigt, dass der NOS-Inhibitor N®-
Monomethyl-L-Arginin (L-NMMA) die Produktion von Superoxidradikalanionen durch die
eNOS nicht beeinflussen kann (Vasquez-Vivar et al. 1998), was mit unseren Ergebnissen
Uibereinstimmen wiirde, sofern eine Ubertragung der Daten aufgrund der strukturellen
Ahnlichkeit von L-NMMA und ADMA zul3ssig ist. Diese Beobachtungen stehen den an der
induzierbaren und den an der neuronalen NOS erhaltenen Daten gegenuber, die eine
Steigerung der Superoxidradikalanionenproduktion unter der Inkubation mit N®-Monomethy!-
L-Arginin (L-NMMA) zeigten, welche einer gesteigerten Oxidation des NADPH und damit
einem gesteigerten Elektronentransfer auf Sauerstoff zugeschrieben werden konnte (Olken
et al. 1993, Pou et al. 1999). Die verschiedenen NOS-Isoformen scheinen sich hinsichtlich

einiger Charakteristika voneinander zu unterscheiden. Experimente mit ADMA an den
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einzelnen isolierten Isoformen der NOS und die Bestimmung der
Superoxidradikalanionbildung stehen noch aus, um den genauen Zusammenhang zwischen
dem Auftreten der Endotheldysfunktion, gesteigertem oxidativem Stress und erhdhten

ADMA-Konzentrationen aufzuklaren.

4.2.  Analytik des N®,N®-Dimethyl-L-Arginins mittels GC-MS

42.1. Bedeutung des N NC-[*H¢]-Dimethyl-L-Arginins ([?Hc]-ADMA) als
interner Standard

Die Analyse von ADMA mit Hilfe der GC-MS scheiterte bisher an dem Mangel eines
adaquaten, internen Standards. Kommerziell sind weder radioaktiv-markiertes noch
Isotopen-markiertes ADMA zu erwerben. Bei der Synthese von Isotopen-markiertem ADMA,
ausgehend von Isotopen-markiertem L-Arginin, kann nicht mit einer spezifischen Bildung von
N® NC-Dimethyl-L-Arginin  (ADMA) gerechnet werden. Es wirde ein Gemisch
unterschiedlicher L-Argininderivate entstehen, wie z.B. N N"®-Dimethyl-L-Arginin (SDMA),
N®-Monomethyl-L-Arginin (L-NMMA) und ADMA, aus dem ADMA durch aufwendige
Aufreinigungen isoliert werden musste. Eine weitere Moglichkeit besteht in der Veresterung
der Carboxylgruppe von ADMA mit deuteriertem Methanol ([?H,]-Methanol), bei der dreifach
deuteriertes ADMA entsteht (Tsikas et al. 2003). Da die Umsetzung zum Ester nicht
vollstdndig erfolgt, besteht das Problem der verbleibenden Ausgangssubstanz, dem
unmarkiertem ADMA, in dem Reaktionsgemisch, so dass eine Quantifizierung schwer
maoglich ist. Die Synthese, ausgehend von L-Ornithin und Bromcyan-aktivierter Agarose,
stellt eine glinstige Alternative dar, die ausschlieBlich ohne weitere Aufreinigungsschritte zu
ADMA fiihrt. Dieses Syntheseschema bietet die Mdglichkeit, sowohl [°N,]-ADMA aus L-
["°N,]-Ornithin, [?Hs]-ADMA aus L-[?He]-Ornithin oder auch aus unmarkiertem Ornithin und
[?He]-Dimethylamin Isotopen-markiertes ADMA herzustellen.

Die Synthese von [*Hg]-ADMA aus L-[?Hg]-Ornithin wurde gewahlt, da in diesem Fall eine
hohere Isotopenreinheit zu erwarten war als bei der Synthese von ['°N,J-ADMA. Die
Deuterierung der Dimethylgruppe an der Guanidinogruppe bot dagegen das Risiko, dass bei
der Fragmentierung im MS Zielionen entstehen, die diese Gruppe gar nicht oder nur noch
zum Teil tragen. Die Synthese fiihrte zu [?Hg]-ADMA mit einer Isotopenreinheit von 99,9%.
Die Ausbeute von unter 1%, die bei der Synthese erreicht werden konnte, ist als eher
unbefriedigend zu bezeichnen, doch kann dieser Nachteil unter Berucksichtigung der
unkomplizierten und ohne Aufreinigungsschritte durchzufihrenden Synthese akzeptiert

werden. Ausgehend von 125 mg L-[’Hg]-Ornithin entspricht die Ausbeute einer
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synthetisierten Menge von ungefahr 1,25 mg [*Hg]-ADMA, welche fiir die Aufarbeitung bzw.
Analyse von z.B. 30000 Zellkulturiberstanden ausreicht.

Neben der Funktion als interner Standard kénnte das synthetisierte [?Hg]-ADMA ebenfalls fiir
Metabolisierungsversuche in der Zellkultur oder in Tierversuchen eingesetzt werden. Weitere
Verwendungsmoglichkeiten flir das Isotopen-markierte ADMA sind in einem DDAH-
Aktivitdtsassay zu sehen. Die in dieser Arbeit dargestellte Methode zur Bestimmung der
DDAH-AKktivitat erfolgte unter Verwendung von radioaktiv-markiertem L-NMMA, welches die
Messung der Aktivitat nur in wenigen Versuchsansatzen zuliel3 (siehe 2.8.). Die Analyse von
aus [*Hg]-ADMA (iber die DDAH entstandenem L-[?Hg]-Citrullin ware denkbar und wiirde ein

einfacheres Arbeiten erlauben.

4.2.2. Beurteilung der GC-MS-Methode zur Analyse von NS NC¢-Dimethyl-L-
Arginin (ADMA)
Die Kombination von Gaschromatographie bzw. Flissigchromatographie und
Massenspektrometrie (GC-MS, LC-MS) erweist sich als sehr empfindlich und ermdglicht
daher die Detektion dufderst geringer Substanzmengen. In jingster Zeit wurden Methoden
zur Analyse von N€ NC-Dimethyl-L-Arginin veréffentlicht, die auf der Gaschromatographie
(GC) bzw. Flussigchromatographie (LC) und Massenspektrometrie beruhen (Tsikas et al.
2003, Martens-Lobenhoffer et al. 2003). Die beiden Arbeitsgruppen verwendeten die GC-MS
bzw. die LC-MS zur quantitativen Bestimmung von ADMA im Plasma und im Urin. Die LC-
MS-Methode verlangte ein Plasmavolumen von 250 pl und eine Trennung der Aminosauren
nach einer Proteinprazipitation und Derivatisierung mit ortho-Phthaldialdehyd {ber eine
HPLC. Die Verwendung der HPLC ersetzte die aufwendige Reinigung der Proben mit
Kationen-Austauschersaulen und die Derivatisierung, die fir die Analyse mit Hilfe der GC
notwendig ist. Der Einsatz des L-[*Cg]-Arginins als internen Standard sowohl fiir L-Arginin
als auch fur ADMA und SDMA ist kritisch zu beurteilen. Zudem erschien ADMA in den
Chromatogrammen als zweifacher Peak, und das Detektionslimit wurde fiir die Bestimmung
von ADMA mit 0,2 uM angegeben, welches flir die Analyse von Plasmaproben, jedoch nicht
von Zelliberstanden ausreicht. Unter diesen Gesichtspunkten ist die von Tsikas
veroffentlichte Methode mittels GC-MS positiver zu bewerten. Ein Plasmavolumen von 100 pl
wurde nach Ultrafiltration mit Pentafluoropropionsaure derivatisiert und analysiert. Diese
Methode verwendete das bereits im oberen Abschnitt erwéhnte [?Hs]-Methylester-ADMA als
internen Standard, dessen Synthese nicht quantitativ verlduft und somit unmarkiertes ADMA
beinhaltet. Das Detektionslimit wurde mit 0,1 pM fur ADMA bestimmt. Diesen kritischen

Punkten der bisher existierenden Publikationen konnte mit der in dieser Arbeit validierten
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Methode begegnet werden. Die GC-MS-Methode wurde unter Einsatz des internen
Standards [*H¢]-ADMA, auf den bereits im oberen Abschnitt eingegangen worden ist,
zunachst fur Zelliberstédnde validiert und erlaubte eine selektive und sensitive Bestimmung
von ADMA bei einem LOD (limit of detection) von 2 fmol bzw. einem LOQ (limit of
quantification) von 0,05 uM. Bei der Beurteilung des Detektionslimits ist zu bericksichtigen,
dass in diesem Fall Medium ohne FKS, in dem sich kein ADMA befand, der Bestimmung
dieses Parameters diente und nicht Plasmaproben mit eigener ADMA-Konzentration von 0,3-
1 uM verwendet wurden. Die Akkuratheit mit einem Wert von unter 105% und die Prazision
mit einem Wert von unter 2,9% sind als sehr hoch einzustufen. Die gleichzeitige Bestimmung
von L-Arginin im Zelliberstand ist aufgrund des hohen L-Arginingehaltes des Mediums nicht
sinnvoll. Die Analyse von SDMA unter den gegebenen Bedingungen erfordert leider einen
weiteren flir SDMA spezifischen Standard. Da in zahlreichen Studien jedoch bereits gezeigt
wurde, dass SDMA keinen hemmenden Einfluss auf die eNOS besitzt bzw. keine
Veranderungen der SDMA-Konzentrationen bei Patienten mit kardiovaskularen
Risikofaktoren zu verzeichnen ist, wurde auf die Entwicklung eines entsprechenden
Standards verzichtet. Diese entwickelte GC-MS-Methode wurde bei der Durchflihrung von in
vitro-Experimenten, deren Ergebnisse im Kapitel 3.3. dargestellt wurden, erfolgreich
eingesetzt. Die gemessenen Konzentrationen von ADMA, bezogen auf die
Proteinkonzentration fur eine Inkubationszeit von 24 Stunden, lag im Bereich von 3,88 £ 0,29
pmol/ug Protein (n=8 aus 2 unabhangigen Versuchen). Ein direkter Vergleich mit
Konzentrationsangaben aus anderen verdffentlichten Zellversuchen ist schwer
durchzufiihren, da die Angaben oftmals auf die Zellzahl anstelle der Zellproteine bezogen
werden und die Verwendung von Medium unter dem Zusatz von FKS die Ergebnisse
verfalscht.

Die Ubertragung dieser Methode auf die Analyse von Plasmaproben und Zelllysaten fiihrte
zu ebenso guten Ergebnissen und zeigte die Vorteile einer groRen Akkuratheit und
Prazision, hohen Empfindlichkeit und Interferenzfreiheit. Fir diese beiden Matrizes konnte
durch Zusatz von L-["®N,]-Arginin als interner Standard die gleichzeitige Messung von L-
Arginin vorgenommen werden. Diese Methode verlangt nur ein Plasmavolumen von 50 ul, so
dass eine Analyse von Ratten- bzw. Mauseplasmaproben uneingeschrankt madglich ist. Die
in der Gruppe von 10 gesunden Probanden gemessenen Plasmakonzentrationen von 0,60 +
0,08 pyM ADMA stimmen mit bisherigen Veroffentlichungen Uberein, die ADMA-

Plasmakonzentrationen von 0,34 + 0,16 bis 1,3 £ 0,2 yM analysiert haben (siehe Tabelle 13).
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Tabelle 13: Zusammenstellung der bisher analysierten Plasmakonzentrationen von ADMA

unter Berlcksichtigung der verwendeten Analysemethoden und beobachteten
Patientengruppen:
ADMA-Kon- GroRe der Alter der Weitere
Mess- Literatur-
zentration Patienten- Patienten- Charak-
methode o angabe
(M) gruppe gruppe teristika
HPLC, OPA- Janatuinen et
0,40 £ 0,17 51 Manner 25-40 Jahre
Derivatisierung al. 2003
HPLC, OPA- Normotensiv, Boger et al.
1,03 £ 0,09 31
Derivatisierung Nicht-Raucher 1998b
18 Keine Hyper-
HPLC, OPA- cholesterin- Chan et al.
1,3+0,2 (5 Manner,
Derivatisierung amie, Nicht- 2000
13 Frauen)
Raucher
HPLC, OPA- Nicht- Paiva et al.
0,34 £0,16 65
Derivatisierung Diabetiker 2003
HPLC, OPA- Surdacki et al.
1,1+0,7 11 Normotensiv
Derivatisierung 1999
HPLC,
6 (5 Manner, Vallance et al.
1,15+ 0,13 Kapillar- 22-48 Jahre
1 Frau) 1992a
elektrophorese
Martens-
0,45+0,13 LC-MS 15 Lobenhoffer et
al. 2003
Tsikas et al.
0,39 £ 0,06 GC-MS 12 23-64 Nicht-Raucher 2003

Der direkte Vergleich der HPLC mit der GC-MS-Methode flr Plasmaproben liel3 eine gute

Korrelation zwischen den beiden Verfahren erkennen, die sich allerdings auf einen niedrigen

Konzentrationsbereich von 1-2 yM ADMA beschrankte (siehe 3.2.3.). Unter dem Zusatz von

5 yM ADMA zeigten sich anhand der Darstellung nach Bland und Altman (1986) insofern

deutliche Abweichungen, als dass die Messergebnisse der HPLC unter den Ergebnissen der

GC-MS lagen. Die gleichzeitige Messung von 15 Zelliberstanden mit der GC-MS und einem
kirzlich entwickelten ELISA der Firma DLD Diagnostika GmbH flihrte, wie in Abbildung 59 zu

sehen, ebenfalls zu einheitlichen Messergebnissen.
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Abbildung 59: Korrelation von ADMA-Konzentrationen bestimmt in 15 Zellkulturiberstanden mittels
GC-MS und ELISA, analysiert nach Bland-Altman (Bland et al. 1986).

Die in dieser Arbeit validierte GC-MS-Methode kann jedoch im Gegensatz zum ELISA auf
die Analytik anderer Aminosauren Ubertragen werden, deren quantitative Bestimmung z.B.
im Zuge der Untersuchung bisher unentdeckter Metabolisierungswege von ADMA oder der
Untersuchung des Einflusses von ADMA auf verschiedene Enzymsysteme, die L-Arginin
metabolisieren, von Interesse sein konnte. In diesem Zusammenhang sind die Analyse von
Agmatin, welches durch Decarboxylierung von L-Arginin entsteht, und die Messung von L-

Ornithin, das aus L-Arginin unter dem Einfluss der Arginase freigesetzt wird, zu erwahnen.

4.3. Diskussion uber die Einflussnahme verschiedener Faktoren auf die
Konzentration des N¢,N®-Dimethyl-L-Arginins (ADMA)

Inzwischen sind einige klinische Studien veroéffentlicht worden, die eine Senkung der ADMA-
Konzentration im Plasma unter verschiedenen Therapien beobachten konnten. So wurde
von einer niederlandischen Forschergruppe im Zuge der Hormonersatztherapie mit
konjugierten Estrogenen (Teerlink et al. 2003) bzw. von der Arbeitsgruppe von Asagami
unter der Therapie von Patienten mit Typ 2 Diabetes mit Metformin eine Abnahme der
ADMA-Konzentration bestimmt (Asagami et al. 2002). Die Ergebnisse dieser Arbeit, die
Einblick in weitere therapeutische Ansatzpunkte geben sollten, werden im Folgenden
diskutiert.
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4.3.1. Effekte der HMG-CoA-Reduktasehemmer (Statine)

Neben der Cholesterin-senkenden Aktivitdt besitzen Statine, wie in der Einleitung bereits
erwahnt, zahlreiche pleiotrope Effekte, die wu.a. die Wiederherstellung der
endothelabhangigen Vasodilatation beinhalten. Erklart wird diese Beobachtung mit der in
vitro untersuchten Erhéhung der eNOS-Expression nach Inkubation mit Statinen (siehe
Abschnitt 3.4.). Die Einflussnahme dieser Substanzklasse auf erhdhte ADMA-
Konzentrationen kdnnte ebenfalls an diesem pleiotropen Effekt teilhaben. Aufgrund der
erhdhten ADMA-Konzentrationen sowohl in Tieren als auch in Menschen mit
Hypercholesterindmie (Boger et al. 1997a, Bdoger et al. 1998b) und des therapeutischen
Einsatzes der Statine bei dieser Erkrankung, schien diese Substanzklasse ein ideales
Therapiekonzept gegen den NOS-Inhibitor darzustellen. Ein Effekt der Statine auf die
Expression der DDAH hatte zudem erste Hinweise auf die Regulation dieses Enzyms durch
posttranslationale Modifikationen mit Isopentanyl-, Geranyl- oder Farnesylpyrophosphat
geliefert (Abb. 9, 1.2.5.1.).

Diese Hypothese konnte durch die in dieser Arbeit dargestellten Daten jedoch nicht bestatigt
werden, da der Effekt von Statinen auf die Freisetzung von ADMA aus humanen
Endothelzellen als aulerst gering zu beurteilen ist. Atorvastatin reduzierte die ADMA-
Konzentration nach einer Inkubationszeit von 12 Stunden um circa 30%, wahrend
Cerivastatin und Pravastatin keinen Effekt besalen. Diese Reduktion der ADMA-
Konzentration war nicht von Dauer, denn Uber die Inkubationszeit von 12 Stunden hinaus
fuhrten sowohl Atorvastatin und Cerivastatin zu einer signifikanten Erhéhung von ADMA im
Zelluberstand. Diese Beobachtung konnte mit der Zytotoxizitdt dieser Substanzen in
Zusammenhang gebracht werden, die anhand der Laktatdehydrogenaseaktivitdt (LDH-
Aktivitat) im Medium bestimmt wurde. Pravastatin, welches keinen Einfluss auf die LDH-
Aktivitdt nahm, zeigte ebenso keine Effekte hinsichtlich der ADMA-Konzentration, der DDAH-
Expression oder -Aktivitdt zu keiner der gewahlten Inkubationszeiten bzw. eingesetzten
Konzentrationen. Der Unterschied von Pravastatin zu allen anderen bekannten Substanzen
der Wirkstoffgruppe der Statine liegt in seiner chemischen Struktur und der sich daraus
ergebenen Hydrophilie, aus der eine deutlich geringere Fahigkeit zur Passage durch die
Zellmembran resultiert (Quion et al. 1994).

Die Reduktion der ADMA-Freisetzung nach der 12-stindigen Inkubation mit Atorvastatin
konnte nicht mit einer erhdhten DDAH-Expression und DDAH-Aktivitat, d.h. mit einem
erhéhten Abbau von ADMA begrindet werden. Die mRNA-Expression der DDAH 1 nach
einer Inkubation von 6 Stunden stieg zwar um ca. 30% an, doch resultierte diese nach
weiteren 6 Stunden nicht wie erwartet in einer erhéhten Protein-Expression des DDAH-

Enzyms. In gleicher Weise konnte nach 6 Stunden zwar eine tendenzielle, aber nicht
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signifikante Erhdhung der Aktivitdt der DDAH beobachtet werden, die sich ebenfalls nach
insgesamt 12 Stunden normalisiert zu haben schien. Diese Erkenntnisse machen deutlich,
dass es sich bei dem fir Atorvastatin spezifischen Effekt hinsichtlich der ADMA-
Konzentration nur um eine transiente und nicht sehr ausgepragte Beobachtung handelt,
dessen klinische Relevanz dullerst fraglich erscheint.

Der Effekt von Statinen auf die Plasmakonzentration von ADMA in Patienten mit
Hypercholesterinamie wurde inzwischen auch in verschiedenen klinischen Studien mit
unterschiedlichen Statinen untersucht. Eid und seine Arbeitsgruppe berichteten von der
Behandlung mit 40 mg Pravastatin pro Tag flr einen Zeitraum von 8 Wochen. Sie konnten
bei 32 hypercholesterindmischen Patienten keine Anderung weder der ADMA-Konzentration
noch des L-Arginin/ADMA-Verhaltnisses beobachten (Eid et al. 2003). Wahrend diese Daten
mit unserer Erkenntnis, dass Pravastatin nicht in die Endothelzellen eindringen kann,
Ubereinstimmen, wurden ahnliche Befunde auch mit anderen, lipophilen Statinen erhalten.
Paiva und seine Kollegen fanden unveranderte Konzentrationen von ADMA im Plasma unter
der 8-wdchigen Anwendung von Simvastatin (80mg/Tag) oder Atorvastatin (40 mg/Tag) in
einer doppelblinden, randomisierten Studie mit 48 Patienten mit milder Hypercholesterindmie
(Paiva et al. 2003). Die Arbeitsgruppe von Bdger untersuchte kirzlich den Effekt von
Simvastatin 40 mg/Tag innerhalb von 3 Wochen an 15 Probanden mit erhéhten ADMA-
Plasmakonzentrationen und konnte ebenfalls keine Effekte des Statins auf ADMA
beobachten (Boger et al. 2004). Selbst in der bisher gréften, randomisierten, kontrollierten
Studie, der ENCORE | Studie, in der bei 343 Patienten die ADMA-Konzentrationen im
Plasma wahrend einer 6-monatigen Behandlung mit 0,4 mg/Tag Cerivastatin bestimmt
wurden, konnte kein ADMA vermindernder Effekt von Cerivastatin erkannt werden (ENCORE
Investigators 2003, unveréffentlichte Daten aus der Arbeitsgruppe Béger).

Dennoch spielt ADMA eine bedeutende Rolle hinsichtlich der therapeutischen Effekte der
Statine. Janatuinen analysierte neben der Konzentration von ADMA vor und nach
Behandlung mit Pravastatin fir 6 Monate den myokardialen Blutfluss mittels Positronen-
emissionstomographie (PET) (Janatuinen et al. 2003). Wahrend Pravastatin keinen
signifikanten Effekt hinsichtlich der ADMA-Konzentration besal3, konnte diese Arbeitsgruppe
zeigen, dass Pravastatin zu einer Verbesserung des myokardialen Blutflusses nur bei
Patienten mit ADMA-Konzentrationen unterhalb des Medians fiihrte. Diese Beobachtungen
kénnen einfach mit dem inhibitorischen Effekt hoher ADMA-Konzentrationen auf die NO-
Produktion erklart werden, so dass der Schluss =zuldssig erscheint, dass Statine
ausschlielllich bei Patienten mit niedriger ADMA-Konzentration eine Verbesserung des
endothelabhangigen Blutflusses erreichen kénnen. Unterstitzt wird diese Hypothese durch
die Ergebnisse der Arbeitsgruppe Boger, die eine Verbesserung der Endothelfunktion nach

Simvastatin-Behandlung bei Patienten mit erhdhten ADMA-Konzentrationen nur unter der
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gleichzeitigen Anwendung von L-Arginin, welches den inhibitorischen Effekt von ADMA auf
die NO-Synthese kompetitiv aufheben kann, darlegten (Bdger et al. 2004).

Abschlie3end bleibt festzuhalten, dass unsere in vitro Daten die inzwischen existierenden
klinischen Ergebnisse unterstitzen und den Statinen einen klinisch relevanten Effekt
hinsichtlich der ADMA-Konzentration bzw. der DDAH-Expression und -Aktivitat im Plasma

absprechen.

4.3.2. Einfluss von LDL und oxLDL

Im Jahr 2000 ist von der Arbeitsgruppe Boéger gezeigt worden, dass in primaren
Koronararterienendothelzellen (HCAECSs) die konzentrationsabhangige Zunahme von ADMA
unter dem Einfluss von LDL und oxLDL auf eine gesteigerte Bildung dieses NO-Synthase-
Inhibitors durch die PRMTs zurlickgeflihrt werden kann (Béger et al. 2000b). Hintergrund der
in dieser Arbeit durchgefiihrten weitergehenden Untersuchungen hinsichtlich des
Metabolismus von ADMA waren Daten, die die gleichzeitige Inkubation von Endothelzellen
mit LDL und dem DDAH-Inhibitor S-2-amino-4(3-methylguanidino)butansaure (4124W)
ergeben haben. Unter der Ausschaltung beider DDAH-Isoformen durch 4124W wurde kein
zusatzlicher Anstieg der ADMA-Konzentration im Vergleich zu der alleinigen Inkubation mit
LDL festgestellt, was den Schluss zulieB, dass die Beteiligung der PRMTs an dem
beschriebenen LDL-Effekt schwindend gering sein muss.

Die in dem Ergebnisteil dieser Arbeit dargestellten Effekte sowohl von LDL als auch von
oxLDL konnten die von Boger et al. beschriebenen Anstiege der ADMA-Konzentration unter
dem Einfluss derselben Faktoren nicht reproduzieren (Bdger et al. 2000b). Im Gegensatz
dazu wurde anstelle eines Konzentrationsanstiegs eine 25%ige Abnahme von ADMA durch
oxLDL im Zellkulturiiberstand der Endothelzelllinie EA.hy 926 beobachtet. Die zunachst
geltende Erklarung eines verstarkten Abbaus von ADMA durch die veranderte DDAH 2-
Expression war nach Bestimmung der DDAH-Aktivitdt nicht mehr haltbar. Dagegen
spiegelten sich die ausbleibenden Effekte von LDL sowohl in einer unveranderten DDAH-
Expression als auch in einer gleichbleibenden DDAH-Aktivitat wider.

Ein Teil der Ergebnisse stimmt mit den von der Arbeitsgruppe von lto veroffentlichten Daten
Uberein (Ito et al. 1999). In der Endothelzelllinie ECV 304 konnte flr oxLDL 3 und 10 mg/dI
keine veranderte Expression der DDAH 1 weder nach 24 noch nach 48 Stunden detektiert
werden. Zum Zeitpunkt dieser Publikation wurde die zweite Isoform der DDAH erst bekannt,
so dass deren Nachweis in diesem Zusammenhang nie erfolgte. In Bezug auf die DDAH-
Aktivitat wurde von Ito et al. dagegen eine Abnahme durch oxLDL 10 mg/dl unter

Anwendung des gleichen Assays, der auch in dieser Arbeit verwendet wurde, dargestellt.
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Allerdings betrug die Senkung nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden nur 30% im
Vergleich zur Kontrolle. Interessanterweise wird der Einfluss von LDL auf die DDAH-Aktivitat
in keiner Weise erwahnt, welches eine unveranderte Aktivitat vermuten lasst.

Die Arbeit von lto stellte fir die DDAH die Hypothese auf, dass Uber oxidative Prozesse eine
Aktivierung von NF-kB, einem an der Regulation =zahlreicher Gene beteiligten
Transkriptionsfaktor, erfolgt, und untermauerte diese durch die analoge Erniedrigung der
DDAH-AKktivitat unter der Inkubation mit TNF-a. TNF-a kann von nahezu allen Zelltypen
produziert werden und (bt zahlreiche biologische Effekte aus, die z.T. Uber die Aktivierung
von NF-kB erklart werden kénnen. Unterstitzt wurde diese Vermutung weiterhin durch die
gleichzeitige Inkubation von LDL und oxLDL mit PDTC (Pyrrolidindithiocarbamat) in der
Publikation von Boger et al. (2000b), bei der PDTC den Anstieg der ADMA-Konzentration
unter dem Einfluss von LDL und oxLDL wieder aufhob. PDTC kann nicht nur als Antioxidanz
angesehen werden, sondern gilt ebenso als Inhibitor von NF-kB, dessen Einsatz in dieser
Arbeit erste Daten zu der Regulation der DDAH auf der Transkriptionsebene liefern und die
Hypothese von Ito bestatigen sollte. Dartber hinaus wurden Versuche mit den antioxidativ
wirksamen Vitaminen E und C in Kombination mit LDL und oxLDL durchgefiuihrt, um die
Frage zu beantworten, ob die LDL- und oxLDL-Effekte mit diesen Vitaminen ohne Hemmung
von NF-kB aufgehoben werden koénnen (Daten sind nicht mit in den Ergebnisteil
aufgenommen worden). Bezogen auf die ADMA-Konzentration besaflen aufgrund der
ausbleibenden Stimulierung durch LDL und oxLDL weder PDTC noch die Vitamine Effekte.

Wie kann eine solche Abweichung der Ergebnisse erklart werden? Zum einen sind die
verwendeten Zelltypen zu berlicksichtigen. Sowohl in der Veréffentlichung von Béger et al.
(2000b) als auch von Ito et al. (1999) und in dieser Arbeit wurden Endothelzellen fiir die
Untersuchungen herangezogen. Die Arbeitsgruppe um Boger verwendete humane Koronar-
arterienendothelzellen (HCAECSs), die Gruppe um lto arbeitete mit der Endothelzelllinie ECV
304, wahrend die Ergebnisse dieser Arbeit mit der Endothelzelllinie EA.hy 926 erzielt
wurden. Denkbar ware der Mangel bzw. die Abwandlung bestimmter Transkriptionsfaktoren
in der Hybridomzelllinie EA.hy 926. So wurde festgestellt, dass diese Zelllinie im Gegensatz
zu den Primarzellen, den HCAECs, nicht alle 4 Isoformen der PRMTs aufweist (2.2.). Mit
Hilfe der RT-PCR wurde die PRMT 1-Isoform, die den am starksten exprimierten Vertreter
der 4 Isoformen in S&ugern darstellt (Tang et al. 2000), als fehlend identifiziert. Die
Endothelzellen EA.hy 926 kdnnten somit als PRMT 1-knockout-Zellen angesehen werden,
und die ausbleibende Erhéhung der ADMA-Konzentration kdnnte mit dem Fehlen dieser
Isoform erklart werden. Diese Beobachtungen sprechen wiederum fir den dominanten

Einfluss der PRMT 1-Isoform bei den von Boéger und seiner Arbeitsgruppe in HCAECs
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dargestellten LDL- und oxLDL-Effekten und weniger fur eine Beteiligung der DDAH (Bdger et
al. 2000Db).

Die Beurteilung der LDL- und oxLDL-Effekte sollte weiterhin unter der Bertcksichtigung der
unterschiedlichen Zusammensetzung des LDL und oxLDL erfolgen, welches fir jeden
Versuchsansatz frisch herzustellen war, und fir das aufgrund der grolen benétigten
Ausgangsmenge an Plasma fir jeden Versuch verschiedene Spender zur Verfligung
standen. Die Konzentration an Cholesterin wurde zwar bestimmt, doch sieht die Einbettung
in Form der Lipoproteine von Versuch zu Versuch anders aus (Abb. 10). So konnte z.B.
nachgewiesen werden, dass ein LDL-Partikel mit einem um 5% kleineren Durchmesser
schon eine um 50% erhohte Aufnahme in die Arterienwand zeigt. Gravierender ist sicherlich
der Unterschied zwischen den verwendeten oxidierten Lipoproteinen zu beurteilen, deren
Herstellung in jeder Publikation anders vorgenommen wird. Die Angaben zu der Oxidation
des LDL variieren von Publikation zu Publikation und erlauben diesen Prozess Uber
Zeitrdume von 8-36 Stunden und bei Temperaturen von 4-37°C. Der Grad der Oxidation
bzw. die Anwesenheit von Hydroperoxiden wird zumeist Uber die Bestimmung der
TBA(Thiobarbiturat)-aktiven Substanzen mit Hilfe der Fluoreszenzanalyse angegeben
(Asakawa et al. 1979). Diese Uberpriifung des Ausmales der Oxidation des LDL war

innerhalb dieser Arbeit leider nicht mdglich.

Interessanterweise ist aulRer den bereits beschriebenen Publikationen von Bdger et al.
(2000b) und Ito et al. (1999) bis zum heutigen Zeitpunkt nur eine weitere Veroéffentlichung
von Jiang bekannt, in der ausschlieRlich oxLDL, nicht aber LDL nach einer Inkubationszeit
von 48 Stunden analog der Arbeit von Ito zu einer Erhéhung der ADMA-Konzentration in
Endothelzellen flihrte (Jiang et al. 2003). Demgegenuber stehen zahlreiche
Veroffentlichungen, die in Tieren und in Menschen mit Hypercholesterinamie einen
deutlichen Anstieg von ADMA reproduzieren kénnen (siehe 1.2.3.). Durch die Infusion von
LDL in Ratten konnte sogar direkt gezeigt werden, dass ADMA im Plasma zunimmt und mit
einer verminderten endothelabhangigen Vasorelaxation korreliert (Jiang et al. 2002). Der
beobachtete Anstieg wurde auf das Auftreten von Lipidperoxiden zuriickgefihrt, da die
Vorbehandlung mit den Antioxidantien Procubol und Vitamin E diesen verhindern konnte.

Vielleicht spielt im Hinblick auf die Hypercholesterindmie weniger der Stoffwechsel von
ADMA in Endothelzellen, sondern eine durch LDL bzw. oxLDL veradnderte Metabolisierung in
der Leber, die fur die erhdhten Plasmakonzentrationen verantwortlich gemacht werden kann,
eine Rolle (Nijveldt et al. 2003). ADMA koénnte auf diese Weise sowohl Uber eine verstarkte
Aufnahme in die Endothelzellen und Beeintrachtigung der NO-Synthase-Aktivitat als auch
Uber eine Erhéhung der Monozytenadhasion an dem Prozess der Arteriosklerose beteiligt

sein. Denkbar ware weiterhin das Auftreten eines Circulus vitiosus, der auf der Induktion des

95



Diskussion

oxLDL-Rezeptors LOX-1 unter einer Zunahme der ADMA-Konzentration beruht. In humanen
Nabelschnurendothelzellen (HUVECs) wurde gezeigt, dass die Inkubation mit ADMA zu
einer gesteigerten Expression dieses Rezeptors fihrt und in einer vermehrten Aufnahme von
oxLDL resultiert (Smirnova et al. 2004). Im Menschen konnte eine erhdhte Aufnahme von
LDL bzw. oxLDL und eine damit verbundene veranderte Metabolisierung in der Leber in
erhohten Plasmakonzentrationen von ADMA resultieren, die eine erhdhte Expression des
oxLDL-Rezeptors LOX-1 und eine erhdhte Aufnahme des oxLDLs nach sich ziehen. OxLDL
konnte schlieBlich Gber die Aktivierung der PRMTs, in erster Linie der PRMT 1, intrazellular
einen Anstieg der ADMA-Konzentration bewirken und die Beeintrachtigung der NOS-Aktivitat
begrinden.

Eine Senkung der oxLDL-Konzentrationen sollte vor dem Hintergrund der Beeinflussung der
Synthese von ADMA weiterhin als Therapieziel gelten. Die Einflussnahme auf die Low
density Lipoproteine (LDL) scheint dagegen nur unter dem Aspekt der Generierung von
oxLDL von Bedeutung zu sein, konnte selbst jedoch keine Veranderung der ADMA-

Konzentration hervorrufen.

4.3.3. PPAR (Peroxisome proliferator-activated receptor)a- und y-Agonisten
und N€ N°-Dimethyl-L-Arginin (ADMA)

Die zunehmende Diskussion um die Involvierung der PPAR als Transkriptionsfaktoren in den
Prozess der Arteriosklerose (1.2.5.3. und Abb. 60) sowie die mangelnden Kenntnisse Uber
die Regulation der DDAH-Expression fiuhrten zu der Hypothese, dass eine Aktivierung der
PPAR bzw. eine Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren Gber die PPAR die DDAH-
Expression und damit die Metabolisierung von ADMA beeinflussen kdnnten. Die Uber eine
veranderte ADMA-Konzentration beeinflusste NO-Bioverfiigbarkeit kdnnte einen weiteren
Mechanismus der PPAR-Effekte hinsichtlich der Arteriosklerose darstellen. Unterstutzt wurde
die Annahme einer Interaktion bzw. Regulation der DDAH Uber die PPAR durch die
Tatsache, dass sich in der Promotor-Region der 2. Isoform der DDAH, der DDAH 2, eine
Bindungsstelle fir den PPAR/Retinoid-Rezeptor befindet (Achan et al. 2002).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die beiden Rezeptoren PPARa und PPARYy, wie
schon in der Einleitung erwahnt (siehe 1.2.5.3.), differenziert betrachtet werden missen.
Wahrend die PPARa-Agonisten WY 14,643 und ETYA zu einer Erhdhung der ADMA-
Konzentration sowohl in der Endothelzelllinie EA.hy 926 als auch in den Primarzellen
HCAECs fuhrten, besall der PPARy-Agonist Ciglitazon keinen Effekt. Begleitet wurden diese

Ergebnisse von einer tendenziellen, nicht ausschliel3lich signifikanten Verminderung der
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DDAH 1- und DDAH 2-Expression und —Aktivitat fur die Inkubation mit den PPARa-
Agonisten (siehe 3.3.3.).

WY 14,643, eine [4-Chloro-6-(2,3-xylidino)-2-pyrimidinylthio]lessigsaure  (Synonym:
Pirinixicsaure), qilt als einer der potentesten PPARa-Liganden und wird in
Konzentrationsbereichen von 50-500 pM eingesetzt, das ETYA (5, 8, 11, 14-
Eicosatetraynoidsaure), ein Eicosanoidderivat, besitzt neben der PPARa-Aktivierung in
Konzentrationen von 20-100 uM ebenfalls inhibitorische Wirkung auf die Cyclooxygenase
(IDsg = 8 uM) und auf alle Lipoxygenasen (IDsg = 10, 0,3 und 0,2 uM fir die 5-, 12- und 15-
Lipoxygenase). Die eingesetzten Konzentrationen der Liganden entsprachen demnach den
Literaturangaben. In letzter Zeit wird zunehmend diskutiert, dass in héheren Konzentrationen
Effekte beobachtet werden kénnen, die nicht Uber eine PPAR-Aktivierung erfolgen. Ein
adaquater PPARa-Antagonist, der die Frage nach einer spezifischen PPAR-Aktivierung hatte
klaren koénnen, existiert nur bedingt. In der Literatur wird bisher nur ein spezifischer PPARa-
Antagonist beschrieben, der allerdings nicht kommerziell zu erwerben ist (Xu et al. 2002). In
hoheren Konzentrationsbereichen ist auch die Mdglichkeit der zytotoxischen Wirkung der
Substanzen zu bertcksichtigen, die in dieser Arbeit jedoch durch die Messung der

Laktatdehydrogenaseaktivitdt ausgeschlossen werden konnte.

PPAR-Aktivierung

R rrre (NN |
—_—
Direkte Effekte auf vaskulidre und ")

inflammatorische Zellen: Indirekte Effekte liber
Cytokine: IFN-a, TNF-q, IL-6 § Adipozyten, Hepatozyten,
Chemokine: MCP-1 § Skelettmuskelzellen:
Cholesterol Efflux: ABCA-1 4 >—| Entziindung Glukose |
Adhasionmolekiile; VCAM-1, ICAM-1 4| Insulin Sensitivitat T

iNOS, COX-2 ¥ Triglyceride
Matrixmetalloprotease-9 ¥ HDL

Transkriptionsfaktoren: NF-kB, AP-1¥ )

Arteriosklerose

Abbildung 60: Direkte und indirekte Effekte der PPA-Rezeptoren (Plutzky 2003) (RXR: Retinoid-X-
Rezeptor, PPRE: PPAR response element, IFN-y: Interferon-y, TNF-a: Tumornekrosefaktor-a, IL-2:
Interleukin-2, MCP-1: Monozyten-chemoattractant Protein 1, ABCA-1: Adenosintriphosphat-bindende
Kassette Protein A-1, VCAM-1: Vaskuldres Zelladhdsionsmolekul, ICAM-1: Intrazelluldres
Adhasionsmolekdl, iNOS: induzierbare NO-Synthase, COX-2: Cyclooxygenase-2, NF-kB:
Nuklearfaktor-kB, AP-1: Aktivatorprotein-1)

Die eingesetzten PPARa-Agonisten WY 14,643 und ETYA konnten im Fall der ADMA-

Beeinflussung auf zwei Arten agiert haben. Zum einen kénnte die PPAR-Aktivierung zu einer
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direkten Beeinflussung der DDAH gefuhrt haben, zum anderen ware die PPAR-vermittelte
Induktion weiterer Transkriptionsfaktoren, die wiederum Einfluss auf die DDAH nahmen,
denkbar. Der Mangel einer PPAR/RXR Rezeptorbindungsstelle in der Promotorregion der
DDAH 1 Iasst einen solchen Mechanismus vor allem fiir diese Isoform vermuten. Von den in
Abbildung 60 dargestellten Transkriptionsfaktoren kénnte analog der Diskussion der oxLDL-
Effekte NF-kB und dessen Aktivierung eine Rolle spielen (siehe 4.3.2.). Diese Hypothese
wird jedoch durch zahireiche Veroffentlichungen widerlegt, die uneingeschrankt von einem
Antagonismus der PPARa-Liganden hinsichtlich deren Wirkung auf NF-kB berichten, und
diesem die Beteiligung an antiarteriosklerotischen Prozessen zuschreiben (Plutzky et al.
2003). Die Frage, welche Transkriptionsfaktoren an der DDAH-Regulation tUber PPARa
beteiligt sind, muss leider unbeantwortet bleiben. Die Hypothese der Beteiligung weiterer
Transkriptionsfaktoren wird ebenfalls durch eine Verdffentlichung untermauert, in der der
Einsatz von all-trans-Retinoidsaure zu einer Aktivierung der PPAR/RXR-Rezeptorbindungs-
stelle der DDAH 2 fuhrte und einen Anstieg der DDAH 2-Expression erkennen liel3 (Achan et
al. 2002). In diesem Fall erfolgte keine direkte Aktivierung der PPARs, sondern
ausschlief3lich Gber den RXR eine Aktivierung des PPAR/RXR-Komplexes, so dass weitere
Transkriptionsfaktoren keinen Einfluss nehmen konnten (siehe 1.2.5.3., Abb. 11). PPAR-
Agonisten scheinen demnach, Uber einen direkten Angriff an dem DDAH-Enzym einen
Anstieg der Expression zu induzieren, die jedoch Uber die Aktivierung oder Beeintrachtigung
anderer Transkriptionsfaktoren durch PPAR aufgehoben werden kann bzw. in einer
Verminderung der DDAH-Expression resultiert.

Die in dieser Arbeit beschriebene Erhéhung der ADMA-Konzentration unter dem Einfluss der
PPARa-Agonisten kénnte in vivo Uber die Einschrankung der NO-Bioverfligbarkeit zur
Beeintrachtigung des Endothels beitragen. Neben der in der Einleitung beschriebenen,
eingeschrankten Entwicklung arteriosklerotischer Lasionen in PPARa-defizienten Mausen
ware dieser Effekt ein weiteres Beispiel flr eine arteriosklerotische Wirkungsweise der
PPARa und gabe verstarkt Anlass zur differenzierten Beurteilung der PPAR-Aktivierung
(siehe 1.2.5.3.).

Eine kurzlich veroffentlichte Studie betrachtete das L-Arginin/ADMA-Verhaltnis im Plasma
von 25 Mannern mit Hypertriglyceridamie unter der 6-wochigen Therapie mit Fenofibrat (200
mg/d), einem in der Therapie der Hypertriglyceridamie eingesetzten PPARa-Agonisten
(Dierkes et al. 2004). Es wurde eine Erhohung des L-Arginin/ADMA-Verhaltnisses bestimmt,
fur die jedoch ausschlieRlich ein Anstieg der L-Arginin-Konzentration ohne Veranderung der
ADMA-Konzentration verantwortlich gemacht werden konnte. Der Effekt auf die L-Arginin-
Konzentration ist in diesem Fall nicht unbedingt auf einen direkten Effekt Gber die Aktivierung
von PPARa zuriickzufihren, sondern kénnte ebenso mit der Senkung der Triglycerid-

konzentration begrindet werden. Die beobachtete, unveranderte ADMA-Konzentration im
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Plasma schliel3t eine Veranderung der intrazelluldren Konzentration analog den Ergebnissen
dieser Arbeit und eine damit verbundene Beeintrachtigung der NOS-Aktivitat jedoch nicht
aus. Die hier dargestellten Daten sollten zu einer kritischen Beurteilung zukunftiger klinischer
Studien flhren, die die Klarung der Fibrateffekte unabhangig einer Triglyceridsenkung und

unter Bertcksichtigung der Endothelfunktion beinhalten sollten.

Die Datenlage fir die PPARYy ist im Vergleich zu den PPARa eindeutiger und scheint
ausschlielllich die Beteiligung dieser Isoform an antiarteriosklerotischen Prozessen zu
erlauben. So wurden neben der Antagonisierung bestimmter Transkriptionsfaktoren, wie der
Signaltransduktions-induzierte Transkriptionsfaktor (STAT), NF-xB und Aktivatorprotein-1
(AP-1) (Abb. 60) und damit verbundenen antiinflammatorischen Effekten, direkte
antioxidative Wirkungen von PPARy beschrieben (Schiffrin et al. 2003). Diese aul3erten sich
in der Induktion der Synthese der Superoxiddismutase (SOD) und der Katalase sowie in der
Hemmung der NADH/NADPH Oxidase nach Aktivierung von PPARy (Inoue et al. 2001,
Poynter et al. 1998, Inoue et al. 2000). PPARy-Agonisten konnten au3erdem in Kaninchen
mit Hypercholesterindmie, ohne eine Veranderung der Lipidwerte erkennen zu lassen, zu
einer Verbesserung der Endothelfunktion bzw. Acetylcholin-induzierten Vasorelaxation
fuhren (Tao et al. 2003). Gleichzeitig wurde eine verstarkte Expression des Proteins P-
VASP, ein neuer Marker des NO/cGMP/cGK-Signalweges, detektiert, wahrend die
endotheliale NO-Synthase in ihrer Expression unbeeinflusst blieb. Eine Beteiligung von
ADMA an diesen Effekten schien mdglich.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Experimente wurden mit Ciglitazon (5-[4-(1-
Methylcylohexylmethoxy)benzyl]thiazolidine-2,4-dion), bekannt als selektiver PPARy Agonist
mit einer ECso von 3 pM, und mit dem PPARy-Antagonisten TO070907 (2-Chloro-5-nitro-N-
(4-pyridyl)benzamid), der mit einem Ki von 1 nM selektiv den PPARYy inaktiviert und mit
einem Ki von 0,85 pM und 1,8 uM ebenfalls PPARa und PPARS antagonisiert (Lee et al.
2002), durchgefihrt. Es konnte keine Verdnderung der ADMA-Konzentration in den
humanen Koronararterienendothelzellen analysiert werden, so dass eine weitere
Untersuchung der DDAH-Veranderung als nicht sinnvoll erachtet wurde. Die dennoch von
Calnek und seiner Arbeitsgruppe beobachtete Erhéhung der NO-Produktion durch die
PPARYy-Liganden 15d-PGJ2 (15-deoxy-A12, 14-prostaglandin J2) und Ciglitazon in
Endothelzellen scheint somit ausschlieB3lich auf einen direkten Effekt der Glitazone auf die
eNOS zuriickzufiihren zu sein (Calnek et al. 2003). So wurde fir die Inkubation von
Rinderarterienendothelzellen mit Troglitazon eine NO-Produktionssteigerung beschrieben,
die Uber zwei unabhangige Wege erfolgte und sowohl eine PPARy-abhangige, Akt-
vermittelte eNOS-Ser''”°-Phosphorylierung und eine PPARy-unabhingige eNOS-Ser''®-
Dephosphorylierung beinhaltete (Cho et al. 2004).
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Die hier dargestellten Daten kénnen Ergebnisse einer Studie von Stlhlinger, die unter der
Therapie von Patienten mit Typ 2 Diabetes mit Rosiglitazon eine Senkung der ADMA-
Konzentration im Plasma bestimmen konnten, nicht ergdnzen (Stuhlinger et al. 2002). Zu
bertcksichtigen bleibt, dass Patienten mit Typ 2 Diabetes, wie vielfach gezeigt, unter
erhdhten ADMA-Konzentrationen leiden (siehe 1.2.3.) und das Glitazon in der oben
erwahnten Arbeit eine Normalisierung der Plasmaspiegel erreichte. Diese Beobachtungen
lassen den Schluss zu, dass die PPARy-Agonisten die Aktivierung von PRMTs bzw. die
Beeintrachtigung der DDAH, die fir die erhéhten ADMA-Konzentrationen verantwortlich
gemacht werden konnten, rickgangig machen. Ein ausbleibender Effekt in den
Endothelzellen kdnnte somit mit der mangelnden Veranderung der DDAH-Aktivitat begrindet
werden und wirde den PPARy-Agonisten einen prophylaktischen Effekt hinsichtlich einer
Verminderung der ADMA-Konzentration absprechen. Weitere Versuche an Endothelzellen
zur Untersuchung des in der Stlhlinger-Arbeit vorgestellten Effektes auf die ADMA-
Konzentration durch Glitazone sollten unter dem gleichzeitigen Einsatz von z.B. Glukose, die
der Imitation des Diabetes und Beeintrachtigung der DDAH dienen sollte, erfolgen (Lin et al.
2002). Unter diesen Bedingungen ist eine Normalisierung der ADMA-Konzentration durch
Glitazone zu erwarten und eine ndhere Untersuchung der Mechanismen moglich.

Eine weitere Erklarung fur die ausbleibenden Effekte von Ciglitazon ist in dem Aufschluss
Uber die genauen Regulationsmechanismen der PPARs zu sehen. Neben den Interaktionen
mit RXR und PPRE scheinen weitere Komplexbildungen mit anderen Proteinen in
Abhangigkeit von der Bindung eines Liganden von Bedeutung zu sein (Torra et al. 2001). So
wurde ein Nuklearrezeptor-Corepressor (N-CoR) und ,Silencing mediator of retinoid and
thyroid receptors“(SMRT)-Proteine, die die Expression nicht Liganden-aktivierter PPARs
unterbinden, identifiziert. Ebenso existieren Coaktivatorproteine, wie das ,PPAR binding
protein® (PBP), die in das Transkriptionssystem eingreifen. Die gewebespezifische
Expression dieser Kofaktoren bzw. Coaktivatoren scheinen die Transkription wesentlich zu
beeinflussen und an den unterschiedlichen Effekten der PPAR in verschiedenen Geweben
beteiligt zu sein. Eine Erniedrigung der ADMA-Plasmakonzentration durch die Glitazone
ware demzufolge auch Uber gewebespezifische Mechanismen ohne Beteiligung der
Endothelzellen denkbar.

Effekte der PPARy-Agonisten hinsichtlich der ADMA-Konzentration und DDAH-Expression
bzw. —Aktivitdt sollten aufgrund der hier dargestellten Versuchsergebnisse nicht
ausgeschlossen werden, scheinen jedoch nur unter bestimmten Bedingungen und in

spezifischen Geweben in Kraft zu treten.
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4.3.4. Deutung der Angiotensin lI-Effekte

Angiotensin wird zunehmend diskutiert in den Prozess der Arteriosklerose, der auf
veranderte Funktionen des Endothels zurlckzufihren ist und flr das Auftreten
kardiovaskularer Ereignisse verantwortlich gemacht werden kann, involviert zu sein. So
konnte nachgewiesen werden, dass Angiotensin Il vermehrt in arteriosklerotischen Lasionen,
insbesondere zusammen mit den Makrophagen in der Intima media arteriosklerotischer
GefalRe auftritt, und dass dessen Konzentration im Zuge der Regression der Arteriosklerose
wieder abnimmt (Dean Potter et al. 1998). Zudem wird Angiotensin Il zusammen mit dem
AT -Rezeptor und dem Angiotensin-Converting-Enzym (ACE) in arteriosklerotischen
Koronararterien exprimiert und die Tatsache, dass Angiotensin Il IL-6 induziert, fihrt zu der
Hypothese, dass das Renin-Angiotensin-System zu den entzindlichen Prozessen der
GefaBwand und zu der Entwicklung des akuten Koronarsyndroms beitragt (Schieffer et al.
2000). Ein direkter kausaler Zusammenhang konnte durch die Angiotensin ll-Infusion in
Mausen hergestellt werden, die zu einer verstarkten Entwicklung der Arteriosklerose in
diesen Tieren fuhrte (Weiss et al. 2001, Daugherty et al. 2000).

Des Weiteren wird Angiotensin Il mit einer Verschlechterung der Endothelfunktion in
Verbindung gebracht, die u.a. mit einer eingeschrankten NO-Produktion begriindet werden
kann (Unger 2002). Angiotensin Il wirkt Uber den ATi-Rezeptor vasokonstriktiv und
verursacht somit erhohten Blutdruck. Diese drei bzw. vier Faktoren, von der Arteriosklerose
Uber die Endotheldysfunktion und die eingeschrankte NO-Bioverfugbarkeit bis zum
Bluthochdruck, stehen in engem Zusammenhang mit erhdhten ADMA-Konzentrationen.

Die Inkubation der primaren humanen Koronararterienendothelzellen (HCAECs) mit
Angiotensin Il in Konzentrationen von 0,01 bis 1 yM konnte diese Verbindung bestatigen und
zeigte fur 0,01 uyM eine gut 20%ige Erhohung der ADMA-Konzentration im Zelluberstand.
Wie kann diese Interaktion erklart werden? Angiotensin Il fiihrt zu der bereits beschriebenen
verminderten NO-Bioverfligbarkeit Uber verschiedene Mechanismen, u.a. Uber eine
verstarkte Generierung von Superoxidradikalen, die auf einer Aktivierung von NADPH-
Oxidasen und auf der veradnderten Expression der Superoxiddismutase der GefalRwand
beruhen (Griendling et al. 1994, Fukai et al. 1999). Weiterhin wurde beobachtet, dass
Angiotensin Il Uber die Erhéhung des oxidativen Stresses den Transkriptionsfaktor NF-kB
aktiviert (Pueyo et al. 2000, Ruiz-Ortega et al. 2000). Diese Faktoren bzw. deren Beteiligung
an der Regulation der DDAH wurden bereits unter dem Kapitel LDL, oxLDL angesprochen
(siehe 4.3.2.). Die DDAH enthalt Sulthydrylgruppen (Kimoto et al. 1998), deren Existenz die
Empfanglichkeit dieses Enzyms flir oxidativen Stress und eine verminderte Aktivitat unter
oxidativen Bedingungen begriinden kann, so dass Angiotensin lber die Beeinflussung der

DDAH und damit einer verminderten Metabolisierung von ADMA einen direkten Einfluss auf
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den NO-Synthase-Inhibitor nehmen kénnte. Die Expression wurde unter der Inkubation mit
Angiotensin in den hier dargestellten Zellversuchen nicht beeintrachtigt, was eine
verminderte Aktivitdt dieses Enzyms jedoch noch nicht ausschlie3t. Ein Nachweis dieses
Mechanismus konnte leider aufgrund des Mangels an L-["*C]-NMMA, der Grundsubstanz fiir
den DDAH-Aktivitatsassay, nicht erbracht werden.

Die Experimente fihrten jedoch weiterhin zu der Beantwortung der Frage, ob Angiotensin
hinsichtlich der ADMA-Beeinflussung Uber die AT-Rezeptoren agiert. Der Einsatz von
Losartan, ein AT -Rezeptor-Blocker, konnte die Erhéhung der ADMA-Konzentration nicht nur
aufheben, sondern lie® im Vergleich zur Kontrolle eine zusatzliche Senkung erkennen.
Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit den Daten, die fiir die Inkubation mit dem AT,-Rezeptor-
Antagonisten PD 123,319 erhalten wurden, wobei PD 123,319 erst in der hochsten
Konzentration von 1 uyM eine Wirkung besal}. Es scheinen demnach beide Rezeptortypen an
dem Angiotensin-Effekt beteiligt zu sein, was nicht unbedingt den Vorstellungen zu den
beiden Subtypen entspricht. Die oben beschriebene Vermittlung von oxidativem Stress durch
Angiotensin und die Aktivierung von NF-kB kann nachweislich auf die Aktivierung des AT;-
Rezeptors zurtickgeflhrt werden, wahrend der AT,-Rezeptor zunehmend als Antagonist des
AT4-Rezeptors eingestuft wird (Pueyo et al. 2000, AbdAlla et al. 2001). Einige praklinische
und klinische Studien haben gezeigt, dass der AT;-Rezeptor mit in die Entwicklung der
endothelialen Dysfunktion involviert ist, wahrend Untersuchungen zum AT,-Rezeptor darauf
hinweisen, dass dieser Rezeptor Uber die Stimulation von Bradykinin und der NO-Synthase
ein Gegengewicht darstellt (de Gasparo et al. 2002). So Ubte in hypertensiven Ratten ein
AT, -Blocker in Verbindung mit einem 5-fachen cGMP-Anstieg Schutz vor der Entwicklung
von Bluthochdruck und Linksherzhypertrophie aus (Gohlke et al. 1996). Diese Beobachtung
ist vor dem Hintergrund zu sehen, dass vermehrt Angiotensin Il an dem AT.-Rezeptor
angreift und so zu einer Erhéhung von NO und schlieBlich cGMP fiihrt. In Bezug auf den
Effekt von Angiotensin auf ADMA scheinen die beiden Rezeptoren die gleichen Wirkungen
zu besitzen. Wird der Mechanismus fir die Stimulation der NO-Produktion unter der AT;-
Rezeptorblockade zugrunde gelegt, d.h. nimmt man die verstarkte Wirkung von Angiotensin
Uber den AT.-Rezeptor unter dem Einsatz von Losartan an, so durfte keine Erniedrigung der
ADMA-Konzentration durch Losartan erreicht werden. Ebenso dirfte keine ADMA-Abnahme
durch den AT,-Rezeptor-Antagonisten PD 123,319 erfolgen. Spekulationen Uber weitere
Angiotensin-Rezeptoren in den Endothelzellen sind durch diese Beobachtungen
gerechtfertigt und wurden bereits in der Abbildung 12 unter 1.2.5.4. als AT, erwahnt. Diese
bisher wenig untersuchten Isoformen der AT-Rezeptoren kénnten im Fall von ADMA ein
Gegengewicht sowohl fir den AT,- als auch flr den AT,-Rezeptor darstellen, indem deren
Aktivierung durch Angiotensin eine Erniedrigung der ADMA-Konzentration induziert. Dieser

Mechanismus scheint jedoch im Vergleich zu der Aktivierung des AT,- und AT,-Rezeptors
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eine geringere Rolle zu spielen, kdnnte aber zum einen die eher geringe ADMA-Zunahme
(22,5%) unter der Inkubation mit Angiotensin und zum anderen die Uberkompensatorische
Abnahme von ADMA unter das Niveau der Kontrollproben unter dem Einfluss der AT-
Antagonisten erklaren. Diese in vitro-Daten sind sowohl mit Studien, die die klinische
Anwendung von ACE-Inhibitoren als auch die Applikation von AT,-Rezeptorblockern
betreffen, in Einklang zu bringen. Studien mit Perindopril und Enalapril (ACE-Hemmer)
konnten sowohl in Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2, mit Syndrom X als auch mit
Bluthochdruck zu einer Reduktion der ADMA-Plasmakonzentration flihren (Chen et al. 2002,
Ito et al. 2002, Delles et al. 2002). Die Studie der Gruppe von Ito konnte die Abnahme der
ADMA-Konzentration im Plasma von Patienten mit Typ 2 Diabetes nach einer 4-wochigen
Anwendung von Perindopril analysieren und gleichzeitig eine Verminderung des von
Willebrandt Faktors (vVWF), ein Marker fir Endothelverletzungen, nachweisen (lto et al.
2002). Diese Veranderungen schienen sich unabhangig von einer Beeinflussung des
Glukosemetabolismus bzw. Veranderung des Blutdrucks zu ergeben. Die Anwendung von
AT -Rezeptorblockern, wie Losartan und Eprosartan, bei Hypertonikern zeigte die gleichen
ADMA vermindernden Effekte (lto et al. 2001, Delles et al. 2002). Die Mechanismen, die
hinter diesen Auswirkungen stehen, sind weiterhin unklar. Die hier dargestellten Daten
geben darlber Aufschluss, dass Angiotensin die ADMA-Konzentration im Endothel Gber den
AT:- und den AT,-Rezeptor ohne Veranderung der DDAH-Expression erhéht. Weiterhin
scheint eine gegenregulatorisch wirksame Reduktion der ADMA-Konzentration durch
Angiotensin moglich, so dass eine Hemmung der AT;- und/oder AT,-Rezeptoren im
Vergleich zur ACE-Hemmung eine deutlichere Verminderung der ADMA-Konzentration
erwarten lasst, die die bevorzugte Anwendung von AT-Rezeptorblockern rechtfertigen

wirde.

4.3.5. Schlussfolgerung fur die pharmakologische Therapie

Abschlieend ist festzuhalten, dass im Hinblick auf die Senkung der ADMA-Konzentration
weder der Einsatz von HMG-CoA-Reduktasehemmern noch von PPAR-Agonisten eine
therapeutische Interventionsmoglichkeit darzustellen scheint. Wahrend der HMG-CoA-
Reduktasehemmer Atorvastatin nur eine voribergehende Senkung von ADMA hervorrufen
konnte, fihrten PPARa-Agonisten sogar zu einem Anstieg des NOS-Inhibitors. Die
Applikation von ACE-Hemmern bzw. AT-Rezeptorblockern dagegen konnte eine
vielversprechende Alternative sein, um die in Abschnitt 3.3.4. gezeigten, unter dem Einfluss

von Angiotensin Il erhdhten ADMA-Konzentrationen zu senken.
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Mit Ausnahme der Effekte der PPAR-Agonisten konnte keine der beobachteten
Veranderungen hinsichtlich der ADMA-Konzentration direkt mit einer Veranderung des
ADMA abbauenden Enzyms, der Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase (DDAH), in
Verbindung gebracht werden. Die Effekte von Atorvastatin und oxLDL spiegelten sich zwar in
einer erhéhten Expression der DDAH wider, resultierten jedoch nicht in einer
entsprechenden Erhéhung der DDAH-Aktivitat. Spekulationen Uber die Bedeutung dieses
Enzyms und die Frage nach der gezielten Aktivierung desgleichen als therapeutisches Ziel
scheinen in diesem Zusammenhang erlaubt. Eine dritte bisher nicht identifizierte Isoform der
DDAH, die ausschlieRlich ADMA, nicht aber L-NMMA, metabolisiert, konnte zur Diskussion
gestellt werden. Diese ware dem verwendeten DDAH-Aktivitats-Assay, basierend auf der
Umsetzung von L-["**C]-NMMA, nicht zugénglich. Die Existenz eines bisher unentdeckten
Enzyms, welches fir die Metabolisierung von ADMA verantwortlich gemacht werden kénnte,
scheint durch die Experimente der Arbeitsgruppe von Ogawa aus dem Jahre 1987
ausgeschlossen (Ogawa et al. 1987). Die Infusion von N¢ N®-Dimethyl-L-[1,2,3,4,5-"*C]-
Arginin fuhrte im Rattengewebe zu hohen Konzentrationen an radioaktiv markiertem L-
Citrullin. Weitere Metabolite, wie L-Ornithin, L-Arginin und Glutaminsaure spielten eine eher
untergeordnete Rolle bzw. schienen aus dem L-Citrullin zu entstehen. Das Argument, die
Situation im Menschen sei nicht hinreichend untersucht, wurde jingst durch die Infusion von
ADMA entkraftet, die zu einer erhdhten Elimination von Dimethylamin im Urin flUhrte und
damit eine entscheidende Beteiligung der DDAH am Abbau von ADMA bewies (Achan et al.
2003).

Alternativ ist die Bedeutung der Proteinmethyltransferasen (PRMTs), als ADMA
synthetisierende Enzymsysteme, zu diskutieren. Sollten diese starkeren Regulations-
mechanismen unterliegen als die DDAH, so waren die therapeutischen Méglichkeiten auf die
Hemmung der PRMTs beschrankt, deren pharmakologische Auswirkung aufgrund der
Beteiligung dieser Enzymsysteme an zahlreichen intrazellularen Prozessen nicht

abschatzbar ist.

4.4, Interpretation des Expressionsmusters der endothelialen NO-Synthase
(eNOS) in Endothelzellen induziert durch HMG-CoA-Reduktasehemmer
(Statine)

Zu den zahlreichen pleiotropen Effekten der Statine zahlt die Verbesserung der
Endothelfunktion, die von verschiedenen Arbeitsgruppen fur unterschiedliche Statine gezeigt
wurde und in einer Reduktion der Angina pectoris-Haufigkeit und Verbesserung der

Myokardperfusion resultiert (Anderson et al. 1995). So beobachteten Egashira nach einer 6-
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monatigen Therapie mit Pravastatin eine Verbesserung der endothelabhdngigen
Vasodilatation im Bereich der koronaren Leitungs- und Widerstandsgefalie bei Patienten mit
Hypercholesterindmie (Egashira et al. 1994). O’Discoll zeigte bereits nach einer 4-wdchigen
Applikation von Simvastatin eine Verbesserung der endothelabhangigen Vasodilatation im
Bereich der Unterarmzirkulation bei Patienten mit maRig erhéhten LDL-Cholesterin-Spiegeln
(O'Discoll et al. 1997). Die erhdhte NO-Bioverfiigbarkeit, die nach einer Lipid-senkenden
Therapie in hypercholesterinamischen Patienten beobachtet wurde (John et al. 1998), kann
inzwischen auf verschiedene Effekte der Statine zurlickgefiihrt werden. Sowohl eine
Erhéhung der eNOS-Expression als auch eine Reduktion an Superoxidradikalanionen und
eine Reduktion an Caveolin-Konzentrationen in der Plasmamembran, die in einer
Aktivitatssteigerung der eNOS resultiert, werden diskutiert (Laufs et al. 1998a; Wagner et al.
2000, Wassmann et al. 2002, Feron et al. 2001). Der Mechanismus, der hinter der
Beeinflussung der eNOS-Expression steht, ist in einer durch die Statine induzierten
Aktivitdtsminderung der Rho GTPase und veranderten Isoprenylierung dieses Enzyms zu
suchen (Laufs et al. 1998b, Kalinowski et al. 2002).

Bei den vorhandenen Untersuchungen wurde allerdings nie berucksichtigt, welches Statin
zum Einsatz kam, d.h. die Beurteilung der Effekte erfolgte ohne Betrachtung der
pharmakokinetischen Eigenschaften der einzelnen Substanzen. Die Ergebnisse dieser Arbeit
zeigen, dass eine Erhdhung der eNOS-Expression durch Atorvastatin und Simvastatin in
gleichem Ausmal} erfolgt, allerdings nur unter der Bedingung einer kontinuierlichen
Inkubation, d.h. Simulation einer langen Halbwertszeit. Diese Beobachtung gibt Hinweise
darauf, dass zumindest in Bezug auf die eNOS-Expression Atorvastatin im Vergleich zu
anderen Statinen mit kurzer Halbwertszeit ausgepragtere Effekte zeigen durfte. Ein direkter
Vergleich der Statine mit unterschiedlichen pharmakokinetischen Eigenschaften in einer
klinischen Studie, in der die Untersuchung der endothelialen Dysfunktion bzw. die NO-
Bioverflgbarkeit erfolgte, und der die hier dargestellten Daten untermauern konnte, existiert
nicht. Diese Ergebnisse kdnnten eine solche Studie dahingehend erganzen, als dass die
voraussichtlich in vivo auftretenden Unterschiede mit den pharmakokinetischen
Eigenschaften der einzelnen Statine erklart werden konnten.

Weiterhin sind diese Daten im Zusammenhang mit den Ergebnissen einer
Medizindoktorarbeit zu sehen, bei der die gleichen Untersuchungen mit Atorvastatin,
Simvastatin und Pravastatin an einer Hepatozytenzelllinie unter dem Aspekt der HMG-CoA-
Reduktase und des LDL-Rezeptors durchgeflhrt wurden. Die Arbeit zeigte eine Veranderung
der beiden Systeme fur alle drei Statine nur unter einer kontinuierlichen Inkubation,
untermauert damit die von Cromwell und unter 1.3. beschriebenen Tachyphylaxie-Effekte
unter Anwendung von Atorvastatin und kann diese mit der langen Halbwertszeit dieses

Statins begriinden. Wahrend die Erhéhung der Expression der HMG-CoA-Reduktase durch
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die permanente Hemmung von Atorvastatin, die einen negativen Rickkopplungs-
mechanismus darstellt und in einer verminderten LDL-Cholesterin-Senkung resultiert,
negativ zu beurteilen ist, muss bzw. kann der gleiche Effekt hinsichtlich einer Erhéhung der
Expression des LDL-Rezeptors und der eNOS deutlich positive klinische Effekte nach sich
ziehen. Diese Versuche veranlassen zu der Spekulation, dass die Anwendung von
Atorvastatin mit einer Halbwertszeit von 14 Stunden einen deutlicheren Effekt auf die eNOS-
Expression und damit auf die Verbesserung der Endothelfunktion besitzen dirfte als alle
anderen Statine. Eine bevorzugte Anwendung von Atorvastatin im Hinblick auf einen
kardiovaskularen Benefit ware in diesem Fall zu beflrworten.

In Bezug auf die hier dargestellten Versuche bleibt kritisch zu erwahnen, dass eine Erhéhung
der eNOS-Expression erst fiur Konzentrationen von 1 bzw. 10 yM Atorvastatin und
Simvastatin gemacht werden konnten. Die im menschlichen Blut gemessenen maximalen
Plasmakonzentrationen liegen flr Atorvastatin bei 46,7-114,1 nM und fir Simvastatin bei
23,9-81,2 nM (Corsini et al. 1999), so dass die hier als wirksam eingestuften
Konzentrationen um den Faktor 10-100 hdher lagen. Diese Datenlage wird begleitet von der
Tatsache, dass nur wenige in vivo-Studien zu der Erh6hung der eNOS-Expression unter der
Anwendung von Statinen existieren. So konnte eine Arbeitsgruppe ex vivo an Rattenherzen
eine Zunahme der eNOS-Expression fur Simvastatin (25 yM), die mit der Pravention vor
myokardialen Schaden in Verbindung gebracht wurde, beobachten (Di Napoli et al. 2001).
Fir Rosuvastatin wurde in Mausaorten neben einer konzentrationsabhangigen Erhéhung der
eNOS-Expression ebenfalls eine erhdhte Aktivitat nachgewiesen (Laufs et al. 2002).
Klinische Studien zur Bestimmung der eNOS-Expression unter der Applikation von Statinen
ebenso wie Untersuchungen zum zeitlichen Verlauf der Statineffekte bzw. zum direkten

Vergleich verschiedener Statine sollten in Zukunft durchgeflihrt werden.
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5. Zusammenfassung

Asymmetrisches Dimethyl-L-Arginin (ADMA) ist als ein endogener NO-Synthase-Inhibitor
anzusehen. Erhdohte = ADMA-Konzentrationen wurden u.a. bei Patienten mit
Hypercholesterinamie, Hypertonie, Arteriosklerose, chronischer Niereninsuffizienz und
chronischer  Herzinsuffizienz  nachgewiesen und mit einer  eingeschrankten
endothelabhangigen Vasodilatation in Zusammenhang gebracht. Neuere prospektive und
Fall-Kontroll-Studien lassen ADMA als neuen kardiovaskularen Risikomarker bzw. —faktor
zunehmend an Bedeutung gewinnen.

Der Frage des Mechanismus der NOS-Hemmung durch ADMA wurde anhand von in vitro-
Experimenten mit einer rekombinanten NOS nachgegangen. Der erkannte kompetitive
Mechanismus liefert einen Erklarungsansatz fur das L-Arginin-Paradoxon und kann die
Verbesserung der endothelabhdngigen Vasodilatation nach Applikation von L-Arginin in
Patienten mit erhdhten ADMA-Konzentrationen begrinden.

Zur sensitiven und spezifischen Quantifizierung von ADMA wurde eine auf der
Gaschromatographie-Massenspektrometrie basierende analytische Methode entwickelt. Die
Methode setzte die Synthese eines geeigneten internen Standards voraus und wurde fir
Zellkulturiberstande, fur geringe Volumina von Plasma und fur Zelllysate validiert. In vitro-
Experimente an Endothelzellen, die der Aufklarung der Beeinflussung von ADMA und der
Regulation der Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase (DDAH), dem ADMA abbauenden
Enzym, dienten, wurden mit Hilfe dieser Methode durchgefiihrt. Der Einsatz von HMG-CoA-
Reduktasehemmern, von LDL und oxLDL, von PPAR-Agonisten und Angiotensin fihrte zu
unterschiedlichen Ergebnissen hinsichtlich der Beeinflussung der ADMA-Konzentration. Eine
Beteiligung der DDAH konnte ausschlieldlich fir die unter der Anwendung von PPARa-
Agonisten beobachteten Effekte belegt werden. Eine therapeutische Interventionsmaglichkeit
zur Senkung der ADMA-Konzentrationen, ohne Angaben zum Wirkmechanismus machen zu

kénnen, ist in dem Einsatz von Angiotensin II-Rezeptor-Antagonisten zu sehen.

HMG-CoA-Reduktasehemmer (Statine) besitzen neben ihrer Cholesterin-senkenden
Eigenschaften zahlreiche pleiotrope Effekte, die deren Bezeichnung als antiarteriosklerotisch
wirksame Substanzen begrinden. Statine fuhren nachweislich in vitro zu einer Erhéhung der
Expression der NOS. Weitergehende Untersuchungen an Endothelzellen unter dem Einsatz
von Atorvastatin und Simvastatin und der Simulation unterschiedlicher Halbwertszeiten
lassen den Schluss zu, dass die pharmakokinetischen Unterschiede der Statine bei der
Beurteilung ihrer Effekte zu bertcksichtigen sind. Fur Atorvastatin ist im Hinblick auf die NOS
eine im Vergleich zu Statinen kirzerer Halbwertszeit deutlichere Expressionserhéhung in

vivo zu erwarten.
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Summary

Asymmetric dimethylarginine (ADMA) is characterized as an endogenous inhibitor of the
nitric oxide synthase (NOS). Its plasma concentration is increased in humans with
hypercholesterolemia, hypertension, atherosclerosis, chronic renal failure, and chronic heart
failure. Increased ADMA levels are associated with reduced NO synthesis as assessed by
impaired endothelium-dependent vasodilatation. In several prospective and cross-sectional
studies, ADMA evolved as a marker of cardiovascular risk and becoming a goal for
pharmacotherapeutic intervention.

The mechanism by which ADMA inhibits the enzyme NOS was investigated in vitro with a
purified, recombinant bovine endothelial NO synthase. The result of a competitive inhibition
of the NOS explains in part the L-arginine paradox and provides a possible mechanism for
the improvement of endothelium-dependent vascular function in subjects with high ADMA
levels after administration of L-arginine.

For analyzing ADMA with high sensitivity and specifity a method based on gas
chromatography-mass spectrometry was developed. The method required the synthesis of
an adequate internal standard and was validated for cell culture supernatants, small volumes
of plasma and cell lysates. In vitro experiments with endothelial cells for investigation the
effect of different substances on ADMA and on the dimethylarginine dimethylaminohydrolase
(DDAH), the ADMA metabolising enzyme, were realized using this validated method. HMG-
CoA-reductase inhibitors, LDL and oxLDL, PPAR-agonists and angiotensin Il influenced the
concentration of ADMA in different ways, but only the change under the use of PPARa-
agonists could be explained with an alteration of the expression and activity of the DDAH.
The experiments gave evidence for angiotensin ll-receptor antagonists as a new therapeutic
possibility to lower ADMA concentrations without the ability of declaring the mechanism of

action.

HMG-CoA-reductase inhibitors (statins) lower effectively the cholesterol concentration in
patients with hypercholesterolemia and exert different pleiotropic effects including the
increase of the expression of the NOS in vitro. Further experiments with endothelial cells and
the simulation of the different half-lives of atorvastatin and simvastatin showed the
importance of recognizing the different pharmacokinetic properties of the statins judging
about their effects. Atorvastatin seems to influence the NOS expression more effectively

compared to other statins with shorter half-lives.
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6. Abkilirzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

ACE Angiotensin-converting-enzyme

ADMA Asymmetrisches Dimethyl-L-Arginin

APS Ammoniumpersulfat

ATP Adenosin-5"-triphosphat

AVK Arterienverschlusskrankheit

bp Basenpaare

°C Grad Celsius

“c radioaktives Isotop des Kohlenstoffs

cDNA komplementare Desoxyribonukleinsaure

cGMP zyklisches Guanosin-5"-monophosphat

MCi Mikro-Curie

d Tag

DDAH Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase

DMSO Dimethylsulfoxid

dNTPs Desoxyribonukleotid-5"-triphosphat, Gemisch zu
gleichen Anteilen aus Adenosin-5"-triphosphat,
Cytidin-5"-triphosphat, Guanosin-5’-triphosphat,
Thymidin-5"-triphosphat

DTT Dithiothreitol

ECso Konzentration, die zum halbmaximalen Effekt fihrt

ECL enhanced chemiluminescence

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay

FAD Flavinadenindinukleotid

FKS fetales Kalberserum

FMN Flavinadeninmononukleotid

g, mg, ug Gramm, Milligramm, Mikrogramm

GAPDH Gylcerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase

GC-MS Gaschromatographie-Massenspektrometrie

GC-tandem MS
GTP

h

HCAECs

HPLC
ICs0

IS

kb
kDA

Ki

Km

I, ml, ul
LC-MS
LDL
LOD
LOQ

Gaschromatographie-Tandemmassenspektrometrie
Guanosin-5-triphosphat

Stunde

human coronary arterial endothelial cells (Humane
Koronararterienendothelzellen)

high performance liquid chromatography
halbmaximale Inhibitorkonzentration

Interner Standard

Kilobasen

Kilodalton

Inhibitionskonstante

Michaelis-Menten-Konstante

Liter, Milliliter, Mikroliter
Flissigkeitschromatographie-Massenspektrometrie
low density lipoprotein

limit of detection

limit of quantification
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min

mol, mmol, ymol
mRNA
MS

MW

m/z

n
NADPH
NF-kB
NICI
L-NMMA
L-NNA
NO
NOS
oD
OPA
oxLDL
PAGE
PBS
PCR
PDTC
PFAA
PFB-Bromid
pH
PPAR
PRMT
RNA
rpm
RSD

RT
RT-PCR
RXR

SD
SDMA
SEM
SIM
SOD
SPE
SRM
Tag-Polymerase
TBARS
TBE
TBS
TBST
TNF-a
Tris

uv

Vmax

VS.

Minute

Mol, Millimol, Mikromol

messenger RNA

Massenspektrometrie

arithmetischer Mittelwert

Masse/Ladung

Anzahl der Proben
Nicotinamidadenindinukleotidtriphosphat
Nuklearfaktor-kB

negative-ion chemical ionization
NE-Monomethyl-L-Arginin
NC-Nitro-L-Arginin

Stickstoffmonoxid

NO-Synthase

Optische Dichte

ortho-Phthaldialdehyd

oxidized low density lipoprotein
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Phosphatgepufferte Kochsalzldsung
Polymerase-Kettenreaktion
Pyrrolidindithiocarbamat
Pentafluoropropionic acid anhydride
Pentafluorobenzylbromid

negativer dekadischer Logarithmus der H*-Konzentration
Peroxisome proliferator-activated receptor
Protein-Arginin-N-Methyl-Transferase
Ribonukleinsaure

Umdrehung pro Minute

Relative Standardabweichung

reverse Transkription
Realtime-Polymerasekettenreaktion
Retinoid X receptor

standard deviation (Standardabweichung)
Symmetrisches Dimethyl-L-Arginin
standard error of the mean (Standardfehler des Mittelwertes)
selected-ion monitoring
Superoxiddismutase

solid-phase extraction

selected-reaction monitoring
Polymerase aus Thermus aquaticus
thiobarbituric acid reactive substances
Tris-Borat-Puffer

Tris-gepufferte Kochsalzlésung

TBS mit Tween 20
Tumornekrosefaktor-a
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Ultraviolett

maximale Reaktionsgeschwindigkeit
versus
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Anhang

8. Anhang

Material

Chemikalien

4124W
(S-2-amino-4(3-methylguanidino)butansaure
Accutase

Aceton

Acrylamid/Bisacrylamid; 37,5:1

Agarose

Ameisensaure

Ammoniumpersulfat (APS)

Angiotensin

Anti-AT -Rezeptor-Antikdrper

Anti-AT,-Rezeptor-Antikdrper

Anti-DDAH 1-Antikdper (Maus, monoklonal)

Anti-DDAH 2-Antikérper (Kaninchen, polyklonal)

Anti-eNOS-Antikorper

Anti-Goat 1gG (HRP-konjugiert)
Anti-Mouse 1gG (HRP-konjugiert)
Anti-Rabbit IgG (HRP-konjugiert)
Anti-B-Tubulin-Antikérper

Aqua ad iniectabilia

L-Arginin

L-["°N]-Arginin

(98% fiir beide "®N-Guanidino-Atome)
Atorvastatin

Borsaure

Bradfordreagenz
Bromcyan-aktivierte Agarose

Bromphenolblau

Prof. Vallance Lab. (London, UK)

PAA-Laboratories (Linz, Osterreich)

Merck (Darmstadt)

Biogene (North America, USA)
Gibco (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Bio-Rad (Minchen)

Sigma (Deisenhofen)

Santa Cruz Biotechnology
(California, USA)

Santa Cruz Biotechnology
(California, USA)

M. Kimoto, Okayama Prefectural
University (Okayama, Japan)

M. Kimoto, Okayama Prefectural
University (Okayama, Japan)
Santa Cruz Biotechnology
(California, USA)

Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)

Baxter (UnterschleiRheim)
Sigma (Deisenhofen)
Cambridge Isotope Laboratories
(Andover, MA, USA)

Godecke (Freiburg)

Merck (Darmstadt)

Bio-Rad (Miinchen)

Sigma (Deisenhofen)

Merck (Darmstadt)
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Butylhydroxytoluol (BHT)

Calciumchlorid

Calmodulin (CaM)

Cerivastatin

Chloroform

Cholesterol-KIT (Cholesterol 20)
Citronensaure (wasserfrei)
Cytotoxicity-Detection-Kit

Dimethylamin

dNTPs (Nucleotidtriphosphat, 10 uM)
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
EGM-2-MV Bullet Kit

Endotheliale NO-Synthase (eNOS)
Enhanced Chemiluminescence (ECL)-Kit
Entwickler G150

Essigsaure

Ethanol

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Ethylenglycol-bis(R-aminoethylether) (EGTA)
ETYA

Flavinadenindinukleotid (FAD)
Flavinadeninmononukleotid (FMN)
Fixierer G 350

Fotales Kalberserum (hitzeinaktiviert) (FKS)
Formaldehyd

Glucose

Glycerol

HAT-Supplement

Sigma (Deisenhofen)
Merck (Darmstadt)
Biomol (Hamburg)
Bayer (Leverkusen)
Merck (Darmstadt)
Sigma (

Merck (Darmstadt)

Roche (Mannheim)

Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)
Promega (Madison, USA)
Gibco (Karlsruhe)

Cambrex (Verviers, Belgien)
Alexis (Griunberg)
Amersham Pharmacia (Freiburg)
Agfa-Gevaert (Leverkusen)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)
Biomol (Hamburg)

Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)
Agfa-Gevaert (Leverkusen)
Gibco (Karlsruhe)

Merck (Hohenbrunn)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Gibco (Karlsruhe)

Hepes (N-[2-Hydroxyethyl]piperazin-N"-[2-ethansulfonsaure])

L-Homoarginin

HotStarTaq Master Mix Kit
lonenaustauscherharz Dowex AG50W-X8
Isotonische Kochsalzlésung
Kaliumbromid

Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat

Sigma (Deisenhofen)
Sigma (Deisenhofen)
Qiagen (Hilden)

Bio-Rad (Minchen)
Baxter (UnterschleiRheim)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

141



Anhang

Kaliumhydroxid

Kupfersulfat

Losartan

Magensiumchlorid
3-Mercaptoethanol

Methanol

Milchpulver
3-[N-Morpholino]propansulfonsaure (MOPS)
Natriumacetat

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid

Natriumnitrat
Natrium['°N]nitrat, (98,5% '°N)

Natriumnitrit
Natrium['°N]nitrit, (98,5% '°N)

Natriumphosphat

Natriumtetraborat
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH)
NC-Monomethyl-L-Arginin (L-NMMA)
NC-Monomethyl-L-['*C]-Arginin

N€ ,N®-Dimethyl-L-Arginin

(Asymmetrisches Dimethyl-L-Arginin, ADMA)
N® N€’-Dimethyl-L-Arginin

(Symmetrisches Dimethyl-L-Arginin, SDMA)
NC-Nitro-L-Arginin (L-NNA)
L-Ornithinhydrochlorid-3,3,4,4,5,5,-de

(98% flr alle Deuterium-Atome)
ortho-Phthaldialdehyd (OPA)

PD 123,319

Pentafluorobenzylbromid (PFB)
Pentafluoropropionsaureanhydrid (PFAA)

Ponceau S

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

MSD Sharp & Dome (Haar)
Merck (Darmstadt)

Sigma (Deisenhofen)
Merck (Darmstadt)

Nestle (Frankfurt)

Sigma (Deisenhofen)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Riedel de Haen (Seelze)

MSD Isotopes MFC (Montreal,
Canada)

Riedel de Haen (Seelze)
Cambridge Isotope Laboratories
(Andover, MA, USA)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Boehringer (Mannheim)

Sigma (Deisenhofen)

Prof. Vallance Lab. (London, UK)

Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)
Cambridge Isotope Laboratories
(Andover, MA, USA)

Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)
Rockford, USA)

Sigma (Deisenhofen)

Pierce

(
(
(
(
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Pravastatin

2-Propanol
Protease-Inhibitor-Cocktail
Proteinstandard (Broad Range)
Pyrrolidindithiocarbamat (PDTC)
QuantiTect™ SYBR®Green PCR Kit
Random Primer

RNAsin

RNAzol

Salzsaure

Simvastatin

Sodiumdodecylsulfat (SDS)
SuperScript™ Il

Szintillationsfliissigkeit, Ultima Gold®

Tetrahydrobiopterin (H4B)

Tetramethylethylenamin (TEMED)

Tris(hydroxymethyl)aminomethan

(Tris/HCI bzw. Tris/Base)

Triton X-100

Trypsin (10x)

Tween® 20 (Polyoxyethylensorbitan-
monolaurat)

WY 14,643

Substanzen mit R- und S- Satzen

Aceton

Acrylamid/ Bisacrylamid 37,5:1
Ameisensaure
Ammoniumpersulfat
Atorvastatin

Bradfordreagenz
Bromcyan-aktivierte Agarose
Calciumchlorid

Cerivastatin

Chloroform

A 0 0 0 0 0 0 0 0 A0

Bristol-Myers-Squibb (Regensburg)
Merck (Darmstadt)

Sigma (Deisenhofen)

Bio-Rad (Minchen)

Sigma (Deisenhofen)

Qiagen (Hilden)
Promega (Madison, USA)
Promega (Madison, USA)
WAK-Chemie (Steinbach)
Merck (Darmstadt)

Merck (Rahway, USA)
Serva (Heidelberg)

Gibco (Karlsruhe)

Packard Bioscience (Groningen,

Niederlande)

Sigma (Deisenhofen)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)
Sigma (Deisenhofen)
Gibco (Karlsruhe)

Sigma (Deisenhofen)

Alexis (Grinberg)

: 11-36-66-67

: 45-46-23/24/25-48

: 35

: 8-22-36/37/38-42/43
: 36-48/22

1 34-20/21/22

1 26/27/28-32-50/53

36

: 25-41-51/53
1 22-38-40/20/22

nu 0O n nu nu unu unu nu nom

: 9-16-26

: 36/37/39-43-45-60
1 23-26-45

1 22-24-26-37

: 25-53

1 24-25-45-36/37/39
. 7-28-29-45-60-61

1 22-44

1 22-26-38-45

: 36/37
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Citronensaure (wasserfrei)

Dimethylamin
Essigsaure
Ethanol
Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraessigsaure

Formaldehyd
Kaliumhydroxid
Kupfersulfat
3-Mercaptoethanol
Methanol

3-(N-Morpholino)propansulfonsaure

Natriumchlorid
Natriumhydroxid
Natriumphosphat
Natriumtetraborat
ortho-Phthaldialdehyd
Ponceau S
2-Propanol

Salzsaure

Sodiumdodecylsulfat (SDS)

Tetramethylethylenamin
(TEMED)

Toluol

Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Triton X-100
Trypsin

A 0 A0 D

Fir die GC-MS verwendete Gase

Argon (5,0), Helium (5,0), Methan (5,5)

Zellen

EA.hy 926

Humane Koronararterienendothelzellen (HCAEC)

A A0 0 0 X0 X0V 0 O N0 N0 0 N0 XN N0 0 N0 O N0 N0 U O X

36

. 22-36/37/38

10-35

11

: 22-26-36/37/38-40
: 22-36/37/38

: 23/24/25-34-40-43
: 22-35

: 22-36/38-50/53

: 24-20/22-36/37-41
: 11-23/24/25-39/23/24/25
: 36/37/38

: 36/37/38

: 35

: 36/38

/

: 20/21/22-36/37/38
: 36/37/38
11

34-37

1 22-36/38
: 11-20/22-34

:11-20
: 36/38
1 22-41
: 36/37/38-42

w 0o o o nunnononuonounnononuaonownwnnnnuonuownow

w0 v o

: 26

: 26-36

: 23-26-45

:7-16

: 26-28-36/37/39-45-51
: 26-36

: 26-36/37/39-45-51
: 26-36/37/39-45

: 22-60-61

: 26-36/37/39-45

. 7-16-36/37-45

: 26-36

. 26-36

: 26-37/39-45

/

1 24/25

: 26-36

: 26-36

1 7-16

: 26-36/37/39-45

/

: 16-26-36/37/39-45

: 16-25-29-33

/

1 24-26-39
1 22-24-26-36/37

Linde (Hannover)

Dr. Edgell Lab. (North Carolina,

USA)

Cambrex (Verviers, Belgien)
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Losungen und Puffer

Aktivitatspuffer:

AssayMix (DDAH-Aktivitat)

Boratpuffer, pH 8,5:

Krebs-Puffer:

3x Lammli-Puffer:

Laufpuffer, pH 8,3:

Medium fir zellbiologische Arbeiten:

MOPS-EDTA:

Murakami-Puffer:

PBS:

Phosphatpuffer, pH 7,0:

300 mM
150 mM
1TmM

200 uyM
0,05 %o (V/V)

in Aktivitatspuffer

02M

131 mM
25 mM

20 mM

55 mM
55 mM
2,5 mM
1TmM

1 mM

18,75 % (v/v)
30 % (v/v)
15 %(v/v)
30 % (v/v)
0,002 % (v/v)

192 mM
25 mM
2,5 % (viv)

10 % (v/v)
2 % (v/v)

in DMEM (Gibco)

0,2M
0,05 M
2 % (viv)

50 mM
5 mM
5 mM
5mM

137 mM
61,1 mM
6,5 mM
2,7 mM
1,5 mM
0,68 mM
0,5mM

50 mM

NaCl
Na3PO4
EDTA

L-NMMA
L-["*C]-NMMA

Borsaure

NaCl
NaH003
Hepes
Glucose
KCI
CaC|2
MgC|2
N8H2P04

Tris/HCL, 0,5 M, pH 6,8
Glycerin
[3-Mercaptoethanol
SDS, 20 % (w/v)
Bromphenolblau

Glycin
Tris/HCI
SDS, 20 % (w/v)

FKS
HAT

MOPS
Natriumacetat
0,5 M EDTA (pH 8,0)

Tris/HCI, pH 7,4
MgClZ
EDTA
EGTA

NaCl
Glucose
Na,HPO,
KCI
KH,PO,
CaCI2
MgCl,

NaH2PO4
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10 x TBE:

TBS, pH 7,6:

TBST, pH 7,6:

Transferpuffer:

0,9 M
0,89 M
4 % (vIv)

150 mM
10 mM

150 mM
10 mM
0,1 %

192 mM
25 mM

10 % (v/v)
1 % (viv)

Fur die HPLC verwendete Laufpuffer:

Eluent A, pH 6,8:

Eluent B:

Gele

Agarose-Gel:

Denaturierendes RNA-Gel:

Sammelgel:

Trenngel:

33,3 mM
33,3 % (v/v)
90 % (v/v)

1,8 % (w/v)
0,01 %o (V/v)
in TBE (1x)

1 % (wlv)
5 % (vIv)
0,01 %o (v/v)

Tris/Base
Borsaure
0,5 M EDTA (pH 8,0)

NaCl
Tris/HCI

NaCl
Tris/HCI
Tween® 20

Glycin

Tris/HCI
Methanol

SDS, 20 % (w/v)

Citronensaure (wasserfrei)
Methanol
Methanol

Agarose
Ethidiumbromid

Agarose
Formaldehyd
Ethidiumbromid

in MOPS-EDTA (1x)

4 % (viv)

2,5 % (viv)
0,5 % (v/v)
0,5 % (v/v)
0,1 % (viv)

10 % (v/Iv)
18,8 % (v/v)
0,5 % (viv)
0,5 % (v/v)
0,05 % (v/v)

Acrylamid/Bisacrylamid; 37,5:1
Tris/HCI, 0,5 M, pH 6,8

SDS, 20 % (w/v)

APS, 10 % (w/v)

TEMED

Acrylamid/Bisacrylamid; 37,5:1
Tris/HCI, 2 M, pH 8,8

SDS, 20 % (w/v)

APS, 10 % (w/v)

TEMED
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Verbrauchsmaterial

Autosamplergefalle
mit Bérdelverschluss (GC-MS)

Autosamplergefalle
mit Rundboden, Chromacol (HPLC)
Autosamplergefalle

mit Schnappdeckelverschluss (GC-MS)

Bordelkappen mit geschlitztem Deckel (HPLC)
Eppendorfgefalle (0,5, 1,5, 2 ml)

Falcon Réhrchen (15, 50 ml)

Filmmaterial (X-OMAT)

Filterpapier 3 MM

Glaskapillaren fur Light Cycler

HPLC-Séaule: CC 250/4 Nucleosil 100-5 CgHg
HPLC-Vorsaule: CC 8/4 Nucleosil 100-5-CgHg
Kapillarsaule DB-5 MS

(30m x 0,25mm 1.D., 0,25 pm Filmdicke)
(Nitrat, Nitrit)

Kapillarsaule Optima-17

(30m x 0.25mm 1.D., 0,25 pym Filmdicke)
(ADMA)

Klvetten 10 x 4 x 45 mm

Limited volume inserts (0,3ml)

Nitrocellulose (Protran®, 0,45 um)
Pasteurpipetten

PCR-Gefalke (0,2 ml)

PP-R&hrchen (5 ml)

Ruhrspatel 120mm

Serologische Pipetten (1, 2, 10, 25 ml)

Slide-A-Lyzer® Dialysekassette
(MWCO 10,000, 0,5-3 ml, 3-15 ml)
SPE-Kartusche Bond Elut CBA
Spritzen

Sterican®-Kanllen

GC-Chromatographie Service GmbH

(Langerwehe)

Abimed (Langenfeld)

GC-Chromatographie Service GmbH
(Langerwehe)

Macherey-Nagel (Dlren)

Eppendorf (Hamburg)

Becton Dickinson (Heidelberg)
Kodak (Stuttgart)

Whatmann (Maidstone, UK)
Hoffmann-La Roche (Basel, Schweiz)
Macherey-Nagel (DUren)
Macherey-Nagel (Dlren)

J. & W. Scientific (Ran. Cordova, USA)

Macherey-Nagel (Duren)

Sarstedt (Nimbrecht)

Brown (Wertheim)

Schleicher & Schuell (Dassel)
Brand GmbH (Wertheim)

Hybaid (Heidelberg)

Greiner (Frickenhausen)

Sarstedt (NUmbrecht)

Becton Dickinson Labware (Franklin
Lakes, USA)

Pierce (Rockford, USA)
Varian (Darmstadt)
B. Braun (Melsungen)

B. Braun (Melsungen)
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Sterilfilter (0,22, 0,45 um)
Szintillationsgefalie
Ultrazentrifugenréhrchen (30 ml)
Zellkulturflaschen 25 cm?
Zellkulturflaschen 80 cm?

Zellkulturschalen (35 x 10mm, 60 x 10 mm)

Zellschaber

Laborgerate

Agarosegelkammer

Analysenwaage

Blotkammer

Brutschrank

Chromabond Vakuumkammer
Digitalwaage

Elektrophoresekammer

GC-MS (CP-3800; 1200 Quadrupole MS)
HPLC (P580 Pumpe, ASI 100 Autosampler,
RF 2000 Fluoreszenz-Detektor)
Kdhltruhe (-20°C, -80°C)

Light Cycler

Magnetrihrer

Mikroskop, Axiovert HBO 50
PCR-Heizblock Express

pH-Meter

Photometer

Pipettus Accu-jet

Power Supply

Reinraumwerkbank LaminAir HB 2448
Speed-Vac RVC 2-25
Szintillationszahler

Thermoblock Telex Bioblock 890436 F
Thermomixer compact

Tischzentrifuge

Ultrazentrifuge Centricon (T-2170)
(Rotor 50.2 Tl)

Merck (Bruchsal)

Rudolf Franke Labortechnik (Hamburg)
Sorvall (Newton, USA)

Greiner (Frickenhausen)

Nunc (Roskilde, Danemark)

Greiner (Frickenhausen)

Greiner (Frickenhausen)

Bio-Rad (Minchen)

Mettler (Greifensee, Schweiz)
Bio-Rad (Minchen)

Heraeus (Hanau)
Macherey-Nagel (Duren)
Mettler (Greifensee, Schweiz)
Bio-Rad (Minchen)

Varian (Walnut Creek, USA)

Dionex Softron GmbH (Germering)
Kryotec (Hamburg)

Hoffmann-La Roche (Basel, Schweiz)
Heidolph (Kelheim)

Zeiss (Jena)

Hybaid (Heidelberg)

Knick (Berlin)

Perkin Elmer (Palo Alto, USA)
Eppendorf (Hamburg)

Bio-Rad (Minchen)

Heraeus (Hanau)

Christ (Osterode)

Beckmann (Palo Alto, USA)

Bioblock Scientific (lllkirch Cedex, USA)
Eppendorf (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)

Contron Instruments (Mailand, Italien)
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Vakuumpumpe Mini-Vac E 1 PeqgLab (Erlangen)
Vakuumpumpe RZ 5 (4 x 10 mbar) Vaccubrand (Wertheim)
Vortexer Heidolph (Kelheim)
Wasserdeionisierungsanlage Millipore (Eschborn)
Zentrifuge Rotina 35 R Hettich (Tuttlingen)

R- und S-Satze

R-Satze weisen auf besondere Gefahren hin

R1
R2
R3

R4
R5
R6
R7
R8
R9
R 10
R 11
R12
R14
R 15
R 16
R17
R 18

R19
R 20
R 21
R 22
R23
R24
R 25
R 26
R 27
R 28
R 29
R 30
R 31
R 32
R 33
R 34
R 35
R 36

In trockenem Zustand explosionsgefahrlich

Durch Schlag, Reibung, Feuer oder andere Ziindquellen explosionsgefahrlich
Durch Schlag, Reibung, Feuer oder andere Ziindquellen besonders
explosionsgefahrlich

Bildet hochempfindliche explosionsgefahrliche Metallverbindungen
Beim Erwarmen explosionsfahig

Mit und ohne Luft explosionsfahig

Kann Brand verursachen

Feuergefahr bei Beriihrung mit brennbaren Stoffen
Explosionsgefahr bei Mischen mit brennbaren Stoffen

Entzindlich

Leichtentzlindlich

Hochentzindlich

Reagiert heftig mit Wasser

Reagiert mit Wasser unter Bildung hochentziindlicher Gase
Explosionsgefahrlich in Mischung mit brandférdernden Stoffen
Selbstentzundlich an der Luft

Bei Gebrauch Bildung explosionsfahiger/leichtentziindlicher Dampf-Luftgemische
moglich

Kann explosionsfahige Peroxide bilden

Gesundheitsschadlich beim Einatmen

Gesundheitsschadlich bei Beruhrung mit der Haut
Gesundheitsschadlich beim Verschlucken

Giftig beim Einatmen

Giftig bei Beruhrung mit der Haut

Giftig beim Verschlucken

Sehr giftig beim Einatmen

Sehr giftig bei Berihrung mit der Haut

Sehr giftig beim Verschlucken

Entwickelt bei Bertihrung mit Wasser giftige Gase

Kann bei Gebrauch leicht entzindlich werden

Entwickelt bei Bertihrung mit Saure giftige Gase

Entwickelt bei Bertihrung mit Saure sehr giftige Gase

Gefahr kumulativer Wirkungen

Verursacht Veratzungen

Verursacht schwere Veratzungen

Reizt die Augen
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R 37
R 38
R 39
R 40
R 41
R42
R 43
R44
R 45
R 46
R 48
R 49
R 50
R 51
R 52
R 53
R 54
R 55
R 56
R 57
R 58
R 59
R 60
R 61
R 62
R 63
R 64
R 65
R 66
R 67

Reizt die Atmungsorgane

Reizt die Haut

Ernste Gefahr irreversiblen Schadens

Irreversibler Schaden mdglich

Gefahr ernster Augenschaden

Sensibilisierung durch Einatmen mdglich

Sensibilisierung durch Hautkontakt mdglich

Explosionsgefahr bei Erhitzen unter Einschluss

Kann Krebs erzeugen

Kann vererbbare Schaden verursachen

Gefahr ernster Gesundheitsschaden

Kann Krebs erzeugen

Sehr giftig fur Wasserorganismen

Giftig fir Wasserorganismen

Schadlich fir Wasserorganismen

Kann in Gewassern langerfristig schadliche Wirkungen haben
Giftig flr Pflanzen

Giftig fur Tiere

Giftig fur Bodenorganismen

Giftig fir Bienen

Kann langerfristig schadliche Wirkungen auf die Umwelt haben
Gefahrlich fir die Ozonschicht

Kann die Fortpflanzungsfahigkeit beeintrachtigen

Kann das Kind im Mutterleib schadigen

Kann mdglicherweise die Fortpflanzungsfahigkeit beeintrachtigen
Kann das Kind im Mutterleib méglicherweise schadigen

Kann Sauglinge Uber die Muttermilch schadigen
Gesundheitsschadlich: kann beim Verschlucken Lungenschaden verursachen
Wiederholter Kontakt kann zu sproder oder rissiger Haut fiihren
Dampfe kénnen Schlafrigkeit und Benommenheit hervorrufen

S-Satze dienen als Sicherheitsratschlage

S1
S2
S3
S4
S5
S6
S7
S8
S9
S 12
S13
S 14
S 15
S 16
S 17
S 18
S 20

Unter Verschluss aufbewahren

Darf nicht in die Hande von Kindern gelangen

Kuhl aufbewahren

Von Wohnplatzen fernhalten

Unter...aufbewahren (geeignete Flissigkeit vom Hersteller anzugeben)
Unter...aufbewahren (inertes Gas vom Hersteller anzugeben)

Behalter dicht geschlossen halten

Behalter trocken halten

Behalter an einem gut beliifteten Ort aufbewahren

Behalter nicht gasdicht verschlie3en

Von Nahrungsmitteln, Getranken und Futtermitteln fernhalten
Von...fernhalten (inkompatible Substanzen sind vom Hersteller anzugeben)
Vor Hitze schitzen

Von Zindquellen fernhalten — Nicht rauchen

Von brennbaren Stoffen fernhalten

Behalter mit Vorsicht 6ffnen und handhaben

Bei der Arbeit nicht essen und trinken
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S 21
S 22
S 23

S24
S 25
S 26

S 27
S 28

S 29
S 30
S 33
S35
S 36
S 37
S 38
S 39
S 40

S 41
S 42

S 43

S 45

S 46

S 47
S 48
S 49
S50
S 51
S 52
S 53
S 56
S 57
S 59

S 60
S 61

S 62

S 63

S 64

Bei der Arbeit nicht rauchen

Staub nicht einatmen

Gas/Rauch/Dampf/Aerosol nicht einatmen (geeignete Bezeichnung(en) vom
Hersteller anzugeben)

Berthrung mit der Haut vermeiden

BerUhrung mit den Augen vermeiden

Bei Beruhrung mit den Augen sofort grindlich mit Wasser abspulen und Arzt
konsultieren

Beschmutzte, getrankte Kleidung sofort ausziehen

Bei Berthrung mit der Haut sofort abwaschen mit viel...(vom Hersteller
anzugeben)

Nicht in die Kanalisation gelangen lassen

Niemals Wasser hinzugiefRen

MafRnahmen gegen elektronische Aufladung treffen

Abfalle und Behalter missen in gesicherter Weise beseitigt werden

Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung tragen

Geeignete Schutzhandschuhe tragen

Bei unzureichender Belliftung Atemschutzgerat anlegen
Schutzbrille/Gesichtsschutz tragen

FuBboden und verunreinigte Gegenstande mit...reinigen (Material vom
Hersteller anzugeben)

Explosions- und Brandgase nicht einatmen

Bei Rauchern/Verspriihen geeignetes Atemschutzgerat anlegen (geeignete
Bezeichnung(en) vom Hersteller anzugeben)

Zum Ldschen...(vom Hersteller anzugeben) verwenden (wenn Wasser die
Gefahr erhoht, anfligen: ,Kein Wasser verwenden®)

Bei Unfall oder Unwohlisein sofort Arzt hinzuziehen (wenn mdglich, dieses Etikett
vorzeigen)

Bei Verschlucken sofort arztlichen Rat einholen und Verpackung oder Etikett
vorzeigen

Nicht bei Temperaturen Uber...°C aufbewahren (vom Hersteller anzugeben)
Feucht halten mit...(geeignetes Mittel vom Hersteller anzugeben)

Nur die Originalbehalter aufbewahren

Nicht mischen mit...(vom Hersteller anzugeben)

Nur in gut gellfteten Bereichen verwenden

Nicht grof¥flachig fur Wohn- und Aufenthaltsraume zu verwenden

Exposition vermeiden — vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen
Diesen Stoff und seinen Behalter der Problemabfallentsorgung zufiihren

Zur Vermeidung einer Kontamination der Umwelt geeignete Behalter verwenden
Information zur Wiederverwendung/Wiederverwertung beim
Hersteller/Lieferanten erfragen

Dieser Stoff und sein Behalter sind als gefahrlicher Abfall zu entsorgen
Freisetzung in die Umwelt vermeiden. Besondere Anweisungen
einholen/Sicherheitsdatenblatt zu Rate ziehen

Bei Verschlucken kein Erbrechen herbeifiihren. Sofort arztlichen Rat einholen
und Verpackung oder dieses Etikett vorzeigen

Bei Unfall durch Einatmen: Verunfallten an die frische Luft bringen und ruhig
stellen

Bei Verschlucken Mund mit Wasser ausspulen (nur wenn Verunfallter bei
Bewusstsein ist)
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Ergebnistabellen

Zu Abbildung 22 A: Berechnung der Konzentration von [**N]-Nitrit in pmol/ml und Angabe
der Mittelwerte + SEM:

Zeit (min) Kontrolle ADMA L-NMMA L-NNA
1 17,99 £ 1,35 19,29 £ 3,22 17,74 £ 0,90 14,68 + 0,59
3 53,52 + 0,96 49,33 £ 5,14 43,45+ 2,25 29,88 + 2,95
85,23 + 5,94 77,33+2,16 78,74 £ 2,59 46,61 £ 3,38
10 206,15 + 20,71 157,72 + 10,44 148,49 + 1,46 77,40 + 3,41
20 368,73 + 3,81 290,93 + 23,93 233,02 + 40,57 123,03 + 2,32
30 480,07 + 6,00 381,78 + 16,09 369,32 + 56,63 179,81 £ 0,34

Zu Abbildung 22 B: Berechnung der

prozentualen Veranderung

der ["N]-Nitrit-

Konzentration im Vergleich zur Kontrolle und Angabe der Mittelwerte + SEM:

ADMA

L-NMMA

L-NNA

["°N]-Nitrit

23,49 £ 5,06

27,97 £0,71

62,4 + 1,66

Zu Abbildung 22 C: Berechnung der Konzentration von [*°N]-Nitrat in pmol/ml und Angabe

der Mittelwerte + SEM:

Zeit (min) Kontrolle ADMA L-NMMA L-NNA
1 14,50 + 3,58 21,68 £ 6,67 19,86 + 23,40 11,23 £ 0,67
37,25 + 22,94 45,83 + 7,40 50,50 + 13,48 18,35+ 9,67
81,30+ 2,79 82,57 £ 20,37 76,22 + 20,91 21,78 + 10,89
10 152,72 + 5,50 129,14 + 4,54 126,55 + 7,91 89,94 + 21,48
20 268,75+ 7,73 229,71 + 28,16 238,39+ 51,73 123,30+ 7,13
30 380,80 + 2,44 309,84 + 58,79 420,81 + 111,36 177,47 + 1,46

Zu Abbildung 22 D: Berechnung der prozentualen Verdnderung der ["N]-Nitrat-

Konzentration im Vergleich zur Kontrolle und Angabe der Mittelwerte + SEM:

ADMA

L-NMMA

L-NNA

["°N]-Nitrat

15,44 + 2,97

17,14 £ 5,18

41,11 £ 14,06
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Zu Abbildung 23: Berechnung der ['°N]-Nitrit-Bildungsgeschwindigkeit in nmol/min x mg und
Angabe der Mittelwerte + SEM:

E[ENzl-Arginin [uM]| Kontrolle ADMA 1 uM | ADMA2uuM | ADMA 5 uM | ADMA 10 uM
0 0 0 0 0 0
2,5 0,243 £+ 0,017 | 0,188 + 0,021 | 0,160 £ 0,018 | 0,127 + 0,020 | 0,076 £+ 0,002
5 0,337 £ 0,031 | 0,308 + 0,023 | 0,251 £ 0,019 | 0,212 + 0,038 | 0,138 £+ 0,007
7,5 0,505 + 0,025 | 0,408 + 0,030 | 0,361 £ 0,045 | 0,274 + 0,010 | 0,171 £ 0,028
10 0,563 £ 0,040 | 0,566 + 0,027 | 0,441 £ 0,023 | 0,374 + 0,034 | 0,262 £+ 0,020
12,5 0,536 0,463 0,438 0,350 0,267
15 0,615+ 0,033 | 0,576 + 0,090 | 0,486 £ 0,009 | 0,471 + 0,020 | 0,281 £ 0,023
20 0,702 £ 0,029 | 0,617 £ 0,048 | 0,582 £ 0,047 | 0,528 + 0,016 | 0,411 £ 0,034
30 0,796 + 0,092 | 0,749 + 0,074 | 0,634 £ 0,046 | 0,593 £ 0,004 | 0,474 + 0,047
40 0,776 + 0,042 | 0,816 + 0,093 | 0,720 + 0,044 | 0,611 £ 0,020 | 0,570 + 0,050
Zu Abbildung 24 A: Originaldaten fir die Lineweaver-Burk-Auftragung
1/ L-
[*N]- 1/[8NJ-Nitrit [nmol/min x mg]
Arginin
[1/uM]
Kontrolle ADMA 1 uM ADMA 2 uM
0,400 | 4,604 | 3,774 | 4,065 | 4,779 | 5,289 | 4,880 | 6,712 | 5,737 | 7,030 | 5,480 | 7,116
0,200 | 3,135 | 2,607 | 3,252 | 2,891 | 3,148 | 3,244 | 3,829 | 4,041 | 3,562 | 4,059 | 4,366
0,133 | 1,890 | 2,142 | 1,931 | 2,355 | 2,253 | 2,463 | 2,803 | 3,188 | 2,250 | 2,952 | 2,869
0,100 | 1,661 | 1,710 | 1,989 | 1,727 | 1,662 | 1,807 | 1,885 | 2,149 | 2,136 | 2,326 | 2,486
0,080 1,866 2,161 2,282
0,067 | 1,505 | 1,638 | 1,752 | 1,603 | 1,605 | 1,586 | 2,351 | 1,679 | 2,290 | 2,174 | 2,209
0,050 | 1,342 | 1,446 | 1,495 | 1,480 | 1,623 | 1,534 | 1,903 | 1,543 | 1,632 | 1,735 | 2,044
0,033 | 1,072 | 1,326 | 1,430 | 1,277 | 1,209 | 1,318 | 1,595 | 1,594 | 1,419 | 1,580 | 1,754
0,025 | 1,285 | 1,196 | 1,402 1,117 | 1,139 | 1,479 | 1,417 | 1,289 | 1,518 | 1,355
1‘]5&
/[A:Nﬁ]lﬁ 1/[°N]-Nitrit [nmol/min x mq]
[1/uM]
ADMA 5 uM ADMA 10 uM
0,400 6,375 11,179 8,667 6,810 12,769 12,742 13,641 13,422
0,200 4,394 3,788 5,439 5,814 6,990 7,560 6,816 7,641
0,133 3,176 4,057 3,855 3,635 5,612 5,696 4,948 7,890
0,100 2,654 2,960 2,458 2,993 4,816 3,860 4,043
0,080 3,738
0,067 1,786 2,235 2,461 3,356 3,230 3,734 4,031
0,050 1,969 1,801 1,915 2,262 2,211 2,642 2,690
0,033 1,668 1,684 1,706 1,696 1,975 2,661 2,362
0,025 2,018 1,450 1,542 1,732 1,609 1,695 2,028
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Zu Abbildung 24 B: Originaldaten fur die Hanes-Auftragung

L-[No]-
Arginin L-["®N,]-Arginin [uM]/[**N]-Nitrit [nmol/min x mg]
[uM]
Kontrolle | ADMA 1 M | ADMA 2 yM
25 | 11,51 | 943 | 10,16 | 11,95 | 13,22 | 12,20 | 16,78 | 14,34 | 17,57 | 13,70 | 17,79
5 15,68 | 13,04 | 16,26 | 14,46 | 15,74 | 16,22 | 19,14 | 20,21 | 17,81 | 20,29 | 21,83
7,5 | 14,17 | 16,06 | 14,48 | 17,66 | 16,90 | 18,47 | 21,02 | 23,91 | 16,87 | 22,14 | 21,52
10 | 16,61 | 17,10 | 19,89 | 17,27 | 16,62 | 18,07 | 18,85 | 21,49 | 21,36 | 23,26 | 24,86
12,5 23,32 27,02 28,53
15 | 22,57 | 24,58 | 26,28 | 24,04 | 24,08 | 23,79 | 35,26 | 25,18 | 34,35 | 32,61 | 33,14
20 | 26,83 | 28,92 | 29,91 | 29,60 | 32,46 | 30,68 | 38,06 | 30,86 | 32,63 | 34,70 | 40,88
30 | 32,16 | 39,77 | 42,90 | 38,31 | 36,28 | 39,53 | 47,84 | 47,82 | 42,57 | 47,40 | 52,62
40 | 51,40 | 47,86 | 56,07 44,70 | 45,54 | 59,14 | 56,68 | 51,55 | 60,72 | 54,20
L-[°N,]-
Arginin L-["®N,]-Arginin [uM]/[*°*N]-Nitrit [nmol/min x mq]
[uM]
ADMA 5 uM | ADMA 10 uM
2,5 15,94 27,95 21,67 17,02 31,92 31,85 34,10 33,56
5 21,97 18,94 27,20 29,07 34,95 37,80 34,08 38,20
7,5 23,82 30,43 28,91 27,26 42,09 42,72 37,10 59,17
10 26,54 29,60 24,58 29,94 48,16 38,60 40,43
12,5 46,73
15 26,78 33,53 36,92 50,33 48,44 56,02 60,46
20 39,38 36,03 38,30 45,25 44,22 52,85 53,81
30 50,03 50,52 51,18 50,88 59,25 79,84 70,85
40 80,74 58,00 61,66 69,27 64,36 67,81 81,11

Zu Abbildung 25: Sekundarauftragung nach Lineweaver-Burk

KulV
ADMA LM (1+ ADMA [uM]/Ki)
1 11,09
2 13,25
5 18,09
10 30,16
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Zu Abbildung 26: ["°N]-Nitrit-

Bildungsgeschwindigkeiten in nmol/min x mg Enzym mit den berechneten ['°N]-Nitrit-

Gegenuberstellung der analysierten
Bildungsgeschwindigkeiten nach Lineweaver-Burk unter Annahme einer kompetitiven
(komp.) und unter Annahme einer nicht kompetitiven (nicht-komp.) Hemmung. Die in der
Abbildung als Punkte dargestellten, analysierten Einzelwerte sind in dieser Tabelle als

Mittelwerte £+ SEM analog Abbildung 23 angegeben:

L-L°Na]- ["NJ-Nitrit [nmol/min x mg]
Arginin [uM]
ADMA 1uM | ADMA 1 uM AD('\:QJF“M ADMA 2 uM | ADMA 2 uM AD(Mni/zhzt_“M
(Analyse) (komp.) (Analyse) (komp.)

komp.) komp.)

0 0 0 0 0 0 0
25 061351* 0,191 0,190 0618?8* 0,161 0,160
5 063(()’;3; 0,317 0,315 062311; 0,275 0,271
75 064(?§oi 0,407 0,402 0638251 0,359 0,353
10 oésg§7¢ 0,473 0,468 0643;3i 0,424 0,415
12,5 0,463 0,525 0,518 0,438 0,476 0,465
15 Oésggoi 0,566 0,558 064(?8; 0,518 0,505
20 066318* 0,628 0,618 065gf7i 0,583 0,566
30 067334* 0,704 0,692 Oéﬁg’jsi 0,666 0,644
40 068353* 0,750 0,736 0{5&* 0,717 0,692

L-°Nol- ["NJ-Nitrit [nmol/min x mg]
Arginin [uM]
ADMA 5 uM | ADMA 5 uM | ADMAS UM |- ADMA0 1\ pya 49 | ADMA 10
(Analyse) (komp.) (nicht- kM UM (komp.) MM (nicht-

' komp.) (Analyse) ) komp.)

0 0 0 0 0 0 0
25 061327; 0,109 0,108 oéoggzi 0,071 0,070
5 0623§8¢ 0,196 0,191 0615’(?7* 0,133 0,128
75 0625140* 0,266 0,257 061521; 0,186 0177
10 063g§ 41' 0,324 0,311 oézgzzoi 0,232 0,219
12,5 0,350 0,372 0,355 0,267 0,273 0,255
15 06452101 0414 0,393 0628321; 0,309 0,287
20 06551861 0,480 0,452 064331 ; 0,371 0,339
30 0653341 0,573 0,534 064g:7i 0,465 0415
40 066(]210i 0,634 0,586 0655;’0* 0,531 0,467
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Zu Abbildung 27: Bestimmung der IC5, von ADMA und Angabe der Mittelwerte £+ SEM:

ADMA uM Inhibition (%)

1 12,05 + 6,62

2 17,13 £ 6,96

5 24,71 £2,54

10 41,43 +5,13
12,78 50

Zu Abbildung 28: Vergleich der Michaelis-Menten-Konstanten fiir die ["*N]-Nitrit- und fiir die
["°N]-Nitratbildung

Ku L-[°N,]-Arginin [uM] Ky L-[®N,]-Arginin [uM]
([®N]-Nitrit) ([°N]-Nitrat)
7,95 5,51
11,09 6,26
13,25 7,45
18,09 11,51
30,16 16,40

Zu Abbildung 29: Angabe der Verhiltnisse der ['°N]-Nitrit-Bildungsgeschwindigkeit zur
["°N]-Nitrat-Bildungsgeschwindigkeit als Mittelwerte + SEM:

ADMA [uM] L-Arginin [2,5 uM] | L-Arginin [20 uM]
0 0,779 £ 0178 0,808 £ 0,077
1 0,639 + 0,061 0,795+ 0,113
2 0,640 + 0,083 0,785+ 0,128
5 0,728 + 0,313 0,965 + 0,124
10 0,603 + 0,148 0,908 + 0,139

Zu Abbildung 32: Die Peakflachenverhaltnisse flr die Zielionen m/z 634 fir ADMA und m/z
640 firr [?He]-ADMA werden angegeben als Mittelwerte + SD:

ADMA [uM] m/z 634/m/z 640
0 0
0,1 0,31 £ 0,01
0,2 0,56 + 0,01
0,4 1,06 + 0,01
0,8 2,11+ 0,02
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Zu Abbildung 35: Die Peakflachenverhaltnisse des Zielions mit m/z 634 fir ADMA zu dem
Zielion mit m/z 640 fir [’Hg]-ADMA und die Peakflichenverhiltnisse fiir L-Arginin bzw. L-
["°N,]-Arginin mit m/z 586 und m/z 588 werden als Mittelwerte + SD angegeben:

ADMAIbmol17281d | 17 634/miz6ag | LAAMILINMONITAS | ) 5g6/m/z5as
Zellprotein] ug Zellprotein]
0 0,80 + 0,03 0 1,20 £ 0,04
25 0,99 + 0,01 0,25 1,30 £ 0,01
50 1,00 £ 0,02 0,50 1,34+ 0,04
75 1,27 £ 0,03 10 1,53+ 0,01
100 1,39 £ 0,03 2,0 175+ 0,02

Zu Abbildung 36 und 37: Analyse der ADMA-Konzentration gleicher Proben mit HPLC und
mit GC-MS und Berechnung der Mittelwerte der mit HPLC und GC-MS bestimmten ADMA-

Konzentrationen einer Probe und der Differenz dieser Konzentrationen flr die Analyse der

Daten nach Bland-Altman (Konzentrationsangabe in uM):

MW der HPLC- HPLC-
Messergebnisse | Messergebnisse
HPLC GC-MS und der GC-MS- | - GC-MS-
Messdaten Messdaten
0,79 0,73 0,76 0,06
Serum basal 0,78 0,81 0,79 -0,03
0,72 0,79 0,76 -0,07
1,50 1,86 1,68 -0,36
Serum + 1 uM
ADMA " 1,49 1,59 1,54 -0,10
1,32 1,85 1,58 -0,53
4,20 5,13 4,67 -0,93
Serum + 5 yM
ADMA | 419 5,84 5,01 1,65
4,09 574 4,91 -1,65
MW der
Differenzen -0,58
2SD der
Differenzen 1,35

Zu Abbildung 38: Berechnung der ADMA-Konzentrationen in pmol/ug Protein und Angabe

der prozentualen Veranderung im Vergleich zur Kontrolle als Mittelwerte + SEM:

Statinkonzentration Atorvastatin Cerivastatin Pravastatin
0,01 uM 72,81+ 2,38 99,40 + 1,39 119,14 £+ 17,97
0,1 uM 76,75 + 9,61 98,21 +7,15 109,66 + 11,77

1 uM 70,62 + 6,02 118,06 + 7,14 106,61 + 8,87

10 uM 77,26 £ 5,22 107,76 £ 1,30 93,17 £ 4,72
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Zu Abbildung 39: Bestimmung der ADMA-Konzentration in pmol/ug Protein und Angabe der

prozentualen Veranderung im Vergleich zur Kontrolle als Mittelwerte + SEM:

Inkubationszeit (h) Atorvastatin 10 uM Cerivastatin 0,1 yM Pravastatin 10 pM
6 83,73+ 9,63 89,54 + 4,94 92,35 + 3,36
12 77,26 + 5,22 89,97 + 15,53 80,72+ 5,78
24 119,09 + 13,18 117,46 + 13,95 116,62 + 16,21
36 137,84 + 13,64 140,71 + 21,77 100,57 + 4,87
48 187,55 + 5,86 225,22 + 24,88 108,09 + 6,93

Zu Abbildung 40: Berechnung der prozentualen Veranderung der LDH-Aktivitat im

Vergleich zur Kontrolle und Angabe derselben als Mittelwerte + SEM:

Inkubationszeit (h) | Atorvastatin 10 uM | Cerivastatin 0,1 yM | Pravastatin 10 yM
12 127,78 £ 7,41 196,30 + 51,54 121,30 £ 21,60
24 102,38 + 30,16 201,90 + 14,60 95,24 + 14,60
36 525,00 + 14,29 268,21 + 21,74 142,39 + 35,51
48 1116,67 + 135,56 1216,33 + 82,99 128,06 + 30,44

Zu Abbildung 41: Angabe der prozentualen Veranderung der DDAH 1-und der DDAH 2-
Expression im Vergleich zu GAPDH und zur Kontrolle als Mittelwerte + SEM:

Zu Abbildung 43: Angabe der prozentualen Veranderung der DDAH 1- und der DDAH 2-

Expression auf Proteinebene im Vergleich zu B-Tubulin und zur Kontrolle als Mittelwerte +

Inkubationszeit (h) DDAH(:';E);&rfssion DDAH(fn-E);&';:ssion
6 130,37 + 11,31 115,38 + 4,23
12 93,35+ 1,76 112,02 + 4,90
24 97,28 + 9,59 98,40 + 1,88
48 82,76 + 2,85 98,08 + 3,00

SEM:
DDAH 1-Expression | DDAH 2-Expression
(Protein) (Protein)
Kontrolle 100,00 £ 4,58 100,00 = 2,81
Atorvastatin 10 yM 104,36 £ 1,06 102,07 £ 8,09
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Zu Abbildung 44: Angabe der prozentualen Veranderung der DDAH-Aktivitat als Mittelwerte
+ SEM:

Inkubationszeit Atorvastatin Cerivastatin Pravastatin
(h) 10 uM 0,1 uM 10 uM
6 133,28 +41,34 123,14 + 34,88 97,66 + 21,58
12 93,54 £ 16,10 97,81 £ 19,22 92,76 + 10,63
24 84,28 + 6,99 80,74 £ 12,39 90,09 + 7,11

Zu Abbildung 45: Angabe der prozentualen Veranderung der DDAH-Aktivitat im Vergleich
zur Kontrolle als Mittelwerte + SEM:

DDAH-Aktivitat
Kontrolle 100,00 * 6,59
Atorvastatin 0,1 uM 99,78 + 8,51
Atorvastatin 1 yM 101,79 £ 13,04
Atorvastatin 10 yM 109,64 + 18,87

Zu Abbildung 46: Analyse der ADMA-Konzentrationen im Zelliberstand als pmol/ug Protein
und Angabe der Mittelwerte + SEM:

ADMA [pmol/ug Protein]

Kontrolle 3,89 +0,39

LDL 100 mg/dl 3,11+ 0,41

LDL 200 mg/dl 3,19+0,19

LDL 300 mg/dI 3,28 £0,15

LDL 300 mg/dl + PDTC 1 yM 3,39+0,29
oxLDL 3 mg/dI 3,10+ 0,19

oxLDL 10 mg/dl 2,91+0,11
oxLDL 30 mg/dI 3,09 £ 0,27
oxLDL 30 mg/dl + PDTC 1 uM 297 +£0,17
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Zu Abbildung 47: Angabe der prozentualen Veranderung der DDAH 1- und der DDAH 2-

Expression im Vergleich zur Kontrolle als Mittelwerte £+ SEM:

DDAH 1-Expression DDAH 2-Expression

Kontrolle 100,00 + 11,75 100,00 + 7,59

LDL 100 mg/dI 94,47 + 8,10 97,10 £ 12,40
LDL 200 mg/dl 95,68 + 9,96 101,12 + 4,49
LDL 300 mg/dI 101,54 + 5,11 101,28 + 1,64
LDL 300 mg/dl + PDTC 1 uM 93,88 + 10,09 100,21 + 4,99
oxLDL 3 mg/dI 90,59 + 21,90 96,29 + 8,48
oxLDL 10 mg/di 103,71 £ 2,44 124,00 + 3,56
oxLDL 30 mg/dl 98,59 + 12,38 123,79 £ 5,17
oxLDL 30 mg/dl + PDTC 1 uM 103,14 + 1,33 125,15 + 3,62

Zu Abbildung 48: Angabe der prozentualen Anderung der DDAH-AKktivitat im Vergleich zur

Kontrolle als Mittelwerte + SEM:

DDAH-Aktivitat
Kontrolle 100,00 + 11,95
LDL 100 mg/dI 92,08 + 7,29
LDL 200 mg/dI 87,72 +7,37
LDL 300 mg/dI 90,28 + 7,94
LDL 300 mg/dl + PDTC 1 uyM 81,14 £ 6,18
oxLDL 3 mg/dl 74,78 £ 13,43
oxLDL 10 mg/dI 79,70 £ 7,94
oxLDL 30 mg/dI 88,67 + 8,65
oxLDL 30 mg/dl + PDTC 1 pM 87,36 + 5,86

Zu Abbildung 50: Prozentuale Veranderung der ADMA-Konzentration, die in pmol/ug

Protein berechnet wurde, als Mittelwerte £+ SEM dargestellt:

ADMA-Konzentration

ADMA-Konzentration

in EA.hy 926-

Zelliiberstanden

in HCAEC-
Zelliiberstanden

Kontrolle 100,00 = 0,00 100,00 + 18,86

WY 100 uM 95,00 £ 9,28 131,29 + 21,01
WY 200/250 pM 137,73 + 31,53 140,40 + 4,70
ETYA 50 uM 138,39 + 3,94 134,40 + 8,20
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Zu Abbildung 51: Angabe der prozentualen Veranderung der DDAH 1- und der DDAH 2-

Expression als Mittelwerte + SEM:

DDAH 1-Expression | DDAH 2-Expression
Kontrolle 100,00 + 5,57 100,00 + 8,28
WY 200 uM 88,46 + 11,28 87,65 + 13,22
ETYA 50 uM 89,48 + 2,91 86,47 + 3,61

Zu Abbildung 52: Prozentuale Anderung der DDAH-Aktivitat als Mittelwerte + SEM

dargestellt:

DDAH-Aktivitat

Kontrolle 100,00 + 13,00
WY 250 uM 86,05 + 11,01
ETYA 50 uM 76,20 + 25,79

Zu Abbildung 53: Bestimmung der ADMA-Konzentration im Zellkulturiiberstand in pmol/ug

Protein und Zusammenfassung der Daten in Form der Mittelwerte £ SEM:

ADMA [pmol/ug Protein]
Kontrolle (0,33 % Ethanol) 3,27 £ 1,05
Ciglitazon 1 yM 3,81 +£0,92
Ciglitazon 10 uyM 3,54 £ 0,50
T 0070907 + Ciglitazon 1 uM 3,21+ 0,61
T 0070907 + Ciglitazon 10 yM 3,96 + 1,28

Zu Abbildung 55: Bestimmung der ADMA-Konzentration als pmol/ug Protein und
Berechnung der Mittelwerte + SEM:

ADMA [pmol/ug Protein]
Kontrolle 3,87 £0,19
Angiotensin 0,01 pM 4,74 + 0,31
Angiotensin 0,1 uM 4,23+0,14
Angiotensin 1 yM 4,39 +£0,28
Ang + Los 0,01 uM 2,56 £ 0,24
Ang + Los 0,1 uM 3,15+£0,29
Ang + Los 1 uM 3,40 £ 0,25
Ang + PD 0,01 uM 3,59 £ 0,56
Ang + PD 0,1 uM 4,36 + 0,44
Ang + PD 1 uM 3,02 £ 0,38
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Zu Abbildung 56: Prozentuale Veranderung der DDAH 1- und der DDAH 2-Expression im

Vergleich zur Kontrolle als Mittelwerte £+ SEM angegeben:

DDAH 1-Expression | DDAH 2-Expression

Kontrolle 100,00 + 19,07 100,00 + 15,45
Angiotensin 0,01 uM 93,99 + 8,28 85,16 £ 9,38
Angiotensin 0,1 yM 103,31 £ 10,40 101,09 £ 8,95
Angiotensin 1 yM 90,81 £ 6,69 93,95 £ 7,96
Ang + Los 0,01 uM 108,80 + 13,25 107,92 + 7,94
Ang + Los 0,1 yM 112,35 £ 5,52 89,04 £ 5,18

Ang + Los 1 uM 93,95+ 7,23 89,59 + 10,22

Ang + PD 0,01 uM 106,94 + 7,19 103,81 + 14,53
Ang + PD 0,1 yM 95,17 + 6,28 93,05 £ 4,97
Ang + PD 1 uyM 111,61 +£4,73 108,08 £ 9,71

Zu Abbildung 57: Berechnung des Verhaltnisses der eNOS- und der B-Tubulin-Expression

und Angabe der prozentualen Veranderung im Vergleich zur Kontrolle als Mittelwerte £+ SEM:

eNOS-Expression

(kontinuierliche Inkubation) (intermittierende Inkubation)

eNOS-Expression

Kontrolle 100,00 + 0,00 100,00 + 0,00
Atorvastatin 1 uM (EA.hy 926) 154,43 + 28,72 100,72 + 25,33
Atorvastatin 10 yM (EA.hy 926) 160,84 £ 20,28 106,89 £ 4,19

Atorvastatin 1 yM (HCAEC)

211,42 £ 35,22

145,55 + 26,54

Zu Abbildung 58: Berechnung der prozentualen Anderung der eNOS-Expression als

Mittelwerte + SEM:

eNOS-Expression

Kontrolle

100,00 + 0,00

eNOS-Expression

(kontinuierliche Inkubation) (intermittierende Inkubation)

100,00 + 0,00

Simvastatin 0,1 uM (EA.hy 926)

103,10 + 5,32

108,88 + 6,15

Simvastatin 1 uM (EA.hy 926)

207,17 £ 12,00

114,91 £ 10,51

Simvastatin 0,1 yM (HCAEC)

110,11 + 15,66

101,99 + 18,42

Simvastatin 1 yM (HCAEC)

228,75 + 63,39

107,99 + 28,03
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