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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Stickoxydsynthase

1.1.1. Geschichtliches zur Stickoxydsynthase

Krebserregende Nitrosamine waren in den siebziger Jahren der Grund, da3 man sich
zum ersten Mal mit der Frage befasste, ob Nitrat und Nitrit im menschlichen Korper
auch selbstdandig, ohne Mithilfe von Bakterien gebildet wird. Bilanzierungsstudien
ergaben, dafl der Mensch mehr Nitrat/Nitrit ausscheidet als er zu sich nimmt. Somit
konnte die Nahrung nicht die einzige Quelle von Nitrat/Nitrit sein [Green ef al.,1981].
Darum begannen viele Forschergruppen die Suche nach endogenen Systemen, welche
Stickstoff zu Nitrat und Nitrit oxidieren konnen. In den achtziger Jahren fanden
unabhéngig und relativ gleichzeitig mehrere Forschergruppen in drei Zelltypen Nitrat-
/Nitritquellen. So fand 1985 eine Gruppe, dass Makrophagen nach Behandlung mit
bakteriellem Endotoxin (Lipopolysaccharid aus Bakterien) Nitrat und Nitrit bilden
[Stuehr und Marletta, 1985]. Zwei Jahre spater konnte NO als priméres
Syntheseprodukt dieser Zellen nachgewiesen werden. Als Stickstoffquelle fiir die NO-
Synthase wurde einer der Guanidinostickstoffe von L-Arginin identifiziert [Hibbs, Jr. et
al., 1987].

Unabhéngig davon entdeckte eine Gruppe um den Wissenschaftler Furchgott Anfang
der achtziger Jahre, dafl aus dem Endothel von Blutgefiflen eine gefaBlerweiternde
Substanz ausgeschiittet wird [Furchgott ez al., 1984]. Diese Substanz wurde als
»Endothelium-derived relaxing factor” (EDRF) bezeichnet und konnte 1987 von einer
englischen Gruppe als NO identifiziert werden [Palmer et al.,1987]. Analog zum
Makrophagensystem wurde die Aminosiure L-Arginin als Substrat der NO-Synthase in
Endothelzellen identifiziert.

Wiederum unabhéngig davon wurde 1982 entdeckt, dass fiir die Bildung des zyklischen
Guanosin-3",5 -monophosphat (¢cGMP) im Gehirn L-Arginin bendtigt wird [Deguchi
und Yoshioka, 1982]. Die Erklarung dafiir lieferte spéter die Entdeckung, daf3
Nervenzellen im Gehirn aus L-Arginin NO produzieren.

Somit war seit Ende der achtziger Jahre bekannt, dass in mindestens drei
unterschiedlichen Zelltypen (Makrophagen, Endothelzellen, Nervenzellen) NO aus L-
Arginin gebildet wird. Die Enzyme, welche NO aus L-Arginin bilden kdnnen, wurden

NO-Synthasen genannt.
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1.1.2. Isoenzyme der Stickoxydsynthase

In den achtziger Jahren wurden im menschlichen Organismus drei Isoenzyme entdeckt,
welche L-Arginin in L-Citrullin und Stickstoffmonoxid (NO) umwandeln.

Die Stickoxydsynthase (NOS) ist ein Enzym, das in fast allen Korperzellen
nachzuweisen ist.

Es gibt drei Isoenzyme: nNOS, iNOS und die eNOS (zum Aufbau siche Abb.1).

nNOS steht fiir neuronale Stickoxydsynthase und wird auch als NOS 1 bezeichnet, sie
ist involviert in die Ubertragung von Informationen im Gehirn und im peripheren
Nervensystem.

iINOS ist die Abkiirzung fiir zytokin-induzierende NOS, auch NOS 2 genannt. Sie ist ein
Mediator bei den tumor- und bakterientotenden Aktionen von Makrophagen und
schlieBlich eNOS, die endotheliale Stickoxydsynthase. NOS 3 katalysiert die Oxidation
von L-Arginin zur Produktion von L-Citrullin und NO durch eine komplexe Reaktion,
die NADPH, FAD, FMN, Tetrahydrobiopterin und Him involviert [Lamas et al. 1992
und Marletta et al. 1993].

Abbildung 1: Schematischer Aufbau der menschlichen nNOS, eNOS und iNOS
(Alderton et al., 2001).
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1.1.3. endotheliale Stickoxydsynthase (eNOS)
Die eNOS ist dafiir zusténdig in Endothelzellen Stickstoffmonoxid (NO) zu bilden. Aus
L-Arginin wird mittels der eNOS L-Citrullin und NO gebildet [Bredt und Snyder 1994].
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Nach der Freisetzung diffundiert NO rasch durch die Zellmembran. NO wird auch als
EDREF (“endothelium derived relaxing factor”) bezeichnet und wirkt als starker
Vasodilatator und hat damit groen Einfluss auf den Blutdruck. Auflerdem ist es
verantwortlich fiir die Inhibierung der Plittchenaggregation, die verminderte
Leukozytenanhaftung und das Wachstum der glatten GefaBBmuskulatur, so wird
entscheidender Einfluss auf die Angiogenese und die Gefalreparatur genommen
[Garcia-Cardena ef al. 1996]. Nach momentanem Stand der Wissenschatft stellt die
endotheliale NO-Produktion die Basis fiir ein intaktes kardiovaskulédres System dar
[Katusic, 2001]. Diese These wird durch die Erkenntnis gestiitzt, dass kardiovaskulédren
Erkrankungen wie Arteriosklerose und Bluthochdruck oftmals eine endotheliale
Dysfunktion in Form einer gestorten endothelialen NO-Produktion oder reduzierten
NO-Bioverfiigbarkeit vorangeht [Li und Forstermann, 2000].

Weiterhin kommt NO in den Atemwegen vor. NO wird abgeatmet. Studien am
Tiermodell wie auch am Menschen legen den Verdacht nahe, dal3 die Hauptquelle von
ausgeatmetem NO die Atemwege sind [Gustaffson et al., 1991 und Dweik et al., 1998].
Es gibt Beweise, daB3 die Exprimierung der epithelialen NOS in den Luftwegen unter
einer Atemwegsinfektion reduziert ist aufgrund der Dysfunktion der Atemwege
[Folkerts et al., 1995].

Die eNOS ist ein zweifach acetyliertes peripheres Membranprotein, daf3 in der Golgi-
Region und der Plasmamembran von Endothelzellen vorkommt [Liu et al. 1997]. Fiir die
Aktivierung der eNOS sind drei entscheidende Doménen von Bedeutung:

e die N-terminale Oxygenase-Doméne

e dic C-terminale Reduktase-Doméne [Chen et al. 1996]

e die Kalzium-Calmodulin-bindende Doméne,

welche die Erstgenannten verbindet [Venema et al. 1996].

An der N-terminalen Oxygenaseregion befindet sich eine Bingungsseite fiir Arginin,
Tetrahydrobiopterin, Kalzium-Calmodulin und Zink. Die C-terminale
Reduktasedoméne beinhaltet eine autoinhibitorische Region und eine Bindungsseite fiir
FAD, FMN und NADPH als Elektronendonatoren [Sase und Michel 1997 und Fleming
und Busse 1999].

Die eNOS ist zweifach acetyliert durch die geséttigten Fettsduren Palmitinsiure
(Hexadecansdure C6H3,0;) und Myristinsdure (Tetradecansiure C;4H»30,) [Couet et
al. 1997]. Diese Acetylierungen sind notwendig, damit die eNOS an spezifische

Regionen innerhalb des Zytoplasmas, die sogenannten Caveolae binden kann. Die im
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wesentlichen irreversible Ankopplung der Fettsdure Myristin kotranslational an einen
N-terminalen Glycinrest wird fiir die Anlagerung an die Caveolae benotigt. Die
Kettenverldngerung mit der Fettsdure Palmitin (Palmierung) findet an zwei
Cysteinresten (Cysteinl5 und Cystein 26) [Robinson und Michel 1995] nahe des N-
terminalen Endes statt und stabilisiert die Anlagerung des Enzyms an die Membran. Sie
ist reversibel. Die Ankopplung von Myristin an die eNOS ist notwendig, damit die
eNOS zum Golgi-Apparat verbracht wird, wo dann die Palmierung stattfindet. Die mit
Myristin und Palmitin verbundene eNOS bindet dann an die Caveolae, welche reich an
Cholesterol sind [Shaul, 2002].

Als Antwort auf die Stimulation durch einen Agonisten wie zum Beispiel Bradykinin
[Robinson et al. 1995] findet eine Abspaltung der Palmitinsdure (Depalmierung) statt
und fithrt damit zur Aktivierung des Enzyms [Michel 1999]. Dies stellt einen
Mechanismus fiir die Freiwerdung von Membranproteinen dar.

Die eNOS-Bindung an die Caveolae ist abhéngig von der Kettenverldngerung der eNOS
mit der Fettsdure Palmitin (Palmierung) [Shaul ef al. 1996]. Palmierung ist eine
reversible posttranslationale Modifikation, die charakteristisch ist fiir Signalproteine,
die in Caveolae gelagert sind. Sie beinhaltet eine Addition der 16 Kohlenstoff-Atome
langen Fettsdure Palmitin an spezifische Zystinreste im Protein. Palmitin wird dabei
mittels einer Thioesterbindung angebracht. Durch Agonistenaktivierung wird die
Depalmierung initiiert und die Proteine translozieren von den Caveolae [Robinson et al.

1995 und Milligan et al. 1995].

1.2.  Caveolae

Caveolae sind cholesterol- und glykosphingolipidreiche Mikrodoménen des
Zytoplasmas [Sase und Michel 1997]. Charakterisiert sind sie durch das
Membranprotein Caveolin [Parton 1996]. Es lassen sich Caveolin -1, -2 und -3
unterscheiden [Sase und Michel 1997]. Caveoline sind 20-24 kDa oligomere
Membranproteine.

Caveolin-1 wird in fast allen Zelltypen gefunden und ist ein wichtiges Strukturprotein
der Caveolae. Caveolin-2 ist vorwiegend in Adipozyten vorhanden [Rothberg et al.
1992].

Caveolin-3 kommt hauptséchlich in gestreiften Muskelzellen vor [Scherer ef al. 1996].
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Caveolin ist 178 Aminosduren lang und enthélt drei Doménen:

e cine N-terminale mit 101 Aminosduren

e cine C-terminale mit 44 Aminosduren

e cine dazwischenliegende Doméne, die 33 Aminosduren umspannt [Glenney und

Soppet 1992].

Sowohl die N-terminale, als auch die C-terminale Domine des Caveolin ragen ins
Zytosol, was die Interaktion mit zytosolischen Molekiilen moglich macht. Der
membranstindige Teil formt eine Haarnadelkurve in der Zellmembran [Dietzen et al.
1995]. Eine zytosolische Subdoméne des N-terminalen Endes von Caveolin ( Rest 82-
101) interagiert direkt mit G-o- Untereinheiten von G-Proteinen, sowie mit den
Onkogenen H-Ras und c-Src. Dabei unterdriickt Caveolin die katalytische Aktivitdt der
G-Proteine und der zur Src-Familie gehdrenden Tyrosinkinasen, indem sie sie in
inaktivem Zustand hélt [Couet et al. 1997].

Caveolin ist auch involviert in der Formung eines multivalenten Caveolin-Homo-
Oligomers [Li et al. 1996]. Das Homo-Oligomer liegt in hoher Molekiilmasse von 350
kDa und 14-16 Caveolin-Monomeren pro Oligomer vor. Diese Caveolin-Homo-
Oligomere lagern sich aneinander und erscheinen als Caveolae [Sargiacomo et al.
1995].

In den Caveolae sind Signalmolekiile konzentriert. Dabei handelt es sich um G-Protein
gekoppelte Rezeptoren wie: Acetylcholinrezeptoren, Kalziumpumpen, einen Innositol-

3-Phosphat sensitiven Kalziumkanal oder eine Proteinkinase C [Anderson ef al.1993].

1.2.1. Interaktionen von Caveolin und eNOS

Caveolin und eNOS liegen intrazellulér als Komplex gebunden in den Caveolae [Feron
et al. 1996]. So inhibiert Caveolin die eNOS, reguliert also die Aktivitit der eNOS
herunter [Garcia-Cardena et al. 1997]. Diese Enzyminhibierung kann durch Kalzium-
Calmodulin aufgehoben werden [Michel et al. 1997]. Durch einen ansteigenden
Kalziumspiegel kann Caveolin von der eNOS separiert und das freiwerdende Enzym
wirksam werden. Spater kommt es zur Reformation des Caveolin-eNOS-Heteromers,
ein Wiederanlagern an die Caveolae findet statt und das Enzym wird inhibiert [Feron et
al. 1998].

Die eNOS interagiert direkt mit Caveolin-1. Die Interaktion involviert sowohl das C-
terminale , als auch das N-terminale Ende des Caveolin-1.Von der eNOS ist nur die

Oxygenase-Domine involviert. Die Interaktion von Caveolin-1 und eNOS fiihrt zu einer
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signifikanten Verminderung der katalytischen Aktivitit des Enzyms. Es existiert eine

positive allosterische Regulation durch Kalzium-Calmodulin [Ju ef al. 1997].

1.3.  Calmodulin

Calmodulin ist ein essentieller Regulator des inter- und intradoméntiellen
Elektronenflusses [Abu-Soud et al. 1994]. Es ist ein Regulatorprotein, dafl durch
Kalzium aktiviert wird. Calmodulin ist ein 148 Aminosduren langes Polypeptid, das vier
Kalziumbindungsstellen besitzt. Es reguliert eine Reihe von Enzymen, die auf den
Anstieg von intrazelluldirem Kalzium reagieren [James et al. 1995]. Durch den Kalzium
getriggerten Wechsel erkennt der Kalzium-Calmodulin-Komplex spezifische amphotere
o-helikale Doménen in den Zielproteinen und bindet an diese mit hoher Affinitét
[O’Neil et al. 1990].

Die Calmodulin-bindende Region der eNOS ist in den Resten 493-512 situiert [Marsden
et al. 1992].

1.4. Akt

Die Serin/Threonin Kinase Akt ist eine Proteinkinase B und fungiert als Protoonkogen.
Sie reguliert verschiedentliche zelluldre Prozesse. So kann die Aktivierung der
Rezeptor-Tyrosin-Kinase und G-Protein-gekoppelter Rezeptoren, sowie die Stimulation
von Zellen durch mechanische Krifte zu einer Phosphorylierung und damit Aktivierung
der Akt fithren [Downward, 1998, Fulton et al., 1999]. Akt wird auf die Wirkung von
laminaren Scherkriaften am Endothel hin in einem zeitabhéngigen Muster
phosphoryliert. Fiir die Phosphorylierung wird die IP-3-Kinase benétigt. Die Zugabe
von Wachstumsfaktor stimuliert die Akt-Phosphorylierung.

Dazu hat die Kinase noch einen anti-apoptotischen Effekt, der durch Scherkréfte am
Endothel stimuliert wird, dabei aktiviert Angiopoietin-1 iiber die IP-3-Kinase Akt und
verhindert so die Endothelzellapoptose [Kim et al., 2000]. Damit hat die Akt-Kinase
eine wichtige atheroprotektive Funktion, indem sie die endotheliale Zellphysiologie
aktiv beeinflusst [Dimmeler et al. 1998].

Der Hauptangriffspunkt der Akt an der eNOS ist der Serinrest 1179 (entspricht dem
humanen eNOS Serinrest 1177). Akt kann die eNOS am Serin 1179 phosphorylieren,
dies wiederum erhdht iiber den verstarkten Elektronenfluss tiber die Reduktasedoméne
die Produktion von NO, dieser Wirkmechanismus ist eine von Kalzium unabhéngige

Enzymaktivierung [Fulton ef al., 1999].
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Hitzeschockprotein 90 (HSP 90) und Akt aktivieren synergistisch die eNOS, dafiir wird
kein Kalzium benétigt. Dabei verstiarkt HSP 90 die initiale und maximale Rate der Akt-
verursachten eNOS-Aktivierung durch Phosphorylierung am Serin-Rest 1179. Dies
scheint auf die Wirkung von Insulin hin stattzufinden [Takahashi und Mendelsohn,
2003].

An bovinen aortalen Endothelzellen wurde gezeigt, dass es als Reaktion auf Scherkréifte
am Endothel zur einer Phosphorylierung der eNOS am Serinrest 1179 kommt durch
eine Proteinkinase A abhédngige Reaktion; Akt war dazu nicht erforderlich, wohingegen
die NO-Produktion von beiden Mechanismen (Akt und PKA) abhéngig war. So scheint
die koordinierte Interaktion zwischen Akt und PKA ein wichtiger Mechanismus zu sein,
der die eNOS-Aktivitit in Reaktion auf physiologische Stimuli reguliert [Boo et al.,
2002].

Unter oxidativem Stress, wenn H,O, frei gesetzt wird, kommt es zu einer verstarkten
Freisetzung von NO. Dies erfordert die Kooperation der PI-3-Kinase, sowie die Akt
abhingige Phosphorylierung der eNOS am Serin 1179. So konnte dies einer der
Mechanismen sein, die eine akute zelluldre Adaptation an steigendem oxidativem Stress
darstellen [Cai et al., 2003].

Die Frage, wie Akt direkt von einer KHK betroffen sein konnte, beschéftigte eine
Arbeit aus 2003 [Mineo und Shaul, 2003]. Dort wurde gezeigt, dass HDL die eNOS
tiber Src und PI-3-Kinasen, die wiederum parallel zur Aktivierung der Akt und anderer
Proteinkinasen fiihren, aktiviert. So fiihrt der Signalweg, der durch HDL initiiert wird,
zu einer gesteigerten Produktion des potenten atheroprotektiven Molekiils NO. Da es im
Falle einer KHK zu einer verminderten HDL-Produktion kommt, konnte dies einer der
Mechanismen fiir die vaskuldre Fehlfunktion sein.

Angiopoietin-1, VEGF und Shear Stress (Scherkréfte am Endothel) aktivieren die Akt.
Diese wiederum inhibiert Bad, Caspase-9 und die Raf. Aktiviert wird die eNOS, was zu
einer verstiarkten NO-Produktion fiihrt. Weitere Aufgaben sind die Suppression der

Apoptose, sowie die Endothelzellmigration.

1.5.  Aktivierung der eNOS (Nitric oxide pathway)

NO vermittelt im Organismus vielfdltige Wirkungen. Wichtigstes Zielenzym des durch
die nNOS und eNOS freigesetzten NO ist die 16sliche Guanylylcyclase (sGC). NO
bewirkt ihre Aktivierung, was zu einer gesteigerten Produktion an cGMP fiihrt. cGMP
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wiederum aktiviert u.a. die Proteinkinase G (PKG), welche durch Phosphorylierung von
verschiedenen Zielproteinen z.B. eine Vasodilatation bewirken kann [Forth ef al.,2001].
Durch die eNOS gebildetes NO bewirkt eine Relaxation der Blutgeféfe, da es liber
c¢GMP den Tonus der vaskuldren Muskelzellen reduziert. Luminal abgegebenes
endotheliales NO bewirkt durch Stimulation der sGC in Thrombozyten eine reduzierte
Thrombozytenaggregation und —adhésion. Dariiber hinaus vermindert endotheliales NO
die Adhision von Leukozyten an der GefiBwand und reduziert die Proliferation von
glatten GefaBmuskelzellen [Forth et al., 2001].

Fiir die Freisetzung der eNOS existieren zwei unterschiedliche Aktivierungswege; ein
Kalziumabhéngiger und ein Kalziumunabhéngiger. Agonisten, wie Acetylcholin [Peach
et al. 1985] und VEGF (vaskuldrer endothelialer Wachstumsfaktor) [Papapetropoulos e?
al. 1997] bendtigen einen Kalziumanstieg zur Aktivierung der eNOS. Bei Scherkriften
die am Endothel wirksam werden [Kuchan et al. 1994], wie auch bei der Aktivierung
des Nitric oxide pathway durch Ostrogene [Caulin-Glaser et al. 1997] oder Insulin
[Tsukahara ef al. 1994] ist kein Kalziumanstieg erforderlich. Die basale Aktivitdt der
eNOS ist in Abbildung 2 dargestellt.

Eine Ubersicht iiber die Aktivierung der eNOS gibt Abbildung 3.

In Abb.2 wird die basale Aktivitdt der eNOS dargestellt. Im deaktivierten Zustand ist
die eNOS an Caveolin gebunden. Die Phosphorylierungsdomianen am Serin 1177 und
Threonin 495 der eNOS sind dargestellt. Man sieht die Angriffpunkte der Akt-1-Kinase
am Serin 1177, sowie der Proteinkinase C am Threonin 495. Es ist auch die
Calmodulinbindungsseite (aa485-514) an der eNOS dargestellt. Calmodulin liegt
ungebunden im Zytosol vor. Die Kalziumspeicher sind als Ca®" dargestellt. Das unter
basaler Aktivitdt produzierte NO wird aullerhalb der Zellmembran wirksam und dient

der Aufrechterhaltung des vaskuldren Tonus.
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Abbildung 2: basale Aktivitidt der eNOS -Normalzustand-

vaskularer Tonus
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Abb.3 macht deutlich, wie es zur Aktivierung der eNOS kommt: Zum einen findet eine
Dephosphorylierung von Threonin 495 (1.) statt und durch Scherkréfte (durch
Stimulation gekennzeichnet) am Endothel kommt es zum Kalziuminflux und zur
Bindung von Calmodulin an Kalzium; der Calmodulin-Kalzium Komplex formiert sich
(I1.). Dieser bindet wiederum am Caveolin-eNOS-Komplex (III.) und fiihrt zur
Dissoziation des Caveolins (IV.); somit wird die eNOS aktiviert und es kommt zur

gesteigerten NO-Produktion, welche eine Gefilldilatation bewirkt.
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Abbildung 3: induzierte Aktivitit der eNOS
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1.5.1. Der kalziumabhingige Aktivierungsweg:

Dieser Weg ist abhéngig von einem Anstieg des intrazelluldren Kalziums und dessen
Bindung an Calmodulin [Busse und Mulsch 1990]. Agonisten wie Bradykinin,
Acetylcholin, Thrombin, Histamin, Substanz P, ATP, Endothelin 1, Angiotensin 2,
VEGF und vaskuldre Scherkrifte aktivieren einen Zellrezeptor. Dadurch wird die
Phospholipase C aktiviert, die dann aus dem Phospholipid Phosphatisylinositol-4,5-
bisphosphat, Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) und Diacylglycerin freisetzt. IP3 bewirkt
eine Freisetzung von Kalzium aus intrazelluldren Speichern, was zum Anstieg von
Kalzium fiihrt. Das freie Kalzium bewirkt die Dissoziation des eNOS-Caveolin-

Komplexes, das Enzym wird an Calmodulin gebunden. Es kommt zur Freisetzung der
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eNOS und damit zur Produktion von NO. Dieser Vorgang dauert solange an, bis der
Kalziumspiegel abfillt und Calmodulin von der eNOS dissoziiert. Das Enzym bindet

erneut an Caveolin und wird inaktiviert [Marrero et al. 1999].

1.5.2. Der kalziumunabhingige Aktivierungsweg:

Dieser Aktivierungsweg ist abhidngig von einer Phosphorylierung der eNOS, welche
tiber verschiedentliche zelluldre Stimulationen erfolgt.

In der Zelle existiert Akt, dabei handelt es sich um eine Serin-Protein-Kinase. Ebenso
gibt es PKB (Proteinkinase B)- eine Threonin-Protein-Kinase [Burgering und Coffer
1995]. Diese Proteinkinasen sind kalziumunabhéngig und konnen durch Scherkrifte am
Endothel aktiviert werden [Ayajiki ef al. 1996]. Die Proteinkinase Akt ist in der Lage
eNOS in bovinen Zellen am Serin 1179 [Fulton ef al. 1999], beziechungsweise am Serin
1177 in humanen Zellen [Dimmeler et al. 1999] zu phosphorylieren. Die
Phosphorylierung dndert die Sensitivitit des Enzyms fiir Kalzium. Dadurch fiihrt die
Phosphorylierung der eNOS zu groBerer Produktion von NO auch bei niedrigen
Kalziumspiegeln [Fulton ez al. 1999].

Die Akt wird iiber mehrere Mechanismen aktiviert. Zum einen existiert die Moglichkeit
der Aktivierung mittels Rezeptor-Tyrosin-Kinasen [Downward 1998]. Ebenso spielen
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren eine Rolle [Murga et al. 1998]. Auch direkt iiber
mechanische Krifte am Endothel besteht die Moglichkeit einer Aktivierung [Dimmeler
et al. 1998 und Busse und Fleming 1998].

Akt phosphoryliert auch Substrate wie die Glykogensynthase-Kinase-3, Bad- und
Capase-9. Die Phosphorylierung dieser Substrate fiihrt zu einer Proteininaktivierung
[Cardone et al. 1998]. Die Phosphorylierung der 6-Phospho-Fructo-Kinase dagegen
fiihrt zur Proteinaktivierung [Downward 1998].

Die Stimulierung der Akt erfolgt iiber VEGF oder IGF-1 ( insulin like growth factor)
tiber die Phospholipase C. VEGF stimuliert die Produktion von NO durch einen
Phosphatidylinositol-3-OH/Akt-Kinase-abhidngigen Mechanismus [Papapetropoulos et
al. 1997]. Wortmannin ein Phosphokinase-3(PI-3)-Inhibitor verhindert die Aktivierung
der eNOS tiber den Akt-Signalweg [Michell et al. 1999].

Anwachsende Scherkrifte am Endothel stimulieren das Freiwerden von Kalzium aus
intrazelluldaren Lagern [James ef al. 1995]. Sie verursachen eine Phosphorylierung der
eNOS am Amino-Ende am Serin-116 und am Carboxylende am Serin-1179 durch die

Phosphokinase B, bzw. die PI-3 [Gallis ef al. 1999].
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In vitro wurde gezeigt, da3 die eNOS am Serin 633, am Serin 477 und am Threonin 495
durch die von cAMP- und cGMP-abhéngige Proteinkinase-2 phosphoryliert werden
kann. Diese Phosphorylierung kann in Abwesenheit von Kalzium/Calmodulin ablaufen
[Butt et al. 2000].

In einer neuesten Studie [Fleming et al. 2001] wurde gezeigt, da3 die Aktivierung des
PI-3-K/Akt/PKB-Signalwegs iliber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren ( z. Bsp.
Bradykinin oder Histamin) nicht in dhnlich starker Weise relevant ist fiir die Regulation
der eNOS wie die Aktivierung der eNOS {iiber Phosphorylierung.

Relevant ist dabei nicht nur die Phosphorylierung der eNOS am Serin 1177, sondern es
scheint, dal} die Dephosphorylierung der eNOS am Threonin 495 von noch wichtigerer
Bedeutung ist. Die Dephosphorylierung ist enorm wichtig fiir die Assoziation von
Calmodulin an die eNOS. Diese benétigt die Anwesenheit von Kalzium.
Phosphorylierung am Threonin 495 verhindert die Bindung an Calmodulin und damit
die NO-Produktion.

Zusammenfassend ist zu sagen, daB fiir die maximale Aktivierung der eNOS bei
physiologischen Kalziumkonzentrationen die Phosphorylierung am Serin 1177 und die
Dephosphorylierung von Threonin 495 essentiell ist [Fleming et al. 2001].

Die Phosphorylierung verstiarkt den Elektronenfluss iiber die Reduktasedoméane und
reduziert die Calmodulindissoziation von der eNOS [McCabe et al. 2000], was die
Voraussetzung ist flir eine verstiarkte NO-Produktion.

Simultane Anderungen in der De- und Phosphorylierung am Serin 1177 und Threonin
495, welche zum einen in der Reduktasedoméine und zum anderen in der
Calmodulinbindungsregion der eNOS lokalisiert sind, werden durch mehrere Kinasen
und Phosphatasen reguliert. Diese binden und dissoziieren kontinuierlich am eNOS-
Signal-Komplex, als Antwort auf verschiedentliche Stimuli. Mit der eNOS assoziierte
Proteine wie Caveolin oder Hitzeschockprotein 90 und andere bilden dabei das Gertist
fiir die Formation des Proteinkomplexes [Fleming und Busse, 2003]. Das
Zusammenspiel der einzelnen Komponenten, die zu einer Aktivierung der eNOS fiihren

ist weiter zu groB3en Teilen unklar.

1.6. Wirkung von NO

NO vermittelt im Organismus vielfaltige Wirkungen. Wichtigstes Zielenzym des durch
die nNOS und eNOS freigesetzten NO ist die 16sliche Guanylylcyclase (sGC). NO
bewirkt ihre Aktivierung, was zu einer gesteigerten Produktion an cGMP fiihrt. cGMP
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wiederum aktiviert u.a. die Proteinkinase G (PKG), welche durch Phosphorylierung von
verschiedenen Zielproteinen z.B. eine Vasodilatation bewirken kann [Forth et al.,
20011].

Durch die eNOS gebildetes NO bewirkt eine Relaxation der Blutgeféfe, da es liber
c¢GMP den Tonus der vaskuldren Muskelzellen reduziert.

An bovinen aortalen Endothelzellen wurde gezeigt, da3 die Produktion von NO groBer
ist, wenn anwachsende Scherkriafte am Endothel wirksam werden, als nach
Agonistenstimulation. Die Scherkrifte am Geféf3endothel sorgen fiir eine vermehrte
Phosphorylierung der eNOS und damit fiir einen vermehrten Anstieg von NO. Dazu ist
kein Anstieg des intrazelluldren Kalziums erforderlich [Corson ef al. 1996].

NO schiitzt vor Plittchenaggregation in vivo [Yao et al. 1992] und verhindert eine
Plattchenadhésion an das GefaBendothel [Radomski et al. 1987], luminal abgegebenes
endotheliales NO bewirkt durch Stimulation der sGC in Thrombozyten eine reduzierte
Thrombozytenaggregation und —adhésion [Forth et al., 2001]; auch die Adhdsion von
Leukozyten an die GefaBwand wird supprimiert [Lefer 1997]. Weiterhin hat es einen
vasoprotektiven Effekt durch die Reduzierung von Superoxid-Radikalen in Gefd3en
[Loscalzo et al. 1995]; die Proliferation von glatten Muskelzellen in Gefdflen wird in

Gegenwart von NO vermindert [Forth ez al., 2001].

1.7. eNOS und Atherosklerose

1.7.1 Atherosklerose und deren Bedeutung

Die héufigste Todesursache in Europa und Nordamerika ist die Atherosklerose.
Atherosklerotische Lisionen sind Ursache klinischer Erkrankungen wie der koronaren
Herzkrankheit (KHK), Aneurysmen, arterielle Verschlusskrankheit (AVK), vor allem
der unteren Extremitéit, zerebrovaskuldrer Erkrankungen, Niereninsuffizienz, der

Angina abdominalis und weiterer Erkrankungen [Windler ef al., 2002].

Etwa 30 % aller Todesfille lassen sich auf den akuten Herzinfarkt oder dessen

chronischen Folgen zuriickfiihren [Wang et al., 2000]

1.7.2. Risikofaktoren der KHK

Die bedeutendste Studie zum Risikofaktorenkonzept der Entstehung der Arteriosklerose
und damit der koronaren Herzkrankheit ist wohl die Framingham-Studie. Dabei handelt

es sich um eine epidemiologische Langzeitstudie, dabei wurden seit 1948 in der
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amerikanischen Kleinstadt Framingham die Gesundheit von tiber 5000 Frauen und
Mainnern im Alter zwischen 30 - 62 Jahren {iber deren gesamtes Leben hin tiberwacht.
Die Daten der Framingham- Studie und anderer Studien zeigen folgende Risikofaktoren
auf, die in nicht beeinflussbare und beeinflussbare Risikofaktoren unterteilt werden

konnen [Castelli et al.,1986].

Nicht beeinflussbare Risikofaktoren sind:

e familidre Disposition
e [Lcbensalter

e mainnliches Geschlecht

Beeinflussbare Risikofaktoren sind:

e Fettstoffwechselstdorungen
e Bluthochdruck
e Diabetes mellitus

e Rauchen

Neue potentielle Risikofaktoren, die derzeit noch Gegenstand weiterer Studien sind:

e hohe Lipoprotein (a) - Plasmaspiegel

e Hyperhomozysteindmie

e Marker fiir Himostase und Entziindung (z.B. Fibrinogen, CRP)

e psychosozialer Stress

e Bewegungsmangel, Erndhrung und Adipositas

e CETP- Polymorphismus

e Infektionen (z.B. Chlamydien)

e niedrige Antioxidantien- Konzentrationen, reaktive Oxidantien (ROS) [Ross et
al.,1999]

e T-Allel Polymorphismus der eNOS (Glu298Asp) [Shimasaki et al. 1998 und
Hibi et al. 1998]

Ein deutsches Aquivalent der Framingham-Studie ist die multizentrische ,,prospektive
cardiovaskuldre Miinster- Studie* (PROCAM). Bei einer Untersuchung von tiber 18000
Personen konnten die potenzierenden Effekte einzelner Risikofaktoren dargestellt
werden [Schulte ef al., 1999]. Die Ergebnisse ermdglichen eine quantifizierbare
Risikoermittlung und sind unter www.chd-taskforce.de abfragbar [Assmann et al.,

2002].
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1.7.3. Pathogenese und Klinik der Atherosklerose

Die Atherosklerose an sich ist nicht eine Krankheit im eigentlichen Sinn, sie tragt aber
hauptséchlich zur Pathogenese des Myokardinfarkts, des zerebralen Insults und der

Gangrén und dem Verlust von Extremititen bei.

Der Prozess, der zur Atherosklerose fiihrt beinhaltet die Bildung von fibro-atherdsen
Plaques, der von Entziindung begleitet wird. Zunéchst ist dies eine normale Reaktion
des Endothels der Gefdf3e auf Lisionen der Arterienwand. Erst die exzessive Bildung
eines entziindlich-fibroproliferativen Plaques, fiihrt dann zu den héufig tédlichen

Auswirkungen der Atherosklerose [Ross, 1993].

Diese Plaques fiihren zur Verdickung der Intima und zu mangelnder Elastizitat der
Arterienwénde. Diese atherosklerotischen Verdnderungen lassen sich im ganzen Korper
nachweisen, vor allem die Aorta mit ihren Asten, die Koronararterien und Karotiden

sind betroffen.

Stary [Stary, 1989] teilte die atherosklerotischen Lisionen in sieben, flieBend ineinander
tibergehende Stadien ein. Zunéchst bildet sich ein sogenannter ,,Fatty Streak®, ein
Aggregat aus lipidreichen Makrophagen und T-Lymphozyten, die sich in der innersten
Wand der Arterie, der Intima ansammeln, diese konnten in Gefél3en von Kindern und
nachgewiesen werden. Der Weg fiihrt dann iiber Praatherom, Atherom zum
Fibroatherom iiber die Proliferation glatter Muskelzellen, bis hin zu den manifesten

komplizierten Lasionen, die am Ende sklerosieren und verkalken konnen.

Die Geschwindigkeit der Progression der Atherogenese hdngt von vielen Faktoren ab,
dabei spielt das Risikofaktorenmodell eine zentrale Rolle. Das Atherom kann iiber viele
Jahre oder auch das ganze Leben stabil bleiben und nur selten Symptome, wie eine
stabile Angina pectoris oder eine Claudicatio intermittens ausldosen. Kommen aber
weitere Faktoren hinzu, kann dies eine zunehmende Plaqueinstabilitit bedingen, die
gravierendere und akute Symptomen auslosen kann, wie einen Herzinfarkt oder einen

Schlaganfall.

In den letzten Jahren konnten wir viel iiber die Mechanismen der Plaqueformation,
-stabilisation und - ruptur lernen und einige Hauptfaktoren der Atherogenese konnten
identifiziert werden. Es wird immer klarer, dass die Lipoproteine geringer Dichte, die
LDL, eine zentrale Rolle im Prozess der Atherogenese spielen [Windler et al.,2002 und

Steinberg,1995].
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1.7.4. Pathogenetische Zusammenhinge der eNOS und Atherosklerose/KHK

Auf Grund der vielfiltigen Wirkungen von NO reguliert die endotheliale NO-Synthase
mittels ihrer NO-Produktion die vaskuldre Homoostase. So ist NO als potenter
Vasodilatator aller Blutgeféf3e ein physiologischer Gegenspieler zu den
Vasokonstriktoren des sympathischen Nervensystems und des Renin-Angiotensin-
Systems [Li und Forstermann, 2000].
Zusitzlich zu den vasodilatorischen Eigenschaften beeinflusst das endotheliale NO die
Angiogenese und vermindert die DNA-Synthese und somit auch die Proliferation von
glatten Muskelzellen [Nakaki et al., 1990; Nunokawa und Tanaka, 1992]. AuBBerdem
reduziert endotheliales NO die Leukozytenadhésion ans Endothel und die
Leukozytenmigration in die GefdBwand. Dies wird durch eine verminderte Expression
der Oberflachenadhésionsmolekiile CD11/CD18, P-Selektin, dem vaskuldren
Zelladhdsionsmolekiil-1 (VCAM-1) und dem intrazelluldren Adhésionsmolekiihl-1
(ICAM-1) vermittelt [Li und Forstermann, 2000].
Dariiber hinaus reduziert NO die Aufnahme von Lipoproteinen in die GefiBwand
[Cardona-Sanclemente und Born, 1995] und verhindert die Oxidation von dem ,,low
density lipoprotein® (LDL) [Li und Foérstermann, 2000]. Des weiteren reduziert NO die
Pléattchenaggregation und Plittchenadhésion an die GefaBwand [Radomski et
al.,1987;Alheid et al., 1987].
Betrachtet man die vielen Wirkungen von NO im vaskuldren System, liegt der Verdacht
nahe, dal} viele kardiovaskulédre Erkrankungen mit einer Storung der eNOS bedingten
NO-Produktion oder NO-Bioverfiigbarkeit in Verbindung stehen.
Die verminderte NO-Verfiigbarkeit tragt zu systemischen Bluthochdruck,
Atherosklerose und Dysfunktion in den Atemwegen bei [Shaul, 2002].
Es konnte nachgewiesen werden, dass Patienten und Tiere, welche kardiovaskuldren
Risikofaktoren wie Hypercholesterindmie, Diabetes mellitus, Bluthochdruck und
Rauchen ausgesetzt sind, eine reduzierte NO-Produktion oder eine verringerte NO-
Halbwertszeit aufweisen [Li und Foérstermann, 2000].
Eine neueste deutsche Arbeit um Hambrecht untersuchte Patienten mit einer stabilen
KHK, dabei wurde die LIMA als Zielarterie fiir die Untersuchung verwendet.
Dabei traten drei bedeutende Ergebnisse zu Tage:

1. Korperliches Training verbessert die Agonisten-vermittelte Endothel-abhingige

vasodilatatorische Kapazitit der LIMA bei Patienten mit KHK.
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2. Dieser Prozess ist begleitet von einer vermehrten eNOS-Protein Expression und

einer vermehrten- wahrscheinlich Akt-abhidngigen- Phosphorylierung der eNOS

am Ser'!”’.

3. In vivo korreliert die eNOS Phosphorylierung am Ser''”’

mit der Verbesserung
der endothelialen Funktion [Hambrecht ez al., 2003].
So wird wiederum deutlich, welchen Einfluss die Funktion der eNOS auf eine

bestehende KHK hat.

1.7.5. Hypercholesterinimie

Der Zusammenhang zwischen Fettstoffwechselstorungen und der KHK- Inzidenz
konnte in der Framingham- Studie [Castelli et al., 1995] bewiesen werden. In der
»Multiple Risk Factor Intervention Trial“- Studie (MRFIT) [Stamler et al., 1986], der
bislang mit iiber 350 000 Minnern im Alter von 35 - 57 Jahren grofBiten
Populationsstudie, konnte ein linearer Zusammenhang zwischen ansteigenden
Serumcholesterinwerten und der Herz-Kreislaufsterblichkeit gezeigt werden.

Die Hypercholesterindmie ist damit ein kausaler Faktor der Arteriosklerose. Hohe LDL
(Low-Density-Lipoprotein)-Spiegel fithren zu Plaques, was in einer Lumenverlegung
von Arterien endet [Ross 1993]. Es wurde beobachtet, daf3 chronisch erhohte Serum-
Cholesterol-Werte oft mit verschlechterter endothelialer Vasodilatation verbunden ist
[Seiler ef al. 1993]. Diese endotheliale Dysfunktion wird auf eine Imbalance zwischen
Vasodilatatoren und Vasokonstriktoren zuriickgefiihrt.

Oxidativer Stress, der durch proinflammatorische Zytokine oder Oxidantien induziert
wird, aktiviert den Tyrosin-Kinase-Signalweg. Ein Anwachsen des oxidativen Stresses
durch H,O oder durch Inhibiton der endogenen Protein-Tyrosin-Phosphatase verstirken
die eNOS-Tyrosin-Phosphorylierung, die die eNOS-Aktivitit reduziert [Garcia-Cardena
et al. 1996].

Vor dem Hintergrund, daB3 kardiovaskulédre Leiden wie Arteriosklerose, diabetische
GefaBprobleme, Reperfusionsischdmien und Bluthochdruck mit vermehrtem oxidativen
Stress und endothelialer Dysfunktion vergesellschaftet sind [Gibbons und Dzau 1996],
wird deutlich, daB3 dies die Aktivitdt der eNOS vermindert und damit weniger NO zur
Gefilidilatation zur Verfiigung steht, was die kardiovaskuldren Probleme noch

verstiarken kann.



Einleitung 18

Der Einfluss von erhéhten LDL-Konzentrationen auf die eNOS-Expression und eNOS
bedingte NO-Bildung wurde in der Vergangenheit kontrovers diskutiert [Liao ef al.,
1995; Hirata et al., 1995].

In einer neueren Studie mit bovinem Aortenendothel wurden die Zellen mit Serum von
Patienten mit normalen Cholesterinwerten und mit Serum von Patienten mit erhéhten
Cholesterinwerten kultiviert. Dabei zeigte sich, dafl hohe Spiegel an LDL-Cholesterol
(LDL-C) die Produktion von NO in Endothelzellen drastisch vermindern kann. In Folge
der Hypercholesterinimie kommt es wahrscheinlich zu einer Uberexpression des
Caveolin 1 und damit zu einer Heterokomplexbildung mit der eNOS. Dies hilt die
eNOS in einem inaktiven Zustand und fiihrt konsekutiv zu einer verminderten NO-
Produktion [Feron et al. 1999].

Der Caveolin-Uberschuss ist so eine mogliche Erklirung fiir die endotheliale
Dysfunktion bei Patienten mit Hypercholesterindmie und die proatherogenen Effekte.
Studien, die den Effekt von lipidsenkenden Medikamenten auf die NO-Produktion
untersuchten, bestétigen dies [Feron et al. 2001]. In diesen Experimenten wurde gezeigt,
daB Statine die Produktion von Caveolin 1 inhibieren und es gibt ein antagonistisches
Zusammenspiel zwischen LDL-Konzentrationen und Statinen auf die Produktion von
Caveolin 1.

Eine cholesterinreiche Diit bei Ratten fiihrte beispielsweise zu einer erhdhten
Superoxidproduktion und somit zu einer geringeren NO-Bioverfiigbarkeit [Ohara et al.,
1993; Minor, Jr. et al., 1990]. Die erhohte Superoxidkonzentration wiederum wird
verantwortlich gemacht fiir die bei Hypercholesterinimie beobachtete geringere
Konzentration an vollstidndig reduzierten Biopterin, dem BH4. Dies wiederum bewirkt
eine geringere eNOS bedingte NO-Produktion und eine erh6hte eNOS bedingte
Superoxidproduktion [Wever et al., 1998]. Eine Forschergruppe um Olivier Feron
konnte 1999 zeigen, dass cholesterinreiches Blut an Endothelzellen eine deutlich
reduzierte eNOS Aktivitit bewirkt [Feron ef al.,1999]. AuBlerdem wurde bei
hypercholesterindmischen Ratten und Menschen eine erhdhte Plasmakonzentration des
endogenen eNOS Hemmers Dimethyl-L-Arginin nachgewiesen [Li und Forstermann,
2000]. Bei diabetischen Tieren und Menschen wurde eine verminderte arterielle
Gefiallerweiterung festgestellt [Luscher ef al., 1993]. Auch bei Patienten mit
Bluthochdruck konnte eine verminderte endothelabhidngige Gefdlerweiterung

festgestellt werden, welche iiber die eNOS vermittelt sein konnte [Linder ef al., 1990].
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Ein weiterer Faktor, der fiir die Funktion, bzw. Dysfunktion der eNOS verantwortlich
sein konnte, ist die Tatsache, daf3 oxidiertes LDL als Cholesterol-Akzeptor in der
Plasmamembran dient, wodurch wiederum die spezialisierte Lipidumgebung der
Caveolae verdandert wird (Cholesterol wird den Caveolae entzogen), dadurch wird die
eNOS von der Plasmamembran in intrazellulire Doménen verbracht, wodurch die
Kapazitit der Enzymaktivierung deutlich reduziert zu werden scheint [Blair ef al.,
1999].

Eine neueste Arbeit um Ramet untersuchte die Wirkung von HDL (High-Density-
Lipoprotein) auf den eNOS-pathway, dabei wurde erstmals festgestellt, dal HDL
sowohl die extrazelluldre Signal-regulierte Kinase 1/2 (ERK1/2), als auch Akt aktiviert,
was zu einer Akkumulation des eNOS-Proteins iiber eine Proteinstabilisierung fiihrt
[Ramet ef al., 2003].

Ein hohes HDL gilt als protektiver Faktor zur Verhiitung einer KHK. Der genaue
Mechanismus ist dabei noch nicht geklért. Vielleicht ist der Eingriff des HDL in den
eNOS pathway dabei ein Teilaspekt.

HDL kann in der Gegenwart von oxidiertem LDL den Caveolae Cholesterolester zur
Verfiigung stellen (oxidiertes LDL entzieht den Caveolae Cholesterol), und kann
hiermit die Gesamt-Lipideinheit der Caveolae erhalten. Dadurch wird es der eNOS
ermoglicht an die Caveolae zu binden und steht dort einer Aktivierung zur Verfiigung.
Dies kann einer der potenten antiatherogenen Effekte des HDL darstellen
[Uittenbogaard et al., 2000].

Umgekehrt sind niedrige Spiegel von HDL ein Risikofaktor fiir die Entstehung einer
KHK. So konnte eine amerikanische Arbeit zeigen, dafl das Anheben des HDL mittels
Niacin bei Patienten mit einer KHK, zu einer verbesserten Endothelfunktion fiihrt

[Kuvin et al., 2002].

1.8. eNOS-Gen

Das humane eNOS-Gen ist als einzelne Kopie im haploiden humanen Genom
vorhanden und ist auf 7q35-36 lokalisiert. Die 4052 nt mRNA ist abgeleitet von 26
Exons, die iiber 21 Kilobasen des humanen eNOS-Gens verteilt sind [Marsden et al.
1993 und Nadaud et al. 1994].

Die mRNA der eNOS ist sehr endothelzellspezifisch [Karantzoulis-Fegaras et al. 1999]
und umfasst 4 Kb.
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Das mRNA-Transkript der eNOS hat normalerweise eine Halbwertszeit von mehr als
24-48 Stunden. Der Tumor-Nekrose-Faktor alpha [ Yoshizumi ef al. 1993 und Marsden
et al. 1992], Hypoxie [McQuillan et al. 1994] und oxidiertes LDL [Liao et al. 1995]
verdndern die Halbwertszeit der mRNA so, daf3 sie nur noch ein paar Stunden betragt.
Die Anzahl der Aminosduren betrdgt 1203 und die eNOS hat ein Molekulargewicht von
133kDa [Alderton et al. 2001]. Einen Uberblick iiber den Aufbau des eNOS Gens gibt
Abbildung 4.

Abbildung 4: Struktur des Gens der endothelialen Stickoxydsynthase-

Schemata zum eNOS Gen.

Die Abbildung zeigt die Aufteilung in Promoter, Exons und Introns mit Lokalisation
einiger der Polymorphismen. Es ist auch der G/T-Polymorphismus an der Position 894
aufgefiihrt, der auch im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurde.

Im unteren Teil der Abbildung sind schematisch die Genregionen aufgefiihrt, die im
Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden (Promoterregion, eNOS-Argining binding site
auf Exon 8, Calmodulin-1-binding site auf Exon 11, Calmodulin-2- binding site auf
Exon 12 und eNOS phosphorylation site auf Exon 26). Sie sind grau unterlegt.

Aus Hingorani et al., 1999.

Exon 7 Intron 11 Intron 18 Intron 23
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1.9. Calmodulin-Gen
Das humane Calmodulin (CALM1) enthélt sechs Exons, die sich iiber 10kb geno-

mische DNA erstrecken. Die genetische Information liegt auf Chromosom 14 (14q24-
q31). Calmodulin besteht aus 148 Aminosduren. Das Molekulargewicht betrdgt 16706
Dalton. Das Protein besitzt 4 Kalzium-Bindungsstellen (EF-hand 1-4 siche Abb. 5).
Bisher wurden zwei verschiedene CALM1 zugehdrige Klone fiir Pseudogene gefunden.
CALMI1P1 und CALM1P2 wurden isoliert und charakterisiert. Beide Pseudogene

enthalten keine Introns und sind funktionslos [Rhyner et al. 1994].

Abbildung 5: Calmodulin und seine Kalzium-Bindungsstellen

Es wurden die 148 Aminosduren aufgetragen (0,75mm entspricht etwa einer
Aminosiure- zur besseren Ubersicht wurde der MaBstab teils nicht korrekt eingehalten).
Die vier Kalzium-Bindungstellen am Calmodulin sind Rot unterlegt dargestellt (EF-

hand 1-4). Aus OMIM accession number *114180.

1 20 31 56 67 93 104 129 140 148

L1 [

EF- EF- EF- EF-
hand 1 hand 2 hand 3 hand 4
(aa20- (aa56- (2a93- (aa129
31) 67) 104) -140)

1.10. Caveolin-1-Gen und Mutationen

Das Caveolin-1-Gen ist auf dem Chromosom 7q31.1 lokalisiert. Caveolin-1 umfasst
177 Aminosduren und sein Molekulargewicht betrdgt 20340 Dalton. Die Abbildung
zeigt drei bekannte Mutationen. An der Position 81 wurde die Punktmutation D81H und
an der Position 143 die Punktmutation 1143 T beschrieben [Glenney 1992].

An der Position 132 wurde in Brusttumoren eine Punktmutation P132L beschrieben. Sie

scheint zu bewirken, daf3 sich missgefaltete Oligomere bilden, die dann im Golgi-
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Komplex verbleiben und nicht zu den Caveolae oder der Plasmamembran transportiert

werden [Lee et al. 2002]. Eine Ubersicht gibt Abb. 6.

Abbildung 6: Caveolin-1-Gen und Mutationen

Aufgetragen sind die 177 Aminosduren des Caveolin (0,75mm entsprechen etwa einer
Aminosiure, zur besseren Ubersicht wurde der MaBstab teils nicht eingehalten). In roter
Schrift sind drei Punktmutationen eingezeichnet. AuBerdem ist der Genbereich (grauer
Kasten) aufgetragen, der im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurde. Es handelt sich
dabei um die eNOS-Bindungs-Region (eNOS binding region/ aa88-110) [Garcia-
Cardena et al. 1997 und Glenney 1992]. Aus http://kr.expasy.org/sprot/ accession
number Q03135 und NCBI nucleotide accession number NM_001753.

D81H PI132L 1143T
1 81 88 110 132 143 177

S s e e p—

A

eNOS binding
region
(aa 88-110)

1.11. VEGF-R-2-Gen und Mutationen

Der vascular endothelial growth factor receptor 2 ist ein Protein, das aus 1356
Aminosduren aufgebaut ist und ein Gewicht von 151526 Dalton hat. Er besteht aus
einem extrazelluldren, einem transmembranen und einem intrazelluldren Proteinanteil,
ist der Rezeptor fiir VEGF oder VEGFC und besitzt eine Tyrosin-Proteinkinase.

Der VEGF-Ligand spielt eine Schliisselrolle in der Regulation der vaskuldren
Permeabilitét. Die Proteinkinase funktioniert nach folgendem Prinzip:
ATP+Tyrosin=ADP+Tyrosinphosphat [Terman at al. 1991]. Eine Ubersicht gibt
Abbildung 7.
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Abbildung 7: VEGF-R-2-Gen und Mutationen

Die Abbildung zeigt VEGF-R-2, welches 1356 Aminosduren umfasst (Imm enspricht

etwa einer Aminosdure). Es ist die Tyrosin-Kinase-Doméine (aal090-1110) aufgetragen

(grau unterlegt), die auch im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurde. Sechs bekannte

Punktmutationen in Rot gehalten werden im oberen Teil der Abbildung dargestellt

[Herley et al. 1999 und Terman et al. 1991]. Im zweiten Teil der Graphik wird

schematisch gezeigt, wie sich die verschiedenen Proteinanteile auf die Aminosauren

verteilen. Aus http://kr.expasy.org/sprot/ accession number P35968.

K835N V848E S1347T
A772T R787G
Q2E l l l
1 1 1835 848 1347
12 772 787 1090 1110 \1356
T
y N
Tyrosin-
Kinase-
Domane
(2aa1090
-1110)
764/ 789/
20 765 790 1356
I L |
I L] I
Extrazellularer Trans- Intrazellularer
Proteinanteil membraner Proteinanteil

(aa20-764)

Proteinanteil
(aa765-789)

(aa790-1356)
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1.12. T-Allel Polymorphismus der eNOS (Glu298Asp) und Assoziation mit KHK

Eine Assoziation zwischen dem T-Allel Polymorphismus und Koronarspasmen wurde
1998 gefunden. Im Rahmen einer Studie wurde ein moglicher Zusammenhang zwischen
Koronarspasmen und einer verminderten Aktivitdt der endothelialen Stickoxydsynthase
untersucht. Dabei fand man in der Gruppe der Patienten mit Koronarspasmen eine
Punktmutation im eNOS Gen am Nukleotid 1917 im Exon 7 wodurch Guanin durch
Thymin ersetzt wird, was zu einem Austausch der Aminoséure Glutamat durch Aspartat
(Glu298Asp) fiihrt. Dieser Polymorphismus zeigte sich als signifikant 6fter
vorkommend bei Patienten mit Koronarspasmen als in einer Kontrollgruppe
[Yoshimura et al. 1998].

Es wurde auch ein héheres Myokardinfarktrisiko in Zusammenhang mit dem T-Allel
Polymorphismus beschrieben [Shimasaki et al. 1998 und Hibi et al. 1998].

Eine Assoziation des Polymorphismus mit KHK ist kontrovers zu betrachten. Hingorani
et al. zeigte einen direkten Zusammenhang zwischen dem Glu298 Asp Polymorphismus
und einer koronaren Herzkrankheit [Hingorani et al. 1999], wihrend verschiedene
andere Studien diesen Zusammenhang nicht nachweisen konnten [Liyou et al. 1998 und
Cai et al. 1999].

Eine Giessener Studie zeigte nur bei jiingeren Patienten mit einem zusédtzlichen
koronaren Risikofaktor ein hoheres Risiko einer KHK [Gardemann ef al. 2002].

Eine neueste Arbeit aus Italien konnte den Nachweis erbringen, dall sowohl der
Glu298Asp-, als auch der T786C Polymorphismus mit der Prisenz, der Ausdehnung
und auch der Schwere einer angiographisch definierten KHK in der italienischen
Bevolkerung assoziiert ist [Colombo ef al.,2003]. Bei Auftreten beider Polymorphismen
bei einem Patienten scheint das Risiko der Entwicklung einer KHK noch groBer zu sein.
Eine tschechische Arbeit iiber den Zusammenhang eines essentiellen Hypertonus und
dem Polymorphismus konnte ein signifikant hdheres Vorkommen in der Gruppe der
Hypertoniker feststellen. Interessant ist auch, dal} in der Arbeit die Patienten, die sich
unter Therapie gut einstellen lieBen und die, die gegen eine antihypertensive Therapie
resistent waren aufgesplittet wurden, dabei zeigte sich die Tendenz, dafl unter den Non-
Respondern das T-Allel haufiger auftritt, wenn auch keine statistische Relevanz erreicht
wurde [Jachymova et al., 2001]. Vor dem Hintergrund, daf3 ein Hypertonus als
wichtiger Risikofaktor fiir die Entstehung einer KHK bekannt ist, muss postuliert

werden, dafl der Polymorphismus eine Rolle in der Entwicklung einer KHK spielt.
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Auch im Rahmen dieser Arbeit wurde der T-Allel Polymorphismus bei

koronarangiographierten Patienten mit nachgewiesener KHK untersucht.

1.13. _Marburger KHK-Priventionsprojekt

In diesem Projekt werden die klinisch relevanten Daten aller herzkatheterisierten
Patienten erfasst. Dies macht mdglich, die Laborwerte des praventivkardiologischen
Routinelabors mit des Daten des Angiographiebefundes mittels des
Computerprogramms CARDDAS zu verkniipfen und optimierte Therapieempfehlungen
fiir die Patienten zu erstellen [Schéfer ef al., 2000].

Weiterhin werden Risikofaktoren wie Adipositas oder Nikotin erfasst.

Dabei wird jedem Patienten nach dessen Zustimmung bei einer Koronarangiographie
Blut fiir die Bestimmung von KHK relevanten Risikofaktoren entnommen und
Cholesterol, LDL-Cholesterol, HDL-Cholesterol, Triglyceride etc. bestimmt.

Damit kann fiir jeden einzelnen Patienten ein Risikoprofil erstellt und dieses individuell
behandelt werden. Die Blutproben kdnnen bei klinisch relevanten Auffilligkeiten bei
Bedarf weiter analysiert werden. Durch die umfassende Erhebung der individuellen
Risikofaktoren ist zum einen eine optimale Therapieempfehlung fiir die Patienten
moglich und in anonymisierter Form kénnen die Daten als regionales KHK-Register
ausgewertet werden. Das Projekt wurde von der universitdtsinternen Ethikkommission

genehmigt.
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2. Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Die Atherosklerose ist die bedeutendste Todesursache in den westlichen
Industrienationen. Die koronare Herzkrankheit ist die klinisch bedeutendste und am
haufigsten letal verlaufende Manifestation der Atherosklerose. Die Hyper-
cholesterindmie ist dabei ein zentraler pathogenetischer Faktor in der Entstehung. Der
Aktivitdt der eNOS kommt dabei eine grof3e Rolle zu. Die endotheliale Dysfunktion
wird gesteuert iiber die Storung der intrazelluldren Freisetzung der eNOS, sowie die
negative Beeinflussung der Interaktion mit wichtigen Modulatoren.

Bisher durchgefiihrte Mutationsscreening-Studien identifizierten einen Polymorphismus
im Exon 7 des eNOS-Gens, der einen Austausch der Aminosdure Glu298 Asp bewirkt
und mit einem erhohten KHK Risiko in Verbindung gebracht wurde. Untersuchungen in
unterschiedlichen Populationen (Australien, England, Japan, Deutschland) hinsichtlich
dieses Polymorphismus erbrachten widerspriichliche Ergebnisse und lieen keinen
eindeutigen Schluss zu.

Da sich bisher noch keine Studie groBeren Umfangs der Untersuchung von genetischen
Mutationen in anderen Regionen der eNOS, die funktionell wichtige Dominen kodieren
(Substratbindung, Phosphorylierungsstellen, Calmodulinbindung), sowie der
Untersuchung weiterer wichtiger Gene modulierender Faktoren des Nitric Oxide
Pathway (Caveolin I, VEGF-RII, Akt-Kinase I) gewidmet hat, war es Ziel dieser Arbeit
ein Kollektiv von 795 Patienten des ,,Marburger Praventionsmodells* nach moglichen
Mutationen in diesen Genbereichen, welche die Funktion der eNOS negativ
beeinflussen und mit KHK assoziiert sein konnten, untersucht werden.

Daneben sollte noch der vorbeschriebene eNOS Polymorphismus (Glu298Asp), dessen

Assoziation hinsichtlich der KHK kontrovers diskutiert wird, untersucht werden.
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3. Material und Methoden

3.1.Studiendesign

3.1.1. Patientenkollektiv

Im Rahmen des ,,Marburger Praventionsmodells* werden von allen Patienten, die sich
einer Herzkatheteruntersuchung im Universitdtsklinikum Marburg, Klinik fiir Innere
Medizin, Abteilung Kardiologie, unterzichen und mit der Teilnahme an diesem Projekt
einverstanden sind, Vollblutproben entnommen, sowie demographische Parameter und
auch das komplette kardiovaskulédre Risikoprofil erfasst. Aus ihnen wurde die
notwendige DNA isoliert. Alle Studienteilnehmer hatten vor Aufnahme in diese Studie
schriftlich ihr Einverstdndnis erklart. Die Studie selbst war durch die Marburger Ethik-
Kommission genehmigt worden. Die Patienten wurden auf Mutationen des eNOS-Gens
und modulierender Faktoren gescreent.

Eine Subgruppe von 795 konsekutiv gesammelten Patienten wurde untersucht.

Das Alter der untersuchten Patienten betrug im Median 64 Jahre. Der jlingste Patient
war 22 Jahre, der dlteste 86 Jahre. Es handelte sich zu 75% um Mainner, zu 25% um
Frauen.

Die Koronarangiographiebefunde ergaben: 18% Ausschluss KHK, 7% Koronarsklerose
ohne signifikante Stenosen, 23% 1-GefaBB-KHK, 24% 2-Gefa3-KHK und 28% 3-Gefal3-
KHK.

3.1.2. Chemikalien

Biorad Agarose, APS

(California, USA)

Calbiochem Lithiumchlorid

(Merck, Darmstadt, Deutschland)

Fresenius Kabi Ampuwa

(Bad Homburg, Deutschland)

Gibco Magnesiumchlorid, PCR-Puffer, Taq-

(UK) Polymerase

Invitrogen Primer

(Paisley, Schottland)

Merck Dimethylsulfoxid, Glycerin,

(Darmstadt, Deutschland) Guanidiniumthiocyanat,
Mercaptoethanol, Salzséure

Promega dNTP, PCR-Marker

(Madison, USA)
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Qiagen
(Hilden, Deutschland)

Gel Extraction Kit (150)

Riedel-de Haen
(Seelze, Deutschland)

Ethanol, Essigsaure, Isopropanol

Roth
(Karlsruhe, Deutschland)

EDTA, Formamid deionisiert,
Harnstoff, Roti-Phenol, Tris

Serva
(Heidelberg, Deutschland)

Acrylamid, Bis-Acrylamid, SDS,
TEMED, Triton X-100

Sigma
(Taufkirchen, Deutschland)

Ethidiumbromid

Tabelle 1: Verzeichnis der verwendeten Chemikalien

3.1.3. Gerite

ABIMED Schlauchpumpe Minipuls 3 M312
(Langenfeld, Deutschland)

Applied Biosystems ABI Prism' " 377 DNA Sequenzer
(Warrington, U.K.)

Applied Biosystems Big Dye' " terminator cycle sequencing
(Warrington, U.K.) ready reaction kit

Biorad Powerpack 300, Kammer Protean 2 Xi
(California, USA) all, Mini-Sub, Cell GT

Eppendorf Zentrifuge 5414 S

(Hamburg, Deutschland)

LKB
(Bromma, Schweden)

Thermostatic Circulator 2219
MultiTemp 2

MJ Research
(Watertown, U.S.A.)

Cycler PTC-200

Tabelle 2: Verzeichnis der verwendeten Gerite

3.2. Molekulargenetik

Die Kapitelfolge der molekulargenetischen Untersuchungen ist nach den einzelnen

Methoden eingeteilt und nicht nach dem tatsdchlichen Ablauf der einzelnen

Untersuchungen.

3.2.1. Strategien zum Mutationsscreening

Es existieren verschiedene Techniken zur schnellen Identifizierung von vor-

beschriebenen oder neuen Genmutationen. Vor allem zwei Methoden haben sich hierzu

durchgesetzt, die Analyse des ,,single strand conformation polymorphism* (SSCP) und
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die ,,denaturierende Gradientengelelektrophorese* (DGGE). Mit der SSCP ist es
moglich Fragmente zwischen 150 — 200 bp sehr einfach zu analysieren. Ein grof3er
Nachteil ist, dass die Rate der detektierten Mutationen nur zwischen 80 — 90 % liegt.
Dagegen konnen mittels der DGGE- Methode nahezu 100 % der Mutationen detektiert

werden. Es ist moglich Fragmente bis zu einer Gré3e von 1000 bp zu analysieren.

Wegen oben genannter Griinde, verwendeten wir in unseren Untersuchungen die
DGGE- Methode zum Screening auf Mutationen im eNOS-Gen und Genen

modulierender Faktoren.

3.2.2. DNA- Gewinnung

Zur DNA- Isolierung wurde zu 200 ul Vollblut 600 pul DNA- Isolationsldsung unter
dem Abzug gegeben. 30 ml der DNA- Isolationspuffer- Stammlésung wurden mit 10 ml
Roti- Phenol zur DNA- Isolationsldsung gemischt.

Chemikalien Menge
3M Guanidiniumisothyoycyanat (GuSCN) 70,8 g
30 mM Tris- HCI (pH 7,0) 0,18 ¢g
20g/1 Triton X- 100 100 pl
15 mM EDTA 0,279 g
0,5 % SDS (sodium dodecyl sulfate) 0,25¢g
2M Lithium Chlorid (LiCl) 42¢
5g/1 B- Mercaptoethanol (filtriert) 0,25¢
3M Urea 9g
Aqua bidest. ad 200 ml

Tabelle 3: Zusammensetzung der Stammldsung des DNA- Isolationspuffers.

Der pH- Wert der Stammlosung wurde auf 7,2 eingestellt

e 200 ul Vollblut
e 600 pl Isolierungssolution
e 800 pl Isopropanol p.A.
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e 1200ul 70 % Ethanol
e 200 pl Aqua bidest

In einem 1.5 ml Eppendorfgefal wurden 200ul Vollblut aus einer Spenderprobe mit
600ul DNA-Isolierungs-Solution gemischt. Die Probe wurde anschlieBend 10 sec
gevortext und 30-45 sec bei 1000 RPM abzentrifugiert. Ca. 800ul des wassrigen
Uberstandes wurden in ein neues Eppendorf iiberfiihrt und mit 800ul Isopropanol p.A.
gemischt. AnschlieBend wurde die Probe 2 min bei 100 RPM abzentrifugiert und der
Uberstand mit der Wasserstrahlpumpe vorsichtig abgesaugt. Gewaschen wurde das
Pellet mit 1200 pl 70% igem Ethanol, fiir 20 sec bei 1000 RPM abzentrifugiert, der
Uberstand mit der Wasserstrahlpumpe vorsichtig abgesaugt und dann das Pelett gut
trocknen gelassen. Zum Schluss wurde das Pelett in 200 pl Aqua bidest aufgenommen

und bis zur weiteren Verwendung bei 4°C autbewahrt, bzw. bei —20° gelagert.

3.2.3. Polymerase Chain Reaction (PCR)

Bei der Polymerasenkettenreaktion handelt es sich um ein Verfahren zur
Vervielfiltigung spezifischer Genbereiche, erfunden wurde sie von Kary Mullis [Mullis
et al., 1989] Mitte der achtziger Jahre . Dabei wird ein Oligonucleotidprimerpaar
eingesetzt, das an den Entgegengesetzten Strangen hybridisiert, die die interessierende
Region der Ziel-DNA flankieren. So wird nach Ablauf eines bestimmten Schemas, das
Template Denaturierung, Primer Annealing und Prolongation der gebundenen Primer
durch die DNA Polymerase beinhaltet, ein spezifisches DNA Fragment, da3 durch das
5¢ Ende des Primers definiert ist, exponentiell vermehrt. Da nach einem Zyklus die
synthetisierten Produkte wieder als Vorlage verwendet werden konnen, erhilt man nach
jedem Zyklus eine verdoppelte Menge an DNA Kopien. Im Ablauf der PCR ist es
notwendig die DNA zu denaturieren, um zwei einzelne Strange zu erhalten. Dazu
bendtigt man eine thermostabile Polymerase, da Temperaturen iiber 90°C notwendig
sind. Diesen Bedingungen geniigt die Tag-Polymerase, die als erstes aus Thermus
aquaticus einem thermophilen Eubakterium, das in einer heiflen Quelle im Yellostone
Nationalpark gefunden wurde, isoliert wurde [Chien et al., 1976].

Wir verwendeten in dieser Arbeit die PLATINUM 7ag DNA Polymerase (Grofe 250
U) der Fa. GibcoBRL Life Technologies (USA).

Die PCR folgt nun einem Schema nachdem zuerst auf 94°C erhitzt wird, um die DNA-

Stréange zu trennen, die dann als Matrizen fiir die Primer und die Polymerase dienen.
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AnschlieBend wird die Temperatur auf 40-60°C abgesenkt um ein Binden der Primer an
die DNA-Molekiile zu ermdglichen. Dieser Vorgang ist das so genannte Annealing.
Dann wird die Temperatur wieder auf etwa 72°C erhoht, dem Temperaturoptimum fiir
die Tag-Polymerase. Nun folgt wieder eine Temperaturerh6hung auf 94°C fiir 20 sec
zur Trennung der doppelstrangigen DNA. Dieser Zyklus wird nun ca. 20-60x
wiederholt.

Fiir die Amplifizierung benétigt man auBBer des Template, der Polymerase und der
Primer noch einige andere Reagenzien. Dazu gehdren das MgCl,, die Oligonukleotide
und ein Puffer damit die Polymerase optimal arbeiten kann. Um die besten
Bedingungen fiir die spezifische PCR zu finden ist es notwendig eine Optimierung
durchzufiihren. Zundchst wurde die Menge an MgCl, verdndert. Es wurde je eine PCR
mit ImM, 1.5mM und 2mM MgCl, durchgefiihrt. Spater wurde die Menge an MgCl,
auf 1.6 mM eingestellt. Nachdem Versuche mit Glycerin nicht zu befriedigenden
Ergebnissen gefiihrt hatten, wurde DMSO zugefiigt. Die Annealingtemperatur wurde

ebenfalls verdndert. Es fand sich ein Optimum bei 59°C fiir die Primer.

» Amplifizierung

Zur Vorbereitung der PCR wurden die Primerpaare der jeweiligen spezifischen
Regionen gemischt. Dazu wurden zu 20ul des Primermix 80 ul Aqua bidest gegeben,
um eine 10 pmol/ pl Lésung zu erhalten. AnschlieBend wurde eine 25 mM dNTP-
Stammlosung aus dATP, dGTP, dCTP und dTTP hergestellt. Fiir den Ansatz der PCR-
Proben wurden pro Probe 2.5 ul PCR-Puffer mit 0.82 ul MgCl, gemischt, dazu wurden
0.1 pul ANTP-Stammlésung, 1.25 ul DMSO, 16.23 pl Aqua bidest, 1ul Primermix und
0.1 pl Tag-Polymerase gemixt; das Gemisch dann vorsichtig gemischt. 3 ul des
Template wurde je Probe in die PCR-Tubes vorgelegt. Dazu wurden 22 ul des
Mastermix gegeben, so dass eine Endmenge von 25 pul je Probe erreicht wurde. Die

Proben wurden dann im Cycler unter folgenden Bedingungen amplifiziert:

Initiale Denaturierung bei 94°C fiir 3 min
35 Zyklen: Denaturierung bei 94°C fiir jeweils 30 s

Annealing bei 59°C fiir 15s

Extension bei 72°C fiir 45s
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abschlielende Extension bei 72°C fir 5 min

Die Primerpaare fiir die Amplifikation der untersuchten Regionen von eNOS und
modulierender Faktoren von eNOS wurden mit Primer 1-8 bezeichnet.

Die Ubersicht gibt Tabelle 4.

Primer Domine Genlocus (aa) Literatur

1 Akt-1-Ser/Thr-Kinase Doméne 323-354 Downward 1998

2 Calmodulin 1-binding site 475-500 Marsden et al., 1992

3 Calmodulin 2-binding site 501-549 Marsden et al., 1992

4 Caveolin 1-eNOS binding site 65-129 Garcia-Cardena et
al.,1997, Glenney, 1992

5 eNOS-Arginin-binding site 319-376 Chen et al., 1997

6 eNOS-phosphorylation site 1152-1189 | Fulton et al., 1999

7 eNOS-Promotor Nt—224 -+9 | Karantzoulis-Fegarast et
al., 1999

8 VEGFR-2 Kinase Doméne 1061-1109 | Papapetropoulos et al.,
1997

Tabelle 4: Primerpaare, Genloci und Doménen

Die folgende Tabelle 5 gibt eine Ubersicht iiber die verwendeten Genabschnitte und den
Aufbau dieser. Weiterhin sind der Up- und Downstreamprimer, sowie die

Exonabschnitte und die Fragmentldngen aufgefiihrt.
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Gene | Downstream primer Upstream primer E |Fragment | Region
(5’-3%) (5’-3%) x | Lange (aa)
o (bp)
n | Primernr.
eNOS | AAGGCAGGAGACAGTG |CAGTCAATCCCTTTGGTGCT |7 |246 272-314
GATG Glu298Asp
Polymor-
phismus
eNOS |*AATTAACCCTCACTAA |GTAATACGACTCACTATAG |11 |224 475-500
AGGG GGC
CTTTACCTCCCCTCCCA | GTGTGTGTGGGAGAGCGGG Primer 2
ACCCCAT GCT
eNOS |*AATTAACCCTCACTAA |GTAATACGACTCACTATAG |12 |269 501-549
AGGG GGC
ACACCCTCACACCTTCC |TGCTC Primer 3
TC TC CCCTGCTCAGCCTAC
eNOS |AATTAACCCTCACTAAA |*GTAATACGACTCACTATA |8 [316 319-376
GGG GGGC
CCCCCAGGCTGGAGTGG | GCCAGACTCCTGCCTTGGA Primer 5
TTTGCA CA
eNOS |*AATTAACCCTCACTAA |GTAATACGACTCACTATAG |26 220 1152-
AGGG GGC 1189
GCAACGCTACCACGAAG | GTGTCTGAGCCGGGAGGC Primer 6
ACAT TCG
eNOS |*AATTACCCTCCTAAA |GTAATACGACTCACTATAG [5° |307 Nt —224-
GGG GGC utr| +9
CCTCAGTCCTCACAGCG | ACTCTGCTGCCTGCTCCA Primer 7
GAAC GCA
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Caveo- | *AATTAACCCTCACTAA |GTAATACGACTCACTATAG |3 |307 65-129
linl AGGG GGC .
CTTCTATTCTGTGCTCAT | CCAGATGTGCAGGAAAGA Primer 4
GTTGT GAG
Akt *AATTAACCCTCACTAA |GTAATACGACTCACTATAG |11 |171 323-354
JPKB  |AGGG GGC _
AATGACTACGGCCGTGC | ATGGTCCTGGTTGTAGA Primer 1
AGTG AGG
VEGF |AATTAACCCTCACTAAA |*GTAATACGACTCACTATA |21 |188 1061-
Rezep GGG GGGC _ 1109
tor-2 GGAGATGCTCGCCTCCC | AAATATTTCCCACAGCAAA Primer 8
or-
TTTGA ACAC

Tabelle 5: Gen-Struktur der eNOS und modulierender Faktoren
*= 40bp GC clamp:GCCCGGGCGGGCCGGCGGGCGGCCGGGG

-= T3/T7 sequenzierende Primersequenz

Unten zeigt Tabelle 6 die Funktionen der eNOS, sowie modulierender Faktoren. Die

einzelnen Doménen sind aufgefiihrt und die spezifische Aufgaben sind gegeniibergestellt.
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Protein |Untersuchter |Dominen |Funktion Literatur
Bereich
eNOS Promoter Nt. -224 - |Transkriptionsregulation | Karantzoulis-
+17 (konstitutiver Promotor) | Fegarast et
al., 1999
eNOS Glu298Asp Aa 255- Glu298Asp Variante; Yoshimura et
Polymorphis- |365 Maogliche Assoziation al., 1998
mus bei der Entstehung von
KHK
eNOS Calmodulin Aa 475- |Bindet Calmodulin Marsden et
binding site 500 (aktiver Zustand) al., 1992,
Rhyner et al.,
1994
eNOS Calmodulin Aa 501- |Bindet Calmodulin Marsden et
binding site 549 al., 1992,
Rhyner et al.,
1994
eNOS Arginine Aa 360- |Substratbindugs- Chen et al.,
binding site 390 Region flr Arginin 1997
(NO-Produktion)
eNOS Phosphory- Aa 1160- |Phosphorylierung durch |Fulton et al.,
lation site 1200 Akt 1 Kinase/ PKB 1999
Caveolin |eNOS binding [Aa 88-110 |Bindung zu eNOS Garcia-
1 region (inaktiver Zustand) Cardena et
al., 1997,
Glenney,
1992
Akt 1 Ser/Thr Aa 330- |Domane die eNOS Downward
Kinase Kinase- 360 spezifisch 1998 und
Domane phosphoryliert Dimmeler et
al., 1999
VEGF- Kinase- Aa 1090- |Tyrosinkinase Domane |Papapetro-
Rezeptor |Domane 1110 poulos et al.,
Il 1997

Tabelle 6: Funktion der eNOS und modulierender Faktoren
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Zur Kontrolle auf erfolgreich amplifizierte PCR- Produkte wurden je 5 pl des PCR-
Ansatzes auf einem 2 % Agarose- Gel aufgetrennt.

Abbildung 8: amplifizierte PCR-Produkte
P1 P2 P3 P4 obere Spalte
P5 P6 P7 P8 untere Spalte

3.2.4. Gelelektrophorese von DNA- Proben

Agarose ist ein aus Meeresalgen gewonnenes Polysaccharid. Die Porengrof3e der
Agarosegele ist abhdngig von der Konzentration der Agarose (Einwaage der
Agarose/Wasservolumen). Durch Aufkochen 16st sich die Agarose in Wasser und
geliert beim Abkiihlen, hierbei bilden sich Polysaccharid- Sol Doppelhelices, die sich in
Gruppen seitlich zu relativ dicken Fdden zusammenlagern. Die Agarose-
Gelelektrophorese ist die Standardmethode fiir die Trennung, Identifizierung und

Reinigung von DNA- oder RNA- Molekiilen.

Bei der nichtdenaturierenden Polyacrylamidgelelektrophorese von Nukleinsduren wird
auf den Zusatz von Denaturans verzichtet. Die Nukleinsduren werden allein aufgrund

der unterschiedlichen Molekiilmasse aufgetrennt.

Wir verwendeten fiir die DNA- Polyacrylamidgele die Fertiglosung (40 %
Acrylamid/Bis. Solution (29/1) Vernetzungsgrad C = 3,3 %) der Fa. BioRad.

» Herstellen der Gele und Gellosungen fiir Agarosegele

Wir verwendeten fiir unsere 2 % Agarosegele die horizontale MINI Sub Cell GT-
Einheit der Fa. BioRad. Die Elektrophoresekammer wurde mit Aqua bidest gespiilt und
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die Umrandungen der Gellauffliche mit Klebeband abgeklebt. 0,6 g Agarose wurden
mit der Analysewaage abgewogen, mit 0,6 ml TAE- Puffer (s.u.) versetzt, mit Aqua
bidest. auf 30 ml aufgefiillt und in einem Mikrowellenherd fiir 5 min. gekocht. Nach
Abkiihlen der Losung auf ca. 40 °C wurde das Gel gegossen und der Kamm vorsichtig
inseriert. Die Klebestreifen wurden entfernt und die Kammer mit 1x TAE-
Elektrodenpuffer gefiillt. AnschlieBend wurde der Kamm vorsichtig entfernt und die
Taschen mit Puffer befiillt.

Zur Gelelektrophorese, der mittels PCR amplifizierten DNA wurden folgende Puffer

und Losungen verwendet.

Cemlele Konzentration
EDTA 1 mM
Bromphenolblau 0,25 %
Xylencyanol 0,25 %
Glycerol 50 %

Tabelle 7: Zusammensetzung des DNA- Auftragspuffers fiir Agarosegele.

» Herstellen der Gele und Gellosungen fiir die nicht denaturierende

Polyacrylamidgelelektrophorese

Chemikalie Menge

40 % Acrylamid/Bis. Solution (29/1) Vernetzungsgrad C=3,3 %  |3,75 ml

50x TAE- Puffer 200 pl
Aqua bidest. 6 ml
10 % Ammoniumpersulfat 100 pl
TEMED 10 pl

Tabelle 8: Zusammensetzung der Gellosung fiir die nicht denaturierende

Polyacrylamidgelelektrophorese.
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» PCR- Kontroligel

Als PCR- Kontrollgel wurden von uns 2 % Agarosegele verwendet. Je 5 ul der Proben
der wurden mit 2 ul DNA- Auftragspuffer gut vermischt und dann in die Probentaschen
pipettiert. Anschliefend wurden die Proben eine Stunde bei konstanten 65 Volt

aufgetrennt.

Nach Beendigung des Gellaufs wurde das Gel fiir 10 min. in 50 ml Ethidiumbromid-
Losung (0,5 pg Ethidiumbromid/1 ml Aqua bidest.) gefdrbt und fiir weitere 5 min. in
H,O entfirbt. Das Ergebnis der Elektrophorese wurde unter der UV- Lampe beurteilt
und das Gel photographiert.

3.2.5. Denaturierende Gradienten Gelelektrophorese (DGGE)

Die denaturierende Gradienten- Gelelektrophorese (DGGE) basiert auf einer von Fisher
et al., 1979 und Myers und Lerman et al., 1986 beschriebenen Separationstechnik. Mit
Hilfe der DGGE- Methode lassen sich DNA- Fragmente identifizieren, die sich in nur
einem Basenpaar unterscheiden. Die Differenzierung der verschiedenen DNA-
Fragmente wird durch ihr Schmelzverhalten in der DGGE definiert. Jedes Fragment
besitzt spezifische Bereiche, so genannte Schmelzdoménen (,,melting domains®), in die
es aufschmilzt, wenn die Temperatur oder die Konzentration an Denaturans erhoht wird.
Die Schmelztemperatur (Tm) ist sequenzspezifisch. In einem Acrylamid-Gradientengel
ist doppelbindige DNA einem linear anwachsenden Gradienten ausgesetzt, bis sie an
threm Schmelzpunkt beginnt zu schmelzen. Wenn die Schmelztemperatur ( Tm) der
kleinsten Schmelzdomaéne erreicht ist, beginnt die DNA partiell zu schmelzen. Das
verlangsamt die Geschwindigkeit der DNA im Polyacrylamidgel (mobility shift).
Optimale DGGE- Bedingungen setzen voraus, dass die Molekiile nicht vollstindig
getrennt sind und sich die zu untersuchende Region in der niedrigsten Schmelzdoméne
befindet. Ist die DNA durch Mutation verdndert, so dndert sich ihr Schmelzprofil im

Vergleich zum Wildtyp.

Um ein vollstidndiges Schmelzen der DNA und damit ein Auslaufen der DNA aus dem
Gel zu verhindern, wird mittels PCR den zu untersuchenden Genregionen ein GC-clamp
[Myers et al., 1985] der etwa 40 Basenpaare umfasste angefiigt. Damit wird
sichergestellt, daB ein Teilstiick der DNA doppelbindig bleibt und ein komplettes
aufschmelzen der zu untersuchenden DNA nicht stattfinden kann. Einer der

verwendeten PCR- Primer wird mit dem GC- Clamp versehen und anschlieend eine
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PCR durchgefiihrt, in deren Verlauf die GC- Clamp in das Produkt eingebaut und

amplifiziert wird [Sheffield ez al., 1989]. Hierdurch ist es moglich, hoher schmelzende

Dominen eines Fragments gleichzeitig zu erfassen.

Mittels DGGE lassen sich so Wildtyp, Mutante und Heteroduplexbanden bis zu 1kb-

Lange identifizieren (siche Abbildung 9).

Die Methode wurde in mehreren Arbeiten in unserem Labor {iberpriift und zeigte dabei

gute Ergebnisse. Unter anderem wurde sie fiir die Untersuchung des Osteoprotegerin
(OPG)-Gen-Polymorphismus [Soufi ef al., 2004b], fiir das Screening des Kodons 3448-
3561 des Apolipoprotein B 100 (apoB-100) [Soufi et al., 2004a] und fiir die apo
AS5S19W- Mutation [Schaefer et al., 2004] verwendet.

Abbildung 9: Schmelzverhalten von Wildtyp und Mutante

Wild-Typ DNA
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Homoduplex
DNA
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WT MUT

Mutant DNA

O
—O—

Denaturierung
Reannealing

e W
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100% Denaturans

Heteroduplex
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Die unterschiedlichen Schmelz-
verhalten von Wildtyp, Heterozygote
und Mutante werden hier gegen-
iibergestellt. Man sieht eine einfache
Bande im Falle des Wildtyps und der
Mutante, beim Heterozygoten zeigt
sich eine Doppelbande. So lassen diese
sich in der Gegeniiberstellung

detektieren.

Bei der denaturierenden Gradientengelelektrophorese wird der Gradient durch eine

Kombination aus gleichbleibender Temperatur ( 60°C) und einem denaturierenden
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Gradienten aus Harnstoff ( 0-7 M) und Formamid (0-40%) gebildet. Einmal kann der

Gradient parallel zur Elektrophoreserichtung oder senkrecht dazu stehen.

Zur Findung des optimalen Gradienten fiir das jeweilige DNA-Fragment eignet sich das
sogenannte Perpendicular Denaturating Gradient Gel. Bei diesem steht der Gradient
senkrecht zur Elektrophoreserichtung. Die entstehenden Schmelzkurven erlauben eine
Einschriankung des Gradienten und damit eine bessere Auftrennung in der parallelen
DGGE. Der Probenauftrag erfolgt hierbei iiber eine einzige, das Gel umfassende
Probentasche. Fragmente auf der niedrigen Seite des Gradienten wandern sehr weit ins
Gel hinein, da die geringe Denaturans- Konzentration sie nicht schmelzen lésst,
wéhrend die auf der hohen Seite wandernden nur eine kurze Strecke bis zur Aufspaltung
zuriicklegen. Im mittleren Konzentrationsbereich werden durch nur bedingtes
Schmelzen entstehende Ubergangszustinde sichtbar. Durch Anfirben der Gele mit
Ethidiumbromid erhélt man eine Kurve, welche die Anzahl der Schmelzdoméanen und
deren Schmelzpunkt anzeigt. Anhand dieser Kurve ist es moglich, die Bedingungen fiir

den parallelen Gradienten auszuwihlen [Myers et al., 1985] (sieche Abbildung 10).

Man sieht, dass das Gradientenoptimum sich fiir unsere DNA-Fragmente bei 30%-60%
zeigte. Die Abbildung zeigt am Beispiel fiir die Schmelzkurven von Primer 1-3 wie das

Perpendicular Denaturating Gradient Gel funktioniert.

Abbildung 10: Schmelzkurven zur Gradientenoptimierung
In der unteren Leiste sind die Zahlen angegeben fiir die prozentualen Anteile im Gel.

Die Uberschneidung liegt im Bereich zwischen 43% und 66%, das heift hier liegt auch

das Gradientenoptimum.

Primer 1
Primer 2
Primer 3

66% 100%
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» Zeitverlaufs-Experimente

Um die optimale Dauer der Elektrophorese zu finden wurde eine Elektrophorese
gestartet bei der jeweils fiir die einzelnen Genbereiche zum Zeitpunkt 0 Probe
aufgetragen wurde. AnschlieBend wurde jeweils nach zwei Stunden erneut Probe
aufgetragen. Nach 8 Stunden wurde ausgewertet. Anhand der Anndherung der
geschmolzenen Fragmente lieB sich nun die nétige Elektrophoresedauer ermitteln, die
bei vier Stunden bei 140V lag (Abbildung 11). Die Beispiele sind fiir Primer 1-4
aufgefiihrt. Die Banden wandern dabei unterschiedlich weit in das Gel ein. Nach vier
Stunden zeigt sich bei Primer 4 eine ideale Aufschmelzung, die Probe wandert nicht
weiter in das Gel vor. Fiir Primer 1-3 zeigen sich nach 2 Stunden schon deutliche
Banden, die Proben wandern aber noch weiter. Nach vier Stunden Inkubation treten die
Banden aber noch deutlicher fokussiert zu Tage, was fiir eine korrekte Auswertung der
Gele von entscheidender Bedeutung ist. Nach 8h waren fiir Primer 1-3 die Proben
bereits aus dem Gel herausgewandert. Um die Elektrophoresedauer moglichst kurz zu

halten wurde deshalb die Dauer auf 4h festgelegt.

Abbildung 11: Optimierung der Elektrophoresedauer

Aufgefiihrt sind in der oberen Leiste Primer 1-4. Auf der unteren Leiste sicht man die
Banden mit A,B,C,D bezeichnet. Sie entsprechen den Zeitpunkten 2-8h (A~8h, B~6h,
C~4h und D~2h). Die Banden sind den Zeitpunkten zugeordnet. Zum Zeitpunkt 8h sind
die Banden von Primer 1-3 im Gel schon soweit vorgewandert, daf} sie aus dem Bild

herausgeschnitten sind.

Primer 1 Primer 2 Primer 3 Primer 4

ABCD ABCD ABCD ABCD
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Um geniigend DNA zur Durchfiithrung des DGGE- Screenings zur Verfiigung zu haben,

miissen die Fragmente vorher durch eine PCR amplifiziert werden.

» Bendtigte Puffer und Materialien

Die zum DGGE- Screening verwendeten Reagenzien sind in den folgenden Tabellen

zusammengestellt.

1.) 40% iges Acrylamid

Chemikalie Menge
Acrylamid 389,3¢g
Bis-Acrylamid 10,7¢g
Aqua bidest. ad 1000 ml

Das Gemisch wurde durch einen 0.45 pl Filter gefiltert und bei 4°C aufbewahrt.

Tabelle 9: Chemikalien fiir 40% Acrylamid

2.) 50x TAE-Puffer

Chemikalie Menge

Tris base 242¢g

Essiosi 57.1 ml
ssigsdure

0.5 M EDTA, pH 8.0 100 ml

Aqua bidest ad 1000 ml

Das Gemisch wurde bei Raumtemperatur gelagert.

Tabelle 10: Chemikalien fiir S0OxTAE-Puffer

3.) 0% Denaturans-Losung (9% iges Gel)

Chemikalie Menge
40% Acrylamid 225ml

50x TAE-Puffer 20 ml
Aqua bidest. ad 1000 ml

Die Losung wurde fiir 10-15 min entgast, durch einen 0.45 pl Filter gefiltert und bei

4°C in einer dunklen Flasche fir hochstens einen Monat aufbewahrt.

Tabelle 11: Chemikalien fiir 0% Denaturans-Ldsung
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4.) 100% Denaturans-Losung ( 9%iges Gel)

Chemikalie Menge
40% Acrylamid 225ml

50x TAE-Puffer 20 ml
Formamid deionisiert 400 ml
Harnstoff 420 g
Aqua bidest ad 1000 ml

Die Losung wurde fiir 10-15 min entgast, durch einen 0.45 pl Filter gefiltert und bei

4°C in einer dunklen Flasche fir hochstens einen Monat aufbewahrt.

Tabelle 12: Chemikalien fiir 100% Denaturans-Lésung

5.) 10% Ammonium Persulfat

Chemikalie Menge
Ammonium Persulfat 0.1g
Aqua bidest ad 1ml

Das APS wurde bei —20°C fiir hochstens eine Woche aufbewahrt.
Tabelle 13: Chemikalien fiir 10% Ammonium Persulfat

Fiir die Gele wurden eine 30% ige und eine 60% ige Denaturans-Losung bendétigt. Dazu

wurden fiir die 30%ige Losung 105 ml 0%ige Denaturans-Losung mit 45 ml 100%iger

Denaturans-Losung gemischt; flir die 60%ige Losung wurden 60 ml 0%ige Denaturans-

Losung mit 90 ml 100%iger Denaturans-Losung gemischt. Die Losungen wurden in

dunklen Flaschen bei 4°C aufbewahrt. bidest. auf 7 | aufgefiillt).

» Vorbereitung des Elektrophoresetanks und der Glasplatten

In den Elektrophoresetank wurden 110 ml 50x TAE-Puffer gegeben; der Tank mit Aqua

bidest auf 5.51 aufgefiillt. Dann wurde die angeschlossene Pumpe angeschaltet und der

Tankinhalt auf 60°C erwarmt.

Fiir die Gele wurden zwei AuBlenplatten, zwei Zwischenplatten, zwei Innenplatten, acht

Spacer a Imm, zwei Sets Sandwich clamps und vier Kimme mit jeweils 25 Zdhnen a

Imm bendtigt. Die Platten wurden mit Spiilmittel und Wasser abgespiilt und mit

Ethanol gereinigt. AnschlieBend wurden auf die AuBlenplatten rechts und links je ein
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Spacer positioniert, darauf wurde die Zwischenplatte gelegt, wiederum ein Spacerpaar
wurde positioniert und die Innenplatte draufgesetzt. Die Sandwichclamps wurden rechts
und links positioniert und fest zugedreht und im Gusssténder platziert. Mit Wasser

wurde die Dichtigkeit {iberpriift.

» Herstellen von Parallel- DGGE- Gelen

Zu jeweils 15 ml 30%iger Losung, bzw. 60%iger Losung wurden 15 ul TEMED und
150 ul 10% iges APS gegeben. In die GieBapparatur (Abbildung 12) wurde nun in die
linke Kammer die 30% ige Losung und in die recht Kammer die 60%ige Losung
gegeben. Die Pumpe wurde eingeschaltet und das Gel wurde mit einem Gradienten von
30% bis 60% gegossen. Wihrend des GieBens wurde der hochkonzentrierten Gellosung
kontinuierlich niederkonzentrierte Losung zugemischt, so dass die Konzentration in der

Giell)kammer von unten nach oben abnahm.

Es wurde ein 25- zdhniger Kamm vorsichtig eingesetzt. Es musste darauf geachtet
werden, dass keine Luftblasen in den Taschen und im Gel zuriickbleiben, da diese die

Laufstrecke der Proben beeintrachtigen konnen.

- i

Abbildung 12: Versuchsautbau zum Gieflen der Gele
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Nach vollstindiger Polymerisation wurde der Puffertank mit 10 1 1x TAE- Puffer gefiillt
und die Gelkammer hineingestellt. Der Puffertank war {iber Schlduche mit der
Elektrophorese- Einheit verbunden. Eine peristaltische Pumpe gewdhrleistete einen
staindigen Austausch des Puffers und durch einen Thermostat wurde die Temperatur in
Tank und Elektrophorese- Einheit konstant bei 60 °C gehalten. Der Kamm wurde
vorsichtig entfernt, die Taschen mehrmals mit Puffer gespiilt, um nicht polymerisierte

Gellosung und schnell kristallisierenden Harnstoff aus den Taschen zu entfernen.

» Gellauf und Auswertung der Gele

Zu den amplifizierten Proben wurden je 20ul einer Farbstofflosung ( Farbstoff +
Glycerin im Verhiltnis 1:3 ) zugegeben. Nachdem die Glasplatten im Gehduse befestigt
und 1x TAE-Puffer draufgegeben worden war, wurden die Proben in die Kammern mit
einer Glaspipette aufgetragen. Das Gehéduse wurde in den bereits auf 60°C erwiarmten
Elektrophoresetank gestellt und die Elektrophorese wurde bei 140 V gestartet. Die
Dauer der Elektrophorese betrug 4-5 Stunden.

Nach Entnahme der Gele wurden sie fiir 10-15 min in eine Farbelosung , bestehend aus
500 ml 1x TAE-Puffer und 33ul Ethidiumbromid inkubiert; danach unter einem UV-
Schirm ausgewertet. Bei Auffalligkeiten wurde die Probennummer notiert und die

Probe zur spiteren Sequenzierung erneut amplifiziert.

> Aufreinigung auffilliger Proben zur Sequenzierung

Die bei der Gelelektrophorese auffilligen Proben wurden nochmals in einem Ansatz
von 150ul je Probe amplifiziert und auf ein 6% iges Agarosegel aufgetragen. Fiir das
Agarosegel wurden 0.6 g Agarose mit 600 pul SOxTAE-Puffer gemischt und auf 30 ml
aufgefillt. Anschlieend wurde das ganze erhitzt, bis sich die Agarose 16ste. Nach
Abkiihlung auf ca. 40°C wurden 2 pl Ethidiumbromid zugegeben. Nachdem das Gel
ausgehdrtet war, wurden die Proben aufgetragen. Die Elektrophorese wurde mit 70 V
gestartet und nach 30 min wurden die Banden ausgeschnitten.

Die Banden wurden gewogen und es wurde ein dreifaches Volumen des Puffers QX1
und nach vortexen 10 pl des Puffers QX2 zugegeben. AnschlieBend wurden die Proben
in einem 50°C warmem Wasserbad fiir 10 min gestellt. Dazwischen wurden die Proben
alle 2 min gevortext um den Puffer QX2 in Losung zu halten. Die Proben wurden dann

30 sec bei 2000 RPM zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen. Erneut 500 ul
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QX1 zugegeben und die Probe gevortext bis zur vollstindigen Losung des Peletts.
Dieser Schritt diente der Entfernung eventueller Agarosereste. Zentrifugation fiir 30 sec
und Uberstandabnahme folgten. Zuletzt wurde zweimal mit PE gespiilt. Dazu wurden
500 pl PE zugegeben, die Probe gevortext und fiir 30 sec zentrifugiert. Dieser
Waschschritt diente der Entfernung eventueller Salzreste. Nach Abnahme des
Uberstands wurde das Pelett fiir 10-15 min getrocknet, bzw. bis es weil wurde. In 20 pl
Aqua bidest wurde das Pelett aufgenommen, gevortext und fiir 20 sec zentrifugiert. Im

Uberstand befand sich nun die aufgereinigte Probe.

3.2.6. DNA- Sequenzierung:

Alle Sequenzierungsreaktionen wurden mittels des Big Dye"™ Terminator Cycle
Sequencing Fertig-Reaktions-Kit vorwérts und riickwérts sequenziert. Die Proben

wurden dann auf einem ABI Prism' V377 DNA Sequenzer analysiert.

3.2.7. Bestimmung des eNOS GluygsAsp Polymorphismus

Der T-Allel Polymorphismus der eNOS wurde im Rahmen einer wissenschaftlichen
Arbeit unserer Studiengruppe fiir eine Anzahl von Patienten aus unserem KHK-
Kollektiv mittels PCR und RFLP fiir den T-Allel Polymorphismus des eNOS- Gens
bestimmt. Die DNA wurde nach der oben aufgefiihrten Extraktionsmethode aus

Vollblut gewonnen.

Die benutzten Primer waren 5’-AAGGCAGGAGACAGTGGATG-3’ (vorwirts) und
5’>-CAGTCAATCCCTTTGGTGCT-3’ (riickwiarts). Die Amplifizierung wurde in 25 pl
Volumen, welches 100 ng DNA, 20 pmol jeden Primers, 1.5 mmol/l MgCl,, 50 mmol/l
KCI, 25 mmol/l ANTP, 5 mmol/l Tris-HCI (pH 8.3) und 1 U Platinium Taq Polymerase
(Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe, Germany) enthielt, durchgefiihrt. Die Proben
wurden dann bei 94° C fiir 5 min inkubiert; es folgten 30 Zyklen mit je: Denaturierung
bei 94° C fiir 1 min, Annealing bei 58° C fiir 1 min, und Extension bei 72° C fiir 1.5
min und eine letzte Extension bei 72° C fiir 5 min. Wir erhielten 246 bp umfassende
PCR Produkte. Diese wurden mit dem Restriktionsenzym Sau 3A I (Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany) verdaut. Darauf folgte eine Gelelektrophorese in einem 2.5%
Agarosegel, danach inkubierten wir das Gel in Ethidiumbromid und betrachteten es
unter dem UV-Schirm. Liegt Thymidin an der Position 894 vor, wird das Produkt unter
Bildung zweier Fragmente (158 bp und 88 bp) an dieser Stelle gespalten. Die
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Genotypen wurden als GG (Glu298/Glu298:Trager des Wildtyps), GT (Glu298/Asp298:
heterozygoter Triger) und TT (Asp298/Asp298: homozygoter Triger) identifiziert.

3.3.  Statistische Analyse

Zur Vorhersage potentieller Phosphorylierungsseiten an Serin-, Threonin- oder
Tyrosinresten wurde NetPhos 2.0 verwendet, ein auf einem neuronalen Netzwerk
basiertes Computerprogramm, mit dem potentielle Phosphorylierungsreste in
Proteinsequenzen vorhergesagt werden kdnnen
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/). Zur Analyse der Proteinstrukturen diente als
Grundlage PredictProtein (PP) (erhéltlich unter
http://maple.bioc.columbia.edu/predictprotein). PredictProtein ist ein automatischer
Service fiir die Suche von Proteinstrukturen in Proteindatenbanken. Die statistische
Auswertung erfolgte EDV- unterstiitzt mit Hilfe der Software SPSS fiir Windows
Version 9.0.1 (SPSS Inc., Chicago, Illinois). Summary statistics for continuous Variable
wurden als Standartabweichung definiert; KHK-Patienten und Kontrollen wurden auf
dem Boden von Grundcharakteristiken mittels des Wilcoxon-Rang-Summen-Tests
verglichen. Es wurden Héufigkeiten und prozentuale Anteile erfasst, die Vergleiche
zwischen den beiden Gruppen wurden dann mittels des Fisher’s exact Test oder dem
Pearson Chi-Quadrat-Test verifiziert. Eine statistische Signifikanz wurde bei einem p-

Wert kleiner 0,05 angenommen.
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4. Ergebnisse

4.1. Demographische Daten und kardiovaskulires Risikoprofil der Patienten

Zwischen August 1998 und Januar 2000 wurden Vollblutproben von 795 Patienten, die
aufgrund ihrer Klinik koronarangiographiert worden waren, auf Genmutationen in der
eNOS, sowie in wichtigen Genen modulierender Faktoren untersucht. Die Patienten
wurden nach den Ergebnissen der Koronarangiographie in Gruppen eingeteilt. Die eine
Gruppe beinhaltete jene mit koronarer Herzkrankheit (es musste zumindest eine
arteriosklerotische Lision vorhanden gewesen sein, wenn sie auch keine Verengung der
Herzkranzgefdfle zur Folge hat) und jene ohne jede arteriosklerotische Verdnderung der
Herzkranzgefa3e. Von den 795 untersuchten Patienten wurden im Rahmen des
»Marburger Praventivmodells* demographische Daten, sowie deren gesamtes
kardiovaskuléres Risikoprofil erfasst. Es zeigte sich in 613 eine koronare
Herzkrankheit; bei 182 Patienten zeigten sich keine Veranderungen an den
Herzkranzgefassen. Das Durchschnittsalter lag bei sechzig Jahren in den Kontrollen
und bei flinfundsechzig in der KHK-Gruppe. Beim liberwiegenden Anteil der Patienten
handelte es sich um Ménner (79%), vor allem bei den kranken Patienten fand sich ein
tiberdurchschnittlicher Manneranteil; Raucher litten etwa doppelt so oft wie die gesunde
Patientengruppe an einer KHK. Beim Hauptanteil der KHK-Patienten zeigte sich eine 3-
Gefal3-Erkrankung, die eine Operationsindikation darstellt. In einem Zehntel der Félle
handelte es sich um nicht signifikante Stenosen. In der gesunden Kontrollgruppe waren
die Blutfette im Durchschnitt héher als in der KHK-Gruppe. Eine Ubersicht gibt Tabelle
14. Es wurden die Verteilungen der Risikofaktoren absolut, sowie prozentual erfasst.
Die Patienten mit KHK zeigten folgendes Lipidprofil: Cholesterin 187 + 44 mg/dl,
LDL-Cholesterin 119 £ 35 mg/dl, Triglyceride 155 £+ 111 mg/dl, HDL-Cholesterin 37 +
12 mg/dl und Lp(a) 42 + 31 mg/dl.

" Median und Range
n.s. = nicht signifikant

© signifikanter Unterschied
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Tabelle 14: Risikoprofil der Studienteilnehmer

Risikofaktoren Kontrollen KHK Fille P-Wert
(n=182) (n=613)

Alter(in Jahren)" 60 (22-79)° 65 (35-86)° <0.001
Mainnlich 57%° 79%° <0.001
Raucher 14%° 26%° <0.001
Cholesterol (mg/dl) 202 +46° 187 £ 44° <0.001
Triglyceride(mg/dl) 156 £ 109 155+ 111 n.s.
LDL-cholesterol (mg/dl) 131 £ 35° 119 + 35° 0.001
HDL-cholesterol(mg/dl) 42 £+ 14° 37+12° <0.001
Lp(a) (mg/dl) 31+24° 42 +31° 0.002
Erkrankte Gefdl3e
Sklerose ohne signifikante Stenose - 10%

1- Gefdl3 - 26%

2- Gefdl3 - 28%

3- GefdB3 - 36%

4.2.  Assoziation des eNOS Glu298 Asp Polymorphismus zur KHK

Im Rahmen der Arbeit wurde auch die Assoziation des eNOS Glu298 Asp Genpolymor-
phismus zur KHK in der Marburger Population untersucht. Dazu wurde die PCR RFLP
verwandt um die GluyogAsp Mutation auf Exon 7 im eNOS Gen zu detektieren. Die
Genotypen teilten sich auf die heterozygoten Glu298/Asp298-(GT), die homozygoten
Asp298/Asp298(TT)- und die Wildtyp-Merkmalstrager Glu298/Glu298(GG) auf. Der
Wildtyp fand sich zu 41% in beiden Gruppen. 51% der Patienten mit KHK waren

heterozygote Carrier gegeniiber 45% in den Kontrollen.

Homozygote Merkmalstrager hatten einen Anteil von 8% in der KHK-Gruppe

gegeniiber 14% in den Kontrollen. Keiner dieser ermittelten Werte war signifikant.
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Die Untersuchung der Assoziation des eNOS Glu298 Asp Polymorphismus mit einer

koronaren Herzkrankheit ergaben folgende in Tabelle 15 zusammengefasste Ergebnisse.

Anhand der Tabelle wird deutlich, da3 im untersuchten Kollektiv keine Assoziation des
eNOS GluysAsp Polymorphismus mit Koronarer Herzkrankheit nachgewiesen werden
konnte. Eine Vergleichsstudie, die an der Universitdt Gieen durchgefiihrt wurde,
kommt zu einem &hnlichen Ergebnis [Gardemann et a/.2002]. Die Absolutzahlen sind

zum Vergleich nochmals aufgefiihrt.
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4.3.  Untersuchte Genbereiche der eNOS und Gene modulierender Faktoren

Das DGGE-basierte Mutationsscreening der oben genannten Regionen identifizierte
insgesamt drei Mutationen. Zwei dieser Mutationen lagen im Bereich von Exon 8 des
eNOS Gens, der Argininbindungsregion (aa319-376). Es handelte sich dabei um stille

Mutationen, ein Austausch von Aminosiuren fand nicht statt.

Die weitere Screeninguntersuchung deckte eine bisher noch nicht beschriebene
Mutation im Exon 11 des eNOS Gens auf. Diese betrifft die Calmodulin-
Bindungsregion der eNOS (Region 492-500). Die Variante befand sich im
heterozygoten Zustand. Eine DNA-Sequenzierung zeigte einen Austausch eines C- zu
einem T-Nukleotid an der Position 1463 der eNOS mRNA im Exon 12,was einen
Austausch von Threonin zu Isoleucin in der Calmodulinbindungsregion der eNOS an
der Position 488 (Thragslle) zur Folge hat.

Die mittels DGGE detektierte heterozygote Mutation in Exon 11 des eNOS Gens zeigt
Abbildung 13 der Gelelektrophorese. Die Mutante ist mit M gekennzeichnet; rechts und

links davon mit 1-6 nummeriert siecht man homozygote Merkmalstriager ohne Mutation.

Abbildung 13 : Gelelektrophorese der Mutante und gesunder Merkmalstriger

Exon 11 (Calmodulin binding domain)
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Die Sequenzierung detektierte dann den heterozygoten Basenaustausch C zu T an der

Position 1463 im eNOS Gen. Die graphische Darstellung in der Abbildung 14

verdeutlicht dies.

Abbildung 14: Sequenzierung der Mutation

AAG GGC ACC GGC ATC ACC AGG

-

C1463 T [\

i,

Die folgende Abbildung 15 zeigt die Proteinstruktur einerseits des Wildtyps,

andererseits der Mutante. Sie verdeutlicht den Aminosdurenaustausch Thr488lle in der

Calmodulin-Bindungs-Doméne der eNOS.
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Abbildung 15: Proteinstruktur der Mutation

Proteinstruktur

Calmodulin-Bindungs-Doméne: AS 485-514

-AKGTGITRKKTFKEAVANAVKISASML-

Position: 488 491 495

Wildtyp :  Lys-Gly-Thr-Gly-lle-Thr-Arg-Lys-Lys-Thr

Thr488Ile:  Lys-Gly- Ile -Gly-Ile-Thr-Arg-Lys-Lys-Thr

Der 49 Jahre alte Patient mit obenbeschriebener Mutation kam notfallméfig mit
Brustschmerzen zur Aufnahme in der Medizinischen Klinik 1 des Universitéatsklinikums
Marburg.

Er litt an einem akuten Koronarsyndrom. Die durchgefiihrte Koronarangiographie ergab
den Befund einer 2-Gefd3-KHK, darunter eine hochgradige Stenose des Ramus
circumflexus und eine Stenose der Arteria coronaria dextra. Eine Bestimmung der
Lipidwerte ergab keinen Hinweis auf das Vorliegen einer Hyperlipoproteindmie und
damit ein nicht atherogenes Lipidprofil.

Ein erstelltes Risikoprofil ergab nur den Nikotinabusus und eine familidre Disposition
als Risikofaktoren der KHK.

Die Patientencharakteristika einschlielich des Lipidprofils sind in folgender Tabelle

nochmals zusammengefasst.
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Patientencharakteristika

Alter ( Jahre) 49
Geschlecht Mainnlich
Diabetes Nein
Raucher Ja
Cholesterin (mg/dl) 175
Triglyceride (mg/dl) 110
LDL-Cholesterin (mg/dl) 125
HDL-Cholesterin (mg/dl) 52

Lp(a) (mg/dl) 21
Erkrankte Gefille zwei

Tabelle 16: Patientencharakteristika

Das Angiographieergebnis zeigt Abbildung 16. Es ist der Befund vor der perkutanen

transluminalen Koronarangioplastie (PTCA) zu sehen. Die Angiographie der Arteria

coronaria sinistra zeigt einen freien Hauptstamm (HS) und einen freien Ramus

interventricularis anterior (RIVA). Man sieht die deutliche Einengung des Ramus

circumflexus (RCX). In gleicher Sitzung wurde eine PTCA vorgenommen und ein Stent

eingesetzt (Abbildung 17).
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Abbildung 16: Angiographieergebnis

Vor PTCA

Abbildung 17: Angiographie nach PTCA und Stenteinlage

Nach RCX-PTCA/Stent




Ergebnisse 57

Die Thermographie des Patienten nach Kélteprovokation wird in Abbildung 18

dargestellt.

Abbildung 18: Thermographie nach Kalteprovokation

Der Patient berichtete liber eine milde Raynaud-Symptomatik bei kaltem Wetter.
Anhand der Thermographie (Abbildung 18) wird deutlich wie nach Eis-Wasser-
Provokation eine leichte Reduktion des digitalen Blutflusses eintritt. Dies konnte auch

ein Hinweis auf eine fehlende Aktivitit der eNOS bei diesem Patienten sein.
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5. Diskussion

5.1 Konzeption der Arbeit

Die vorliegende Arbeit wurde konzipiert als ein Versuch des genetischen Screenings
funktionell wichtiger Regionen des eNOS Gens sowie wichtiger Modulatoren und
mogliches Vorliegen einer Koronaren Herzkrankheit.

Dartiber hinaus wurde auch die Assoziation einer KHK mit dem bekannten eNOS
Glu298Asp Polymorphismus analysiert.

Dazu wurden aus einem gut ausgesuchten Kollektiv von 795 Patienten mit und ohne
koronare Herzkrankheit Blutproben gewonnen. Diese Patienten wurden alle in der
Klinik fiir Innere Medizin, Abteilung Kardiologie des Universitétsklinikums Marburg
koronarangiographiert, eine KHK konnte somit nachgewiesen oder ausgeschlossen
werden.

Weiterhin wurden die koronaren Risikofaktoren, sowie Alter, Geschlecht und andere
demographische Daten erfasst. Die Patienten nahmen Teil am ,,Marburger

Praventionsprojekt™ [Schaefer et al.2000].

52 Polymorphismus Glu298Asp im eNOS Gen

Der Polymorphismus Glu298Asp im Exon 7 des eNOS Gens im Zusammenhang mit
KHK ist schon in mehrfachen Studien mit kontroversen Ergebnissen untersucht worden.
Einige Autoren fanden einen Zusammenhang, wie die Studien, die in Japan [Shimasaki
et al.1998]und England [Hingorani ef al. 1999] durchgefiihrt wurden, sowie eine Arbeit
von Cai [Cai ef al. 1999]. Dabei zeigte sich im Falle der Asp-Variante ein mehr als
vierfach erhohtes Risiko einer KHK.

Eine australische Studie [Liyou et al. 1998], zwei Arbeiten aus dem Jahre 2001
[Granath et al. 2001 und Wang et al. 2001] und eine neuere deutsche Studie
[Gardemann et al.2002], konnten in ihren Populationen keinen Zusammenhang der Asp-
Variante mit einer KHK nachweisen. Dabei wurden in der deutschen Studie 3250
Patienten untersucht, bei denen eine Koronarangiographie erfolgte. Bei 2717 Patienten
wurde eine KHK festgestellt, bei 533 gesunden Patienten konnte eine KHK
ausgeschlossen werden, sie dienten als gesunde Kontrollgruppe. In dieser
Studienpopulation konnte lediglich bei jiingeren Patienten, die mindestens einen
zusétzlichen koronaren Risikofaktor hatten, ein erhohtes Risiko fiir eine KHK

nachgewiesen werden.
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In der Studienpopulation dieser Arbeit konnte keine Assoziation zwischen Asp-Variante
und erhohtem Risiko einer KHK nachgewiesen werden. Diese Studie ergab von den
Haufigkeiten der Genotypen dhnliche Ergebnisse wie die Studie von Gardemann et al..
Die Allelfrequenzen fiir den Glu298 Asp Polymorphismus waren in beiden Studien
ungefahr gleich.

Der Versuch, einen Zusammenhang zwischen einer KHK mit dem T-Allel
Polymorphismus zu finden, schlug fehl.

Eine neueste Arbeit [Golser et al. 2003] erzeugte aus einem Expressionssystem eine
rekombinante GluygsAsp eNOS Variante. In vitro wurde die Enzymaktivitit getestet. Es
zeigte sich, dass im Vergleich zur Wildtyp eNOS der Austausch von Glutamat und
Aspartat an der Position 298 in der humanen eNOS nicht die katalytische Aktivitét des
Proteins éndert.

Eine andere Arbeit aus dem Jahre 2001 [Fairchild ez al. 2001 ] kam bereits zu einem
dhnlichen Ergebnis; es wurde gezeigt, dass das rekombinante eNOS;93Asp Protein,
welches aus Zellen isoliert wurde, auch keinen Einfluss auf die Stabilitét, die

Halbwertszeit oder die biologische Aktivitét der Enzyms hatte.

53 eNOS Gen und wichtige Modulatoren

Das Hauptziel der Arbeit war es, Mutationen in funktionell relevanten Genbereichen der
eNOS, sowie in Genbereichen wichtiger Modulatoren, zu finden. Unter der Vorstellung,
daB eine mdgliche Mutation zu einer verschlechterten Gefaendothelfunktion fiihren
und dadurch die Entstehung einer KHK begiinstigt werden konnte, wurde ein Kollektiv
von 795 Patienten untersucht.

Acht verschiedene Genbereiche, die als funktionell relevant fiir den Nitric oxid pathway
gesehen werden, wurden mittels DGGE gescreent.

Im Bereich der transkriptionalen Regluation des eNOS Gens wurde die Region von —
224 bis +9 des eNOS Promoters analysiert. Diese Region enthélt die meisten
regulatorischen Elemente, die in die Kontrolle der eNOS Expression einbezogen sind
[Karantzoulis-Fegarast et al. 1999]. Deshalb kommt ihr in Bezug auf die korrekte
Transkription der eNOS besondere Bedeutung zu.

Um festzustellen, ob es Verdanderungen in funktionell katalytischen Doménen des
eNOS-Proteins gibt, wurde die Region, die flir die Arginin-Bindungs-Stelle kodiert,
tiberpriift. Diese liegt an der Position aa 319-376. In vitro Mutationsstudien im Bereich

dieser Genregion haben gezeigt, dafl diese mehrere hochkonservierte Aminosiuren
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enthélt, welche fiir die volle enzymatische Aktivitdt der eNOS von bedeutender Rolle
sind [Chen et al. 1997].

Neben der katalytischen Aktivitét, die in der Oxygenase-Doméne lokalisiert ist, ist einer
der wichtigsten regulatorischen Mechanismen der eNOS Aktivitét die Seiten-
spezifische Phosphorylierung in der Reduktasedoméne. Weil einige Studien gezeigt
haben, daf} die eNOS am Ser 1177 in einem kalziumunabhingigen Weg durch eine
Serin/Threonin-Kinase (Akt/PKB) phosphoryliert wird, wurde im Rahmen der Studie
auch diese Region (aa 1152-1189) analysiert [Dimmeler et al. 1999 und Fisslthaler et al.
2000].

Auf der Ebene der Reglationsmechanismen, die eine Protein-Protein Interaktion
verursachen, spielt Caveolin eine zentrale Rolle. Die zentrale Doméne des
Caveolingeriists (aa 65-129) wurde einer Analyse unterzogen. Zwei Regionen, die als
Calmodulin-Bindungs-Doménen bezeichnet werden (aa 475-500 und aa 501-549)
wurden ebenfalls auf Mutationen gescreent. Calmodulin hat dabei eine modulatorische
Funktion in Verbindung mit Kalzium. Im basalen Zustand wird die eNOS inhibiert
durch ihre Interaktion mit Caveolin 1. Verantwortlich dafiir ist die Gerlistdoméne des
Caveolin 1. Agonisten wie zum Beispiel Bradykinin [Marrero ef al. 1999] mobilisieren
Kalzium und generieren die Bindung von Calmodulin an die eNOS, dadurch dissoziiert
Caveolin 1 vom Enzym und es wird in den aktiven Zustand versetzt. Wenn der
intrazelluldre Kalziumspiegel wieder abfillt und das Kalzium in intrazelluldre Speicher
verbracht wird, kommt es zur Reformation des eNOS-Caveolin Komplexes und die
Aktivitat der eNOS wird inhibiert [Michel et al. 1997].

Dies verdeutlicht den Einfluss dieser beiden Genbereiche im Nitric oxide pathway und
war der Grund fiir die Untersuchung dieser.

AuBer diesen wurde auch die Doméne an der die Akt/PKB Kinase (aa 323-354) an die
eNOS angreift gescrennt. Die Akt/PKB Kinase ist in den Prozess der Phosphorylierung
der eNOS involviert und interagiert mit ihr an der Phosphorylierungsseite der eNOS.
Sie reguliert so die Aktivierung dieser, in Folge derer es zu vermehrter NO Produktion
kommt. Dieser Regulationsmechanismus ist kalziumunabhéngig [Dimmeler et al.
1999].

An letzter Stelle wurde noch ein konservierter Ausschnitt des VEGFR-2 Gens (aa 1061-
1109) examiniert. Er wird durch Caveolin 1 herunterreguliert. Der endotheliale
Wachstumsfaktor ist weiterhin involviert in der Signaltransduktion der eNOS und

stimuliert endotheliales Zellwachstum. Eine Inhibierung der NO-Synthese fiihrt zu
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vermindertem Wachstum. Einen entscheidenden Einfluss hat dabei die Akt-Kinase.
Eine Stimulierung dieser bewirkt ein vermehrtes, eine Unterdriickung einen
verminderten Aufbau der Endothelzellen. Eine suffiziente Aktivierung der eNOS durch
die Akt-Kinase wird fiir einen VEGF-vermittelten Endothelaufbau vorausgesetzt

[Dimmeler et al. 2000].

In allen 795 DGGE analysierten Patientenproben fanden sich drei Mutationen. Zwei
davon waren stille Mutationen und bewirkten somit keinen Aminoséurenaustausch.
Die heterozygote Mutation in der Calmodulinbindungsregion der eNOS fiihrte aber zu
einem Aminosdurenaustausch. An der Position 1463 in der cDNA wurde ein C durch
ein T (C1463T) ausgetauscht, was eine Substitution eines Threonins durch ein Isoleucin
an Position 488 (T488I) zur Folge hat.

Der Patient, bei dem die Mutation gefunden wurde, kam notfallmiBig zur Aufnahme
wegen eines akuten Koronarsyndroms. Die Koronarangiographie zeigte eine 2-Gefal3-
KHK. Die Stenosen lagen im Bereich des Ramus circumflexus und der Arteria
coronaria dextra; noch in selber Sitzung wurde interveniert und der Patient gestentet.
AuBer einem Nikotinabusus war kein anderer koronarer Risikofaktor eruierbar. Er
zeigte nur eine milde Raynaudsymptomatik als Zeichen der endothelialen Dysfunktion.
Fleming et al. hat gezeigt, daB3 die eNOS Aktivitdt unter verschiedenen physiologischen
Bedingungen durch die schnellen Wechsel von Phosphorylierung und
Dephosphorylierung der eNOS an zwei separaten Resten ndmlich Threonin 495 und
Serin 1177 reguliert wird.

Im basalen Zustand sind beide Reste phosphoryliert. Die durch die Proteinkinase C

(PKC) induzierte Phosphorylierung des Threonin 495 in der Calmodulin-Bindungs-
Domine der eNOS verhindert die Bindung des Kalzium/Calmodulin (CaM)-
Komplexes; dadurch wird die Aktivitdt des Proteins erheblich eingeschriankt [Fleming
et al. 2001].

Im aktivierten Zustand, zum Beispiel beim Wirksamwerden von Scherkréften am
Endothel, bleibt die Phosphorylierung von Serin1177 erhalten, Threonin 495 hingegen
wird durch die Phosphatase PP1 dephosphoryliert [Michell et al. 2001 und Harris et al
2001], dies fiihrt zur Bindung des Kalzium/Calmodulin Komplexes und die NO
Produktion steigt.
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Diese Ergebnisse zeigen die entscheidende Rolle des Threonin 495 in der Calmodulin-
Bindungs-Region der eNOS. Bei Untersuchungen mit in vitro Mutationen an diesem
Rest wurde dies auch schon bekréftigt [Fleming et al. 2001].

Eine Analyse der humanen Calmodulin-Bindungs-Doméne (aa492-510) ergab, dafl
aufler dem zentralen Thr495 die angrenzenden Threoninreste an der Position 488 und
491 vorhanden sind. Unter Benutzung von NetPhos 2.0 wurde gezeigt, daB3 auler dem
Thr495 auch Thr491 eine hohe Wahrscheinlichkeit besitzt durch die PKC
phosphoryliert zu werden (0.813 Thr491 vs. 0,971 Thr495) [Blom ef al. 1999];
dahingegen scheint die in dieser Studie gefundene Mutation im Thr488 (0.021) kein
direktes Ziel der Phosphorylierung zu sein. Das Thr an der Position 488 scheint aber
eine wichtige Rolle fiir die Struktur der Calmodulin-Bindungs-Doméne zu spielen.
Sekundire Analysen zur Struktur dieser Region an Predict Proteinen (PP) gaben
Hinweise darauf, dal3 die Struktur des Proteins sich dndert, wenn ein Thr 488 durch ein
Isoleucin ausgetauscht wird.

Am interessantesten ist aber, da3 die Substitution von Thr 488 durch Isoleucin die
Wahrscheinlichkeit der Phosphorylierung von Thr 491 durch PKC auf einen Wert von
0,607 senkt. Diese Reduktion scheint durch Thr 488 spezifisch vermittelt zu werden, da
auch der Austausch verschiedener Aminosduren aller angrenzenden Reste und sogar die
Substitution der Aminosdure an Position 488 ( mit der Ausnahme von Alanin) keine
Senkung der Phosphorylierungsrate von Thr 491 bewirkten [Rost 1996].

Eine neueste Arbeit aus 2003 von Bauer [Bauer ef al., 2003] untersuchte den Einfluss
verschiedentlicher Serinphosphorylierungsreste der eNOS auf die NO-Produktion und
deren Assoziation mit HSP90 und Akt. Dabei zeigte sich, dass die Mutation der
Serinreste 116, 617 und 1179 zu Alanin zu Affektionen des Phosphorylierungszustandes
zumindest einer anderen Region fiihrte. Die Mutationen des Serin 116 und 617 zu
Alanin bewirkte eine gréfere Proteininteraktion zwischen HSP90 und Akt und eine
verstéirkte Phosphorylierung am Serin 1179. Diese Arbeit zeigte das komplexe
Zusammenwirken der unterschiedlichen Phosphorylierungen an unterschiedlichen
Serinresten und deren gegenseitige Beeinflussung.

An bovinen aortalen Endothelzellen konnte gezeigt werden, dass H,O,, welches durch
oxidativen Stress am Endothel entsteht, zu einer verstiarkten eNOS-Aktivitit fihrt. HO,
aktiviert die Akt, verstirkt die eNOS Phosphorylierung am Ser-1177 und vermindert die
Phosphorylierung am Thr-495 [Thomas et al., 2002]. Es kommt also zu einer direkten
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Beeinflussung der eNOS Aktivitdt durch oxidativen Stress und dadurch zu einem
gestorten Zusammenspiel des Endothels mit NO im Falle einer KHK.

Allen eNOS Enzymen unterschiedlichster Spezies (Kuh, Ratte, Meerschweinchen,
Maus) ist gemeinsam, dafl immer ein Threonin oder ein Alanin an dieser Position
vorhanden ist, was auf eine strukturelle Konservierung dieses Restes in der eNOS
hinweist. So ist es moglich, dafl die T4881 Mutation die Zugénglichkeit von Thr 495
beeinflusst. Dies konnte den Phosphorylierung/Dephosphorylierungsmechanismus
betreffen und zu einer verminderten eNOS Aktivitit fiihren.

Eine neueste Arbeit aus 2003 [Fleming und Busse, 2003] untersuchte nochmals, welche
Auswirkungen die Alterationen in der Phosphorylierung des Serinrestes (Ser(1177)) in
der Reduktasedomine und des Threoninrestes (Thr(495)) in der Calmodulinbindungs-
domine auf die Aktivitidt der eNOS haben. Dabei zeigte sich, dass verschiedentliche
Stimuli zu einer simultanen Alteration in der Phosphorylierung des Threonin und des
Serin fiihren. Reguliert wird der ganze Prozess durch eine ganze Anzahl von Kinasen
und Phosphatasen, die kontinuierlich vom eNOS-Signal-Komplex dissoziieren und
assoziieren. Mit der eNOS assoziierte Proteine, wie Caveolin, Hitzeschockprotein 90
und mdoglicherweise auch Motorproteine stellen das Gertist fiir die Formation des
Proteinkomplexes, essentiell ist dabei auch die intrazelluldre Lokalisation des
Komplexes. Diese Arbeit macht deutlich, wie komplex die Interaktionen sind und wie
leicht eine Mutation zu einer Fehlfunktion fithren kann.

Die detektierte Mutation beim Studienpatienten konnte Einfluss auf die Freisetzung von
NO gehabt haben und somit die Entstehung einer KHK beglinstigt haben.

Das DGGE basierte Mutationsscreening in Regionen der eNOS, sowie in
modulierenden Faktoren, diente dem Versuch, Mutationen zu identifizieren, die den
Regulationsmechanismus der eNOS maf3geblich beeinflussen und damit zu der
Entstehung einer vorzeitigen koronaren Herzkrankheit und zu erektiler Dysfunktion bei
Minnern fiihren konnten. Unter der Annahme, daB sich die gefundenen Mutation nur
bei Miannern auspragt, konnte eine Infertilitit aufgrund der erektilen Dysfunktion die
Ursache einer fehlenden Vererbung sein.

Das Ergebnis, dal auller zweier stiller Mutationen nur eine strukturell relevante
Mutation in der Studie gefunden wurde, deutet darauf hin, daf3 es sich bei diesen
Regionen im Nitric oxide pathway um hochkonservierte Regionen handelt.

Um die Ergebnisse und Thesen zu bestitigen sind weitergehende Studien erforderlich.

Dazu sind Screeninguntersuchungen auf genetische Verdnderungen mit einer grof3eren
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Anzahl von Patienten, wie auch einer Kontrollgruppe von Gesunden, sowie funktionelle
in vitro Studien der T488I Mutation notwendig. Zur Einschidtzung der funktionellen

Relevanz sind in vitro Studien mit transfizierten Endothelzellen geplant.
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6. Zusammenfassung

Die endotheliale Stickoxydsynthase (eNOS) ist ein wichtiges regulatorisches Enzym,
welches die Produktion von vasoprotektivem Stickstoffmonoxyd (NO) aus L-Arginin
katalysiert. Sie reguliert somit den systemischen Blutdruck und greift in den
Gefdflumbau und die Angiogenese ein. Verminderte NO Produktion, die durch
Storungen im NO-Zyklus zustande kommt, ist assoziiert mit der Entwicklung
vorzeitiger Atherosklerose.

Bis jetzt sind zwei Polymorphismen fiir das eNOS-Gen in der Literatur beschrieben
worden mit unterschiedlichen Ergebnissen beziiglich der Entwicklung einer
Atherosklerose.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 795 Patienten aus dem Marburger KHK
Praventionsprojekts nach bekannten und unbekannten Mutationen in wichtigen
Regionen des eNOS-Gens sowie Regionen in Genen, die fiir wichtige Proteine
kodieren, die die Aktivitdt der eNOS entscheidend beeinflussen, gesucht. Ein schon
beschriebener Polymorphismus der eNOS (Glu9sAsp) und sieben verschiedene
Genregionen wurden mittels PCR und Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus
(RFLP) bzw. PCR und denaturierender Gradientengelelektrophorese (DGGE)
untersucht. Die untersuchten Genbereiche sind: 1.) die eNOS-Promoter Region, 2.) die
Calmodulin-Bindungsseite, 3.) die Arginin-Substrat-Bindungsseite, 4.) die Akt/PKB
Phosphoryllierungsseite, 5.) die Hauptdoméne von Caveolin, 6.) die Serin-
/Threoninkinase Doméne Akt/PKB und 7.) der vaskuldre endotheliale
Wachstumsfaktor-Rezeptor 2 (VEGFR-2).

Im ganzen wurden drei neue Mutationen bei den 795 Patienten identifiziert. Dabei
handelte es sich bei zweien um stille Mutationen. Sie lagen in der Region, die fiir die
Arginin-Bindungsseite kodiert.

Bei der dritten handelte es sich um eine heterozygote Mutation, die die
Calmodulinbindungsseite der eNOS betrifft. Ein C wird an der Position 1463 der cDNA
in ein T ausgetauscht, so wird Threonin an der Stelle 488 zu Isoleucin (Thrygglle). Der
Trager dieser Mutation litt an vorzeitiger koronarer Herzkrankheit (KHK) und milder
Raynaud-Symptomatik. Koronarangiographisch zeigten sich eine 2-GefdaBerkrankung
und koronare Vasospasmen.

Wie schon in anderen Arbeiten beschrieben, wurde auch in dieser keine Assoziation des

GluyegAsp Polymorphismus mit KHK gefunden.
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Die Ergebnisse zeigen, daB es sich bei den untersuchten Genbereichen um
hochkonservierte Regionen handelt, die fiir die Funktion der eNOS von entscheidender
Bedeutung sind.

Die eNOS Aktivitdt wird durch den schnellen Wechsel von Phosphorylierung und
Dephosphorylierung an den Resten Threonin 495 und Serin 1177 reguliert. Dabei
kommt der Phosphorylierung des Thr 495 eine entscheidende Rolle zu. Die
angrenzenden Threoninresten 488 und 491 sind fiir die Modifizierung von Bedeutung.
Der Aminosdurenaustausch Thr4881Ile bewirkt eine Senkung der Phosphorylierungsrate
von Thr491. Dieser Mechanismus scheint spezifisch fiir den Rest Thr488 zu sein.
Allen eNOS Enzymen unterschiedlicher Spezies ist ein Threonin oder Alanin an dieser
Stelle 488 gemeinsam. Dies weist auf eine strukturelle Konservierung dieses Restes der
eNOS hin. So ist es moglich, daf die T4881 Mutation die Zugénglichkeit von Thr 495
beeinflusst und damit zu einer verminderten eNOS Aktivitét fiihrt.

Die detektierte Mutation konnte also erheblichen Einfluss auf die Freisetzung von NO
gehabt haben und damit die Entstehung einer KHK beim Studienpatienten begiinstigt-
wenn nicht sogar verursacht- haben.

Um die Ergebnisse zu stiitzen sind weitergehende Untersuchungen erforderlich. So
sollten die Genbereiche in einem groBeren Studienumfang untersucht werden und sich

eine in vitro Studie der T4881 Mutation anschlief3en.
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Anhang

Abkiirzungen

AMP
A
Asp
ATP
AVK
BH4

cAMP
cDNA
cGMP
CRP
DGGE
DNA
EDRF
eNOS
FAD
FMN

Glu
HDL
HSP90
IGF-1
Ile
iNOS
IP3
KHK
LDL
LDL-C
LIMA
mRNA
NADPH
nNOS
NO
NOS
PCR
PKA
PKB
PKG
PTCA
RFLP
RPM
SDS
Ser
sGC
SSCP

Adenosin-5'-monophosphat

Alanin

Aspartat

Adenosin-5'-diphosphat

arterielle Verschlusskrankheit
Tetrahydrobiopterin

Basenpaare

Cytidin

3'.5'-cyclo-AMP

komplementére Desoxyribonukleinséure
3".5'-cyclo-GMP

C-reaktives Protein

denaturierende Gradientengelelektrophorese
Desoxyribonucleinsidure
Endothelium-derived relaxing factor
endotheliale Stickoxydsynthase
Flavin-Adenin-Dinucleotid
Flavin-Mononucleotid

Guanosin

Glutamat

High-Density-Lipoprotein
Hitzeschockprotein 90

insulin like growth factor

Isoleucin

zytokin-induzierte Stickoxydsynthase
Inositol-1,4,5-trisphosphat

koronare Herzkrankheit

Low Density Lipoprotein
LDL-Cholesterol

left interventricular myocardial artery
Messenger-Ribonucleinsiure

reduziertes Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat
neuronale Stickoxydsynthase
Stickstoffmonoxyd

Stickoxydsynthase

Polymerase Chain Reaction

Proteinkinase A

Proteinkinase B

Proteinkinase G

perkutane transluminale coronare Angioplastie
Restriktionsfragment-Léngenpolymorphismus
rounds per minute

sodium dodecyl sulfate

Serin

16sliche Guanylylcyclase

single strand conformation polymorphism
Thymidin
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» TAE-Puffer Tris Acetic EDTA-Puffer
» TEMED N,N,N,N - Tetramethylethylenediamine
> Thr Threonin
» VEGF vascular endothelial growth factor
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