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1 Einleitung

1.1 Definition und klinische Bedeutung der arteriellen Hypertonie

Neue Studien zeigen, dass in Deutschland 55% aller 35-64-Jahrigen an arterieller Hyperto-
nie leiden . Die arterielle Hypertonie stellt einen wichtigen Risikofaktor fiir die Entstehung
der Linksherzinsuffizienz, der koronaren Herzkrankheit, des Apoplexes, der Niereninsuffi-
zienz, der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit und der hypertensiven Retinopathie
dar. Als Todesursache steht bei allen Hypertonikern die Linksherzinsuffizienz und die koro-
nare Herzkrankheit an erster Stelle, gefolgt vom Apoplex 2.

Man unterscheidet zwischen der primaren oder essentiellen Hypertonie (>90% aller Hyperto-
nien) und den sekundaren Hypertonie-Formen (<10%). Bei der essentiellen Hypertonie sind
die Ursachen weitgehend unbekannt, wahrend sie bei den sekundaren Hypertonie-Formen
bekannt sind und auf renalen, endokrinen und neurogenen Grundleiden beruhen und somit
meist kausal behandelbar sind. Eine essentielle Hypertonie darf erst angenommen werden,
wenn eine sekundére Form ausgeschlossen ist 2.

Die essentielle Hypertonie ist ein komplexes Krankheitsbild, welches sowohl von Umweltfak-
toren als auch von genetischen Faktoren gepragt wird 2*. Als Umweltfaktoren spielen die
Erndhrung (hoher Kochsalz-Konsum, Ubergewicht, starker Alkoholkonsum), endokrine Fak-
toren (mannliches Geschlecht, Schwangerschaft, Klimakterium), Stress, Bewegungsmangel
und zunehmendes Alter eine begiinstigende Rolle 2.

Blutdruck ist ein quantitativer Phanotyp. Die Festlegung von Grenzwerten ab denen man von
einer arteriellen Hypertonie sprechen kann ist willkirlich. Die Werte orientieren sich an Klini-
schen und epidemiologischen Daten, die das Ansteigen kardiovaskularer Morbiditat und Mor-
talitdt mit zunehmender Blutdruckhéhe reflektieren. Die aktuellen Blutdruckwerte zur Klassifi-
zierung der arteriellen Hypertonie entstammen den Leitlinien der ESC/ESH von 2007
(Tabelle 1) *®. Im neuesten JNC VII-Report aus den USA von 2003 wird der Blutdruckbereich
120-139 mmHg systolisch und 80-89 mmHg diastolisch als prahypertensiv definiert, bei dem
bereits Lifestyle-Anderungen empfohlen werden ’. Neuere Daten geben an, dass ca. 30%
der US-Amerikaner von der Prahypertonie betroffen sind . Dabei konnte in einer anderen
Studie gezeigt werden, dass Uber 50% der Prahypertoniker innerhalb von 4 Jahren eine Hy-

pertonie entwickeln °.
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Tabelle 1: Klassifikation von Blutdruckwerten, ESC/ESH 2007

Klassifikation Systolischer Blutdruck Diastolischer Blutdruck
(mmHg) (mmHg)
Optimal <120 <80
Normal 120 - 129 80 -84
Hochnormal 130 - 139 85 -89
Bluthochdruck:
Stadium 1 140 - 159 90 - 99
Stadium 2 160 - 179 100 - 109
Stadium 3 =180 =110
Isolierte systol. Hypertonie > 140 <90

1.2 Genetische Faktoren der Hypertonie

Neben Umweltfaktoren spielen auch genetische Faktoren eine wichtige Rolle, wie in klinisch-
epidemiologischen und tierexperimentellen Studien gezeigt wurde *'°.

In den letzten Jahren konnten einzelne seltene monogenetische Formen der Hypertonie
identifiziert werden: der Glucocorticoid-remediable aldosteronism (GRA) "', das apparent
mineralocorticoid excess (AME)-Syndrom '*' und das Liddle-Syndrom "'°. Alle diese drei
Syndrome haben gemeinsam, dass sie Uber eine gesteigerte Salz- und Wasserretention zu
einer salzsensitiven Hypertonie fihren. Ein weiteres Gen konnte auf Chromosom 12 identifi-
ziert werden, welches mit Brachydaktylie assoziiert ist und zu einer salzresistenten Hyperto-
nie fiihrt '°,

Die essentielle Hypertonie hingegen ist eine polygene Erkrankung, d.h. sie ist nicht auf ein
einzelnes Gen allein zuriickzufilhren '"'8. Bisher konnten Polymorphismen in zahlreichen
Genen identifiziert werden, die Uber eine Beeinflussung des Uber die Niere geregelten Salz-
Wasser-Haushaltes zu einer Blutdruckerhdhung oder -senkung filhren 2. Diese Polmorphis-
men flhren zu einer Modifizierung ihrer Genprodukte (z.B. Enzyme, Rezeptoren, Liganden
etc.) und dariiber zur essentiellen Hypertonie '®°.

Solche Gene, welche die Blutdruckregulierung beeinflussen bezeichnet man auch als Kandi-
datengene. Die ldentifizierung solcher Gene als Marker konnte die frihzeitige Erstellung in-
dividueller genetischer Risikoprofile fiir die essentielle Hypertonie ermdglichen. Folgend soll
nun der Hintergrund des in dieser Arbeit untersuchten Kandidatengens, dem Endothelin-

Konversions-Enzym-Gens (ECE), dargestellt werden.
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1.3 Endothelinsystem

Wie bereits erwahnt, wird das heterogene und komplexe Krankheitsbild der essentiellen Hy-
pertonie sowohl von Umweltfaktoren als auch von genetischen Determinanten gepragt. Das
Endothelinsystem hat einen Einfluss auf die Blutdruckregulation %, was im Folgenden erlau-
tert wird.

1.3.1 Liganden und Rezeptoren

Das Endothelinsystem (ES) besteht aus seinen drei Liganden, dem Endothelin-1, Endothe-
lin-2, Endothelin-3 (ET-1, ET-2, ET-3) 2"?2? ynd den zwei Endothelin-Rezeptoren (ETa, ETg)
225 Diese beiden Rezeptoren weisen eine unterschiedliche Affinitat zu ihren Liganden auf.
Wihrend der ETg-Rezeptor eine gleich starke Affinitét fiir das ET-1, ET-2 und ET-3 hat %%,
ist die Affinitat des ETa-Rezeptors fiir die drei Endotheline unterschiedlich, und zwar schwa-
cher werdend vom ET-1 Uber das ET-2 zum ET-3. Hierbei bindet der Rezeptor das ET-1 un-
gefahr 100 mal starker als das ET-3 6%

Endotheline sind vasoaktive Peptide, die aus 21 Aminosauren bestehen und aufder in Endo-
thelzellen in vielen anderen Geweben exprimiert werden 2'. Jedes der Endotheline wird von
einem anderen Gen kodiert 2. Die Synthese der Endotheline beginnt beim Vorl&ufermolekiil
Prepro-ET. Durch eine furin-ahnliche Endopeptidase entsteht das Pro-ET (Big-ET). In einem
letzten Schritt wird das Pro-ET durch proteolytische Spaltung durch das Endothelin-
Konversions-Enzym (ECE) in die vasoaktive Form Uiberfiihrt 2%.

21,29

ET-1 ist ein starker Vasokonstrikor mit mitogenen Eigenschaften auf vaskulare glatte

Muskelzellen ***', kardiale Myozyten *? und renale Mesangialzellen **. Es hat positiv inotrope

und chronotrope Eigenschaften 3%

und beeinflusst das zentrale und periphere sympathi-
schen Nervensystem ?°. Des Weiteren wirkt ET-1 auf den renalen PlasmafluR und konsekutiv
die glomerulare Filtrationsrate sowie direkt auf die Natriumausscheidung und somit auf die
Regulation das Salz-Wasser-Haushaltes ?°**%". Es konnte gezeigt werden, dass ET-1 eine
wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung des vaskularen Tonus spielt 3°°. Somit ist ET-1 ein
wichtiger Mediator in der Pathogenese der arteriellen Hypertonie und ihrer Komplikationen .
Verschiedene Studien belegen seine Bedeutung fir die Pathogenese der essentiellen Hyper-

tonie 4142434445

1.3.2 ECE, das Schliisselenzym

Das ECE ist eine membrangebundene Metalloprotease *® und stellt das Schliisselenzym in
der Biosynthese der Endotheline dar. Es existieren zwei Isoformen: das ECE-1 47 welches
innerhalb des kardiovaskularen Systems die wichtigste Rolle spielt, es wird dort vorwiegend

in den Endothelzellen der GefaRe exprimiert *®, und das ECE-2 *°, welches hauptsachlich in
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neuralem Gewebe exprimiert wird. Eine ebenfalls hohe Expression des ECE-1 findet man in
den Testis, dem Ovar, der Nebenniere und in wechselnd starker Auspragung in den glatten
GefalRmuskelzellen. Geringere Expressionslevel zeigen sich auch in zahlreichen anderen
menschlichen Geweben 2.

ECE-1 spielt eine essentielle Rolle in der Entwicklung von Wirbeltieren, wie Studien an ECE-
1-knock-out-Mausen gezeigt haben. Sie zeigten ein angeborenes Fehlen epidermaler Mela-
nozyten und enterischer Neurone des distalen Darmes, sowie kraniofaziale und kardiovasku-
lare Abnormitaten *°. Des Weiteren spielt ECE-1 eine Rolle bei kardiovaskuldren Erkrankun-
gen beim Menschen, wie der Atherosklerose® und ischamischer Kardiomyopathie®.

Vom ECE-1 existieren 4 bekannte Isoformen (ECE-1a, ECE-1b, ECE-1c, ECE-1d), die alle
vom selben Gen kodiert werden und sich nur in der 5-Region unterscheiden °***°>%¢_ Die
verschiedenen Isoformen entstehen durch die Existenz alternativer Promotoren (Abbildung
1) 56575859 Das Gen liegt auf Chromosom 1 %, erstreckt sich tiber mehr als 120 kbp und be-

steht aus 20 Exons %%°%8,

Genom:
Exon 1c Exon 1b Exon 2 Exon 3
[ [
L =
55 kbp 206 bp 11 kbp
Intron Intron Intron
c-Promotor b-Promotor d-Promotor a-Promotor

mRNA-Ebene: 1d (I
1c [
1b (= 1alpha) [N

1a(=1beta) L N

Abbildung 1: Struktur des Promotors des ECE-1-Gens

Die ECE-1b-Isoform (urspriinglich auch 1 alpha genannt ®') wird hauptsachlich im Endothel
exprimiert und besteht aus 19 Exons (Abbildung 1, Tabelle 2) *>***". Uber eine Anderung
des normalen Expressionslevels oder pathophysiologische Hochregulierung durch Bindung
von Transkriptionsfaktoren an cis-Elemente (Expressions-steuernde Elemente im Promotor)
koénnte es zu einer veranderten Endothelinsynthese in den Gefalten und somit zu einer ver-

anderten Blutdruckregulation kommen.
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Somit ist anzunehmen, das genetische Varianten im Promotor des ECE-1b-Gens, besonders
die, die in Bindungsstellen fir Transkriptionsfaktoren liegen (so genannte consensus-sites),
mit verschiedenen Blutdruckphanotypen wie Blutdruckwerten assoziiert sein kdénnten. Die
24-Stunden-Blutdruckmessung gibt hier bessere Aussagen als die einzelne Blutdruckmes-
sung ®2. Hinweise, dass das ECE-1-Gen polymorph ist, geben bereits Arbeiten von Valdenai-

re et al. *°.

Tabelle 2: Groften des Promotors, der Exons und der Introns des ECE-1b-Gens

bp bp
5'Region 1734
Exon 1b 59 Intron 1 206
Exon 2 87 Intron 2 11000
Exon 3 142 Intron 3 6200
Exon 4 213 Intron 4 >6000
Exon 5 122 Intron 5 1400
Exon 6 147 Intron 6 1200
Exon 7 66 Intron 7 1500
Exon 8 192 Intron 8 >6000
Exon 9 143 Intron 9 2000
Exon 10 115 Intron 10 6900
Exon 11 111 Intron 11 1200
Exon 12 99 Intron 12 800
Exon 13 78 Intron 13 2300
Exon 14 104 Intron 14 >6000
Exon 15 111 Intron 15 700
Exon 16 68 Intron 16 1400
Exon 17 191 Intron 17 3800
Exon 18 96 Intron 18 1500
Exon 19 639

1.4 Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es, den Promotor und die gesamte kodierende Region des ECE-1b-
Gens auf genetische Varianten zu untersuchen. Anschlieend sollen mogliche Assoziationen
mit Blutdruckphanotypen in einer kaukasischen Population (n=704) (in vivo) sowie mittels in
vitro-Funktionsanalysen eine moégliche Funktionalitat der identifizierten genetischen Varian-

ten untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Studienpopulation

Die Rekrutierung von behandelten (n=377) und unbehandelten (n=327) Hypertonikern
(n=704, 354 Frauen, 350 Manner) kaukasischer Herkunft erfolgte in der poliklinischen Hyper-
toniesprechstunde des Universitatsklinikums Benjamin Franklin der Freien Universitat Berlin.
Der Ruheblutdruck wurde bei jedem Termin von geschultem Personal gemessen. Als Blut-
hochdruck wurden systolische Blutdruckwerte > 140 mmHg und/oder diastolische Blutdruck-
werte > 90 mmHg bei mindestens zwei verschiedenen Sitzungen gewertet. Zusatzlich wur-
den bei allen Patienten ambulante 24-Stunden-Blutdruckmessungen (90207, SpacelLabs
Medical Inc.) durchgeflihrt. Patienten mit sogenanntem ,Weilkittelbluthochdruck®, d.h. Pa-
tienten die zwar erhdhte Blutdruckwerte bei der Einzelmessung in der Klinik, aber Tages-
durchschnittswerte in der 24-Stunden-Blutdruckmessung unter 135/85 mmHg aufwiesen,
wurden von der Studie ausgeschlossen. Sekundare Formen der Hypertonie wurden ausge-
schlossen und hypertensive Endorganschaden durch klinische Standardmethoden festges-
tellt. Das erste Auftreten erhdhter Blutdruckwerte wurde anamnestisch und durch direkten
Kontakt mit den Hausarzten ermittelt. Patienten, die noch nie Medikamente erhalten hatten
oder mindestens 4 Wochen zuvor ihre antihypertensive Medikation abgesetzt hatten, wurden
als unbehandelt eingestuft. Nach Feststellen einer arteriellen Hypertonie wurde den Patien-
ten Blut zur DNA-Extraktion entnommen.

Das Studienprotokoll wurde von der Ethikkommission des Universitatsklinikums Benjamin
Franklin der Freien Universitat Berlin genehmigt. Alle Patienten leisteten ein schriftliches

Einverstandnis bezuglich geplanter genetischer Untersuchungen.

2.1.2 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien werden bei der Beschreibung der einzelnen Methoden er-

wahnt, eine Liste mit den Firmenangaben befindet sich im Anhang.
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2.2 Methoden

2.2.1 Mutationsscreening

Fir das Mutationsscreening wurde die genomische DNA von 95 nach klinischen Parametern
ausgewahlten Hypertonikern verwendet. Die Auswahl richtete sich dabei nach der Schwere
des Hochdruckes. Das Screening erfolgte durch die single-strand conformation polymor-
phism (SSCP)-Analyse, die genaue Lokalisation der genetischen Variante anschliefend
durch die Sequenzierung der DNA-Probe. Es wurde ein systematisches Screening einer
5575 bp grofien Region des ECE-1b-Gens durchgefiihrt. Darin enthalten waren Exon 1b bis

19, Intron 2, Teile des Introns 3, die Exon/Intron-Grenzen und 1734 bp der 5 -Region.

2211 DNA-Extraktion

Als erster Schritt erfolgte die Herstellung von Buffy Coats, einer Leukozyten-angereicherten
Fraktion aus Vollblut. Dazu wurden durch Zugabe von 30 ml Erythrozyten-Lysis-Puffer (150
mM NH4CI, 10mM KHCO3;, 1 mM EDTA, pH 7,4) zu 10 ml EDTA-Venenblut die roten Blut-
korperchen lysiert. Das Gemisch wurde dafir 20 Minuten auf Eis gestellt und anschliel’end 5
Minuten bei 2000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das verbliebene
Pellet in 10 ml PBS-Puffer gelést. Nach einer weiteren 5-minttigen Zentrifugation bei 1800
U/min wurde der Uberstand wieder abgesaugt. Dieser Waschvorgang wurde noch ein zwei-
tes Mal mit 1 ml PBS-Puffer durchgefiihrt. Jetzt wurde das Pellet in 1 ml Glycerollésung (50
mM Zitronensaure, 20 mM Na,PO,, 40% Glycerol) resuspendiert. 200 pl dieser Suspension
wurden fir die weitere Aufbereitung entnommen und bei -20°C gelagert. Der Rest wurde zur
langeren Lagerung bei -70°C eingefroren.

Die DNA-Extraktion und -Aufreinigung aus den 200 pl flissigen Buffy Coats erfolgte mittels
Quiagen-Saulen (QlAamp blood kit). Dabei wird die DNA zunachst in einem Puffer gelost
und anschlieBend durch Zentrifugation an die Silicamembran der Spinsdulen gebunden.
Durch mehrere Waschungen werden Verunreinigungen entfernt. Zum Abschluss wird die
gereinigte DNA mit 200 pl mitgeliefertem Puffer eluiert. Durch Messung der Absorption in
einem Spektrometer (Perkin Elmer UV/VIS, Lambda 2, Connecticut, USA) wurden die DNA-

Konzentrationen der einzelnen Proben bestimmt.

2212 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Um fur folgende Untersuchungen eine genugend hohe DNA-Konzentration zu haben, be-
dient man sich der Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Die PCR ist eine in vitro-Technik, mit

der man gezielt DNA-Abschnitte vervielfaltigen kann ®®. Fiir den Reaktionsstart werden Oli-
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gonukleotidprimer bendtigt, die den zu amplifizierenden DNA-Abschnitt flankieren. Diese
Primer sind komplementar zu den Enden der DNA-Matrize. Durch Hitzedenaturierung bei
94°C wird die DNA in Einzelstrange aufgetrennt, an die sich nach Abklhlen auf eine spezifi-
sche errechnete Temperatur die Primer anlagern (Annealing) (Tabelle 3). Eine thermostabile
DNA-Polymerase verlangert in Gegenwart von Desoxynukleosidtriphosphaten (dNTPs) bei
einem Temperaturoptimum von 72°C den neuen DNA-Strang (Extension). Die im Anschluss
dieser Synthese vorliegenden Doppelstrange missen nun erneut denaturiert werden. Damit
beginnt ein neuer Zyklus, der immer aus den drei Teilschritten Denaturierung, Annealing und
Extension besteht. Da die neusynthetisierten Strange in den bis zu 40 mal wiederholt wer-
denden Vermehrungsrunden ebenfalls als Matrize dienen, findet eine exponentielle Verviel-
fachung des ausgewahlten Fragmentes statt.

Mit Hilfe des Oligonukleotid-Analyse-Programms OLIGO® (Version 5.0, National Biosciences
Inc., Plymouth, GB) wurden anhand der bekannten DNA-Sequenz des ECE-1b-Gens % 29
Uberlappende Primerpaare (Eurogentec, Koln, Deutschland) entwickelt (Tabelle 4). Um opti-
male Reaktionsbedingungen fur jedes Primerpaar zu erhalten, wurden die Reaktionsansatze
bei unterschiedlichen Temperaturen getestet. Alle PCR-Amplifikationen wurden mit 100 ng
DNA in einem Reaktionsvolumen von 20 ul durchgefuhrt. Die Konzentrationen der Reakti-
onsldésungen richteten sich nach den Angaben des Herstellers der DNA-Polymerase (Ther-
moprime Plus DNA Polymerase). Der Ansatz bestand aus jeweils 10 pmol des Upper- und
Lowerprimers, 2 nmol dNTPs, 0,3 U Polymerase, dem mitgelieferten Reaktions-Puffer sowie
der mitgelieferten MgCl-Lésung. Die Amplifikationen wurden mittels MJ Research PTC-100
Peltier Thermal Cycler durchgefiihrt und begannen mit einer 5-mindtigen Denaturierung. An-
schlieflend wurde folgender Reaktionszyklus 35 mal durchlaufen: 1 min bei 94°C, 1 min bei
spezifischer ,Annealingtemperatur des Primerpaars (Tabelle 3), 1 min bei 72°C. Die Reakti-

on endete mit einer 10-minttigen Extension bei 72°C.

Tabelle 3: Annealingtemperaturen der flankierenden Primerpaare fiir die identifizierten gene-

tischen Varianten

Genetische T-839G C-338A C+223T C+2030T C+295T
Variante (L75F) (AB77V)
Annealingtemperatur 62 °C 60 °C 60 °C 62 °C 61°C
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Tabelle 4: PCR-Primerpaare (Promotor-Region, kodierende Region)

Primer Amplifikat- Lokalisation/ Tm
Grole (Position im (°C)
Promotor)
Pro1U GATCTTGTTGTGTCGTCCAC 280 bp (von -1734 60
Pro1L CACCTGTAATCCCAGCACTT bis -1455) 60
Pro2U CCCAGGCTGGCCTAGAATTA 218 bp (von -1525 62
Pro2L GAGGCTGAGGCAGAAGAATC bis -1308) 62
Pro3U GCACAATCTCAGCTCACTGC 222 bp (von -1371 62
Pro3L GCCTGTAATCCCAACACTTT bis -1150) 58
Pro4U CTGACCTCAAGTGATCTACC 276 bp (von -1203 60
Pro4L AAAGTGCATTTCTGCTCATT bis -928) 54
Pro5U CTCGACCCATTGCCCTCACT 272 bp (von -1045 64
Pro5L GCTCTCTCGGATATGAGGTGTTC bis -774) 70
Pro6U GGGGTTCTTGGTTGGGACAG 246 bp (von -593 64
Pro6L CCCCCGTGCTCAAAGGTCTC bis -838) 66
Pro7U TCCCCTTGGTGGCTTCTGAC 252 bp (von -672 60
Pro7L AAAAAGGTGGGGTAAAAAGGTAG bis -421) 64
Pro8U ATTCAGGAACTCTGGCTTAAAGG 212 bp (von -501 66
Pro8L CGGGTCCCCAGTGGCAGATA bis -390) 66
Pro9u GGGGGAACCTGTCTTGATTGCTC 196 bp (von -368 72
Pro9L CCCCTCCCTTGCCCGGAGTC bis -173) 70
1U CCTGCTAGGGGCTTCAGTTT 577 bp (ab -229), Exon 62
1L GCCTACCTGCAGGCCGTT 1+2, Intron 1 60
2U CCTGCAAGTCCAAACATCCT 294 bp Teil Intron 2 60
2L GCTTCCCTTGGAGGAAGG 58
3U ACCAGACCACCCCTGAGAC 298 bp Teil Intron 2, 62
3L ATGCAACACGAAGGCACC Exon 3 56
4U GGCCGCTCTAGAACTAGTGG 251 bp Exon 4 64
4L CTCCATGCTGGATGCTTACC 62
5U TGCAAACTCCACTGTCTGTTG 160 bp Exon 5 51
5L GAGGCACTCACCCTCTCAAT 62
6U CTCTCCCTCCCCACAGCTC 184 bp Exon 6 64
6L TGCAGGTTCAAGCTAGCTCAC 52

Nukleotidangabe der Primer in 5°3°-Richtung; Positionsangabe innerhalb des Promotors ab Startco-
don riickwarts gezahlt; bp, Basenpaare; Tm, Schmelztemperatur
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Tabelle 4 (Fortsetzung): PCR-Primerpaare (kodierende Region)

Primer Amplifikat- Lokalisation Tm
GroRe (°C)
7U TCTCATGCCTGCTTCTCTTG 109 bp Exon 7 60
7L AGGGGAGAGGCACGCTTAC 62
8U GTTTGGGGTATGGGCCCTG 224 bp Exon 8 62
8L CGACCGGTCAGCTCAAGTTA 62
U CTGTCCTTTTCCCTTGCAGA 178 bp Exon 9 60
oL ACTGGGGGTCCTCTTACCAT 62
10U CTCCTCTCCCTGCAGCCT 146 bp Exon 10 60
10L GCAGTAGCAGGCTCACCTTC 64
11U CCCCCTGACTTGTGTTTTCC 151 bp Exon 11 62
11L CACGGGGAAGGCACTTACTA 62
12U GATGTGTATCTCCTCAGGCCA 130 bp Exon 12 51
12L CTGGCCAGCCTGACCTTT 58
13U TCCTCTGTCTGTCCTGTCCA 114 bp Exon 13 62
13L CAGCAGCTACTCACGTCATT 60
14U TGCAGTTCCAGACCTCTACT 107 bp Exon 14 60
14L GGGGGAACTGATCTCTGTTG 62
15U CATGTGTGTTGCTTGCAGGT 143 bp Exon 15 60
15L CAGAGGCAGCCTACTTGGGT 64
16U GTCTTTACCCTCCAGGGCCTTA 108 bp Exon 16 55
16L CATCGTGCCCAGCTGGAAT 60
17U ATGACAAGGACGGGAACCTC 194 bp Exon 17 56
17L GCGGGCTCTCACCCGATAGG 60
18U TTTGGTTTTCTCTCCTCCCA 143 bp Exon 18 58
18L TGGCATGTTTTTCCTAATGGA 52
19U CTCCCTGTTGCCCTTCAAA 350 bp Exon 19 58
19L AACACCATGGGCTCGGTT 56
20U CTCACACTGGCGGGTTTT 335 bp Exon 20 56
20L AACATAATAAATATACCAATTCTTTCC 49

Nukleotidangabe der Primer in 5°3°-Richtung; bp, Basenpaare; Tm, Schmelztemperatur
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2.2.1.3 Agarosegelelektrophorese

Die Gelelektrophorese dient dem Nachweis und dem Auftrennen von DNA-Fragmenten nach
ihrer Gréfle. Die negativ geladene DNA wandert im angelegten elektrischen Feld zum positi-
ven Pol. Dabei ist die Diskriminierung hinsichtlich der Fragmentgrée von der Agarosekon-
zentration abhangig. Diese wird nach unten durch die mechanische Stabilitdt und nach oben
durch den elektrischen Widerstand des Gels begrenzt.

Je nach gewilnschter Gelkonzentration (1-3%) wurde die entsprechende Menge Agarose
(Seakem ME Agarose) in 1 x TBE-Puffer (Tris-Borat-EDTA), welcher auch als Laufpuffer
diente, durch Erhitzen in der Mikrowelle geldst. Fur das Herstellen von 5 x TBE-Puffer wur-
den 54,5 g Tris-Base, 27,8 g Borsaure und 1,86 g EDTA ad 1 | H,O mittels eines Magnetrih-
rers geldst. Um 1 x TBE-Puffer zu erhalten wurde der 5 x Puffer dementsprechend verdinnt
(Puffer:H,0, 1:4). 3-5 yl PCR-Produkt wurde mit entsprechender Menge 2 x Ladepuffer (10 x
Puffer: 50% Glycerol in H,0, 0,1% Bromphenolblau) vermischt und auf das Gel aufgetragen.
Zum Sichtbarmachen der Banden diente Ethidiumbromid, welches mit der DNA interkaliert
und unter einem UV-Transilluminator fluoresziert. Als GréRenvergleich wurde eine 100-bp-
Leiter (0,1 ug/1 pl) (Rapidozym, Luckenwalde, Deutschland) mit aufgetragen. Zur Dokumen-
tation wurden mit einer Gel-Dokumentationsanlage (Biometra, Goéttingen, Deutschland) Fo-

tos angefertigt.

1 2 3 4 5 6 GrolRen-
marker

Abbildung 2: Gelelektrophorese

PCR-Proben nach Restriktionsenzymverdau (1-6) mit unterschiedlichen Fragmentlangen (251 bp, 176
bp, 75 bp); homozygoter Wildtyp (1,2), heterozygot Mutierter (3), homozygot Mutierter (4-6)

2214 SSCP-Analyse

Die SSCP ist eine gelelektrophoretische Methode, um einen Hinweis auf das Vorliegen ge-
netischer Varianten zu erhalten . Sie beruht auf dem Prinzip, dass sich DNA-Einzelstrange
abhangig von der Basensequenz raumlich anordnen (Konformation). Bei abweichenden Ba-
sensequenzen fihrt diese unterschiedliche Molekilstruktur zu anderen Laufeigenschaften im

Gel und wird durch eine differierende Migration der Banden auf dem Gel sichtbar.
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Die PCR-Amplifikate hatten eine Lange zwischen 107 und 577 bp. Es wurden 1 mm dicke
und 11 x 12 cm grof’e 10%ige nichtdenaturierende Polyacrylamid-Gele verwendet (Acrya-
mid:Bisacrylamid, 49:1). Fur das Ansetzen von 500 ml Gel-Stocklésung wurde 122,5 ml
40%iges Acrylamid (Acryl-40-Solution), 50 ml 2%iges Bisacrylamid (Bis-2-Solution), 50 ml 5
x TBE, 277 ml aqua bidest. und 500 yl TEMED (Tetramethylethylendiamin) benétigt. Zum
GielRen von 4 Gelen wurde 60 ml Gel-Stocklésung mit 1200 pl 10%iger Ammoniumpersulfat-
Lésung, welches als Katalysator fur die Polymerisierung dient, versetzt. Nach dem zlgigen
Gielten und dem Einsetzen von 24-zdhnigen Kammen polymerisierte das Gel 30 min bei
Raumtemperatur. Vor dem Auftragen des DNA-Fragmentes wurden 10 pyl PCR-Produkt mit
10 ul 2 x Ladepuffer gemischt und fir 5 min bei 96°C denaturiert. Der Ladepuffer wurde als
30 x Stocklésung angesetzt und vor Gebrauch durch Verdiinnen mit Formamid (1:15) auf die
gewlnschte Konzentration gebracht. Fir die Stocklosung wurden 100 mg Bromphenolblau
und 100 mg Xylencyanol in 10 ml Formamid geldst und mit 200 yl 0,5 M EDTA versetzt. Die
Gelkammern (Biometra, Goéttingen, Deutschland) wurden mit 0,5 x TBE-Laufpuffer gefillt
und die Geltaschen mit 7 pl PCR-Produkt-Puffer-Gemisch beladen. Mit jedem DNA-
Fragment wurde je eine Elektrophorese bei Raumtemperatur/60 V Spannung und bei 4°C/70
V Spannung durchgefihrt und zwischen 14 und 24 Stunden laufen gelassen. Nach Entfer-
nen der Glasplatten wurden die Gele mit Silber gefarbt.

Bei der Silberfarbung werden die Gele zunachst in 10%igem Ethanol fir mindestens 5 min
fixiert. Nach einer zweiminitigen Ansauerung mit 1%iger Salpetersaure erfolgt die Farbung
mit 0,2%iger Silbernitratldsung (200 ml flr 4 Gele) fir 20-30 min. AnschlieRend werden
durch eine dreimalige Waschung mit aqua dest. Silberreste weggewaschen, um die Gele
dann mit 3%iger Natriumcarbonat-Lésung, das mit Formaldehyd versetzt wird (600 ml
Na,COj3-Lsg. + 300 pyl Formaldehyd), zu entwickeln. Dazu wird zweimal je 200 ml der Losung
auf die Gele gegossen und zligig wieder abgegossen. Bei einem dritten Mal erfolgt innerhalb
von ungefahr 5 min die vollstadndige Entwicklung der Gele. In einem letzten Schritt werden

die Gele in 10%iger Essigsaure fur 10 min fixiert und zur Lagerung in Folie verpackt.

]

J L | -y i
1 2 3 4 56 6 7 8 9 10
Abbildung 3: SSCP-Analyse

Von den 10 dargestellten PCR-Proben zeigt Probe 7 eine Migrationsvariante
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2.2.15 Sequenzierung

Zur genauen Lokalisation der Mutation wurde das DNA-Fragment, welches ein Migrationsun-
terschied aufwies, sequenziert. Dafir wurde das zu sequenzierende Fragment erneut ampli-
fiziert und aufgereinigt (QUIAquick PCR Purification Kit, Quiagen, Deutschland). Bei einem
untersuchten Fragment war aufgrund von unspezifischen Schmierbanden die Isolierung der
gesuchten Bande aus dem Agarosegel notwendig (QUIAquick Gel Extraction Kit, Quiagen,
Deutschland).

Die Sequenzierung der Amplikons erfolgte durch die Didesoxy- beziehungsweise Sangerme-
thode . Dabei verlangert eine DNA-Polymerase die Primer entlang der einstrangigen Matri-
ze mit den vier dNTP-Molekilen. Der Einbau von Didesoxynukleosidtriphosphat (ddNTP),
einem dNTP-Analogon, fuhrt zu einem zufélligen Abbruch der Sequenzreaktion. Die ddNTPs
sind fur die vier Basen Adenin, Cytosin, Guanin und Thymin mit vier verschiedenen Fluores-
zenzfarbstoffen markiert, somit weist jede Kette eine Farbstoffmarkierung an ihnrem Ende auf.
Die unterschiedlich langen DNA-Ketten werden auf einem hochauflésenden denaturierenden
Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. Der das Gel abtastende Laser im Sequen-
zierer (ABI Prism 377, Perkin Elmer, USA) kann die Farbmarkierungen erfassen und somit
die Basenabfolge feststellen.

Fir die Sequenzreaktion wurde die sogenannte zyklische Sequenzierung angewendet. Da-
bei wird lediglich ein Oligonukleotidprimer benutzt. Dies flhrt zu einer linearen Amplifikation.
Mit dieser Methode erhalt man Uber langere Bereiche gut lesbare zuverlassige Sequenzen.
AuRerdem kann man das Substrat so stark verdiinnen, dass die Konzentration an Inhibitoren
in der Sequenzierungsreaktion nur noch gering ist.

Die Sequenzreaktion wurde mit ABlI PRISM BigDye Terminatoren (Applied Biosystems, Fos-
ter City, USA) durchgefihrt. Im Thermocycler wurden 25 Zyklen durchlaufen (15 Sekunden
96°C, 15 Sekunden 45°C, 4 Minuten 60°C), nachdem 2 Minuten bei 95°C denaturiert wurde.

cccacara@®@ecc

Abbildung 4: Sequenzierung

Lokalisation einer genetischen Variante (heterozygoter Status, TC an Position 164)
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2.2.2 Genotypisierung von Normo- und Hypertonikern

Nach ldentifizierung einer genetischen Variante wurde diese auf die Haufigkeit des Auftre-
tens in der Studienpopulation untersucht. Dazu dienten zwei Methoden, der Restriktionsen-
zymverdau (Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus) und die Hybridisierung mit allels-

pezifischen Oligonukleotiden.

22.2.1 Restriktionsenzymverdau

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die spezifische DNA-Sequenzen aus 4-8 Nukleoti-
den erkennen und an diesen Stellen schneiden. Somit entstehen abhangig von der Sequenz
unterschiedlich lange Fragmente, die elektrophoretisch auf einem Agarosegel aufgetrennt
werden (Abbildung 2).

Die Uberpriifung, ob ein Restriktionsenzym an der gewiinschten Stelle einen Ansatzpunkt
hat und die Auswahl des entsprechenden Enzyms erfolgte mit dem Computerprogramm
OLIGO (Version 5.0, National Biosciences Inc., Plymouth, GB). Zunachst wurden die zu ge-
notypisierenden DNA-Proben mittels PCR in einem 20 pl-Ansatz amplifiziert. Anschlielend
wurden 10 pl dieses Produktes mit einem spezifischen Restriktionsenzym inkubiert und auf
ein Agarosegel aufgetragen. Die Enzym- und Pufferkonzentrationen sowie die Inkubations-
temperatur und -dauer richteten sich dabei nach den Herstellerangaben (New England Bio-
labs, Frankfurt, Deutschland).

Fir den ECE-1b T-839G Polymorphismus wurde das Enzym Aval benutzt. Der komplette
Verdau des PCR-Produktes (272 bp fir den -839TT Genotypen) erzeugte Banden von 203
bp (-839TG Genotyp) und 69 bp (-839GG Genotyp) Lange.

2.2.2.2 Hybridisierung mit allelspezifischen Oligonukleotiden (ASO)

Eine andere Methode fir die Genotypisierung von Kollektiven ist die Hybridisierung mit al-
lelspezifischen Oligonukleotiden (ASO) von mittels Dot-Blot-Methode auf einer Nylonmemb-
ran fixierten PCR-Produkten 6. Das Prinzip basiert darauf, dass ein Oligonukleotid, welches
komplementar zu einem der Allele ist, unter bestimmten Bedingungen nur an dieses eine
Allel hybridisiert. Die gleiche Spezifitat gilt fur die andere Allelvariante.

Beim Dot-Blot wurden jeweils 20 ul Amplifikat mit 130 yl Denaturationsldsung vermischt und
die Proben Uber ein im Dot-Blot-Gerat hergestellten Vakuum auf Nylonmembranen (Hybond-
N+, Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, UK) gesogen, die zuvor fiir mindestens 1
min in Denaturationsldsung gelegt wurden. Dabei passten auf jede der 7,5 x 12 cm grol3en
Membranen 96 Proben. Die Denaturationslésung setzte sich aus 100 ml 30%iger Natronlau-

ge, 600 ml 5 molarer Natriumchloridlésung und 1300 ml aqua dest. zusammen. Zur Neutrali-
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sierung wurden die Membranen nach dem Dotten 5 min in 2 x SSC gelegt. Nachdem sie
Uber Nacht getrocknet waren, wurde die DNA mit Hilfe eines UV-Crosslinkers (UV-
Stratalinker 2400, Stratagene, La Jolla, California, USA) kovalent an die Membranen gebun-
den.

Vor der Hybridisierung erfolgt die radioaktive Markierung der 17 bp groRen Oligonukleotide.
Durch eine T4-Polynukleotidkinase wird [y-*P]-ATP an das 5°-Ende der DNA gebunden.
Dafiir wurden 1 pl Oligonukleotid-Sonde (Tabelle 5) (25 uM) (Eurogentec, Koln, Deutsch-
land), 5 pl 10 x Kinasepuffer, 3 pl T4-Polynukleotidkinase, 5 ul [y-*?P]-ATP und 36 ul aqua
dest. zusammenpipettiert und 45 min bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Es folgte eine 10-
minudtige Inaktivierung der Kinase bei 65°C. Die radioaktiven Sonden wurden mit 300 ml Hyb-
ridisierungslésung aus 500 ml 20%igem Sodiumdodecylsulfat (SDS), 250 ml Polyethylengly-
kol (280 g/l) (PEG) und 250 ml aqua dest. vermischt und die Membranen darin eingelegt. Bei
der errechneten Temperatur (T,-5°C) erfolgte die Hybridisierung fir 2-6 Stunden im Scht-
telwasserbad. Es folgte ein Waschvorgang, bei dem die Membranen zweimal flr 5 min bei
Raumtemperatur in 1 x SSC und anschlieRend fir 3 min in 0,5 x SSC bei T,,-5°C unter
Schitteln im Wasserbad gewaschen wurden. Nach dem Verpacken in Folie, um eine Aus-
trocknung zu verhindern, wurden die Membranen in eine Réntgenkassette mit einem Film
(Kodak BioMax MR Film, Eastman Kodak Company, Rochester, New York, USA) gelegt und
je nach Signalstarke 1-24 Stunden bei -80°C exponiert. Vor der Hybridisierung mit der zwei-
ten Sonde und zur Lagerung wurden die Membranen dehybridisiert. Dies erfolgte in 1 | H,0,
dem 5 ml 20%iges SDS und 5 ml 20%iges SSC zugefugt wurden. In dieser Dehybridisie-
rungslésung wurden die Membranen 1 Stunde bei 85°C leicht geschiittelt. Es folgte eine

Kontrollexposition mit einem Film, bevor mit der zweiten Sonde hybridisiert wurde.

mutierte Sonde

nicht-mutierte Sonde

Abbildung 5: Genotypisierung mittels allelspezifischer Oligonukleotide (ASO)

A, homozygot mutierter Trager; B, heterozygot mutierter Trager; C, homozygot nicht-mutierter Trager
(Wildtyp); D, Wasserkontrolle.
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Tabelle 5: Oligonukleotid-Sonden der untersuchten genetischen Varianten

Position Sonde 1 (Tm) Sonde 2 (Tm)

C-338A CTGGGCCACATCGAGGG (58°C) CTGGGCCAAATCGAGGG (56°C)
C+223T TGGTGGTACTTCTGGCG (54°C) TGGTGGTATITTCTGGCG (52°C)
(L75F)

C+2030T TCTCAAGGCGGCCTATC (54°C) TCTCAAGGTGGCCTATC (52°C)
(AB77V)

C+295T GCCAGATACGCCACAAA (52°C) GCCAGATATGCCACAAA (50°C)

Sequenzabfolge in 5°3"-Richtung

2.2.3 Statistik

Die statistischen Analysen wurden mit dem Computerprogramm SPSS durchgefiihrt (Version
10.0, SPSS Inc., Chicago, USA).

Alle Daten wurden als Mittelwerte (MW) + Standardabweichung (SD) angegeben. Das Kopp-
lungs-Ungleichgewicht zwischen zwei genetischen Varianten wurde mit Hilfe des LINKDOS-
Programmes berechnet ®’. Das Hardy-Weinberg-Aquilibrium wurde mittels ,likelihood-ratio-
based G-Test“ ®® oder fiir die seltenen genetischen Varianten mittels y>-Test untersucht. Der
nicht-parametrische Kruskal-Wallis-Test wurde zur Ermittlung von Unterschieden der Blut-
druckmittelwerte zwischen einzelnen Genvarianten, Genotyp- oder Haplotypgruppen ange-
wendet. Der Mann-Whitney U-Test wurde zum Vergleich zweier verschiedener Gruppen ge-
nutzt. Kategorische Daten wurden mit Kontingenztafeln mittels y>-Test getestet. Bei einem

P<0.05 wurden die Ergebnisse als statistisch signifikant angesehen.

2.2.3.1 Haplotyp-Analysen

Zunachst wurden die Haplotypen aus den funf neu identifizierten Varianten gebildet. Fur die
weiter durchgefuhrten Haplotyp-Analysen wurden aber nur die Varianten mit einer Haufigkeit
Uber 1% in unserer Population verwendet. Folgend ergaben sich die weiter untersuchten
Haplotypen nur aus zwei der funf Varianten, in der Reihenfolge T-839G / C-338A. Fir die
Definition des Genotyp gilt: ,1* kodiert fiir den homozygoten Zustand des haufigen Allels (Re-
ferenzsequenz), ,2“ kodiert fir den heterozygoten Zustand und ,3“ fir den homozygot mu-
tierten Zustand (seltenes Allel). Fir die Definition des Haplotyp gilt: ,1“ kodiert fur die Refe-

renzsequenz und ,2“ fur die mutierte Sequenz. Ein Genotyp ist dabei immer einem Haploty-
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penpaar zugeordnet (Tabelle 6). Diese Zuordnung ist eindeutig, nur fiir einen der neun Ge-
notypen (,22) ist theoretisch ein zweites Haplotypenpaar mdglich (11/22 bzw. 12/21), wobei

definitionsgemaR nur das Paar 11/22 existiert ¢°.

Tabelle 6: Definitionen der Genotypen und Haplotypen

Polymorphismus Genotyp Haplotyp

(T-839G / C-338A)
TT/CC 11 11 x 11
TT/CA 12 11x12
TT/AA 13 12x12
TG/CC 21 11 x 21
TG/CA 22 11 x 22
TG/ AA 23 12 x 22
GG/CC 31 21 x 21
GG/CA 32 21 x 22
GG/ AA 33 22 x 22

2.2.4 Funktionsanalysen

Um die mogliche Funktionalitat der identifizierten Polymorphismen zu testen sind bestimmte
in vitro-Versuche notig. Es wurden die beiden im Promotor liegenden Polymorphismen auf
ihre funktionelle Bedeutung im Sinne von eventuell gednderten Genexpressionen hin weiter

untersucht.

2.2.4.1 Promotor-Reportergenkonstrukte

Um die Aktivitaten des Promotors (mutiert und nicht mutiert) zu messen stellt man sogenann-
te Reportergenkonstrukte her, d.h. man setzt den zu untersuchenden Promotor vor ein
nachgeschaltetes Gen, dessen Aktivitét, je nach Aktivitdt des vorgeschalteten Promotors
variiert und gemessen wird. Als Reportergen wurde die Firefly-Luciferase benutzt (Abbildung
6).

Auf der bekannten Sequenz des ECE-1b-Promotors [Gl 4972242, Gl 20537487] basierend
wurden genomische PCRs durchgefiihrt (Primer 1 (sense): 5-TGCCACCAGGCCCAGCTG-
3, Primer 2 (antisense): 5'-GCTGTGCCCCAGACGCCT-3"). Als DNA-Vorlage diente jeweils
eine der vier verschiedenen Allelkombinationen aus den beiden identifizierten Promotorva-
rianten: (1) C(-338), T(-839) (Wildtyp); (2) A(-338), T(-839); (3) C(-338), G(-839); (4) A(-338),
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G(-839). Die entstandenen PCR-Produkte lagen komplett in der regulierenden 5°-Region des
Gens (bis direkt vor das Startcodon reichend) und hatten eine Lange von 1282 bp. Es folgte
die Subklonierung anhand des Firmenprotokolls in den Luciferase Reporter Vector
pGL3basic (Promega, Madison, USA) mit anschlieRender Uberprifung der Sequenz des

eingesetzten DNA-Fragmentes durch Sequenzierung.

Promotor (Fragment)

Firefly-
Luciferase

Reporterplasmid

Abbildung 6: Promotor-Reportergenkonstrukt

2242 Transfektion und Aktivitatsmessung

Nach Herstellung der Reportergenkonstrukte erfolgt die Ubertragung, die sogenannte Trans-
fektion, in die gewilnschte Zielzelle. Die von uns benutzte humane Endothelzelllinie
EA.hy926 (ein groRziigiges Geschenk von Dr. C.-J. Edgell °) wurde in Dulbecco’s modifi-
ziertem Eagle Medium kultiviert. Zugesetzt wurden 10% FCS, 1 mM Sodiumpyrovat, nicht-
essentielle Aminosauren (1 x), HAT-Zusatz (1 x), 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Strepto-
mycin (jeweils von Biochrom, Berlin, Deutschland).

Die verschiedenen Konstrukte und als Vergleich der Basisvektor (ohne eingefligtes Kons-
trukt) wurden in die EA.hy926-Zellen unter Zugabe von je 1.5 pul Fugene-6-
Transfektionsreagenz und 0,25 ug Firefly-Reporterplasmid in 12-Lochplatten transfiziert. Zur
Standarisierung wurde ebenfalls 0,17 ug pRL-null Vector, welcher Renilla-Luciferase kodiert,
kotransfiziert. Unter Zugabe von Passive Lysis Buffer wurden die Zellen 48 Stunden nach
Transfektion geerntet. Mit Hilfe des Dual-Luciferase Reporter Assay Systems (Promega Cor-
poration, Madison, USA) wurden nun die Aktivitaten der Firefly-Luciferase und der Renilla-

Luciferase gemessen (Lumat LB 9501, Berthold Technologies, Bad Wildbad, Deutschland).
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Die anschlielfend berechnete sogenannte RLA (relative luciferase activity) ist folgenderma-
Ren definiert :

_ firefly —luciferase(Konstrukt) / renilla — luciferase( pRL — nullvector)
firefly —luciferase( pGL3basic) / renilla — luciferase( pRL — nullvector)

Nach der Durchfihrung von funf voneinander unabhangigen Transfektions-Experimenten
(jeweils n=4) erfolgte die Berechnung des Mittelwertes der RLA aus den jeweils ermittelten
Werten. Die Werte wurden in Relation zum Promotorkonstrukt in der nicht mutierten Form
gesetzt, welcher als 100% definiert wurde. Die folgende statistische Untersuchung bezuglich
der Aktivitatsunterschiede erfolgte durch den zweiseitigen t-Test. Bei einem P<0.05 wurden

die Ergebnisse als statistisch signifikant angesehen.

2243 Proteinextraktion und EMSA
Mit Hilfe der Datenbank TRANSFAC (Version 3.5, Gesellschaft fur biotechnologische For-

schung, Braunschweig, Deutschland, www.motif.genome.ad.jp) wurden die Promotorse-
quenzen auf potentielle cis-Elemente, d.h. Sequenzen, die durch Bindung von Proteinen
regulatorisch auf die Expression wirken, hin untersucht. Um nun potentielle Protein-DNA-
Interaktionen zu ermitteln, wurden nach Proteinextraktion aus den Zellen EMSAs (electro-
phoretic mobility shift assays) durchgefiihrt, in denen die untersuchten DNA-Fragmente
durch unterschiedliche Proteinbindung verschiedene Laufweiten in dem auftrennenden Po-
lyacrylamidgel zeigen. Bei einer Proteinbindung entstehen sogenannte shifted bands. Um die
bindenden Proteine anschlieRend weiter zu differenzieren, werden erneut EMSAs mit Zuga-
be von Antikérpern durchgeflihrt. Bei Antikérperbindung entstehen nun sogenannte super
shifted bands (Abbildung 7).
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Gebundener ) k\
Antikdrper W
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Oligonukleotid mit
Proteinextrakt
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Oligonukleotid

Nichtdenaturierendes PAA-Gel

Abbildung 7: Electrophoretic Mobility Shift Essay (EMSA) und Supershift

2.2.4.3.1 Proteinextraktion

Die Proteinextraktion erfolgte nach dem von Schreiber et al. /' beschriebenen Protokoll. Es
wurden folgende Modifikationen vorgenommen: Die Zellen wurden in PBS geerntet und in
hypotonem Puffer suspendiert (10 mM HEPES-KOH (pH 7,9), 10 mM KCI, 1 mM DTT, 0,1
mM EGTA, 1 x Complete). Nach Zugabe von 37,5 ul/ml IGEPAL CA-630 (10%ig) und
Durchmischung auf dem Vortexer erfolgte die 10-minutige Zentrifugation bei 10 000 U/min
und 4°C. Es erfolgte die Gewinnung der cytoplasmatischen Proteine. Die nukledre Fraktion
wurde in hypertonem Puffer resuspendiert (20 mM HEPES-KOH (pH 7,9), 400 mM NacCl,
1TmM EGTA, 1 mM DTT, 1 x Complete, 25% Glycerol) und 90 min. bei 4°C unter standigem
Schutteln inkubiert. Nach folgender Zentrifugation fur 30 min bei 13000 U/min und 4°C er-
folgte die Gewinnung der nukledren Proteine und die Messung der Proteinkonzentration (DC

Protein Assay, Bio-Rad, Miinchen, Deutschland).

2.243.2 EMSA

Es wurden doppelstrangige Oligodesoxynukleotide (dsODN, double-stranded oligodeoxy-
nucleotides) fur die identifizierte Promotorvariante C-338A durch Wiederanlagerung des
komplementéren Einzelstranges synthetisiert (-338A: 5-GCTCTGGGCCAAATCGAGGGCA
CCT-3", -338C: 5-GCTCTGGGCCACATCGAGGGCACCT-3"). Anschlief’end folgte die ra-
dioaktive Markierung, dafiir wurde 1 pmol dsODN mit 2,5 pl [y-*2P]-ATP (10 pCi/ul) und 1,25

pl T4-Polynukleotidkinase (10 U/ul) in einem Gesamtvolumen von 25 pl eine Stunde bei
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37°C inkubiert. Nach der Aufreinigung (Microspin G-25 Saulen, Amersham Pharmacia Bio-
tech, Freiburg , Deutschland) erfolgte tGber Nacht die Bindungsreaktion zwischen dsODN und
den extrahierten Proteinen bei 4°C (12 ug Protein, 60000 cpm dsODN, 10 mM Tris-HCI (pH
7,5), 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 300 mM KCI, 1 mM MgCl,, 5% Glycerol und 2 ug Poly[d(I-C)]
in einem Gesamtvolumen von 25 ul). In Kompetitions-Experimenten wurden ansteigende
Mengen unmarkiertem dsODN zugesetzt (1 oder 50 pmol pro Bindungsreaktion). Zur Durch-
fuhrung der Super-shift-Analysen wurden die Proteine vorher noch mit den entsprechenden
Antikérpern bei Raumtemperatur eine Stunde lang inkubiert. Folgende Antikérper wurden
benutzt: E2F-1 (sc-193X), E2F-2 (sc-633X), E2F-3 (sc-878X) und GATA-2 (sc-267X) (jeweils
von Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland). Die elektrophoretische Auftrennung der Produkte
erfolgte in einem 4%igem Polyacrylamidgel bei 10 mA, gepuffert in 1 x Tris-Glycin. Nach der
Auftrennung erfolgte die Exposition mit Isotopenmessplatten (Fujifim BAS-MP 2040S, Ray-
test Isotopenmessgerate, Straubenhardt, Deutschland) und das Ablesen der Signale durch
ein entsprechendes Lesegerat (Fujifilm BAS-1500, Raytest Isotopenmessgerate, Strauben-
hardt, Deutschland). Die Auswertung der quantitativen Signalstarke wurde mit dem Compu-

terprogramm TINA 2.09 g (Raytest Isotopenmessgerate) durchgefihrt.



Rolle des Endothelin-Konversion-Enzym-Gens in der genetischen Pradisposition der essentiellen Hypertonie 26

3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der Studienpopulation

Die klinischen Parameter der untersuchten Studienpopulation sind in Tabelle 7 zusammen-
gefasst. Enthalten sind die Mittelwerte mit Standardabweichung fir das Alter, den Body
Mass Index (BMI), Angabe der Erstmanifestation des Hypertonus, systolische und diastoli-
sche Blutdruckwerte und die Blutdruckwerte der 24-Stunden-Blutdruckmessungen aufge-
schlisselt in Tages- (6:00-22:00 Uhr) und Nachtmittelwerte (22:00-6:00 Uhr).

Tabelle 7: Klinische Parameter der Studienpopulation

n Alter BMI Erstmani- SBD DBD Tagesmittel- Nachtmittel-
festation werte BD werte BD
(Jahre)  (kg/m?) (Jahre) (mmHg) (mmHg) (mmHg) (mmHg)
Gesamt-
kollektiv 704
HT* 327 514 26.5 43.0 164.8 102.4 150/94 135/81
+14.7 4.2 114.5 +25.9 +15.8 +16/12 +19/13
HT** 377 553 28.0 43.9 168.3 102.3 151/92 138/80
+11.9 4.8 +13.3 127.4 +16.8 £17/12 +21/13

Manner 350

HT* 171 50.7 27.5 42.5 165.3 102.4 152/95 137/82
+14.9 41 +14.6 *26.3 +15.8 £17/13 +18/13
HT** 179 541 28.2 42.6 169.9 104.7 154/96 140/83
+11.6 +3.8 +13.9 +26.0 +16.5 £18/12 +21/13

Frauen 354

HT* 156 522 254 43.5 164.2 102.2 148/92 133/79
+14.5 4.1 +14.5 1254 +15.8 +16/12 +21/14
HT* 198 56.4 27.8 45.1 166.7 100.1 148/89 136/78
121 +5.6 +12.8 +28.6 +16.8 +17/12 +20/12

BMI, body mass index; SBD und DBD, systolischer und diastolischer Blutdruck; alle Werte + Standard-
abweichung. HT, Hypertoniker; *ohne antihypertensive Medikation; **mit antihypertensiver Medikation
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3.2 Identifizierte genetische Varianten und Haufigkeiten

Beim Mutationsscreening konnten fliinf doppelallelige ECE-1b-Varianten identifiziert werden
(Abbildung 8). Zwei lagen in der 5’-Region (Promotor): T-839G und C-338A (riickwarts ab
dem Startcodon gezahlt). Die weiteren 3 Varianten lagen in verschiedenen Exons: L75F C/T
(Exon 3), A677V C/T (Exon 17) und C+295T (Exon 19). Die Varianten in Exon 3 und 17 fuhr-
ten jeweils zu einem Aminosdaureaustausch und wurden nach den ausgetauschten Amino-
sauren und der Position im entstehenden Protein benannt: L75F, Leucin wird an Position 75
durch Phenylalanin ersetzt; A677V, Alanin wird an Position 677 durch Valin ersetzt. Die Va-
riante im Exon 19 lag im nicht mehr translatierten Bereich (Positionsangabe gezahlt ab der
ersten Base nach Translationsende). Die Allelhdufigkeiten sind in Tabelle 8 angegeben, die
drei in Exons gelegenen Varianten waren so selten (<1%), dass in den folgenden Analysen
nur die beiden im Promotor liegenden Varianten untersucht wurden.

Alle funf genetischen Varianten zeigten keine signifikanten Abweichungen vom erwarteten
Hardy-Weinberg-Aquilibrium. Im Kopplungsungleichgewicht lagen jedoch nur die beiden
Promotorvarianten (T-839G und C-338A) mit einem P<0.0001 und einem Korrelationskoeffi-

zienten r=0.49.

5-UTR 3-UTR
EXON 1 2 3 4 56 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
£ £
S & o o b
(e0] [ep] ~ ~ le))
® @ 2 s 9
0 ~
5 ©
o} <
— <
8% 26% <1% <1% <1%

Abbildung 8: ECE-1b-Gen mit identifizierten Varianten

In der unteren Zeile sind die Allelhaufigkeiten des mutierten Allels angegeben.
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Tabelle 8: Haufigkeiten der identifizierten genetischen Varianten

Genetische Hypertoniker Frequenz des
Variante n (%) n (%) n (%) mutierten Allels
T-839G 1T TG GG

590 (84.0%) 105 (15.0%) 7 (1.0%) 0.08
C-338A CcC CA AA

357 (51.3%) 291 (41.8%) 48 (6.9%) 0.26
L75F CcC CT TT

693 (99.9%) 1(0.1%) 0 0.0005
ABT7V CcC CT TT

699 (99.7%) 2 (0.3%) 0 0.0015
C+295T CcC CT TT

670 (99.6%) 3 (0.4%) 0 0.002

3.3 Genotyp- und Haplotypverteilung

Aus den beiden Promotorvarianten lieRen sich neun verschiedene Genotyp bzw. Haplotyp-

paare konstruieren (aus vier sich ergebenden Haplotypen). Drei davon waren sehr selten

(<1%). Die Verteilung der Ubrigen sechs Genotyp/Haplotyppaare (drei Haplotypen) ist in Ta-

belle 9 aufgefuhrt. Der Genotyp in der an beiden Positionen homozygot nicht mutierten Form

war erwartungsgemaf mit 51% am haufigsten (an beiden Positionen nicht mutierter Haplotyp

72%).
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Tabelle 9: Genotyp- und Haplotypverteilungen

Genotypen Haplotypenpaare
Haplotyp | Haplotyp Il Hypertoniker Haplotypen Hypertoniker
n (%) n (%)

11 11 11 334 (51.1%) 11 939 (71.9%)
12 12 11 194 (29.7%) 12 258 (19.8%)
22 22 11 77 (11.8%) 22 109 (8.3%)
13 12 12 23 (3.5%)
23 22 12 18 (2.8%)
33 22 22 7 (1.1%)

Genotypen und Haplotypen mit einer Frequenz >1%; Kodierung der Genotypen: 1=homozygot fur die
Referenzsequenz, 2=heterozygot, 3=homozygot mutiert; Kodierung der Haplotypen: 1=identisch mit
Referenzsequenz, 2=abweichend von Referenzsequenz; Reihenfolge der Geno- und Haplotypen:
T-839G, C-338A

3.4 Geschlechtsspezifische Effekte auf den Blutdruck

In der einzelnen Betrachtung beider identifizierten Promotorpolymorphismen waren beide
Varianten statistisch signifikant mit 24-Stunden-Blutdruckwerten bei nicht antihypertensiv
behandelten Frauen assoziiert. Dabei gingen die beiden mutierten Allele -839G und -338A
jeweils mit erhohten systolischen und diastolischen 24-Stunden-Blutdruckwerten (sowohl
Tages- als auch Nachtmittelwerte) in nicht antihypertensiv behandelten Frauen einher. Die
jeweiligen Blutdruckwerte und die P-Werte (alle <0.05) sind im einzelnen in Tabelle 10 aufge-
fuhrt.

In den weiterhin durchgeflihrten Haplotyp-Analysen zeigte sich ebenfalls ein statistisch signi-
fikanter Zusammenhang zu den 24-Stunden-Blutdruckwerten bei den nicht antihypertensiv
behandelten Frauen. Der Unterschied zwischen dem an beiden Positionen nicht mutierten
(,11%) und dem an beiden Posititionen mutierten Haplotyp (,22%) war statistisch signifikant
und der mutierte Haplotyp ging mit erhéhten systolischen und diastolischen 24-Stunden-
Blutdruckwerten (sowohl Tages- als auch Nachtmittelwerte) einher (Blutdruck- und P-Werte
in Tabelle 11). Der Haplotyp in nur an Position -338 mutierten Form (,12%) nahm dabei be-
ziuglich der Blutdruckwerte eine Zwischenstellung ein. Der vierte mdgliche Haplotyp ,21“ (nur
an Position -839 mutiert) war in der Population der nicht antihypertensiv behandelten Frauen
nicht vertreten.

In der gesamten Studienpopulation lie} sich weder bei den Genotypen noch bei den Haplo-

typen ein Zusammenhang mit Endorganschaden zeigen.
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Tabelle 10: Effekte beider Promotorvarianten auf den 24h-BD bei Frauen ohne Medikation

Varianten/ n SBD P DBD P SBD P DBD P

Genotypen Tag* Tag* Nacht* Nacht*
(mmHg) (mmHg) (mmHg) (mmHg)

T-839G**

-839TT 81 145.7+15.1 0.012 90.5+11.2 0.022 131.1£19.6 0.021 77.9+13.7 0.067

-839TG 20 157.0x17.4 97.5£12.0 143.4122.5 83.7£13.2

C-338A

-338CC 51 144.5+13.4 0.049 89.6+10.4 0.028 128.7+15.7 0.017 76.3+11.4 0.035

-338CA /-338AA 50 151.4+18.0 94.2+12.5 138.4+23.9 81.8+15.5

* 24-Stunden-Blutdruckwerte: Tagesmessung 6:00-22:00 Uhr, Nachtmessung 22:00-6:00 Uhr, Werte +
Standardabweichung, ** in der Population existierten keine homozygot Mutierten fiir Position -839
(GG)

Tabelle 11: Effekte der Haplotypen auf den 24h-BD bei Frauen ohne Medikation

Haplotypen n SBD pP* DBD pP* SBD pP* DBD pP*
Tag** Tag** Nacht** Nacht**
(mmHg) (mmHg) (mmHg) (mmHg)
11 51144.5+13.4 0.008 89.6+10.4 0.009 128.7+15.7 0.008 76.3+11.4 0.022
12 30147.7£17.7 92.0+12.5 135.1+24.6 80.5£17.0
22 20157.0+17.4 97.5£12.0 143.4422.5 83.7£13.2

* P-Werte: Unterschiede zwischen Haplotyp 11 und 22

** 24-Stunden-Blutdruckwerte: Tagesmessung 6:00-22:00 Uhr, Nachtmessung 22:00-6:00 Uhr, Werte
* Standardabweichung.

Kodierung der Haplotypen: 1=identisch mit Referenzsequenz, 2=abweichend von Referenzsequenz;
Reihenfolge der Haplotypen: T-839G, C-338A

3.5 Promotoraktivitdten nach Transfektion

Zur Untersuchung der funktionellen Signifikanz der beiden neu identifizierten Polymorphis-
men im ECE-1b-Promotor wurden die vier unterschiedlichen Haplotypen in das Luciferase-
Reporterplasmid subkloniert, dann in die Endothelzelllinie EA.hy926 transfiziert und schliel3-
lich die Promotoraktivitditen gemessen. Verglichen mit dem Wildtyp-Konstrukt (-338C/-839T),
zeigten die Konstrukte mit dem -338A-Allel (-338A/-839T und -338A/-839G) eine erhdhte
Promotoraktivitat (130 und 136%, siehe Abbildung 9). Beim -338A/-839G-Haplotypen war die
Erhdhung der Aktivitat statistisch signifikant (P=0.02), beim -338A/-839T-Haplotypen war die

gemessene Erhdhung der Aktivitat aufgrund einer hohen Standardabweichung nicht signifi-
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kant. Eine geringe Erhdhung in der Promotoraktivitat verglichen mit dem Wildtyp konnte
ebenfalls im -338C/-839G-Konstrukt gemessen werden (117%, siehe Abbildung 9).
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Abbildung 9: Haplotyp-spezifische ECE-1b-Promotoraktivitat

Positionen (CT, CG, AT, AG) in der Reihenfolge C-338A, T-839G; w.t.: Wildtyp; RLA: relative Lucife-
raseaktivitat, die Aktivitat des Wildtyps wurde als standardisierter Bezugspunkt auf 100% gesetzt;
SV40: als Vergleichsstandard dienender Promotor im pGL3-Vektor; die RLA-Werte sind Mittelwerte +
Standardabweichung aus finf unabhangigen Experimenten (jeweils n=4); die P-Werte sind jeweils auf
den Wildtypen bezogen.

3.6 Sequenzabhangige Bindung von Transkriptionfaktoren

Nachdem mit Hilfe der Computerdatenbank die Promotorsequenzen auf potentielle Protein-
bindungsstellen untersucht wurden, konnten fur das -338A-Allel Bindungsstellen fur Trans-
kriptionsfaktoren aus der E2F-Familie identifiziert werden. Das -338C-Allel weist hingegen
eine Bindungsstelle fiir GATA-Proteine auf 2.

In den durchgeflihrten EMSAs mit den spezifischen Oligonukleotiden (ODNs) -338A und
-338C unter ansteigender Menge an zugesetzten unmarkierten ODNs und nukledren Protei-
nen konnten zwei spezifische Banden (S1 und S2) identifiziert werden (Abbildung 10). Eine
dritte weniger intensive Bande, welche bei Zusatz unterschiedlicher Mengen an unmarkierten
ODNs (Kompetitor) im Gegensatz zu Bande S1 und 2 unverandert blieb, wurde als unspezi-
fisch gewertet.

Zur Identifizierung der bindenden Transkriptionsfaktoren wurden die Super-shift-Experimente
unter Zusatz von Antikoérpern spezifisch fur E2F-1, E2F-2, E2F-3 und GATA-2 durchgeflhrt.
Die Zugabe von spezifischen Antikérpern gegen E2F-2 erzeugte eine super-shifted-band

(SS). Einhergehend kam es zum Verschwinden von Bande S2, welches impliziert, dass in
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dieser Bande (und nicht in Bande S1) die durch den Antikérper gebundenen Proteine (E2F-
2) enthalten waren. Der flr E2F-2 spezifische super-shift war unter Zugabe beider benutzten
ODNSs (-338A und -338C) nachweisbar. Die anderen zugesetzten Antikrper konnten keine

super-shifted-bands erzeugen (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Protein-DNA-Interaktion

Dargestellt sind die Interaktionen von zytosolischen (C) und nuklearen (lbrige Reihen) Proteinen aus
EA.hy926-Zellen mit polymorphen Sequenzen (C-338A) des ECE-1b-Promotors; &: ohne Antikorper;
E2F-1, 2, 3 und GATA-2: entsprechend zugesetzte Antikdrper; mit einem Dreieck gekennzeichnete
Reihen: Kompetitionsexperimente mit ansteigender Menge an zugesetzten unmarkierten ODNSs; ns:
unspezifische Bande; S1, S2: spezifische Banden (,band shifts); SS: ,super-shifted band shift*.

3.7 Sequenzabhéngige Affinitat des Transkriptionsfaktors E2F-2
Da die spezifischen band-shifts fiir das -338A ODN intensiver als fiir das -338C ODN waren

(Abbildung 10), wurden zusatzliche EMSAs durchgefluhrt, in denen ansteigende Konzentra-
tionen des anti-E2F-2-Antikorpers in der Bindungsreaktion zugesetzt wurden, um die Affinitat
von E2F-2 zum -338A- und -338C-Allel zu analysieren. Wie erwartet ging eine geringere An-
tikdrperkonzentration mit einer geringeren Intensitat der super-shifted-band (SS) und im Ge-
genzug mit einer erhdhten Intensitat der S2-Bande einher (Abbildung 11A). Unabhangig von
den benutzten Antikdrperkonzentrationen waren die Banden (SS und S2) fur das -338A ODN
intensiver.

Quantitative Analysen der Bandenintensitaten (ausgedrickt in density units, Intensitatsein-
heiten) zeigten, dass das Verhaltnis von SS zu S2, welches, unabhangig von den auf das
Gel aufgetragenen Mengen, die E2F-2-Affinitat widerspiegelt, flir das -338A ODN bei allen
Antikérperkonzentrationen hoéher als fir das -338C ODN war (Abbildung 11B). Zuséatzlich

wurden die jeweiligen Intensitaten von S2 und SS addiert, um somit die vollstandigen E2F-2-
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Bindungen zu erhalten. Es zeigte sich eine hdhere Gesamtintensitat beim -338A ODN, was

ebenfalls eine erhdohte E2F-2-Bindungsaffinitdt des -338A-Promotorallels widerspiegelt

(Abbildung 11C).
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Abbildung 11: Unterschiedliche Bindung von E2F-2 an -338A und -338C

A: Beschriftung wie Abbildung 10; Ak: Menge an zugesetztem Antikérper (E2F-2) B: Quantitative Ana-
lyse der Signale aus A C: Quantitative Analyse der Signale fir die komplette E2F-2-Bindung (Summa-
tion der beiden Signale SS und S2).
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4 Diskussion

In den durchgeflhrten Untersuchungen zeigte sich, dass der neu identifizierte -839G/-338A-
ECE-1b-Promotor-Haplotyp signifikant mit héherem systolischen und diastolischen 24-
Stunden-Blutdruck sowohl tagslber als auch nachts bei unbehandelten hypertensiven Frau-
en einhergeht. Dabei waren die Mittelwerte der 24-Stunden-Blutdruckwerte am hdéchsten bei
Frauen, welche den Haplotypen mit den beiden seltenen ECE-1b-Promotor-Allelen trugen
und am niedrigsten bei denen, die die beiden haufigen Allele trugen. Der Haplotyp mit dem
seltenen Allel an Position -338 in Kombination mit dem haufigen Allel an Position -839 nahm
dabei eine Zwischenstellung beziiglich der Blutdruckwerte ein, was zur Annahme eines syn-
ergistischen (kodominanten) Effektes bezliglich einer Blutdruckerhéhung der beiden seltenen
Allele fUhrt.

Die exonischen Varianten L75F, A677V und C+295T wurden nicht in die Haplotyp-Analysen
mit einbezogen, da ihre seltenen Allele mit einer zu geringen Frequenz auftraten (<1%). Es
konnte gezeigt werden, dass seltene genetische Varianten haufiger als nicht-synonyme Va-
rianten (Aminosaureanderung), als als synonyme Varianten (keine Aminosaureanderung)
auftreten ™ und beziiglich der Proteineigenschaften eher funktionell sind ". In dieser Arbeit
gingen diesbeziiglich die beiden seltenen exonischen Varianten in Exon 3 (L75F) und Exon
17 (A677V) mit einem Aminosaureaustausch einher. Der einzige mannliche Patient in dieser
Studie, welcher die ECE-1b L75F-Variante aufwies, hatte eine friihe Erstmanifestation seiner
arteriellen Hypertonie in einem Alter von 12 Jahren und eine positive Familienanamnese, in
welcher der Vater ebenfalls eine frihe Erstmanifestation seines arteriellen Hypertonus auf-
wies. Die eventuelle funktionelle Rolle dieser Missense-Variante kdnnte in weiteren Studien
untersucht werden.

Der beschriebene geschlechtsspezifische Genotypeffekt, der sich in unseren Analysen ge-
zeigt hat, bleibt spekulativ. Eine mégliche geschlechtsspezifische Modulation des Endothe-
linsystems bezuglich der arteriellen Hypertonie wurde bereits in einem Rattenmodel darges-
tellt > und kirzlich durchgefilhrte Untersuchungen zeigten eine Inhibierung der ET-1-
Synthese durch Ostradiol "®"". Der geschlechtsspezifische blutdruckbeeinflussende Effekt
nur bei Frauen des C-338A Polymorphismus konnte durch Funalot et al. in der EVA-Studie
bestatigt werden 2.

Wenn man eine Dosis-Wirkungs-Kurve zwischen dem Endothelinspiegel und dem Blutdruck
annimmt, gestitzt durch die Feststellung, dass Endothelin zur Aufrechterhaltung des Gefaf3-
tonus beitragt *3°*° und weiterhin beriicksichtigt, dass Frauen niedrigere ET-1-Spiegel auf-

weisen ’°, kdnnte man annehmen, dass die ECE-1b-Promotor-Varianten und damit die ECE-
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Expression einen gréReren Einfluss auf den Blutdruckphanotypen bei Frauen haben, da die
Endothelinspiegel bei Frauen an einem steileren Teil der Dosis-Wirkungs-Kurve liegen kénn-
ten (Abbildung 12).

Blutdruck

__——— Dosis-Wirkungs-Kurve
R

—

Frauen Manner

Endothelin-
spiegel / ECE-
Aktivitat

Abbildung 12: Dosis-Wirkungs-Kurve
Hypothetische Dosis-Wirkungs-Kurve zwischen Endothelinspiegel/ECE-Aktivitat und Blutdruckhdhe in
Abhangigkeit von geschlechtsspezifischen ECE 1b C-338A-Effekten

Bezuglich ET-1-Plasmaspiegel ist bekannt, dass ca. 80% des ET-1 an der abluminalen Seite
des GefaRes sezerniert wird *%". Da ET-1 von den Endothelzellen in Richtung der GefaRk-
wand sezerniert wird und dort vorwiegend an den darunter liegenden glatten Muskelzellen
wirkt, miisste die Konzentration dort um ein Vielfaches hoher sein als im Plasma 8!, Somit
wirkt Endothelin mehr als ein autokrines/parakrines System als ein systemisches Peptid. Aus
diesem Grund konnte die Beurteilung des ET-1-Plasmaspiegels nicht der glnstigste Para-
meter sein %

Unter der Annahme, dass ECE-1-Promotor-Polymorphismen bezlglich modifizierter Endo-
thelinspiegel auch im Endothel der Niere funktionell sind, konnte dies den Blutflu® in der Nie-
renrinde Uber ETa-Rezeptoren und in Folge die Natriumreabsorption beeinflussen 637 Wei-
terhin spielt der ETg-Rezeptor eine wichtige Rolle im renalen Natriumhaushalt durch hem-
mende Effekte auf den epithelialen Natriumkanal (ENaC) ®#. Es konnte gezeigt werden,
dass die ETs-Rezeptorexpression im Nierenmark durch salzarme Diat hochreguliert wurde ®°.
Somit konnte der ECE-1b-Polymorphismus den Blutdruck ebenfalls Uber nicht gefalRabhan-
gige sondern renale Mechanismen beeinflussen.

Im Rahmen des geschlechtsspezifischen Effektes der identifizierten Polymorphismen kénnte

es eine Interaktion zwischen Endothelinen und Geschlechtshormonen in Bezug auf den
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Salzhaushalt geben. In diesem Zusammenhang ist es wichtig zu erwadhnen, dass ECE-1 in
den endothelialen und steroidproduzierenden Zellen des Corpus luteum exprimiert wird und
dass das Expressionslevel abhéngig von der Phase des Menstruationszyklus ist . Es wurde
jedoch gezeigt, dass die Natriumretention in der lutealen Phase des normalen Ovulations-
zyklus nicht erhoht ist 8% Interessant beziiglich moglicher Hormoninteraktionen ist auch die
Feststellung, dass die Endothelinkonzentrationen im Plasma bei Frauen mit Praeklampsie
hoher sind und dass praeklamptisches Serum die Expression von ECE in kultivierten Endo-
thelzellen erhoht #9%9",

Bezlglich genetischer Unterschiede konnte bei hypertensiven Afroamerikanern eine hohere
ECE-1-Aktivitat als bei weilten hypertensiven Patienten gemessen werden, was eine geneti-
sche Variabilitdt im Endothelinsystem annehmen lasst 92 welche mit einer unterschiedlichen
Schwere einer essentiellen Hypertonie einhergehen konnte.

Betrachtet man eine komplexe genetische Erkrankung wie die essentielle Hypertonie, so
ergibt sich ebenfalls eine komplexe Genotyp-Phanotyp-Beziehung. Wenn man in einer Popu-
lation nur einzelne Genpolymorphismen untersucht, kdnnte dies die existierende Genotyp-
Phanotyp-Beziehung verschleiern, wenn Paare der untersuchten Polymorphismen ein star-
kes Kopplungsungleichgewicht zueinander aufweisen und entgegengesetzte Effekte auf den
untersuchten Phanotypen besitzen . In Bezug auf die Kausalitat ist es wichtig, die Allele zu
identifizieren, welche fur unterschiedliche Genotyp-Phanotyp-Beziehungen verantwortlich
sind, indem man in vitro-Modelle benutzt.

In den in dieser Arbeit durchgeflihrten Promotoruntersuchungen wurden kultivierte menschli-
che Endothelzellen benutzt. Zum einen, weil das Gefalkendothel die Hauptlokalisation der

ECE-1-Expression beim Menschen in vivo darstellt *®

und zum anderen, weil das von Endo-
thelzellen hergestellte ET-1 vasokonstriktorisch Gber ETa- (und ETg-)Rezeptoren an den dar-
unter liegenden glatten Muskelzellen wirkt . In den Funktionsanalysen der beiden unter-
suchten Promotorpolymorphismen (C-338A und T-839G) zeigte sich flir beide seltenen Allele
(-338A und -839G) eine veranderte Funktionalitat gemessen an der erhéhten RLA als Aus-
druck der erhohten Promotoraktivitat. Dieser Effekt war fiir die -338A-Variante ausgepragter,
weswegen die C-338A-Variante flr weitere Untersuchungen ausgewahlt wurde. Eine statisti-
sche Signifikanz des Anstieges in der Promotoraktivitat konnte jedoch bezlglich der -338A-
Variante nur fir das Konstrukt -338A/-839G erreicht werden, da die Standardabweichung fir
das -338A/-839T-Konstrukt bei jedoch scheinbar deutlicher erhdhter Aktivitat zu hoch war.

In den weiterfihrenden EMSA-Experimenten zur Untersuchung von Protein- (Transkriptions-
faktoren) DNA-Interaktionen mit der C-338A-Variante konnte ein polymorphes cis-Element,
d.h. ein regulatorisch wirkender Promotorabschnitt, im ECE-1b-Promotor identifiziert werden,
welches die Fahigkeit zur Bindung des Transkriptionsfaktors E2F-2 aufweist. Weiterfuhrend

konnte gezeigt werden, dass das -338A-Allel, welches mit hdheren Blutdruck-Phanotypen
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bei Frauen einhergeht eine hohere Affinitat zu E2F-2 verglichen mit dem Wildtyp -338C hat.
Die Fahigkeit des -338C ODN zur Bindung von E2F-2 war unerwartet, zumal Computerana-
lysen mittels des Programmes TRANSFAC "2 zum Suchen nach potentiellen cis-Elementen
fur die -338C-Variante eine Consensus-Sequenz flr GATA, jedoch nicht fir E2F-Proteine
identifiziert hatten. Man kann daraus folgern, dass Consensus-Elemente mit nur geringer
Bindungsaffinitat wie die -338C-Variante in Datenbanken wie TRANSFAC unterreprasentiert
sein konnten, was als Schlussfolgerung nach sich ziehen wiirde, dass Vorraussagen lber
potentielle Transkriptorenfaktorbindungen in geeigneten Experimenten Uberprift werden
sollten.

Weiterhin ware es moglich, dass der Polymorphismus an Stelle -338 in anderen Zellen den
Typ des Transkriptionsfaktors, welcher an den Promotor bindet, andert (E2F-2 vs. GATA-2)
im Gegensatz zu der quantitativen Anderung in Form der Bindungsaffinitit eines Transkripti-
onsfaktors, welches in den in dieser Arbeit durchgeflinrten Experimenten mit der endothelia-
len Zelllinie EA.hy926 gezeigt wurde. Bezuglich einer zellspezifischen Expression sei er-
wahnt, dass GATA-1 bis GATA-3 hauptsachlich in hamatopoetischen Zellen exprimiert wer-
den, wobei GATA-4 bis GATA-6 besonders im Herz exprimiert werden %%, Zusatzlich wurde
GATA-2 aus aortalen Endothelzellen isoliert und der ET-1-Genpromotor bietet eine nichte-
rythrozytische GATA-2-Bindungsstelle *. Dennoch war es uns nicht méglich, GATA-2 in den
verwendeten Endothelzellen EA.hy926 in Westernblot-Analysen nachzuweisen (Daten nicht
dargestellt). Dies erklart auch den fehlenden Supershift in den Gelshiftuntersuchungen. Die
spezifische Bande S1 in den EMSA-Experimenten ist méglicherweise durch andere GATA-
Proteine als GATA-2 oder durch sogenannte DPs (differentiation regulated transcription fac-
tor (DRTF) proteins), welche essentielle Bindungspartner der EF2-Familie sind, hervorgeru-
fen %.

Die Familie der E2F-Transkriptionsfaktoren umfasst 6 Mitglieder (E2F-1 — E2F-6) und spielt
eine entscheidende Rolle in der Kontrolle des Zellzyklus. Gene, die durch E2F-Poteine regu-
liert werden sind z.B. Zellzyklusregulatoren (z.B. Cyclin E und Cdc2) und Enzyme fir die
Nukleotidbiosynthese (z.B. Dihydrofolatreduktase) *°. Der Effekt der E2F-Proteine, mit Aus-
nahme von E2F-6, wird Uber Bindung mit drei verschiedenen sogenannten Pocket-Proteinen
gesteuert (Retinoblastomprotein, p107 und p130). E2F-1 — E2F-3 gehdren zu den aktivie-
renden E2Fs, wahrend E2F-4 — E2F-6 zu den supprimierenden E2Fs gehéren %. In Bezug
auf die Pathophysiologie ist E2F-1 das erste Gen, welches sowohl die Kriterien eines Onko-
gens als auch die eines Tumorsuppressorgens erfiillt °¢%°_ Eine E2F-1-basierte Genthera-
pie wurde in Tiermodellen beim Glioblastoma multiforme angewendet %',

Das Wissen Uber spezifische Funktionen der E2F-Proteine in Endothelzellen ist begrenzt, es
konnte jedoch gezeigt werden, dass eine Uberexpression an E2F-1 proliferierende menschli-

che Endothelzellen vor der Tumornekrosefaktor-alpha-induzierten Apoptose bewahren
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kann'®. Die Proliferation endothelialer glatter Muskelzellen konnte in experimentell hervorge-
rufenen Gefallverletzung durch E2F-decoy (Inaktivierung) supprimiert werden, was eine be-
sondere Rolle fur E2F-Transkriptionsfaktoren in der Regulation des Zellzyklus in Endothel-
zellen der GefaRe annehmen lasst '®. In der PREVENT-Studie fiihrte ein E2F-decoy zu ei-
ner Abnahme der Okklusionsrate von Venenbypéssen nach 12 Monaten '*.

Ein Zusammenhang zwischen den Transkriptionsfaktoren E2F und der arteriellen Hypertonie
wurde bisher in der Literatur nicht beschrieben. In Bezug auf die arterielle Hypertonie und
veranderte Zellzyklen wurde beschrieben, dass Angiotensin Il die DNA-Synthese und die
Expression von in den Zellzyklus involvierten Proteinen wie Cyclin D1 und cdk4 in glatten
GefalRmuskelzellen von hypertensiven Ratten erhdht %%, Weiterhin zeigten kultivierte glat-
te Gefallmuskelzellen von spontan hypertensiven Ratten eine Progression im Zellzyklus im
Vergleich zu Zellen normotensiver Kontrollen "% Es kénnte mdglicherweise also auch
durch vaskulare Umbauvorgédnge zu einem erhohten Blutdruck durch den -338A-
Polymorphismus kommen.

Es sollte in Bezug auf zukunftige Studien erwdhnt werden, dass abgesehen von der Expres-

sion von ECE-1 in Endothelzellen und glatten Muskelzellen 48,56,57

, auch eine Expression in
der Nebenniere, Testis und Ovar beim Menschen *® und in diversen Kernen des zentralen
Nervensystems bei Ratten nachgewiesen wurde '®. Die potentielle Rolle der beschriebenen
Polymorphismen in diesen Geweben kdnnte ebenfalls zur Beeinflussung des individuellen
Blutdruckes filhren oder einen EinfluR auf andere Krankheiten haben '*°.

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse darauf hin, dass der identifizierte ECE-1b C-338A
Promotorpolymorphismus auf die Pathogenese des erhdhten Blutdruckes beim Menschen
einen Einfluss hat und eine unterschiedliche allelabhangige Bindungsaffinitdt des Transkrip-

tionsfaktors E2F-2 an den ECE-1b-Promotor vorliegt.
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5 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, den Promotor und die gesamte kodierende Region des ECE-1b-
Gens als potentielles Kandidatengen der Blutdruckregulation auf genetische Polymorphis-
men und anschlielend mdgliche Assoziationen mit Blutdruckph&notypen zu untersuchen. In
Funktionsanalysen sollte eine mdgliche Funktionalitat der identifizierten Polymorphismen
untersucht werden.

Es wurden 704 Hypertoniker kaukasischen Ursprungs rekrutiert. Fiir das systematische Mu-
tationsscreening des ECE-1-Gens mittels SSCP-Analyse wurde die genomische DNA von 95
ausgewahlten Hypertonikern verwendet. Die genaue Lokalisation der genetischen Variante
erfolgte anschliel3end durch die Sequenzierung der DNA-Probe.

Es konnten finf doppelallelige ECE-1b Varianten identifiziert werden. Zwei lagen in der 5°-
Region (Promotor): T-839G und C-338A. Die weiteren 3 Varianten lagen in verschiedenen
Exons: L75F C/T (Exon 3), A677V C/T (Exon 17) und C+295T (Exon 19). Die Varianten in
Exon 3 und 17 flhrten jeweils zu einem Aminosaureaustausch. Die Variante im Exon 19 lag
im nicht mehr translatierten Bereich.

Die identifizierten genetischen Varianten wurden auf die Haufigkeit des Auftretens in der
Studienpopulation untersucht. Dazu dienten zwei Methoden, der Restriktionsfragment-
Langenpolymorphismus und die Hybridisierung mit allelspezifischen Oligonukleotiden.

Die drei in Exons gelegenen Varianten waren so selten (<1%), dass in den folgenden Analy-
sen nur die beiden im Promotor liegenden Varianten untersucht wurden. In der einzelnen
Betrachtung beider identifizierten Promotorpolymorphismen waren beide Varianten statis-
tisch signifikant mit 24-Stunden-Blutdruckwerten bei nicht antihypertensiv behandelten Frau-
en assoziiert, wobei die beiden mutierten Allele -839G und -338A jeweils mit erhdhten systo-
lischen und diastolischen Blutdruckmittelwerten einhergingen. In den Haplotyp-Analysen
zeigte sich ebenfalls ein statistisch signifikanter Zusammenhang zu den 24-Stunden-
Blutdruckwerten bei den nicht behandelten Frauen, wobei der mutierte Haplotyp mit erhdhten
systolischen und diastolischen Blutdruckmittelwerten assoziiert war.

In den nachfolgenden Transfektions-Experimenten in Endothelzellen zeigten die Konstrukte
mit dem -338A-Allel (-338A/-839T und -338A/-839G) verglichen mit dem Wildtyp-Konstrukt
(-338C/-839T) eine erhdhte Promotoraktivitat (130% und 136%), wobei beim -338A/-839G-
Haplotypen die Erhéhung der Aktivitat statistisch signifikant war (P=0.02).

Mit Hilfe der TRANSFAC-Datenbank konnten fir das -338A-Allel Bindungsstellen fiur Trans-
kriptionsfaktoren aus der E2F-Familie identifiziert werden. Das -338C-Allel wies hingegen

eine Bindungsstelle fir GATA-Proteine auf.
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In den durchgeflihrten EMSAs mit den spezifischen Oligonukleotiden (ODNs) -338A und
-338C und Zugabe von spezifischen Antikérpern konnte die Bindung von Transkriptionsfaktor
E2F-2 flr beide genannten Promotorsequenzen gezeigt werden. Zusatzliche Experimente
mit quantitativer Auswertung der Bandenintensitaten zeigten eine erhohte E2F-2-
Bindungsaffinitat des -338A-Promotorallels.

Zusammenfassend konnte in den Untersuchungen ein statistisch signifikanter Zusammen-
hang zwischen den beiden neu identifizierten Polymorphismen im Promotorbereich des
ECE-1b-Gens und einem erhoéhten arteriellen Blutdruck gezeigt werden. Unterstitzt wird
diese Feststellung durch die Ergebnisse der Funktionsanalysen, in denen der identifizierte
ECE-1b C-338A Promotorpolymorphismus eine unterschiedliche allelabhangige Bindungsaf-
finitdt des Transkriptionsfaktors E2F-2 an den ECE-1b-Promotor aufwies und zu einer erhoh-
ten Promotoraktivitat fiihrte. Es konnte aufgrund dieser Ergebnisse die angenommene Be-
deutung des ECE-1b-Gens als Kandidatengen in der Genese der essentiellen Hypertonie

bestatigt werden.
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6 Ausblicke der Doktorarbeit

6.1 Gen-Gen- und Gen-Umwelt-Interaktionen

Bei genetisch komplexen Krankheiten, wie der arteriellen Hypertonie, ist zu erwarten, dass
die Wahrscheinlichkeit fur das Entstehen der Krankheit oder ihre Auspragung von vielen

Gen-Gen- und Gen-Umwelt-Interaktionen beeinflusst wird "'".

In zukinftigen Studien sollte das Phanomen der Epistase berlicksichtigt werden, das die
Suppression oder Potenzierung eines Geneffekts durch weitere genetische Faktoren um-
fasst. So konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass die Angiotensin-Konversions-Enzym
(ACE) DD-Homozygotie im Vergleich zu den anderen ACE-Genotypen mit einem Anstieg der
Hypertonie-Inzidenz assoziiert war, welche von 31% (P=0.005) bei Einzelgen-Analysen auf
59% (P=0.004) bei gleichzeitigen Tragern des alpha-Adducin (alpha-ADD) 460Trp-Allels und
auf 122% (P=0.0007) bei Aldosteron-Synthase (CYP11B2) -344CC-tragenden Individuen
anstieg. Individuen mit gleichzeitigem Vorliegen des alpha-ADD 460Trp-Allels und CYP11B2
-344CC-Genotyps bei ACE DD-Homozygotie hatten eine 252% (P=0.001) héhere Hyperto-

nie-Inzidenz im Vergleich zu den jeweiligen Nicht-Tragern "',

Wir konnten ebenfalls zeigen, dass die Beriicksichtigung des ,ecogenetic context* als Gen-
Umwelt-Interaktion von besonderer Bedeutung ist. So ist z.B. der Effekt genetischer Varian-
ten des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) vor dem Hintergrund der Salzauf-
nahme bzw. -exkretion zu analysieren. Wir konnten in einer komplementaren Populations-
und Familien-basierten Assoziationsstudie bei 221 Kernfamilien (384 Eltern, 431 Nachkom-
men) zeigen, dass bei geringerem Salzkonsum (Salzexkretion <240 mmol/d) mannliche Tra-
ger des 1675G-Allels des Angiotensin Il Typ 2-Rezeptors (AT2) im Vergleich zu 1675A-Allel-
Tragern einen signifikant kleineren linksventrikularen Massen-Index (LVMI = linksventrikulare
Masse/Kdrperoberflache) aufwiesen ''. Die AT2-Genotyp-Salz-Interaktion war bei Frauen
schwacher ausgepragt, was moglicherweise auf einen heterozygoten Status (X-
chromosomale Lage des AT2-Gens) oder die Beeinflussung der AT2-Expression durch Ost-
rogene zuriickzufiihren ist ''*. Im Tierexperiment konnte auBerdem gezeigt werden, dass

Salzkonsum die AT2-Rezeptor-Expression beeinflusst ''°.
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6.2 Genomweite Assoziationsstudien (GWAS)

Genetische Assoziationsstudien fokussierten bisher auf Kandidatengene, die, wie auch in
dieser Arbeit, entsprechend ihrer biologischen Funktion ausgewahlt wurden ''®. Durch die
Verflugbarkeit genomweiter SNP-Panels und die Entwicklung der SNP-Chip-Hochdurchsatz-
technologie kdnnen heute extrem viele Uber das gesamte Genom verteilte SNPs (single nuc-
leotide polymorphisms) zeitgleich bestimmt werden. Dies macht die Analyse genetisch
komplexer Krankheiten wie der arteriellen Hypertonie in genomweiten Assoziationsstudien
(GWAS) moglich, ohne dabei auf einer biologischen Hypothese zu beruhen. Die GWAS ha-
ben ein groles Potential, neue Ursachen und Mechanismen von Erkrankungen zu entde-

cken 117,118_

6.2.1 Erfassung der genetischen Variation durch SNP-Chips

Mehr als 10 Millionen validierte SNPs sind inzwischen im menschlichen Genom bekannt
(dbSNP, www.ncbi.nlm.nih.gov/snp). Trotzdem ist es aufgrund von experimentellen und 6ko-
nomischen Restriktionen zurzeit noch nétig, sie auf eine moglichst informative und trotzdem
noch praktikable Untermenge zu reduzieren. Daher wurden sogenannte SNP-Chips entwi-
ckelt. Sie bestehen aus winzigen Mengen allelspezifischer Sonden, die zum Beispiel auf ei-
ner kleinen Quarzflache aufgebracht werden. Fur Hunderttausende bis eine Millionen ver-
schiedener Sonden benétigt man Trager von weniger als 2 cm? GréRe, um die Sonden raum-
lich sicher voneinander unterscheidbar unterzubringen. Das Detektionsprinzip basiert auf
einer allelspezifischen Hybridisierung. Dazu werden alle Genabschnitte der zu untersuchen-
den DNA-Probe, die einen SNP enthalten, zunachst mithilfe der Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) amplifiziert. AnschlieRend werden die PCR-Produkte an die Oberflache eines SNP-
Chips hybridisiert. Fur jeden SNP sind zur Identifikation der beiden Allele zwei entsprechen-
de Sonden vorhanden. Bindet das PCR-Produkt nur an eine der beiden DNA-Sonden, so
liegt der entsprechende Genotyp in homozygoter Form vor. Sind dagegen Bindungen an
beide Sonden zu beobachten, liegt der untersuchte Polymorphismus heterozygot vor. Die in
der Hybridisierungsreaktion eingesetzten Fragmente werden mit Fluoreszenzmarkierungen
versehen, sodass die Signale mit Hochleistungsscannern automatisch ausgelesen werden
kénnen. (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Affymetrix GeneChip® Microarray

6.2.2 Beispiele fur Ergebnisse von GWAS

Die GWA-Strategie hat bereits neue Regionen identifiziert, die zu koronarer Herzerkrankung
fuhren. So zeigte sich kirzlich die Assoziation einer chromosomalen Region (9p21) mit dem
Risiko einer KHK in unterschiedlichen europaischen Populationen "'%'%°.

Durch den UK Wellcome Trust wurde eine GWAS fir die genetische Pradisposition unter-
schiedlicher Erkrankungen durchgefihrt. Dabei wurden Gber 500.000 SNPs auf einem Affy-
metrix-Genchip bei ca. 2000 Individuen fir jede der 7 untersuchten Krankheiten und ca.
3000 Kontrollen untersucht. Es konnten 24 Regionen mit Beziehungen zu folgenden Krank-
heiten entdeckt werden: eine fur die bipolare Stérung, eine fur die koronare Herzkrankheit,
neun fur den Morbus Crohn, drei flr die Rheumatoide Arthritis, sieben fir den Diabetes melli-
tus Typ 1 und drei flr den Diabetes mellitus Typ 2. Fir die Hypertonie konnten nur ,modera-
te* Assoziationen (P=1x10° — 5x10”) fiir folgenden chromosomalen Regionen gefunden
werden: 1943, 8q24, 10q11, 12p12, 12923, 1321 und 15q26 '*'.

Newton-Cheh et al. konnten im Rahmen einer GWAS acht genetische Loci identifizieren, die
eine Hypertonie-Assoziation zeigten. Sie untersuchten 2.5 Millionen SNPs auf eine Assozia-
tion mit systolischem und diastolischem BD bei 34.433 Individuen europaischer Abstammung
des ,Global BPgen consortium“ und flhrten anschlieRend weitere Genotypisierungen (n<

71.225 europaischer Abstammung, n<12.889 indischer/asiatischer Abstammung) und in sili-
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co-Vergleiche (CHARGE consortium, n=29.136) durch. Sie identifizierten Assoziationen zwi-
schen systolischem bzw. diastolischem Blutdruck und haufigen Varianten in acht Regionen
in der Nahe des CYP17A1-, CYP1A2-, FGF5-, SH2B3-, c100rf107-, MTHFR-, ZNF652- und
PLCD3-Gens. Die identifizierten Assoziationen zwischen haufigen Varianten und Blutdruck
bzw. Hypertonie erméglichen einen mechanistischen Einblick in die Blutdruck-Regulation
und kénnten auf neue Targets flr Interventionen hindeuten, die fiir die Pravention kardiovas-
kularer Erkrankungen von Bedeutung sind '%.

Eine wesentliche Limitation der GWA-Studien, die grolte Studienkollektive einschliel3en, ist
der Kostenfaktor und der Zeitaufwand. Die Durchfiihrung von GWA-Studien mit gepoolten

DNA-Proben bietet eine potentielle Lésung, diese Limitation zu umgehen .
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Chemikalien

[y->2P]-ATP (10 uCi/ul)
Acryl-40-Solution
Ammoniumpersulfat (APS)
Bis-2-Solution

Borsaure

Bromphenolblau

Complete

Desoxynukleosidtriphosphate (ANTPs)
DTT

EGTA
Ethylendinitrilotetraessigsaure (EDTA)

Essigsaure (100%)
Ethanol (absolut)

Ethidiumbromid (1%ige L6sung in Wasser)

Firefly-Reporterplasmid
Formaldehyd (37%)

Formamid

Fugene-6-Transfektionsreagenz

Glycerol (99%)

HEPES-KOH

IGEPAL CA-630
KCI

KHCO;
NazPO

Amersham, Little Chalfont, UK
Amresco, Solon, Ohio, USA
Amresco, Solon, Ohio, USA
Amresco, Solon, Ohio, USA
Merck, Darmstadt, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland
Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim, Deutschland
Rapidozym, Berlin, Deutschland
Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim, Deutschland
Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
PromegaCorporation, Madison, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland
Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland
Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim, Deutschland
Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, Deutschland
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Natriumcarbonat
Natriumchlorid

Natronlauge

NH,CI

Passive Lysis Buffer
PBS-Puffer (PBS-Dulbecco 1x)
Poly[d(I-C)]

Polyethylenglykol (PEG) 8000

pRL-null Vector

QlAamp blood kit

Salpetersaure (65%)

Seakem ME Agarose

Silbernitrat

Sodiumdodecylsulfat (SDS)

SSC

T4-Polynukleotidkinase (10 U/ul)
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Thermoprime Plus DNA Polymerase (5 U/pl)
Tris-Base (Trishydroxymethylaminomethan)

Tris-Glycin

Tris-HCI

Xylencyanol

Zitronensaure

Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
PromegaCorporation, Madison, USA
Biochrom, Berlin, Deutschland
Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland
PromegaCorporation, Madison, USA
Quiagen, Hilden, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
FMC BioProducts, Rockland, ME, USA
Merck, Darmstadt, Deutschland
Rapidozym, Berlin, Deutschland
GibcoBRL, Paisley, Scotland
Promega Corporation, Madison, USA
Amresco, Solon, Ohio, USA
Advanced Biotechnologies, Epsom, GB
Merck, Darmstadt, Deutschland
Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim, Deutschland
Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, Deutschland
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