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1 Abstrakt (Deutsch)

Die Ausschuttung von Melatonin durch die Pinealozyten der Epiphyse unterliegt einer
zirkadianen Rhythmik. So werden beim Menschen in der Nacht mit ca. 60 pg/ml
ungefahr dreifach hdhere Plasmaspiegel erreicht als bei Tag. Darlber hinaus wird
Melatonin auch in peripheren Organen und Geweben wie dem GefalRendothel gebildet
und in das Blut abgegeben. Neben der Regulation der zirkadianen Rhythmik wirkt
Melatonin auch als Radikalfanger zur Verminderung von oxidativem Stress. Der
Blutdruck senkende Effekt von Melatonin konnte bereits 1978 in Tierversuchen an
Ratten nachgewiesen werden, wobei eine Pinealektomie zu einer Hypertonie bei den
Tieren fuhrte, die unter Substitution mit Melatonin normalisiert wurde. Melatonin
vermittelt seine Wirkungen durch direkte molekulare Interaktion und beim Menschen
zusatzlich Uber die membranstandigen Melatoninrezeptoren 1 (MT1) und 2 (MT2).
Interessanterweise zeigten sich neuerdings in genetischen Studien wiederholt
signifikante Assoziationen von Einzelnukleotidpolymorphismen (single nucleotide
polymorphism, SNP) des MT2 Rezeptorgens MTNR1B mit klinischen Parametern beim
Diabetes mellitus Typ II, wie z. B. den Plasmaglukosespiegeln. Vor diesem Hintergrund
ergab sich, erganzt durch die experimentellen Befunde, dass Melatonin in die
Regulation von kardiovaskularen Funktionen eingreift, fur die vorliegende Arbeit
folgende Fragestellung: Sind die beim Diabetes als bedeutsam identifizierten SNPs von
MTNR1B auch fur weitere klinisch relevante Parameter des kardiovaskularen Systems
von Bedeutung?

Hierbei sollte zunachst das Verhaltnis von genetischen Varianten mit den
Langzeitblutdruckwerten bestimmt werden. Da MT2 am menschlichen Herzen
exprimiert ist, sollte zusatzlich untersucht werden, ob genetische Assoziationen des
MT2-Rezeptors mit strukturellen und funktionellen Parametern des Herzens vorliegen.
In einer Studienpopulation von 605 an Bluthochdruck erkrankten Patienten (498
Manner, 107 Frauen, mittleres Alter 56,2 + 9,4 Jahre) lagen geeignete Daten zu den
demographischen und klinischen Parametern vor. Der Bluthochdruck wurde gemafR der
europaischen Leitlinie behandelt. Die Patienten waren multizentrisch aus 15

verschiedenen Rehabilitationskliniken fur kardiovaskulare Erkrankungen rekrutiert
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worden. Der mittlere systolische Blutdruck Uber 24h lag bei 126,1 £ 14,6 mmHg, der
mittlere diastolische Blutdruck uUber 24h bei 76,4 + 9,5 mmHg. Es zeigte sich in der
Gesamtpopulation eine typische zirkadiane Rhythmik des Blutdrucks mit den hochsten
Werten zwischen 6-10 Uhr vormittags (systolisch 128,6 £ 16,1 mmHg; diastolisch 79,4 +
10,6 mmHg) und den niedrigsten Blutdruckwerten in der Nacht (systolisch 119,1 + 15,8
mmHg; diastolisch 69,9 £ 10,1 mmHg). Mittels Echokardiographie ergab sich bei allen
Patienten eine mittlere Ejektionsfraktion von 63,7 + 8,9% und bei 38% der Patienten lag
eine linksventrikulare Hypertrophie vor.

Die Genotypen der SNPs rs10830962, rs4753426, rs12804291, rs10830963 und
rs3781638 von MTNR1B wurden fluoreszenzbasiert mittels Real-time PCR und
Sequenzierung bestimmt. Genetische Assoziationen wurden mittels multivariater
Analyse unter Berlcksichtigung von Kovariaten untersucht. Entsprechend der oben
angegebenen Reihenfolge der SNPs ergaben sich nach statistischer Analyse zwei
Haplotypen H1 (CTCCC) und H2 (GCCGA) mit entsprechenden Frequenzen von 0,402
und 0,277.

In der genetischen Analyse der einzelnen SNPs fanden sich bezuglich der mittleren
Langzeitblutdruckwerte keine signifikanten Assoziationen. In der Analyse der
Haplotypen wiesen Trager des Haplotyps H1 im Vergleich zu Nicht-Tragern dieses
Haplotyps einen signifikant erhohten mittleren systolischen 24h-Blutdruck auf
(Blutdruckdifferenz: 2,5 mmHg, p=0,023). Dieser Effekt war nachts (22 bis 6 Uhr) mit
einer Differenz von 2,8 mmHg noch leicht ausgepragter (p=0,019).

In der genetischen Analyse der einzelnen SNPs und der Haplotypen H1 und H2
bezuglich des strukturellen kardialen Parameters LVMI ergaben sich keine signifikanten
Assoziationen. In der genetischen Analyse der einzelnen SNPs bezlglich des
funktionellen kardialen Parameters EF zeigten sich signifikante Resultate bezlglich der
SNPs rs4753426 (p=0,033), rs12804291 (p=0,021) und rs3781638 (p=0,011) im
kodominanten Modell. Bei der Analyse von Alleltragern im Vergleich zu Nicht-Tragern
waren Trager des T-Allels bei rs4753426 und rs12804291 mit einer niedrigeren EF von
1,9% (95% CI: 0,3 bis 3,5%; p=0,02) bzw. 2,5% (95% CI: 0,8 bis 4,3%; p=0,006) und A-
Allel Trager von rs3781638 mit einer niedrigeren EF von 1,8% (95% CI: -3,6 bis -0,1%;
p=0,038) assoziiert. In der Analyse der Haplotypen zeigten Trager des Haplotyps H2
gegenuber den Nicht-Tragern dieses Haplotyps eine um 1,8% (95% CI: 0,45 bis 3,14%)



signifikant hohere mittlere Ejektionsfraktion (p=0,009).

Die Assoziationen, die in dieser Arbeit gefunden wurden, deuten darauf hin, dass
Wirkungen des Melatonins auf das kardiovaskulare System durch genetische Varianten
im Gen des MT2-Rezeptors moduliert werden konnten. Dies konnte Auswirkungen
sowohl auf den Diabetes wie auch auf die hypertensive Endorganschadigung haben.
Insofern resultiert aus dieser Arbeit die interessante Fragestellung, ob die genetischen
Variationen des MTNR1B eine physiologische Bedeutung haben fur das metabolische

Syndrom, welches unter anderem sowohl Diabetes als auch Bluthochdruck umfasst.



Abstract (English)

Title: Genetic association of the melatonin receptor with cardiac

function in patients with arterial hypertension

submitted by Christopher Teichmann from Berlin

The production of melatonin in the pineal gland follows a circadian rhythm. In humans
the plasma level is three times higher during the night (about 60 pg/ml ) than during the
day. Apart from the pineal gland melatonin is also produced in peripheral organs and
tissues such as vascular endothelium. Melatonin enters into circulation from those
organs and tissues. In addition to its function as synchronizer of the circadian rhythm
melatonin is also a free radical scavenger that reduces oxidative stress. Furthermore, it
has a lowering effect on blood pressure, which was first demonstrated in experiments
done in rats in 1978. In that experiment a pinealectomy caused hypertension, which
could be normalized by substituting melatonin artificially. The effect of melatonin is
mediated by direct molecular interaction and in humans additionally by membrane-
bound melatonin receptors 1 and 2 (MT1 and MT2). The results of different recent
genetic studies exposed significant associations of single nucleotide polymorphisms
(SNPs) in the MT2 receptor gene MTNR1B with clinical parameters of diabetes mellitus
type 2, for example the plasma glucose level.

Against this background, and in addition to the experimental findings of melatonin
playing a role at cardiovascular function this work focuses on the following question:

Are the SNPs of MTNR1B that were identified as relevant for diabetes also connected
to other clinical parameters of the cardiovascular system?

First we determined if an association between genetic variants and long-term blood

pressure exists. As MT2 is expressed in the human heart we investigated if there are



genetic associations of the MT2-receptor with structural and functional parameters of
the heart. On the basis of our study population of 605 patients with hypertension (498
men, 107 women, median age 56.2 +/- 9.4 years) we could use already existing
appropriate data concerning the demographic and clinical parameters. Hypertension
was treated according to the european guideline. Patients had been recruited in a
multicenter design in 15 different rehabilitation centers for cardiovascular diseases.
Median systolic blood pressure was 126.1 +/- 14.6 mmHg in 24 hours, median diastolic
blood pressure was 76.4 +/- 9.5 mmHg in 24 hours. In the overall population we found a
typical circadian rhythm of blood pressure with the highest values between 6 and 10
o'clock in the morning (systolic 128.6 +/- 16.1 mmHg, diastolic 79.4 +/- 10.6 mmHg) and
the lowest values during the night (systolic 119.1 +/- 15.8 mmHg, diastolic 69.9 +/- 10.1
mmHg). By echocardiographic measurements we found a median ejection fraction (EF)
of 63.7% +/- 8.9% and a left ventricular hypertrophy (LVH) in 38% of the patients.

We determined genotypes of the SNPs rs10830962, rs4753426, rs12804291,
rs10830963 and rs3781638 of MTNR 1B with a fluorescent based real-time PCR method
and sequencing. Genetic associations were investigated with multivariate analysis that
takes the covariates into account. Corresponding to the order of the SNPs above after
statistical analysis we found two haplotypes H1 (CTCCC) and H2 (GCCGA) with
frequencies of 0,402 and 0,277 respectively.

The genetic analysis of particular SNPs revealed no significant associations with mean
long-term blood pressure. In the analysis of haplotypes we detected that patients
carrying haplotype H1 have a significantly higher median systolic 24h-blood pressure
compared to patients not carrying this haplotype (difference: 2.5 mmHg, p=0.023).
Furthermore, we detected that this effect is even more pronounced during the night (22h
— 6h) with a difference of 2.8 mmHg (p=0.019)

In the genetic analysis of particular SNPs and the haplotypes H1 and H2 we found no
significant associations with the structural cardiac parameter LVMI. Our genetic analysis
of particular SNPs concerning the functional cardiac parameter EF exposed significant
results with SNPs rs4753426 (p=0.033), rs12804291 (p=0.021) and rs3781638



(p=0.011) in the codominant model.

Our comparison of allele carriers and non-carriers exposed a significantly lower EF in
carriers of the T-allele in rs4753426 and rs12804291. The difference in EF was 1.9%
(95% CI: 0.3 to 3.5%; p=0.02) and 2.5% (95% CI: 0.8 to 4.3%; p=0.006) respectively.
Carriers of the A-allele in rs3781638 have a lower EF of 1.8% (95% CI: -3.6 to -0.1%;
p=0.038).

Our analysis of haplotypes revealed a significantly higher medium EF of 1.8% (95% CI:
0.45 to 3.14%; p=0.009) in carriers of haplotype H2 compared to non-carriers.

The associations we found in this work indicate that effects of melatonin on the
cardiovascular system could be modulated by genetic variants in the gene of the MT2-
receptor. This could affect diabetes as well as hypertensive endorgan damage.

The findings of this work lead to the interesting question, if the genetic variants of
MTNR1B bear a physiological sense for the metabolic syndrome which includes either

diabetes and hypertension.



2 Einleitung

2.1 Melatonin

2.1.1 Geschichte, Biochemie und zirkadiane Rhythmik

Melatonin (N-acetyl-5-methoxytryptamin) ist ein Hormon, welches vorwiegend in der
Epiphyse (=Zirbeldrise, Corpus pineale) des Zwischenhirns und in der Retina
vorkommt (1,2). Hierbei wird Melatonin in der Epiphyse von Pinealozyten, in der Retina
von Photorezeptorzellen exprimiert (3,4). Daneben wurde Melatonin auch aus weiteren
Geweben isoliert (5).

Ein erstes umfassendes Werk Uber die Zirbeldrise entstand 1954 von Kitay und
Altschule (6). Dieses wurde zum Ausgangspunkt fur weitere Forschungen (7).

Erstmals wurde Melatonin 1958 von der Arbeitsgruppe um Aaron B. Lerner an der Yale
University in den USA aus bovinen Zirbeldrisen isoliert (5,8,9). Zur Synthese von
Melatonin, dessen Strukturformel Abb. 1 zeigt, wird die Aminosaure Tryptophan in die
Pinealozyten = aufgenommen. Enzymkatalysiert entsteht Uber verschiedene
Zwischenprodukte Melatonin (Abb. 2) (4,10). Die beiden mal3geblich an der Umsetzung
von Serotonin zu Melatonin beteiligten Enzyme Arylalkylamin-5-Acetyltransferase und
Hydroxyindol-O-Methyltransferase wurden erstmals 1961 von Axelrod und Mitarbeitern
beschrieben (11).

Melatonin

Abb.1 Chemische Strukturformel des Melatonins (12)
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Tryptophan
Tryptophan-5-Hydroxylase,

ﬁ <::| EC 1.14.16.4

5-Hydroxytryptophan

: 5-OH-Tryptophan-Decarboxylase,
EC4.1.1.28

5-Hydroxytryptamin (Serotonin)

ﬁ <::| Arylalkylamin-5-Acetyltransferase,

EC 2.3.1.87
N-Acetyl-Serotonin

Hydroxyindol-O-Methyltransferase,
:l‘:l EC21.14

Melatonin

Abb. 2 Schematische Darstellung der Melatoninbiosynthese in der
Epiphyse (10),
EC entspricht der Enzymklassifikationsnummer nach BRENDA
(BRaunschweig ENzyme DAtabase) (13)

Die Sekretion des Melatonins aus der Epiphyse erfolgt nach einer zirkadianen Rhythmik
(14,15). Deswegen wird die Zirbeldrise auch als ,biologische Uhr* bezeichnet (8). Das
zirkadiane System besteht insgesamt aus drei Komponenten: den Augen, der Epiphyse
und den suprachiasmatischen Kernen des Hypothalamus (2). Nachts wird vermehrt
Melatonin freigesetzt (16), wobei die Melatoninfreisetzung neben der Tageszeit auch
eng mit der Korperkerntemperatur zusammenhangt (10). Die Melatoninkonzentration
schwankt interindividuell. So liegt die durchschnittliche Tageskonzentration von
gesunden Erwachsenen bei 20 pg/ml, wahrend der Nacht steigt der Melatoninspiegel
auf durchschnittlich 60 pg/ml an. Der Hochstwert kann ungefahr um drei Uhr nachts
gemessen werden (17). Bei Untersuchungen zu den durchschnittlichen
Melatoninspiegeln ergaben sich Hinweise darauf, dass die Melatoninspiegel bei
jungeren Menschen hoher liegen als bei alteren, wodurch dem Melatonin auch ein Anti-
alterungseffekt zugeschrieben wird (18). Die Halbwertzeit des Melatonins liegt zwischen

10 und 60 Minuten (4). Die Freisetzung von Melatonin aus den Pinealozyten wird Uber

1



die Retina gesteuert (19), wobei Lichtreize sowohl bei Tag wie auch bei Nacht zu einer
Suppression der Melatoninsekretion fuhren (10,20).

Uber einen retinohypothalamischen Trakt gelangt die Lichtinformation zu den
suprachiasmatischen Kernen im Hypothalamus. Dieser zirkadiane Schrittmacher steht
ebenso mit der Epiphyse in Verbindung. Der Hypothalamus bekommt direkte
Informationen aus der Netzhaut Uber retinale Ganglienzellen (19,21). Die Epiphyse
erhalt ihre Informationen Uber eine sympathisch noradrenerge Leitungsbahn. Die
Umschaltung auf das postganglionare Neuron findet im Ganglion cervicale superius
statt. Von dort verlaufen Nervenfasern als bilaterale Nervi conarii bis ins Diencephalon,
wo sie die dem Thalamus von hinten anliegende unpaare Epiphyse erreichen (20,21).
Melatoninkonzentrationen im Blut geben Aufschluss Uber die aktuelle Melatoninaktivitat,
da das Hormon nicht in den Pinealozyten gespeichert wird (3).

Abgebaut wird Melatonin zum Uberwiegenden Teil in der Leber Uber Cytochrom-P-450-
Enzyme (22). Der Hauptmetabolit ist das 6-Hydroxymelatoninsulfat, welches mit dem
Urin ausgeschieden wird und in diesem auch messbar ist (23,24). Vor allem der
morgendliche Sammelurin gibt Aufschlisse Uber die Hohe der Melatoninspiegel, da die

Freisetzung von 6-Hydroxymelatoninsulfat in der Nacht am hdchsten ist (22).

2.1.2 Funktionen von Melatonin

Eine Funktion des Melatonins besteht in der Induktion einer zirkadianen Rhythmik
(14,15). Diese wird Uber das Zusammenspiel von Nucleus suprachiasmaticus mit der
Epiphyse gesteuert. Melatonin nimmt an der Regulation des Schlaf-Wach-Rhythmus
teil. Schlaf und die abfallende Korperkerntemperatur sind mit hdheren
Melatoninkonzentrationen im Blut verbunden (25). Bei Winterschlafern sind auch
jahreszeitabhangige Parameter, wie die Korperkerntemperatur, das Brunstverhalten und
das Fellwachstum auf die Wirkung des Melatonins zuruckzufuhren (3,26).

Beim Menschen wirkt das Melatonin neben der Schlafférderung auch als Radikalfanger
(27). Es reduziert somit oxidativen Stress, welcher als einer der Hauptfaktoren bei der
Zellalterung diskutiert wird (28).

Weiterhin wird dem Melatonin ein immunmodulatorischer Effekt zugeschrieben (29).
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Das Melatonin wirkt im Zusammenspiel mit verschiedenen interzellularen Botenstoffen.
Durch einen direkten Effekt auf T-Helferzellen werden diese angeregt zur Freisetzung
von Zytokinen, wie zum Beispiel Interfon-Gamma und Interleukin-2. Dadurch kommt es
durch die Stimulation der Immunantwort zu einer antiinflammatorischen Wirkung. Mit
dem immunmodulatorischen Einfluss hangt auch eine antikanzerogene Wirkung
zusammen. So wirkt Melatonin synergistisch mit antitumoralen Zytokinen. Hierbei findet
auch der antioxidative Effekt des Melatonins als Radikalfanger Beachtung. Daher wird

ein zukunftig vermehrter Einsatz von Melatonin in der Tumortherapie diskutiert (29).

2.1.3. Melatonin und kardiovaskulares System

Melatonin beeinflusst den Blutdruck und die myokardiale Kontraktilitat (30). Die
antioxidative Wirkung des Melatonins wirkt dabei protektiv auf das kardiovaskulare
System. Es wurden verminderte Plasmakonzentrationen von Melatonin bei
verschiedenen Erkrankungen wie Bluthochdruck, Herzinsuffizienz und der
ischamischen Herzkrankheit festgestellt. Patienten nach akutem Myokardinfarkt wiesen
ebenfalls geringere Melatoninwerte im Plasma auf.

In einer Studie an mikrovaskularen Rattenendothelien wurde nachgewiesen, dass
Melatonin die Stickstoffmonoxid (NO)-Produktion in vitro und in vivo vermindern kann
(31). Das freie Radikal NO fuhrt im Korper von Individuen zu oxidativem Stress, wirkt
kanzerogen und kann durch die Bildung von Methamoglobin toxisch wirken.

An Ratten wurde nachgewiesen, dass eine Pinealektomie zu einem Anstieg des
Blutdrucks bis hin zur Entwicklung einer Hypertonie fuhrt (32), wobei die exogene
Zufuhr von Melatonin an pinealektomierten Ratten den Blutdruck normalisieren kann
(33).

Die antihypertensive Wirkung des Melatonins beruht auf der direkten Wirkung des
Indolamins als freier Radikalfanger (27). Daraus resultiert eine Verminderung des
oxidativen Stresses. Weiterhin verbessert das Melatonin die kardialen Baroreflexe in
spontan-hypertensiven Ratten (34) und kann bei dauerhafter Gabe Uber sechs Wochen
verglichen mit einer Kontrollgruppe zu einem Abfall des Blutdrucks fuhren (35).

Gleichzeitig wurde eine antiinflammatorische Wirkung des Melatonins an Rattennieren
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bestatigt, verbunden mit einer verminderten Expression des Transkriptionsfaktors
NF-kB.

Allerdings gibt es Hinweise, dass Melatonin kaum zu strukturellen und morphologischen
Veranderungen am hypertensiv geschadigten hypertrophen Herzen fuhrt. So konnte an
spontan-hypertensiven Ratten keine signifikante Gewichtsreduktion des linken
Ventrikels nach Melatoningabe festgestellt werden (34).

Verschiedene Mechanismen der Melatoninwirkung fuhren zu einer Blutdruckreduktion.
Hierzu gehdren ein direkt-hypothalamischer Effekt, eine Verminderung der
Katecholaminspiegel, eine Relaxation der glatten Gefallwandmuskelzellen der Aorta
und die antioxidative Komponente (36).

Auch am Menschen wurden bereits einige Untersuchungen zum Zusammenhang von
Melatonin und dem Blutdruck durchgefihrt. So ergab sich eine negative Korrelation
zwischen dem Blutdruck und den in der Nacht gemessenen Melatoninspiegeln (37). Je
hoher die Konzentrationen des im Urin gemessenen Metaboliten 6-
Hydroxymelatoninsulfat sind, desto starker ist eine Blutdruckverminderung bei den
untersuchten Patienten festzustellen. Dabei konnen bei Patienten mit Hypertonie
sogenannte ,Dippers® mit einer deutlichen Blutdruckreduktion wahrend der Nacht von
,Non-Dippers* mit einem nur geringfugig verminderten Blutdruck unterschieden werden.
,Non-Dipper“-Patienten weisen im Vergleich zu den ,Dippers® vermehrt kardiovaskulare
Veranderungen auf wie links-ventrikulare Hypertrophie, links-ventrikulare diastolische
Dysfunktion und Arrhythmie verbunden mit einem erhdhten kardiovaskularen
Mortalitatsrisiko (38).

Die Melatoninspiegel erhohen sich bei Patienten mit Bluthochdruck, wobei eine
antihypertensive Therapie Uber 6 Monate mit 4 mg Lacidipin pro Tag die Konzentration
von Melatonin im Plasma normalisieren kann (39). Folglich wird diskutiert, dass
Melatonin als korpereigenes Antihypertensivum bei Patienten mit Bluthochdruck
verstarkt gebildet wird.

Bei Untersuchungen an gesunden jungen Frauen wund Mannern ohne
blutdruckrelevante Medikation konnte nach Einmalgabe von 1 mg Melatonin eine

signifikante Blutdruckreduktion nachgewiesen werden (40,41).
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2.2 Melatoninrezeptoren

2.2.1 Struktur und Klassifikation

Die Melatoninrezeptoren wurden in den 1980er Jahren nach pharmakologischen und
kinetischen Kriterien klassifiziert. Sie wurden in zwei Subtypen unterteilt, den ML1- und
den ML2-Rezeptor. Die Einteilung erfolgte mittels Bindungsstudien (42). Genutzt wurde
hierzu ein spezifischer Ligand, das 2-[125l]liodomelatonin ([1251]Mel).

1994 konnte der erste Melatoninrezeptor aus Xenopus laevis-Melanophoren kloniert
werden (43). Darauf basierend wurde entdeckt, dass drei verschiedene Subtypen der
Melatoninrezeptoren mit dem Charakter des ML1-Rezeptors existieren. Sie werden
unterteilt in Mel1a, nach jetzt gultiger Terminologie MT1 mit dem zugehoérigen Gen
MTNR1A; und Mel1lb, analog nach dieser Terminologie MT2 genannt, mit dem
zugehorigen Gen MTNR1B. Mel1c ist ein weiterer Rezeptorsubtyp, welcher in
Saugetieren noch nicht gefunden werden konnte. Dieser liegt bei Vogeln vor, bei
welchen stattdessen kein Nachweis von MT2 erbracht werden konnte (44,45).

Die Melatoninrezeptoren gehoéren zur Gruppe der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
(GPCR). Sie weisen eine ungefahr 55-prozentige Ubereinstimmung ihrer
Aminosauresequenzen auf. Molekular bestehen sie aus 7 Transmembran-a-Helices,
welche gekoppelt sind an 3 intra- (ic1-3) und 3 extrazellularen Loops (ec1-3) (46).

Die Affinitat zum Bindungsliganden 2-[1251]Mel von menschlichen MT1-Rezeptoren liegt
bei Kq = 20-40 pmol/l, die von MT2-Rezeptoren deutlich geringer bei Kq = 160 pmol/l

(47). Ein weiterer Rezeptor mit circa 40-prozentiger Ubereinstimmung der
Aminosauresequenzen wurde kloniert (GPR50). Dieser Rezeptor ist allerdings nicht in
der Lage Melatonin zu binden und wird daher als melatonin-related-receptor (MRR)
bezeichnet (48). Der vormals als ML2-Rezeptor und nun als MT3 klassifizierte
Melatoninrezeptor gehdrt nicht zu den GPCRs. In neueren Studien wurde erforscht,
dass es sich hierbei um eine Chinon-Reduktase-2 handelt. Die Funktion des MT3 ist
noch weitgehend unbekannt (49).

Insgesamt liegen also drei Melatoninrezeptoren vor, die physiologisch eine
nachweisliche Rolle spielen. Hierzu gehéren MT1, MT2 und Mel1c. Zusatzlich zu diesen

membrangebundenen Rezeptoren wurden auch nukleare Melatoninrezeptoren in der

15



Literatur beschrieben. Melatonin bindet an Rezeptoren, welche zur retinoid-verwandten
nuklearen Hormonrezeptorfamilie gehéren (50). Die Funktion dieser nuklearen

Rezeptoren konnte noch nicht geklart werden.

2.2.2 Vorkommen

Melatoninrezeptoren befinden sich in niederen Wirbeltieren weit verbreitet im
Zentralnervensystem (ZNS). Die Anzahl der Melatoninrezeptoren im ZNS wie auch die
Gesamtanzahl ist héher als bei den Saugetieren (45,51).

Beim Menschen werden mehr MT1-Rezeptoren als MT2-Rezeptoren gebildet (4). Die
hochste Konzentration von Melatoninrezeptoren findet sich in der Pars tuberalis des
Frontallappens. MT1-Rezeptoren werden vor allem im Hypothalamus und dort verstarkt
in den suprachiasmatischen Kernen gefunden. Aber auch im Grohirn, im Cerebellum,
in der Retina, dem Hippocampus und dem Thalamus konnen MT1-Rezeptoren
nachgewiesen werden. MT2-Rezeptoren sind im ZNS lokalisiert im Hippocampus,
Kleinhirn, im Nucleus suprachiasmaticus und der Retina (4,46,52).

Auch in peripheren Geweben konnten Melatoninrezeptoren nachgewiesen werden. Im
bronchus-assoziierten lymphatischen Gewebe (BALT) in der Lunge von tropischen
Wachteln fanden sich sowohl MT1-, wie auch MT2-Rezeptoren (53). Im
Gastrointestinaltrakt und der duodenalen Einheit, bestehend aus Leber, Gallenblase
und Pankreas, wurden sowohl Melatoninrezeptoren wie auch eine Melatoninproduktion
aulderhalb der Zirbeldrise nachgewiesen (54). In in-vitro-Studien konnten mittels des
Liganden 2-[125l]Mel die Expression von MT1- und MT2-Rezeptoren in fetalen
menschlichen Nieren und das Vorkommen von MT1-Rezeptoren im Kortex der
Nebenniere bewiesen werden (55,56). Auch in der Haut Ilassen sich
Melatoninrezeptoren nachweisen (57).

Ebenso wurden Melatoninrezeptoren im kardiovaskularen System entdeckt. So zeigte
sich eine Expression von Melatoninrezeptoren in cerebralen Arterien von Ratten.
Diesen wird eine enge Korrelation mit der Thermoregulation zugeschrieben. Diesen
Studien zufolge ubt Melatonin einen vasokonstriktorischen Effekt auf die Blutgefalle aus

(58,59). 2001 erfolgte erstmals der Nachweis des Rezeptor-Subtyps MT1 an isolierten
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menschlichen Koronorarterien (60). Eine weitere Untersuchung ergab, dass auch MT2-
Rezeptoren an menschlichen Koronararterien, an Aorten und linken Herzventrikeln
vorhanden sind (61). Es zeigte sich, dass die Expression sowohl an Menschen ohne
kardiovaskularer Schadigung, wie auch bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit
(KHK) und mit Kardiomyopathie vorlag. Interindividuell war die Anzahl an MT2-
Rezeptoren sehr unterschiedlich und lie? in diesen Studien keine Ruckschllsse auf die
Anzahl und das Vorkommen von Melatoninrezeptoren im Zusammenhang mit

kardiovaskularen Erkrankungen zu.

2.2.3 Signaltransduktion

In  Geweben werden verschiedene Wege der Signalubertragung durch
Melatoninrezeptoren initiiert (62). Vorwiegend findet die Signaltransduktion an den drei
Rezeptorsubtypen (MT1, MT2 und Mel1c) Uber ein inhibitorisches Gi-Protein statt. Nach
Bindung des entsprechenden Liganden an den Rezeptor kommt es uber eine
Aktivierung der Adenylatzyklase zu einer Hemmung der Neubildung von forskolin-
stimuliertem cAMP aus ATP (46). Dieses Gi-Protein ist sensitiv flr das Pertussis-Toxin.
Es wurde ferner eine Cholera-Toxin-sensitive Komponente entdeckt, welche die
zyklische AMP-Produktion hemmt. Diese ist gekoppelt an ein Go-Protein (63).

Nach aktueller Studienlage interagiert die 5-Methoxygruppe des Melatonins mit der
Transmembrandomane 5 (TM5) des Melatoninrezeptors (MT1), wodurch die
Signaltransduktion ausgelost wird (64).

Aktivierte ~ Melatoninrezeptoren  weisen eine  Wirkung auf  verschiedene
Transkriptionsfaktoren auf. So kdnnen aktivierte MT1-Rezeptoren die Phosphorylierung
des eng mit der zirkadianen Rhythmik zusammenhangenden Transkriptionsfaktors
CREB-1 (cAMP response element-binding protein) inhibieren (65). CREB-1 wird durch
Lichtreize aktiviert, durch den Einfluss des Melatonins kommt es zu einer Hemmung.
Auch die heterodimerischen AP-1-Transkriptionsfaktoren c-fos und jun-B werden mittels
Aktivierung des MT-1 Rezeptors in der Hypophyse inhibiert (66).

An rekombinanten stimulierten MT1-Rezeptoren wurde neben der oben aufgezeigten

Signalkaskade eine vermehrte Freisetzung von Prostaglandin-F2a-abhangiger
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Arachidonsaure verbunden mit einer Hydrolyse von Phosphoinositid beschrieben (67).
Mit der Freisetzung von Arachidonsaure wird die Proteinkinase C inhibiert. Die
Freisetzung von Prostaglandin-F2a aktiviert die Phospholipase C. Vor allem der Subtyp
Phospholipase C-f fuhrt zu erhdhten Spiegeln der bei der Signaltransduktion als
second Messenger fungierenden Inositol-(1,4,5)-trisphosphat und 1,2-Diacylglycerol
(46). Durch das Inositol-(1,4,5)-trisphosphat wird vermehrt ionisiertes Kalzium (Caz+)
aus dem endoplasmatischen Retikulum freigesetzt und die zytosolische Ca2+
-Konzentration steigt an (68).

Der MT2-Rezeptor ist zusatzlich zur Wirkung auf cAMP auch in der Lage die Bildung
von zyklischem Guanosin-Monophosphat (cGMP) zu inhibieren (69). Dabei wird durch
Hemmung von Stickstoffmonoxid das Schlusselenzym zur Bildung von cGMP, die
Guanylatzyklase, indirekt inhibiert (68).

In Zellen der Fibroblasten-Zelllinie COS-7 konnte nachgewiesen werden, dass aktivierte
MT1-, wie auch MT2-Rezeptoren die c-jun N-terminale Kinase (JNK) mittels Pertussis-
Toxin-sensitiven, aber auch -nicht-sensitiven G-Proteinen stimulieren (70). Auch weitere
Mitogen-aktivierte Proteinkinasen wie die Extracellular-signal Regulated Kinases (ERK)
1/ 2 werden durch die Aktivierung des MT1-Rezeptors stimuliert (70).

Insgesamt ist die Signaltransduktion des Melatoninrezeptors sehr vielschichtig. Die
Wirkung und Ubertragung von Informationen findet (iber verschiedene Wege und

second Messenger statt und ist noch nicht abschlieRend verstanden.
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2.2.4 Pharmakologie

Seit einigen Jahren wird an Rezeptoragonisten und -antagonisten fur die
Melatoninrezeptoren mit dem Ziel der therapeutischen Einsatzfahigkeit am Menschen
geforscht. Es gibt Subtyp-spezifische Liganden fur den MT1- und fir den MT2-Rezeptor
(12). Gegenwartig stehen drei Agonisten mit hoher Affinitdt zum Melatoninrezeptor im
Fokus der Forschungen, da sie eine Kklinische Relevanz aufweisen. Deren
Strukturformeln sind in Abb. 3 dargestellt.

Agomelatine ist ein oral applizierbarer nicht-selektiver MT1/MT2-Rezeptoragonist und
wirkt antagonistisch auf Serotoninrezeptoren. Dem Agomelatine wird ein
chronobiotischer und ein angstlosender sowie antidepressiver Effekt zugeschrieben
(71). Therapeutische Anwendung findet Agomelatine bei schweren Depressionen. Es
kann auch zur Behandlung von Schlafstérungen genutzt werden (72).

Ramelteon ist ein selektiver MT1/MT2-Agonist. Es verfugt Uber einen chronobiotischen
Effekt und wird in den USA als Schlafmittel fir den Langzeitgebrauch angewandt (71).
In einer Studie an 289 Erwachsenen wurde eine signifikante Verklrzung der
Einschlafzeit um 7,5 Minuten mit der Gabe von 8 mg Ramelteon im Vergleich zu einem
Placebo nachgewiesen. Die Gesamtschlafzeit verlangerte sich um 17,1 Minuten (73).
Tasimelteon ist ein Rezeptoragonist mit hoher Affinitat zu MT1 und MT2. Es befindet
sich in der dritten Phase des pharmakologischen Zulassungsverfahrens (71). In
praklinischen Studien zeigt es gute Wirksamkeit zur Behandlung der Schlaflosigkeit und
Verbesserung der Symptome der schweren Depression. Langzeitstudien vor allem im
Hinblick auf die Vertraglichkeit von Tasimelteon missen noch abgewartet werden (74).
Aufgrund des Einflusses von Melatonin bei der zirkadianen Rhythmik wird eine
therapeutische Wirkung des Melatonins bei der Bekampfung der Jetlag-Symptomatik
diskutiert (75). Dabei soll die Wirkung von Melatonin umso grofer sein, je mehr
Zeitzonen Uberquert worden sind. Ebenfalls soll sich eine bessere Wirkung zeigen bei

ostwarts gerichteten Flugen, also bei einer Verschiebung der Uhrzeit im Uhrzeigersinn.
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(l) N-[2-(7-methoxy-1-naphthyl)ethyl]acetamide Agomelatine (S20098)

CH,0 l l
(S)-M-[2-(1,6,7 8-tetrahydro-2H-indeno-[5,4-blfu-  Ramelteon (TAK-365)

(0]
i % NH<¢ 8- -propionami
& : <C ran-8-ylethyl]-propionamide
2Hs

0 (1R-trans)-N-[[2-(2,3-dihydro-4-benzofuranyl)cy-  Tasimelteon (VEC-162)
\/[L clopropyl] methyl] propanamide
iy,
H

Abb. 3 Pharmakologische Derivate des Melatonins (4)

Der nicht zu den GPCRs gehdrende MT3-Rezeptor wird von einem Vorlaufer der
Melatoninsynthese, dem  N-Acetylserotonin  aktiviert  (46). Aufgrund der
unterschiedlichen pharmakologischen Eigenschaften des MT3-Rezeptors im Vergleich
zu MT1 und MT2, gibt es bei MT3 auch unterschiedliche Liganden, die an den Rezeptor
binden. Selektive MT3-Liganden sind der Rezeptoragonist 5-Methoxy-Carbonylamino-
N-Acetyltryptamin, der Rezeptorantagonist Prazosin und N-Acetyltryptamin (4). Die
selektiven MT3-Liganden werden dahingehend gepruft, ob sie ebenfalls einen

antidepressiven Effekt und somit eine therapeutische Bedeutung aufweisen (76).
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2.3 Melatoninrezeptoren und kardiovaskulares System

Bezogen auf die Melatoninrezeptoren wird ein kardioprotektiver Effekt des Melatonins
diskutiert (36). Hierbei steht die Wirkung des Melatonins Uber die G-Protein gekoppelten
Rezeptoren MT1 und MT2 im Fokus der Forschungen (5).

Eine Erhéhung der zytosolischen Ca2+-Konzentration durch eine von Bradykinin und
ATP getriggerte Aktivierung der MT2-Rezeptoren an Endothelzellen konnte
nachgewiesen werden (77). Durch die Erhdhung des intrazellularen Kalzium-Spiegels
wird die Synthese von Stickstoffmonoxid (NO) gesteigert. NO fuhrt seinerseits zu einer
Vasodilatation und somit zu einer Senkung des Blutdrucks.

Eine andere Untersuchung an cerebralen Gefallen von Ratten =zeigte
vasokonstriktorische Wirkungen von Melatonin (59). Uber eine Aktivierung des
Melatoninrezeptors wird die Bildung von forskolin-stimuliertem cAMP intrazellular
gesenkt, was den vasokonstriktorischen Effekt hervorruft. Ebenfalls zu einer
GefalRverengung fuhrt die Hydrolyse von Phosphatidyl-inositol-4,5-bisphosphat nach
Aktivierung von Melatoninrezeptoren, nachgewiesen durch eine in vitro-Studie (42).

Es gibt Hinweise darauf, dass der MT2-Rezeptor eine grolere Rolle bei der
Blutdruckregulation spielt als der MT1-Rezeptor (78). Zwei Wochen nach einem
experimentell ausgelosten Myokardinfarkt ohne folgende Melatoningabe wurden am
linken Rattenventrikel gleichbleibende mMRNA-Expressionen von MT1 und MT2
gemessen. Mit der Gabe von Melatonin kam es zwei Wochen nach dem Infarkt zu
einem starkeren Abfall der gemessenen Melatoninrezeptor-mRNA bei MT1 im Vergleich
mit MT2. In diesen Untersuchungen wurden mittels Western Blotting die
Proteinexpressionen von MT1 und MT2 gemessen. Einen Tag nach Auslosung des
Myokardinfarktes waren die MT1-Rezeptor-Proteine im geringeren Ausmal’ vorhanden
im Vergleich zu einer Kontrollgruppe, dagegen fand man vermehrt MT2-Rezeptor-
Proteine. Dieses Ergebnis kdonnte ein Hinweis darauf sein, dass der MT2-Rezeptor eine
Rolle in der kardiovaskularen Regeneration nach Myokardinfarkt spielt (78). Bei einer
Untersuchung an Mausen und Ratten wurde festgestellt, dass zwar Melatonin selbst

einen kardioprotektiven Effekt hat, ein verbesserter Effekt ber eine Wirkung des MT1-
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Rezeptors konnte nicht nachgewiesen werden (79). Nach experimentell erzeugtem
myokardialen Infarkt mit Ischamie bewirkte die anschlielende Gabe von Melatonin eine
verbesserte kardiale Funktion und Regeneration (4,80). Die kardioprotektive Wirkung
von Melatonin wurde wiederum durch den Melatoninrezeptorantagonisten Luzindole

aufgehoben.

2.4 Melatoninrezeptoren und Diabetes mellitus Typ Il

Bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ Il wurde eine signifikant hohere Anzahl von
Melatoninrezeptoren im pankreatischen Gewebe im Vergleich zu einer gesunden
Kontrollgruppe nachgewiesen (81). Interessanterweise ergaben umfassende genetische
Assoziationsstudien statistische Korrelationen zwischen erhohten
Plasmaglukosespiegeln und bestimmten genetischen Varianten, den sogenannten
Einzelnukleotidpolymorphismen des MTNR1B (82-88). Diese genetischen Varianten
werden in der angloamerikanischen Literatur auch als single nucleotide polymorphism
(SNP) bezeichnet.

Die SNPs rs10830962, rs4753426, rs12804291, rs10830963 und rs3781638 zeigten in
einer genetischen Studie zum Teil statistische Signifikanz mit einer erhohten
Plasmaglukosekonzentration und einem erhdhten Risiko zur Entwicklung eines Typ I
Diabetes (89). Samtliche dieser funf untersuchten SNPs liegen im Gen-Bereich des
MTNR1B auf Chromosom 11921-q22. Inwiefern diese genetischen Polymorphismen
funktionelle Veranderungen des Rezeptors bewirken ist bisher ungeklart. Im Kontext mit
kardiovaskularen Erkrankungen koénnten sie jedoch in die Genetik des metabolischen

Syndroms eingebunden sein.
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2.5 Fragestellung

Melatonin ist ein Hormon, das beim Menschen die zirkadiane Rhythmik reguliert und
gegen oxidativen Stress schutzt. Seine Wirkung wird grundlegend durch
membranstandige  Melatoninrezeptoren  vermittelt. Assoziationsstudien zeigten
neuerdings, dass die Genetik des Melatoninrezeptors MT2 mit dem Diabetes mellitus
Typ Il verknupft ist. Interessanterweise wird genau dieser Rezeptor auch an
Kardiomyozyten des menschlichen Herzens exprimiert. Insofern stellte sich fur die
vorliegende Studie folgende Frage: Sind jene Einzelnukleotidpolymorphismen, die sich
als assoziiert mit Parametern des Diabetes mellitus Typ Il gezeigt haben, auch
signifikant verbunden mit Blutdruckwerten oder mit jenen echokardiographischen
Parametern, welche die Herzstruktur bzw. die Herzfunktion beschreiben? Diese Frage
basiert auf dem Konzept, dass diese genetischen Varianten die Funktionsweise des
Rezeptors verandern koénnten. Als ZielgroRen sollen der mittlere systolische und
diastolische 24-Stunden-Blutdruck (24h-Blutdruck), fur die Herzfunktion die
Ejektionsfraktion (EF) und fur die Herzstruktur der linksventrikulare Massenindex (LVMI)
festgesetzt werden. Die Untersuchung der Einzelnukleotidpolymorphismen soll erweitert
werden durch die Analyse von Haplotypen des zum Melatoninrezeptor MT2 gehdrenden
Rezeptorgens MTNR1B, um damit ein umfassenderes Bild Uber die genetische
Bedeutung des MTNR1B fir den Blutdruck und die kardialen Parameter zu bekommen.
Die Fragestellung soll unter klinischen Bedingungen bei Patienten mit arteriellem
Hypertonus untersucht werden. Der Bluthochdruck der Patienten soll standardisiert
nach europaischen Richtlinien behandelt sein. Aufgrund der komplexen klinischen
Studiensituation soll die Auswertung mittels statistischer Modelle Uber multivariate

Analysen unter Beachtung der Kovariaten erfolgen.
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3 Material und Methoden

3.1 Studienpopulation

Die Studienpopulation bestand aus Patienten, welche bei Studieneintritt mindestens 18
Jahre alt waren und mindestens einen Monat an nachgewiesenen und dokumentierten
kardiovaskuldren Erkrankungen litten (siehe Tabelle 5). Dazu zahlten koronare
Herzkrankheit, Myokardinfarkt, Schlaganfall und periphere arterielle
Verschlusskrankheit. Die Patienten nahmen an einem Rehabilitationsprogramm in 15
Kliniken teil (89). Ein weiteres Einschlusskriterium war eine nachgewiesene arterielle
Hypertonie, der systolische Blutdruck lag dabei definiert nach den Kriterien der WHO
durchschnittlich mindestens bei 140 mmHg und der diastolische Blutdruck
durchschnittlich bei mindestens 90 mmHg (90). Der arterielle Hypertonus wurde gemaf
der europaischen Leitlinie medikamentdés behandelt (91). Die Werte der
Langzeitblutdruckmessung der medikamentds eingestellten Patienten zeigt Tabelle 6.
Ausschlusskriterien fur die Teilnahme an der vorliegenden Studie stellten
Einwilligungsunfahigkeit und Alter unter 18 Jahren dar.

Nach Aufnahme in die Studie wurde die Anamnese der Patienten erfragt und
dokumentiert. Hierzu gehorten die Krankheitsgeschichte, die Medikation, der
Raucherstatus und das Vorliegen eines Diabetes mellitus Typ Il.

Anschlieend wurde die korperliche Leistungsfahigkeit getestet und demographische
Daten erhoben. Der BMI (Body Mass Index) wurde errechnet, nachdem die Patienten
mit leichter Kleidung gewogen und die KorpergroRe gemessen wurde. Der BMI ergibt
sich durch das Kdrpergewicht in Kilogramm dividiert durch die KorpergréfRe in Meter

hoch zwei (Einheit kg/m?). Ebenso wurde bei den Patienten die glomerulare

Filtrationsrate (eGFR, Einheit ml x min~1 x 1,73 m'z) der Nieren geschatzt.

Den Patienten wurde nach einer zwolfstindigen Fastenperiode Blut entnommen. Die
Blutproben wurden mit Standardmethoden der klinischen Chemie und entsprechenden

Qualitatskontrollen untersucht.
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Die Studie steht im Einverstandnis mit der Erklarung von Helsinki, samtliche Patienten
wurden aufgeklart und gaben ihr schriftliches Einverstandnis zur Studienteilnahme. Die
Studie wurde von der Ethikkommission der Charité Universitatsmedizin Berlin (Campus

Benjamin Franklin) zustimmend bewertet.

3.2 Blutdruckmessung

Der Blutdruck wurde in sitzender Position nach finf Minuten Ruhezeit mit einem
Blutdruckmessgerat bestimmt. Zusatzlich wurde eine 24h-Blutdruckmessung mit einem
tragbaren Blutdruckmessgerat (custo med GmbH Ottobrunn, Deutschland)
durchgefuhrt. Der Blutdruck wurde tagsuber (6-22 Uhr) alle 15 Minuten und nachts (22-
6 Uhr) alle 30 Minuten automatisch gemessen. Die durchschnittlichen 24h-
Blutdruckwerte wurden in vier Zeitfenster unterteilt: der Tageszeit (Werte zwischen 6
und 22 Uhr), der Nachtzeit (Werte von 22—6 Uhr morgens), der Zeit von 6-10 Uhr

vormittags und der gesamten 24-Stunden-Periode.

3.3 Echokardiographie

Es wurde bei allen Patienten eine zwei-dimensionale M(motion)-mode
echokardiographische Untersuchung des linken Herzventrikels durchgefuhrt. Bei der M-
mode Echokardiographie konnen durch Unterschiede der einzelnen Impulsechos
Bewegungsablaufe der untersuchten Strukturen dargestellt werden. Durch die zwei-
dimensionale Darstellung lassen sich bessere Rickschlisse auf die Geometrie und
Grole der Strukturen und Gewebe ziehen.

Mittels der Echokardiographie wurde der linksventrikuldre Massenindex LVMI in

Gramm/Meter2:’ (g/m2’7) bestimmt (92). Ebenso konnten die Ejektionsfraktion (EF =

25



ejection fraction) in Prozent und das Verhaltnis des frihen Fullungsvolumens zum
spateren Spitzenwert (E/A = ratio of early filling velocity (E) and peak late filling velocity
(A)), errechnet werden. Die weiteren Herzparameter LA = left atrial diameter
(Durchmesser des linken Herzvorhofs), LVED = left ventricular end-diastolic diameter
(links-ventrikularer enddiastolischer Durchmesser), LVES = left ventricular end-systolic
diameter (endsystolischer Durchmesser des linken Ventrikels), VST = interventricular
septum thickness (Dicke des Interventrikularseptums), PWT = posterior wall thickness
(Dicke der Herzhinterwand) und RWT = relative wall thickness (relative Herzwanddicke)

wurden ausgemessen.

3.4 Vorbereitende MaBnahmen zur Genotypisierung

3.4.1 Konzentrationsmessung

In der vorliegenden genetischen Assoziationsstudie wurden Einzelnukleotid-
polymorphismen  (single nucleotide polymorphisms = SNPs) auf dem fir den
Melatoninrezeptor MT2 kodierenden Chromosom 11921-q22 bestimmt. Die hierzu
verwendete DNA wurde aus den Blutproben der Patienten extrahiert und war fir die
vorliegende Studie bereits aufgearbeitet. Die DNA wurde einer Konzentrationsmessung
unterzogen, um spater durch Verdlinnung eine gleichmafige Konzentration der DNA-
Proben zu erreichen.

Die  Konzentrationsbestimmungen erfolgten mit dem NanoDrop ND-1000
Spectrophotometer (Fa. NanoDrop products, Wilmington, USA) (siehe Abb. 4). Ein
Beispiel fur die Konzentrationsmessungen zeigt Abb. 5. Die DNA-Proben sind unter
Sample ID entsprechend ihres Pseudonymisierungscodes aufgefuhrt.

Nach der Konzentrationsbestimmung wurden die Proben auf eine einheitliche DNA-
Konzentration von 10 ng/pl mittels Aqua bidest. verdinnt. Insgesamt wurde je DNA-
Probe eine dazugehodrige Verdinnung mit einem Volumen von 40 ul hergestellit.

Es fand folgende Formel zur Errechnung der bendtigten Menge DNA Anwendung:
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10 ng/pl

x 40 yl = gesuchte Menge DNA in pl
Konzentration DNA in ng/pl

Lag die Konzentration der DNA unterhalb von 10 ng/pl, wurde keine Verdinnung
erstellt. Das Ausplattieren fand dann mittels der Original-DNA statt.

Nach dem Pipettieren der erforderlichen DNA-Menge in ein verschlieBbares Eppendorf-
Gefal® (Fa. Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) wurde die Probe bis zu einem
Volumen von 40 ul mit Aqua bidest. aufgeflit.

Die erstellten Verdinnungen wurden entsprechend des Pseudonymisierungscodes
nummeriert und bei -20°C aufbewahrt. Sie wurden fur den weiteren Schritt des
Ausplattierens verwendet, wahrend die Original-DNA mit Konzentrationen >10 ng/pl fur

weitere Verdunnungsreihen unverandert blieb.

Abb. 4 NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer (Fa. NanoDrop products,
Wilmington, USA)
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260/280 | 260/230 | Constant

Sample

ID
Esther 324 Default 15.05.2009 1,85
Esther 392 | Default | 15.05.2009 I 14:04 = 291,49 | 5,830 | 3,195 | 1,82 2,36 §0,00 | 230 | 2,467 0,053
Esther 393 Default 15.05.2009 | 14:05 192,26 3,845 = 2,045 | 1,88 ' 2,21 50,00 230 1,743 ’ 0,035 v
Esther 394 Default v 15.05.2009 | 14:06 179,14 | 3,583 v 1,895 | 1,89 : 2,28 50,00 230 ’ 1,574 ‘ 0,027
Esther 422 | Default ‘ 15.05.2009 ‘ 14:06 209,36 4 4,187 2,257 1,85 . 2,19 v 50,000 | 230 ‘ 1,915 v 0,024 (
Esther 428 Default 15.05.2009 14:.07 | 131,32 2,626 | 1,452 1,81 7 2,16 50,00 . 230 v 15217 ‘ 0,028 ‘
Esther 430 Default 15.05.2009 | 14:09 = 261,33 | 5,227 | 2,848 1,84 2,35 50,00 230 v 2,222 0,013 ‘
Esther 609 Default 4 15.05.2009 | 14:10 | 79,58 | 1,592 | 0,837 1,90 | 2,07 50,00 230 0,770 ’ 0,021 ‘
Esther 610 Default v 15.05.2009 1411 202,63 | 4,053 | 2,185 1,85 2,21 50,00 ’ 230 1,833 v 0,011 o
Esther 611 Default 15.05.2009 14:12 307,42 | 6,148 | 3,291 1,87 2,37 50,00 v 230 2,591 ' 1,598
Esther 795 | Default | 15.05.2009 | 14:13 | 271,29 | 5426 ‘ 2,927 1,85 | 2,28 50,00 ’ 230 | 2,378 0,009 :
Esther 967 | Default | 15.05.2009 | 14:14 | 185,50 3,710 | 1,974 | 1,88 | 2,20 50,00 ’ 230 | 1,688 ’ 0,010 d
Esther 976 Default 15.05.2009 14:15 | 186,47 | 3,729 | 1,994 | 1,87 i aaive | 50,00 v 230 1,955 ’ 0,013 [
Esther 977 Default | 15.05.2009 14:16 | 158,05 | 3,161 | 1,646 | 1,92 ‘ 1,88 50,00 v 230 1,684 0,021 ‘
Esther 981 Default | 15.05.2009 | 14:17 | 85,47 | 1,709 | 0,935 1,83 ’ 2,06 50,00 230 0,830 ’ 0,003 :
Esther 982 Default | 15.05.2009 | 14:18 | 163,42 | 3,268 | 1:778 | 1,84 2,24 50,00 | 230 ' 1,458 = -0,017 ’:
Esther 983 Default 15.05.2009 | 14:18 | 169,77 | 3,395 | 1,823 | 1,86 | 2121 1 50,00 | 230 ‘ 1,497 . 0,023 [
Esther 986 Default 15.05.2009 | 14:19 | 284,11 | 5682 3,066 | 1,85 | 2,31 ’ 50,00 230 : 2,456 0,032 ;
Esther 1095 ' Default | 15.05.2009 | 14:21 | 165,96 | 3,319 . 1,773 | 1,87 | 2127, 50,00 | 230 1 1,461 0,024
Esther 1097 Default | 15.05.2009 | 14:22 | 97,30 1,946 | 1,046 | 1,86 | 2,19 | 50,00 230 ' 0,889 0,007
Esther 1098 Default | 15.05.2009 | 14:23 | 219,28 | 4,386 | 2,339 ‘ 1,87 | 2,27 | 50,000 | 230 v 1,930 ‘ 0,012 3
Esther 1109 Default | 15.05.2009 14:24 . 371,96 v 7,439 v 4,017 | 1,85 | 2,24 | 50,00 ; 230 3,321 0,049
Esther 1182 | Default 15.05.2009 | 14:25 ( 205,50 4,110 v 2,202 1,87 | 213 1 8000 230 1,929 0,012 ;/
Esther 1418 | Default 15.05.2009 | 14:25 295,04 | 5,901 3,164 | 1,87 | 2,23 50,00 | 230 2,642 0,035 ‘

Abb. 5 Beispiel fur eine DNA-Konzentrationsmessung mittels NanoDrop ND-

'ijJ ‘
1000 Spectrophotometer (Fa. NanoDrop products, Wilmington, USA)

3.4.2 Ausplattieren der DNA

Nach der Konzentrationsmessung wurden jeweils 2,5 ul der entsprechend verdiinnten
DNA-Proben bzw. bei niedriger Konzentration (DNA <10 ng/ul) 2,5 pl aus der Original-
DNA in eine 96-Well-Platte (Perkin-Elmer, Applied Biosystems Division, Foster City,
California, USA) pipettiert und abgedeckt bei Raumtemperatur getrocknet. Die
Lagerung der nummerierten Platten 1-17 fand anschliel3end bei -20°C statt.

Die Plattenbelegung wurde mit dem Programm ABI Prism 7000 SDS 1.0 Software
(Perkin-Elmer, Applied Biosystems Division, Foster City, California, USA) erstellt und
gespeichert.
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3.5 Auswahl der verwendeten SNPs

Insgesamt wurden funf SNPs des MTNR1B fur die vorliegende Untersuchung bestimmt.
Die SNPs rs10830962 C/G und rs4753426 T/C liegen in der 5'-Region des Gens, die
anderen drei SNPs rs12804291 C/T, rs10830963 C/G und rs3781638 A/C sind
lokalisiert im Single Intron des MTNR1B (87).

3.6 Genotypisierung

3.6.1 Polymerase-Kettenreaktion

Eine PCR (Polymerase Chain Reaction) ist eine Methode zur Vervielfaltigung von DNA.
Der Vorgang findet in mehreren aufeinanderfolgenden Zyklen statt, deswegen spricht
man von einer Kettenreaktion. Die Endprodukte eines Zyklus sind wiederum die
Ausgangsprodukte fir den folgenden Zyklus. Eine Polymerase-Kettenreaktion wird
enzymatisch katalysiert durch eine DNA-Polymerase. Diese Methode entwickelten
Mullis und Mitarbeiter im Jahre 1983 (93).

Bei der Amplifikation der DNA laufen mehrere Schritte nacheinander ab. Zuerst wird die
DNA erhitzt, um den Doppelstrang aufzutrennen. Chemisch werden hierbei die
Wasserstoffbrickenbindungen gel6st. Dieser Schritt der Denaturierung wird auch
melting oder Schmelzen genannt.

Nach der Denaturierung folgt die Primer-Hybridisierung, auch als primer annealing
bezeichnet. Die Temperatur wird bei diesem Schritt so gewahlt, dass sich die flir die
DNA-Vervielfaltigung notwendigen Primer an die entsprechenden komplementaren
Sequenzen der DNA anlagern konnen.

Als nachstes synthetisiert die DNA-Polymerase ausgehend vom 3'-Ende des
angelagerten Primers den neuen komplementaren DNA-Strang. Hierbei werden die
fehlenden Strange mit freien Nukleotiden aufgefullt. Dieser Vorgang wird als Elongation

bzw. extending bezeichnet. Die gewahlte Temperatur hangt von der optimalen
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Arbeitstemperatur der DNA-Polymerase ab. Anfanglich wurden bei dieser Methode
nicht-thermostabile Polymerasen isoliert aus E.coli-Bakterien verwendet (93). Als
Weiterentwicklung werden hitzestabile Polymerasen verwendet, welche somit nicht
nach jedem Denaturierungsschritt neu hinzugegeben werden mussen. Die
thermostabile Tag-Polymerase wird aus dem Bakterium Thermus aquaticus gewonnen,
welches 1969 erstmals in den USA isoliert werden konnte (94).

Die Vervielfaltigung der DNA bei der Polymerase-Kettenreaktion geschieht exponentiell.
An den neugebildeten DNA-Strangen lagern sich nach deren Denaturierung im
folgenden Zyklus wiederum Primer an, so dass die neuen DNA-Strange ebenso wie die
Ausgangs-DNA als Matrize dienen. Es werden insgesamt ca. 12-50 Zyklen durchlaufen.

Die folgende eigene Schemazeichnung zeigt den Ablauf eines Zyklus einer PCR:

Denaturierung (Denaturation)

4

Primer-Hybridisierung (Annealing)

4

DNA-Synthetisierung (Elongation)
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3.6.2 Real-time PCR — Quantifizierung von DNA

Eine weiterentwickelte Form der PCR stellt die quantitative Echtzeit-PCR (Real-time
PCR) dar (96). Zusatzlich zur DNA-Amplifikation kann hierbei eine Quantifizierung
vorgenommen werden. In das entsprechende PCR-Gerat sind eine UV-Lampe und eine
Charge-coupled Device-Kamera (CCD-Kamera) eingebaut. Durch Fluoreszenz-
Messungen wahrend eines PCR-Zyklus kann die gewonnene Menge an DNA bestimmt
werden. Die Quantifizierung erfolgt in der exponentiellen Phase der PCR, wobei die

Fluoreszenzintensitat mit der Menge der PCR-Produkte ansteigt.

Im Falle der vorliegenden Studie wurde die Real-time PCR zur Genotypisierung
genutzt.

Die heute gangige Methode der Real-time PCR basiert auf der Ausnutzung des
Fluoreszenz-Energie-Transfers (=FRET) (97). Dabei wird Energie von einem
Fluoreszenzfarbstoff (=Fluorochrom) nach dessen Anregung durch eine Lichtquelle an
ein sich in unmittelbarer Nahe befindendes weiteres Fluorochrom abgegeben. Das
Emissionsspektrum des ersten Fluorochroms muss dabei dem Anregungssprektrum
von Fluorochrom 2 entsprechen. Die Fluorochrome sind radioaktiv oder
fluoreszenzoptisch markierte Oligonukleotide, die in die DNA eingebaut werden und
durch eine Blockierung an ihrem 3'-Ende nicht als Primer fungieren kénnen. Sie werden
von der DNA durch die 5'-3'-Exonukleaseaktivitat der Tag-Polymerase abgeldst. Diese
Eigenschaft der Tag-Polymerase in Zusammenhang mit der PCR wurde bereits 1991
publiziert und spater auch fur die Real-time PCR genutzt (98). Sind die beiden
Fluorochrome raumlich weit voneinander entfernt, wird die Emission des ersten
Fluorochroms gemessen, Fluorochrom 1 wird dann als reporter, Fluorochrom 2 als
quencher bezeichnet. Bei raumlicher Nahe und entsprechendem Energietransfer wird
letztendlich die Emission von Fluorochrom 2 gemessen, Fluorochrom 1 wird dann als
Donor, Fluorochrom 2 als Akzeptor tituliert. Das bei der vorliegenden Studie genutzte
Prinzip der Real-time PCR wurde unter dem Begriff TagMan® patentiert (99). Hierbei
sitzen Reporter und Quencher auf demselben Oligonukleotid (siehe Abb. 6). Bei

Freisetzung des Reporter-Farbstoffs durch die Tag-Polymerase steigt die Lichtintensitat
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bei dieser Wellenlange an. Je mehr DNA gebildet wird, desto hoher ist folglich die
Signalstarke.
Die folgende Abbildung 6 stellt schematisch den Ablauf einer TagMan® Real-time PCR

dar.

Zustand vor Polymerisation

i R = Reporter,
Forward Primer Q = Quencher
"

—_—

TogManE-Sonde

. 2
Reverse Primer

Abspaltung des Reporter-Molekils
wihrend der Polymerisation

S
. R — Taq= Tag-Polymerase
. ; . Q R fF!apur"rar,
Forward Primer - Tag Q = Quencher
4 : \ ¥

¥
5

. =

Reverse Primer

Vervollstdndigung der Polymerisation

L

(®
-~

- —_

L Q
-

R = Reporter,
- @ = Quencher
o 3
5 -
3 5
i 3
- b

Abb. 6 TagMan® Real-time RCR mittels Tag-Polymerase
In dieser selbst angefertigten Schemazeichnung ist ein Reporter-

Molekul an die TagMan®-Sonde angehangt.
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3.6.3 Genotypisierung von SNPs mittels Real-time PCR

Bei den hier durchgefihrten Versuchen wurden TagMan®-Sonden (Fa.
AppliedBiosystems, Darmstadt, Deutschland) mit den Reporter-Farbstoffen 6-FAM (6-
Carboxyfluorescein) und VIC (chemische Struktur nicht publiziert) verwendet. Jeder der
beiden Reporter reprasentierte bei den Assays jeweils ein Allel des entsprechenden
SNPs. Als Quencher wurde der Farbstoff 5-TAMRA (5-Carboxytetramethylrhodamin)
eingesetzt.

Zur Genotypisierung wurde mithilfe des ABI PRISM 7000 SDS (Applied Biosystems,
Foster City, California, USA) und der im Gerat enthaltenen CCD-Kamera eine
Aufnahme der 96-Well-Platte (Perkin-Elmer, Applied Biosystems Division, Foster City,
California, USA) unter UV-Licht angefertigt. Die erste Fluoreszenzmessung entstand vor
Durchfihrung der PCR, um den Hintergrundwert der Fluoreszenzintensitat zu
bestimmen. Nach der PCR wurde erneut eine Messung der 96-Well-Platte mithilfe des
ABI PRISM 7000 SDS (Applied Biosystems, Foster City, California, USA) durchgefuhrt.
Durch die Differenz der Fluoreszenzintensitaten der beiden Reporter-Farbstoffe vor und
nach der PCR jedes Reaktionsansatzes, konnten Ruckschlisse auf das jeweilige Allel
gezogen werden. Lagen die Intensitadten der beiden Farbstoffe im ausgeglichenen
Verhaltnis vor, so wurde von einem heterozygoten Genotyp ausgegangen. Bei
Dominanz eines der beiden Farbstoffe wurde auf den dem Farbstoff zugeordneten
homozygoten Genotyp geschlossen. Diese Zuordnung erfolgte Uber einen Algorithmus
der verwendeten Software (siehe Abb. 8).

Die fur die PCR bendtigten Komponenten befanden sich im ABI TagMan® Universal
Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, California, USA). Die Messungen wurden
im ABI PRISM 7000 SDS (Applied Biosystems, Foster City, California, USA) in
Kombination mit der Auswertungssoftware ABI Prism 7000 SDS 1.0 Software (Perkin-
Elmer, Applied Biosystems Division, Foster City, California, USA) vollzogen. Fir die
Durchfuhrung der PCR wurden Thermalcycler (Fa. Applied Biosystems, Foster City,

California, USA) verwendet.
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3.6.4 Praktische Durchfuhrung der Genotypisierung mittels Real-time PCR

Zur Genotypisierung mittels Real-time PCR wurden folgende Arbeitsschritte
durchgefuhrt:

Herstellung eines Gesamt-Reaktionsansatzes (siehe 1.)

U

Zugabe des Reaktionsansatzes in DNA-Platte (siehe 2.)

=

Zentrifugation (siehe 2.)

=

Hintergrundfluoreszenzmessung vor PCR (siehe 3.)

=

PCR (siehe 4.)

U

Hintergrundfluoreszenzmessung nach PCR und Genotypisierung der DNA (siehe 5.)

1. Herstellung eines Gesamt-Reaktionsansatzes

Hierzu wurden die zu befullenden mit DNA versehenen Wells einer 96-Well-Platte
(Perkin-Elmer, Applied Biosystems Division, Foster City, California, USA) gezahlt,
addiert wurden zwei Leerwerte (NTC = no template control) plus drei weitere imaginare
Wells, um ausreichend Reaktionsansatz flr jede Platte sicherzustellen. Fir diesen
Vorgang wurden Pipetten der Groflze 0-10 pl, 10-100 pyl und 100-1000 ul (Fa. Eppendorf
AG, Hamburg, Deutschland) benutzt.

Der Reaktionsansatz bestand aus 4 ul Genotyping-Mastermix (Applied Biosystems,
Foster City, California, USA), 0,2 yl TagMan®-Sonde und 3,8 pl Aqua bidest. pro Well
(siehe Tabelle 1).
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2. Zugabe des Reaktionsansatzes und Zentrifugation

In jedes Well einer mit DNA ausplattierten 96-Well-Platte (Perkin-Elmer, Applied
Biosystems, Foster City, California, USA) wurden 8 pl des Reaktionsansatzes pipettiert,
zusatzlich wurden zur Kontrolle noch zwei NTCs gemessen.

Danach wurde die 96-Well-Platte zum Schutz gegen Verdunstung mit einer Abdeckfolie
(Applied Biosystems, Foster City, California, USA) beklebt. Anschlieliend wurde die
Platte mit der Eppendorf Centrifuge 5610 R (Fa. Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
bei 2000 rpm fur 1 Minute zentrifugiert (siehe Abb. 7). Ein Beispiel fur die Aufteilung

eines Gesamt-Reaktionsansatzes zeigt nachfolgende Tabelle 1.

Tabelle 1 Reaktionsansatz (85 Wells mit DNA, 2 Wells NTC, 3 Wells als
Uberschuss = 90 x 8 pl, entspricht insgesamt 720 pl)

Reagens Volumen/ Well Gesamtvolumen
Genotyping-Mastermix 4 ul 360 pl
TagMan®-Sonde 0,2 pl 18 pl

Aqua bidest. 3,8 ul 342 ul

Summe 8 ul 720 pl
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Abb. 7 Eppendorf Centrifuge 5610 R (Fa. Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)

3. Fluoreszenzmessung

Die Messung der Hintergrundfluoreszenz wurde mit dem ABI PRISM 7000 SDS
(Applied Biosystems, Foster City, California, USA) in Kombination mit der Software ABI
Prism 7000 SDS 1.0 Software (Perkin-Elmer, Applied Biosystems Division, Foster City,
California, USA) durchgefihrt. Die Zuordnung der Farbstoffe zu den entsprechenden

Allelen wurde gemal} der Herstellerangaben in das Auswertungsprogramm ubertragen.

4. Polymerase-Kettenreaktion

Die 96-Well-Platte wurde nach der Messung der Hintergrundfluoreszenz aus dem ABI
PRISM 7000 SDS (Applied Biosystems, Foster City, California, USA) enthommen und
in den Thermalcycler (Fa. Applied Biosystems, Foster City, California, USA) zur
Durchfuhrung der PCR gestellt. Die DNA-Amplifikation verlief unter folgenden
Reaktionsbedingungen: 50°C fur 2 min, 95°C fur 10 min; gefolgt von 40 Zyklen (94°C,
15 Sekunden + abschliellend 58°C, 1 min).
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5. Genotypisierung nach erneuter Hintergrundfluoreszenzmessung

AnschlieRend erfolgte mit dem ABI PRISM 7000 SDS (Applied Biosystems, Foster City,
California, USA) in Kombination mit der Software ABI Prism 7000 SDS 1.0 Software
(Perkin-Elmer, Applied Biosystems Division, Foster City, California, USA) eine erneute
Messung der Fluoreszenzintensitaten fiir beide Farbstoffe. Uber den Algorithmus des
Computerprogramms wurde jedem Ansatz der entsprechende Genotyp zugeordnet.

Die folgende Abbildung 8 stellt ein Beispiel fur die Auswertung dieser Rohdaten dar.
Entsprechend der Wellenlange der Fluoreszenz kann die DNA einem Genotyp
zugeordnet werden.

Nicht einem Genotyp zugeordnete Ergebnisse wurden durch das Programm mit einem

X (undetermined = unbestimmt) markiert und bedurften einer Wiederholung.
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Abb. 8  Genotypisierung mithilfe des Programms ABI Prism 7000 SDS
1.0 Software (Perkin-Elmer, Applied Biosystems Division,

Foster City, California, USA)
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3.7 Sequenzierung

3.7.1 Didesoxymethode nach Sanger

Als weitere Methode zur Genotypisierung von DNA wurde die 1977 entwickelte
Didesoxy- bzw. Kettenabbruchmethode nach Sanger angewandt (100). Dabei werden
dem Reaktionsansatz Didesoxynukleotide (ddNTPs) beigefugt, die bei Einbau in die
DNA durch die DNA-Polymerase zum Kettenabbruch fuhren. Durch die fehlende OH-
Gruppe am 3'-Ende der ddNTPs ist eine weitere Anlagerung von Nukleotiden an den
entsprechenden Strang nicht mehr mdglich. Bei einer Sequenzier-Reaktion entstehen
somit DNA-Fragmente bestimmter Lange, die jeweils mit entsprechenden ddNTPs
enden. Die ddNTPs sind jeweils einer der vier Basen zugeordnet. Die Arbeitsgruppe um
Sanger hatte die ddNTPs radioaktiv markiert (100). Seit den 1990er Jahren benutzt
man vorwiegend Fluoreszenzfarbstoffe zur Markierung der Basen. Dazu wird jedes der
vier moglichen ddNTPs mit einem spezifischen Farbstoff gekoppelt. Vor der
Fluoreszenzmessung mussen  die  Produkte der  Kettenabbruchmethode
kapillarelektrophoretisch  aufgetrennt werden. Die = DNA-Fragmente  werden

fluoreszenzbasiert detektiert.

3.7.2 Praktische Durchflihrung einer Sequenzierung

Die Sequenzierreaktion erfolgte mit dem ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, Foster City, California, USA). Dabei wurde als Reagens das BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, California,
USA) verwendet. Das Sequenzierkit enthalt die mit unterschiedlichen Farbstoffen
markierten Nukleotide.

Die Sequenzierreaktion diente der Uberpriifung der Ergebnisse, welche durch die
TagMan®-Real-time PCR entstanden sind.

Zur Genotypisierung mittels Sequenzierung wurden folgende Schritte durchgefiihrt:
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Erste PCR

U

Gelelektrophorese

U

Herstellung eines Gesamt-Sequenzieransatzes

ut

Zweite PCR zur Sequenzierung

U

Ethanolfallung

1

Automatische Detektion der DNA-Sequenz / Genotypisierung

1. Erste PCR vor Sequenzierung
Es wurde jeweils zu 3 pl auf 10 ng/ul verdinnter DNA ein Mastermix mit einem Volumen

von 21 pl in ein steriles Tube hinzugegeben. Die Inhaltsstoffe des Mastermixes sind in
folgender Tabelle 2 aufgelistet.

Die vor der Sequenzierreaktion notwendige PCR zur Amplifikation der DNA wurde im
Thermalcycler (Fa. Applied Biosystems, Foster City, California, USA) durchgefuhrt. Als

Annealing-Temperatur wurde 58°C gemal’ der entworfenen Primer gewahlt.
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Tabelle 2 Mastermix fur PCR fur 10 DNA-Proben

Inhaltsstoff  Volumen in pl
Aqua bidest 145
10x Puffer 25

MgCl. 10
dNTP2,5mM 20
Primer 5
(forward)

Primer 5
(reverse)

Tag- 0,75
Polymerase

2. Gelelektrophorese

Der Nachweis der PCR-Produkte wurde mittels einer Gelelektrophorese erbracht,
wodurch eine Erfolgskontrolle der PCR stattfand. Nur diese DNA wurde fur die folgende
Sequenzierreaktion genutzt.

Das Gel enthielt 1,5% Agarose in einfach konzentriertem TBE-Puffer (Tris-Borat-EDTA-
Puffer).

Nachfolgend wurden 4 ul Ethidiumbromid hinzugegeben, welches zwischen den Basen
der Nukleinsauren interkaliert. Somit erfolgte die Detektion der PCR-Produkte.

Das Gel wurde in eine Gelkammer Uberfuhrt, welche mit einem Ladepuffer (einfach
konzentrierter Tris-Acetat-EDTA-Puffer = TAE-Puffer) versehen war.

30 min nachdem ein Strom von 110 Volt angelegt wurde, konnten die Banden der

Gelelektrophorese ausgewertet werden.
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3. Herstellung eines Sequenzieransatzes
In jedes Well fir die BigDye® Terminator-Sequenzierung wurden 1 ul PCR-Produkt, 1 pl
Primer (10 M), 2 yl BigDye®-Mix und 6 pl Aqua bidest. pipettiert, so dass jedes Well

10 yl Sequenzieransatz enthielt (siehe Tabelle 3).

Tabelle 3 Sequenzieransatz pro Well

Inhaltsstoff Volumen
PCR-Produkt 1 pl
Primer (10 M) 1 pl
Big Dye®-Mix 2 pl
Aqua bidest. 6 pl

4. Zweite PCR zur Sequenzierung
Mit dem Thermalcycler (Fa. Applied Biosystems, Foster City, California, USA) konnte
nun die Sequenzierung der DNA-Proben unter folgenden Reaktionsbedingungen (siehe

Tabelle 4) erfolgen:

Tabelle 4 Programm ABI-SEQ zur DNA-Amplifikation

1.95°C  2:00 min
2.96°C  0:15 min
3.45°C  0:15 min
4.60°C  4:00 min
5. goto 2. 24 times
6. end
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5. Ethanolféallung

Die Produkte der PCR-Sequenzierung wurden durch eine Alkoholfallung gereinigt und
konzentriert.

In ein 1,5 ml Eppendorf-Gefal® (Fa. Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) wurden 2 pl
DNA-Produkt bei intensiven Banden und 5 pl DNA-Produkt bei schwachen Banden
pipettiert. Dann wurde ein Fallungsmix erstellt aus 3,3 ml Aqua bidest., 10 ml Ethanol
und 0,4 ml 3M Natrium-Acetat (pH 4,8). 340 ul dieses Fallungsmixes wurden in das
Eppendorf-Gefald mit der entsprechenden DNA pipettiert. Es folgte eine Zentrifugation
mit der Eppendorf Centrifuge 5610 R (Fa. Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) bei
2000 rpm fur 15 Minuten (siehe Abb. 7). AnschlieRend wurde der Uberstand mittels
einer Vakuumpumpe entfernt.

Daraufhin wurden zu diesem Mix 300 pyl 70% Ethanol gegeben gefolgt von einer
erneuten Zentrifugation (2000 rpm fiir 7 min). Der Uberstand wurde anschlieBend

entfernt und die Probe getrocknet.

6. Automatische Detektion der DNA-Sequenz

Mithilfe des ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City,
California, USA) konnten die Genotypen der aus der Studienpopulation gewonnenen
DNA-Proben nachgewiesen werden. Vor der Analyse wurde in jedes Well 30 pl
Formamid zur Denaturierung der gefallten DNA pipettiert. Die Basenpaare konnten

abgelesen und somit der Genotyp der DNA bestimmt werden.
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3.8 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung wurde in Zusammenarbeit mit dem Institut fur Medizinische
Biometrie und Epidemiologie der Universitatsmedizin Hamburg-Eppendorf durchgeflhrt.
Sie erfolgte mit SAS 9.2 und der SPSS Software Version 17.0 (SPSS for Windows;
SPSS Inc.,Chicago, lllinois, USA).

Es wurden statistische Analysen bezuglich der Relation der SNPs zu den klinischen
Parametern EF, LVMI und dem 24h-Blutdruck angefertigt.

Es wurden Analysen im kodominanten, rezessiven oder dominanten Modell in Bezug
auf die klinischen Zielparameter durchgefiihrt. Die Analyse von Haplotypen erfolgte mit
der Software PHASE 2.0 (101,102). Durch die Kovarianzanalysen im ANCOVA-Model
konnten Kovariaten identifiziert und in das Modell einbezogen werden (103).

Blockweise wurden verschiedene Variablen in die Analysen integriert. Als erstes wurden
die demographischen Daten Alter und Geschlecht und deren Interaktion in die
Kovarianzanalyse eingefligt. Danach wurden in drei Blécken weitere Variablen erganzt
(Block 1: kardialer Status, Block 2: Medikamente, Block 3: Laborbefunde aus der
Blutuntersuchung). Nach den Analysen mithilfe der Faktoren aus den jeweiligen
Blocken wurden finale Selektionen zur Ermittlung statistisch relevanter Kovariaten
durchgefuhrt und diese in das Modell einbezogen. Der Wert fur die statistische

Aussagefahigkeit (p-Wert) wurde als signifikant eingestuft, wenn p<0,05 lag.
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4 Ergebnisse

4.1 Charakteristika der Studienkohorte

4.1.1 Eigenschaften der Studienpopulation

Demographische und klinische Parameter der Studienpopulation sind in Tabelle 5
zusammengestellt.

Die 605 Patienten waren im Durchschnitt 56,2 £ 9,4 Jahre alt, wobei die Rekrutierung
einen Anteil von 82,3% Mannern ergab.

Samtliche Patienten litten unter einer arteriellen Hypertonie (100%).

Uber zwei Drittel der Studienteiinehmer wies schwerwiegende kardiovaskulare
Erkrankungen auf. So waren 442 (73,1%) der Patienten an koronarer Herzkrankheit
(KHK) erkrankt und fast die Halfte der Studienkohorte hatte mit einem zeitlichen
Mindestabstand von einem Monat einen Myokardinfarkt erlitten (291 Patienten =
48,1%).

Als antihypertensive Medikamente wurden am haufigsten Beta-Blocker (83,8%) und
ACE-Hemmer (69,3%) eingesetzt.

Mit N=139 (23,0%) lag der Anteil der Studienteilnehmer mit Diabetes mellitus unterhalb
eines Viertels der Gesamtkohorte (N=605).
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Tabelle 5 Charakteristika der Studienpopulation (N=605)

Parameter

Alter (in Jahren) 56,2 £9,4

Manner 498 (82,3%)
Frauen 107 (17,7%)
BMI (kg/m?) 29,6 +4,9

Raucher 184 (30,4%)
eGFR (ml x min~T x 1,73 m'2) 78,7 £22,7
eGFR <60 (ml x min~1 x 1,73 m™2) 77 (14,6%)
Arterielle Hypertonie 605 (100%)
KHK 442 (73,1%)
Myokardinfarkt 291 (48,1%)
Diabetes mellitus 139 (23,0%)
Blutdrucksenkende Medikamente

ACE-Hemmer 419 (69,3%)
AT1-Antagonisten 92 (15,2%)
Beta-Blocker 507 (83,8%)
Kalzium-Antagonisten 108 (17,9%)
Diuretika 246 (40,7%)

Die Werte sind Mittelwerte + Standardabweichung bzw. Absolutzahlen mit dem
prozentualen Anteil an der Gesamtkohorte in Klammern; BMI, Body-Mass-Index;
eGFR, geschatzte glomerulare Filtrationsrate (estimated glomerular filtration rate);
KHK, Koronare Herzerkrankung; ACE, Angiotensin Converting Enzym; AT1,
Angiotensin-Typ 1-Rezeptor
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Die Ergebnisse der Langzeitblutdruckmessung zeigt Tabelle 6. Der 24h-Blutdruck lag
systolisch bei durchschnittlich 126,1 + 14,6 mmHg, der durchschnittliche diastolische
Wert war 76,4 + 9,5 mmHg. Die hdchsten Blutdruckwerte wurden sowohl systolisch
(128,6 £+ 16,1 mmHg) wie auch diastolisch (79,4 £ 10,6 mmHg) zwischen 6-10 Uhr
morgens gemessen. Die niedrigsten durchschnittichen Werte zeigten die
Blutdruckmessungen bei Nacht. Der systolische Blutdruck lag in dieser Zeitperiode bei
119,1 = 15,8 mmHg, der diastolische Blutdruck bei 69,9 £ 10,1 mmHg. Tagsuber lagen
die mittleren Blutdruckwerte bei systolisch 128,3 + 14,8 mmHg, diastolisch bei 78,6 £
9,8 mmHg.

Tabelle 6 Werte der Langzeitblutdruckmessung in der Studienkohorte

Langzeitblutdruckwerte (mmHg)

systolisch Uber 24 h 126,1 + 14,6
diastolisch Uber 24 h 76,4 £ 9,5
systolisch 6 bis 10 Uhr 128,6 + 16,1
diastolisch 6 bis 10 Uhr 79,4+ 10,6
systolisch bei Tag 128,3 + 14,8
diastolisch bei Tag 78,6 £9,8
systolisch bei Nacht 119,1 £ 15,8
diastolisch bei Nacht 69,9 £ 10,1

Die Werte sind dargestellt als Mittelwerte + Standardabweichung
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4.1.2 Echokardiographische Parameter in der Studienkohorte

Durch echokardiographische Untersuchungen der Patienten wurde der LVMI gemessen
(104). Der durchschnittliche LVMI lag fur die Gesamtkohorte bei 49,0 + 22,7 g/H2’7. Bei
den Mannern lag der LVMI durchschnittlich bei 49,0 + 23,0 g/H2’7 und somit geringfugig

unter dem Durchschnittswert der hier untersuchten Frauen (49,4 + 21,7 g/H2'7). Eine

links-ventrikulare Hypertrophie (LVH = left ventricular hypertrophy) wird definiert als

LVMI = 50 g/ H%7 bei Mannern und als LVMI = 47 g/H2:" bei Frauen (92).

In der Gesamtkohorte wurde bei 230 (38,0%) Patienten eine Hypertrophie des linken
Ventrikels nachgewiesen. Hierbei bezifferte sich der prozentuale Anteil bei den Frauen
mit 43,9% hoher als bei den Mannern (36,8%). Die EF als Mal} fur die Herzfunktion
wies einen durchschnittlichen Wert von 63,7 + 8,9% auf.

Die Resultate der echokardiographischen Untersuchung der Patienten zeigt Tabelle 7.
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Tabelle 7 Echokardiographische Parameter in der Studienkohorte

Parameter

LVMI (g/H2:7)

insgesamt 49,0 £ 22,7
Manner 49,0 £ 23,0
Frauen 494 + 21,7
LVH
insgesamt 230 (38,0%)
Manner 183 (36,8%)
Frauen 47 (43,9%)
EF (%) 63,7 £ 8,9
LA (mm) 40,9+5,6
LVED (mm) 51,9+6,3
LVES (mm) 34,1+6,9
E/A 1,1+0,35
IVST (mm) 10,6 + 3,1
PWT (mm) 10,2+ 3,0
RWT 0,40+0,14

Die Werte sind Mittelwerte + Standardabweichung bzw. Absolutzahlen mit dem prozentualen Anteil an der
Gesamtkohorte in Klammern; LVMI, linksventrikularer Massenindex; LVH, linksventrikulare Hypertrophie;
LA, left atrial diameter (Durchmesser des linken Herzvorhofs); LVED, left ventricular end-diastolic
diameter (links-ventrikularer enddiastolischer Durchmesser); LVES, left ventricular end-systolic diameter
(endsystolischer Durchmesser des linken Ventrikels); EF, ejection fraction (Ejektionsfraktion); E/A, ratio of
early filling velocity (E) and peak late filling velocity (A) (Verhaltnis des frihen Fillungsvolumens zum
spateren Spitzenwert); IVST, interventricular septum thickness (Dicke des Interventrikularseptums); PWT,
posterior wall thickness (Dicke der Herzhinterwand); RWT = relative wall thickness (relative

Herzwanddicke)
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4.2 Genetische Analysen

Die Genotyp-Frequenzen der untersuchten SNPs rs10830962, rs4753426, rs12804291,
rs10830963 und rs3781638 waren gemall dem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht verteilt
(105,106). Genotypen und Haplotypen der oben aufgefihrten SNPs wurden auf ihre
Korrelation mit der EF, dem LVMI und dem 24h-Blutdruck analysiert.

4.2.1 Haplotyp-Frequenzen

Die aus den oben angegebenen SNPs ermittelten Haplotypen H1 und H2 mit
Frequenzen von 20,150 sind in folgender Tabelle 8 aufgefuhrt. Das spezifische dem
entsprechenden SNP zuzuordnende Allel ist in den jeweiligen Spalten dargestellt. So
ergab sich die héchste Frequenz fir die Kombination CTCCC mit 0,402 (Haplotyp H1).
Der Haplotyp mit der Allel-Kombination GCCGA und einer Frequenz von 0,277 wird mit
H2 bezeichnet.

Tabelle 8 Die Haplotypen entsprechender SNPs mit einer Frequenz 20,150

Haplotyp-| SNP rs SNPrs SNP rs SNP rs SNPrs |Frequenz
ID 10830962 | 4753426 | 12804291 | 10830963 | 3781638
H1 C T C C C 0,402
H2 G C C G A 0,277
H, Haplotyp
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4.2.2 Assoziationen der SNPs und Haplotypen mit der EF und dem LVMI

Die Analyse der Genotypen mit dem Zielparameter EF im kodominanten Modell ist in
Tabelle 9 dargestellt. Fur rs4753426, rs12804291 und rs3781638 ergaben sich

signifikante Differenzen in der EF fUr die jeweiligen drei Genotypen.

Tabelle 9 Ergebnisse der genetischen Analyse im kodominanten Modell

SNPID Genotyp EF [95% CI] p
CC 63,3 [61,3-65,2]
rs10830962 CG 63,5 [61,6-65,4] 0,287

GG  64,9[62,6-67,1]
TT 63,9 [61,8-66,0]

rs4753426 TC 62,9 [61,0-64,8] 0,033
cC 65,2 [63,1-67,2]
TT 61,3 [56,0-66,5]

rs12804291 TC 61,6 [59,2-64,0] 0,021
cc 64,1[62,4-65,9]
cC 63,1[61,3-65,0]

rs10830963 CG 63,6 [61,6-65,5] 0,147
GG  65,7[63,0-68,4]
AA 64,5 [62,5-66,5]

rs3781638 AC 62,8 [60,9-64,6] 0,011

CC 65,3 [63,1-67,5]
95% Cl, 95% Konfidenzintervall; p, p-Wert des ANCOVA Modells
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Die Ergebnisse von Tragern gegenuber Nicht-Tragern eines bestimmten Allels im
dominanten und rezessiven Modell sind in Tabelle 10 aufgefuhrt. Es ergaben sich
folgende signifikante Ergebnisse: Das T-Allel von jeweils rs4753426 und rs12804291
war mit einer verminderten Ejektionsfraktion gegentber den entsprechenden Nicht-

Tragern assoziiert. Dies traf auch zu fur das A-Allel von rs3781638.

Tabelle 10 Ergebnisse der Analyse von Tragern gegenuber Nicht-Tragern in

Bezug auf die Ejektionsfraktion

SNP-ID Vergleich  EF Differenz in p
% [95% CI]
rs 10830962 CC+CGvs.GG -1,49[-3,3-0,4] 0,115
CCvs. CG+GG  -0,65[-2,1-0,8] 0,362
rs 4753426 CCvs. TC+TT 1,9[0,3 - 3,5] 0,020
CC+TCvs. TT -0,3[-1,9-1,3] 0,728
rs 12804291 CC+CTvs. TT 25[-2,5-7,6] 0,326
CCvs. CT+TT 2,5[0,8 -4,3] 0,006
rs 10830963 CC+CGvs.GG -2,4[-4,9-0,1] 0,061
CCvs.CG+GG  -0,8[-2,1-0,6] 0,269
rs 3781638 AA+ACvs.CC -1,8[-3,6 - -0,1] 0,038
AAvs.AC+CC  1,0[-0,5-2,4] 0,181

95% ClI, 95% Konfidenzintervall; p, p-Wert des ANCOVA Modells
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Bei der Analyse der Haplotypen H1 und H2 zeigten Trager von H2 (63,5%, CI: 61,7 bis
65,3%) eine erhohte EF im Vergleich zu Nicht-Tragern (61,7%, Cl: 60,0 bis 63,4%). Die
Differenz von 1,8% erreichte statistische Signifikanz (p=0,009). Analoge Analysen fur
Haplotyp H1 ergaben keine signifikanten Resultate. Die Ergebnisse der Haplotyp-

Untersuchungen und deren Korrelation zur EF sind in Tabelle 11 dargestelit.

Tabelle 11 Ergebnis der genetischen Analyse von Haplotypen in Bezug auf die
Ejektionsfraktion

Haplotyp Vergleich EF-Differenz in % o]
[95% CI]
H1: CTCCC H1 vs. Nicht-H1-Trager 0,52 [-0,83 — 1,87] 0,448
H2: GCCGA H2vs. Nicht-H2-Trager 1,81 [0,45 — 3,14] 0,009

H, Haplotyp; 95% ClI, 95% Konfidenzintervall; p, p-Wert des ANCOVA Modells

Bei analogen Analysen der Genotypen im kodominanten Modell und der Analyse von
Alleltragern fur den Zielparameter LVMI erreichten die ermittelten Ergebnisse nicht den
Grad der Signifikanz. Dies traf ebenfalls zu fur die Analyse der Trager von Haplotyp H1

bzw. H2 im Vergleich zu den entsprechenden Nicht-Tragern in Bezug auf den LVMI.
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4.2.3 Assoziationen der SNPs und Haplotypen mit Parametern der

Langzeitblutdruckmessung

Nach statitischer Auswertung der Daten konnten keine signifikanten Korrelationen der
einzelnen SNPs mit den mittleren systolischen oder diastolischen 24h-
Blutdruckparametern ermittelt werden.

Bei der Analyse der Haplotypen ergab sich fur Trager des Haplotyps H1 (Trager: 127,5
mmHg, Cl: 124,9 bis 130,0 mmHg) gegenuber den Nicht-Tragern (125,0 mmHg, CI:
122,4 bis 127,7 mmHg) ein signifikant hoherer durchschnittlicher systolischer 24h-
Blutdruck (p=0,023).

Subanalysen bezuglich verschiedener Zeitrahmen, wie bei Tag (6-22 Uhr), bei Nacht
(22-6 Uhr) und am Morgen (6-10 Uhr) ergaben die hdchsten mittleren systolischen
Blutdruckwerte am Morgen sowohl bei Tragern von Haplotyp 1 (129,9 mmHg, CI: 127,4
bis 132,4 mmHg) als auch bei Nicht-Tragern (127,4 mmHg, Cl: 124,9 bis 129,9 mmHg);
der Unterschied von 2,5 mmHg zwischen Tragern und Nicht-Tragern war signifikant
(p=0,034).

Die niedrigsten durchschnittlichen systolischen 24h-Blutdruckwerte wurden wahrend der
Nacht gemessen sowohl bei Tragern von Haplotyp H1 (119,4 mmHg, CI: 116,5 bis
122,3 mmHg), als auch bei Nicht-Tragern (116,6 mmHg, Cl: 113,7 bis 119,6 mmHg).
Fir diesen zeitichen Rahmen war die Differenz der mittleren systolischen
Blutdruckwerte zwischen Tragern von Haplotyp H1 und Nicht-Tragern mit 2,8 mmHg
maximal von allen gemessenen Zeitperioden (p=0,019).

Ahnliche Ergebnisse, wie die Untersuchungen am systolischen Blutdruck, zeigten die
Messwerte des mittleren diastolischen 24h-Blutdrucks. Die maximale Differenz der
Blutdruckwerte zwischen Tragern von Haplotyp H1 und Nicht-Tragern wurde analog zu
den systolischen Werten wahrend der Nacht gemessen (Trager: 67,4 mmHg, CI: 65,8
bis 69,0 mmHg; Nicht-Trager: 65,8 mmHg, Cl: 64,1 bis 67,5 mmHg). Die Differenz
betrug 1,6 mmHg. Ebenfalls analog zu den systolischen Messwerten zeigten sich die
niedrigsten diastolischen Blutdruckwerte sowohl bei Tragern wie auch bei Nicht-Tragern
von Haplotyp H1 wahrend der Nacht, wobei die Werte der Trager um 1,6 mmHg hoher
lagen als bei Nicht-Tragern (p=0,044).
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Trager und Nicht-Trager von Haplotyp H2 hatten die hochsten durchschnittlichen
systolischen Blutdruckwerte wahrend der Zeitperiode zwischen 6 bis 10 Uhr vormittags
(Trager: 128,2 mmHg, Cl: 125,6 bis 130,9 mmHg; Nicht-Trager: 129,0 mmHg, CI: 126,6
bis 131,4 mmHg) und die niedrigsten mittleren Blutdruckwerte wahrend der Nacht
(Trager: 119,4 mmHg, Cl: 116,5 bis 122,3 mmHg; Nicht-Trager: 116,6 mHg, Cl: 113,7
bis 120,0 mmHg).

Bei der Messung der durchschnittlichen diastolischen 24h-Blutdruckwerte wurden
analog zu den systolischen Werten die hochsten Blutdruckwerte zwischen 6 und 10 Uhr
morgens ermittelt (Trager: 76,8 mmHg, Cl: 75,2 bis 78,4 mmHg; Nicht-Trager: 76,8
mmHg, Cl: 75,3 bis 78,3 mmHg). Die niedrigsten uUber den Zeitraum von 24 Stunden
gemessenen Blutdruckwerte ergaben sich wahrend der Nacht (Trager: 66,6 mmHg, Cl:
64,9 bis 68,3 mmHg; Nicht-Trager: 66,7 mmHg, Cl: 65,1 bis 68,3 mmHg).

Die Unterschiede in den Blutdruckwerten von Tragern und Nicht-Tragern von Haplotyp
H2 erreichten bei den systolischen Werten als auch bei den diastolischen Werten in

allen Zeitrahmen und Uber die gesamten 24 Stunden keine Signifikanz.
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5 Diskussion

Eine Funktion des Hormons Melatonin besteht in der Regulation zirkadianer Rhythmen.
(4). Daruber hinaus beeinflusst Melatonin auch die Physiologie des kardiovaskularen
Systems (27,32-36,39-41). So verringert die Gabe von Melatonin den Blutdruck bei
hypertensiven Patienten und wirkt als Radikalfanger gegen den oxidativen Stress (27).
Das Indolamin Melatonin bindet an membranstandige Melatoninrezeptoren, wobei
besonders der Melatoninrezeptor MT2 physiologische Funktionen beim Menschen
vermittelt (46). Die Bedeutung des MT2-Rezeptors wird durch Ergebnisse von Studien
gestutzt, die genetische Varianten im MT2-Rezeptorgen (MTNR1B) als signifikant
assoziiert mit klinischen Parametern des Diabetes mellitus Typ Il beschrieben (82-88).
So wird diskutiert, dass einzelne SNPs des MTNR1B mit erhohten
Plasmaglukosespiegeln verbunden sind und ein genetisch bedingt erhohtes Risiko fur
die Entwicklung eines Typ Il Diabetes anzeigen kdnnten (87).

Aus verschiedenen experimentellen und klinischen Studien in Bezug auf das
metabolische Syndrom ist bekannt, dass Stoffwechselerkrankungen wie Typ Il Diabetes
mit der Physiologie des kardiovaskularen Systems vernetzt sind (107,108). Daraus
ergab sich fur die vorliegende Arbeit die Fragestellung, ob es analog zum Diabetes
mellitus auch einen genetischen Hintergrund des Melatoninsystems zu Kklinisch

relevanten kardiovaskularen Parametern gibt.

Studienpopulation

Die Studienpopulation reprasentierte 605 kaukasische Patienten. Die Rekrutierung
ergab, dass die Mehrzahl der Patienten mannlich war (n=498 Manner) und der Anteil
der Frauen (n=107) bei 17,7% lag (89). Samtliche Patienten nahmen an einem
kardiovaskularen Rehabilitationsprogramm in 15 Kliniken teil und hatten gemal} den
Kriterien der Weltgesundheitsorganisation (WHO) eine arterielle Hypertonie (90). Die
Patienten wurden nach der europaischen Leitlinie antihypertensiv medikamentds
behandelt (91). Insofern lagen die durchschnittlich gemessenen 24h-Blutdruckwerte im

Normbereich (siehe Tabelle 6). Auch unter dieser medikamentosen Behandlung, die bei
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jedem Patienten in einer Kombinationstherapie bestand, ergab sich eine typische
zirkadiane Rhythmik im Langzeitblutdruckprofil mit Tiefstwerten in der Nacht und
maximalen Blutdruckwerten am Morgen zwischen 6 und 10 Uhr.

Der Uberwiegende Teil der Patienten wies eine koronare Herzkrankheit (KHK) auf (442
Patienten, 73,1%). Fast die Halfte aller untersuchten Patienten erlitt einen
Myokardinfarkt (291 Patienten, 48,1%, siehe Tabelle 5) mit einem zeitlichen
Mindestabstand von einem Monat.

Gemal dem Einschlusskriterium wiesen alle Patienten eine EF von mindestens 40%
auf. Die durchschnittliche EF der Studienkohorte (EF = 63,7 £ 8,9%) war vereinbar mit
dem Referenzbereich (109). Der Anteil der Manner mit linksventrikularer Hypertrophie
lag bei 36,8% und derjenige der Frauen bei 43,9%. Als antihypertensiv wirkende
Medikation wurden Uberwiegend Beta-Blocker (507 Patienten, 83,8%) und ACE-
Inhibitoren (419 Patienten, 69,3%) eingesetzt.

Zusammenfassend wurden daher in der vorliegenden Arbeit Patienten unter klinischen
Bedingungen und standardisierter Behandlung untersucht, wobei schwer erkrankte
Patienten, z. B. mit ausgepragter Herzinsuffizienz gemal der Einschlusskriterien nicht

reprasentiert waren.

Genetische Analyse im Verhaltnis zur Ejektionsfraktion

Ein wesentliches Ergebnis der vorliegenden Untersuchung war, dass Trager des
Haplotyps H2 gegenulber Nicht-Tragern eine um 1,8% erhohte EF (p=0,009) aufwiesen.
Dieser Haplotyp hatte eine Frequenz von 0,277.

Die signifikante Assoziation konnte darauf hindeuten, dass genetische Variationen in
MTNR1B eine Rolle fur die kardiale Wirkung des Melatonins nach dessen Bindung an
kardiale MT2-Rezeptoren spielen. Der Befund, dass das Melatoninsystem
kardiovaskulare Funktionen beeinflusst, wurde durch verschiedene experimentelle
Studien gezeigt (27,30-41).

So konnte in einem grundlegenden Experiment 1978 an Ratten nachgewiesen werden,
dass eine Pinealektomie zu einer Hypertonie bei den Tieren fuhrt (32), die durch Gabe

von Melatonin reversibel ist (33). Weitergehende Studien wiesen darauf hin, dass die
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Wirkung des Melatonins auf das Herz-Kreislauf-System auf einem antioxidativen Effekt
des Indolamins beruht (27,36). Melatonin wirkt dabei als Radikalfanger und vermindert
den oxidativen Stress. Es wird diskutiert, dass dieser antioxidative Effekt nicht nur durch
direkte Wechselwirkung mit den Sauerstoffradikalen erfolgt, sondern auch Uuber
Melatoninrezeptoren vermittelt wird. So soll Melatonin antioxidative Enzyme aktivieren
und pro-oxidative Enzyme deaktivieren (110). Insofern kdénnten genetische Varianten
des Rezeptors prinzipiell zur Modulation der antioxidativen Wirkung von Melatonin
fuhren. Die Bindung von Melatonin an Melatoninrezeptoren vermittelt Uber den
Phospholipase C — Signaltransduktionsweg die Expression antioxidativer Enzyme, wie
z. B. Glutathion-Peroxidase. Die Glutathion-Peroxidase spielt eine wichtige Rolle, um
als Antioxidans eine Entwicklung oder ein Fortschreiten kardiovaskularer Erkrankungen
zu verhindern (111). Neben der Aktivierung der antioxidativen Enzyme wird Uber die
Phospholipase C — Signaltransduktion auch die direkte Radikalfangeraktivitat des
Melatonins  unterstitzt (111,112). Melatonin reagiert dabei mit reaktiven
Stickstoffspezies (RNI — reactive nitrogen species) und mit reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS - reactive oxygen species), zu denen die freien Radikale, aber auch stabile
molekulare Oxidantien gehdéren (110). Den ROS wird eine Funktion bei der Ausbildung
kardiovaskularer Erkrankungen wie der Hypertonie zugeschrieben (113). Exogene ROS
konnen bei kardialen Myozyten zur Dysfunktion und letztendlich sogar zur Nekrose
fuhren, indem sie die mitochondriale Funktion storen. Ferner hemmen sie die
Kalziumaufnahme und den -transport im sarkoplasmatischen Retikulum und reduzieren
die kalzium-abhangige ATPase-Aktivitat (114). Hier kdnnte es mdglich sein, Melatonin
oder deren Analoga therapeutisch zur Verbesserung der kardialen Funktion zu nutzen.
Es wird diskutiert, dass Melatonin den RNI und ROS entgegenwirken kann im Sinne
einer Schutzfunktion fur die Mitochondrien in den Zellen. Dies geschieht vorwiegend
uber den antioxidativen bzw. antinitrosativen Effekt, sowie tUber die antiinflammatorische
Wirkung des Melatonins (115). Weiterhin gibt es Hinweise, dass Melatonin
rezeptorvermittelt den Kalziumhaushalt innerhalb von Zellen regulieren kann. Somit hat
das Hormon eine antagonistische Wirkung zu den ROS. Dabei kann durch Gabe von
Melatonin die Suppression der kalzium-abhangigen ATPase im kardialen Sarkolemm
verringert werden. Weiterhin werden die Dichte der Kalzium-Kanale und der

Kalziumtransport erhdht. Der Kalziumhaushalt stellt einen wichtigen Faktor fur die
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Kontraktilitat der Kardiomyozyten dar (116,117). In einer in vivo-Studie an Mausen und
Ratten zeigte sich durch die Gabe von Melatonin ein reduziertes Auftreten von iatrogen
ausgelosten myokardialen Infarkten (79). In einer weiteren in vivo-Studie an Ratten mit
experimentell ausgeldster renovaskularer Hypertonie litten die Tiere an einer
ausgepragten kardialen Dysfunktion und es lag eine signifikant verringerte Expression
von antioxidativen Enzymen, wie z.B. der Glutathion-Peroxidase vor. Nach
anschlieBender Gabe von Melatonin konnte eine Blutdruckreduktion und eine
verbesserte linksventrikulare Funktion festgestellt werden. Dies zeigte sich auch in
einem Trend fur eine erhdhte und somit verbesserte Ejektionsfraktion (118).

Damit konform gehen die Ergebnisse einer in vivo-Studie an anasthesierten Schweinen,
welche intrakoronare Melatonininfusionen erhalten haben. Daraufhin verbesserten sich
signifikant der koronare Blutfluss und die kardiale Funktion. Diese Wirkung des
Melatonins konnte innerhalb jener Studie durch Melatoninrezeptorantagonisten
aufgehoben werden (119). Dies unterstreicht einerseits die Bedeutung von Melatonin,
aber eben auch die der Melatoninrezeptoren fur die kardiale Funktion.

Es wird neben dem therapeutischen Einsatz von Melatonin auch der von
Melatoninrezeptoragonisten und -antagonisten im Bereich des kardiovaskularen
Systems  untersucht. Neuerdings wird diskutiert, dass Melatonin  und
Melatoninrezeptoragonisten den Augeninnendruck senken und somit bei erhohtem
Augeninnendruck therapeutisch eingesetzt werden kdnnten (120).

Erganzend soll erwahnt sein, dass nicht nur das Melatonin, sondern auch seine
oxidativen Metaboliten nach aktueller Studienlage eine antioxidative und
kardioprotektive Wirkung haben (121,122). Zu den untersuchten Metaboliten gehoren
N1-Acetyl-N2-formyl-5-methoxykynurenin (AFMK) und N1-Acetyl-5-methoxykynurenin
(AMK). Somit wird deutlich, dass der Melatoninstoffwechsel Einflisse auf das
kardiovaskulare System aufweist und viele dieser Eigenschaften durch die

Melatoninrezeptoren vermittelt werden.
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Genetische Analyse im Verhaltnis zum LVMI

Weder in der Genotyp-, noch in der Carrier- oder der Haplotypanalyse zeigten sich
signifikante Korrelationen des MTNR1B mit dem linksventrikularen Massenindex LVMI.
Dies verlauft parallel zu experimentellen Tierstudien, bei denen ein kardioprotektiver
Effekt von Melatonin durch seine antioxidative Wirkung nachgewiesen wurde,
gleichzeitig jedoch keine reduzierende Wirkung des Melatonins auf die linksventrikulare
Masse vorlag (122). Jedoch zeigten sich durch den Einfluss des Melatonins eine
verminderte linksventrikulare Fibrose (122,123). Diese Ergebnisse weisen darauf hin,
dass Melatonin eher einen stabilisierenden Einfluss auf die kardiale Struktur hat.

An spontan-hypertensiven Ratten konnte der Blutdruck durch die Gabe von Melatonin
signifikant reduziert werden, wahrend das relative Gewicht des linken Ventrikels
unverandert blieb. Auch in dieser Studie wurde eine Verminderung linksventrikular
fibrotischer Prozesse beobachtet, es kam somit zu einem verminderten
linksventrikularen Remodelling (124). Die Abnahme von Umbauprozessen zeichnete
sich auch durch eine verringerte Bildung von Kollagen und dem reduzierten Gehalt an
der Aminosaure Hydroxyprolin aus. Interessanterweise reagierte das Melatonin auf
zellularer Ebene, also rezeptorvermittelt, indem es die Expression des Kernfaktors NF-
kKB verminderte. Neben vielfaltigen anderen Funktionen wird dem Kernfaktor NF-kB eine
Rolle bei der Auslésung von Bluthochdruck zugeschrieben (123). Dieser Aspekt
bestatigt erneut die Wichtigkeit der Melatoninrezeptoren flr das kardiale System.

In einer experimentellen Studie mit Kardiomyozyten prasentierte sich durch Melatonin
neben einem antioxidativen Effekt auch eine antihypertrophe Wirkung (125). Somit ist
anzunehmen, dass ein antihypertropher Effekt von Melatonin auf den linken Ventrikel
unter bestimmten noch nicht naher bekannten Bedingungen mdglich ist. Dennoch stellt
die aktuelle Studienlage die Wirkungen des Melatonins in Bezug auf ein vermindertes
kardiales Remodelling in den Vordergrund. Damit im Einklang steht der Befund, dass
Melatonin Matrixmetalloproteinasen regulieren kann (126). Diese Enzyme wirken bei
strukturellen Umbauprozessen wie Proliferation, Angiogenese, Apoptose, Invasion und
auch Metastasierung entscheidend mit und sind eingebunden in das Kkardiale
Remodelling (126).

60



Genetische Analyse im Verhaltnis zum Langzeitblutdruck

Als weiteres wesentliches Resultat der vorliegenden Arbeit wurde nach der statistischen
Analyse ein um 2,5 mmHg erhohter systolischer 24h-Blutdruck bei Tragern des
Haplotypen H1 im Vergleich zu Nicht-Tragern vorgefunden (p=0,023). Parallel hierzu
zeigte sich bei der Analyse des diastolischen 24h-Blutdrucks ein erhdhter Wert um 2,8
mmHg bei Tragern von H1 gegenuber den Nicht-Tragern (p=0,019).

Eine hypotensive Wirkung des Melatonins konnte bereits vor Uber 40 Jahren an
pinealektomierten Ratten nachgewiesen werden (32). Nach der Pinealektomie stieg der
Blutdruck, durch Zugabe von exogenem Melatonin konnte der Blutdruck wieder
normalisiert werden (33). Die physiologische Grundlage der hypotensiven Wirkung des
Melatonins ist noch nicht vollstandig verstanden. Verschiedene Mechanismen wie ein
direkt-hypothalamischer Effekt, eine Verminderung der Katecholaminspiegel, eine
Relaxation der glatten GefaRwandmuskelzellen der Aorta und die antioxidative
Komponente werden als blutdrucksenkende Mechanismen diskutiert (36). Auch die
Wechselwirkungen des Melatonins mit Stickstoffmonoxid (NO), welches oxidativen
Stress auslost, sind eng mit einer Regulation des Blutdrucks verbunden (30,31). Hier
wird dem Melatonin ein antihypertensiver Effekt durch die Erhéhung der NO-Produktion
und der damit verbundenen vasodilatatorischen Wirkung zugeschrieben.

Es wird diskutiert, dass auch die Melatoninrezeptoren eng mit der Blutdruckregulation in
Verbindung stehen. In Untersuchungen ergaben sich hierbei kontroverse Ergebnisse.
So zeigte sich sowohl eine Vasodilatation Gber einen verstarkten rezeptorvermittelten
Eintritt von Ca2+ in Endothelzellen (77), aber auch vasokonstriktorische und
blutdrucksteigernde Effekte werden in der Literatur beschrieben (42,59).
Antihypertensive Wirkungen im Zusammenhang mit Melatoninrezeptoren konnten in
peripheren GefalRen aufgezeigt werden, ebenso wie in jenen Teilen des
Zentralnervensystems, welche an der Blutdruckkontrolle beteiligt sind (127). Die direkte
Aktivierung von Melatoninrezeptoren dampft hierbei den sympathischen Tonus.

Es gibt Hinweise, dass Melatonin durch Aktivierung seiner dazugehdrigen Rezeptoren
an Endothelzellen und glatten Gefallwandmuskelzellen den Blutdruck regulieren kann,
und dass durch die Aktivierung der MT1/MT2-Rezeptoren Gegenregulations-

mechanismen bei einer Hypotension gehemmt werden (30).
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Insgesamt gesehen wirkt Melatonin im Zusammenhang mit den Melatoninrezeptoren
antihypertensiv. Die exakten physiologischen Hintergriinde sind Gegenstand weiterer

Forschung.

Die Ergebnisse in Bezug auf die Genetik des Diabetes mellitus Typ I

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten SNPs wurden bewusst auf dem Hintergrund
ausgewahlt, dass diese in vorhergehenden Untersuchungen signifikante Assoziationen
mit klinischen Parametern des Diabetes mellitus Typ Il zeigten (81-88). Parallel hierzu
konnten mit der vorliegenden Studie nun wiederum genetische Assoziationen mit
kardiovaskularen Parametern, besonders mit der EF, gefunden werden. Dies bildet auf
genetischer Ebene die vielfaltige Bedeutung des Melatoninsystems flir physiologische
Prozesse ab. Eventuelle signifikante Zusammenhange zu weiteren physiologischen
Korpersystemen sind denkbar. AulRerdem wird dabei die Bedeutung der
rezeptorvermittelten SignalUbertragung des Melatonins unterstrichen. Die neuen
Ergebnisse zeigen jedoch auch, dass die genetischen Zusammenhange verschiedener
physiologischer Funktionen komplex sind. So konnten keine gemeinsamen Risikoallele
fur den Diabetes mellitus Typ Il und den pathologischen Abweichungen von
kardiovaskularen Parametern identifiziert werden. Es zeigten z.B. Allele, flr welche eine
genetische Assoziation mit erhohten Plasmaglukosespiegeln beschrieben wurde, jetzt
keine Assoziation mit erhohten 24h-Blutdruckwerten oder mit einer erniedrigten EF. Dies
unterstreicht, dass weitere physiologische Untersuchungen zum Verstandnis wichtig

sind.
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Grenzen der Studie

Die vorliegende Untersuchung weist einige wichtige Limitationen auf.

Genetische Assoziationsstudien konnen lediglich Hinweise flur pathophysiologische
Zusammenhange liefern, sie klaren jedoch keine Kausalitaten. Insofern waren jetzt
weitergehende experimentelle Untersuchungen sinnvoll, die klaren, ob die
Signaltransduktion durch diese genetischen Varianten moduliert wird. Au3erdem sind
die Effektgrofen in genetischen Assoziationsstudien gering, so dass deren unmittelbare
klinische Bedeutung grundlegend wiederholt kontrovers diskutiert wird.

Die vorliegenden Ergebnisse beziehen sich auf Patienten mit arterieller Hypertonie, die
nach Leitlinie medikamentds behandelt wurden. AuRerdem waren deutlich mehr Manner
(82,3%) als Frauen in die Studie eingeschlossen. Insofern mussen die Resultate in
diesem besonderen Zusammenhang interpretiert werden und durfen nicht ungeprift auf
Kohorten mit anderen Eigenschaften Ubertragen werden. Interessant ware ebenfalls die
Uberpriifung der vorliegenden Ergebnisse an einer gesunden Kontrollgruppe.

Die kardialen Parameter wurden mittels Echokardiographie bestimmt. Diese
Untersuchungsmethode ist beim vorliegenden Patientenkollektiv nicht optimal. Eine
Magnetresonanztomographie (MRT) wirde eine genauere Untersuchungsmethode
darstellen als die Ultraschalluntersuchung. Allerdings war diese Methode in der

vorliegenden Studie aus praktischen und logistischen Grinden nicht durchfihrbar.

Ausblick

Die vorliegende genetische Assoziationsstudie untersteicht eine mogliche funktionelle
Bedeutung des Melatoninsystems flr klinisch relevante kardiovaskulare Parameter.

Sie weist dabei auf mogliche individuelle Unterschiede fur die rezeptorvermittelte
Wirkung von Melatonin hin. Beim therapeutischen Einsatz von Melatonin konnte sich
daraus die Chance ergeben, die Therapie individuell anzupassen. Auf der Grundlage
der vorliegenden Ergebnisse sind jedoch nun physiologische Untersuchungen wichtig,
die klaren, welche funktionellen Veranderungen die untersuchten Geno- und

Haplotypen in der Signaltransduktion des MT2-Rezeptors nach sich ziehen.
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