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1 EINLEITUNG 1

1 Einleitung

1.1. Hypertonie in der Schwangerschaft

Krankhafte Blutdrucksteigerungen komplizieren 10-15% aller Schwangerschaften in
den westlichen Industrieldndern. Die Schwangerschaftshypertonie ist ein Hauptgrund
der miitterlichen Todesfdlle wihrend der Schwangerschaft und bei der Entbindung des
Kindes. Des Weiteren hat der Bluthochdruck der Mutter Auswirkungen auf die fetale
Entwicklung des Kindes und ist verantwortlich fiir Wachstumsretardierung, Totgeburt
und neonatale Sterblichkeit. (Girndt, 1995) Auf die iltere Klassifikation des ‘American
College of Obstetricians and Gynecologists’ aus dem Jahre 1972 zuriickgreifend,
unterscheidet Girndt (1995) die Bluthochdruckformen in der Schwangerschaft wie
folgt:

e Praeklampsie bzw. genuine Gestose
¢ Chronische Hypertonie
e Pfropfgestose

¢ Transitorische Hypertonie

1.1.1. Praeklampsie

Die Prédeklampsie ist eine schwangerschaftsspezifische Multiorganerkrankung, die im
Allgemeinen nach der zwanzigsten Schwangerschaftswoche auftritt (Luft, 2000). In
besonderem Mafle sind die Schwangerschaften von Erstgebédrenden durch Praeklampsie
beeintrachtigt. Bei diesen Schwangerschaften wird die Privalenz mit 7% (Luft, 2000)
bis zu 20% (Girndt, 1995) veranschlagt. Das charakteristische Merkmal der
Praeklampsie ist die periphere Vasokonstriktion, die hauptsidchlich zu einer Erh6hung
des diastolischen Blutdruckes (=90mm Hg) fiihrt (Beinder und Frobenius, 2000; Luft,
2000). Die Symptomatik der Prieklampsie umfasst neben der bereits genannten
Hypertonie (diastolisch >90mm Hg; systolisch >140mm Hg) die Proteinurie
(>300mg/24h), die Odembildung sowie eine eventuell auftretende Thrombozytopenie
und eine Erhéhung der Leberenzymwerte (Girndt, 1995; Luft, 2000). Die Frage, ob man
das HELLP-Syndrom als eigene Krankheitsform oder als einen Teil des Spektrums der

schwangerschaftsspezifischen Komplikationen auffassen soll, wird kontrovers diskutiert
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(Sibai, 1990). Die charakteristischen Symptome des 1982 von Weinstein erstmalig
beschriebenen HELLP-Syndroms sind intravasale Hadmolyse, Thrombozytopenie,
erhohte Leberenzymwerte und Verdnderungen im Blutgerinnungssystem (Weinstein,
1982; Girndt, 1995). Sowohl der Bluthochdruck als auch die Proteinurie, beides
Merkmale der Praeklampsie, miissen bei der diagnostizierten HELLP-Symptomatik
nicht auftreten oder sind schwach ausgepragt (Weinstein, 1982; Sibai, 1990). Da aber
die Symptome des HELLP-Syndroms in milder Form auch bei der Priaeklampsie in
Erscheinung treten (Stratta et al.,1993), handelt es sich bei diesem Syndrom
moglicherweise um eine Verlaufsform der Prideklampsie, bei der sich bestimmte
Symptome in besonderem Malle hervorheben (Weinstein, 1982; Girndt, 1995). Die
Inzidenz von Priaeklampsie-Erkrankungen, die mit der Symptomatik des HELLP-
Syndroms einhergehen wird von Sibai und Mitarbeitern zwischen 9,7% (1986) und bis
zu 18,9% (1993) angegeben. Die ausgesprochene Schwere dieser Prieklampsie-
Verlaufsform unterstreichen die Daten iiber die Haufigkeit der miitterlichen (0-24%)
und der kindlichen (7,7-60%) Mortalitat (Weinstein, 1982; Sibai, 1990; Eeltink et al.,
1993).

Obwohl heute die Pathophysiologie der Praeklampsie zum grofen Teil verstanden ist,
bleibt die Atiologie dieser Erkrankung unklar (Vinatier und Monnier, 1995; Seufert und
Pollow, 2002). Es existieren jedoch zahlreiche Vorstellungen und Theorien zu den
moglicherweise an der Pathogenese der Prieklampsie beteiligten Faktoren, die nach
Girndt (1995) im Allgemeinen nur Teilaspekte oder sogar Epiphdnomene betreffen.
Zurzeit wird der uteroplazentaren Hypoperfusion und der vermehrten
Trophoblastenablosung als Konsequenz der Ischdmie eine fithrende Rolle im
Krankheitsgeschehen der Priaeklampsie zugeschrieben (Luft, 2000). Diese Hypothese
bietet jedoch keine ausreichende Erkldrung fiir die bei prideklamptischen Frauen
auftretenden Verdnderungen im Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (Luft, 2000). Im
Gegensatz zu einer gesunden Schwangerschaft, sind bei Priaeklampsie-
Schwangerschaften die Plasmareninaktivitit und die zirkulierende Angiotensin II-
Menge verringert (August und Lindheimer, 1995; Luft, 2000). Wihrend gesunde Frauen
im Verlaufe der Schwangerschaft gegeniiber Angiotensin II resistent sind, verlieren
Praeklampsie-Patientinnen wéhrend der Schwangerschaft ihre Sensitivitit gegeniiber
Angiotensin Il nicht (Luft, 2000). Auch hidmodynamische Prozesse sind in

Praeklampsie-Schwangerschaften dramatisch gestort. Das Herzzeitvolumen bei einer
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Priaeklampsie-Patientin ist verringert und betrdgt ca. 3 I/min x m? im Vergleich zu einer
normal Schwangeren mit ca. 4-5 I/min x m? (August und Lindheimer, 1995; Luft, 2000).
Der systemische periphere GefaBBwiderstand einer praeklamptischen Frau betridgt nach
Luft ca. 3000 dyn/s x cm® x m? und ist damit im Vergleich zu normal Schwangeren mit
ca. 1500 dyn/s x cm’ x m? erhoht (Luft, 2000).

Zu den Risikofaktoren, wihrend einer Schwangerschaft eine Priaeklampsie zu

entwickeln, zdhlen nach Dekker (1999) u.a.:

o familidre Haufung von Praeklampsiefillen
e mit dem Partner zusammenhéingende Risiken
- Erstschwangerschaften
- Schwangerschaften im Teenageralter
- begrenztes Spermien-Ausgesetztsein bei Frauen
e vorliegen spezieller Erkrankungen
- chronische Hypertonie
- Nierenerkrankungen
- Diabetes mellitus Typ |
- Schwangerschaftsdiabetes
e exogene Faktoren und schwangerschaftsassoziierte Faktoren
- Mehrlingsschwangerschaften

- Blasenmole

Cincotta und Brennecke (1998) fiihrten in ihrer Studie iiber die familidre Vorgeschichte
der Prieklampsie an, dass von den 368 erstgebdrenden Frauen, die sie in die Studie mit
einbezogen, bei 18 Frauen Prieklampsiefille bei ihren Miittern und bzw. oder ihren
Schwestern auftraten. Von diesen 18 Frauen entwickelten 5 Frauen (27,8%) im Verlauf
threr Schwangerschaft selbst eine Praeklampsie, wahrend nur 8,3% (29 aus 350) der
Frauen ohne familiiren prieklamptischen Hintergrund im Verlauf ihrer
Schwangerschaft eine Priaeklampsie entwickelten (Cincotta und Brennecke, 1998).
Dekker (1999) fasst zusammen, dass eine praeklamptische Vorgeschichte in der Familie
ein dreifach hoheres Risiko birgt, wiahrend einer Schwangerschaft eine Praeklampsie zu
entwickeln. Obwohl das Auftreten von Praeklampsie familidre Tendenz zeigt, scheinen

immunologische Faktoren nicht weniger wichtig bei der Entstehung der Prieklampsie
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zu sein. Haller und Mitarbeiter (1998) wiesen in Seren von Préeklampsie-Patientinnen
auftretende Faktoren nach, die iiber Proteinkinase C vermittelte Mechanismen die
endotheliale Zellpermeabilitdt erhohen. In einer nachfolgenden Untersuchung
identifizierten Wallukat und Mitarbeiter (1999) in den Seren von Prieklampsie-
Patientinnen agonistische Autoantikorper, die gegen den Angiotensin II AT;-Rezeptor
(AT;-AAK) gerichtet sind. Die Bedeutung dieser AT;-AAK in der Pathogenese der
Prieklampsie oder ob sie nur ein sekundidres Phinomen, unabhingig von der
Kausalkette dieser schwangerschaftsspezifischen Erkrankung sind, ist auch heute noch
nicht eindeutig geklért. Jedoch kdnnte die Aktivierung des AT;-Rezeptors durch die bei
praeklamptischen = Schwangeren identifizierten AT;-AAK eine Reihe der
pathophysiologischen Merkmale der Priaeklampsie erkldren (Roberts, 2000).

1.2. Autoimmunerkrankungen

Nach Matzinger (2002) besagt Burnets (1959) originales Modell der Erkennung und
Tolerierung von 'Selbst' und Bekdmpfung von 'Nichtselbst', dass jeder Lymphozyt
Oberfldachenrezeptoren fiir ein bestimmtes Antigen ausbildet und durch dieses aktiviert
wird. Immunkompetente Zellen, die mit korpereigenen Strukturen reagieren, werden
eliminiert bevor sie ihre volle Reife erlangt haben. Im Laufe der Jahre wurde das
originale Selbst-Nichtselbst-Modell (SNS-Modell) modifiziert (Abbildung 1-1), um
neue Erkenntnisse erkliren zu konnen.

Trotz einiger Anderungen des originalen SNS-Modells war es weiterhin schwierig zu
erkldren, was Autoimmunitdt hervorruft. Das 'Danger Modell' von Matzinger (2002)
eroffnet eine andere Denkweise zur 'Selbst'-Erkennung. Es geht davon aus, dass das
Immunsystem mehr durch Alarmsignale von verletztem 'Selbst'-Gewebe aktiviert wird,
als durch die Erkennung von 'Nichtselbst'. Eine Immunreaktion kann nach Matzinger
(2002) zum einen durch nekrotisch absterbende Zellen, die anders als beim
programmierten Zelltod intrazelluldre Produkte freigeben, zum anderen durch gestresste
Zellen hervorgerufen werden. Autoimmunerkrankungen kdnnten somit die Folge von
Genmutationen sein, die den normalen physiologischen Zelltot hervorgerufen aber auch

die Folge zelluldren Stresses durch umweltbedingte Pathogene bzw. Toxine.
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A) 1959; original SNS-Modell D) 1989; 3. Modifizierung (INS-Modell)
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Abbildung 1-1:
Modifizierungen des Selbst-Nichtselbst-Modells (Matzinger, 2002):

A) 1959; original Selbst-Nichtselbst-Modell (SNS-Modell); Lymphozyten werden durch Fremdantigene
(z.B. Bakterien) aktiviert.

B) 1969; 1. Modifizierung; B-Zellen sterben nach der Bindung des Fremdantigens (Signal 1), wenn sie
keine Unterstiitzung von T-Helfer-Zellen (Signal 2) erhalten.

C) 1975; 2. Modifizierung; T-Helfer-Zellen sterben, wenn sie das Antigen erkannt haben, aber nicht von
Antigenprasentierenden Zellen (APC) co-stimuliert (Signal 2) werden.

D) 1989; 3. Modifizierung; infektidses Nichtselbst-Modell (INS-Modell); Antigenprésentierende Zellen
(APC) verfiigen iiber das Potential selber zwischen 'Selbst' und 'Nichtselbst' zu unterscheiden und
erkennen evolutiondr entfernte Pathogene. Sie werden iliber Keimbahn-codierte Rezeptoren (pattern
recognition receptors; PRRs) aktiviert, die konservierte Pathogen-assoziierte molekulare Muster
erkennen.

E) 1994; 4. Modifikation (Danger Modell); Antigenprasentierende Zellen (APC) werden durch endogene
zelluldre Alarmsignale gestresster oder verletzter Zellen aktiviert.
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Autoimmunerkrankungen treten bei Frauen bis zu 10-mal haufiger auf als bei Ménnern,
wobei gerade die Frauen im gebarfahigen Alter besonders betroffen sind (Reister und
Wagner, 2002). Wéhrend einer  Schwangerschaft sind  insbesondere
Autoimmunerkrankungen wie die chronische Polyarthritis, der systemische Lupus
erythematodes sowie die Sklerodermie relevant (Reister und Wagner, 2002). Im
Zusammenhang mit Autoimmunerkrankungen sind eine Reihe von Krankheiten
bekannt, bei denen gegen Hormonrezeptoren gerichtete Autoantikorper die Wirkung der
eigentlichen Hormone imitieren. Die Bedeutung G-Protein gekoppelter Rezeptoren bei
der Entstehung sowie im Verlauf verschiedener Autoimmunerkrankungen ist in

Anlehnung an Wallukat et al. (2002b) nachfolgend zusammenfassend dargestellt.

Tabelle 1.2.-1 Autoantikorper, die gegen G-Protein gekoppelte Rezeptoren gerichtet sind;
Angabe der Priivalenz in verschiedenen Erkrankungen

Rezeptortyp Erkrankung Auftreten |Referenzen
von AAK

a-adrenerger Rezeptor Hypertonie 44% Fuetal., 1994
Luther et al., 1997

B:- adrenerger Rezeptor DCM 80% Wallukat et al., 2000

B1- adrenerger Rezeptor Myocarditis 80% Wallukat et al,
1991b

B:- adrenerger Rezeptor Chagas' Erkrankung [29% Elies et al., 1996

B2- adrenerger Rezeptor Chagas' Erkrankung | 12% Sterin-Borda et al.,
1988

B>- adrenerger Rezeptor allergisches Asthma |keine Wallukat et al,

Daten 1987, 1991a

AT;-Rezeptor Priaeklampsie 100% Wallukat et al., 1999

AT;-Rezeptor malignant Hypertonie | 14-33% Fu et al., 2000

AT;-Rezeptor akzelerierte vaskulire | keine Dragun et al., 2002

Nierenabstof3ung Daten
muscarinerger M,-Rezeptor | DCM 30% Fuetal., 1993
SHT4 (Seretonin)-Rezeptor |systemischer Lupus | keine Eftekhari et al., 2000
erythematodes Daten

nicotinerger  Acetylcholin- | Myasthenia gravis 90% Lewis et al., 1995

Rezeptor

TSH-Rezeptor Grave's Erkrankung  [>95% Costagliola et al.,,
1999
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1.3. Angiotensin II-Rezeptoren

Angiotensin II-Rezeptoren (AT-Rezeptoren) sind ein Bestandteil des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS). Das RAAS spielt eine gro3e Rolle bei der
Regulierung kardiovaskulérer, renaler und endokriner Prozesse. Neben dem in der
Folge kurz beschriebenen systemischen Renin-Angiotensin-System (RAS) sind auch
lokale RAS bekannt, deren Funktion in den einzelnen Organen sehr unterschiedlich ist.
Der klassische Weg der Angiotensin II-Bildung schliefit zunédchst die Freisetzung von
Angiotensinogen aus der Leber in den Blutstrom ein. Durch das in der Niere gebildete
Renin wird aus Angiotensinogen Angiotensin I abgespalten, welches anschliefend
durch das Angiotensinkonversionsenzym (ACE) in Angiotensin Il umgewandelt wird.
Angiotensin II, ein Peptidhormon, vermittelt seine Wirkungen tiber die AT-Rezeptoren-
Subtypen, AT; und AT,. AT;- und AT,-Rezeptoren lassen sich pharmakologisch
aufgrund ihrer  Bindungseigenschaften  gegeniiber  Nichtpeptid-Antagonisten
identifizieren. Nach der bestehenden Nomenklatur des Komitees “The High Blood
Pressure Concil” von 1990 ist der als AT;-Rezeptor bezeichnete Subtyp durch Losartan
und der als AT,-Rezeptor bezeichnete Subtyp durch CGP-42112A, PD-123177 und PD-
123319 selektiv hemmbar (Bumpus et al., 1991). Des Weiteren ist der AT;-Rezeptor im
Gegensatz zum AT,-Rezeptor gegeniiber reduzierenden Reagenzien wie DTT sensitiv
(Kang et al., 1994). Eine weitere Gruppe von AT-Rezeptoren zeichnet sich durch die
Gemeinsamkeit aus, dass sie weder durch AT;- noch durch AT,-Rezeptorantagonisten
beeinflusst werden. Sie werden vorldufig als AT,-Rezeptoren zusammengefasst (Chiu et
al., 1994). Es soll an dieser Stelle nicht ndher auf diese Rezeptorsubtypen eingegangen
werden.

AT;- und AT,-Rezeptoren sind speziesspezifisch in verschiedenen Geweben prozentual
unterschiedlich verteilt (Chiu et al., 1989; Lassegue et al., 1994). Besonders beim AT,-
Rezeptor fallen dazu ontogenetisch bedingte Anderungen in der Rezeptorzahl auf.
Matsubara et al. (1994) konnten z.B. an primédren Kardiomyozytenkulturen neonataler
Ratten eine 49%ige Abnahme der AT,-Rezeptormenge gegeniiber dem E19-Fotus (19.
embryonaler Tag) nachweisen. Fibroblastenkulturen, die aus einem einen Tag alten
Rattenherzen gewonnen wurden, weisen nur 13% der AT,-Rezeptormenge des E19-
Fotus auf. In beiden Zelltypen, Kardiomyozyten und Fibroblasten, konnte neonatal
keine Verminderung der AT;-Rezeptormenge gegeniiber dem Fdtus nachgewiesen

werden. Es scheint, dass der AT,-Rezeptor eine Rolle bei der Entwicklung von
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Geweben oder bei Reparaturprozessen spielt (de Gasparo et al., 2000). Viele der
Angiotensin II-Effekte, die iiber den AT;- bzw. iiber den AT,-Rezeptor realisiert
werden, sind entgegengesetzt. Wahrend Angiotensin II {iber den AT;-Rezeptor viele
kardiovaskuldre Wirkungen, wie Vasokonstriktion, Verdnderungen im Herz-Kreislauf-
System (Zellproliferation, Hypertrophie, Bildung extrazellulirer Matrix) sowie
Uberleben von Zellen und Zelltod (Sadoshima, 1998) initiiert, werden iiber den AT,-
Rezeptor antiproliferative Wirkungen vermittelt (Horiuchi et al., 1998; Unger, 1999).
Die Beteiligung des AT,-Rezeptors an der Regulierung des Gefaitonus wird kontrovers
diskutiert. Obwohl viele Studien dem AT,-Rezeptor auf einen Angiotensin II Stimulus
depressorische und vasodilatatorische Ereignisse zuordnen, gibt es jedoch auch
entgegengesetzte Befunde (de Gasparo et al., 2000). Es scheint, dass unter normalen
Bedingungen die pressorische Wirkung von Angiotensin II iiber den AT;-Rezeptor den
dominierenden Effekt darstellt und unmittelbar mit einer Blutdruckerh6hung einhergeht
(de Gasparo et al., 2000).

Ein weiterer wichtiger Punkt in der AT-Rezeptorforschung war die Aufkldrung der
Struktur der AT-Rezeptorsubtypen als molekulare Basis der Signaltransduktion der
Zellen auf einen Angiotensin II-Stimulus. AT,;-Rezeptoren der Ratte (Murphy et al.,
1991), des Rindes (Sasaki et al., 1991) und des Menschen (Bergsma et al., 1992; Furuta
et al.,, 1992; Takayanagi et al., 1992) wurden kloniert und sequenziert. Bei Nagern
wurden die AT;-Rezeptorsubtypen, AT s und AT, identifiziert (Iwai und Inagami,
1992; Sandberg et al., 1992). Auch der als AT,-Rezeptor bezeichnete Subtyp der Ratte
(Mukoyama et al., 1993; Kambayashi et al., 1993) und des Menschen (Tsuzuki et al.,
1994) konnte kloniert und sequenziert werden.

Obwohl beide AT-Rezeptorsubtypen, AT; und AT,, einer Rezeptorfamilie angehoren,
weisen sie lediglich eine 32-34%ige Homologie in ihrer Aminosduresequenz auf

(Mukoyama et al., 1993; Kambayashi et al., 1993; de Gasparo et al., 2000).
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AT, MALN SSAEDGIKRI QDDCPKAGRH SYIFVMIPTL 34

AT, MKDNFSFAAT  SRNITSSLPF DNLNATGTNE SAFNCSHKPA DKHLEAIPVL 50

AT, YSHFVVGIF GNSLVVIVIY FYMKLKTVAS VFLLNLALAD LCFLLTLPLW 84

AT, YYMIFVIGFA VNIVVVSLEC CQKGPKKVSS  IYIFNLAVAD LLLLATLPLW 100

AT, AVYTAMEYRW PFGNHLCKIA SASVTFNLYA SVFLLTCLSI DRYLAIVHPM 134

AT, ATYYSYRYDW LFGPVMCKVF  GSFLTLNMFA SIFFITCMSV DRYQSVIYPF 150

AT, KSRLRRTMLV  AKVTCIIWL MAGLASLPAV IHRNVYFIEN TNITVCAFHY 184

AT, LSQRRNP-WQ ASYVVPLVWC MACLSSLPTF YFERDVRTIEY LGVNACIMAF 199

AT, ESRNSTLPIG LGLT-KNILG FLFPFLIIT SYTLIWKALK  KAYEIQKNKP 233

AT, PPEKYAQWSA  GIALMKNILG FIIPLIFIAT CYFGIRKHLL KTNSYGKNRI 249

AT, RNDDIFRIIM AIVLFFFFSW VPHOIFTFLD VLIQLGVIHD CKISDIVDTA 283

AT, TRDQVLKMAA AVVLAFIICW LPFHVLTFLD ALTWMGIINS CEVIAVIDLA 299

AT, MPITICIAYF NNCINPLFYG  FLGKKFKKYF  LQLLKYIPPK AKSHSSLSTK 333

AT, LPFAILLGFT NSCVNPFLYC FVGNRFQQKL  RSVFRVPITW LQGKRETMSC 349

AT, MSTLSYRPSD NMSSSAKKPA  SCFEVE 359

AT, RKSSSLREMD TFVS 363

Abbildung 1-2:

Aminosduresequenz AT ;- und AT),-Rezeptor der Ratte (de Gasparo et al, 2000):
Transmembranstrukturen ~ sind  unterstrichen, blau  markiert das  Bindungsepitop des

Patientenautoantikorpers (AT -AAK), rechts Angabe der Aminosdurenzahl

Die hergeleitete Struktur der AT-Rezeptoren beinhaltet sieben hydrophobe Segmente,
die aus hoch konservierten Aminosdureresten bestehen (Murphy et al., 1991; Bergsma
et al., 1992; Furuta et al., 1992; Takayanagi et al., 1992; Mukoyama et al., 1993). Im
Allgemeinen sind G-Protein gekoppelte Rezeptoren integrale Membranproteine, die mit

sicben a-Helices die Plasmamembran durchqueren. Diese hydrophoben

Transmembrandoménen sind durch jeweils drei hydrophile intra- und extrazellulédre
Schleifen verbunden. Das freie N-terminale Ende der Rezeptoren befindet sich
extrazelluldr, das C-terminale Ende intrazelluldr. (Jackson, 1991) In diesem
Zusammenhang wurden spezielle Aminoséduresequenzanalogien innerhalb der G-Protein
gekoppelten Rezeptorsuperfamilie diskutiert. Der AT s-Rezeptor z.B. zeichnet sich
durch eine 20-30%ige Sequenzhomologie mit anderen G-Protein gekoppelten

Rezeptoren aus (Dostal et al., 1997).
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extrazellular

intrazellular

Abbildung 1-3:

Humaner AT;-Rezeptor (Abbildung ist in Anlehnung an Lassegue et al., (1994) erstellt):
7-transmembran-Struktur und Aminosduresequenz des humanen AT;-Rezeptors. 3 potenzielle
Glykosylierungsstellen (Y) sowie die 2 Disulfidbriicken (-S-S-) sind angegeben. Grau unterlegt die
Bindungsstelle des Patientenautoantikorpers (AT;-AAK) in der zweiten extrazelluldren Schleife des
Rezeptors

1.3.1. AT -Rezeptor

Wihrend im Rattengenom zwei eng verwandte AT;-Rezeptorgene nachgewiesen und
dem Chromosom 17 (AT;a) bzw. dem Chromosom 2 (AT;g) zugewiesen wurden,
wurde im humanen Genom ein einzelnes AT;-Rezeptorgen identifiziert und dem
Chromosom 3 zugeordnet (Curnow et al., 1992; Szpirer et al., 1993). Das fiir den
Ratten-AT;s-Rezeptor kodierende Gen besteht aus vier Exons und ist grofler als 40
Kilobasenpaare (Takeuchi et al., 1992). Der gesamte offene Leserahmen (1077
Basenpaare) befindet sich im dritten Exon (Murphy et al., 1991; Elton et al., 1992). Das
fiir den humanen AT;-Rezeptor codierende Gen bestehend aus fiinf Exons (Guo et al.,
1994; Curnow et al., 1995) erstreckt sich iiber 37,3 Kilobasenpaare (Curnow et al.,

1995). Das fiinfte Exon enthélt den vollstdndigen offenen Leserahmen (Guo et al.,
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1994), der ein Protein mit 359 Aminosduren (Bergsma et al., 1992; Furuta et al., 1992;
Takayanagi et al., 1992) hervorbringt. Innerhalb der AT;-Rezeptoren sind grofle
Spezieshomologien in der Aminosduresequenz erkennbar. Humane AT;-Rezeptoren
stimmen zu 94,4% mit der Aminosduresequenz ihrer Ratten- und zu 95,3% mit der
Aminosduresequenz ihrer Rinderhomologen iiberein (Bergsma et al., 1992). Des
Weiteren ist eine 96%ige Homologie innerhalb der Aminosduresequenz der
nagerspezifischen Subtypen, ATi;a und AT, postuliert (Iwai und Inagami, 1992).
Sowohl den Ratten- als auch den humanen AT;-Rezeptoren sind die fiir die Funktion
wichtigen strukturellen Merkmale gemein. AT;-Rezeptoren besitzen drei N-
Glykosylierungsstellen, eine in der extrazelluliren N-terminalen Region (Asparagin®)
und zwei weitere in der zweiten extrazelluliren Schleife (Asparagin'’®, Asparagin'®®)
(Murphy et al., 1991; Takayanagi et al., 1992). Die Eliminierung dieser Asparaginreste
hat keine Bedeutung bei der Ausbildung des Rezeptors und keinen Einfluss auf die
Rezeptorfunktion, wie es flir den AT;s-Rezeptor gezeigt werden konnte (Yamano et al.,
1992). Die fiir die Formation der zwei Disulfidbriicken verantwortlichen Cysteinreste
(Cystein'®, Cystein'”', Cystein'®, Cystein’’*) befinden sich ebenfalls in den
extrazelluliren Regionen der AT,-Rezeptoren (Murphy et al., 1991, Takayanagi et al.,
1992). Beide Disulfidbriicken der AT;-Rezeptoren scheinen von essenzieller Bedeutung
bei der Rezeptorkonfiguration und -funktion zu sein, wie Mutagenesen der Cysteinreste
zu Glycin und die damit verbundene drastische Abnahme der Bindungsaffinitit zum
Agonisten am Beispiel des AT a-Rezeptors zeigen (Yamano et al., 1992). Bei der
Angiotensin II-Bindung an den AT,s-Rezeptor nimmt Lysin'® in der fiinften
Transmembrandoméne eine besondere Stellung ein. Mutagenesen von Lysin'”® zu
Glutamin und die damit verbundene Aufhebung der positiven Ladung des Lysinrestes,
hat eine achtfach reduzierte [1251]-Angiotensin [I-Bindungsaffinitit an den Rezeptor zur
Folge, wihrend gleichartige Mutagenesen der Lysinreste (Lysin®®, Lysin®) in der ersten
zytosolischen ~ Schleife =~ nur  einen  geringfiigigen  Einfluss auf  die
Ligandenbindungsaffinitit aufweisen (Yamano et al., 1992). Eine Beteiligung von
Lysin'® an der Agonistenbindung an den AT;-Rezeptor wird ebenfalls beschrieben (de
Gasparo et al., 2000). Es wird davon ausgegangen, dass Angiotensin II in einer
Bindungsdoméne an den AT;-Rezeptor bindet, da die genannten Mutationen
(Lysin—>Glutamin) nicht zu einer kompletten Inaktivierung der Agonistenbindung

fiihren (Yamano et al., 1992). Inoue et al. (1997) fassen in ihrem Review weitere an der
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02

Angiotensin II-Bindung beteiligten Aminosiurereste (Lysin'®?, Asparaginsiure®”®,

Arginin'®, Asparaginsdure®®, Tyrosin?’’, Tyrosin’?, Phenylalanin®’) zusammen und
stellen Hypothesen iiber die Bildung der Angiotensin II-Bindungspore auf. Weiterhin
wurde ein hypothetisches Modell erstellt, in dem Angiotensin II iiber sein Prolin’ an

den AT,-Rezeptor bindet, des weiteren bindet das C-terminale Ende von Angiotensin II

199

an Lysin'”’ des Rezeptors und die Guanidingruppe von Arginin® des Angiotensins II an

Asparaginsiure™' des Rezeptors (Inoue et al., 1997).

Abbildung 1-4:

Hypothetische Konformation des AT;-
Rezeptors vor der Ligandenbindung
(Inoue et al., 1997):

Balken kennzeichnen die extrazelluldren
Schleifen, TM steht fiir Transmembran-
doméne

Fiir die G-Protein Bindung sind die zweite und der carboxyterminale Teil der dritten
zytosolischen Domine sowie der C-terminale Teil des AT;-Rezeptors von essenzieller
Bedeutung, wie Studien multipler Mutagenesen der polaren Aminosdurereste am ATia-
Rezeptor beweisen (Ohyama et al., 1992). Die Eliminierung der G-Protein

Bindungsdoménen durch Mutation der Aminoséurereste

e Asparaginsiure' ~-Arginin'?*-Tyrosin'*’—Glycin-Glycin-Alanin,

1¢_Arginin'*’-Arginin'*’-Arginin'**—Glutamin-Glycin-Glutamin-

eLysin'-Serin
Glutamin-Glutamin

eDeletion der Aminosdurereste 309-359

fiihrt beim Rezeptor zum Verlust der Fahigkeit in den durch G-Protein-Bindung
hervorgerufenen niederaffinen Zustand (verringerte Angiotensin [I-Bindung)
iiberzugehen. Ebenso wird eine verringerte Bildung von Inositol 1,4,5-trisphosphat (IP3)
in den Mutanten im Vergleich zum Wildtyp postuliert (Ohyama et al., 1992). Auch der
in der Familie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren hoch konservierte Aminosdurerest
Tyrosin®’’> des Ratten-AT,-Rezeptors, der an das N-terminale Ende der dritten

zytosolischen Doméne angrenzt, scheint sowohl bei der G-Protein-Bindung als auch bei
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der Internalisierung des Rezeptors bedeutend zu sein. Die Tyrosin*'> —Phenylalanin-
Mutante zeigt eine signifikant reduzierte Affinitit gegeniiber Angiotensin II sowie eine
Authebung der durch die Bildung von Inositol 1,4,5-trisphosphat (IP3) iibertragene
Signaltransduktion des Rezeptors (Hunyady et al., 1995).

G-protein

Abbildung 1-5:

Mutmafliche dreidimensionale Struktur des Ratten-AT,;,-Rezeptors (Computergraphik; Inagami
et al., 1994)
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1.4. Mechanismen der Signaltransduktion des AT -Rezeptors

Angiotensin II wird im extrazelluliren Raum erkannt und mit hoher Affinitdt durch
Angiotensin II-Rezeptoren gebunden. Der exakte Mechanismus, durch welchen der
AT;-Rezeptor in der Lage ist, mit verschiedenen Signaltransduktionswegen in
Verbindung zu treten, ist derzeit noch unklar. Vermutlich ist eine komplexe Serie von
Schritten, die selektiv die Signalsysteme zeitabhédngig rekrutieren, aktivieren und dann
inaktivieren, beteiligt. Es ist bekannt, dass Angiotensin II durch die Bindung an den
AT;-Rezeptor multiple Signaltransduktionsmechanismen aktiviert. Diese werden
zeitlich verschieden aktiviert und sind nachfolgend aufgelistet. Sekunden nach der
Angiotensin II-Bindung an den AT,;-Rezeptor kommt es z.B. zur Aktivierung der
Phospholipase C, zur Erzeugung von Inositolphosphaten und zur Ca®" Mobilisierung.
Nach einigen Minuten werden die Phospholipasen D und A; sowie die MAP-Kinase
aktiviert, wihrend nach Stunden z.B. der JAK/STAT Reaktionsweg aktiviert wird.
(Griendling et al., 1997; Thomas, 1999) Diese =zeitabhidngige Initiierung des
Rezeptorsignallings konnte zum einen durch den Wechsel des Rezeptors zwischen den
verschiedenen Konformationen (inaktiver Zustand und verschiedene aktive Zusténde)
hervorgerufen werden, aber auch Folge einer hierarchischen Rezeptorphosphorylierung
sein (Thomas, 1999). Die Bindung des Agonisten an den AT;-Rezeptor fithrt wie bereits
angedeutet zu Anderungen der Rezeptorkonformation (Rotationsbewegungen der die
Bindungspore bildenden a-helikalen Transmembranstrukturen) und veranlasst dadurch
die Aktivierung von G-Proteinen (Inoue et al., 1997). G-Proteine sind Heterotrimere,
die sich aus einer a-, 3- und y-Untereinheit zusammensetzen, wobei jede Untereinheit
eng verwandte Isoformen besitzt (Neer, 1994). Das durch die Konformationsédnderung
des aktivierten Rezeptors aktivierte G-Proteinheterotrimer zerféllt in die GTP-bindende
a-Untereinheit sowie die Py-Untereinheit und dissoziiert vom Rezeptor (Neer, 1994).
Sowohl die a-Untereinheit als auch die Py-Untereinheit interagieren mit ihren
Effektormolekiilen (Clapham und Neer, 1993). An der Signaltransduktion des AT;-
Rezeptors sind verschiedene G-Proteine beteiligt. So konnten z.B. Ushio-Fukai und
Mitarbeiter (1998) =zeigen, dass in VSMC eine zweiphasige Aktivierung der
Phospholipase C (PLC) existiert: eine schnelle erste Phase, die die Kopplung des AT;-
Rezeptors mit der PLC-B1 iiber Gog11 und Gaiz bzw. ihrer assoziierten y-Untereinheit

umfasst und eine zweite spdtere Phase, die die Tyrosinkinase-Aktivierung der PLC-y1
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einschlieft. Des Weiteren wurde von Macrez-Lepretre und Mitarbeitern (1997) gezeigt,
dass der AT;-Rezeptor liber Gou13B;y3-Proteine an den L-Typ Kalziumkanal koppelt und
diesen aktiviert. Ferner beschreiben de Gasparo und Mitarbeiter (2000) in ihrem
Review, dass der AT-Rezeptor in der Ratte an Pertussistoxin-sensitive Gj-Proteine
koppelt, die wiederum die Adenylatcyclase in verschiedenen Geweben inhibieren.
Nachfolgend sollen die Signaltransduktionswege des AT -Rezeptors néher beschrieben
werden. Da bisher strittig ist, welche Proteinlipase C-Isoformen (PLC) an der
Signaltransduktion des AT;-Rezeptors beteiligt sind, soll hier nur Ausschnittsweise
darauf eingegangen werden (Hughes, 1998; de Gasparo et al., 2000). Die iiber G-
Proteine aktivierte PLC-B1 hydrolysiert Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat (PIP,),
eine kleines Phospholipid der Plasmamembran, zu Inositol 1,4,5-trisphosphat (IP3) und
1,2-Diacylglycerol (DAG), zwei als ,ssecond messenger” bezeichnete Molekiile
(Griendling et al., 1986; Bottari et al., 1993). Die Bildung von IP; durch die
Aktivierung der PLC ist transient, wihrend die DAG-Produktion zweiphasig ablduft,
was vermuten ldsst, dass die anfdngliche und anhaltende DAG-Bildung auf
verschiedene zellulire Prozesse zuriickzufiihren ist (Griendling et al., 1986). IP;
diffundiert in das Zytoplasma und fiihrt dort zur Freisetzung von Ca®-Ionen aus einem
intrazelluldren Speicher, dem Endoplasmatischen Retikulum (Brock et al.,, 1985;
Berridge und Irvine, 1989). Es ist jedoch bekannt, dass nur ungefihr 30-50% der
freigesetzten Ca®"-Ionen durch IP; bedingt sind (Berridge und Irvine, 1989). Morel und
Mitarbeiter (1996) zeigten, dass in Portalvenenmyozten der Ratte die Aktivierung des
AT;-Rezeptors zu einer Erhohung der intrazelluliren Ca®*-Konzentration fiihrt, die im
Zusammenhang mit einem Ca”>"-Einstrom durch L-Typ Ca®"-Kanile oder durch Ca**-
Ionen induzierte Freisetzung von Ca®’-Ionen aus Ryanodine-sensitiven Speichern,
diskutiert wird. Diese Mechanismen laufen unabhéngig vom IP;-Rezeptor ab (Morel et
al., 1996). Ca**-Ionen agieren ihrerseits als intrazellulidres Signal. Durch die Erhohung
der intrazelluliren Ca®"-lIonenkonzentration werden Ca*"-Calmodulin-abhingige
Proteinkinasen aktiviert (Hughes, 1998). Ebenfalls unter Beteiligung von Ca*"-Ionen
aktiviert DAG die Proteinkinase C (PKC) (Nishizuka, 1984; Griendling, 1989; Hughes,
1998). Sowohl die Ca’*"-Calmodulin-abhingige Kinase als auch die Proteinkinase C,
beides Serin-/Threonin-Proteinkinasen, tragen zu zelluliren Funktionen wie
Kontraktion und Wachstum der Zelle bei (Lassegue et al., 1994). Ein weiterer

Signaltransduktionsweg, der durch die Bindung von Angiotensin II an den AT;-
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Rezeptor initiiert wird, 14uft tiber die Phospholipase D (PLD)-Kaskade ab und miindet
ebenfalls in der PKC-Aktivierung (Lassegue et al., 1991; Lassegue et al., 1993). Der
Kopplungsmechanismus zwischen dem AT;-Rezeptor und der PLD ist nicht eingehend
geklart (Griendling et al.,, 1997). Die PLD hydrolysiert Phosphatidylcholin, ein
Phospholipid der Plasmamembran und fiihrt zur Freisetzung von Phosphatidsédure und
Cholin (Lassegue et al., 1994). Die Umwandlung der Phosphatidsdure in DAG, im
Verlauf einer Phosphohydrolase-Reaktion, ist fiir die DAG-Akkumulierung in der
bereits oben erwéhnten spédten Phase der Signaltransduktion verantwortlich (Lassegue et
al., 1993). Die PKC Aktivierung hélt auch in der Spétphase der Signaltransduktion an,
wie die bestdndige DAG-Akkumulierung erwarten lasst (Griendling, 1989). Sowohl die
PKC als auch die Ca®"-Ionen nehmen eine zentrale Rolle in der Regulierung der oben
genannten Signaltransduktionswege ein. Die negative Riickkopplung der PKC, wie er
fiir die Regulierung der PLC Aktivitét diskutiert wird, ist fiir die Regulierung der PLD-
Funktion nicht von Bedeutung (Griendling et al., 1986; Lassegue et al., 1991; Lassegue
et al., 1993). Es ist allerdings anzumerken, dass die Phosphohydrolase-Reaktion, die fiir
die relative Menge des aus Phosphatidylcholin entstandenen DAG verantwortlich ist,
durch die PKC reguliert zu sein scheint (Lassegue et al., 1993). Des Weiteren ist die
PLD-Reaktion im Gegensatz zur PLC Aktivierung teilweise Ca**-abhingig (Lassegue et
al., 1991; Lassegue et al., 1993). Weitere durch Angiotensin II aktivierte
Signaltransduktionswege iiber den AT;-Rezeptor werden nachfolgend kurz beschrieben.
Sie unterstreichen die grofe Komplexitit dieser Mechanismen in Bezug auf ihre
zeitliche Abfolge und auf die von ihnen hervorgerufene Wirkung auf die Zelle.
Angiotensin II fithrt im Verlauf der Signaltransduktion des AT,-Rezeptors PKC-
abhingig zur Aktivierung der Phospholipase A, (PLA;). Die PLA; ist eine der
Hauptkomponenten bei Proliferationsereignissen der Zelle (Rao et al., 1994). Die
Aktivierung der PLA, flihrt zur Freisetzung von Arachidonsiure (Rao et al., 1994), die
wiederum Vorldufer der Prostaglandin- und Leukotrienbildung ist (Lassegue et al.,
1994). Arachidonsdure-Metaboliten scheinen auch bei der Aktivierung der
NADH/NADPH-Oxidase eine Rolle zu spielen und regulieren somit den oxidativen
Status der Zelle (Griendling et al., 1997). Die Abbildung 1-6 zeigt als

Zusammenfassung die oben dargestellten Signaltransduktionswege des AT;-Rezeptors.
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Abbildung 1-6:

Signaltransduktionswege des AT -Rezeptors (als graphische Zusammenfassung des obigen Textes):
Angiotensin II (V) bindet an den AT,-Rezeptor (AT)), aktiviert die Phospholipase C (PLC), D (PLD), A,
(PLA,), inhibiert die Adenylatcyclase (AC). Beteiligte G-Proteine sind als Untereinheiten o,f3,y
dargestellt. Die PLC hydrolysiert Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat (PIP,) zu Inositol 1,4,5-
trisphosphat (IP;) und 1,2-Diacylglycerol (DAG). IP; bindet an spezifische IP;-Rezeptoren (O) des
Endoplasmatischen Retikulums (ER), was zur Kalzium-(Ca*")-Freisetzung fiihrt. Durch die Aktivierung
des L-Typ Kalziumkanals kommt es zum Einstrom von Ca®". Die PLD hydrolysiert Phosphatidylcholin
(PC) in Phosphatidsiure (PS) und Cholin. PS kann in DAG umgewandelt werden. Ca’" und DAG
aktivieren die Proteinkinase C (PKC). PLA, hydrolysiert Phosphatidylcholin (PC) in Arachidonsdure
(AS). Arachidonséure Metaboliten scheinen bei der Aktivierung der NADH/NADPH-Oxidase eine Rolle
zu spielen. Uber die - Untereinheit von Gi-Proteinen wird die Adenylatcyclase (AC) gehemmt. Dieses
fiihrt zur verminderten Umwandlung von Adenosintriphosphat (ATP) in cyclisches Adenosin-3',5'-
monophosphat (cAMP). Ang II fithrt des Weiteren zur Thyrosinphosphorylierung von Proteinen (Details
siche Abb. 1-7). Aktivierte Enzyme sind durch * gekennzeichnet. P zeigt die Phosphorylierung durch
eine Phosphatgruppe an.
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Des Weiteren ist bekannt, dass Angiotensin II, wie viele Wachstumsfaktoren, die
Tyrosin-Phosphorylisierung intrazelluldrer Proteine stimuliert (Griendling et al., 1997).
Jedoch ist bis heute nicht im Detail geklért, wie diese Signaltransduktionswege mit dem
gut etablierten Phosphoinositol/Ca*"-weg in Verbindung stehen (de Gasparo et al.,
2000).

Ishida und Mitarbeiter (1995) konnten in VSMC die durch Angiotensin II
hervorgerufene Phosphorylierung und Aktivierung von pp60“™, einem Mitglied der
Familie der Src-Kinasen, nachweisen. In der weiteren Folge wird zum einen der
JAK/STAT-Reaktionsweg aktiviert aber auch die MAP-Kinase-Kaskade in Gang
gesetzt (Griendling et al., 1997). Angiotensin II fiihrt in Aorten-VSMC der Ratte zu
einer schnellen Tyrosin-Phosphorylierung der intrazelluliren Kinasen, JAK2 und
TYK2. Des Weiteren werden die Substrate der Familie der Janus-Kinasen (JAK),
STAT1 und STAT2, Tyrosin-phophoryliert. (Marrero et al., 1995) Aufgrund der
Phosphorylierung bilden die STATs Dimere, assoziieren mit p48 und bilden dadurch
einen Transkriptionskomplex, der im Zellkern die Gentranskription aktiviert
(Griendling et al., 1997).

Auch die MAP-Kinase-Kaskade ist eine Folge von Phosphorylierungen und der daraus
resultierenden Aktivierung einer Reihe von Proteinkinasen. Uber mehrere Schritte
kommt es zur Bildung des Ras-GTP-Komplexes, der wiederum Raf-1 (Serin / Threonin-
Kinase) phosphoryliert und aktiviert. Durch die anschlieBende Serin-Phosphorylierung
wird MEK aktiviert. Diese Kinase induziert die Threonin- und Tyrosin-
Phosphorylierung der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAP-Kinasen). In den
Zellkern transloziert aktivieren die MAP-Kinasen die Expression verschiedener early
response-Gene einschliellich c-fos, c-jun, c-myc und steuern die Aktivitdt vieler
Transkriptionsfaktoren, z.B. AP-1, ein Jun-Homo- bzw. Fos/Jun-Heterodimer. (de
Gasparo et al., 2000; Santa Cruz Produktbeschreibung).

In der Abbildung 1-7 ist eine Zusammenfassung der oben beschriebenen Ereignisse der
Tyrosin-Phosphorylierung in Anlehnung an Griendling und Mitarbeiter (1997) und an
de Gasparo und Mitarbeiter (2000) graphisch dargestellt.
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Abbildung 1-7:

AT, -Rezeptor aktivierte Tyrosinphosphorylierung (als graphische Zusammenfassung des obigen
Textes): Angiotensin II phosphoryliert und aktiviert Kinasen der src-Familie. Kaskaden aufeinander
folgender Phosphorylierungen fiihren iiber die Aktivierung von JAK2, TYK2, STAT1 und STAT2 zur
Bildung eines Komplexes (STAT-Dimer-p48), der im Zellkern die Gen-Transkription aktiviert. Auf der
anderen Seite werden {iber die Phosphorylierung verschiedener Proteinkinasen (Ras, Raf-1, MEK) die
Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAP-Kinasen) aktiviert. Im Zellkern steuern diese die
Phosphorylierung von z.B. early response-Genen und die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren. P
zeigt die Phosphorylierung durch eine Phosphatgruppe an.
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1.5. Regulierungsmechanismen des AT;-Rezeptors

Neben den zuvor beschriebenen vielféltigen Signaltransduktionswegen des Agonisten
aktivierten AT;-Rezeptors ist der Agonisten besetzte Rezeptor auch Gegenstand
verschiedener Regulierungsmechanismen. Die Regulierung des AT;-Rezeptors kann auf
verschiedenen Ebenen stattfinden. Zum einen ruft die Aktivierung des AT;-Rezeptors
durch Angiotensin II die Internalisierung des Rezeptorproteins hervor, was sich in einer
verminderten Rezeptorzahl auf der Zelloberfliche widerspiegelt. Auch fiihrt eine
anhaltende Angiotensin II-Stimulierung zur Desensibilisierung des AT;-Rezeptors, d.h.
zur Entkopplung des Rezeptors von seinem Effektorsystem. Weiterhin kann durch
alternatives Splicen der AT;-pre-mRNA die Translation beeinflusst werden. Eine
entscheidende Rolle bei der AT;-Rezeptorregulierung spielen die Prozesse der
Genexpression. (Inagami et al., 1994; Nickenig et al., 2002a)

Die fiir die Transkription und die Regulierung der Transkription des Rezeptorgens
verantwortliche Promotorregion befindet sich in der 5 gelegenen Nichtkodierenden
Region. In der Promotorregion des Ratten-AT;s-Rezeptors befinden sich die TATA-
Box, Transkriptionfaktoren bindende Regionen, wie AP-1, SP-1 und NFkB sowie
Erkennungsregionen fiir cAMP, fiir Glukokortikoide und HNF-1 (Inagami et al., 1994).
Die Regulierung des AT;-Rezeptors auf Proteinebene ist ein komplexer Prozess, der
sowohl die Entkopplung des Rezeptors von seinem Effektorsystem (Rezeptorfunktion)
als auch die Sequestrierung und die Internalisierung des Rezeptors (Rezeptorzahl)
umfasst (Sasamura et al., 1994). Der AT a-Rezeptor ist z.B. ein Protein, das
verschiedene potenzielle Phosphorylierungsstellen fiir Serin-/Threonin- sowie fiir
Tyrosin-Kinasen besitzt (Kai et al., 1994). Diese Erkenntnis legt die Moglichkeit nahe,
dass die Phosphorylierung dieser Aminosdurereste eine bedeutende Rolle bei der
Regulierung des AT 5-Rezeptors spielt. Die Beteiligung verschiedener Serin-/Threonin-
Kinasen, wie z.B. der Proteinkinase C, der Proteinkinase A und der G-Protein
gekoppelten Rezeptor-Kinasen (GRKs) sowie von Tyrosin-Kinasen an der
Rezeptorphosphorylierung und -desensibilisierung wird zum Teil kontrovers diskutiert
(Hunyady et al., 1994a; Kai et al., 1994; Sasamura et al., 1994; Oppermann et al.,
1996). Die sich an die Phosphorylierung des Agonisten besetzten Rezeptors
anschlieBende Bindung eines Arrestin-dhnlichen Proteins fiihrt zur Entkopplung des

aktivierten Rezeptors von seinem G-Protein (Oppermann et al., 1996). Ferner sind die
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Prozesse der Sequestrierung und die Internalisierung des Rezeptors ein weiterer
wichtiger Punkt bei der Regulierung des AT;-Rezeptors auf Proteinebene. Wie
Hunyady und Mitarbeiter (1994b) zeigen konnten, ist die Endozytose des AT;-
Rezeptors unabhingig von der Agonisten induzierten Signaltransduktion. In der
Aminosduresequenz  der C-terminalen Region des AT;-Rezeptors wurden
Internalisierungsmotive gefunden, die bei der Rekrutierung des aktivierten Rezeptors in
Clatrin-coated Pits und Vesikel eine Rolle spielen sollen (Thomas, 1995). Hunyady et

al. (1994a) zeigten am AT, s-Rezeptor der Ratte, dass die Aminosduren: Threonin®,

35 7 38

Serin®*, Threonin®*, Leucin®’ und Serin®*® ein fiir die Agonisten induzierte

Internalisierung wichtiges Motiv bilden. Thomas und Mitarbeiter (1995) bestétigen

35, Threonin336, Leucin®’-Motiv bedeutend ist, aber nicht

zwar, dass das Serin®
ausreichend fiir die Endozytose, denn sie fanden ein weiteres Internalisierungsmotiv in
der Region der Aminosdurereste 315-329 des ATia-Rezeptors der Ratte. Wie nun
Versuche zur Internalisierung am Ratten AT;-Rezeptor belegen, ist der Rezeptor nach
der Angiotensin II-Bindung nicht mehr diffus auf der Zelloberfliche verteilt, sondern
bildet stattdessen Cluster, die dann {iber kleine endozytotische Vesikel, 'coated’
Vesikel, internalisieren (Anderson et al., 1993; Hein et al., 1997). Die Internalisierung
des AT a-Rezeptors ist reversibel, d.h. der internalisierte Rezeptor kann in die
Plasmamembran zuriickkehren (Rezeptorrecycling), wihrend das mit dem Rezeptor
internalisierte Angiotensin II intrazelluldr verbleibt und zu den Lysosomen transportiert
wird (Hein et al., 1997). Es ist anzumerken, dass Internalisierung und Recycling des
ATia-Rezeptors dynamische Prozesse sind, die auch noch ablaufen, wenn die
Signaltransduktionswege iiber Ca*" und IP; bereits desensibilisiert sind (Hein et al.,
1997). Die zelluldren Ereignisse, die fiir die einzigartige Serie von Signaltransduktions-
und Desensibilisierungsmechanismen des AT;-Rezeptors verantwortlich sind, griinden
sich auf Rezeptorbewegungen und die Bildung von Signaldoménen (Griendling et al.,

1997).
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2 Zielstellung

1999 wurden von Wallukat und Mitarbeitern erstmalig Autoantikdrper in den Seren von
Praeklampsie-Patientinnen identifiziert, die gegen den Angiotensin II AT,;-Rezeptor
gerichtet sind. In den Seren von normotensiven Schwangeren wurden keine AT;-AAK
nachgewiesen (Wallukat et al., 1999). Die Aufklarung der durch die Bindung der AT;-
AAK an den AT;-Rezeptor aktivierten molekularen Mechanismen und die dadurch
moglichen Riickschliisse auf eine Beteiligung der AT;-AAK im Krankheitsgeschehen
der Priaeklampsie sind von grofer Bedeutung. Die detaillierten Kenntnisse der
spezifischen Eigenschaften und der Wirkungsweise der AT-AAK in vitro bilden die
Voraussetzung fiir die Entwicklung neuer Therapien, die bei der Genese der
Priaeklampsie hilfreich sein konnten.

Diese Arbeit sollte einen Betrag zur Charakterisierung der bis dato wenig beschriebenen

AT;-AAK bei Praeklampsie leisten.

Die in den Seren der Praeklampsie-Patientinnen im Verlaufe der Schwangerschaft
identifizierten AT;-AAK verschwinden post partum relativ schnell (Wallukat et al.,
1999). Das lasst vermuten, dass die AT;-AAK moglicherweise mit antigenen Strukturen
der Plazenta oder dem sich entwickelnden Fetus reagieren. Da auch Blasenmole zu den
Risikofaktoren gehdren, eine Praeklampsie zu entwickeln (Dekker, 1999), liegt es nahe,
dass Verdnderungen der Plazenta zur Manifestation der Erkrankung fithren. In dieser
Arbeit sollte deshalb die Expression von Komponenten des RAS (AT;-Rezeptor) in
Teilen der Plazenta vergleichend zwischen normotensiven und prieklamptischen

Schwangeren untersucht werden.

Der Bioassay mit einer 90-100 %igen Nachweiseffizienz der AT|AAK in den Seren der
Praeklampsie-Patientinnen (Wallukat et al., 2002b) ist ein sehr zeitaufwendiges
Testverfahren. Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein spezifischer Test zum Nachweis der
AT;-AAK in den Seren der Prieklampsie-Patientinnen etabliert werden, der eine
schnellere Identifizierung der AT;-AAK in den Patientenseren ermdoglicht. Beide

Methoden sollten in Hinblick auf ihre Spezifitit und ihre Effizienz verglichen werden.
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Ziel der vorliegenden Arbeit war es die AT;-AAK funktionell, biochemisch sowie
molekularbiologisch im Zellsystem der kultivierten neonatalen Rattenherzzellen zu

charakterisieren.

Meine Arbeit sollte Aufschluss dariiber geben, ob sich die fiir Angiotensin II bekannte
selektive ,,Down-Regulation* des AT-Rezeptors (Inagami et al., 1994; Nickenig et al.,
2002a) auch auf die langfristige Wirkung der AT;-AAK im System der kultivierten
neonatalen Rattenherzzellen iibertragen ldsst. Diese Untersuchungen sollten sowohl
funktionell im Bioassay als auch auf mRNA-Ebene mittels RT-PCR und auf Protein-

Ebene im Westernblot durchgefiihrt werden.

Wallukat und Mitarbeiter (1999) beschrieben den AT;-AAK als einen Antikorper der
IgG-Klasse. Im Rahmen der Charakterisierung der AT;-AAK in Kulturen neonataler
Rattenherzzellen sollte die detailliertere Zuordnung zu den beim Menschen bekannten

Subklassen erfolgen.

Unabdingbare Voraussetzung fiir einen erfolgreichen Schwangerschaftsverlauf ist das
Einwandern von Trophoblastenzellen in die Dezidua und das innere Drittel des
Myometriums. Fiir das invasive Verhalten der Trophoblastenzellen ist die Sekretion
verschiedener Proteasen notig, die die Strukturproteine der extrazelluldren Matrix
abbauen. (Reister und Kaufmann, 2002) Bei der Priaeklampsie ist die trophoblastdre
Invasion vermindert, was die verringerte Dilatation der Spiralarterien des Uterus und
die Durchblutungsstérung der uteroplazentaren Einheit zur Folge hat (Grindt, 1995).

Es war daher von Interesse, ob die in der Seren der Prideklampsie-Patientinnen
identifizierten AT;-AAK einen Einfluss auf Komponenten der extrazelluldren Matrix

und auf Proteasen zum Abbau der extrazelluldaren Matrix haben.

Das Hauptaugenmerk weiterer Versuche sollte auf der Identifizierung von spezifisch
durch die AT;-AAK aktivierten Signaltransduktionswegen liegen. Die konsequente
Mitfiihrung von Angiotensin II, dem natiirlichen Agonisten des AT;-Rezeptors, sollte
Aufschluss darliber geben, ob AT;-AAK und Angiotensin II unter gleichen
Bedingungen ihre zelluldren Funktionen in gleicher Weise iiber den AT;-Rezeptor

realisieren.
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3 Material und Methoden

Die Entnahme von Plazenta- und Serumproben erfolgte nur mit Einverstindnis der
Patienten. Nach Zustimmung der Ethikkommission und dem Einverstindnis der
Patienten erfolgte die Serumgewinnung im Rahmen einer vorgesehenen, klinisch

notwendigen Blutabnahme.

3.1. Material

3.1.1. Chemikalien und Enzyme fiir die Zellzucht

Chemikalien fiir die Zellzucht (steril filtriert; Substanzen sind Zellkultur getestet)

Adenin Sigma-Aldrich
Albumin Sigma-Aldrich
Calziumchlorid Sigma-Aldrich
Glukose Sigma-Aldrich
Harnsdure Serva

HEPES Sigma-Aldrich
Kaliumchlorid Sigma-Aldrich
Kaliumdihydrogenphosphat Sigma-Aldrich
Kreatin Sigma-Aldrich
Magnesiumsulfat Sigma-Aldrich
NaH,PO, Sigma-Aldrich
Natriumbikarbonat Sigma-Aldrich
Natriumchlorid Sigma-Aldrich
Natriumphosphat Sigma-Aldrich
Percoll Sigma-Aldrich
Pyruvat Sigma-Aldrich
Ribose Sigma-Aldrich
Taurin Sigma-Aldrich

Gewinnung und Kultivierung neonataler Ratten-Herzzellen

5-Fluor-2'-desoxyuridin Serva

Glutamin Serva

Hydrocortison Merk

Kélberserum, neonatal Gibco BRL
Kulturmedium SM20-I (siche Tabelle 3.1.1.-1) Biochrom

Penicillin-G Heyl

Streptomycin HEFA Pharma

Trypan Blau Flow Laboretries, USA

Trypsin Germed
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Kultivierung von CHO-AT;-Zellen

Ablosepufter (Cell Dissociation Buffer)
Geniticin
L-Glutamin
HEPES
Kilberserum, fetal
Kulturmedium DMEM / F12 (1:1)
ohne L-Glutamin / mit Pyridoxin
Natriumpyruvat
Natriumbikarbonat
Penicillin / Streptomycin

Gewinnung und Kultivierung adulter NMZ

Dispase (Grad I)

Gentamycin

Kalberserum, fetal

Kollagenase

Kulturmedium DMEM
N-Acetyl-L-Alanyl-Glutamin
Natriumpyruvat

Nicht Essentielle Aminosduren (NEA)
Penicillin-G

Streptomycin

Gibco BRL
Gibco BRL
Gibco BRL
Gibco BRL
Gibco BRL
Gibco BRL

Gibco BRL
Gibco BRL
Gibco BRL

Boehringer Mannheim
Biochrom

Gibco BRL
Worthington

Gibco BRL

Biochrom

Biochrom

Biochrom

Heyl

HEFA Pharma



3 MATERIAL UND METHODEN

26

Tabelle 3.1.1.-1 Zusammensetzung Kulturmedium SM20-I (Spezialanfertigung; Biochrom)

Substanz-Gruppe Komponenten Konzentration [mM]
1 Tyrosin 0,2
Cystin 0,1008
2 L-Ascorbinsdure 0,0113
Cystein-HCI 0,006
3 Hypoxanthin 0,009
Xanthin 0,005
5 Biotin 0,004
Folsdure 0,002
Riboflavin 0,0005
7 D-Glukose 11,1
9 Adenosin 0,024
11 Cholinchlorid 0,006
12 NaCl 111,225
13 KCl 4,9648
KH,PO4 0,441
Na,HPO, 0,419
14 CaCl, 1,263
MgCl, (6H,0) 0,985
15 NaHCO; 7,856
17 L-Histidin 5,0
18 Insulin 100pE / ml
4 Thiamin 0,003
Pyridoxin-HCl 0,005
Ca-Pantothenat 0,003
Nicotinsdureamid 0,008
p-Aminobenzoesiure 0,007
meso-Inosit 0,0055
6 L-Arginin-HCl 0,596
L-Histidin-HCI 0,076
L-Isoleucin 0,344
L-Leucin 0,64
L-Lysin-2HCI 0,402
L-Methionin 0,161
L-Phenylalanin 0,26
L-Threonin 0,4048
L-Tryptophan 0,049
L-Valin 0,58
L-Serin 0,095
L-Prolin 0,087
L-Hydroxyprolin 0,038

Die Substanzgruppen 8 (Glutamin); 10 (Hydrocortison) sowie 16 (Streptomycinsulfat,

Penicillin-G) werden erst direkt vor Gebrauch des Kulturmediums hinzugefiigt

(METHODEN; ABSCHNITT 3.2.1.).
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3.1.2. Chemikalien fiir biochemische und molekularbiologische Untersuchungen

Die folgenden Substanzen entsprechen, wenn nicht anders vermerkt der Qualitét "p.a."

(analytischer Grad).

Acrylamid Serva
Agarose; Elektrophorese-Grad Gibco BRL
Ammoniumpersulfat Serva
Ammoniumsulfat Serva
Angiotensin 11 Sigma-Aldrich
Aprotinin Sigma-Aldrich
Aqua-Phenol (pH 4,5) Roth
Bisacrylamid Serva
Borsédure Roth
Bromphenolblau Ferak

BSA, lyophil. Serva

BSA, lyophil., fettfrei (Standard fiir Lowry) Sigma
BSA-Proteinstandard (fiir Bradford; Mikrotiter-Lowry Biorad

cAMP Merck
[*H]-cAMP Amersham
Chloroform-Isoamylalkohol (49:1) Fluka

Complete (Protease Inhibitor Cocktail)

Boehringer Mannheim

Diethylether Fischer
Dinatriumcarbonat Roth
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat Roth
Dithiothreitol Boehringer Mannheim
EDTA Roth

EGTA Schuchard
Essigsdure Merck
Ethanol 96% Merck
Ethidiumbromid Roth

Ficoll Serva

Folin & Ciocalteus-Phenol-Reagenz Sigma
Glycerophosphat Sigma-Aldrich
Glycin Roth

Glyzerin Roth
Guanidinthiocyanat Serva

HEPES Serva
Isopropanol Roth
(-)-Isoproterenol Sigma-Aldrich
Kaliumchlorid Merck
Kaliumdihydrogenphosphat Sigma-Aldrich
Kalium-Natrium-Tartrat Merck

KSCN Merk
Kupfersulfat Syskem
Losartan Dupont
Magermilchpulver Gliicksklee
Magnesiumchlorid Roth
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B-Mercaptoethanol
Methanol

Nariumfluorid
Natriumacetat

Natriumazid
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
Natriumhydroxid
Natrium-Orthovanadat
Natriumpyrophosphat
N-Laurocylsarcosine

NP40
Phosphatase-Inhibitor Cocktail
PMSF

Ponceau S

Protein A-Sepharose
Roti-Phenol (Tris-gesattigt)
Rotiphorese Gel

Salzsdure

SDS

Szintillator

TEMED

Trichloressigsdure

Tris

Triton X-100

Tween-20

Ziegenserum

Zitronensdure (Natriumsalz)

Serva

Merck

Roth

Roth

Roth

Merck

Roth

Roth
Sigma-Aldrich
Walter AG
Sigma-Aldrich
Fluka
Sigma-Aldrich
Serva

Serva
Amersham
Roth

Roth

Merck

Serva

Packard
Merck

Merck

Roth

Boehringer Mannheim

Serva
Sigma
Serva

3.1.3. Enzyme fiir molekularbiologische Untersuchungen

DNA Polymerase (GoldStar DNA Polymerase red-Kit)

DNase I
RNAguard (RNase-Inhibitor)
Superscript II RT

3.1.4. Reaktionskits

Bio-Rad Protein Assay Kit

Bio-Rad DC Protein Assay Kit

ECL ™ (Western Blotting Detektions Reagenz)
GoldStar DNA Polymerase red-Kit

RNeasy Mini Kit

T4-Polynukleotid-Kinase-Kit

RiboQuant® In Vitro Transcription Kit
RiboQuant® RPA Kit

Eurogentec
Pharmacia
Pharmacia
Gibco BRL

Bio-Rad
Bio-Rad
Amersham
Eurogentec
Qiagen
Stratagene
Pharmingen
Pharmingen
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3.1.5. PCR-Oligonukleotidprimer

Tabelle 3.1.5.-1 Primerpaare (Biotez)

Primer Richtung / Sequenz / Produktlinge Accession-

(HPLC- Nr.

gereinigt) bzw.
Referenz

CSQ f 5'TGTGATGGTGGATTCAAGGAAAG 3" 757 bp | U33287

Ratte r 5'CCAGACACTGTCAGCATCGGTTAC 3'

B-Aktin | 5'AAGGATTCCTATGTGGGC 3' 522 bp | Haywood et

Mensch |r 5'CATCTCTTGCTCGAAGTC 3' al., 1997

AT, f 5'CACCTATGTAAGATCGCTTC 3' 444 bp |Heymes et al.,

Ratte r 5'GCACAATCGCCATAATTATCC3' 1998

AT, f 5' ACCCTTCCGATAGGGCTG 3' 430 bp [NMO009585

Mensch |r 5'TTGTTGAAAGGTTTGAGTGGG 3'

ATia f 5'GCACACTGGCAATGTAATGC 3' 385 bp | Kitami et al.,

Ratte r 5'GTTGAACAGAACAAGTGACC3' 1992

ATip f 5' GCCTGCAAGTGAAGTGATTT 3 204 bp | Kitami et al.,

Ratte r 5'TTTAACAGTGGCTTTGCTCC 3' 1992

3.1.6. Antikorper

Tabelle 3.1.6.-1 Priméire Antikérper

Antigen Wirt Klonalitit | Spezifitit Hersteller

AT;- Kaninchen |polyklonal |Human, Maus, Ratte |Santa Cruz

Rezeptor

IgGl Maus monoklonal | Human, Fc-Teil Serotec

1gG2 Maus monoklonal |Human, Fab-Teil Serotec

IgG3 Maus monoklonal | Human, Serotec

Hinge-Region

1gG4 Maus monoklonal | Human, Fc-Teil Serotec

IgG Ziege polyklonal | Maus Sifin

NFkB p65 |Kaninchen |polyklonal |Human, Maus, Ratte | Santa Cruz

Tabelle 3.1.6.-2 Sekundiire Antikorper

Konjugat Wirt Antigen Spezifitit Hersteller

POD Esel Kaninchen |H+L-Kette Dianova
IgG Kaninchen-IgG

POD Ziege Maus polyvalent Sigma
IgG,AM

Fluorescin | Ziege Kaninchen |H+L-Kette Dianova

(DTAF) IgG Kaninchen-IgG
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3.2. Methoden

3.2.1. Gewinnung und Kultivierung neonataler Rattenherzzellen

PBS (Ca*'-, Mg*'-frei, pH 7.5):
120mM NaCl, 4,6mM KCl, 0,4mM KH,PO,4, 0,4mM Na,HPO,, 25mM NaHCO;,
5,5mM Glukose

PBS-Antibiotika:
0,1% (w/v) Streptomycin, Penicillin (100.000E./100ml) in PBS

Trypsinlosung:
0,2% (w/v) Trypsin in PBS

SM20-1, komplett:
SM20-1 +10% (v/v) inaktiviertes neonatales Kélberserum, 2mM Glutamin, 0,002mM
FUDR, 0,002mM Hydrocortison, 0,01% (w/v) Streptomycin, 100.000E./l Penicillin

Protokoll I: alleemeines Verfahren

Zur Gewinnung der neonatalen Rattenherzzellen wurden Sprague-Dawley Ratten im
Alter von 1-3 Tagen verwendet. Alle Arbeitsschritte wurden unter sterilen Bedingungen
durchgefiihrt. Die Tiere wurden durch zervikale Dislokation getotet, mit sterilem
Zellstoff und 70%igem Ethanol gereinigt. AnschlieBend wurde der Thorax gedftnet, die
Herzen entnommen und diese in einer Petrischale mit PBS : PBS-Antibiotika (1:1)
gesammelt. Nach dem Abtrennen der Atrien, wurden die Ventrikel grob zerkleinert und
zur Trypsinierung in einen Erlenmeyerkolben iiberfithrt. Die Ventrikelfragmente
wurden mit PBS : PBS-Antibiotika (1:1) und anschlieBend mit PBS gewaschen. Die 1.
Trypsinierungsfraktion (mit 0,2%iger Trypsinlosung, 3min, bei 37°C im Wasserbad)
wurde verworfen. Die Trypsinierung erfolgte in mehreren Schritten (jeweils mit
0,2%iger Trypsinlosung, 10min, bei 37°C im Wasserbad) bis zum volligen Aufschluss
der Ventrikelfragmente. Die Enzymaktivitit wurde gestoppt, indem der Uberstand in
einen vorgekiihlten Zentrifugenbecher mit eiskaltem NKS pipettiert wurde.
AnschlieBend wurden die Zellen sedimentiert (6-8min, bei 900 rpm, Tischzentrifuge
MLW T 52.1., VEB MLW), die Pellets der verschiedenen Fraktionen in purem SM20-I :
NKS (1:1) resuspendiert und vereinigt. Nach einer erneuten Zentrifugation (6-8min, bei
900 rpm, Tischzentrifuge MLW T 52.1., VEB MLW), wurde das Zellsediment in
komplettem SM20-I resuspendiert und die Zellzahl in einer Fuchs-Rosenthal-Kammer

bestimmt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in komplettem SM20-1 den 1. Tag
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stationdr und anschlieBend auf einer Rockerapparatur bei 37°C. Nach 24h und 72h
wurde das komplette Kulturmedium erneuert. Nach 3-4 Tagen wurden die Zellen in den

Bioassay oder nach 4 Tagen fiir die biochemischen Untersuchungen eingesetzt.

Tabelle 3.2.1.-1 Ubersicht iiber die fiir die verschiedenen Versuche notige eingesiite Zellzahl

Einsaat durchzufiihrende Versuche

1,4 Mio. Zellen / 12,5cm*-Kulturflasche e Bioassay

2,0 Mio. Zellen / 12,5cm’-Kulturflasche e Langzeitbehandlung / Proteinexpression

e Quantitative cAMP-Bestimmung
o EMSA / AP-1-Aktivierung

5,0 Mio. Zellen / 25 cm’-Kulturflasche e Langzeitbehandlung / mRNA-Expression
e Versuche zu den AT;-Rezeptorsubklassen
80.000 Zellen / O,5cm2-Deckgléischen e Immunfluoreszenz / NFxB-Shift

Protokoll II: Besonderheiten bei der Gewinnung von NMZ

SM20-1, komplett / ohne FUDR:
SM20-1 +10% (v/v) inaktiviertes neonatales Kélberserum, 2mM Glutamin, 0,002mM
Hydrocortison, 0,01% (w/v) Streptomycin, 100.000E./1 Penicillin

Die Isolierung der Rattenherzzellen erfolgte zunichst wie in Protokoll I fiir das
allgemeine Verfahren beschrieben. Nachdem die Zellzahl in einer Fuchs-Rosenthal-
Kammer bestimmt wurde, wurden die Rattenherzzellen in 75cm?’-Kulturflaschen
eingesit. Nach 1-2h bei 37°C wurde der Uberstand abgenommen und als angereicherte
Myozyten-Fraktion weiter kultiviert. Der in der Kulturflasche verbleibende Zellrasen
(Nicht-Myozyten) wurde mit SM20-I (komplett / ohne FUDR) weiter kultiviert. Nach
24h wurde der Zellrasen 2-mal mit PBS gewaschen und die Zellen durch Trypsinierung
(0,2% Trypsinlosung) aus der Kulturflasche geldst. Nach der Zugabe von 5ml SM20-1
(komplett / ohne FUDR) wurde die Suspension vollstidndig in ein Zentrifugenrohrchen
tiberfiihrt und 6-8min bei 900 rpm (Tischzentrifuge MLW T 52.1., VEB MLW)
pelletiert. In SM20-I (komplett / ohne FUDR) resuspendiert, wurden die Nicht-

Myozyten in 75cm?-Kulturflaschen aufgeteilt und bis zur Konfluenz kultiviert.
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Tabelle 3.2.1.-2 Art der Kultivierung / durchzufiihrende Versuche

Kultivierungsart durchzufiihrende Versuche
konfluent gewachsene Zellkultur / e RPA/ECM
75cm’ Zellkulturflasche

3.2.2. Gewinnung und Kultivierung adulter NMZ der Ratte

Krebs-Henseleit-Medium (KHM; Ca*'-frei, pH 7.4):

127mM NaCl, 4,6mM KCl, 25mM NaHCOs3, 1,1mM MgSOs, 1,2 mM KH,PO4, 8,3mM
Glukose, 2mM Pyruvat, 10mM Kreatin, 20mM Taurin, SmM Ribose, 10uM Adenin,
100uM Allopurinol

Krebs-Henseleit-Medium (KHM; Ca*'-haltig, pH 7.4):

127mM NaCl, 4,6mM KCI, 1,7mM CaCl,, 25mM NaHCOs, 1,ImM MgSOQOy, 1,2 mM
KH,POy4, 8,3mM Glukose, 2mM Pyruvat, 10mM Kreatin, 20mM Taurin, SmM Ribose,
10uM Adenin, 100uM Allopurinol

Earl-Salz:
2,34M NaCl, 108mM KCI, 16mM MgSOy4, 20mM NaH,POy4, 110mM Glukose

HEPES-Lo6sung (pH 7.2):
500mM HEPES, 2% (w/v) Albumin

Percoll 18:
18 Teile Percoll, 1 Teil Earl-Salz, 1 Teil HEPES-Losung

HEPES-Earl-Salz-Medium (HES; pH 7.4):
117mM NacCl, 5,4mM KCI, 0,8mM MgSOQOy4, 5,5mM Glukose, 25mM HEPES

DMEM komplett (ad 500ml):

DMEM + 20% (v/v) inaktiviertes fetales Kilberserum, Sml Gentamycin (10mg/ml),
5ml N-Acetyl-L-Alanyl-Glutamin (200mM), Sml NEA (100-fach), 5ml Natriumpyruvat
(100mM), 0,01% (w/v) Streptomycin, 100.000E./1 Penicillin

PBS (Ca*’-, Mg*"-frei, pH 7.5):
120mM NaCl, 4,6mM KCI, 0,4mM KH,PO,, 0,4mM Na,HPO,;, 25mM NaHCO;,
5,5mM Glukose

Fiir den Versuch wurde 1 Ratte (250-300g, Wistar) mit Ether anésthesiert. Das Herz
wurde schonend exzidiert, mit 0,9% (w/v) NaCl gespiilt, ziigig an einen modifizierten
Langendorff Perfusions-Apparat befestigt und 5min mit Ca*"-haltigem KHM anhaltend
mit 95% O, / 5% CO, bei 37°C und 75mbar begast, perfundiert. Dann wurde weitere
5min mit Ca*"-freiem KHM und anschlieBend 25min mit recirculierendem KHM mit

160U/ml Kollagenase (Worthington), 0,12%0 (w/v) Dispase (Grad I, Boehringer
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Mannheim), 0,27% (w/v) Fett-freiem Albumin und 50uM Ca** perfundiert. Wéhrend
dieser Zeit wurde der Druck Schritt fiir Schritt auf 30mbar reduziert. Danach wurde das
Herz von der Perfusions-Apparatur genommen, die Ventrikel in ca. 3mm® groBe Stiicke
zerkleinert und unter anhaltender Begasung weitere 10min bis zur vollstindigen
Dissoziation der Zellen inkubiert. Die Zellsuspension wurde durch ein Nylonnetz
(Maschenweite 200um) filtriert. AnschlieBend wurde das Filtrat iiber einen linearen
Percoll-Gradienten in einer Biihler-Zentrifuge (E. Biihler GmbH) zentrifugiert. Der
lineare Percoll-Gradient wurde aus Percoll 18 gemischt mit HEPES Earl-Salz Medium
(HES) aufgebaut und iiberspannt einen Dichtebereich von 1,05g/ml (ohne Ca®") bis
1,07g/ml (mit 1,7mM Ca®"). Die Zellsuspension (10-11ml) wurde mit 8ml Percoll 18
gemischt und bei 500rpm langsam auf den Gradienten aufgetragen. Anschliefend wurde
10min bei 1000rpm und 20min bei 2500rpm zentrifugiert. Die Nicht-Myozyten wurden
unter mikroskopischer Kontrolle aus dem oberen Teil des Gradienten isoliert, 2-mal mit
einem 4-fachen Volumen HES (Zentrifugation fiir 2min bei 25g) gewaschen. Zur
Kultivierung wurden die Nicht-Myozyten in DMEM komplett resuspendiert. Nach 24h
wurde der Zellrasen 2-mal mit PBS gewaschen und die Zellen durch Trypsinierung
(0,2% Trypsinlosung) aus der Kulturflasche geldst. Nach der Zugabe von 5ml DMEM
komplett wurde die Suspension vollstdndig in ein Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt und 6-
8min bei 900 rpm (Tischzentrifuge MLW T 52.1., VEB MLW) pelletiert. In DMEM
komplett resuspendiert, wurden die Nicht-Myozyten in 75cm*-Kulturflaschen aufgeteilt

und bis zur Konfluenz im CO,-Inkubator (Heraeus) bei 37°C kultiviert.

Tabelle 3.2.2.-1 Art der Kultivierung / durchzufiihrende Versuche

Kultivierungsart durchzufiihrende Versuche
konfluent gewachsene Zellkultur / e RPA/ECM
75cm’ Zellkulturflasche
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3.2.3. Kultivierung von CHO-AT;-Zellen

Dulbecco's MEM / Nut mix F-12, komplett (ad 500ml):

DMEM / F-12 + 10% (v/v) inaktiviertes fetales Kélberserum, 10ml Geniticin (50mg/ml
aktives Geniticin), 10ml L-Glutamin (200mM), 5ml Penicillin / Streptomycin
(5000U/ml Penicillin-G / 5000mg/ml Streptomycinsulfat), 7ml Natriumpyruvat
(100mM), 10ml Natriumbikarbonat (7,5%), 10ml HEPES (1M)

PBS (Ca*’-, Mg*"-frei, pH 7.5):
120mM NaCl, 4,6mM KCI, 0,4mM KH,PO4, 0,4mM Na,HPO,, 25mM NaHCO;,
5,5mM Glukose

Material:
o transfizierte CHO-Zellen (Conchon et al., 1997)

Die CHO-AT;-Zellen, die uns freundlicherweise von Dr. E. Clauser (Paris) zur
Verfiigung gestellt wurden, wurden wie nachfolgend beschrieben in Kultur genommen
und weiter kultiviert. Die in fliissigem Stickstoff aufbewahrten Zellen wurden langsam
im Wasserbad auf 37°C erwirmt. Die Zellsuspension wurde mit dem 5-fachen Volumen
komplettem DMEM / F-12 in ein Zentrifugenrohrchen tiberfiihrt und 3min bei 800 rpm
und Raumtemperatur zentrifugiert (Tischzentrifuge MLW T 52.1., VEB MLW). Der
Uberstand wurde verworfen. Das Sediment wurde in frischem kompletten DMEM / F-
12 aufgenommen und in 12,5cm*-Zellkulturflaschen im CO,-Inkubator (Heraeus) bei
37°C kultiviert. Die bis zur Konfluenz heran gewachsenen CHO-AT;-Zellkulturen
wurden 2-mal mit Sml PBS gespiilt und anschlieBend bei Raumtemperatur mit Sml
Ablosepuffer (Gibco BRL) bis zum Ablosen der Zellen von den Zellkulturflaschen
inkubiert. Nach der Zugabe von 5ml komplettem DMEM / F-12 wurde die Suspension
vollstindig in ein Zentrifugenréhrchen iiberfiihrt und 3min bei 1300 rpm (Labofuge
400e, Heraeus) zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Die Zellen im Sediment
wurden mit frischem kompletten DMEM / F-12 aufgenommen und auf 0,5cm’-
Deckgldschen in 24 Well-Platten (Nunc) oder zur Weiterfiihrung der Zellkultur in
25cm*-Zellkulturflaschen im CO,-Inkubator (Heraeus) bei 37°C kultiviert. Die

Deckglaskulturen wurden nach 2 oder 3 Tagen in die Versuche eingesetzt.

Tabelle 3.2.3.-1 Art der Kultivierung / durchzufiihrende Versuche

Kultivierungsart durchzufiihrende Versuche

subkonfluent gewachsene Zellkultur /|e Immunfluoreszenz / NFxB-Shift
O,Ssz—Deckgléischen
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3.2.4. Priaparation von Immunglobulinen -Ammoniumsulfatfillung-

kalt gesittiete Ammoniumsulfat-Losung
Ammoniumsulfat in Aqua bidest.

NaClI-PBS (pH 7.2):
154mM NaCl, 10mM Phosphatpufter (Na,HPO4-2H,0, NaH,PO4-H,0)

Aus Iml Patientenserum wurden die Immunglobuline durch die Ammoniumsulfat-
Losung mit einer Endsittigung von 40% prézipitiert. Nach 12h bei 4°C wurden die
Proben 7min bei 4000rpm und 4°C zentrifugiert (Biofuge fresco, Heraeus). Die
Prazipitate wurden in 1ml NaCl-PBS aufgenommen und mit Iml der geséttigten
Ammoniumsulfat-Losung wiederholt gefillt. Die Zentrifugation erfolgte fiir 7min bei
4000rpm und 4°C (Biofuge fresco, Heraeus). Nach insgesamt zweimaliger
Wiederholung der Waschprozedur wurden die gefédllten Immunglobuline in 660ul
NaCl-PBS gelost und gegen 1 Liter (bei 10 Proben) NaCI-PBS 48h bei 4°C dialysiert.

Dabei wurde der Dialysepuffer mindestens 5-mal erneuert.

3.2.5. Affinitatschromatographische Reinigung von Immunglobulinen

NaCl-PBS (pH 7.2):
154mM NaCl, 10mM Phosphatpuffer (Na,HPO4-2H,0, NaH,PO4-H,0)

Losung zum Eluieren:
3M KSCN in Aqua bidest.

Zuerst wurde die Peptid-Sepharose-Sdule (AT;-Rezeptor, 2. extrazelluldre Schleife,
Affina) mit NaCl-PBS gespiilt. Je nach GroBe der Sdulen wurden unterschiedliche
Volumina regenerierter Immunglobuline, die zuvor aus den Patientenseren gewonnen
wurden (METHODEN; ABSCHNITT 3.2.4.) eingesetzt und 30min bei 4°C auf der Séule
inkubiert. Nach einem Waschschritt mit 3 x 10ml NaCl-PBS, wurden die spezifisch
gebundenen Antikorper mit einer 3M KSCN-Losung eluiert. Anschliefend wurden die
Eluate gegen 1 Liter (bei 10 Proben) NaCl-PBS 48h bei 4°C dialysiert. Dabei wurde der

Dialysepuffer mindestens 5-mal erneuert.
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3.2.6. Priparation von gesamt-RNA

3.2.6.1. RNA-Isolierung -Protokoll Fa. Qiagen-

NaClI-PBS (pH 7.2):
154mM NaCl, 10mM Phosphatpufter (Na,HPO4-2H,0, NaH,PO4-H,0)

Material:
e kultivierte neonatale Rattenherzzellen (Langzeitbehandlung)

Neonatale Rattenherzzellen wurden 4 Tage kultiviert und dabei 72h mit Angiotensin II
(1uM) bzw. mit AT;-AAK (Verdiinnung 1:40; affinitdtschromatographisch gereinigt)
bei 37°C inkubiert. Zur Untersuchung des Einflusses der Kulturbedingungen wurden
die Zellen entweder in SM20-I mit (+) 10%NKS oder in SM20-I ohne (-) NKS bzw. in
SM20-I ohne (-) NKS aber mit (+) 0,2%BSA kultiviert. Jeweils unbehandelte Zellen
dienen als Kontrolle.

Die RNA-Isolierung erfolgte mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen). Die behandelten
Zellkulturen wurden 2-3-mal mit eiskalter NaCI-PBS (pH 7,2) gewaschen. Die gesamt-
RNA wurde gemdll dem Protokoll zur Isolierung der gesamt-RNA tierischer Zellen der
Fa. Qiagen (RNeasy Mini Handbook 05/99) an die RNeasy spin Sdule gebunden,
gewaschen und abschlieBend mit 30ul RNAse-freiem Aqua bidest. eluiert. Die

Zentrifugationsschritte wurden mit der Minizentrifuge (Costar) durchgefiihrt.

3.2.6.2. RNA-Isolierung -GTC-Methode-

NaCl-PBS (pH 7.2):
154mM NaCl, 10mM Phosphatpuftfer (Na,HPO4-2H,0, NaH,PO4-H,0)

GTC-Losung "
4M  Guanidinthiocyanat, 25mM Zitronensdure (Na-Salz), 0,5% (v/v) N-
Laurocylsarcosine, 0,1M B-Mercaptoethanol

Natriumacetat-Losung (pH 4.7 Essigsdure):
3M Natriumacetat in Aqua bidest.

Material:
¢ humanes Plazentagewebe
e adulte und neonatale Nicht-Myozyten (NMZ) der Ratte
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Protokoll I: Gewebe

100-400pg Plazentagewebe wurden mit 500ul GTC-Losung” 3 x 10s bei 20000rpm mit
dem Ultraturrax (T5 FU/M, Jahnke & Kunkel) homogenisiert. Das Lysat wurde in ein
neues 1,5ml Reaktionsgefdll iiberfiihrt und mit 50ul 3M Natriumacetat (pH 4,7)
gemischt. Die sich anschlieBende Phenol/Chloroform-Féllung erfolgte durch eine 15
miniitige Inkubationszeit mit 550ul Aqua-Roti-Phenol (pH 4,5, wassergesittigt, Roth)
und 200ul Chloroform-Isoamylalkohol (49:1, Fluka) bei 4°C. Die Probe wurde 20min
bei 13000rpm und 4°C zentrifugiert (Microfuge, Eppendorf). Die obere wissrige Phase
wurde in ein neues 1,5ml Reaktionsgefdl} iiberfithrt und mit 550pul kaltem Isopropanol
gemischt. Die Fillung der RNA erfolgte fiir mindestens 30min bei -80°C. Anschlieend
wurde erneut bei 13000rpm und 4°C mindestens 15min zentrifugiert (Microfuge,
Eppendorf) und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 300ul GTC-Lésung”
resuspendiert. Nach der Zugabe von 300ul kaltem Isopropanol wurde die RNA
mindestens 30min bei -80°C erneut gefdllt und anschlieBend 10min bei 13000rpm und
4°C zentrifugiert (Microfuge, Eppendorf). Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet mit einem groBen Volumen 70%igem Ethanol gewaschen. Dazu wurde das Pellet
in Ethanol 10-15min bei Raumtemperatur mehrmals durch Inversion bewegt und
anschlieBend 5Smin bei 13000rpm und 4°C zentrifugiert (Microfuge, Eppendorf).
AbschlieBend wurde das Pellet getrocknet und in 83,5ul sterilem, RNAse-freiem Aqua

bidest. (Qiagen) aufgenommen.

Protokoll II: Zellkultur

Die Kulturen adulter und neonataler NMZ wurden nach der erfolgten Behandlung 1-2-
mal mit eiskalter NaCI-PBS (pH 7,2) gewaschen und anschlieBend mit 4ml GTC-
Losung” abgeldst. Das erhaltene Lysat wurde in ein 15ml ReaktionsgefaB iiberfiihrt und
nacheinander mit 400ul 3M Natriumacetat (pH 4,7), mit 4ml Aqua-Roti-Phenol (pH
4,5, wassergesittigt, Roth) und mit 800ul Chloroform-Isoamylalkohol (49:1, Fluka)
gemischt. Die Inkubation erfolgte 15min bei Raumtemperatur. Anschliefend wurde die
Probe 15min bei 10000g und Raumtemperatur zentrifugiert. Die obere wéssrige Phase
wurde in ein neues 15ml Reaktionsgefd3 {iberfiihrt und mit 4ml kaltem Isopropanol
gemischt. Die Fillung der RNA erfolgte fiir mindestens 30min bei -80°C. Anschlieend
wurde bei 10000g und 4°C mindestens 15min zentrifugiert und der Uberstand
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verworfen. Das Pellet wurde in 450ul GTC-Loésung’ resuspendiert, in ein 1,5ml
Reaktionsgefdl3 liberfiihrt und danach mit 450ul kaltem Isopropanol versetzt. Die
Féllung der RNA erfolgte erneut fiir mindestens 30min bei -80°C. Anschliefend wurde
bei 10000g und 4°C mindestens 10min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das
Pellet wurde 2-mal mit 500ul 75%igem Ethanol gewaschen und dann bei 55°C
getrocknet. Abschliefend wurde das Pellet in 30ul sterilem, RN Ase-freiem Aqua bidest.

(Qiagen) aufgenommen.

3.2.7. DNAse-Behandlung und RNA-Reinigung

DNAse [-Puffer (10x, pH 7.5):
400mM Tris, 60mM Magnesiumchlorid

Um eine durch DNA hervorgerufene Verunreinigung der RNA auszuschlieen, wurde
die Probe einer DNAse-Behandlung unterzogen. Der 100ul Reaktionsansatz, der die
geloste RNA, 10x DNAse I-Puffer sowie 1/10 Volumen DNase I (Pharmacia) enthilt,
wurde 10min bei 37°C im Thermomixer comfort (Eppendorf) inkubiert. Die
anschlieBende Reinigung der RNA erfolgte in Anlehnung an das entsprechende
Protokoll mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen). Die RNA wurde an die RNeasy spin
Séule gebunden, gewaschen und abschliefend mit 30ul RNAse-freiem Aqua bidest.
(Qiagen) eluiert.

Die RNA-Konzentration [pg/ul] der Proben wurden durch die Messung der Extinktion
bei der Wellenldnge A=260nm und die Reinheit der Probe durch Differenzmessung bei
den Wellenldnge A=260nm und A=280nm bestimmt (RNA-DNA-Calculator "Gene
Quant", Pharmacia). Ein Verhiltnis (Extinktion bei A=260nm / Extinktion bei

A=280nm) von 1,6-1,8 war die Voraussetzung fiir weitere Arbeiten.

3.2.8. Semiquantitative Single-Step RT-PCR

3.2.8.1. Erststrang-cDNA-Synthese durch Reverse Transkription (RT)

Zur Uberpriifung der Reinheit der Proben nach dem DNAse-Verdau wurde zunichst die
RT ohne das Enzym Reverse Transkriptase (Superscript II Reverse Transkriptase,
200U/ul, Gibco BRL) durchgefiihrt. Der Reaktionsansatz (20ul) setzt sich aus lug
gesamt-RNA, 2ul PCR-Puffer (10x, Eurogentec), 5,33ul ANTP-Mix (je 2,5mM dATP,



3 MATERIAL UND METHODEN 39

dCTP, dGTP, dTTP, Gibco BRL), 1,6ul MgCl, (25mM, Eurogentec), 0,511 RNAguard
(37,7U/ul, Pharmacia), 0,5u1 Hexanukleotidmix (10x, Boehringer Mannheim)
zusammen. Die RNA wurde zunéchst 1,5min bei 95°C denaturiert, anschlieend sofort
und bis zur Zugabe des bereiteten Pramixes der anderen Substanzen auf Eis gestellt.
Nach 10 miniitiger Inkubation des kompletten Reaktionsansatzes bei Raumtemperatur
erfolgte die Reverse Transkription weitere 60min bei 42°C (Thermomixer comfort,
Eppendorf). Mit diesem Ansatz wurde anschlieBend unter Verwendung der Primer fiir
den externen Standard (humane Plazenta — B-Aktin bzw. neonatale Rattenherzzellen
— CSQ) die PCR (MATERIAL UND METHODEN, ABSCHNITT 3.2.8.2.) durchgefiihrt.
Konnten nach dem Auftrennen der PCR-Produkte im Agarosegel (MATERIAL UND
METHODEN, ABSCHNITT 3.2.9.) keine Signale detektiert werden, wurde mit der gesamt-
RNA die Erststrang-cDNA-Synthese durchgefiihrt.

Der Reaktionsansatz (60ul) setzt sich aus 3-6ug gesamt-RNA, 6ul PCR-Puffer (10x,
Eurogentec), 16ul dNTP-Mix (je 2,5mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP, Gibco BRL),
4,8ul MgCl, (25mM, Eurogentec), 1,511 RNAguard (37,7U/ul, Pharmacia), 1,5ul
Hexanukleotidmix (10x, Boehringer Mannheim) sowie 3ul Superscript II Reverse
Transkriptase (200U/ul, Gibco BRL) zusammen. Die Denaturierung der RNA erfolgte
1,5min bei 95°C. Die Probe wurde bis zur Zugabe des bereiteten Pramixes der anderen
Substanzen auf Eis gehalten. Nach 10 miniitiger Inkubation des kompletten
Reaktionsansatzes bei Raumtemperatur erfolgt die Reverse Transkription weitere 60min

bei 42°C (Thermomixer comfort, Eppendorf).

3.2.8.2. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR wurde mit 250ng cDNA bzw. RNA, im Falle der RT-Reinheitskontrolle, in
einem Endvolumen von 50ul durchgefiihrt. Die Volumina der Template-cDNA und des
Aqua bidest. sind variabel und richten sich nach dem RT-Ansatz. Aufgrund der
Mitfiihrung von 10-fach PCR-Puffer, AINTP-Mix und MgCl, aus dem RT-Ansatz in die
PCR ist der PCR-Pramix entsprechend der geforderten Konzentrationen der Reagenzien
im PCR-Reaktionsansatz berilicksichtigend zu kalkulieren. Entsprechen z.B. 250ng
cDNA 5ul RT-Ansatz wurde die PCR mit 4,5ul PCR-Puffer (10x, Eurogentec), 0,7ul
dNTP-Mix (je 2,5mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP, Gibco BRL), 3,6ul MgCl, (25mM,
Eurogentec), je 25pmol f- und r-Primer und 0,1ul DNA-Polymerase (Goldstar red,

5U/ul, Eurogentec) angesetzt. Nach einer einleitenden Denaturierungsphase (3min bei
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95°C) wurde die Zyklisierung der PCR, wie in der nachfolgenden Tabelle (3.2.8.2.-1)
fir die verwendeten Primerpaare aufgelistet, mit Hilfe des TRIO Thermocyclers
(Biometra) durchgefiihrt. Nach einem abschlieBenden Elongationsschritt (10min bei
72°C) wurden die Proben bis zur elektrophoretischen Auftrennung der Amplifikate bei -

20°C gelagert.

Tabelle 3.2.8.2.-1 Zykler-Programme fiir die eingesetzten Primerpaaren

Primer PCR Modus Zyklenzahl
CSQ Ratte Denaturierung: 60s 94°C
(externer Primer Anlagerung: |[60s 55°C 19
Standard) Elongation: 60s 72°C
B-Aktin Mensch 60s 94°C
(externer " 60s 50°C 29
Standard) 60s 72°C
AT, Ratte 60s 94°C
" 60s 54°C 27
60s 72°C
AT, Mensch 60s 94°C
" 60s 54°C 28
60s 72°C
AT]A/B Ratte 60 s 94°C
" 60s 58°C 26
60s 72°C

Der Angabe der zu durchlaufenen Zyklen liegen Versuche zur Abhidngigkeit der
Amplifikatmenge von der Anzahl der PCR-Zyklen zu Grunde. Es wurden Zyklenzahlen
gewdhlt, die eine ausreichende, noch exponentielle Amplifizierung des Produktes

gewahrleisten.
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3.2.9. Elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte in Agarosegelen

TAE-Puffer (10x, pH 7.7 Essigsdure):
400mM Tris, 10mM EDTA

Auftragepuffer:
2 Volumen 1xTAE, 1 Volumen Glycerin, Bromphenolblau

Zur Herstellung eines 2%igen Agarosegeles wurden Agarose und 1x TAE-Puffer in der
Mikrowelle zum Kochen gebracht. AnschlieBend wurden 4pl Ethidiumbromid-Losung
(10mg/ml, Roth) je 100ml-Ansatz hinzugegeben. Zur Auftragung der Proben auf das
Agarosegel wurden 8ul Probe mit 2ul Auftragepuffer gemischt. Zur Kontrolle der
GroBe der PCR-Produkte wurde der Ready-Load 100bp Standard (Gibco BRL)
eingesetzt. Die Elektrophorese wurde zundchst mit 1x TAE-Puffer bei 30V
(Einlaufphase) und spéter bei 70-100V durchgefiihrt (Agarosegel Maxi-Gelapparatur,
Standard Power Pac P25, Biometra). Die densitometrische Auswertung der Agarosegele
erfolgte nach Sichtbarmachen der DNA-Banden im UV-Licht mit Hilfe des PCBas
Systems (raytest Isotopenmessgerdite GmbH). Die spezifischen PCR-Produkte wurden

auf den extern mitgefiihrten Standard normiert.

3.2.10. Ribonuclease protection assay (RPA)

Der RPA wurde in den Laboren des Carl-Ludwig-Institutes fiir Physiologie der
Universitit Leipzig, Arbeitsgruppe Prof. H.G. Zimmer mit freundlicher Unterstiitzung
von Dr. W. Briest durchgefiihrt. Das verwendete Sondenset (rECM-3) wurde von Dr.
W. Briest selbst hergestellt (siche dazu Briest et al., 2001).

Behandlung der adulten und neonatalen Nicht-Mvyozyten (NMZ) der Ratte

Adulte NMZ wurden bis zur Konfluenz in DMEM (komplett) kultiviert, am
Versuchstag jedoch auf DMEM umgesetzt. Die Zellkulturen wurden 24h mit
Angiotensin II (1uM) oder mit AT;-AAK aus den Seren von Praeklampsie-Patientinnen
(Verdiinnung 1:100 bzw. 1:40; affinititschromatographisch gereinigt) bei 37°C
inkubiert.

Neonatale NMZ wurden bis zur Konfluenz in SM20-1 (komplett / ohne FUDR)
kultiviert, am Versuchstag jedoch auf SM20-I (-NKS / ohne FUDR) umgesetzt. Die
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Zellkulturen wurden 24h bzw. 48h mit AT;-AAK aus den Seren von Prieklampsie-
Patientinnen (Verdiinnung 1:40; affinitdtschromatographisch gereinigt) bei 37°C
inkubiert.

Die anschlieBende RNA-Isolierung erfolgte wie bei MATERIAL UND METHODEN,
ABSCHNITT 3.2.6.2. beschrieben. Bis zur weiteren Verwendung wurden je Probe die

Sug RNA-Aliquots bei -80°C gelagert.

Sondensynthese

[a-*PJUTP (3000Ci/mmol, Amersham)

Ammoniumacetat

GACU-Pool (GTP, ATP, CTP, UTP)
DTT

EDTA RiboQuant® In Vitro Transcription Kit
Hefe tRNA (Pharmingen)

RNase-free Dnase
RNAsin

T7 RNA Polymerase
Transkriptionspuffer

Zunichst wurden [a—32P]UTP, GACU-Pool, DTT, 5-fach Transkriptionspuffer und das
RPA-Sondenset (rECM-3 / 990501) auf Raumtemperatur gebracht. Anschlieend

wurden die Reaktionskomponenten in einem 0,5ml Reaktionsgefdl3 wie folgt:

10ul [a-**P] UTP (3000Ci/mmol)

1ul GACU-Pool

2ul DTT

4ul 5-fach Transkriptionspuffer

1ul RPA-template set (tECM-3 / 990501)
1ul RNAsin

1ul T7 RNA Polymerase

zusammen pipettiert und lh bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde die DNase-
Reaktion mit 2ul DNase fiir 30min bei 37°C durchgefiihrt und die erhaltene, markierte
Sonden-RNA aus der Probe isoliert. Dazu wurden je Reaktionsgefdl 26ul 20mM EDTA
zum stoppen der DNase-Reaktion, 25ul Roti-Phenol (Tris-gesittigt, Roth), 25ul
Chloroform-Isoamylalkohol (49:1, Fluka) sowie 2ul Hefe tRNA hinzugegeben. Nach
kraftigem Schiitteln der Probe wurde diese bei 13000rpm (Microfuge, Eppendorf) Smin
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bei Raumtemperatur zentrifugiert. Die obere wissrige Phase wurde in ein neues 0,5ml
Reaktionsgefdl3 tiberfiihrt, 1:1 mit Chloroform-Isoamylalkohol (49:1, Fluka) gemischt
und dann bei 13000rpm (Microfuge, Eppendorf) 2min bei Raumtemperatur
zentrifugiert. Erneut wurde die obere wéssrige Phase abgenommen und in ein neues
1,5ml Reaktionsgefa3 {iberfithrt. Die RNA (Sonden) der Probe wurde durch das
Mischen mit 50ul 4M Ammoniumacetat und 300pu1 eiskaltem 100%igem Ethanol 30min
bei -80°C gefillt und dann bei 13000rpm (Microfuge, Eppendorf) 15min bei 4°C
pelletiert. Einmal mit 100ul eiskaltem 100%igem Ethanol gewaschen und 5-10min
luftgetrocknet, wurde das Pellet in 50ul Hybridisierungspuffer gelost, 2-mal 1pl dieser
Suspension im Counter (Tri-Carb 2100TR, Canberra-Packard) vermessen und die
Radioaktivitdt auf 30000-40000cpm/ul (je Sonde im Set und bei 5ug eingesetzter
Proben-RNA im weiteren Versuch) eingestellt. Bis zur weiteren Verwendung wurde das

Sondenset bei -20°C aufbewahrt.

Hybridisierung / RNase Behandlung / Proteinase K Reaktion / RNA-Reinigung

Ammoniumacetat
Auftragepuffer
Hefe tRNA
Hybridisierungspuffer RiboQuant® RPA Kit
Proteinase K Puffer (Pharmingen)
Proteinase K
RNase A + T1 Mix
RNase Puffer

Zunidchst wurden die 5ug RNA-Aliquots der zu untersuchenden Proben in der
Vakuumzentifuge (Unijet II refrigirated Aspirator, Uniequip) 1h getrocknet und mit 8ul
Hybridisierungspuffer gemischt. Nach vorsichtigem Vortexen (3-4min) wurden zu den
8ul Proben-RNA (5pg) 2ul zuvor bereitetes Sondenset (30000-40000cpm/pl)
hinzugefiigt und die Hybridisierung (4,5min 95°C, 12-16h 56°C) gestartet.
Anschlieffend wurden die Proben der Hybridisierung 15min bei 37°C inkubiert. Der
bereitete RNase-Cocktail (fiir 10 Proben: 1,1ml RNase Puffer, 2,64ul RNase A + T1
Mix) wurde zu je 100ul zu den sich noch bei 37°C befindenden Hybridisierungsproben
gegeben. Die Inkubation erfolgte 45min bei 30°C. Die Komponenten der Proteinase K-
Reaktion wurden 45min vor Gebrauch aufgetaut und der Proteinase K-Cocktail (fiir 20

Proben: 351ul Proteinase K-Puffer, 27ul Proteinase K, 27ul Hefe tRNA) bereitet. Zu
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jeder sich noch im Thermoblock (30°C) befindenden Probe wurden 18ul des Proteinase
K-Cocktails hinzu gegeben. Die Inkubation erfolgte 15min bei 37°C.

Nach erfolgter Inkubation wurden je Reaktionsgefd3 651l Roti-Phenol (Tris-gesittigt,
Roth) und 65ul Chloroform-Isoamylalkohol (49:1, Fluka) hinzu gegeben. Die
Zentrifugation erfolgte bei 13000rpm (Microfuge, Eppendorf) fiir S5min bei
Raumtemperatur. Die obere wéssrige Phase (ca. 145ul) wurde in ein neues 1,5ml
Reaktionsgefd3 tiberfiihrt. Nach der Zugabe von 140ul Ammoniumacetat und 760ul
eiskaltem 100%igem Ethanol wurden die Proben durch Umkehr gemischt, die RNA
30min bei -80°C gefillt und dann bei 13000rpm (Microfuge, Eppendorf) 15min bei 4°C
pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet mit 100ul eiskaltem 90%igem
Ethanol gewaschen und bei 13000rpm (Microfuge, Eppendorf) Smin bei 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet luftgetrocknet sowie
anschlieBend in 5ul 1-fach Auftragepuffer aufgenommen. Nach einer Inkubation Smin

bei 95°C wurden die Proben auf das zuvor bereitete Harnstoffgel aufgetragen.

Gelvorbereitung und -elektrophorese

10-fach TBE-Puffer:
90mM Tris, 90mM Borséure, 0,02mM EDTA (pH 8)

Das Gel wurde aus 48g Harnstoff, 12,5ml Rotigel 40, 10ml 10-fach TBE ad 100ml
Aqua bidest. und 60ul TEMED sowie 600ul 10% (w/v) APS in der Gel-Apparatur
(Biorad) bereitet. Nach einer 1 stiindigen Polymerisation wurden die Geltaschen mit
0,5-fachem TBE gespiilt und eine Vorlaufphase (45min, 40Watt) durchgefiihrt. Die
Taschen wurden erneut mit 0,5-fachem TBE gespiilt. Die zuvor in Auftragepuffer
aufgenommenen Proben und der Marker (2,5ul ungeschiitztes Sondenset, 35ml DEPC-
Aqua bidest.,, 35ul Auftragepuffer) wurden auf das Gel aufgetragen und die
Elektrophorese bei 50 Watt durchgefiihrt. Nach dem Trocknen des Harnstoff-Geles (1h,
80°C; Unigel Dryer 4050, Uniequip) wurden Autoradiographiefilme (X-OMAT-AR-
Filme, 35x43cm, Kodak) in verschiedenen Zeiten exponiert. Die Auswertung der
Autoradiogramme erfolgte mit dem Molekular Imager (BioRad) und der

Normalisierung der Probendaten gegen GAPDH.
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3.2.11. Solubilisierung von Membranrezeptoren

Lysispuffer:
50mM HEPES (pH 7.5), ImM EDTA, 15mM NaCl, 10% (v/v) Glyzerin, 1% (v/v)

Triton X-100, 10mM Natriumpyrophosphat

Lysispuffer komplett:
2ul  Orthovanadat (Natriumsalz, 100mM), Sul Aprotinin (10mg/ml), 10ul PMSF
(100mM), 10ul NaF (1M) ad 1ml Lysispuffer

NaCl-PBS (pH 7.2):
154mM NaCl, 10mM Phosphatpuffer (Na,HPO4-2H,0, NaH,PO4-H,0)

Material:
¢ humane Plazenta
¢ neonatale Rattenherzzellen (Langzeitwirkung)

Protokoll I: Gewebe

Gewebeproben der Plazenta (200-400ug) wurden mit je 1-2ml komplettem Lysispuffer
im Eisbad 3-mal 10s bei 30000 rpm homogenisiert (Ultraturrax TS5 FU/M, Jahnke &
Kunkel) und nach Zugabe von 10ul PMSF (100mM-Stammldsung) 15min auf Eis
inkubiert. Die Zentrifugation (Biofuge fresco, Heraeus) erfolgte 15min bei 14000 rpm
und 4°C. Das resultierende Pellet wurde verworfen und im Uberstand die

Proteinkonzentration bestimmt.

Protokoll II: Zellkultur

Kulturen neonataler Rattenherzzellen wurden zunichst 1 Tag in SM20-I mit (+)
10%NKS kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellkulturen gewaschen und 72h in
SM20-I ohne (-) NKS weiter kultiviert. Wéahrend der 72h wurden die Zellen mit
Angiotensin I (1uM) bzw. mit AT;-AAK (Verdiinnung 1:20, ungereinigt) sowie mit
Losartan (1uM) bei 37°C inkubiert. Unbehandelte Zellkulturen dienen als Kontrolle.
Nach den 72h wurden die Zellkulturen zundchst 2-3-mal mit eiskaltem NaCl-PBS-
Puffer gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen mit 50-100ul komplettem
Lysispuffer im Eisbad geerntet und in ein 1,5ml-Reaktionsgefdl3 iiberfiihrt. Die
Homogenisation der Zellen erfolgte 3-mal 10s mit dem speziell fir 1,5ml-

Reaktionsgefifie angefertigten Handriihrer. Die Proben wurden 15min auf Eis inkubiert
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und anschlieBend 15min bei 14000 rpm und 4°C zentrifugiert (Biofuge fresco,

Heraeus). Das Pellet wurde verworfen und die Proteinmenge im Uberstand bestimmt.

3.2.12. Quantifizierung von gelostem Protein

3.2.12.1. Proteinbestimmung -Bradford-

Material:
e Proben des EMSA (neonatale Rattenherzzellen)

Fiir die Proteinbestimmung im Mikrotiterplattenverfahren nach dem Standardprotokoll
der Fa. Biorad wurden 5-10ul Probe eingesetzt, die mit Aqua bidest. auf ein Volumen
von 800ul ergdnzt wurden. Nach der Zugabe von 200ul Bradford-Reagenz
(unverdiinntes Konzentrat, Biorad) wurden 250ul dieses Gemisches auf die
Mikrotiterplatte libertragen. Parallel zu den Proben wurde eine Proteineichreihe im
Bereich zwischen 5-20upg Protein (BSA-Proteinstandard, Biorad) sowie Puffer- und
Blankkontrollen = mitgefiihrt.  Die  Extinktion = wurde —mit Hilfe des
Mikrotiterplattenreaders (Anthos Labtec instruments) bei einer Wellenldnge A=595nm

bestimmt.

3.2.12.2. Proteinbestimmung -Mikrotiter-Lowry-

Material:
e Homogenate humaner Plazenta
¢ Proben zur Bestimmung der Langzeitwirkung (neonatale Rattenherzzellen)

Die Proteinbestimmung erfolgte mit dem Reaktionskit Biorad DC Protein Assay
(Biorad) und einem BSA-Proteinstandard (Biorad) gemill den Herstellerangaben in
einer Mikrotiterplatte. Die Eichreihe (5-50ug BSA/Well) und die Gewebeproben
wurden in Triplikaten, die Zellkulturproben jedoch aufgrund der geringen Volumina als
Single oder in Duplikaten bestimmt. 1-5pul Probenhomogenat wurden auf 40ul Aqua
bidest. ergénzt und je Well 25ul Losung A' (A' = 1ml Losung A + 20ul Losung S)
hinzugegeben. Nach kurzem Schiitteln der Platte wurden je Well 200ul Losung B
pipettiert und die Platte 15min bei Raumtemperatur auf einem Schiittler (S 411, VEB
MLW) inkubiert. Die Extinktion bei der Wellenldnge A=585nm wurde mit Hilfe des

Mikrotiterplattenreaders (Anthos Labtec instruments) bestimmt.
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3.2.12.3. Proteinbestimmung -Lowry-

Alkalische [osung:
100ml Dinatriumcarbonat (2% (w/v) in 0,1N Natriumhydroxid), 1ml Kupfersulfat (1%
(w/v)), Iml Kalium-Natrium-Tartrat (2% (w/v))

Folinreagenz:
Folinreagenz (Folin & Ciocalteus-Phenol-Reagenz 2,0N, Sigma) 1:1 mit Aqua bidest.

verdinnt

BSA-Standard:
Smg/ml BSA (fettfrei, Sigma) in Aqua bidest.

Material:
¢ Proben der cAMP-Bestimmung (neonatale Rattenherzzellen)

Die Eichreihe (5-100ng BSA/Well) wurde in Triplikaten und die Proben in Duplikaten
bestimmt. 50ul Probenhomogenat sowie die Ansdtze der Eichreihe wurden auf Iml
Aqua bidest. erginzt. Zu allen Ansdtzen wurde Iml alkalische Losung gegeben. Nach
einer 15 miniitigen Inkubationszeit wurden je Ansatz 0,Iml Folinreagenz
hinzupipettiert, die Proben gemischt und 1h bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Extinktion wurde bei einer Wellenlinge von A=585nm bestimmt (UV-VIS
Spektrophotometer UV-1202, Shimadzu).

3.2.13. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Acrylamid-Stammldsung:
30% (w/v) Acrylamid, 0,8% (w/v) Bisacrylamid in Aqua bidest.

10% Trenngel (pH 8.8):
33,5% (v/v) Acrylamid-Stammlésung, 37,5mM Tris, 0,1% (w/v) SDS, 0,04% (v/v)
TEMED, 0,1% (w/v) APS

5% Sammelgel (pH 6.8):
16,7% (v/v) Acrylamid-Stammldsung, 125mM Tris, 0,1% (w/v) SDS, 0,1% (v/v)
TEMED, 0,1% (w/v) APS

Elektrophorese-Laufpuffer (pH 8.3):
S5mM Tris, 38,4mM Glycin, 0,02% (w/v) SDS

Probenpuffer (4-fach, reduzierend, pH 6.8):
62,5mM Tris, 10% (v/v) Glyzerin, 2% (w/v) SDS, 5% (v/v) B-Mercaptoethanol,
Bromphenolblau
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Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine fiir den immunologischen Nachweis
der AT,;-Rezeptoren erfolgte in 10%igen SDS-Polyacrylamid-Gelen unter Verwendung
des Protean II Mini Gel Systems (Biorad). Zur Auftragung auf das Gel wurden die
Proben zunichst mit 4-fach konzentriertem Probenpuffer versetzt und 4min bei 95°C
erhitzt (Thermomixer comfort, Eppendorf). Zur Bestimmung des Molekulargewichtes
der Proteinbanden wurde auf jedem Gel ein Molekulargewichtsmarker (Prestained
SDS-Page Standards low range, Bio-Rad; Kaleidoscope Prestained Standards, Bio-Rad
bzw. SeeBlue Prestained Standards, Nowex) mitgefiihrt. Nicht gefiillte Geltaschen
wurden mit Probenpuffer gefiillt, um ein gleichmaBiges Laufen der Proben im Gel zu
gewihrleisten. Die Elektrophorese in Elektrophorese-Laufpuffer wurde 15min bei
zunéchst 50V und spéter, nach dem Einlaufen der Proben in das Gel, mindestens 30min

bei 200V durchgefiihrt (Protean I Mini Gel System, Power Pac 1000, Biorad).

3.2.14. Westernblot Analyse -Wet-Blot-

Transferpuffer:
40mM Tris, 138mM Glycin, 0,001% (w/v) SDS, 20% (v/v) Methanol

Ponceau S-Férbelosung:
0,5% (w/v) Ponceau S in 1%iger Essigsdure

Die zuvor in den SDS-Polyacrylamid-Gelen aufgetrennten Proteine wurden unter zur
Hilfenahme der Mini-Blot Apparatur ("Tank-Blot-Apparatur", Biorad) auf eine
Nitrozellulosemembran (Hybond'™-C super, Amersham) transferiert. Die Membranen
und Filterpapierstreifen wurden 15min in Transferpuffer vorinkubiert. Danach wurde
fiir jedes der 2 Gele ein Sandwich aus Filterpapier, Nitrozellulosemembran (Hybond),
Gel und wieder Filterpapier aufgebaut. Der Elektrotransfer wurde unter Eiskiihlung 1,5h
bei 250mA in Transferpuffer durchgefiihrt. Nach dem Blotten wurde die
Nitrozellulosemembran in einer Ponceau S- Firbelosung geschwenkt und die
GleichméBigkeit der Proteinauftragung sowie des Proteintransfers {iiberpriift. Die

Banden der Molekulargewichtsmarker wurden markiert.
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3.2.15. Immundetektion von Proteinen

TBS-Puffer (pH 7.4):
50mM Tris, 150mM NacCl

TBST-Puffer (pH 7.4):
50mM Tris, 150mM NacCl, 0,1% (v/v) Tween-20

TBS-Puffer fiir Antikérper (pH 7.4):
50mM Tris, 120mM NacCl, 1% (w/v) BSA (phosphatfrei), 0,04% (w/v) NaN;

Blockpuffer:
2% (w/v) BSA in TBST

Zum Abdecken der unspezifischen Bindungsstellen wurden die
Nitrozellulosemembranen 1h bei Raumtemperatur in 40ml Blockpuffer auf dem
Schiittler (Polymax 2040, Heidolph) bewegt. Die Inkubation der Membran mit dem
primdren Antikorper erfolgte in Falkonrhrchen bei 4°C {iber Nacht auf dem
Taumelrollenmischer SRT 1 (Stuart Scientific). Nachfolgend ist der bei der
Immundetektion des AT;-Rezeptors verwendeten primédre Antikdrper mit Angabe der

eingesetzten Konzentration aufgelistet.

Tabelle 3.2.15-1 priméirer Antikorper

Bezeichnung des AK / Firma Konzentration / Angabe des Inkubationspuffers

AT, (N10) | Santa Cruz 1ug/ml in TBS-Puffer fiir Antikorper

Vor der Behandlung mit dem sekunddren Antikorper wurden die Membranen mehrfach
mit TBST-Puffer gewaschen (1-mal 15min, 2-mal 5min). Die Inkubation mit dem
sekundidren POD-markierten Antikorper erfolgte 1,5h bei Raumtemperatur auf dem
Schiittler (Polymax 2040, Heidolph). Nachfolgend ist der bei der Immundetektion von
Proteinen verwendeten sekundidre Antikorper mit Angabe der eingesetzten

Konzentration aufgelistet.

Tabelle 3.2.15-2 sekundérer Antikorper

Bezeichnung des AK / Firma Konzentration / Angabe des Inkubationspuffers

Anti-Kaninchen-POD | Dianova 0,08ug/ml in TBST-Puffer
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Nach einem erneuten Waschvorgang mit TBST-Puffer (1-mal 15min, 4-mal 5min)
erfolgte die Immundetektion mit dem ECL™ Western Blotting Detection Reagents
(Amersham) gemiBl den Instruktionen des Herstellers. Die Exponierungszeit der
Autoradiographiefilme (Retina X-Ray XBD, Fotochemische Werke GmbH Berlin;
Ektascan DNB (REF), Kodak) richtete sich nach der Intensitit des Lumineszenzsignals
und wurde variiert. Die Auswertung der Autoradiogramme erfolgte liber das PDI-

Auswertesystem mit der Software Quantify One.

3.2.16. Immunprizipitation

NaClI-PBS (pH 7.2):
154mM NaCl, 10mM Phosphatpufter (Na,HPO4-2H,0, NaH,PO4-H,0)

Lysispufter:
50mM HEPES (pH 7,5), ImM EDTA, 15mM NaCl, 10% (v/v) Glyzerin, 1% (v/v)

Triton X-100, 10mM Natriumpyrophosphat

Lysispuffer komplett:
2ul Orthovanadat (Natriumsalz, 100mM), 5ul Aprotinin (10mg/ml), 10ul PMSF
(100mM) , 10ul NaF (1M) ad 1ml Lysispuffer

Lysispuffer-BSA:
1% (w/v) BSA (Fraktion V, Serva) in Lysispuffer komplett

Waschpuffer:
40mM HEPES (pH 7,5), 2mM DTT, 20mM MgCl,, 0,4mM Orthovanadat

(Natriumsalz)

Probenpuffer (4-fach, reduzierend, pH 6.8):
62,5mM Tris, 10% (v/v) Glyzerin, 2% (w/v) SDS, 5% (v/v) B-Mercaptoethanol,
Bromphenolblau

Protokoll I: alleemeines Verfahren

Die fiir die Immunprazipitation verwendeten Reaktionsgefile wurden vor
Versuchsbeginn zundchst mit Lysispuffer-BSA gewaschen. 80ug Gewebehomogenat
(humane Plazenta, MATERIAL UND METHODEN, ABSCHNITT 3.2.11. und 3.2.12.2.) in
100pul Lysispuffer-BSA wurde mit 20ul Patienten-Immunglobulin (MATERIAL UND
METHODEN, ABSCHNITT 3.2.4.) fiir 1,5h bei Raumtemperatur auf dem Rotator (Snijders

Scientific Holland) inkubiert. In der Zwischenzeit wurde Protein A-Sepharose
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(Pharmacia) mit komplettem Lysispuffer und Lysispuffer-BSA gewaschen.
AnschlieBend wurde es in dem der Ausgangsmenge entsprechendem Volumen
Lysispuffer-BSA aufgenommen und ebenfalls fiir 30min bei Raumtemperatur auf dem
Rotator vorinkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden zu jeder Probe
(Gewebehomogentat + AT;-AAK) 25ul der vorinkubierten Protein A-Sepharose
hinzugegeben und alles zusammen weitere 2,5h bei 4°C auf dem Rotator inkubiert.
Wihrend der nachfolgenden Waschschritte mit je 500ul Waschpuffer pro Probe wurden
die Proben mit der Tischzentrifuge (Costar) 30s bei 400rpm und Raumtemperatur
zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt und das Pellet in 45pl
Waschpuffer und 15ul Probenpuffer aufgenommen. Die Proben wurden 1,5min bei
95°C erwdrmt und fir 30s bei 14000rpm und Raumtemperatur zentrifugiert
(Tischzentrifuge, Costar). Die sich im Uberstand befindlichen Proteine wurden wie
bereits beschrieben elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran
transferiert und der AT;-Rezeptor mit dem Anti-AT; (N10)-Antikérper (Santa Cruz)

detektiert (MATERIAL UND METHODEN, ABSCHNITT 3.2.13-3.2.15.).

Protokoll II: Besonderheiten beim Einsatz von Blockpeptiden

Zur Spezifizierung der AT;-AAK in den Immunprézipitationsversuchen wurden
Blockpeptide eingesetzt, die nachfolgend mit Angabe der Aminosduresequenz

aufgelistet sind:

e AT-Rezeptor; 2. extrazelluldre Schleife; human
H-R-N-V-F-F-I-E-N-T-N-I-T-V-C-A-F-H-Y-E-S-Q-N-S-T-L-P-I-G

e AT-Rezeptor; 1. extrazelluldre Schleife; human
T-M-E-Y-R-W-P-F-G-N-Y-L-C-K-I

e AT;-Rezeptor; Epitop-Peptid; human
A-F-H-Y-E-S-Q

e B;-Adrenozeptor; 2. extrazelluldre Schleife; human
H-W-W-R-A-E-S-D-E-A-R-R-C-Y-N-D-P-K-C-C-D-F-V-T-N-R

Die Vorbereitungen der Immunprizipitation wurden wie in Protokoll I beschrieben
durchgefiihrt. Dann wurden 20ul Patienten-Immunglobulin  (MATERIAL UND

METHODEN, ABSCHNITT 3.2.4.) 1,5h bei 4°C stationdr mit 60ul der jeweiligen, oben
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aufgefiihrten Peptide (10pg/ml) inkubiert. AnschlieBend wurde dieses Gemisch analog
Protokoll I mit 80pg Gewebehomogenat (humane Plazenta, MATERIAL UND METHODEN,
ABSCHNITT 3.2.11. und 3.2.12.2)) in 100ul Lysispuffer-BSA fiir 1,5h bei
Raumtemperatur auf dem Rotator (Snijders Scientific Holland) inkubiert. Die weiteren

Arbeitsschritte wurden bereits im Protokoll I beschrieben.

3.2.17. Immunfluoreszenz

NaCl-PBS (pH 7.4):
154mM NaCl, 10mM Phosphatpuftfer (Na,HPO4-2H,0, NaH,PO4-H,0)

PBST
0,5% (v/v) Tween-20 in NaCl-PBS (pH 7,4)

Blockpuffer
2,5% (w/v) Magermilchpulver, 20% (v/v) inaktiviertes Kélberserum, 2% (v/v)

Ziegenserum, 0,05% (w/v) NaN; in PBST

Material:
¢ neonatale Rattenherzzellen als Deckglaskultur
e CHO-AT,-Zellen als Deckglaskultur

Neonatale Rattenherzzellen wurden als Deckglaskultur angelegt und 4 Tage in SM20-I
unter Zusatz von (+) 10% NKS kultiviert. Transfizierte CHO-Zellen (CHO-AT))
wurden als Deckglaskultur angelegt und bis zur Subkonfluenz in komplettem DMEM /
F-12 kultiviert. Am Versuchstag wurden die Zellenkulturen 1h mit Angiotensin II
(0,1uM; 1uM; 10uM), mit Losartan (1uM) sowie 1h mit AT;-AAK (Verdiinnung 1:40;
ungereinigte [gG-Fraktion) bei 37°C behandelt. Bei den Versuchen zur Spezifizierung
wurden die Zellkulturen 5min mit Losartan (1uM) vorbehandelt und anschlieBend 1h
mit Angiotensin II (0,1uM; 1uM; 10uM) sowie 1h mit AT;-AAK (Verdiinnung 1:40;
ungereinigte [gG-Fraktion) bei 37°C inkubiert. Nach der Behandlung der Zellkulturen
wurde das Kulturmedium entfernt und die Zellen 10min mit 100% Methanol fixiert.
Nach einem 5 miniitigen Waschschritt mit Aqua bidest. wurden die Deckglaskulturen
10-20min in PBST inkubiert. Nach einer 30 miniitigen Inkubation in Blockpuffer
wurden die Zellkulturen 2h bei Raumtemperatur mit dem primédren Antikdrper

inkubiert.
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Tabelle 3.2.17-1 Primérer Antikorper

Bezeichnung des AK / Firma Konzentration / Angabe des Inkubationspuffers

NF«xB p65 (C-20) | Santa Cruz 4ng/ml in PBS

Die Zellkulturen wurden 3-mal 10min mit NaCI-PBS gewaschen und 1h mit dem

sekundiren Antikorper inkubiert.

Tabelle 3.2.17-2 Sekundérer Antikorper

Bezeichnung des AK / Firma Konzentration / Angabe des Inkubationspuffers

Anti-Kaninchen-DTAF |Dian0va 30pug/ml in PBS

Dann wurde das Deckglas nach der Zugabe von wenig Konservierungsmittel (AF1
citifluor Glycerol-PBS-Losung, Agar) so auf den Objekttrager gebracht, dass sich der
Zellrasen zwischen Objekttrager und Deckglas befindet. Die Deckglaskulturen,
insbesondere die Translokation des NFkB wurden durch Fluoreszenzmikroskopie mit
dem Axioskop (Zeiss) begutachtet. Die Ergebnisse wurden auf Fujichrom PROVIA
(RHP II 135) 400F-Filmen (Fuji-Film) festgehalten.

3.2.18. Quantitative cAMP-Bestimmung in Kulturen neonataler Rattenherzzellen

20% TCA-Losung:
20% (w/v) Trichloressigsdure in Aqua bidest.

Natriumazetatpuffer (pH 6.0):
e (,01M Natriumazetat in Aqua bidest. (fiir Proteinkinase-Verdiinnung)
e 0,5M Natriumazetat in Aqua bidest. (fiir ["H]-cAMP-Herstellung)

cAMP
10ul cAMP (1nM; Merck) ad 20ml Aqua bidest.

[’H]-cAMP (48417dpm/20ul):

20ul [’H]-cAMP (Stamm: 37 MBq/ml, Amersham)
1080ul cAMP

ad 20ml mit Natriumazetatpufter (0,5M, pH 6,0)

Recovery-Losung (18000dpm/50ul):
5ul [’H]-cAMP in 1ml Aqua bidest., anschlieBend lyophilisieren und in 8 ml 50% (v/v)
Ethanol 16sen
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Phosphatpuffer (pH 6.1):
20mM KH,PO,, 2mM EDTA (Chelaplex III)

Tris-HCIl-Puffer (pH 7.5 HCI):
e (,06M Tris in Aqua bidest.
e (,6M Tris in Aqua bidest.

Proteinkinase-Ldsung:
Grobmembranhomogenat aus Rindernebenniere (laboreigene Herstellung) 1:4 verdiinnt
in Natriumazetatpuffer

Neonatale Rattenherzzellen wurden 4 Tage in SM20-I mit (+) 10%NKS kultiviert. Am
Versuchstag wurden die Zellkulturen 1h vor Versuchsbeginn auf SM20-I ohne (-) NKS
umgesetzt. AnschlieBend wurden die Zellen entweder 3min mit Angiotensin II (1pM)
oder 1h mit AT;-AAK (Verdiinnung 1:40; affinitdtschromatographisch gereinigt)
behandelt. Im Anschluss wurden die zuvor mit Angiotensin II bzw. mit AT;-AAK
behandelten aber auch nicht vorbehandelte Zellkulturen 3min mit (-)-Isoproterenol
(0,1uM; 1uM; 10uM) stimuliert. Im Falle der Untersuchungsreihen unter Zusatz von
Pertussistoxin (PTX) wurden die Zellkulturen 16-20h mit Pertussistoxin (100ng/ml)
vorinkubiert. Die weitere Behandlung der Zellen mit Angiotensin II bzw. mit AT;-AAK
sowie anschlieBend mit (-)-Isoproterenol erfolgte wie bereits oben beschrieben ebenfalls
in SM20-I ohne (-) NKS jedoch unter Zusatz von Pertussistoxin (100ng/ml). Bei jeder
Versuchsreihe dienen vollig unbehandelte Zellen als Kontrollen. Die Behandlung der
Zellen wurde durch die Zugabe von eiskalter TCA-Losung (Endkonzentration 5%)
gestoppt. Die Zellen wurden geerntet und in 2ml-Reaktionsgefdfle iiberfiihrt. Die
Sedimentation der Zellen erfolgte 10min bei 10000rpm und 4°C (Biofuge fresco,
Heraeus). Die Uberstéinde wurden in Schliffrohrchen iiberfiihrt. Die Zellproteinpellets
wurden in 100ul 1IN NaOH gelost und spéter in die Proteinbestimmung (MATERIAL UND
METHODEN, ABSCHNITT 3.2.12.3.) eingesetzt.

Die Uberstinde wurden durch mehrmaliges ausschiitteln der Proben mit
wassergesittigtem Diethylether neutralisiert. In der Probe verbliebene Etherspuren
wurden durch Erwirmen der Probe im Wasserbad beseitigt. In Vorbereitung der
Sdulenchromatographischen Reinigung der Proben wurde zunichst eine Sdule (0,4cm
Durchmesser; 4,6cm Lénge) mit 1g Aluminiumoxid gefiillt und diese mit 4ml 0,06M
Tris-HCI-Puffer gewaschen. Eine zweite Sdule (0,4cm Durchmesser; 8cm Léange) wurde
mit Dowex 1x2 (CI'-Form; 200-400mesh) gefiillt und bis zur pH-Neutralitdt mit Aqua

bidest. gewaschen. Anschliefend wurde das Anionenaustauscherharz mit 0,5ml 0,1N
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HCI angesduert. Nun wurden die pH-neutralen Proben zusammen mit 13pl Recovery-
Losung tiber die equilibrierte Aluminiumoxidsédule gereinigt und mit 0,6M Tris-HCI-
Puffer eluiert. Die Eluate wurden anschliefend auf die Dowex 1x2 (Cl'Form)-Siule
gegeben. Das gebundene cAMP wurde mit 0,1N HCI von der Séule eluiert. Die Proben
wurden anschlieBend lyophilisiert (Benchtop 3.3 ES, Virtis USA). Die Mitfiihrung von
Recovery-Proben ermdglicht Aussagen iiber den cAMP-Verlust der Proben bei der
Séulenreinigung. Dieser Wert muss in den Endberechnungen beriicksichtigt werden.

Die quantitative cAMP-Bestimmung basiert auf der Kompetition von radioaktiv
markiertem und unmarkiertem cAMP um eine spezifische Bindung an einem cAMP-
Bindungsprotein, der Proteinkinase A. Zur Bestimmung des cAMP-Gehaltes der
lyophilisierten Proben wurden diese in 300-500ul Aqua bidest. resuspendiert. Zu 60ul
jeder Probe bzw. zu 60ul jedes Eichreihenansatzes (jeweils als Triplikat) wurden 20ul
[’H]-cAMP-Losung (48417 dpm) gegeben und durch die Zugabe von 20pl
Proteinkinase-Losung die Reaktion gestartet. Nach einer Inkubationszeit von 1h im
Eisbad wurde die Reaktion durch die Zugabe von Iml eiskaltem Phosphatpuffer
gestoppt. AnschlieBend wurde das an die Proteinkinase A gebundene cAMP / [’HJ-
cAMP vom freien cAMP / [’H]-cAMP durch Filtration der Reaktionsansitze iiber
Glasfaserfilter GF/A-Filter (Whatman) getrennt. Die Filterplittchen wurden mit einem
groBBeren Volumen an Phosphatpuffer gewaschen und in Messkiivetten iiberfiihrt. Die an
die GF/A-Filterpldttchen gebundene Radioaktivitit sowie die Radioaktivitit der
Recovery-Losung in 60ul jeder Probe wurde in 6-7ml Szintillator (Ultima Gold,
Packard) gegen die mitgefiihrte Eichreihe (0-20pmol cAMP) bestimmt (Wallac 1410
Counter, Pharmacia). Das Ergebnis wurde als pmol cAMP/mg Gesamtprotein

angegeben.
3.2.19. Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

Behandlung der neonatalen Rattenherzzellen

Kulturen neonataler Rattenherzzellen wurde 4 Tage in SM20-I unter Zusatz von (+)
10% NKS kultiviert. Am Versuchstag wurden die Zellen 15min mit Angiotensin II
(1uM), 1h mit AT;-AAK aus den Seren von Prieklampsie-Patientinnen (Verdiinnung
1:40; ungereinigte IgG-Fraktion) sowie 15min mit AT;-AAK aus den Seren von

Patienten = mit  akzelerierter = vaskuldrer = AbstoBung (Verdiinnung  1:40;
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affinitdtschromatographisch gereinigt) bei 37°C inkubiert. Die Spezifitit der
Angiotensin II- bzw. AT;-AAK-Reaktion wurde durch die Vorbehandlung der Zellen
mit Losartan (1pM) ermittelt. Unbehandelte Zellkulturen wurden als Kontrollen

eingesetzt.

Herstellung der Kernextrakte mit dem A+C-Puffersystem

NaCl-PBS (pH 7.4):
154mM NaCl, 10mM Phosphatpufter (Na,HPO4-2H,0, NaH,PO4-H,0)

Puffer A:
10mM HEPES (pH 7,5), 0,1mM EDTA (pH 8), 0,1mM EGTA (pH 8), 10mM KCI

Puffer A komplett:

10ul Orthovanadat (0,2M), 40ul NaF (0,5M), 80ul Complete (1Tablette/2ml), 20ul
Glycerophosphat, 10ul PMSF (0,2M), 20ul Phosphatase-Inhibitor-Cocktail, ImM DTT
ad 2ml Puffer A

Puffer C:
20mM HEPES (pH 7,5), ImM EDTA (pH 8), ImM EGTA (pH 8), 0,4mM NacCl, 20%
Glycerin

Puffer C komplett:

10ul Orthovanadat (0,2M), 40ul NaF (0,5M), 80ul Complete (1Tablette/2ml), 20ul
Glycerophosphat, 10ul PMSF (0,2M), 20ul Phosphatase-Inhibitor-Cocktail, ImM DTT
ad 2ml Puffer C

Nach der Inkubation mit Angiotensin Il bzw. mit AT;-AAK wurden die Zellen 3-mal
mit NaCl-PBS gewaschen, geerntet, in ein 1,5ml-Reaktionsgefd3 iiberfiihrt und 8min
bei 4000rpm und 4°C (3K12, Sigma) zentrifugiert. Das Pellet wurde anschlieBend mit
200ul komplettem Puffer A solubilisiert und Smin auf Eis inkubiert. Nach der Zugabe
von 1ul 20%igem NP40 und einer 2 miniitigen Inkubation wurde erneut zentrifugiert
(5min, 2500rpm, 4°C; 3K12, Sigma). Der Uberstand, die zytosolische Zellfraktion,
wurde abgenommen. Das Pellet wurde mit 50ul komplettem Puffer C solubilisiert und
15min bei 4°C inkubiert. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (10min,
13000rpm, 4°C; 3K 12, Sigma) wurde der Uberstand, Kernextrakt-Phase, abgenommen.
Der Proteingehalt der Kernextrakt-Phase wurde bestimmt (MATERIAL UND METHODEN,

ABSCHNITT 3.2.12.1.).
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5'-Markierung der AP-1-consensus-Oligonukleotid-DNA

TNE-Puffer:
100mM NaCl, 10mM Tris (pH 7,5), ImM EDTA

AP-1-consensus-Oligonukleotid-DNA (Santa Cruz):
5'-CGC TTG ATG ACT CAG CCG GAA-3'

Nach Vorschrift (Ts-Polynukleotid-Kinase-Kit, Stratagene) wurden fiir einen 20ul
Ansatz 2ul 10-fach Kinasepuffer, 1-50pmol AP-1-consensus-Oligonukleotid-DNA,
40uCi [**P]-y-ATP, 1ul T4-Polynukleotid-Kinase (10U/ul) ad 20pl mit Aqua bidest.
komplettiert und 30-60min bei 37°C inkubiert. Die Enzymreaktion wurde anschlieend
mit 2,5ul 0,5M EDTA-L6sung gestoppt. Eine NAP-5-Sephadex G25-Siule (Amersham)
wurde mit TNE-Puffer equilibriert und anschlieBend der gestoppte Ansatz iiber diese
Sdule gereinigt. Die Elution erfolgte in 100ul-Fraktionen mit 1,5ml TNE-Puffer. Die
Radioaktivitdt der gereinigten Fraktionen wurde in je lpul im Counter (LS 6000sc,

Beckmann) bestimmt.

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

10-fach TBE-Puffer:
90mM Tris, 90mM Borsdure, 0,02mM EDTA (pH 8)

Bandschift-Puffer:
40mM HEPES, 120mM KCl, 8% (w/v) Ficoll

Mix I (je Probe):
10ul Bandschift-Puffer, 1p Aqua bidest., 1pl poly-d-I-d-C (poly-desoxy-inosinicin-
desoxy-cytidylic acid), 0,5ul DTT (0,1M), 0,5u1 BSA-Lsung (20mg/ml)

Trenngel:
5,1% (v/v) 10-fach TBE, 17,1% (v/v) Rotiphorese Gel (30% (w/v) Acrylamid, 0,8%
(w/v) Bisacrylamid), 0,08% (v/v) TEMED, 0,08% (w/v) APS

Zunichst wurden die Proben fiir die Auftragung auf das Polyacrylamid-Gel vorbereitet.
Zu je 5Sug Protein wurden 13pl Mix I und 20000-40000cpm [**P]-AP-1-consensus-
Oligonukleotid gegeben. Die Inkubation erfolgte 30min bei 30°C (Thermomixer
comfort, Eppendorf). Der nachzuweisende AP-1 Komplex bindet hierbei an spezifische
AP-1 Komplex Bindungsstellen mit der Nukleotidsequenz 5'-TGACTCA-3". Bei der

parallel durchgefiihrten Kompetitionskontrolle wurden analog je Probe 5ug Protein mit
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13ul zuvor bereitetem Mix I und 100ng nicht [P**]-markiertem AP-1-consensus-
Oligonukleotids 30min bei 30°C inkubiert (Thermomixer comfort, Eppendorf).
Anschlieffend wurde das gesamte Volumen der Proben auf das Polyacrylamid-Gel
aufgetragen und die Elektrophorese bei 25mA und 4°C in 1x TBE-Puffer durchgefiihrt.
Nach dem Trocknen des Polyacrylamid-Gels (1h, 80°C; Vakuumgeltrockner, Modell
583, Bio Rad) wurden Autoradiographiefilme (X-OMAT-AR-Filme, 35x43cm, Kodak)
unterschiedlich lange exponiert. Die Auswertung der Autoradiogramme erfolgte iiber
das PDI-Auswertesystem mit der Software Quantify One und wurde als Optische Dichte
(OD) angegeben.

3.2.20. Biologischer Test -Bioassay-

Protokoll I: Identifizierung und Spezifizierung der AT;-AAK

Am 3. bzw. am 4. Tag der Kultivierung wurden die Kulturen neonataler
Rattenherzzellen (MATERIAL UND METHODEN, ABSCHNITT 3.2.1.) in den Versuch
eingesetzt. In Vorbereitung der Bestimmung der basalen Pulsationsrate der
Kardiomyozyten wurden die Zellkulturen fiir 1h in frischem komplettem Kulturmedium
SM20-I mit (+) 10%NKS kultiviert. Smin vor Beginn der Bestimmung der basalen
Pulsationsrate der Kardiomyozyten wurde die Kulturflasche kurz gedffnet und in einer
Metallschablone auf dem Wasserbad (37°C)-beheizten Objettisch des Mikroskops
(Modell IMT-2, Olympus) platziert. Je Kulturflasche wurden 10 der durch die
Metallschablone (Lochabstand 0,5cm) festgelegten Messfelder mit synchron
kontrahierender Zellaggregaten ausgewéhlt. In diesen Messfeldern wurde die
Pulsationsrate der Zellen mit Hilfe des computergestiitzten Messplatzes und der
Imagoquant Fourieranalyse 100-Software (Mediquant GmbH) ermittelt. Die darauf
folgende Behandlung der Zellkulturen mit AT;-AAK (Verdiinnung 1:20 oder 1:40)
erfolgte 1h bei 37°C. Nach der einstiindigen Inkubationszeit wurde die Pulsationsrate
der Kardiomyozyten in den festgelegten Messfeldern erneut bestimmt. Die Differenzen
der Pulsationsrate nach der Behandlung der Zellen zur basalen Pulsationsrate der Zellen
wurden in Schlidge/min angegeben. Der "cut off'-Wert wurde bei 7,2 Schlige/min
ermittelt. D.h. Patientenproben, die eine Anderung der Pulsationsrate um >7,2

Schldge/min hervorrufen, wurden als AT;-AAK-positiv bewertet.



3 MATERIAL UND METHODEN 59

Die Spezifitit der AT;-AAK wurde im Anschluss durch die Zugabe von Losartan,
einem spezifischen AT;-Rezeptor Blocker, bestimmt. Losartan wurde in einer
Konzentration von 1uM eingesetzt. Nach einer 5 miniitigen Inkubationszeit wurde die
Pulsationsrate der Kardiomyozyten wiederum in den festgelegten Messfeldern

bestimmt.

Protokoll II: Sense- und Antisense-Versuche

Am 4. Tag der Kultivierung wurden die Kulturen neonataler Rattenherzzellen in den
Versuch eingesetzt. In Vorbereitung dieser Versuchsreihe wurden die Kulturen zuvor
72h mit Oligonukleotiden (AT, s-Rezeptor; Sense, Antisense bzw. Random; Accession-

Nr. NM_030985; 5uM) in SM20-I unter Zusatz von (+) 10%NKS kultiviert.

e AT;a-Rezeptor; Sense-Oligonukleotidsequenz; Ratte
(*) als Phosphorthioat
5" A*T*G*G*C*C*C*T*T*A*A*C*T*C*T 3'

o AT s-Rezeptor; Antisense-Oligonukleotidsequenz; Ratte
(*) als Phosphorthioat
5' A*G*A*G*T*T*A*A*G*G*G*C*C*A*T 3'

o AT;a-Rezeptor; Random-Oligonukleotidsequenz; Ratte
(*) als Phosphorthioat
5' C*C*C*T*T*T*G*A*A*G*G*T*T*C*C 3'

Am Versuchstag wurden die vorbehandelten Zellkulturen gewaschen und das
Kulturmedium (SM20-I mit (+) 10%NKS) sowohl bei den vorbehandelten als auch bei
nicht vorbehandelten Zellkulturen erneuert. Zunichst wurde fiir jede Zellkultur die
basale Pulsationsrate der Kardiomyozyten (siche Protokoll I) bestimmt. Anschlieend
wurden sowohl die 72h vorbehandelten als auch nicht vorbehandelte Zellkulturen Smin
bei 37°C mit Angiotensin II (1uM) inkubiert. In Analogie dazu wurden 72h
vorbehandelte wie auch nicht vorbehandelte Zellkulturen 1h mit der ungereinigten IgG-
Fraktion von Priaeklampsie-Patientinnen (1:40) inkubiert. Nach dieser Behandlung der
Zellen wurde die Pulsationsrate der Kardiomyozyten erneut -wie im Protokoll I
beschrieben- bestimmt und die Differenz zur basalen Pulsationsrate in Schlidge/min

angegeben.
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Protokoll I1I: Bestimmung der IgG-Subklasse der AT;-AAK

Die durch Ammoniumsulfatfillung gewonnenen Immunglobulinfraktionen (50ul)
wurde mit je Sul der verschiedenen Maus-Antikorper gegen die humanen IgG-
Subklassen (IgG1, IgG2, IgG3 sowie IgG4; Stammlosung: 1mg/ml) gemischt und 1h
bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurden je Ansatz 10ul Anti-Maus-IgG zum Fillen des
Immunkomplexes hinzugefiigt und dieser weitere 30min bei 4°C inkubiert. Nach einem
Zentrifugationsschritt (Biofuge fresco, Heraeus) 10min bei 10000rpm und 4°C wurden
50ul des Uberstandes in den Bioassay eingesetzt. Als Positivkontrolle dienten jeweils
50 pl ungereinigter IgG-Fraktion der Praeklampsie-Patientin.

Die Durchfiihrung des Bioassays erfolgte wie bereits in Protokoll I fiir den Einsatz von

ungereinigter IgG-Fraktion beschrieben.

Protokoll IV: Versuche zur Langzeitwirkung von Angiotensin II und der AT;-AAK

Am 4. Tag der Kultivierung wurden die Kulturen neonataler Rattenherzzellen in den
Versuch eingesetzt. In Vorbereitung dieser Versuchsreihe wurden die Zellkulturen
zuvor 72h mit Angiotensin II (1uM), mit gereinigten AT;-AAK (Verdiinnung 1:100),
mit Losartan (1pM) bzw. mit Angiotensin II sowie mit AT;-AAK jeweils in
Verbindung mit Losartan (1pM) in SM20-I mit (+) 10%NKS kultiviert. Am
Versuchstag wurden die vorbehandelten Zellkulturen gewaschen und das Kulturmedium
(SM20-I mit (+) 10%NKS) sowohl bei den vorbehandelten als auch bei nicht
vorbehandelten Zellkulturen erneuert. Zunédchst wurde fiir jede Zellkultur die basale
Pulsationsrate der Kardiomyozyten (sieche Protokoll I) bestimmt. Die darauf folgende
Inkubation der Zellkulturen (72h vorbehandelt und nicht vorbehandelt) mit Angiotensin
IT (0,1uM) erfolgte Smin bei 37°C. AnschlieBend wurde die Pulsationsrate der
Kardiomyozyten erneut -wie im Protokoll I beschrieben- bestimmt und die Differenz

zur basalen Pulsationsrate in Schldge/min angegeben.

Protokoll V: Versuche zu den Signaltransduktionswegen

Kulturen neonataler Rattenherzzellen wurden 3-4 Tage bis zum Versuchsbeginn in

komplettem SM20-I unter Zusatz von (+) 10%NKS kultiviert. Im Falle der
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Untersuchungsreihen mit Pertussistoxin wurden die Zellkulturen 16-20h mit
Pertussistoxin (100ng/ml) vorinkubiert und auch wihrend der Versuche mit
Pertussistoxin behandelt. Am Versuchstag wurden die Zellkulturen fiir 1h in frischem
komplettem Kulturmedium SM20-I mit (+) 10%NKS bzw. in frischem komplettem
Kulturmedium SM20-I mit (+) 10%NKS unter Zusatz von Pertussistoxin (100ng/ml)
kultiviert. Die basale Pulsationsrate der Kardiomyozyten wurde -wie in Protokoll I
beschrieben- bestimmt. AnschlieBend wurden die Zellkulturen Smin mit Angiotensin II
(1uM) sowie 1h mit AT;-AAK (Verdiinnung 1:40; ungereinigte [gG-Fraktion) bei 37°C
inkubiert. Darauf wurde die Pulsationsrate der Kardiomyozyten erneut (siche Protokoll
I) bestimmt. Die Differenzen der Pulsationsrate nach erfolgter Behandlung der Zellen
zur basalen Pulsationsrate der Zellen wurden in Schldge/min angegeben. Anschlielend
wurden die zuvor mit Angiotensin II wie auch die mit AT;-AAK behandelten aber auch
nicht vorbehandelte Zellkulturen 5min mit (-)-Isoproterenol (0,3uM) stimuliert. Die
Pulsationsrate der Rattenkardiomyozyten wurde -wie in Protokoll I beschrieben- erneut
bestimmt. Fiir den Fall der (-)-Isoproterenol-Stimulierung der zuvor unbehandelten
Zellkulturen wurde die Differenz der Pulsationsrate der Kardiomyozyten nach der
Stimulierung zur basalen Pulsationsrate der Zellen berechnet. Im Falle der (-)-
Isoproterenol-Stimulierung der zuvor mit Angiotensin II bzw. mit AT;-AAK
vorbehandelten  Zellkulturen wurde die Differenz der Pulsationsrate der
Kardiomyozyten nach der Stimulierung zu den Werten nach erfolgter Vorbehandlung

mit Angiotensin II bzw. mit AT;-AAK berechnet.

3.2.21. Statistik

Die statistischen Analysen wurden mit der Prism3 Software (Graphpad) durchgefiihrt.
Die Ergebnisse werden als Mittelwert + SEM von (n) untersuchten Proben angegeben.
Der statistische Vergleich zwischen den erhaltenen Werten erfolgte bei nicht signifikant
verschiedenen Varianzen mit dem ungepaarten Student’s t-Test bzw. bei signifikant

verschiedenen Varianzen mit dem Mann-Whitney-Test.
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4 Ergebnisse
4.1. AT -Rezeptoren in der humanen Plazenta

4.1.1. mRNA-Expression des AT-Rezeptors

Gewebeproben der miitterlichen und der dem Fotus zugewandten Seite der Plazenta
sowohl gesunder Schwangerer als auch von Priaeklampsie-Patientinnen wurden
hinsichtlich ihres AT;-Rezeptorbesatzes auf mRNA-Ebene untersucht.

Die aus den Plazentageweben der verschiedenen Patienten isolierte mRNA wurde in
semiquantitativen RT-PCRs mit spezifischen Primerpaaren fiir den humanen AT;-
Rezeptor sowie fiir das humane B-Aktin, als externer Standard, amplifiziert. Zu Beginn
der Versuche wurden die Reaktionsbedingungen der RT-PCR fiir das zu untersuchende

Material optimiert (Abbildung 4-1).

A AT,;-Rezeptor B B-Aktin
430bp— 522bp— — ———
£ £
a a
®) Ot
20 25 30 35 40 20 25 30 35 40 45
Zyklen Zyklen

Abbildung 4-1:

Zyklusabhingigkeit zur Bestimmung der optimalen Zyklenzahl der RT-PCR mit mRNA aus
humaner Plazenta fiir die AT,-Rezeptor-Primer und fiir die B-Aktin-Primer

A) Amplifizierung der AT,-Rezeptor-cDNA in Abhéngigkeit von der Anzahl der durchlaufenen PCR-
Zyklen (in Ser-Schritten 20-40, je n=3); entsprechendes Agarosegel mit Angabe der ProduktgréBe in bp.
B) Amplifizierung der B-Aktin-cDNA in Abhingigkeit von der Anzahl der durchlaufenen PCR-Zyklen
(in Ser-Schritten 20-45, je n=3); entsprechendes Agarosegel mit Angabe der Produktgrdfe in bp.

Die mRNA wurde aus der Plazenta einer gesunden Schwangeren isoliert. Die PCR wurde mit 250ng
cDNA durchgefiihrt. Die Amplifikate wurden in einem 2% Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt.
Durch die Messung der UV-Absorption konnten die Banden im Agarosegel quantifiziert (optische Dichte
-OD-/mm) werden.
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Die in der PCR zu durchlaufende Zyklenzahl fiir eine ausreichende, noch exponentielle
Amplifizierung der cDNA wurde sowohl fiir den humanen AT;-Rezeptor als auch fiir
das humane B-Aktin mit 27 Zyklen festgelegt.

Die Abbildung 4-2 zeigt die Ergebnisse der Untersuchung zur Expression des ATi-
Rezeptors in der Plazenta von gesunden Schwangeren sowie von Priaeklampsie-
Patientinnen. Die Daten sind als Mittelwerte £ SEM in relativen Einheiten aus AT;-

(OD/mm) / B-Aktin-(OD/mm) angegeben.

ATj-Rezeptor

430 bp__..-...._....___“ i i Ay Abbildung 4-2:
mRNA-Expression des AT,;-Rezeptors
. humaner Plazenta / Vergleich gesunder
-Aktin und prieklamptischer Schwangerer
522 bp —o v v v v -
RT-PCR  mit 250ng gesamt-RNA

Km PEm Kk PEk miitterlicher (m) und fetaler (k) Bereiche
der Plazenten gesunder Schwangerer (K)
sowie von Prieklampsie-Patientinnen
(PE). Die AT;-Rezeptorexpression ist als

g o Mittelwert £ SEM in relativen Einheiten
‘E ‘S 1,0F —l— aus der Normierung auf p-Aktin
@ é — angegeben. Darstellung der
5 A T entsprechenden Agarosegele mit Angabe
. ;~ 0.5k der ProduktgroBe der Amplifikate (AT)-
L« Rezeptor und p-Aktin, als externer
— Standard).
(3) S 3) Student’s t-Test
Km PEm Kk PEk
Patientengruppe

Die Expression des AT -Rezeptors zeigt auf mRNA-Ebene zwischen den untersuchten
Gruppen keinen signifikanten Unterschied. Weder ist der AT;-Rezeptorbesatz der
Plazenta gesunder Schwangerer signifikant verschieden von der AT;-Rezeptormenge
der Plazenta von Priaeklampsie-Patientinnen, noch zeigen sich Unterschiede zwischen
den Gewebeproben der miitterlichen Seite und den dem Fotus zugewandten Bereichen
innerhalb der beiden untersuchten Gruppen, gesunde und praeklamptische Schwangere.
Tendenziell zeigt sich jedoch bei den Prieklampsie-Patientinnen im Vergleich zu
gesunden Schwangeren eine leichte Erhohung der AT;-Rezeptormenge im miitterlichen

Bereich der Plazenta.
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4.1.2. Proteinexpression des AT -Rezeptors

In dieser Versuchsreihe sollte die Proteinexpression des AT;-Rezeptors in den
Plazenten gesunder Schwangerer wie auch in den Plazenten von Prieklampsie-
Patientinnen untersucht werden. Die Proteine der Gewebeproben von verschiedenen
Patientinnen wurden solubilisiert und in einer 10%igen SDS-Page aufgetrennt. Auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert, wurden die AT;-Rezeptoren mit dem Anti-
AT (N10)-Antikorper  (Santa  Cruz)  detektiert.  Zundchst  wurden  die
Versuchsbedingungen optimiert und die spezifische Proteinbande des AT;-Rezeptors im

Westernblot identifiziert (Abbildung 4-3).

A . B
50 kDa— "ﬂﬂb 50 kDa—| - -
e
AT, (N10)-AK - + +
. 1.5¢ Blockpeptid (N10) ~ -
= i
o) 1.0
© o5t

10 20 30 40 50
[ug] Protein

Abbildung 4-3:

Proteinabhéngigkeit zur Bestimmung der optimalen Einsatzmenge an Gesamtprotein und
Spezifitit der AT ;-Rezeptor-Antikorper-Reaktion an humanem Plazentagewebe

A) Anti-AT|(N10)-Antikorper-Reaktion in Abhdngigkeit von der eingesetzten Menge (10pg, n=2; 20-
40pg, n=3 und 50pg) solubilisiertem Gesamtproteins humaner Plazenta einer gesunden Schwangeren.
Angabe des entsprechenden Westernblotes.

B) Identifizierung der spezifischen Anti-AT;(N10)-Antikorper-Reaktion durch den Einsatz des
Blockpeptides (Aminosduresequenz 15-24: Q-D-D-C-P-K-A-G-R-H des humanen AT;-Rezeptors, Sug
Peptid / 1pg Anti-AT;(N10)-Antikorper). Einsatz von 20pug Gesamtprotein humaner Plazenta einer
gesunden Schwangeren.

Im Westernblot erscheinen bei der Detektion des AT;-Rezeptors mit dem Anti-
AT (N10)-Antikorper (Santa Cruz) zwei Proteinbanden, eine >50 kDa, die andere
<50kDa. Wie in Abbildung 4-3B gezeigt, konnte die Spezifitit der AT;(N10)-
Antikorper-Reaktion  mit  Hilfe  des  Blockpeptides, entsprechend  der
Aminosduresequenz 15-24 (Q-D-D-C-P-K-A-G-R-H) des humanen AT,-Rezeptors,
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nachgewiesen werden. Die Proteinbande <50kDa entspricht dem AT;-Rezeptor in
humanem Plazentagewebe. In Abbildung 4-3A ist die Abhédngigkeit der Intensitit der
spezifischen Antikorperreaktion von der eingesetzten gesamten Proteinmenge
dargestellt. Fiir die nachfolgenden Versuche wurde die aufzutragende Proteinmenge mit
20ug Gesamtprotein festgelegt.

Die Ergebnisse der Untersuchung zur Proteinexpression des AT;-Rezeptors in der
Plazenta von gesunden Schwangeren sowie von Prideklampsie-Patientinnen sind in
Abbildung 4-4 dargestellt, wobei miitterliche und dem Fétus zugewandte Bereiche der
Plazenta in beiden Gruppen vergleichend analysiert wurden. Die Daten reprédsentieren
die Mittelwerte £ SEM, angegeben als OD/mm.

Auf Proteinebene ist in Analogie zu den PCR-Daten kein signifikanter Unterschied der
AT -Rezeptorexpression zwischen den untersuchten Plazentageweben (miitterliche und
Fotus zugewandte Seite) gesunder Schwangerer und von Préeklampsie-Patientinnen

nachweisbar.
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Abbildung 4-4:

Proteinexpression des AT;-Rezeptors humaner Plazenta / Vergleich gesunder und
prieklamptischer Schwangerer

AT -Rezeptor-Proteinexpression im Vergleich zwischen gesunden Schwangeren (K) und Prieklampsie-
Patientinnen (PE) unter Beriicksichtigung der miitterlichen (m) und der dem F&tus zugewandten (k)
Bereiche der Plazenta.

A) Vergleich zwischen den miitterlichen Bereichen der Plazenten gesunder Schwangerer (K) und
Priaeklampsie-Patientinnen (PE)

B) Vergleich zwischen dem Fotus zugewandten Bereichen der Plazenten gesunder Schwangerer (K) und
Préaeklampsie-Patientinnen (PE)

C) Vergleich zwischen den miitterlichen und dem Fotus zugewandten Bereichen der Plazenten bei
Préaeklampsie-Patientinnen (PE)

D) Vergleich zwischen den miitterlichen und dem Fotus zugewandten Bereichen der Plazenten bei
gesunden Schwangeren (K)

Student’s t-Test
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4.2. Identifizierung und Charakterisierung der AT;-AAK
- Bioassay-System -

4.2.1. Nachweis und Spezifizierung der AT-AAK

Die in den Seren von Praeklampsie-Patientinnen vorkommenden Autoantikorper gegen
den Angiotensin II AT;-Rezeptor lassen sich aufgrund ihrer funktionellen Effekte in
Kulturen neonataler Rattenkardiomyozyten identifizieren. Die Angiotensin I AT;-
Rezeptor Autoantikdrper (AT;-AAK) induzieren wie der Agonist Angiotensin II in
diesen Zellen einen positiv chronotropen Effekt. Dieser Effekt konnte durch den
Antagonisten des AT;-Rezeptors Losartan (1uM) spezifisch geblockt werden (Wallukat
et al., 1999). In der Abbildung 4-5 sind die Bioassay-Daten der aus den Seren der
Priaeklampsie-Patientinnen préparierten IgG-Fraktionen, die in weiterfithrende Versuche
zur Immunprézipitation eingesetzt werden sollten, dargestellt. Als Kontrollen dienen die
bei der affinitdtschromatographischen Reinigung der AT;-AAK aufgefangenen
Sdulendurchfliisse, aus denen durch die Reinigung die gebundenen AT;-AAK
spezifisch entfernt wurden. Die Erhohung der Pulsationsrate in Bezug zur basalen
Pulsationsrate der kultivierten neonatalen Rattenkardiomyozyten ist fiir die IgG-
Fraktion der einzelnen Patienten als Mittelwert aus 10 unabhéngigen Zellklustern +
SEM angegeben.

Wie aus der Abbildung 4-5 ersichtlich, sind die Kontrollproben AT;-AAK negativ (<7,2
Schldge/min). Die durch die Kontrollproben hervorgerufene Anderung der
Pulsationsraten der neonatalen Rattenkardiomyozyten betrigt 3,0 + 0,7 Schlidge/min. In
allen Serumproben der hier untersuchten Prieklampsie-Patientinnen wurden iiber den
Anstieg der Pulsationsrate >7,2 Schlige/min in den Kulturen neonataler
Rattenkardiomyozyten AT;-AAK identifiziert. Der Anstieg der Pulsationsraten der in
der Abbildung 4-5 dargestellten Patientenproben betrdgt im Mittel 22,0 = 1,07
Schldge/min.
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Abbildung 4-5:

Effekt der IgG-Fraktion einzelner Prieklampsie-Patientinnen auf die Schlagfrequenz kultivierter
neonataler Rattenkardiomyozyten im Bioassay

Bioassay mit Kulturen neonataler Rattenherzzellen stimuliert (1h bei 37°C) mit der IgG-Fraktion aus den
Seren verschiedener Praeklampsie-Patientinnen (O; Verdiinnung 1:20). Die Kontrollen sind IgG-
Fraktionen, aus denen bei der affinititschromatographischen Reinigung die AT,-AAK spezifisch entfernt
wurden (A ; Verdliinnung 1:20). ** p<0,01; Mann-Whitney-Test

Dass der positiv chronotrope Effekt bei allen 20 bestimmten Patientenproben tatséchlich
auf das Vorhandensein von AT;-AAK =zuriickzufiihren ist, konnte durch den
routinemdfigen Einsatz des AT;-Rezeptorantagonisten Losartan nachgewiesen werden.
In der Abbildung 4-6 sind die positiv chronotropen Effekte der IgG-Fraktionen
ausgewdhlter Praeklampsie-Patientinnen im Bioassay-System sowie die Hemmung der
Antikorperwirkung durch die Zugabe von Losartan im gleichen System dargestellt. Die
gezeigten Anderungen der Pulsationsraten der neonatalen Rattenkardiomyozyten

reprasentieren Mittelwerte aus 10 unabhéngig pulsierenden Zellklustern + SEM.

Abbildung 4-6:

Spezifizierung der AT;-AAK-Effekte im
o] Bioassay / Einsatz des spezifischen AT;-
] 0 g I Rezeptorblockers Losartan
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Die Abbildung 4-6 zeigt, dass die aus den Seren der Préeklampsie-Patientinnen
gewonnenen IgG-Fraktionen zu einer Erhohung der Pulsationsrate der kultivierten
neonatalen Rattenkardiomyozyten um 21,3 =+ 1,2 Schldge/min fiihren. Die
anschlieBende Behandlung der Zellkulturen mit dem spezifischen AT;-Rezeptorblocker
Losartan hebt den durch die AT;-AAK hervorgerufenen positiv chronotropen Effekt auf
(1,35 £ 0,3 Schldge/min).

4.2.2. Antisense-Versuche

In diesen Versuchen sollte die Spezifitit der AT;-AAK durch den Einsatz von Random-
, Sense- und Antisense-Oligonukleotiden der Sequenz des AT;s-Rezeptors der Ratte
untersucht werden. Die nachfolgenden Abbildungen zeigen den Einfluss der
Langzeitinkubation mit Random-, Sense- und Antisense-Oligonukleotiden auf
funktionell verfiigbare AT;-Rezeptoren im Bioassay. In der Abbildung 4-7 ist der
Nachweis der AT;-Rezeptoren {iber einen Angiotensin II-Stimulus als Mittelwert von 3
unabhingig durchgefiihrten Versuchen mit je 10 autonom pulsierenden Zellklustern +
SEM dargestellt.

Die Inkubation neonataler Rattenkardiomyozyten mit Angiotensin II (1pM) fiihrt zur
Erhohung der Pulsationsrate im Vergleich zur basalen Schlagfrequenz dieser Zellen um
24,8 + 1,8 Schldge/min. Die vorherige Behandlung (72h) der Zellkulturen mit Random-
und Sense-Oligonukleotiden hat keinen Einfluss auf den durch Angiotensin II
induzierten positiv chronotropen Effekt (Random / Ang II: 23,4 + 1,2 Schlige/min;
Sense / Ang II: 23,2 + 1,1 Schldge/min). Eine 72 stiindige Behandlung der
Rattenherzzellen mit Antisense-Oligonukleotiden filhrt zu einer signifikant
verminderten Angiotensin II-Antwort, was sich in einer Frequenzsteigerung von nur 5,0

+ 1,4 Schlidge/min duflert.



4 ERGEBNISSE 70

[}

<

5

‘é = o T

‘B‘% h b

T 20

55

)

gm 10F ok 3
S

';5 (30) 30 (30)
m

ohne random sense anti-
sense
< >
anschliefende Stimulierung mit Ang II (1uM)

Abbildung 4-7:

Funktionell fiir Angiotensin II verfiighare AT,-Rezeptoren im Bioassay nach erfolgter
Langzeitinkubation mit Random-, Sense- und Antisense-Oligonukleotiden der Sequenz des AT\~
Rezeptors der Ratte

Bioassay mit Kulturen neonataler Rattenherzzellen, die 72h bei 37°C mit Random-, Sense- und
Antisense-Oligonukleotiden (SpM) inkubiert wurden. Effekt einer Stimulierung (Smin bei 37°C) mit
Ang II (Angiotensin II; 1uM) auf die Pulsationsrate der vorbehandelten Kardiomyozyten im Vergleich
zu nicht vorbehandelten Kontrollzellen (ohne).

*** p<0,001; Student’s t-Test versus nicht vorbehandelte Kontrolle

Die Abbildung 4-8 zeigt die Wirkung der Oligonukleotide (AT;s-Rezeptor; Antisense)
auf die Ansprechbarkeit der Kardiomyozyten durch AT;-AAK verschiedener (n=4)
Praeklampsie-Patientinnen. Die Einzelwerte der verschiedenen Patientinnen sind als

Mittelwert £ SEM jeweils von 10 autonom pulsierenden Zellklustern angegeben.

Abbildung 4-8:

Funktionell fiir AT;-AAK verfiighare AT;-
Rezeptoren im Bioassay nach erfolgter
Langzeitinkubation mit Antisense-Oligo-
nukleotiden (AT ,-Rezeptors Ratte)
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Die IgG-Fraktionen der hier involvierten Préeklampsie-Patientinnen fithren zu einer
Erhohung der Schlagfrequenz der kultivierten neonatalen Rattenkardiomyozyten von im
Mittel 23,3 + 3,4 Schlige/min. Die Vorbehandlung der Zellen mit Antisense-
Oligonukleotiden fiihrt im Vergleich zu nicht vorbehandelten Kardiomyozyten zu einer
signifikant verringerten (6,1 + 1,2 Schldge/min) Antwort der Zellen auf eine

Behandlung mit Patientinnen-IgG.

4.2.3. Bestimmung der IgG-Subklasse der AT-AAK

Die Zugehorigkeit der AT;-AAK zu den beim Menschen bekannten IgG-Subklassen
sollte im Bioassay untersucht werden. Durch die Bildung eines Immunkomplexes
zwischen dem AT;-AAK und der Anti-human-IgG1-, -IgG2-, -1gG3-, -1gG4-Antikorper
wurden die entsprechenden Komplexe aus der IgG-Fraktion der Praeklampsie-
Patientinnen entfernt. Diese so vorbehandelten IgG-Fraktionen der verschiedenen
Patientinnen wurden in den Bioassay eingesetzt. In der Abbildung 4-9 sind die
Bioassay-Daten graphisch dargestellt und fiir 8 getestete Praeklampsie-Patientinnen als
Mittelwerte von 10 unabhéngig pulsierenden Messfeldern + SEM angegeben.

Es konnte gezeigt werden, dass bei allen untersuchten IgG-Fraktionen der
Priaeklampsie-Patientinnen nur die Anti-human-IgG3-Antikorper in der Lage sind den
AT|-AAK-Effekt im Bioassay zu neutralisieren. Die Vorbehandlung der
Patientenproben mit Anti-human-IgG1l-, -IgG2- und -IgG4-Antikorpern hat keinen
Einfluss auf den durch die AT;-AAK hervorgerufenen positiv chronotropen Effekt. Der
funktionelle AT;-AAK der untersuchten Prieklampsie-Patientinnen ist ein Antikorper
der IgG3-Subklasse.
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Abbildung 4-9:

IgG-Subklassen-Zugehorigkeit der AT;-AAK isoliert aus den Seren von Prieklampsie-
Patientinnen

Bioassay mit Kulturen neonataler Rattenherzzellen stimuliert (1h bei 37°C) mit AT-AAK (Verdiinnung
1:40) der IgG-Fraktion aus den Seren verschiedener Priacklampsie-Patientinnen. Effekt einer
Vorinkubation (1h bei 4°C) der AT;-AAK mit Anti-human-IgG1-, -I1gG2-, -IgG3-, -IgG4-Antikorpern
auf den durch die AT,-AAK hervorgerufenen positiv chronotropen Effekt.

4.3. Identifizierung und Charakterisierung der AT;-AAK
- Immunprazipitation -

4.3.1. Spezifitit der AT -Rezeptorbanden

Die Immunprézipitation sollte als Nachweisesmethode der in den Patientenseren
vorhandenen AT|-AAK etabliert werden. Fiir die Immunprizipitationexperimente
wurden die AT;-Rezeptoren humaner Plazenta solubilisiert sowie die IgG-Fraktionen
aus den Seren der Prieklampsie-Patientinnen gewonnen. Der AT;-AAK in der IgG-
Fraktion der Patientenseren bildet mit dem solubilisierten AT;-Rezeptor der humanen
Plazenta einen Immunkomplex, der an Protein A-Sepharose bindet. Prizipitiert,
elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran transferiert, ldsst
sich der AT;-Rezeptor mit dem spezifischen Anti-AT;(N10)-Antikérper nachweisen.
Der Nachweis des AT;-Rezeptors im Westernblot 1idsst Riickschliisse auf die Existenz
spezifischer AT;-AAK im Patientenserum zu. In Abbildung 4-10 ist ein exemplarischer

Westernblot einer Immunprézipitation des AT;-Rezeptors durch AT;-AAK dargestellt.
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Abbildung 4-10:

Immunprizipitation des AT;-Rezeptors durch AT;-AAK in der IgG-Fraktion der Seren
prieklamptischer Schwangerer (charakteristischer Westernblot)

Bahnen 1) Siulendurchfliisse zweier Priaeklampsie-Patientinnen, aus denen bei der affinitéts-
chromatographischen Reinigung die AT;-AAK entfernt wurden, Bahnen 2) IgG-Fraktionen zweier
Praeklampsie-Patientinnen, Bahnen 3) IgG-Fraktionen zweier Prieklampsie-Patientinnen; AT;-AAK
wurde mit dem Peptid (humaner AT;-Rezeptor, 2. extrazelluldre Schleife) geblockt Bahn 4)
unspezifische Reaktion von Protein A-Sepharose Bahm 5) unspezifische Reaktion von Protein A-
Sepharose und solubilisiertem Protein humaner Plazenta Bahn 6) die bereits beschriebenen typischen 2
Banden humaner Plazenta im Westernblot

Die Proben wurden elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und mit
dem Anti-AT1 (N10)-Antikorper detektiert.

Durch die Mitfilhrung von  solubilisiertem, nicht immunprézipitiertem
Gewebehomogenat der humanen Plazenta (Bahn 6) und die zuvor mit diesem Material
durchgefiihrten Versuche zur Bandenspezifitit ist die Zuordnung des durch
Immunprézipitation dargestellten AT;-Rezeptors (Bahnen 2) moglich. Die spezifischen
Proteinbanden sind durch Pfeile markiert. Die IgG-Fraktionen zweier Priaeklampsie-
Patientinnen, aus denen bei der affinititschromatographischen Reinigung die AT;-AAK
entfernt wurden (Bahnen 1) fiihren zu keiner Nachweisreaktion des AT;-Rezeptors.
IgG-Fraktionen zweier Praeklampsie-Patientinnen, die mit dem Peptid entsprechend der
Aminosduresequenz der zweiten extrazelluldren Schleife des humanen AT;-Rezeptors
vorinkubiert wurden (Bahnen 3), zeigen ebenfalls keine Banden in dem spezifischen
Bereich. Die Bahnen 4 und 5 zeigen unspezifische Reaktionen des Anti-AT;(N10)-
Antikorpers, die durch den alleinigen Einsatz von Protein A-Sepharose (Bahn 4) bzw.
von Protein A-Sepharose und Plazentagewebelysat (Bahn 5) bedingt sind. In beiden
Féllen existieren keine Banden in dem spezifischen Bereich.

Weitere Versuche zur Spezifitit der AT;-AAK in der Immunprézipitation wurden
durchgefiihrt. In allen Versuchsansdtzen wurden die IgG-Fraktionen aus den Seren

derselben Praeklampsie-Patientinnen zur Prizipitation des AT -Rezeptors eingesetzt.
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Vor dem Beginn der Untersuchungen wurden die IgG-Fraktionen der Patienten mit
verschiedenen Blockpeptiden vorinkubiert. Der Einfluss der verwendeten Blockpeptide
auf die Féahigkeit der AT;-AAK den AT;-Rezeptor zu prizipitieren ist in Abbildung 4-
11 dargestellt. Fiir die graphische Auswertung wurden die Peak-OD der spezifischen

Proteinbanden herangezogen und auf die Peak-OD des mitgefiihrten Standards bezogen.
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Abbildung 4-11:

Immunprizipitation des AT;-Rezeptors durch AT;-AAK / Spezifititsnachweis der AT;-AAK-
Reaktion

Bahnen 1 und 5) AT;-AAK aus den Seren von Priacklampsie-Patientinnen préazipitieren den AT;-
Rezeptor. Bahnen 4) IgG-Fraktionen von Prieklampsie-Patientinnen, aus denen bei der affinitéts-
chromatographischen Reinigung die AT;-AAK spezifisch entfernt wurden dienen als Kontrollen.
Bahnen 2) AT;-AAK aus den Seren von Priaeklampsie-Patientinnen vorinkubiert mit dem Peptid:
humaner 3;-AR (adrenerger Rezeptor), 2. extrazelluldre Schleife Bahnen 3) AT,-AAK aus den Seren
von Prideklampsie-Patientinnen vorinkubiert mit dem Peptid: humaner AT;-Rezeptor, 1. extrazelluldre
Schleife Bahnen 6) AT|-AAK aus den Seren von Prieklampsie-Patientinnen geblockt mit dem Peptid:
humaner AT;-Rezeptor, 2. extrazelluldre Schleife.

Die IgG-Proben wurden mit solubilisiertem AT;-Rezeptor der humanen Plazenta versetzt. Der
Immunkomplex wurde prézipitiert, elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran
transferiert und der AT;-Rezeptor mit dem spezifischen Anti-AT,;(N10)-Antikorper nachweisen.

* p<0,05; Mann-Whitney-Test

Die aus den Seren von Priaeklampsie-Patientinnen gewonnenen AT;-AAK sind in der
Lage den AT;-Rezeptor zu prézipitieren (Bahnen 1 und 5), wihrend die IgG-Fraktionen
der Priaeklampsie-Patientinnen, aus denen bei der affinitdtschromatographischen

Reinigung die AT;-AAK entfernt wurden (Bahnen 4) nicht in der Lage sind den AT;-
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Rezeptor zu prézipitieren. Die Inkubation der AT;-AAK mit dem Peptid der
Aminosduresequenz der 2. extrazelluliren Schleife des humanen AT,;-Rezeptors
unterbindet die Prézipitation des AT;-Rezeptors durch die AT;-AAK (Bahnen 6).
Wurden die AT;-AAK mit den Peptiden der Aminosduresequenz der 1. extrazelluldren
Schleife des humanen AT,-Rezeptors bzw. der 2. extrazelluldren Schleife des humanen
Bi-adrenergen Rezeptors inkubiert, war die Prézipitierbarkeit des AT;-Rezeptors durch
die AT;-AAK nicht beeintrdchtigt (Bahnen 2 und 3). Die Immunpréizipitationsversuche
zeigen in Analogie zum Bioassay, dass die AT;-AAK spezifisch ein Epitop auf der 2.

extrazelluldren Schleife des AT;-Rezeptors erkennen und daran binden.

4.3.2. AT-AAK-Screening der Patientenseren

Da die Prézipitation des AT;-Rezeptors direkt auf die Existenz spezifischer AT;-AAK
in den Seren von Priaeklampsie-Patientinnen zuriickzufiihren ist, sollte mittels
Immunprézipitationsversuchen eine groBere Zahl von Patientenproben auf das
Vorhandensein von AT;-AAK hin untersucht werden. Die in diesen Versuch
einbezogenen Patientenseren bzw. Blutspiilfliissigkeiten (Blut + isotonische Salzldsung;
aufgefangen bei der Sectio caesarea) wurden zuvor im Bioassay AT;-AAK positiv
getestet (ERGEBNISSE; ABSCHNITT 4.2.1.). Die Abbildung 4-12 zeigt die Verteilung der
Intensititen der AT;-AAK induzierten Prizipitation des AT;-Rezeptors fiir 19
untersuchte Praeklampsie-Patientinnen im Vergleich zu Kontrollproben. Als Kontrollen
dienen die bei der affinitdtschromatographischen Reinigung der AT;-AAK
aufgefangenen Séaulendurchfliisse, aus denen durch die Reinigung die gebundenen AT-
AAK spezifisch entfernt wurden. Die Werte sind als relative Einheiten aus der Peak-OD
der spezifischen Proteinbande bezogen auf die Peak-OD des mitgefiihrten Standards

angegeben.
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Blut- Abbildung 4-12:
Serum Spiilfliissigkeit Screening der Patientenproben auf
die Existenz des AT-AAK durch
Immunpriizipitation
0,75F
T —l_ Immunprizipitation des AT,-Rezeptors

durch AT;-AAK (Serum, n=11 /
Blutspiilfliissigkeit, n=8). Kontrollen
(n=4) sind IgG-Fraktionen der Seren
von Prdeklampsie-Patientinnen, aus
0,25 denen bei der
J_ affinitdtschromatographischen Rei-

é nigung die AT;-AAK entfernt wurden.
Jeweils Angabe des Minimal- und
AT;-AAK Kontrollen Maximal-Wertes sowie des Medians
und des 25%- und 75%-Quartils.

0,50

rel. Einheiten

Wie der Screeningversuch zeigt, variiert die Intensitdt der Nachweisreaktion der AT)-
AAK innerhalb des Patientinnenpools. Es treten dabei in jeder Probenart starke
Streuungen innerhalb der untersuchten Patientinnengruppe auf. Auffillig ist ebenfalls,
dass die IgG-Priparationen aus Blutspiilfliissigkeiten den AT;-Rezeptor im Vergleich
zu den Serumproben in stirkerem Malle prézipitieren. Die Werte rangieren hier
zwischen 0,09 rel. Einheiten und 0,74 rel. Einheiten, wobei der Median bei 0,55 rel.
Einheiten und das arithmetische Mittel £ SEM bei 0,46 £ 0,08 rel. Einheiten liegen. Aus
Patientenserum praparierte AT;-AAK prézipitieren den AT;-Rezeptor auf niedrigerem
Niveau. Der Median wurde bei 0,25 rel. Einheiten bestimmt und das arithmetische
Mittel £ SEM mit 0,33 £ 0,06 rel. Einheiten berechnet. Die Streuung der Werte bewegt
sich zwischen 0,1 und 0,68 rel. Einheiten. Bezogen auf die Kontrollwerte (Median: 0,06
rel. Einheiten, Maximal-Wert: 0,13 rel. Einheiten, Minimal-Wert: 0,03 rel. Einheiten)
zeigt sich, dass bei den untersuchten Serumproben 2 von 11 im Bioassay AT;-AAK
positiv bestimmten Prieklampsie-Patientinnen in der Immunprézipitation keine AT;-
AAK positive Reaktion hervorrufen. Auch bei den Blutspiilfliissigkeiten konnte bei 1
von 8 Praeklampsie-Patientinnen, obwohl im Bioassay AT;-AAK positiv bestimmt, in
der Immunprézipitation keine AT;-AAK positive Reaktion nachgewiesen werden. Die
Effektivitait des Nachweises von AT;-AAK in den Proben der hier untersuchten
Priaeklampsie-Patientinnen liegt im Vergleich zum Bioassay bei 82%-87,5%.

Eine Korrelation zwischen der Intensitit der Immunpréizipitation des AT;-Rezeptors
durch die AT;-AAK und der Stirke des durch die AT;-AAK im Bioassay

hervorgerufenen positiv chronotropen Effekts ist weder bei den untersuchten
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Serumproben noch bei den Blutspiilfliissigkeiten festzustellen (Abbildung 4-13). Die
Prézipitationsintensitit des AT;-Rezeptors durch die AT;-AAK ist in relativen
Einheiten aus der Peak-OD der spezifischen Proteinbande bezogen auf die Peak-OD des
mitgefiihrten Standards angegeben. Die Bioassay-Daten sind Mittelwerte = SEM aus 10

unabhingig von einander pulsierenden Zellklustern und in Schldge/min angegeben.

Serum Blut-Spiilfliissigkeit
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Abbildung 4-13:
Vergleich der Intensitit der Immunprizipitation des AT;-Rezeptors durch AT;-AAK und der
Stirke des durch die AT,-AAK im Bioassay hervorgerufenen positiv chronotropen Effektes

Intensitit der Immunprizipitation des AT;-Rezeptors durch die AT;-AAK in rel. Einheiten ( % ) und
Erhohung der Pulsationsrate im Bioassay in Schlidge/min ( [ ) hervorgerufen durch die AT;-AAK
derselben Patientenprobe (n=19). Die Effekte der Serumproben und der Blutspiilflissigkeiten (Blut +
isotonische Salzlosung) sind getrennt dargestellt. AT;-AAK markierter Patienten ( O ) werden in
weiterfiilhrenden Versuchen zur Bestimmung der IgG-Subklasse eingesetzt.

12 der im Screeningversuch AT;-AAK positiv getesteten Patientenseren wurden in
Blockierungsversuchen mit dem Blockpeptid (humaner AT;-Rezeptor, 2. extrazellulédre

Schleife) behandelt (Abbildung 4-14).
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Abbildung 4-14:

Patientenscreening / Spezifizierung
der AT;-AAK-Reaktion

kol Immunprézipitation des AT;-Rezeptors
durch AT-AAK. Effekt der Kontrollen
(IgG-Fraktionen von  Priaeklampsie-
Patientinnen, aus denen die AT;-AAK
0,251 entfernt wurden), AT;-AAK und AT;-
AAK + Peptid (AT;-Rezeptor; 2.
extrazelluldire ~ Schleife) auf die
i e i Prizipitation des AT,-Rezeptors

humaner Plazenta.

Kontrolle AT-AAK AT;-AAK+ ik 5<(),0001; Mann-Whitney-Test
AT,-Rezeptor /
2. Loop

=
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S

rel.Einheiten
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Alle hier untersuchten IgG-Fraktionen verschiedener Priaeklampsie-Patientinnen
préazipitieren den AT;-Rezeptor. Dieser Effekt ist bei allen Proben durch das Peptid
(AT;-Rezeptor; 2. extrazelluldre Schleife) blockierbar.

4.4. Einfluss von Angiotensin II und AT;-AAK auf die AT-Rezeptorfunktion und
-expression im Modell der neonatalen Rattenherzzellen

4.4.1. Einfluss von Angiotensin II und AT;-AAK auf die AT;-Rezeptorfunktion
- Bioassay-System -

In diesen Versuchen wurde getestet, ob eine Langzeitbehandlung kultivierter neonataler
Rattenkardiomyozyten mit Angiotensin II oder agonistischen AT;-AAK aus den Seren
von Priaeklampsie-Patientinnen einen Einfluss auf die Funktion des AT;-Rezeptors
ausiibt. Kulturen neonataler Rattenherzzellen wurden 72h mit Angiotensin II, mit AT;-
AAK, mit Losartan bzw. mit Angiotensin II und AT;-AAK jeweils in Verbindung mit
Losartan inkubiert. Am Versuchstag wurde im Bioassay die Wirkung von Angiotensin
II (0,1uM) auf die Pulsationsrate der vorbehandelten Zellkulturen untersucht. In der
Abbildung 4-15 sind die Anderungen der Pulsationsrate der neonatalen
Rattenkardiomyozyten als Mittelwert von 4-7 durchgefiihrten unabhingigen Versuchen
mit je 10 autonom pulsierenden Zellklustern £ SEM graphisch dargestellt.

Kultivierte neonatale Rattenkardiomyozyten (Kontrollzellen ohne vorherige Inkubation)
reagieren auf Angiotensin II (0,1uM) mit einer Erhohung der Pulsationsrate im
Vergleich zur basalen Schlagfrequenz um 21,2 + 0,84 Schlidge/min. Die 72 Stunden mit
Angiotensin II (IuM) wie auch die 72 Stunden mit AT;-AAK vorbehandelten
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Rattenkardiomyozyten reagieren auf eine Stimulierung mit Angiotensin II (0,1uM) im
Vergleich zur Kontrolle mit einer signifikant verminderten Frequenzsteigerung
(Angiotensin II-Vorbehandlung: 8,4 + 0,60 Schlige/min; AT;-AAK-Vorbehandlung:
9,9 £ 0,96 Schldge/min). Diese signifikante Verminderung der Angiotensin II (0,1uM)
induzierten Schlagfrequenz sowohl der mit Angiotensin II (1uM) als auch der mit AT;-
AAK vorbehandelten Rattenkardiomyozyten konnte durch Losartan (1uM) aufgehoben
werden. Die 72 stiindige Inkubation der Zellen mit Losartan (1uM) allein fiihrt im
Vergleich zu den Kontrollzellen zu einem signifikanten Anstieg (30,6 + 2,0
Schldge/min) der Pulsationsrate der Kardiomyozyten auf einen erneuten Angiotensin II

Stimulus (1uM).
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Abbildung 4-15:

Funktionell fiir Angiotensin II verfiighare AT;-Rezeptoren im Bioassay nach erfolgter
Langzeitinkubation mit Angiotensin II bzw. AT;-AAK

Bioassay mit Kulturen neonataler Rattenherzzellen, die 72h bei 37°C mit Ang II (Angiotensin II; 1uM),
AT;-AAK (Verdiinnung:1:100), Ang II+Los. (Angiotensin II; 1uM + Losartan; 1uM), AT-AAK+Los.
(AT;-AAK; Verdiinnung: 1:100 + Losartan; 1pM) und Les. (Losartan; 1uM) inkubiert wurden. Wirkung
von Ang II (Angiotensin II; 0,1luM) auf die Pulsationsrate der vorbehandelten neonatalen
Rattenkardiomyozyten im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen (ohne)

*** p<0,001; Student’s t-Test versus unbehandelte Kontrolle



4 ERGEBNISSE 80

4.4.2. Einfluss von Angiotensin II und AT;-AAK auf die mRNA-Expression des
AT;-Rezeptors

Im weiteren Verlauf der Untersuchungen sollte der Einfluss einer Langzeitinkubation
mit Angiotensin II sowie mit AT;-AAK auf die mRNA-Expression des AT;-Rezeptors

in kultivierten neonatalen Rattenherzzellen untersucht werden.

Patientenmaterial

Die eingesetzten Préiparationen affinitdtschromatographisch gereinigter AT;-AAK
wurden zuvor im Bioassay getestet. In der Tabelle 4.4.2.-1 sind die Ergebnisse der
durchgefiihrten Bioassays aufgelistet, wobei die Ergebnisse als Mittelwerte von jeweils
10 unabhingig voneinander pulsierenden Zellklustern + SEM angegeben sind.
Patientinnenproben die mit einer Anderung der Pulsationsrate von >7,2 Schlige/min

bestimmt wurden, wurden als AT;-AAK positiv bewertet.

Tabelle 4.4.2.-1 Positiv chronotroper Effekt der im Bioassay getesteten und nachfolgend in
weiterfilhrenden Versuchen eingesetzten AT;-AAK

Patient | affinitdtschromatographische Erhohung der Pulsationsrate
Reinigungen der AT;-AAK durch AT;-AAK versus
Basalrate [Schlige/min]
1:50 1:40
3 a 16,4 £2,40
b 18,8 + 2,40
8 a 22,4+ 1,24
b 14,4+ 2,32
24 a 12,0 £ 0,56
b 30,4 £3,16
C 26,8 £3.,40
25 a 20,8 + 5,08
26 a 24,0 £2,36
b 21,2+ 1,84
Oligonukleotidprimer

Die in den Versuchen zur Langzeitwirkung von Angiotensin und der AT;-AAK auf die
mRNA-Expression des AT;-Rezeptors eingesetzten Oligonukleotidprimer wurden

zuvor in den nagerspezifischen Subtypen des AT;-Rezeptors, in der mRNA-Sequenz
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sowohl des AT s-Rezeptors (Accession-Nr. NM_030985) als auch in der mRNA-
Sequenz des AT;g-Rezeptors (Accession-Nr. X64052) identifiziert. Zundchst wurden
die PCR-Bedingungen optimiert und die Zyklenzahl fiir eine Amplifizierung im
linearen Bereich festgelegt (Ratten-AT;-Rezeptor: 27 Zyklen; Ratten-Calsequestrin
(CSQ), als externer Standard: 19 Zyklen; Abbildung 4-16).

A AT;-Rezeptor B Calsequestrin (CSQ)
444bp— —— 757bp— e ——
g €
£ 1 £ |
At A
©) O [

15 20 25 30 35 15 20 25 30 35

Zyklen Zyklen

Abbildung 4-16:

Zyklusabhingigkeit zur Bestimmung der optimalen Zyklenzahl der RT-PCR mit mRNA
neonataler Rattenherzzellen fiir Primerpaare des AT;-Rezeptors und des Calsequestrins (CSQ) der
Ratte

A) Amplifizierung der AT;-Rezeptor-cDNA in Abhéngigkeit von der Anzahl der durchlaufenen PCR-
Zyklen (in Ser-Schritten 15-35, je n=3); entsprechendes Agarosegel mit Angabe der ProduktgréBe in bp.
B) Amplifizierung der CSQ-cDNA in Abhéngigkeit von der Anzahl der durchlaufenen PCR-Zyklen (in
Ser-Schritten 15-35, je n=3); entsprechendes Agarosegel mit Angabe der Produktgréfe in bp.

Die mRNA wurde aus kultivierten neonatalen Rattenherzzellen isoliert. Die PCR wurde mit 250ng cDNA
durchgefiihrt. Die Amplifikate wurden in einem 2% Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Durch die
Messung der UV-Absorption konnten die Banden im Agarosegel quantifiziert (optische Dichte -OD-
/mm) werden.

Untersuchung zur mRNA-Expression des AT;-Rezeptors

In Analogie zu den funktionellen Versuchen im Bioassay-System (ERGEBNISSE;
ABSCHNITT 4.4.1.) wurden Kulturen neonataler Rattenherzzellen 72h mit Angiotensin II
sowie mit AT;-AAK inkubiert, wobei begleitend der Einfluss unterschiedlicher
Kulturbedingungen untersucht wurde. Die RT-PCR mit mRNA der zuvor
langzeitinkubierten Zellkulturen wurde durchgefiihrt. In der Abbildung 4-17 sind die
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Ergebnisse dieser Untersuchungen gezeigt und als Mittelwerte £ SEM angegeben,

wobei die Originaldaten (OD/mm) als Prozent zur Kontrolle dargestellt sind.
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Abbildung 4-17:

mRNA-Expression des AT -Rezeptors in Kulturen neonataler Rattenherzzellen / Einfluss der
Langzeitinkubation mit Angiotensin II sowie mit AT;-AAK unter Beriicksichtigung der
Kultivierungsbedingungen der neonatalen Rattenherzzellen

RT-PCT mit 250ng gesamt-RNA neonataler Rattenherzzellen. Expression des AT;-Rezeptors dargestellt
als Mittelwert + SEM in % der Kontrolle (unbehandelte Zellkulturen), normiert auf CSQ.

A) Effekt der Inkubation (72h bei 37°C) mit Ang II (Angiotensin II; 1uM) sowie mit
affinititschromatographisch gereinigten AT;-AAK (Verdiinnung 1:40) der Préeklampsie-Patientin [24]
bei Kultivierung der neonatalen Rattenherzzellen in SM20-I unter Zusatz von (+) 10%NKS.

B) Effekt der Inkubation (72h bei 37°C) mit Ang II (Angiotensin II; 1pM) sowie mit
affinitdtschromatographisch gereinigten AT;-AAK (Verdiinnung 1:40) der Prdeklampsie-Patientinnen
[24; 8] bei Kultivierung der neonatalen Rattenherzzellen in SM20-I ohne (-) NKS mit (+) 0,2% BSA.
C/D) Effekt der Inkubation (72h bei 37°C) mit Ang II (Angiotensin II; 1pM) sowie mit
affinititschromatographisch gereinigten AT;-AAK (Verdiinnung 1:40) der Priaeklampsie-Patientinnen
[24; 8] und der Patienten mit akzelerierter vaskuldrer NierenabstoBung [25; 26] bei Kultivierung der
neonatalen Rattenherzzellen in SM20-I ohne (-) NKS ohne (-) 0,2% BSA.

Représentatives Agarosegel der Expression des AT;-Rezeptors unter den gewéhlten Bedingungen.

*** p<0,001 Student’s t-Test versus Kontrolle
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Unter den gewdhlten Kulturbedingungen (SM20-I mit (+) 10%NKS) hat die
Langzeitinkubation (72h) der Kulturen neonataler Rattenherzzellen mit Angiotensin II
(1uM) keinen Einfluss auf die Expression der AT;-Rezeptors (mRNA-Ebene). Auch
eine 72 stiindige Inkubation der Zellkulturen mit AT;-AAK (Patient 24; Verdiinnung
1:40) fiihrt zu keiner Verdnderung der AT;-Rezeptormenge im Vergleich zur Kontrolle
(Abbildung 4-17A). In Abbildung 4-17B sind die Ergebnisse der Untersuchungen unter
verdnderten Kulturbedingungen (SM20-I ohne (-) NKS aber unter Zusatz von (+) 0,2%
BSA) dargestellt. Die Langzeitbehandlung der kultivierten neonatalen Rattenherzzellen
mit Angiotensin II (1pM) sowie mit einer 1:40 Verdiinnung der AT;-AAK (Patienten 8,
24) fiihrt im Vergleich zur Kontrolle zu keiner signifikanten Anderung der AT-
Rezeptormenge. Unter den Kulturbedingungen SM20-I ohne (-) NKS und ohne (-) BSA
(Abbildung 4-17 C/D) ist durch die Langzeitbehandlung der neonatalen
Rattenherzzellen mit Angiotensin II (1pM) eine signifikante Abnahme der AT;-
Rezeptor-mRNA um 29% im Vergleich zur Kontrolle zu verzeichnen. Des Weiteren ist
zu erkennen, dass eine Langzeitbehandlung der Zellen mit AT;-AAK (Patienten 8, 24)
keinen Einfluss auf die Expression des AT;-Rezeptors hat. Jedoch fiihrt eine
Behandlung der Zellkulturen mit AT;-AAK der Patienten 25 und 26 (Patienten mit
akzelerierter vaskuldrer Nierenabstoung) zu einer Verminderung der Expression des

AT;-Rezeptors um 35%.

4.4.2.1. Einfluss von Angiotensin II und AT;-AAK auf den Shift zwischen AT;s
und AT]B

In den vorhergehenden Versuchen zur Langzeitwirkung von Angiotensin II und der
AT;-AAK auf die mRNA-Expression des AT -Rezeptors wurden Primerpaare aus der
kodierenden Sequenz gewdhlt, die sowohl den AT;s- wie auch den AT;g-Rezeptor
erkennen. Aufgrund der Ergebnisse war es von Interesse, ob eine Langzeitbehandlung
der Kulturen neonataler Rattenherzzellen mit Angiotensin II bzw. mit AT;-AAK zu
einem Shift zwischen den nagerspezifischen Subtypen, AT s und ATg, fiihrt. Zunéchst
wurden die Primerpaare fiir den AT;s- und AT,;g-Rezeptor, die in der 3' untranslatierten

cDNA-Region der jeweiligen Rezeptoren liegen, getestet (Abbildung 4-18).
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Abbildung 4-18:

mRNA Expression der AT;-Rezeptorsubtypen (AT;, und AT;g) in H9c2-Zellen (embryonale
kardiale Myoblasten) und neonatalen Herzzellen der Ratte (A) / Analyse der optimalen Zyklenzahl
des AT;,- Rezeptors neonataler Rattenherzzellen (B)

A) RT-PCR (35 Zyklen) mit 250ng gesamt-RNA embryonaler kardialer Myoblasten (H9c2-Zellen)
(Bahn 1) sowie neonataler Herzzellen (Bahn 2) der Ratte. Bahn 3: 100bp-DNA-Leiter

385 bp-Bande = AT, 5-Rezeptor; 204bp-Bande = AT z-Rezeptor.

B) Amplifizierung der PCR-Produkte des AT s-Rezeptors in Abhidngigkeit von der Anzahl der
durchlaufenen PCR-Zyklen (15-40 Zyklen, je n=3). In die PCR wurden 250ng cDNA eingesetzt. Die
Amplifikate wurden in einem 2% Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und die Banden durch
Messen der UV-Absorption quantifiziert.

In Abbildung 4-18A ist eindeutig zu erkennen, dass bei den neonatalen Rattenherzzellen
vorwiegend der AT;s-Rezeptor (385bp; Bahn 2) exprimiert wird, wiahrend die aus
embryonalen Rattenherzzellen etablierte H9c2-Zelllinie, den AT;g-Rezeptor (204bp;
Bahn 1) exprimiert. Die PCR-Bedingungen fiir die eingesetzten Primerpaare wurden fiir
die mRNA aus Kulturen neonataler Rattenherzzellen optimiert und die Zyklenzahl fiir
eine Amplifizierung im linearen Bereich festgelegt (Ratten-AT;a-Rezeptor: 26 Zyklen;
Abbildung 4-18B). In Anlehnung an die vorhergehenden Versuche wurden Kulturen
neonataler Rattenherzzellen 72 Stunden mit Angiotensin II (1pM) sowie mit
affinitdtschromatographisch gereinigten AT;-AAK inkubiert. Die Abbildung 4-19 zeigt
die in Agarosegelen aufgetrennten Amplifikationsprodukte der PCR mit AT;s- und
ATig-Primern unter Beriicksichtigung der Kulturbedingungen der neonatalen
Rattenherzzellen.

Es konnte gezeigt werden, dass eine Langzeitbehandlung der Kulturen neonataler

Rattenherzzellen mit Angiotensin II sowie mit AT;-AAK keinen Shift zwischen den
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AT;-Rezeptor Subtypen, AT und AT)p, zurlick zur embryonalen Ausstattung (AT)p-

Rezeptor) hervorruft.

-NKS /-BSA -NKS /+BSA
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Abbildung 4-19:

mRNA Expression des AT,-Rezeptors in neonatalen Rattenherzzellen / Einfluss der
Langzeitinkubation mit Angiotensin II sowie mit AT,-AAK auf den Shift zwischen den AT;-
Rezeptorsubtypen (AT;, und ATg) unter Beriicksichtigung der Kultivierungsbedingungen

RT-PCT mit 250ng gesamt-RNA neonataler Rattenherzzellen und den spezifischen AT s- und AT p-
Rezeptor- sowie Calsequestrin (CSQ)-Primern der Ratte. Effekt der Inkubation (72h bei 37°C) mit Ang
II (Angiotensin II; 1uM) sowie mit affinitdtschromatographisch gereinigten AT-AAK (Verdiinnung
1:40) der Pracklampsie-Patientinnen [8; 3] auf die Subtyp-spezifische Expression des AT;-Rezeptors bei
Kultivierung der neonatalen Rattenherzzellen in SM20-I ohne (-) NKS mit (-) 0,2% BSA bzw. in SM20-
I ohne (-) NKS mit (+) 0,2% BSA

4.4.3. Einfluss von Angiotensin II und AT{-AAK auf die Proteinexpression des
AT;-Rezeptors

In Analogie zu den funktionellen Versuchen im Bioassay-System (ERGEBNISSE;
ABSCHNITT 4.4.1.) wurden Kulturen neonataler Rattenherzzellen 72h mit Angiotensin II
sowie mit AT;-AAK inkubiert. Die Proteine der zuvor behandelten Zellkulturen wurden

solubilisiert und in einer 10%igen SDS-Page aufgetrennt. Auf eine
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Nitrozellulosemembran transferiert, wurden die AT;-Rezeptoren mit dem Anti-
AT {(N10)-Antikorper  (Santa  Cruz)  detektiert.  Zundchst  wurden  die
Versuchsbedingungen optimiert. In der Abbildung 4-20 ist die Abhéngigkeit der
Intensitdt der spezifischen Antikorperreaktion von der eingesetzten Proteinmenge

dargestellt.

50 kDa

S S JI Abbildung 4-20:

Proteinabhingigkeit zur Bestimmung der

[ug] Protein 5 10 20 30 optimalen Einsatzmenge an Gesamtprotein
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Nachweis des AT-Rezeptors

Reaktion des Anti-AT(N10)-Antikoérpers in
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Fiir die nachfolgenden Untersuchungen wurde die aufzutragende Proteinmenge mit
15ug  Gesamtprotein  festgelegt. Die Ergebnisse der Untersuchungen zur
Proteinexpression des AT;-Rezeptors nach erfolgter Langzeitbehandlung neonataler
Rattenherzzellen mit Angiotensin II und AT;-AAK sind in der Abbildung 4-21
dargestellt.
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3 —— Effekt der Inkubation (72h bei 37°C) der
X 50r neonatalen Rattenherzzellen in SM20-I ohne (-)
NKS ohne (-) BSA mit Ang II (Angiotensin II;
| (11 IuM), mit AT-AAK (Verdiinnung 1:20)
verschiedener Patientinnen sowie mit Los.
K ATy- Angll Los. (Losartan; 1uM) im Vergleich zu unbehandelte
AAK Kontrollzellen (K).
Mann-Whitney-Test
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Es konnte fiir die zu Grunde liegenden Kulturbedingungen (SM20-I ohne (-) NKS und
ohne (-) BSA) kein signifikanter Einfluss einer Langzeitinkubation (72h) mit
Angiotensin II wie auch mit AT;-AAK auf die Proteinexpression des AT;-Rezeptors

kultivierter neonataler Rattenherzzellen nachgewiesen werden.

4.5. Wirkung der AT;-AAK auf die Expression von Komponenten der
extrazelluliren Matrix in Kulturen adulter und neonataler Nicht-Myozyten
der Ratte

Im Ribonuclease protection assay (RPA) sollte der Einfluss der bei Priaeklampsie-
Patientinnen identifizierten AT;-AAK auf Komponenten der extrazelluldren Matrix
(Kollagen I und III) sowie auf assoziierte Faktoren (MMP-2, TIMP-2 und Colligin), die
eine Rolle beim turnover der extrazelluldren Matrix (ECM) spielen, untersucht werden.
Fiir diese Versuchsreihen wurden Kulturen adulter und neonataler Nicht-Myozyten
(NMZ) der Ratte mit affinitdtschromatographisch gereinigten AT;-AAK behandelt. Die
aus den NMZ isolierte gesamt-RNA wurde in den RPA eingesetzt. Die in der Folge
dargestellten Versuchsergebnisse sind vorldufige Daten, die in weiterfiihrenden
Versuchen durch den spezifischen Einsatz von AT,;-Rezeptor-Blockern verifiziert
werden miissen. In der Abbildung 4-22 sind die Ergebnisse der RPAs mit dem
Sondenset rECM-3 (c1, ¢3, mmp-2, timp-2, cli und GAPDH) mit mRNA isoliert aus
adulten NMZ dargestellt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte der x-fachen
Steigerung iiber der Kontrolle = SEM, zuvor auf GAPDH normiert.

Eine 24 stiindige Behandlung adulter NMZ mit AT;-AAK (1:100) fiihrt zu einer
signifikant verringerten Expression von Kollagen III, MMP-2, TIMP-2 sowie von
Colligin. Die Expression von Kollagen I bleibt im Vergleich zur Kontrolle in diesem
Versuchsansatz unverdndert. Die nach einer Inkubation (24h) der adulten NMZ mit
AT;-AAK (1:40) verschiedener Patientinnen erhaltenen Werte streuen in Abhdnigkeit
von der Patientin sehr stark, was auch durch die Wiederholung des RPAs mit demselben
Untersuchungsmaterial bestdtigt wurde. Signifikante Unterschiede der Expression von
Kollagen I und III, MMP-2, TIMP-2 sowie von Colligin im Vergleich zur Kontrolle
konnten fiir die 24h-Behandlung der adulten NMZ mit AT;-AAK (1:40) und mit

Angiotensin II (1uM) nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 4-22:
Expression von Komponenten der ECM sowie assoziierter Faktoren des turnover der ECM in
Kulturen adulter NMZ der Ratte nach Inkubation mit Angiotensin II und AT;-AAK

RPA mit mRNA stimulierter (24h bei 37°C) adulter Nicht-Myozyten (aNMZ). Effekt von Ang II
(Angiotensin II; 1uM) und AT;-AAK (Verdiinnung 1:100, 1:40) verschiedener Priaeklampsie-
Patientinnen auf die Expression von ¢l (Kollagen I), ¢3 (Kollagen III), mmp-2 (matrix
metalloproteinase-2), timp-2 (tissue inhibitor of metalloproteinase-2), cli (colligin) normiert auf
GAPDH.

** p<0,01 Mann-Whitney-Test versus Kontrolle

In der nachfolgenden Abbildung (4-23) sind die Ergebnisse der RPAs mit dem
Sondenset rECM-3 (c1, ¢3, mmp-2, timp-2, cli und GAPDH) mit mRNA isoliert aus

neonatalen NMZ dargestellt. Auf GAPDH normiert, sind die dargestellten Ergebnisse

Mittelwerte der x-fachen Steigerung tiber der Kontrolle = SEM.
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Expression von Komponenten der ECM sowie assoziierter Faktoren des turnover der ECM in
Kulturen neonataler NMZ der Ratte nach Inkubation mit AT,-AAK

RPA mit mRNA stimulierter (24h / 48h bei 37°C) neonataler Nicht-Myozyten (nNMZ). Effekt der AT,-
AAK (Verdiinnung 1:40) verschiedener Prieklampsie- Patientinnen auf die Expression von ¢l (Kollagen
I), €3 (Kollagen III), mmp-2 (matrix metalloproteinase-2), timp-2 (tissue inhibitor of metalloproteinase-
2), cli (colligin) normiert auf GAPDH.
Mann-Whitney-Test versus Kontrolle

Weder eine 24h- noch eine 48h-Inkubation neonataler NMZ mit AT;-AAK (1:40)

verschiedener Prieklampsie-Patientinnen fiihrt zu einer gegeniiber der Kontrolle

signifikant verdnderten Expression von Kollagen 1 und III, MMP-2, TIMP-2 und

Colligin.
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4.6. AT-AAK aktivierte Signaltransduktionswege des AT-Rezeptors
4.6.1. G;-Protein vermittelte Signaltransduktionswege

4.6.1.1. Bioassay-System

In diesen Versuchen sollte der Einfluss von Angiotensin II sowie der AT;-AAK auf die
B-adrenerg induzierte Erhohung der Pulsationsrate kultivierter —neonataler
Rattenkardiomyozyten untersucht werden. In diesem Zusammenhang sollte durch den
Einsatz von Pertussistoxin eine mogliche Beteiligung der Signaltransduktionswege tliber
Gi-Proteine gepriift werden. In der Abbildung 4-24 sind die Anderungen der
Pulsationsrate der neonatalen Rattenkardiomyozyten als Mittelwert von 3 unabhéngig
durchgefiihrten Versuchen mit je 10 autonom pulsierenden Zellklustern = SEM

graphisch dargestellt.
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Abbildung 4-24:

(-)-Isoproterenol-Antwort neonataler Rattenkardiomyozyten nach erfolgter Inkubation mit
Angiotensin II und AT;-AAK / Einfluss von Pertussistoxin (PTX)

Bioassay mit Kulturen neonataler Rattenherzzellen, die mit Ang II (Angiotensin II; 1uM; Smin bei 37°C)
bzw. AT-AAK (Verdiinnung 1:40; 1h bei 37°C) vorinkubiert wurden. Effekt von Iso ((-)-Isoproterenol;
0,3uM) auf die Pulsationsrate der vorbehandelten neonatalen Rattenkardiomyozyten im Vergleich zu
unbehandelten Kontrollen. Einfluss von PTX (Pertussistoxin) im Versuchsansatz.

*** p<0,001 Student’s t-Test versus (-)-Isoproterenol-Stimulierung
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Die Behandlung der kultivierten neonatalen Rattenkardiomyozyten mit (-)-Isoproterenol
(0,3uM) fiihrt zu einer Erhohung der Schlagfrequenz auf 37,9 + 1,4 Schldge/min. Durch
die Inkubation der Zellen mit Angiotensin II (1uM) ist die (-)-Isoproterenol-Antwort
signifikant um 52,2% vermindert. Die Inkubation der Zellkulturen mit gereinigten AT;-
AAK (Verdiinnung 1:40) hat eine um 52,5% signifikant verringerte (-)-Isoproterenol-
Antwort zur Folge. Analog wurden die Untersuchungen unter Zusatz von Pertussistoxin
(100ng/ml) durchgefiihrt. Die Behandlung kultivierter neonataler Rattenherzzellen mit
Pertussistoxin  und (-)-Isoproterenol (0,3uM) fiihrt zu einer Erhéhung der
Schlagfrequenz auf 36,5+1,4 Schldge/min. Unter Zusatz von Pertussistoxin reagieren
die Zellen trotz Behandlung mit Angiotensin II (1uM) oder mit gereinigten AT;-AAK
(Verdiinnung 1:40) auf eine (-)-Isoproterenol-Zugabe wie Kardiomyozyten ohne

vorhergehende AT;-Rezeptorstimulierung.

4.6.1.2. Quantitative cAMP-Bestimmung

In diesen Versuchen sollte der Einfluss von Angiotensin II sowie der AT;-AAK auf die
auf [-adrenerge Stimulierung zuriickzufiihrende Erhohung der cAMP-Menge
kultivierter neonataler Rattenherzzellen untersucht werden, wobei die Identifizierung
der beteiligten Signaltransduktionswege im Vordergrund stand. Die Abbildung 4-25
zeigt den Einfluss von Angiotensin II und der AT;-AAK auf die durch (-)-Isoproterenol
(0,1uM bzw. 1uM) aktivierte cAMP-Akkumulierung.

Unbehandelte neonatale Rattenherzzellen (Kontrollen) haben im Mittel einen cAMP-
Gehalt von 24,2 + 4,3 pmol cAMP/mg Protein. Die Stimulierung der Zellen mit (-)-
Isoproterenol fiihrt zu einem deutlichen Anstieg der intrazelluliren cAMP-Menge. Die
cAMP-Menge, die nach der Behandlung der Zellen mit (-)-Isoproterenol (0,1uM)
bestimmt wurde, ist mit 131,0 £ 12,0 pmol cAMP/mg Protein am hochsten. Die
Stimulierung der Zellen mit (-)-Isoproterenol (1uM) fithrt zu cAMP-Werten von 114,5
+ 13,0 pmol cAMP/mg Protein. Die Behandlung der Zellen mit (-)-Isoproterenol
(10uM) ergibt cAMP-Werte von 94,0 £ 12,2 pmol cAMP/mg Protein (Daten hier nicht
abgebildet). Die Vorinkubation der Zellen mit Angiotensin II fiihrt zu einer
signifikanten Reduzierung der (-)-Isoproterenol (0,1uM)-Antwort, wie die Abnahme
der cAMP-Menge um 32,6% beweist. Auch die Vorbehandlung der Zellen mit AT;-
AAK fiihrt zu einer signifikanten Verminderung der (-)-Isoproterenol (0,1uM)-
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induzierten cAMP-Menge um 30,2%. Analoge Versuchsreihen mit (-)-Isoproterenol
(1uM) zeigen gleichermafen deutliche Abnahmen des cAMP-Gehaltes der Zellen durch
die vorherige Behandlung dieser mit Angiotensin I (um 27,9%) bzw. mit AT;-AAK
(um 31,4%). Auch die Untersuchungen mit (-)-Isoproterenol (10uM) zeigen dhnliche
Tendenz, wie die Abnahmen der cAMP-Menge um 11,5% (Angiotensin II-
Vorbehandlung) und um 23,2% (Vorbehandlung mit AT;-AAK) widerspiegeln (Daten
nicht graphisch dargestellt).
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Abbildung 4-25:

Intrazellulire cAMP-Menge neonataler Rattenherzzellen generiert durch (-)-Isoproterenol /
Einfluss von Angiotensin IT und AT;-AAK

Quantitative cAMP-Bestimmung in Kulturen neonataler Rattenherzzellen ohne (-) Pertussistoxin (PTX)
im Versuchsansatz. Effekt der Stimulierung mit Iso ((-)-Isoproterenol; 0,1uM bzw. 1uM; 3min bei 37°C)
auf die intrazellulire cAMP-Menge von mit Ang II (Angiotensin II; 1uM; Smin bei 37°C) bzw. AT;-
AAK (affinitdtschromatographisch gereinigt; Verdiinnung 1:40; lh bei 37°C) vorbehandelten
Zellkulturen im Vergleich zu nicht vorinkubierten (ohne) Zellen. Nicht behandelte Zellen dienen als
Kontrolle (K).

* p<0,05; ** p<0,01 Mann-Whitney-Test versus (-)-Isoproterenol-Stimulierung

Die Beteiligung Pertussistoxin-sensitiver Gi-Proteine an der durch Angiotensin II wie
auch der durch AT;-AAK hervorgerufenen Hemmung der B-adrenerg induzierten

cAMP-Bildung ist in der Abbildung 4-26 dargestellt.
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Abbildung 4-26:

Intrazellulire cAMP-Menge neonataler Rattenherzzellen generiert durch (-)-Isoproterenol unter
Beriicksichtigung der Wirkung von Pertussistoxin / Einfluss von Angiotensin II und AT-AAK

Quantitative cAMP-Bestimmung in Kulturen neonataler Rattenherzzellen. Wirkung von Pertussistoxin
(PTX) auf die durch Iso-Stimulierung ((-)-Isoproterenol; 0,1uM (A) bzw. 1uM (B); 3min bei 37°C)
generierte intrazellulire cAMP-Menge und Beriicksichtigung des Effektes einer mit Ang II (Angiotensin
II; 1uM; Smin bei 37°C) bzw. AT-AAK (affinitidtschromatographisch gereinigt; Verdiinnung 1:40; 1h
bei 37°C) durchgefiihrten Vorbehandlung der Zellkulturen im Vergleich zu nicht vorinkubierten (ohne)
Zellen. Nicht behandelte Zellen dienen als Kontrolle (K).

* p<0,05; ** p<0,01 Mann-Whitney-Test versus (-)-Isoproterenol-Stimulierung

Unter Zusatz von Pertussistoxin im Versuchsansatz haben unbehandelte neonatale
Rattenherzzellen (Kontrollen) im Mittel einen cAMP-Gehalt von 26,8 £ 7,9 pmol
cAMP/mg Protein. Die Stimulierung der Zellen mit (-)-Isoproterenol fiihrt unter
gleichen Bedingungen (+ Pertussistoxin) zu einem deutlichen Anstieg der
intrazelluldiren cAMP-Menge. Hierbei ist zu bemerken, dass eine Stimulierung der
Zellen mit einer hoheren (-)-Isoproterenol-Konzentration auch zu einer stirkeren
Akkumulierung der cAMP-Menge in diesen Zellen fiihrt (110,5 £ 10,5 pmol cAMP/mg
Protein bei 0,1uM (-)-Isoproterenol und 306,9 + 32,9 pmol cAMP/mg Protein bei 1uM
(-)-Isoproterenol). Sowohl fiir die Versuchsreihen mit (-)-Isoproterenol (0,1uM;
Abbildung 4-26A) als auch fiir die mit (-)-Isoproterenol (1uM; Abbildung 4-26B)
konnte gezeigt werden, dass die Vorinkubation der Zellkulturen mit Pertussistoxin die
Wirkung von Angiotensin II wie auch die der AT;-AAK auf die cAMP-Generierung

durch (-)-Isoproterenol authebt.
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Anschaulich ist, dass die (-)-Isoproterenol-Stimulierung (0,1uM und 1uM) durch den
Zusatz von Pertussistoxin zu nahezu identischen cAMP-Werten in Zellen nach erfolgter
Vorbehandlung mit Angiotensin II bzw. in nicht vorbehandelten Zellen fiihrt. Auch sind
unter gleichen Versuchsbedingungen die (-)-Isoproterenol-induzierten cAMP-Werte der

Zellen nach erfolgter AT;-AAK-Vorbehandlung nicht signifikant verschieden von

denen nicht vorbehandelter Zellen.

4.6.2. Aktivierung der Transkriptionsfaktoren AP-1 und NF«xB

4.6.2.1. Transkriptionsfaktor AP-1

Alle in den EMSA (electrophoretic mobility shift assay) eingesetzten Patientenseren

wurden zuvor im Bioassay getestet und hinsichtlich der AT;-AAK als positiv bewertet

(Tabelle 4.6.2.1.-1).

Tabelle 4.6.2.1.-1: Positiv chronotroper Effekt der im Bioassay getesteten und nachfolgend in
die Untersuchungen zum AP-1-Komplex-Shift eingesetzten IgG-Fraktionen

bzw. AT;-AAK
Patient | Erhohung der Pulsationsrate |IgG-Fraktion AT;-AAK
durch AT;-AAK (Ammoniumsulfat- | (affinitdtschromato
[Schldge/min] gefillt ) -graphisch
gereinigt)
1:20 1:40
6 20,4 £ 0,64 X
2724212
8 29,6 £2,16 X
9 13,2+ 1,36 X
25,6 £ 1,24
18 10,8 + 1,68 X
19,6 £ 1,92
25 20,8 £5,08 X
26 24,0 £2,36 X
27 17,6 + 1,80 X
28 18,0 £ 1,80 X
29 22,4+ 1,92 X

Kulturen neonataler Rattenherzzellen wurden mit Angiotensin II, mit AT;-AAK sowie
jeweils in Verbindung mit dem AT;-Rezeptor Antagonisten Losartan inkubiert. Die

Kernextrakte der Zellen wurden anschliefend in den EMSA eingesetzt, wobei der durch
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die Aktivierung des AT;-Rezeptors gebildete AP-1 Komplex mit Hilfe eines [**P]-AP-
1-consensus-Oligonukleotides nachgewiesen wurde. Die Abbildungen 4-27 und 4-28
zeigen den durch die Aktivierung des AT;-Rezeptors mit Angiotensin II bzw. mit AT;-
AAK in den Zellkern translozierten AP-1 Komplex. Aufgrund der in diesem Test
einbezogenen geringen Patientenzahl wurden alle Proben im EMSA mit verschiedenen
radioaktiven Markierungen des AP-1-consensus-Oligonukleotid 2-fach bestimmt. Die
im Diagramm angegebenen Werte sind Mittelwerte der OD/mm + SEM in Prozent zur
Kontrolle, die angegebene n-Zahl entspricht der Patientenzahl bzw. der unabhingigen

Versuche bei den Kontrollen und den Angiotensin II-Behandlungen.

AP-1 “ - .' . Abbildung 4-27:
Komplex . Charakteristischer =~ EMSA  des  AP-1-
Komplexes

Aktivierung des Transkriptionsfaktors AP-1 in
kultivierten neonatalen Rattenherzzellen durch
die Behandlung der Zellen mit
affinitdtschromatographisch  gereinigten AT;-
AAK (Verdiinnung 1:40; 15min bei 37°C) aus
den Seren von Patienten mit akzelerierter
vaskuldrer NierenabstoBung im Vergleich zu
unbehandelten Kontrollzellen (K).

Mg

K AT;-AAK

In der Abbildung 4-28A wird gezeigt, dass eine Inkubation der neonatalen
Rattenherzzellen mit Angiotensin II zu einer Aktivierung des AP-1-Komplexes fiihrt,
was sich im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen in einer signifikanten 1,7-
fachen Erhéhung der Bindung von AP-1 an die [*“P]-AP-I-consensus-
Oligonukleotidsequenz widerspiegelt. Die Behandlung der Zellkulturen mit den in der
IgG-Fraktion der Seren von Priaeklampsie-Patientinnen enthaltenen AT;-AAK fiihrt im
Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen ebenfalls zu einem signifikanten Anstieg

(1,9-fach) der AP-1 Komplex-Bindung. Die Vorbehandlung der Zellen mit dem AT;-
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Rezeptorblocker, Losartan, fiihrt zu einer moderaten Verminderung des Angiotensin II-
sowie des AT;-AAK-Effektes. Untersuchungen mit affinititchromatographisch
gereinigten AT;-AAK aus den Seren von Patienten mit akzelerierter vaskulédrer
NierenabstofBung (Abbildung 4-28B) fithren zu einer deutlich vermehrten Bildung des
AP-1 Komplexes. Dieser Anstieg gegeniiber den Kontrollzellen ist hoch signifikant.
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Abbildung 4-28:

Aktivierung des Transkriptionsfaktors AP-1 kultivierter neonataler Rattenherzzellen durch
Inkubation der Zellen mit Angiotensin II sowie mit AT;-AAK

EMSA mit der Kernfraktion neonataler Rattenherzzellen.

A) Effekt der Stimulierung der Zellen mit AT-AAK (Verdiinnung 1:40; 1h bei 37°C) der 1gG-Fraktion
von Praeklampsie-Patientinnen bzw. AT;-AAK+Los. (AT-AAK; Verdiinnung 1:40 + Losartan; 1uM;
1h bei 37°C) sowie Ang II (Angiotensin II; 1uM; 15min bei 37°C) bzw. Ang II+Los. (Angiotensin II;
1uM + Losartan; 1uM; 15min bei 37°C). Unbehandelte Zellkulturen dienen als Kontrolle (K).

B) Effekt der Stimulierung der Zellen mit AT-AAK (affinitdtchromatographisch gereinigt; Verdiinnung
1:40; 15min bei 37°C) aus den Seren von Patienten mit akzelerierter vaskuldrer NierenabstoBung.
Unbehandelte Zellkulturen dienen als Kontrolle (K).

*#%* p<0,001; ** p<0,01 Mann-Whitney-Test versus Kontrolle
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4.6.2.2. Transkriptionsfaktor NFxB

Auf Deckgldsern kultivierte neonatale Rattenherzzellen und CHO-AT,-Zellen wurden
mit Angiotensin II, mit AT;-AAK sowie Angiotensin II und AT;-AAK in Verbindung
mit dem AT;-Rezeptor Antagonisten Losartan inkubiert. Die Kerntranslokation von
NF«xB p65 wurde immunzytochemisch nachgewiesen. Die in diesem Versuch
eingesetzten AT;-AAK Préparationen der verschiedenen Patienten wurden zuvor im
Bioassay als AT;-AAK positiv getestet. Die Abbildung 4-29A zeigt die Wirkung einer
Stimulierung neonatalen Rattenherzzellen mit Angiotensin II bzw. mit AT;-AAK auf
den Aktivierungszustand und die damit verbundene Lokalisierung von NF«xB p65 in
diesen Zellen. In nicht vorbehandelten Kontrollzellen ist NFkB p65 sowohl in den
Kardiomyozyten als auch in den Nichtmuskelzellen im Zytosol lokalisiert. Die stirkste
Fluoreszenz ist in der perinukledren Region zu beobachten. Die Behandlung der Zellen
mit Angiotensin II bzw. mit AT;-AAK aus den Seren von Prieklampsie-Patientinnen
filhrt zur Aktivierung von NFxB und damit zur Kerntranslokation von NFkB p65.
Dieser Shift vom Zytosol in den Zellkern ist bei fast allen Nichtmuskelzellen, jedoch
weniger in den Kardiomyozyten zu beobachten. Die Vorbehandlung der neonatalen
Rattenherzzellen mit dem AT;-Rezeptor Antagonisten Losartan hebt die Angiotensin II
Wirkung auf. Als positive Kontrolle wurden die Zellkulturen mit TNFa behandelt. In
den TNFa-stimulierten Zellen ist eine deutliche Kerntranslokation von NFxB p65
nachzuweisen.

In der Abbildung 4-29B wird gezeigt, dass eine Inkubation von CHO-AT)-Zellen mit
Angiotensin II bzw. mit AT;-AAK aus den Seren von Patienten mit akzelerierter
vaskuldrer NierenabstoBung zu einer Aktivierung von NFkB iiber den AT;-Rezeptor
fiihrt. Die Behandlung der Zellen mit Angiotensin II oder mit AT;-AAK fiihrt zu einer
Translokation von NF«xB p65 vom Zytosol in den Zellkern. In den nicht vorbehandelten
CHO-AT;, Kontrollzellen wurde NFxB p65 im Zytosol der Zellen nachgewiesen, wobei
die intensivste Fluoreszenz im perinukledren Bereich zu beobachten ist. Die
Vorbehandlung der CHO-AT; Zellen mit Losartan antagonisiert die durch Angiotensin
IT und die AT;-AAK induzierte Aktivierung und Translokation von NF«kB p65.
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A NF«xB p65 / neonatale Rattenherzzellen
Kontrolle Ang I1 + Los.
TNFo. AT-AAK AT-AAK [33]
B NF«B p65 / CHO-AT;-Zellen

—

Ang I + Los.

Kontrolle

AT;-AAK [25] AT,-AAK [25] + Los.

Abbildung 4-29:

Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFxB in Kulturen neonataler Rattenherzzellen sowie von
CHO-AT;-Zellen durch Inkubation der Zellen mit Angiotensin II und AT;-AAK

A) Immunfluoreszenz Aufnahmen neonataler Rattenherzzellen, die mit Ang II (Angiotensin II; 0,1uM;
1h bei 37°C) bzw. Ang II+Los. (Angiotensin II; 0,1uM + Losartan; 1uM; 1h bei 37°C) sowie mit AT;-
AAK (Verdiinnung 1:40; 1h bei 37°C) aus der IgG-Fraktion verschiedener Prieklampsie-Patientinnen
[31; 33] stimuliert wurden. Nicht vorbehandelte Zellkulturen dienen als Kontrolle (K).

B) Immunfluoreszenz Aufnahmen von CHO-AT;-Zellen, die mit Ang II (Angiotensin II; 10uM; 1h bei
37°C) bzw. Ang II+Los. (Angiotensin II; 10uM + Losartan; 1uM, lh bei 37°C) sowie mit AT-AAK
(Verdiinnung 1:40; affinitdtschromatographisch gereinigt) aus dem Serum eines Patienten mit
akzelerierter vaskuldrer NierenabstoBung [25] bzw. AT;-AAK+Los. (AT;-AAK; Verdiinnung 1:40 +
Losartan; 1uM; 1h bei 37°C) stimuliert wurden. Nicht vorbehandelte Zellkulturen dienen als Kontrolle
(K).
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5 Diskussion

Die Ursache der Prieklampsie ist trotz intensiver Forschung auf diesem Gebiet noch
immer ungeniigend gekldrt. Neben der uteroplazentaren Hypoperfusion und einer
endothelialen Dysfunktion, konnte in den letzten Jahren gezeigt werden, dass auch
immunologische Prozesse in der Pathogenese der Praeklampsie involviert sind. So
entwickeln Patientinnen mit Priaeklampsie agonistische Autoantikorper, die gegen den
AT;-Rezeptor gerichtet sind (Wallukat et al., 1999; Xia et al.,, 2003). In diesem
Zusammenhang sind seit neuestem auch bei Patienten mit akzelerierter vaskuldrer
NierenabstoBung agonistische AT;-AAK identifiziert worden (Dragun et al., 2002;
2003), die hier jedoch nur am Rande untersucht wurden.

In dieser Arbeit wurden die AT;-AAK, die in den Seren der Priaeklampsie-Patientinnen
nachgewiesen wurden, im System der kultivierten neonatalen Rattenherzzellen
umfangreich charakterisiert, denn die Kenntnis der Wirkungsweise der AT;-AAK lasst
moglicherweise  Riickschliisse auf eine  Beteiligung dieser AAK im
Krankheitsgeschehen der Praeklampsie zu. Auf der Suche nach den Ursachen der
Prieklampsie wurde die AT,;-Rezeptor-Expression in Plazenten gesunder und
praeklamptischer Schwangerer untersucht. Eine neue Methode zum Nachweis der AT-

AAK in Patientenserum wurde etabliert.

5.1. AT;-Rezeptoren in der humanen Plazenta

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die mRNA-Expression des AT;-
Rezeptors in der Plazenta von Priaeklampsie-Patientinnen nicht signifikant verschieden
von der plazentaren AT;-Rezeptor-Expression (mRNA) der Kontrollpatientinnen mit
einer normal verlaufenden Schwangerschaft ist. Im Westernblot war der AT;-Rezeptor
in der humanen Plazenta als Bande bei <50kDa darstellbar, was mit dem aus der
Aminosduresequenz berechneten Molekulargewicht von 41kDa gut vereinbar ist
(Murphy et al., 1991). Unterschiede in der Proteinexpression des AT;-Rezeptors
zwischen den Plazenten gesunder Schwangerer und von Prieklampsie-Patientinnen
konnten im Rahmen meiner Arbeiten nicht nachgewiesen werden. Meinen
Erkenntnissen stehen die Daten von Leung und Mitarbeitern (2001) gegeniiber, die
zeigten, dass in den Plazenten von Priaeklampsie-Patientinnen die AT,-Rezeptor-

Expression sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene gegeniiber gesunden



5 DISKUSSION 100

Schwangeren erhoht ist. Andererseits wurde bereits 1994 von Knock und Mitarbeitern
gezeigt, dass in Plazenten praeklamptischer Schwangerer die Bindungskapazitit und -
affinitdt der AT;-Rezeptoren im Vergleich zu gesunden Schwangeren signifikant
verringert ist. Untersuchungen an feto-plazentarem Gewebe ergaben zudem, dass die
Aktivitdit von Renin, Angiotensin II und ACE bei Prieklampsie-Patientinnen
unverdandert gegeniiber gesunden Schwangeren ist (Kalenga et al., 1996). Das
plazentare Renin-Angiotensin-System scheint in der Pathogenese der Pracklampsie nur
eine eher untergeordnete Rolle zu spielen. Aus den Ergebnissen dieser Arbeit kann auch
nicht auf eine Beteiligung der AT;-Rezeptor-Expression im Krankheitsgeschehen der
Praeklampsie geschlossen werden, was jedoch nicht gegen eine generelle Beteiligung
der Plazenta in der Pathogenese der Praeklampsie spricht. Die pathologischen und
pathophysiologischen Verdnderungen der Plazenta (Ausbleiben der plazentaren
Gefillerweiterung und die damit verbundene utero-plazentare Ischdmie) treten haufig
mit dem Beginn der Arterialisierung der Plazenta zwischen der 12. und 18. SSW auf.
Nach der Geburt des Feten und der Entfernung der Plazenta normalisieren sich jedoch
die klinischen Zeichen und pathophysiologischen Verdnderungen wieder. (Vinatier,
1995; Schonfelder, 2002) Plazentare Nekrosen im Verlaufe einer Praeklampsie konnten
moglicherweise die Ursache fiir das Auftreten der AT;-AAK darstellen, denn nach
Matzinger (2002) konnen Signale von verletzten oder metabolisch gestorten Zellen zur

Entstehung von Autoimmunerkrankungen fiihren.

5.2. Etablierung der Immunpraézipitation als Nachweismethode der AT{-AAK

Alle in weiterfiihrenden Untersuchungen eingesetzten Patientinnen-Seren wurden
zunichst im Bioassay getestet. Uber den durch die AT;-AAK induzierten positiv
chronotropen Effekt auf kultivierte neonatale Kardiomyozyten der Ratte wurden AT;-
AAK positive Patientinnen-Proben identifiziert. Dabei wurde routinemdBig die
Spezifitit der AT;-AAK durch die Inkubation der Zellkulturen mit Losartan iiberpriift.
Alle in dieser Arbeit untersuchten Patientinnen-Proben waren AT;-AAK positiv, was
einer Nachweiseffizienz von 100% entspricht. Der funktionelle Test (Bioassay) ist eine
gut etablierte Methode, die neben dem Nachweis der AT;-AAK in den Seren von
Praeklampsie-Patientinnen auch zur Identifizierung [;-adrenerger, muscarinerger M2

sowie o;j-adrenerger Anti-Rezeptor-Autoantikdrper in den Seren von Patienten mit
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idiopatischer dilatativer Kardiomyopathie (DCM), mit Chagas'-Erkrankung sowie mit
primidrer Hypertonie herangezogen wird (Wallukat et al., 2000; Luther et al., 1997). Da
der Bioassay jedoch eine sehr zeitaufwendige Nachweismethode darstellt, sollte ein
neues Testverfahren zum Nachweis der AT;-AAK in den Patientenproben entwickelt

werden.

Das Ziel dieser Testreihe war die Etablierung der Immunprézipitation als ein neues
Verfahren zum routineméfBigen Nachweis der AT;-AAK. Die aus den Seren von
Praeklampsie-Patientinnen isolierten AT;-AAK wurden zur Prézipitation der AT;-
Rezeptoren der humanen Plazenta herangezogen. Die Detektion des prazipitierten AT -
Rezeptors erfolgte mit dem kommerziellen Anti-AT,-Antikorper (N10), der gegen das
N-terminale Ende des AT,-Rezeptors gerichtet ist. Durch die Detektion des AT;-
Rezeptors sind Riickschliisse auf vorhandene AT;-AAK moglich. Versuche mit
Kontrollproben, aus denen die spezifischen AT;-AAK entfernt wurden, fiihren zu keiner
Immunprézipitation des AT;-Rezeptors. Dass die Immunprizipitation moglicherweise
eine Alternative zum Bioassay-Nachweis der AT;-AAK in den Seren der Priaeklampsie-
Patientinnen darstellt, zeigen auch die Daten von Dechend und Mitarbeitern (2000). Sie
konnten den AT;-AAK iiber die Bindung an den AT;-Rezeptor kultivierter vaskulirer
glatter Muskelzellen (VSMC) identifizieren. Wihrend Dechend und Mitarbeiter nur die
Bindung des AT;-AAK an den AT,-Rezeptor der VSMC nachwiesen, konnte in der
vorliegenden Arbeit in Immunprizipitationsexperimenten die Bindung des AT;-AAK
an die zweite extrazelluldre Schleife des AT;-Rezeptors (humane Plazenta) spezifiziert
werden. Die Inkubation der AT;-AAK mit einem Peptid der Aminoséduresequenz der
zweiten extrazelluldren Schleife des AT;-Rezeptors unterbindet die Prézipitation des
AT;-Rezeptors durch die AT;-AAK, wihrend Peptide der Aminosiuresequenz der
ersten extrazelluldren Schleife des AT;-Rezeptors und des P;-adrenergen Rezeptors
(zweite extrazelluldre Schleife) keinen Einfluss auf die Prézipitierbarkeit des AT;-
Rezeptors durch die AT;-AAK haben. Die gute Ubereinstimmung zwischen
Immunprézipitation und Bioassay in Hinblick auf die Spezifizierung der AT;-AAK-
Bindung an die zweite extrazelluldre Schleife des AT;-Rezeptors ist viel versprechend
fiir die Etablierung der Immunpréazipitation als Nachweismethode des AT;-AAK in den
Seren von Priaeklampsie-Patientinnen. Bereits 1999 wurde von Wallukat und

Mitarbeitern gezeigt, dass durch die Inkubation des AT;-AAK mit einem Peptid, das der
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Aminosduresequenz der zweiten extrazelluldren Schleife des AT;-Rezeptors entspricht,
der stimulatorische Effekt der AT;-AAK im Bioassay aufgehoben werden konnte.
Wallukat und Mitarbeiter (1999) konnten im Bioassay die Bindungsstelle der AT;-AAK
auf der zweiten extrazelluldren Schleife des AT;-Rezeptors als Epitop mit der
Aminosduresequenz AFHYESQ néher spezifizieren. Dieses Peptid war in der Lage, die
durch die AT;-AAK hervorgerufene Erhohung der Pulsationsrate neonataler
Rattenkardiomyozyten zu unterbinden. In den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten
Immunprazipitationsexperimenten war die Inkubation der AT;-AAK mit dem Peptid der
Aminosduresequenz (AFHYESQ) ohne Wirkung auf die Prizipitierbarkeit des AT;-
Rezeptors. Die Abweichung der Ergebnisse des Bioassays und der Immunprézipitation
in Bezug auf die Hemmbarkeit der spezifischen Reaktion durch den Einsatz des Epitop-
Peptides konnte moglicherweise auf Konformationsvariationen des Peptides unter den

sich unterscheidenden Versuchsbedingungen zuriickzufiihren sein.

Eine Korrelation zwischen der Intensitit der AT;-Rezeptor Prézipitation durch die AT;-
AAK und der Hohe der funktionellen Antwort der neonatalen Rattenkardiomyozyten
auf eine Stimulierung mit AT;-AAK der gleichen Préparation konnte nicht
nachgewiesen werden. D.h. auch wenn die AT;-AAK einer Patientin den AT;-Rezeptor
nur in geringer Intensitdt prizipitieren, sind sie dennoch in der Lage, in Kulturen
neonataler Rattenkardiomyozyten einen ausgepragten positiv chronotropen Effekt iiber
den AT;-Rezeptor zu realisieren. Im Bioassay konnten bei allen bisher untersuchten
praeklamptischen Frauen funktionelle AT;-AAK nachgewiesen werden, wiahrend in der
Immunprézipitation nur eine 82-87,5%ige Wiederfindung der AT;-AAK der im
Bioassay positiv getesteten Patientinnen erreicht werden konnte. Es zeigt sich, dass die
Effizienz des Bioassays in Hinblick auf die Identifizierung der AT;-AAK in den
Patientenproben iiber der der Immunprézipitation liegt. Eine gute Korrelation zwischen
beiden Methoden (Bioassay, Immunprézipitation) zeigt sich bei den eingesetzten
Kontrollen. Die Kontrollproben, aus denen die spezifischen AT;-AAK entfernt wurden,
fiihren zum einen nicht zur Prézipitation des AT;-Rezeptors und zum anderen bleibt die
normalerweise durch die AT;-AAK initilerte Erhohung der Pulsationsrate der
neonatalen Rattenkardiomyozyten aus. Aus diesen Befunden kann geschlussfolgert

werden, dass die Immunprazipitation zum spezifischen Nachweis der AT;-AAK in
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Patientinnen-Proben geeignet ist und somit eine weitere Nachweismethode zur

Identifizierung der AT;-AAK zur Verfiigung steht.

5.3. Funktionelle, biochemische und molekularbiologische Charakterisierung der
AT-AAK im Zellsystem der kultivierten neonatalen Rattenherzzellen

In den Immunprizipitationsversuchen dieser Arbeit wurde festgestellt, dass die
untersuchten Patientinnenproben den AT;-Rezeptor der humanen Plazenta nicht alle mit
der gleichen Intensitdt prézipitieren. Es wurde vermutet, dass neben der
patientenabhéngigen Konzentration der AT;-AAK im Untersuchungsmaterial auch die
Zugehorigkeit der AAK zu speziellen Subklassen der IgGs, die damit verbundene
uneinheitliche Bindung an Protein A und die variierende Prazipitationsfdahigkeit der
AT;-AAK erkliaren konnte. Es war bereits bekannt, dass die AT-AAK, identifiziert in
den Seren von Priaeklampsie-Patientinnen, IgG-Antikorper sind (Wallukat et al., 1999).
Fiir die IgG-Subklassen wurde mit Ausnahme von IgG3 eine starke Bindung an Protein
A beschrieben. Protein A bindet mit hoher Affinitit (10%-10° M) an die Fc-Region
(Cu2-Cu3) von IgG (Boyle, 1998). Des Weiteren wurde fiir Protein A auch eine Vu-
Bindungstelle an Antikorper der Vu3-Familie nachgewiesen (Burton, 1998).

Die hier durchgefiihrten Stichprobenuntersuchungen mit 8 Patientinnen-Seren ergaben,
dass die generell durch die AT;-AAK induzierte positiv chronotrope Antwort der
Rattenkardiomyozyten im Bioassay durch die Prézipitation der AT;-AAK mit Anti-
IgG3-Antikorpern aufgehoben wird. Der AT;-AAK konnte damit in dieser Arbeit als
IgG3-Antikorper genauer beschrieben werden.

In Bezug auf die unterschiedliche Prézipitationsfahigkeit der AT;-AAK in
Immunprézipitationsversuchen konnte mit diesem Ergebnis die Vermutung, dass die
AAK moglicherweise zu verschiedenen IgG-Subklassen gehoren, nicht bestétigt
werden. Jedoch ist gerade bei IgG3 die allotypische Variation der konstanten Region
der schweren Ketten besonders grof3 (Jefferis, 1998; Painter, 1998). Geringfiligige
Unterschiede in der Primérstruktur durch den Austausch einzelner Aminosduren sind
die Folge. Eine mogliche Erkldrung der divergierenden Prézipitationsintensititen der
AT;-AAK ldsst sich eventuell auf das Auftreten verschiedener IgG3-Allotypen
zuriickfiihren. Die unterschiedlichen Bindungseigenschaften einiger Allotypen von

IgG3 an Protein A wurden bereits von Turner und Owen (1995) beschrieben.
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Im Zusammenhang mit der Charakterisierung der AT;-AAK wurden Bioassay-
Versuche unter Verwendung von Antisense-Oligonukleotiden (AT;s-Rezeptor, Ratte)
durchgefiihrt. Zunichst wurde gezeigt, dass weder die Inkubation der Zellen mit Sense-
noch mit Random-Oligonukleotiden entsprechend der Sequenz des Ratten-ATx-
Rezeptors, einen Einful auf die Ansprechbarkeit der Kardiomyozyten auf einen
Angiotensin II-Stimulus ausiibt. Im Gegensatz dazu fiihrte die Inkubation der Zellen mit
Antisense-Oligonukleotiden zu einer signifikant verminderten Reaktion der
Kardiomyozyten auf eine Stimulierung mit Angiotensin II. Auf dieser Grundlage wurde
in weiterfilhrenden Versuchen im Bioassay gezeigt, dass neonatale Rattenherzzellen
aufgrund der Vorbehandlung mit Antisense-Oligonukleotiden mit einer signifikant
verringerten Ansprechbarkeit der Zellen auf AT;-AAK verschiedener Patientinnen
reagieren. Diese Ergebnisse stellen einen neuen Spezifitdtsnachweis der AT;-AAK dar
und bestitigen in Bezug auf die Bindung an den AT;-Rezeptor die Analogie zu
Angiotensin II. Sie zeigen, dass eine Antisense-Hemmung des AT;-Rezeptors weniger
funktionell verfiigbare Angriffsstellen fiir AT;-AAK bietet. Die Anwendung der
Befunde in neuen therapeutischen Verfahren durch die gezielte, Antisense-vermittelte
Hemmung der Bildung von Zielproteinen, in diesem Falle des AT;-Rezeptors, wiirden
sich schwierig gestalten, da es sich bei der Praeklampsie um eine Multiorganerkrankung
handelt und sich die AT;-AAK zirkulierend im Blutstrom bewegen. Es konnte nicht
sichergestellt werden, dass ausschlieflich die Wirkung der AT;-AAK durch die

Antisense-vermittelte verminderte Bildung des AT,-Rezeptors beeinflusst wird.

Ein weiterer wichtiger Schwerpunkt bei der Charakterisierung der AT;-AAK war die
Untersuchung deren Einfluss auf die AT;-Rezeptor-Funktion und -Expression im
Modell der neonatalen Rattenherzzellen. Die fiir Angiotensin II bekannte selektive
»Down-Regulation* des AT-Rezeptors sollte in dieser Arbeit fiir die AT;-AAK im
System der neonatalen Rattenherzzellen untersucht werden. Dabei war es wichtig, die
Analogie der AT;-AAK-Wirkung zum Einfluss von Angiotensin II zu {iberpriifen. Die
Regulierung des AT;-Rezeptors ist ein komplexer Prozess und bisher auch fiir
Angiotensin II-Stimuli nicht in allen Einzelheiten verstanden ist. Zum einen ruft die
Aktivierung des AT;-Rezeptors durch Angiotensin II die Internalisierung des
Rezeptorproteins hervor, was sich in einer verminderten Rezeptorzahl auf der

Zelloberfliche widerspiegelt. Auch fiihrt eine anhaltende Angiotensin II-Stimulierung
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zur Desensibilisierung des AT;-Rezeptors. Weiterhin kann durch alternatives Splicen
der AT;-pra-mRNA die Translation beeinflusst werden. Eine entscheidende Rolle bei
der AT;-Rezeptor-Regulierung spielen die Prozesse der Genexpression. (Nickenig et al.,
2002a)

Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, fiihrt eine Langzeitbehandlung der Zellen mit
Angiotensin II AT;-Rezeptor-spezifisch zu einer signifikant verringerten funktionellen
Antwort auf einen erneuten Angiotensin II-Stimulus. Erstmalig konnte auch fiir AT;-
AAK der Langzeiteffekt durch eine verminderte Ansprechbarkeit des AT;-Rezeptors
auf einen erneuten Angiotensin II-Stimulus nachgewiesen werden. Es wurde vermutet,
dass die gezeigte verminderte Ansprechbarkeit bereits durch Angiotensin II und AT;-
AAK aktivierter Rezeptoren auf eine verdnderte Genexpression zuriickzufiihren ist.
Uberraschender Weise konnte unter gleichen Kulturbedingungen (SM20-I mit (+) 10%
NKS) nach erfolgter Langzeitinkubation der neonatalen Rattenherzzellen mit
Angiotensin Il keine Verdnderung der AT;-Rezeptor Expression (mRNA)
nachgewiesen werden. Auch die Langzeitbehandlung der neonatalen Rattenherzzellen
mit AT;-AAK fiihrt unter diesen Bedingungen zu keiner verdnderten mRNA-
Expression des AT;-Rezeptors. Um einen moglichen Einfluss der NKS-Komponenten
auszuschlieBen, wurden die Kulturbedingungen der neonatalen Rattenherzzellen
variiert. Eine Langzeitbehandlung der neonatalen Rattenherzzellen (SM20-1/ (-) NKS
/ (+) BSA) mit Angiotensin II bzw. mit AT;-AAK fiihrt jedoch auch unter diesen
Bedingungen zu keiner verdnderten AT;-Rezeptor Expression (mRNA). Damit kann ein
Einfluss moglicher im neonatalen Kilberserum (NKS) enthaltener Komponenten auf die
Regulierung der mRNA-Expression des AT;-Rezeptors in Kulturen neonataler
Rattenherzzellen ausgeschlossen werden. Es kann festgehalten werden, dass sowohl
Angiotensin II wie auch AT;-AAK unter den gewéhlten Kulturbedingungen der
neonatalen Rattenherzzellen keinen Einfluss auf die mRNA-Expression des AT)-
Rezeptors haben. Kulturen neonataler Rattenherzzellen, die in SM20-I (- NKS /- BSA)
kultiviert und mit AT;-AAK, gewonnen aus den Seren von Praeklampsie-Patientinnen,
Langzeit-behandelt wurden, weisen ebenfalls keine verdnderte mRNA-Expression des
AT;-Rezeptors auf.

Aufgrund der in dieser Arbeit nicht nachweisbaren Beeinflussung der Gentranskription
durch AT;-AAK, gewonnen aus den Seren von Prdeklampsie-Patientinnen, wurde

vermutet, dass ein Wechsel zwischen den AT;-Rezeptor-Subklassen stattfindet und
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somit die erwartete ,,Down‘-Regulierung des AT;s-Rezeptors maskiert wird. Es ist
bekannt, dass die bei Nagern beschriebenen AT,;-Rezeptor Subklassen (AT und AT)p)
Unterschiede hinsichtlich der Gewebeverteilung sowie der Transkriptionsregulierung
aufweisen (de Gasparo et al., 2000). Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass
eine Langzeitbehandlung der neonatalen Rattenherzzellen unter variierenden
Kulturbedingungen (SM20-I - NKS / - BSA bzw. SM20-I - NKS / + BSA) mit
Angiotensin II keinen Shift zwischen AT;n» und AT hervorruft. Auch fiihrt eine
Langzeitinkubation mit AT;-AAK, gewonnen aus den Seren von Prieklampsie-
Patientinnen, analog dem Angiotensin II zu keinem Shift zwischen AT 5 und AT ;.

Die Ursachen fiir das Ausbleiben der aufgrund der funktionellen Ergebnisse erwarteten
verminderten mRNA-Expression des AT;-Rezeptors scheinen damit in der 3' und 5'
gelegenen nichtkodierenden Region des AT;s-Rezeptors zu suchen zu sein. Neben der
5' gelegenen nichtkodierenden Promotorregion des AT;s-Rezeptors, dort befinden sich
unter anderem Transkriptionsfaktoren bindende Sequenzen (AP-1, NFkB),
Erkennungsregionen fiir cAMP und Glukokortikoide (Inagami et al., 1994), scheinen
auch 3' gelegene nichtkodierende Regionen des AT,;-Rezeptors bei der Regulierung des
Rezeptors eine Rolle zu spielen (Thekkumkara et al., 1998; Nickenig et al., 2002b). Es
ist bekannt, dass Glukokortikoide, die auch im verwendeten Zellkulturmedium (SM20-
I) enthalten sind, die Transkription des AT;r-Rezeptor-Gens stimulieren (Sato et al.,
1994; Guo et al., 1995). Des Weiteren konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt
werden, dass im gewdéhlten System der neonatalen Rattenherzzellen sowohl AP-1 als
auch NF«kB aktiviert werden. Wang und Murphy (2000) wiesen jedoch nach, dass AP-1
keine notwendige Komponente bei der Regulierung der AT;-Rezeptor Genexpression
ist. Vielmehr scheint die Stabilitit der mRNA eine Rolle zu spielen. Sowohl
Thekkumkara und Mitarbeiter (1998) als auch Nickenig und Mitarbeiter (2002b)
konnten zeigen, dass die 3' gelegene nichtkodierende Region des AT;-Rezeptors
maligeblich am Abbau der mRNA nach erfolgter Stimulierung des Rezeptors mit
Angiotensin II beteiligt ist. Andererseits ist bekannt, dass Insulin (im Zellkulturmedium
SM20-I enthalten) die Hochregulierung der Genexpression des vaskuldren AT;-
Rezeptors durch posttranskriptionale Mechanismen induziert. Insulin stabilisiert die
AT;-Rezeptor mRNA. (Nickenig et al., 1998)

Schlussfolgernd kann aufgrund der Ergebnisse dieser Versuchsreihen festgehalten

werden, dass das System der kultivierten neonatalen Rattenherzzellen nicht fiir den
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Nachweis einer verdnderten mRNA-Expression des AT;-Rezeptors als Folge einer
Stimulierung der Zellen mit Angiotensin II bzw. mit AT;-AAK geeignet ist. Weitere
Versuche zur Proteinexpression des AT;-Rezeptors zeigen in Ubereinstimmung mit den
mRNA-Daten keine Unterschiede zwischen Kontrollen und AT;-AAK behandelten
Zellen. Da die funktionell beobachtete geringere Ansprechbarkeit aktivierter AT;-
Rezeptoren nicht durch eine verminderte Rezeptorexpression im gewéhlten System
erklart werden kann, scheint alleinig die Agonisten induzierte Entkopplung des
aktivierten Rezeptors von seinem G-Protein fiir die beobachtete Tachyphylaxie
verantwortlich zu sein. Das System kultivierter neonataler Rattenherzzellen eignet sich
aufgrund der Konformitit der funktionellen Ergebnisse der AT;-AAK und von
Angiotensin II zum Nachweis der Autoantikorper in den Seren von Priaeklampsie-
Patientinnen. Die Regulierungsmechanismen des AT;-Rezeptors lassen sich jedoch an

diesem System nur ungeniigend untersuchen.

Vorlaufige Daten dieser Arbeit zeigen, dass eine 24 stiindige Inkubation adulter Nicht-
Myozyten (NMZ) mit AT;-AAK, isoliert aus den Seren von Prieklampsie-Patientinnen,
konzentrationsabhédngig zu einer signifikant verminderten Expression von Kollagen III,
MMP-2, TIMP-2 sowie von Colligin fiihrt. Hohere Konzentrationen an AT;-AAK
fihren weder in Kulturen adulter NMZ noch in Kulturen neonataler NMZ zu
vergleichbaren Ergebnissen. Auch eine ldngere Inkubationszeit der AT;-AAK (48h) hat
keinen FEinfluss auf die Expression der Komponenten der Extrazelluldren Matrix
(ECM). Da bis dato ein Einfluss der AT;-AAK auf Komponenten der ECM in der
Fachliteratur nicht beschrieben ist, sind verifizierende Versuche dieser hier
dargestellten ersten Daten viel versprechend fiir die Aufkldrung einer moglichen

Beteiligung der AT;-AAK am Krankheitsgeschehen der Praeklampsie.

Die Aufkliarung der Wirkmechanismen der AT -AAK in vitro bildet die Voraussetzung
fir das Verstindnis der moglichen AT;-AAK-Effekte in der Pathogenese der
Prieklampsie. Die Bindung des Rezeptoragonisten am AT;-Rezeptor aktiviert
intrazelluldr spezifische Signalsysteme, die in dieser Arbeit fiir die Aktivierung des
AT;-Rezeptors durch AT;-AAK, isoliert aus den Seren von Prieklampsie-Patientinnen,

untersucht wurden.
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Mit Hilfe des funktionellen Testes (Bioassay) wurde gezeigt, dass eine Vorbehandlung
der neonatalen Rattenkardiomyozyten mit Angiotensin II bzw. mit AT;-AAK die durch
(-)-Isoproterenol induzierte Erhéhung der Pulsationsrate neonataler
Rattenkardiomyozyten herabsetzt. Durch die Vorbehandlung der Zellen mit
Pertussistoxin wurde dieser Effekt aufgehoben. Die Vermutung lag nahe, das AT;-AAK
iiber Pertussistoxin-sensitive Gj-Proteine an der Inhibierung der Adenylatcyclase, der
daraus folgenden verminderten cAMP-Generierung sowie an der Verringerung der
Pulsationsrate der Kardiomyozyten beteiligt sind. Fiir Angiotensin II stimulierte AT-
Rezeptoren verschiedener Gewebe wurde bereits der Signaltransduktionsweg iiber Gi-
Proteine beschrieben, der fiir die negative Kopplung des AT;-Rezeptors an die
Adenylatcyclase und die damit verbundene reduzierte cAMP-Akkumulierung
verantwortlich ist (Allen et al., 1988; Rabkin, 1996; de Gasparo et al., 2000). Durch die
quantitative Bestimmung der cAMP-Akkumulierung konnten die funktionellen Daten
erhédrtet werden. Die Behandlung der neonatalen Rattenherzzellen mit Angiotensin II
bzw. mit AT;-AAK fiihrt zu einer Verminderung der (-)-Isoproterenol induzierten
cAMP-Antwort. In Ubereinstimmung mit den Bioassay-Daten konnte dieser Effekt
durch die Zugabe von Pertussistoxin aufgehoben werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit
zeigen in Ubereinstimmung mit Literaturdaten (Allen et al., 1988; Rabkin, 1996), dass
die B-adrenerge Signalkaskade durch die Inkubation der Zellkulturen mit Angiotensin II
gehemmt wird. Bisher nicht beschrieben und in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen
ist der Fakt, dass auch AT;-AAK aus den Seren von Praeklampsie-Patientinnen analog
dem Angiotensin II durch die Bindung an den AT;-Rezeptor Gi-Protein vermittelte
Signaltransduktionswege aktivieren. Damit konnten die AT;-AAK u.a. Einfluss auf die
bei der Priaeklampsie bekannte charakteristische periphere Vasokonstriktion nehmen. In
der Literatur wird eine durch [;-adrenerge Stimulierung hervorgerufene Dilatation der
vaskulédren glatten Muskelzellen beschrieben (Chin and Hoffmann, 1991; Lodish et al.,
2000). Die durch den AT;-AAK vermittelten Signalwege iiber Gj-Proteine fithren zur
Inhibierung der Adenylatcyclase und dadurch zu einer verminderten mdglicherweise [3,-
adrenerg induzierten cAMP-Bildung. Die Verminderung der [;-adrenerg
hervorgerufenen Dilatation der Blutgefdle, die eine verschlechterte Durchblutung der
miitterlichen Organe sowie einen Anstieg des mittleren arteriellen Blutdruckes zur
Folge hitte, konnte somit eine Beteiligung der AT;-AAK in der Pathogenese der

Priaeklampsie erkldren.
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Des Weiteren wurde hier die durch AT;-AAK induzierte Aktivierung des
Transkriptionsfaktors AP-1 in Analogie zum Angiotensin II in Kulturen neonataler
Rattenherzzellen nachgewiesen. Damit konnte nun auch neben der von Dechend und
Mitarbeitern (2000) nachgewiesenen AT;-AAK induzierten AP-1-Aktivierung in
vaskuldren glatten Muskelzellen (VSMC) fiir das System der kultivierten neonatalen
Rattenherzzellen, einer Mischkultur aus Myozyten, Mastzellen, Fibroblasten und
Endothelzellen, die AT;-AAK induzierte AP-1-Aktivierung gezeigt werden.

Neben der AP-1-Aktivierung wurde in dieser Arbeit auch die Aktivierung von NF«xB
zum einen in Kulturen neonataler Rattenherzzellen und zum anderen in kultivierten
CHO-AT)-Zellen nachgewiesen. Immunzytochemisch wurde gezeigt, dass sowohl die
Stimulierung der Zellen mit Angiotensin II, mit AT;-AAK verschiedener Praeklampsie-
Patientinnen und verschiedener Patienten mit akzelerierter vaskuldrer NierenabstoBung
eine Translokation von NF«B aus dem Zytosol in den Nukleus hervorruft. Der Einsatz
von Losartan, einem spezifischen Blocker des AT;-Rezeptors antagonisiert die durch
Angiotensin II induzierte Aktivierung von NFkB. Dieses zeigt, dass die Translokation
von NF«xB iiber eine Aktivierung des AT;-Rezeptors realisiert wird. Schon 2001 wurde
von Purcell und Mitarbeitern die Angiotensin II-induzierte Aktivierung von NFxB in
Kardiomyozytenkulturen nachgewiesen. Wihrend auch Dechend und Mitarbeiter
(2003) die NFxB-Aktivierung sowohl durch Angiotensin II als auch durch AT;-AAK in
Muskelzellen nachwiesen, wurde in dieser Arbeit die NFkB-Aktivierung vornehmlich
in den Nicht-Muskelzellen der Rattenherzzellkultur (Mischkultur aus Myozyten,
Mastzellen, Fibroblasten und Endothelzellen) gezeigt.

Es liegt nahe, dass Angiotensin II und die AT;-AAK mdglicherweise Zelltyp-spezifisch
in die Regulierung der Expression von Genen, die in der Promotorregion AP-1- bzw.
NFkB-Bindungsstellen besitzen, eingreifen. Der Effekt der AT;-AAK auf die
Aktivierung von AP-1 und NF«B ist bisher nicht fiir Endothelzellen bzw. Fibroblasten
beschrieben. Takacs und Mitarbeiter (2001) konnten jedoch zeigen, dass in mit Plasma
von  Prieklampsie-Patientinnen  kultivierten = Endothelzellen der  humanen
Nabelschnurvene (HUVEC) die Aktivitit von NFkB im Vergleich zu Kontrollzellen
2,5-fach erhoht ist. Durch die in der vorliegenden Arbeit nachgewiesene AT;-AAK
induzierte NFxB-Aktivierung vornehmlich in den Nicht-Myozyten der Mischkultur
neonataler Rattenherzzellen konnte die bereits 2001 von Takacs und Mitarbeitern

beobachtete Aktivitdtserhohung von NFkB verifiziert und direkt auf das Vorhandensein



5 DISKUSSION 110

spezifischer AT;-AAK in deren untersuchten Prieklampsie-Patientinnen-Seren zuriick
zu fiithren sein. Eine mogliche Beteiligung der AT;-AAK an der Pathogenese der
Prieklampsie wird im Zusammenhang mit der in Endothelzellen beobachteten
Aktivitatserhohung von NFkB deutlich, da gerade viele Symptome der Prieklampsie
(Hypertonie,  generalisierte ~ Vasokonstriktion, ~ Proteinurie, ~Odeme  sowie
Gerinnungsverdanderungen) mit einer Storung der Endothelfunktion in Verbindung
gebracht werden konnen (Beinder und Heyl, 2002).

Es bleibt im Detail zu untersuchen, ob und in welcher Weise die durch AT;-AAK
aktivierten Transkriptionsfaktoren, AP-1 und NFkB, an der Regulierung der
Genexpression in Hinblick auf eine Beteiligung der AT;-AAK im Krankheitsgeschehen
der Priaeklampsie teilhaben. AP-1- und NFxB-Bindungsstellen wurden in den
Promotorregionen von zahlreichen Genen nachgewiesen. AP-1 und NF«xB spielen z.B.
in der B-Zell-Aktivierung, deren Differenzierung und der Immunglobulin-
Genexpression eine wichtige Rolle (Suh et al., 2002). Im Zusammenhang mit der
Priaeklampsie werden Endothel-Funktionsstérungen, miitterliche
Entziindungsreaktionen, = Aktivierung des Komplementsystems, Leukozyten-
Stimulierung sowie Gerinnungsstorungen beschrieben (Redman et al., 1999) und NFxB
wird in allen aufgefiihrten Beispielen als beteiligter Transkriptionsfaktor genannt

(Dechend et al., 2003).

Diese Arbeit hat u.a. zum grofleren Verstindnis der spezifischen Wirkung der AT;-
AAK im Zellsystem der kultivierten neonatalen Rattenherzzellen beigetragen. Es wurde
dargestellt, dass sich Symptome der Prieklampsie aufgrund der hier in vitro
nachgewiesenen Signaltransduktionswege erkldren lassen, was die mogliche
Beteiligung der AT -AAK in der Pathogenese der Praeklampsie vermuten lésst. Sollte
sich in der Zukunft diese Vermutung weiterhin bestitigen, wére moglicherweise die
gezielte Immunadsorption eine denkbare Behandlungsmethode der Prieklampsie. Bei
einigen Autoimmunerkrankungen, wie auch z.B. fiir die idiopatische dilatative
Kardiomyopathie (DCM), wurde bereits der therapeutische Nutzen dieser
Behandlungsmethode beschrieben (Miiller et al., 2000; Wallukat et al., 2002c).
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6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die plazentare AT;-Rezeptorexpression bei
Praeklampsie-Patientinnen nicht signifikant verschieden gegeniiber dem AT;-
Rezeptorbesatz der Plazenta von normotensiven Schwangeren war. Es wurde diskutiert,
dass das plazentare RAS eher eine untergeordnete Rolle in der Pathogenese der
Praeklampsie spielt, die Plazenta unabhédngig davon jedoch in engem Zusammenhang

mit dem Krankheitsgeschehen der Praeklampsie gesehen werden kann.

Die Immunprézipitation wurde als Nachweismethode der AT;-AAK in den Seren von
Prieklampsie-Patientinnen etabliert. Die Spezifitit der AT;-AAK-Identifizierung
mittels Immunprizipitation ist in Ubereinstimmung mit dem Bioassay gegeben. Jedoch
wurde im Gegensatz zum Bioassay nur eine Nachweiseffizienz von 82-87,5% erreicht.
Dennoch steht mit der Immunprézipitation eine weitere Nachweismethode zur

Identifizierung der AT;-AAK zur Verfiigung.

Die bei Praeklampsie-Patientinnen identifizierten AT;-AAK wurden umfangreich

charakterisiert.

Die AT;-AAK sind Antikorper der IgG-Klasse (Wallukat et al., 1999).
Stichprobenuntersuchungen hinsichtlich der Zugehorigkeit der AT;-AAK zu den bei
IgG bekannten Subklassen zeigten, dass alle hier untersuchten Patientenseren
ausnahmslos AT;-AAK der IgG3 Subklasse aufweisen. Auf der Grundlage dieser
Ergebnisse wurde in der Folge ein ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) zum

Nachweis der Patientinnen-AT;-AAK entwickelt (Wallukat et al., 2002a).

Die Antisense-Hemmung der AT;-Rezeptorexpression fiihrt zur Verminderung der Zahl
der funktionell sowohl fiir Angiotensin II als auch fiir AT;-AAK verfiigbaren AT)-
Rezeptoren. Diese Ergebnisse stellen einen neuen Spezifitdtsnachweis der AT;-AAK
dar und bestitigen in Bezug auf die Bindung an den AT,-Rezeptor die Analogie zu
Angiotensin II. Die Anwendung der Befunde in neuen therapeutischen Verfahren durch
die gezielte, Antisense-vermittelte Hemmung der Bildung von Zielproteinen, in diesem

Falle des AT;-Rezeptors, wurde als nicht durchfiihrbar diskutiert.
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Untersuchungen zur selektiven ,,Down-Regulation* des AT;-Rezeptors durch die
Langzeitwirkung von Angiotensin Il bzw. der AT;-AAK zeigten, dass sich das System
der kultivierten neonatalen Rattenherzzellen zum funktionellen Nachweis der AT;-AAK
in Analogie zum Angiotensin II eignet, aber Regulierungsmechanismen in diesem
System nur ungeniigend untersucht werden konnen. Es konnte auf mRNA- und Protein-
Ebene trotz Variation der Kulturbedingungen keine signifikant verringerte AT-
Rezeptorexpression nach erfolgter Langzeitbehandlung der Zellen mit AT;-AAK aus
den Seren der Praeklampsie-Patientinnen nachgewiesen werden. Da die funktionell
beobachtete geringere Ansprechbarkeit aktivierter AT;-Rezeptoren nicht durch eine
verminderte Rezeptorexpression im gewdhlten System erkldrt werden kann, scheint
alleinig die Agonisten induzierte Entkopplung des aktivierten Rezeptors von seinem G-

Protein fiir die beobachtete Tachyphylaxie verantwortlich zu sein.

Vorldufige Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die AT;-AAK zeit- und
konzentrationsabhéngig zur verminderten Expression von Kollagen II1I, MMP-2, TIMP-
2 sowie von Colligin fiihren. In der Folge miissen diese Ergebnisse durch den Einsatz

spezifischer Blocker verifiziert werden.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die AT;-AAK in Analogie zum Angiotensin
I iber die Bindung an den AT;-Rezeptor Gj-Protein  vermittelte
Signaltransduktionswege aktivieren. Die iliber Gj-Proteine vermittelte Hemmung der
Adenylatcyclase fiihrt zu einer verringerten Bildung des ,,second messenger* cAMP.
AuBerdem wurde hier gezeigt, dass AT;-AAK in Ubereinstimmung mit Angiotensin II
auch in Kulturen neonataler Rattenherzzellen Transkriptionsfaktoren wie AP-1 und
NF«B aktivieren. Wobei die NFkB-Aktivierung vornehmlich in den Nicht-Myozyten
der Rattenherzzellkultur nachgewiesen wurde. Es wurde dargestellt, dass sich
Symptome der Prdeklampsie aufgrund der hier in vitro nachgewiesenen
Signaltransduktionswege erkldren lassen, was die mogliche Beteiligung der AT;-AAK
in der Pathogenese der Prieklampsie vermuten ldsst. Aufgrund der sich durch diese
Ergebnisse erhdrtenden moglichen pathogenen Rolle der AT;-AAK wurde ein neues

Therapieverfahren, die Immunadsorption, angefiihrt.
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7.2. Verzeichnis der verwendeten Abkiirzungen

AAK
AC
ACE
AK
Ang I
AP-1
APC
APS
AS
ATl
ATia
AT
AT,
AT-AAK
ATP

B 1 -AR
B.-AR
bp
BSA

cl

c3
cAMP
cDNA
CHO-Zellen
cli
CSQ
CTP
DAG
dATP
DCM
dCTP
dGTP
DNA
dNTP
DTAF
DTT
dTTP
E.
ECL-Kit
ECM
EDTA
EGTA
EMSA
ER
ERK

f

Fa.
FUDR
GAPDH
GDP
GF/A
GRK
GTC
GTP
HELLP
HEPES

Autoantikorper

Adenylatcyclase

angiotensin converting enzym (Angiotensinkonversionsenzym)
Antikorper

Angiotensin II

Aktivator Protein-1

antigen presenting cells (Antigen-prasentierende Zellen)
Ammoniumpersulfat

Arachidonséure

Angiotensin II (AT) 1-Rezeptor

Angiotensin II (AT) 1-Rezeptor Subtyp A
Angiotensin II (AT) 1-Rezeptor Subtyp B
Angiotensin II (AT) 2-Rezeptor

Autoantikorper gegen den AT;-Rezeptor
Adenosintriphosphat

[-arenerger Rezeptor

[3,-arenerger Rezeptor

Basenpaare

bovine serum albumin (Rinder Serumalbumin)
collagen 1

collagen 111

cyclisches Adenosin-3',5'-monophosphat

copy DNA

chinese hamster ovary -Zellen

colligin

Calsequestrin

Cytidintriphosphat

1,2-Diacylglycerol
2'-Desoxy-Adenosin-5'-triphosphat

delated cardiomyopathy (dilatative Kardiomyopathie)
2'-Desoxy-Cytidin-5'-triphosphat
2'-Desoxy-Guanosin-5'-triphosphat
Desoxyribonukleinsédure
Desoxy-Ribonukleosid-5'-triphosphat
Dichlorotriazinyl Amino Fluorescein

Dithiotreitol

2'-Desoxy-Thymidin-5'-triphosphat

Einheiten

enhanced chemoluminiscence (Substratlosung fiir Peroxidase)
extracellular matrix (extrazellulare Matrix)
ethylene diamine tetraacetic acid

Ethylene glycol-bis(aminoethyl)-tetraacetic acid
electrophoretic mobility shift assay
endoplasmatisches Retikulum
extracellular-signal-regulated kinase

forward (Oligonukleotidprimer in sense-Richtung)
Firma

5'-Fluor-2'-desoxyuridin
Glycerinaldehyd-3-phosphat Dehydrogenase
Guanosindiphosphat

Glasfaser-A-Filter

G-Protein gekoppelten Rezeptor-Kinasen
Guanidinthiocyanat

Guanosintriphosphat

hemolysis-elevated liver enzymes-low platelet
4-(2-Hydroxyethyl)-piperazine- 1-ethanesulfonic acid
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HNF-1
HUVEC

IgG
INS-Modell
IP;

Iso
JAK

K

kDa
KSCN
Los.
MAP-Kinase (MAPK)
MEK
Mio.
MMP-2
mRNA
NADH
NADPH
NEA
NFkB
NKS
NMZ
OD

p.a.
PBS
PBST
PC
PCR
PE

PIP,
PKC
PLA,
PLC
PLD
PMSF
POD
PRR
PS
PTX

r
RAAS
RAS
rel. Einheiten
RNA
rpm

RT
SDS
SNS-Modell
SP-1
SSW
STAT
TAE
TBE
TBS
TBST
TCA
TF

4-(2-Hydroxyethyl)-piperazine-1-ethan-sulfonséure
hepatocyte nuclear factor-1 (Hepatozyten Kernfaktor-1)
human umbilical vein endothelial cells
(Endothelzellen der humanen Nabelschnurvene)
Immunglobulin G

infektidses Nichtselbst-Modell

Inositol 1,4,5-trisphosphat

(-)-Isoproterenol

Janus-Kinase (z.B. Jak1, Jak2, Jak3, Tyk2)

Kontrolle

Kilo-Dalton

Kaliumthiocyanat

Losartan

Mitogen-aktivierte Protein-Kinase

MAPK / ERK -Kinase

Millionen

matrix metalloproteinase-2

messenger Ribonukleinsdure
Nikotinamidadenindinukleotid (reduzierte Form)
Nikotinamidadenindinukleotidphosphat (reduzierte Form)
Nicht Essentielle Aminoséuren

nuclear factor kB (Kernfaktor kB)

neonatales Kéilberserum

Nicht-Myozyten

optische Dichte

per analysis

phosphate buffered saline (phosphatgepufferte Salzlosung)
phosphatgepufferte Salzlosung+Tween-20
Phosphatidylcholin

polymerase chain reaction (Polymerase Kettenreaktion)
Priaeklampsie

Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat

Proteinkinase C

Phospholipase A,

Phospholipase C

Phospholipase D

Phenylmethylsulfonylfluorid

Peroxidase

pattern recognition receptor

Phosphatidséure

Pertussistoxin

reverse (Oligonukleotidprimer in antisense-Richtung)
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
Renin-Angiotensin-System

relative Einheiten

Ribonukleinsiure

rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)
Reverse Transkription oder Reverse Transkriptase
Sodium dodecylsulfate

Selbst-Nichtselbst-Modell

selektiver Promotor-Faktor-1
Schwangerschaftswoche

signal transducers and activators of transcription
Tris/Acetat Puffer

Tris/Borat Puffer

tris buffered saline (trisgepufferte Salzlosung)

tris buffered saline (trisgepufferte Salzlosung) + Tween-20
trichloroacetic acid (Trichloressigsiure)

tissue factor
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TIMP-2 tissue inhibitor of metalloproteinase

™ Transmembrandoméne

tRNA transfer RNA

UTP Uridintriphosphat

uv ultraviolett

VSMC vascular smooth muscle cells (vaskuldre glatte Muskelzellen)

v/v volume per volume (Volumen / Volumen)

w/v weight per volume (Gewicht / Volumen)
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