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Referat und bibliographische Beschreibung

Referat und bibliographische Beschreibung

In diesr Arbat wurde der Effekt von Schubspannung auf die Expresson von Genen des
humanen Endothdin-1-Sysems untersucht. ES  wurden Primékulturen  von  humanen
Nabd schnurvenen-Endothdzdlen (HUVEC) in ene Patenkegd-Apparatur ener laminaren
Schubspannung von 1, 15 oder 30 dyn/cn? (mittlere Schubspannung in Venen, Arterien oder
grolien Arterien, wie z. B. Aorta ascendens) ausgesetzt. Laminare Schubspannung induzierte
trangent die Pre-Pro-Endothdin-1 (ppET-1)-mRNA-Synthese, deren Maximum (ca 1,7-
facher Angtieg) nach 30 Minuten erreicht wurde. Im Gegensaiz dazu bewirkte eine chronische
(24 Stunden) Applikation von Schubspannung eine Herabregulation der ppET-1-Synthese in
ene dossabhdngigen Beziehung. Schubspannung in arteridler Stérke bewirkt eine mRNA-
Herabregulation der  Endothelin-Converting-Enzyme-1-1soform  ECE-1a  (vorherrschend  in
HUVEC) auf 36.2+8.5 %, und der Isoform ECE-1b auf 72.3+1.9 % der statischen Kontrolle.

Die Endothdin-1 (ET-1)-Fresstzung wurde durch laminare Schubspannung dossabhéngig
herdbreguliert. Diese Herabregulation der ppET-1-mRNA und ET-1-Freisstzung wurde nicht
durch ene Hemmung der Proteinkinase C (PKC) oder Tyrosinkinasen beeinflu@. Hemmung
der endothdliden NO-Synthase verhindert eine Herabregulation der ppET-1-mRNA durch
Schubspannung. Im Gegensatiz dazu induziert chronische Schubspannung dosisabhéngig die
Endothdin-Rezeptor B (ET-B)-mRNA durch NO- und PKC-, jedoch nicht durch
Tyrosinkinasen-abhdngige Mechanismen.

Schiuf¥olgernd  deuten diese Daen darauf  hin, dad chronische ateridle laminare
Schubspannung die Herabregulation der humanen Endothelin-Synthese und die Induktion des
Endothdin-Rezeptors B bewirkt. Diese Effekte gorechen fir en vasoprotektives und
antiatherosklerotisches Potential von laminarer arterieller Schubspannung.

Talanow, Roland Sebastian: Regulation des Endothelin-Systems durch Schubspannung in
humanen Endothel zellen
Halle, Martin-Luther-Universitat, Med. Fak., Diss., 73 Seiten, 2002
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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 HerzKreislauf-Erkrankungen

Herz-Kreidauf-Erkrankungen gehdren neben mdignen Tumoren und Infektionskrankheiten
zu den haufigsten Todesursachen weltweit. In den Indudtriddndern sind Se die Todesursache
Nummer 1 (Lawn, 1992, Sans & d., 1997). Aus diesem Grund it die Erforschung der
Ursachen und Pathomechanismen von Herz-Kreidauf-Krankheiten von besonderem Interesse.
Zahlreiche Riskofaktoren konnten identifiziert werden, die fur die Entstehung und
Progresson von  kardiovaskul&ren  Erkrankungen  verantwortlich  gemacht  werden.
(Bluthochdruck, Lipoproteine, genetische Disposition, Nikotinabusus, Bewegungsarmut etc.)

Durch Erkennung der Wirkmechanismen diesr Rigkofaktoren kann ene effektive
Pravention bzw. Thergpie konzipiet und engdetet werden. Gleichzeitig snd Kenntnisse
Uber die molekularen Mechanismen diesr Krankheten die Voraussetzung fir die
Entwicklung wirksamer Medikamente.

Einer der wichtiggten Riskofaktoren ig die Hypertonie. Die Aufklaung von Mechanismen
der Blutdruckregulation kann daher auch wichtige Rickschlisse fur die Therapie von Herz
Kredauf-Erkrankungen  liefern.  Die  zwel  wichtigden vasoektiven Mediatoren snd
Vasodilatatoren (gefderwaternde und blutdrucksenkende Substanzen) und
Vasokongtriktoren (gefél3verengende und blutdruckerhdhende Substanzen). Diese Mediatoren
werden von den Gefdlen sdbst produziert oder Uber den Blutstrom systemisch an ihren
Wirkort transportiert.

In diesem Prozel3 spiden die Endothelzdlen eine entschedende Rolle Die Endothelzdlen
bilden die innerste Zdlschicht der Blutgefdlie (Intima), die dch in direktem Kontakt mit dem
Blutstrom befindet. Es wird vermutet, dald3 die Endothelzdlen Informationen Uber veranderte
Sromungs- und Druckverhdtnisse im  Blutgefdd erkennen. Die molekularen  Grundlagen
dieser Mechanismen sind jedoch weitestgehend unverstanden (Davis, 1995).

Die Endothelzellen konnen durch Freisstzung von Mediaoren die darunter liegenden glatten
Muskelzdlen der Media in ihrem Kontraktionszustand regulieren. Diese reegieren  auf
Vasodilatatoren mit einer Relaxation der glatten Muskulaiur (Gefd3erweiterung), bzw. auf
Vasokondriktoren mit  ener  Kontraktion (Geféldverengung). Zu  den  physologisch
wichtigsen Vasodilatatoren zéhlen Stickstoffmonoxid (NO) und Progtacyclin.  Physiologisch
wichtige Vasokondriktoren sind hingegen Angiotenain |1 und Endothelin.



Einleitung

1.1.1 HerzKreidauf-Erkrankungen und die Rolle des Endothelins

Das Endothdin-Sysem is enes der wichtigden Regulationssyseme fir den Blutdruck.
Endothdin gilt ds der gérkste bisher identifizierte Vasokongtriktor (Y anagisawaet d., 1988).

Das Endothdin, insbesondere Endothein-1 (ET-1), ha dariber hinaus zusizliche
phys ologische Eigenschaften.

Dazu gehdren pogtiv inotrope und chronotrope (Ishikawa, 1988), mitogene (Sharefkin et d.,
1991) und autokrine Eigenschaften (Eguchi et d., 1995). Fir Endothdin wird eine
Beteligung an der Entsehung von HerzKreidauferkrankungen, wie z.B. Bluthochdruck und
Atherosklerose, durch Steigerung der Synthese des proatherosklerotischen Vasokongtriktors
Angiotenan I, Stimulation der Proliferation von Muskdzdlen und Fbroblasen sowie
gesteigerte Adhdson von Leukozyten diskutiert (Lischer & Barton, 2000). Aul¥erdem
reduziert ene Endothdin-Rezeptorblockade im transgenen Tiermoddl der apoE-knock out-
Maus die Aushildung und Progression von atherosklerotischen Plaques (Barton et a, 1998).
Endothelin hat eine bedeutende Funktion besonders be der Entstehung eines Hypertonus.
Tierexperimentelle Untersuchungen sprechen fir eine wichtige Rolle des Endothelins bel der
Hypertonieentstehung. So konnte nachgewiesen werden, dal3 das Endothdin-System bel
Deoxycorticosteron-Acetat (DOCA)-SHz-Hochdruck-Ratten und  be DOCA-Sz-
behandelten spontan-hypertensven (SHR) Ratten erhdht exprimiert wurde. Die Hypertonie
konnte durch Behandlung mit ET-Antagonisten gesenkt werden (dUscio et d., 1997). Durch
vermehrte Expresson von Pre-Pro-ET-1 in der Leber konnte ebenfals Hypertonie induziert
werden (Niranjan et d., 1996).

Endotheline wirken synergisisch mit Angiotensn und Katecholaminen. Se snd neben dem
Hochdruck auch an der Entstehung der Hypertrophie und Atherosklerose malgeblich beteligt
(Dagassan et d., 1996; Fareh et d., 1996; lhling et a., 1996; Ito et d., 1993; Lerman et 4.,
1995; Minamino et a., 1997). Die exakte Funktion des Systems und die Rthomechanismen,
die zu den enzdnen Erkrankungen fuhren, snd noch ungeklat. So snd die ET-
Plasmaspiegel be enigen Erkrankungen im Normbereich, wéhrend se be physologischen
Verdnderungen (zB. Schwangerschaft) erhoht snd. Auch Rassenunterschiede konnen zu
unterschiedlichen Plasma- ET-K onzentrationen beitragen (Ergul et ., 1996).

Die Vidzal da Endothdin-vermittelten Prozese macht die Erforschung der
physiologischen Regulation des Endothdin-Systems fur die Klinik besonders interessant.
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1.1.2 Die Bedeutung von Schubspannung fir die Regulation des Blutdruckes und die
Atheroskleroseentstehung

Die Aufrechterhdtung enes kongtanten Blutdruckes und Blutflusses id ene essentidle
Voraussetzung fur die Rediserung dler Korper- und Lebensfunktionen. Auf die Zdlen des
Blutgefdlisystems wirken unterschiedliche hdmodynamische Kréfte. Wichtige Kréfte snd der
Druck auf Grund der Flllung des Gefdl3systems, und die Schubspannung (“shear sress') auf
Grund des Blutflusses. Der Druck wirkt auf die Endothe- und die darunterliegenden glatten

Muskelzdlen. Die Schubspannung wirkt dagegen nur auf die Endothelzdlen ds Kraft pro
Flache.

Endothelial
Cells

Tangential

Fiuid Shear

Stress Vessel

Wall Matrix

Smooth Muscle
& Fibroblast Cells

Abbildung 1: Hamodynamische Kr&ftein den Geféssen

Dargestellt sind unterschiedliche hédmodynamische Kréfte, die auf die Blutgefasse wirken. Dazu gehdren
Druckkréfte, welche durch den Blutdruck vertikal auf die Gefasswand und Scherkréfte, die in der Gefasswand
eine tangentiale Spannung ausldsen, die Schubspannung (shear stress), die in Richtung des Blutstroms auf die

Endothelzellen wirkt. Darliber hinaus sind glatte Muskelzellen, Fibroblasten und die Matrix der Gefésswand
dargestellt.




Einleitung

Das Endothdium ig wahrscheinlich in der Lage, Veranderungen der mechanischen Kréfte
durch veranderten Blutdruck und -flud ds Sgnd zu erkennen (Davies, 1997). Dieser
Sgnderkennungsprozel3 kann in - Signdaufnahme, Signdwandlung und Resktion  untertellt
werden. Fir die Sgndaufnahme sind vor dlem Rezeptoren, lonenkande, aber auch das
Cytoskdett verantwortlich. Eine Signawandlung erfolgt durch die "second messenger”, z.B.
G-Proteine, Proteinkinase C, Inogtoltriphosphat, Arachidonsdure und CaKande. Die
Resktion, dh. eine Regulation des Blutdruckes, efolgt mest durch Verdnderung der
Mengenverhdtnisse vasoektiver Substanzen. Dieser  Regulationsmechanismus erfordert “third
messenger”, die die Sgnde der “"second messenger” auf Transkriptionsebene vermitteln.
"Third messenger” dnd Transkriptionsfaktoren, z.B. NF«B, c-fos, c-jun, die an den
Promotorbereich  schubspannungsregulierter  Gene  binden und ihre  Expresson regulieren.
Durch Promotor-Dédetions-Andysen schubspannungsinduzierter Gene konnte ein sog. “shear
dress responsve dement” identifiziet werden (Resnick et a, 1994). Dieses Element wurde
bisher in den Promotoren schubspannungsregulierter Gene, wie z.B. Pre-Pro-Endothdin-1
und der Stckstoffmonoxid (NO)-Synthase gefunden (Resnick und Gimbrone, 1995). Die
schubspannungsinduzierte  Regulation von  wichtigen vasoektiven Genen wie Pre-Pro-ET-1
und NO-Synthase steht wahrschenlich im Zusammenhang mit der  Atherosklerossentstehung.
Atherosklerose i eine weitverbreitete organische Stérung des HerzKreidaufsysems (Luss,
2000). Die aherosklerotischen Plagues dnd in den Gefdien loka unterschiedlich vertailt.
Dies konnte auf eine Verdnderung der Schubspannungsverhdtnisse und des Verhdtnisses von
vasoaktiven und wachsumsforderden Modulatoren und Adhésionsmolekilen in den Gefdien
zurickzufihren  sein.  Pr&disponiert  fur die  Atheroskleroseentstehung snd  Verengungen,
Krimmungen und Verzweigungen von Blutgefden (Maek et d., 1995). Die Schubspannung
(shear dress) ist loka unterschiedlich. Es gibt Gefd¥egionen mit hohem shear dress, aber
auch Regionen, wo kein bzw. geringer shear dress wirkt (Gradientenbildung). In diesen
Regionen andet sch de sher dress von laminar zu turbulent bzw. Regionen mit
Sromungsumkehr.  An  diesen Stdlen mit  gestérten  Flussbedingungen  konnen  Sch
aherosklerotische Plagues aushilden. Die Pathogenese der  Atherosklerose  beinhatet
ansthlieleend ein vergarktes Wachsum von glatten Muskdzdlen und die Anlagerung von
LDL-haltigen Makrophagen (Schaumzellen) (Maek et a., 1995; Reinhart et a., 1994).
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Abbildung 2: Schubspannung (shear stress) in Gefassen

Dargestellt sind Vektoren der Schubkréfte, welche durch den Blutfluss im Blutgefass wirken.

An Stellen verénderter Blutflussrichtung, wie sie z. B. in Verzweigungen, Kriimmungen und Verengungen von
BlutgefaRen vorhanden sind, kommt es zur Umverteilung der Kraftvektoren und z. T. zur Anderung von
laminarer in turbulente Strdmung.

Diese Stellen sind bevorzugte Stellen fur die Atheroskleroseentstehung.

1.2 Simulation von Schubspannung durch das Plattenkegelmodell

Eine Moglichket der Untersuchung von Vorgangen im menschlichen Organismus bieten in
vitro-Moddle. Se elauben die sandardiserte und vereinfachte Handhabung von komplexen
Sysemen sowie ene experimentdle Verdnderung von Parametern. Ein wesentlicher Nachtell
von invitro-Moddlen ig die fehlende Wechsdwirkung mit anderen Zdlen und Geweben des
Organismus. Das PHatenkegdmodel i€ en in vittoModdl zur Smulation von
biomechanischen Kréften auf kultiviete Zdlen und bietet sehr gute Mdoglichkeiten fur das
bessere Vergandnis der Grundmechanismen, die auch in der wet komplexeren in vivo-
Stuation wirksam dnd (Abb. 3). Die St&rke der biomechanischen Stimulation durch
Schubspannung it in diesem Moddl von der Viskostéd des Nahrmediums, der
Winkegeschwindigkeit und dem Winkd des Kegds abhéngig. Durch Verdnderung der
Viskostd des Mediums und durch Vaiation der Drehzahl des Keges konnen die




Einleitung

Sromungsverhdtnisse in - unterschiedlichen  Blutgefdlien smuliet werden.  Ein - wesentlicher
Vortel des Hattenkegdmodells it die Kongtanz der wirkenden Scherkraft durch die
Homogenitét des Zdlmonolayers und der kongtanten Viskostda des Kulturmediums im
Gegensatiz zur  ,Suspenson” Blut. Die mit Hilfe des in vitro-Moddls Mattenkege
gewonnenen  Erkenntnisse  zum  Einfluld von mechanischer  Schubspannung  auf  kultivierte
Endothelzellen kann in spéteren Untersuchungen in vivo Uberprift werden.

Plattenkegel

M = Winkelgeschwindigkeit

O = Winkel des
Plattenkegels

u = Viskositit des Mediums
Endothelzellkultur

Schubspannung ("shear stress")T:

et

Abbildung 3: Schematische Dar stellung des Plattenkegelmodells

Prinzipieller Aufbau eines Plattenkegels zur mechanischen Stimulation von kultivierten Endothelzellen
(HUVEC) durch laminare Schubspannung. Die Schubspannung ist von der Viskositdt des Mediums, der
Winkelbeschleunigung und dem Winkel des Plattenkegels abhéangig. Durch Variation der Umdrehungszahl und
der Viskositat wird eine Schubspannung appliziert, die typisch fiir venése (1 dyn / cn¥) oder unterschiedliche
arterielle (15 bzw. 30 dyn/ cnf) Gefésseist.
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1.3 DasEndothelin-System

Das Endothdin-Sysem ist enes der wichtigden blutdruckregulierenden Systeme des
Menschen. Es i von grofder Bedeutung in der Kredauf-Homoostase und be  der
Entwicklung zahlreicher Erkrankungen (Kramer et d., 1992; Schiffrin et a., 1997).

Zum humanen Endothdin-System gehdren das Pre-Pro-Endothdin-Gen, das Prohormone-
Converting-Enzyme, das Endothdin-Converting-Enzyme, das vasoaktive Peptid Endothein
und die Endothelin- RezeptorentA und -B. Es gibt die Endothdline—1, -2 und -3.

Die Biosynthese des Endothdin ist in Abb. 4 dargestdlt. Das Pre-Pro-Endothdin-Gen kodiert
das Endothdin-Vorléufer-Protein, welches 212 Aminosiuren umfad. Dieses wird bem
postrandationden  Processng zunéchs  unter  Abspdtung  ener Sgndsequenz  im
endoplasmatischen Retikulum (17 AS)  durch das molekular noch nicht identifizierte
"Prohormone-Converting-Enzyme'  in  das Peptid "Big-Endothdin-1" (38 Aminosduren)
umgewandelt.

Das Prohormone-Converting-Enzyme is eine kaziumabhéngige Serinprotease, die sowohl in
der Golgimembran, an der Zdlobefléche, ds auch extrazdluldr lokdisert san kann (Denault
e d., 1995). Dieses Enzym ig molekular bisher noch nicht ndher charekterisert. Als
potentidler Kandidat wird die kaziumabhdngige Serinprotease Furin angesehen, die aus
Rinder- Endothelzellen kloniert wurde (Laporte, 1993).

Big-Endothdin-1 hat nur ene geringe vasokondriktive Wirkung. Das "Big-Endothdin-1"
wird durch proteolytische Spdtung der Bindung zwischen Trp2l und Va22 in das dark
vasoaktive Peptid Endothdin-1 (ET-1) durch das Endothdin-Converting-Enzyme-(ECE)-1
prozessiert (Abb. 5). Das Endothelin-1 bindet an die Endothdin-Rezeptoren A bzw. B an der
Zdloberflache der Zidzdle und induziet dort sene physologische Wirkung (La et 4.,
1995).
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Das humane Endothelin-System
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Abbildung 4: Schematische Dar stellung der Endothelin-1-Biosynthese

Das Pre-Pro-Endothelin-1 ist ein ca. 200 Aminosauren-grof3es Protein. Schon frih in der Biosynthese wird das
Signal peptid abgetrennt. Es ensteht so das Propeptid, welches an den basischen Aminosauren Lysin und Arginin
gespalten wird. Die Spaltung erfolgt wahrscheinlich durch Furin, eine Prohormon-Konvertase (Laporte et a.,
1993). Das hierbei gebildete intermedidre Big-Endothelin-1 (Big-ET-1) ist ein schwécherer Vasokonstriktor als
ET-1. Die weitere Spaltung des Big-ET-1 zu ET-1 und dem Gterminden Fragment (CTF) erfolgt durch das
Endothelin-Converting-Enzyme-1 (ECE-1) an einer Tryptophan-Vdin-Bindung (Ikura et a., 1994; Shimada et
a., 1995).

1.3.1 Endothelin

Entdeckt wurde Endothdin (ET) 1988 ds 21 Aminosdurengrofes Produkt von
Endothdzdlen, das eine Sarke vasokondriktorische Wirkung zeigte (Yanagisawa et d.,
1988).
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Das Endothein-1 gehdrt zu ener neuen Familie von vasokondriktiven Peptiden, die durch
zwe Disulfidbriicken und sechs hochkonsarvierten Aminosiureresten am C-terminden Ende
charakterisert snd (La et d., 1994). Zu diesr Gruppe von vasoaktiven Peptiden gehtren
aullerdem die Isoformen Endothelin-2 und Endothdin-3. Sie unterscheiden sch durch zwel
Aminosauren (ET-2) bzw. durch sechs Aminoséuren (ET-3) von der Isoform des ET-1. Diese
drel Isoformen werden durch dre separate Gene, die auf verschiedenen Chromosomen
lokdiget gand (Inoue et da., 1989), kodiert (Pre-Pro-Form). Die drei Pre-Pro-Endothdin-
Gene zeigen fur die Pogtion 79-153 bp ene Region mit hoher Homologie (77-82%). In
diessem Bereich befindet sich die kodierende Sequenz fir das aktive Peptid (Inoue et d.,
1989). Die Abbildung 6 zeigt die Primérstruktur von ET-1, ET-2 und ET-3.

Von den drei Endothdin-l1soformen ist das Endothdin-1 die am besten charakteriserte Form. In
Endothdzdlen ig Endothdin-1 die vorherrschende Isoform und kann as mRNA des Pre-Pro-
Endothdins-1 oder im Uberstand von Kultivieten Endothelzellen as Peptid nachgewiesen
werden. Die beiden anderen Endothdin-isoformen sind bisher weniger untersucht. Dem
Endothdin-3 wird u.a eine Rezeptor-B-vermittete Bedeutung im Nervensystem zugeschrieben
(Baynasch et dl., 1994).

Das humane Gen fir das Pre-Pro-Endothdin-1 i auf dem Chromosom 6 lokdisert. Es
besitzt funf Exone und hat eine Grofe von 55 kb (Bloch et d., 1996). Die Regulation der Pre-
Pro-Endothdin-1-Genexpresson efolgt meis auf der Stufe der Transkription und it durch
hormonedle Faktoren (z.B. Adrendin) und mechanische Faktoren (z.B. mechansche Dehnung
oder "shear dress’) beenflulbar (La e d., 1994). Neben der Vasokongriktion hat
Endothdin-1 noch wetere biologische Effekte, zB. dossdbhédngige Vasodilatation,
Simulation der Proliferation auf Muskelzellen und Fibroblasten, sowie postiv inotrope und
chronotrope Effekte auf das Myokard. Aulderdem i Endothdin-1 an der Entstehung von
HerzKreidauferkrankungen, z.B. Atherosklerose und Bluthochdruck beteiligt und spidt ds
Apoptose- Surviva- Faktor in Endothelzdllen eine wichtige Ralle (Shichiri et d., 1997).

Endothdin wird nicht nur im Endothe, sondern in Geweben unterschiedlicher Organe
gynthetisert. Dazu gehdren vaskulare glatte Muskezdlen, Makrophagen, Fibroblasten und
Kardiomyozyten (Miyauchi et d., 1999).
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Human big-endothelin-1

Abbildung 5: Aminosdurenstruktur von Big-Endothelin-1

Aus dem , Big-Endothelin-1* wird durch proteolytische Spaltung der Bindung zwischen Trp21 und Val22 mit
Hilfe des Endothelin-Converting-Enzyme-1 (ECE-1) das vasoaktive Peptid ET -1 gebildet.

Abbildung 6: Aminosdur estruktur von Endothein-1, Endothelin-2 und Endothdin-3

Grau unterlegt sind die von ET-1 abweichenden Aminosauren. ET-1 ist der stérkste bekannte Vasokonstriktor.
Aufgrund dieser Eigenschaft galt das ET-System lange Zeit als rein kardiovaskuléres System. Inzwischen wurde
deutlich, da3 Endotheline auch viele nicht-kardiovaskulére Funktionen haben. Sie sind an zahlreichen

pathologischen Vorgangen beteiligt und spielen eine bedeutende Rolle bei Wachstumsvorgéangen und der
Apoptose (Kuriharaet al., 1994; Puffenberger et al., 1994).
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1.3.2 Endothelin-Converting-Enzyme-1

Es snd bereits unterschiedliche ECE-lsozyme beschrieben worden, die sch in ihrem pH-
Optimum unterscheiden. Die Isoformen ECE-1 und ECE-2 entstehen durch dternatives
Spleifen und zeigen ene dnliche Spezifitét ba der Konverson von Big-ET-1 zu ET-1. Die
Konverson zu ET-2 und -3 efogt mit geringerer Effizienz (Turner and Murphy, 1996).
Krzlich wurde ein ET- 3-spezifisches ECE- 3 nachgewiesen werden (Hasegawa et d., 1998).

Das Endothdin-Converting-Enzyme-1 (ECE-1) ig ein einkettiges Polypeptid und besteht aus
758 Aminosauren. Das Molekulargewicht des humanen ECE-1 betrégt 120 kDa. Es ist ene
neutrde Zink-Metdloprotease, die zur Familie der E-24.11-Metdlopeptidasen gehort.
Inzwischen snd fur ECE-1 drel Isoformen (ECE-1a, ECEL1-b, ECE-1c) bekannt, welche von
enem Gen kodiert werden. Das humane Gen fir ECE-1 ig auf dem Chromosom 1p36
lokdisert (Vadenaire et d., 1995). Seine Grof3e betrégt ca. 68 kB und es setzt sich aus 19
Exonen zusammen.

ECE-1 gehort zum Typ Il der integrden Membranproteine mit enem kurzen N-terminden
cytoplasmatischen Tell, nur ene tranamembrandren helikden Domédne und enem langen
extrazdlul&ren C-termindem Tel. In diesem extrazdlul&rem Tel befindet dch  des
enzymatisch  aktive Zentrum (en  chaakteidisches  Zinkmotiv), zehn  potentidle
Bindungsstdlen zur N-Glykosylierung und vier Cystein-Reste zur Aushildung von inter- oder
intramolekularen Bindungen (Turner et d., 1996, Xu et d., 1994). Die aktive Form des
Enzyms ig wahrscheinlich ein Dimer, das durch Disulfidoriicken verbunden i ( Xu et d.,
1994).

Die Isoformen bedtzen unterschiedliche zytoplasmatische, N-terminade Proteinsequenzen.
Dea transmembrandre Abschnitt und die kataytiscche Doméne snd dagegen in dlen
Isoformen identisch. Daher snd die kaaytischen Eigenschaften der Isoformen gleich.
Unterschiedliche Funktionen ergeben sich aus der Lokdisation und der Habwertszeit. ECE-
la ig in der Plasmamembram, ECE-1b hauptsichlich intrazdlul& im Golgi-Apparat und
ECE-1c hauptsachlich in der Plasmamembran, kaum intrazdlular lokdidert (Schweizer et d.,
1997).

Das humane ECE-1 ig hauptséchlich in den Endothdzellen zu finden. Es konnte aber auch in
der Lunge, der Leber, im Pankreas, im Herzen, in der Niere, in Fibroblasten, in den Ovarien
und den méannlichen Kemdriisen nachgewiesen werden. (Barnes et a., 1995; Shimada et d.,
1995, Vadenaire et a., 1995).

1
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Abbildung 7: Dimerstruktur des Endothelin-Converting-Enzyme-1 (ECE-1)

ECE ist eine Typ II-membranintegrierte Metalloendopeptidase mit Homologie zur neutralen Endopeptidase-
2411 (E24.11). Es enhdlt ein konserviertes HEXXH-Motiv in der katalytischen Doméane, welches Uber zwei
Histidine zwei der drei Koordinierungsstellen fir den Co-Faktor Zink bereitstellt und mit Glutaminséure das
katalytische Zentrum bildet. Im Gegensatz zu E-24.11 it ECE ein Dimer mit einer Disulfidbindung. Das
Transmembransegment enthélt 21 Aminosduren. Die beiden Monomere sind durch eine Disulfidbriicke (in ECE-
1b Cys*?) kovalent verkniipft. Das Zink-lon im katalytischen Zentrum wird von dem konservierten
Zinkbindungsmotiv (HEXXH) umgeben. Fir die ECE-1-Isoformen ist die gesamte katalytische Doméne

identisch, wahrend die N-terminalen Sequenzen der cytosolischen Doméane variieren.

1.3.3 Endothelin-Rezeptoren

Fur die Peptide der Endothdin-Familie snd bisher zwel Rezeptoren beschrieben worden:
Rezeptor-A (ET-A) und Rezeptor-B (ET-B). (Hosoda et a., 1991; Ogawa et al., 1991). Der
Endothelin-Rezeptor ET-A vermittelt Vasokondriktion, wahrend der Rezeptor ET-B  geféss
und dossabhangig Vasodilatation, Vasokongriktion bzw. Entwicklungsvorgénge induziert
(Baynasch et d., 1994). Die humanen Polypeptide snd einkettig und bestzen beide en
Molekulargewicht von ca. 50 kDa (Ara et d., 1990; Sekura et d., 1990). Die Affinitdt der
ET-Isoformen zu den Rezeptoren ist unterschiedlich. Wéhrend ET-1 und ET-2 ene hohere
Affinitd zu ETp bedtzen ds ET-3, ig die Affinitéa fir adle dreé Isoformen zum B-Rezeptor
anlich. Die Endothdinrezeptoren sind G-Protein-gekoppelt (Gi/Gg) (Plumpton et d., 1996;
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Sugden and Bogoyevitch, 1996). Sie gehdren zur Gruppe der Sebenfach gefdteten
Transmembran-Rezeptorproteine.

Die Rezeptoren bestzen einen Aminosdurerest (Asn59) fur eine N-Glykosylierung, in der C-
teeminden cytoplastischen Doméne sechs Cydenreste, von denen ene pamitoyliet sen
kann, unterschiedliche Serinreste, die madgliche Subdrate fir ene  Serin/Threonin-
Proteinkinase dargtdlen und ene Sequenz flir G-Protein gekoppdte Rezeptoren. Die
Sgndtransduktion efolgt vorrangig mittedls Gya1 durch PLC/IP/DAG  und damit  eine
intrazellulére Ca™ - Erhdhung (Ponicke et dl., 1998; Takigawaet al., 1995).

Die Endothdin-Rezeptoren snd vor dlem im kontraktilem Apparat des vaskuldren Systems,
der Lunge, der Niere, der Placenta und dem Nervensystem verbreitet. Gewebs und
gefd3spezifiscch  wurden dake Unterschiede in der Expresson und Lokalisation der
Endothdin-Rezeptoren ET-A und ET-B nachgewiesen (Kon und Fogo, 1993). Das Verhdtnis
der Rezeptoren zuenander kann dch auch unter pathophysiologschen  Bedingungen
verdndern.

Es wurde nachgewiesen, dad der endothelide Endothdin-Rezeptor B die NO-Freisetzung
beanflust (Boulanger et a., 1990). Er spiet auch eine Rolle as Clearance-Rezeptor. Damit
kann e die Blutdruckregulation und die Ausprégung kardiovaskulérer Krankheitsbilder
beainflussen.
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2 ZIELSTELLUNG

Zid dieser Arbeit war es, folgende Fragestellungen zu beantworten:

1. Gibt es ene dossabhdngige Regulation der Pre- Pro- Endothelin-Expresion durch
Schubspannung in humanen Endothel zdlen®?

2. Wiewird das Endothdin- Converting- Enzyme- 1 durch Schubspannung in humanen
Endothelzdlen reguliernt?

3. Bewirkt Schubspannung eine dod sabhéngige Regulation des Endothelin- Rezeptors B
in humanen Endothelzdlen?

4. Wédche Sgndtransduktionsvege sind in die schubspannungsabhdngige Regulation
des Endothdin-Systems involviert?

5. Sind Wechsdwirkungen des Endothdin- Systems mit anderen shear- stress-regulierten
vasoaktiven Substanzen nachweisbar?

Zur Beantwortung diesr Fragesdlungen wurden verschiedene kultiviete  humane
Endothezdlen zat- und dosisabhéngig laminarer Schubspannung ausgesetzt.

Zur Untersuchung der Sgndtransduktionsvege wurden Experimente  mit  spezifischen

Inhibitoren durchgefihrt, und anschliefend die Expresson von Komponenten des humanen
Endothdin-Systems quantifiziert.

14
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3 MATERIAL UND METHODIK

3.1 Chemikalien und Enzyme

Agarosegel (DNA): 100 ml 1 x TBE
0,8 g Agarose
erhitzen, bis Losung klar ist
abkiihlen auf ca. 50° C,
1 % Ethidiumbromid zugeben

Agarosegd (RNA): 100 ml MOPS
1,2 g Agarose
erhitzen, bis Lésung klar it
abkiihlen auf ca. 50° C,
1 % Ethidiumbromid zugeben

Assay-Lésung: 960 ul DEA
100 pl MgCh, 1 M
ad. 100 ml mit DEPC-Wasser

BCA Protein Assay Reagent (Pierce, Rockford, IL)

Block-Losung: 40 ul Northern block reagent
20 ml TBSN-Puffer

Cloned Pfu Polymerase; 25U/l
(Stratagene, Heidelberg)

CsCl-Kissen : 5,7M CsCl
100 mM EDTA, pH 6,5
in DEPC-Wasser ansetzen, exil filtrieren
6 mM ME vor Gebrach hinzufiigen
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Dehybridiserungd 6sung:

Denhardt (100x):

DNase (Boehringer, Mannheim):

dNTP (Gibco-BRL, Eggengtein):

ELISA System (Amersham Pharmacia Biotech)

Guanidinthiocyanat(GTC)-L6sung:

Herbimycin (Cabiochem)

Hybridiserungd 6sung:

5ml 20 x SSC
10 ml 10 % SDS
985 ml DEPC-H,0O

2 g Rinderserumalbumin

2 g Ficall 400

2 g Polyvinylpyrrolidon

auf 100 ml auffillen

Seril ansetzen und seril filtrieren
nicht autoklavierbar

10 U/l

je Nukleotid 100 mM

4M GTC

1% Sarcosyl

25 mM NaAcetat, pH 6,0

1 mM EDTA, pH 6,5

1M b-Mercaptoethanol (ME)
deril ansetzen

ME erst vor jeder Prgparation zugeben

1uM

90 ml 6 x SSC

15 ml 5 x Denhardt

15 ml 50 MM Na Phosphet
3ml 0,1 % SDS

177 ml DEPC-H,0

3 ml Heringsperma-DNA
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llluminator™ nonradioactive detection system (Stratagene, Heidelberg)

I sopropyl-b - D-thio-Gdactopyranosid (IPTG): 100 mM

(Sgma, Delsenhofen)

LB-Agar (Gibco-BRL, Eggengein)

LB-Medium (Gibco-BRL, Eggengein)

Loading buffer fir DNA-Gde:

Loading buffer fir RNA-Gede:

L-Nitroargininmethylester (L-NAME)

Losartan (MSD)

Klenow- Fragment (Stratagene, Heidelberg):

Midi Plasmid Kit (Qiagen, Hilden)

37 gl

autoklavieren

25 g/l

autoklavieren

50% Glycerin
0,25% Bromphenolblau
in 1x TBE-Puffer

50% Glycerin (exil)

0,2% 10% SDS (teril)

10 ng Bromphenolblau (steril)
in DEPC-Wasser

Seril ansetzen

100 pM

1uM

5U/ul
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MOPS-Puffer (20x):

Na-Phosphat-Puffer (1 M, pH 7):

Néahragar:

Oligalabdling-Kit (Pharmacia Biotech, Freiburg)

0,2M MOPS

50 mM Na-acetat

10 mM EDTA

ad 1| (deionisertes Wasse)
pH 7,0

DEPC behandeln
autoklavieren

3,9ml 1 M NaH2PO,4
6,1 ml 1 M NapHPO4
DEPC behanden

autoklavieren

14,8 g auf 400 ml DEPC-H,0

pCR-Script™ SK(+) Clonig Kit (Stratagene, Heidelberg)

Polynukleotid- Kinase (Stratagene, Heldelberg)

10 U/pl

Préhybridiserungs- und Hybridiserungd gsung:6x SSC

5x Denhardt

50 mM NaP (pH 7)

0,1% SDS

150 ng/ml HS-DNA

DEPC behandelin

autoklavieren

HS-DNA erst bei Gebrauch hinzufiigen

Random Primer (Gibco-BRL, Eggengein): 3 pg/ul
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RNA-Mix;

450 ul DMSO

126 pl Glyoxd (deionisert)
7,5yl IM Na Phosphat
16,5 ul DEPC-H,0

RNA Transkriptions Kit (Stratagene, Heidd berg)

RO-31-8220 (Calbiochem)

SSC (20x):

Satll (Gibco-BRL, Eggengein):

STET-Puffer:

Substrat-Lésung:

Super Script™ 11 RT (Gibco-BRL, Eggengtein):

TBE-Puffer (10x):

TBSN-Puffer:

1 pmol/L

175,32 g NaCl

88,2 g tri-Na citrat-dihydrat
ad 1l

pH 7,0

DEPC behandeln
autoklavieren

10 U/pl

50 mM Tris-HCI (pH 8)
50 mM EDTA (pH 8)
8% Saccachrose

5% Triton-X-100

35 pl CSPD

7 ml Assay-Ldsung

200 U/ul

0,89 M Tris-Base

0,025M EDTA

ad 1l

50 mM Tris-HCI, pH 8,0

30 mM NeCl

0,01% Northern block reagent
in DEPC-Wasser
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TBSN-T-Puffer:

T 4 DNA-Ligase (Gibco-BRL, Eggengein):

Tag-Polymerase (AGS, Heidel berg):

TE-Puffer:

TSPE-Puffer:

Waschlésung |:

Waschlosung 11:

X-Gd:

a-32P-dCTP (Amersham, Braunschweig):

a-*S-dATP (Amersham, Braunschweig):

o >2P-dATP (Amersham, Braunschweig):

0,05% Tween 20
in TBSN-Puffer

10/

4 U/l

10 mM TrispH 7,5 bzw. 8,0
1mM EDTA

10 mM Tris-HCl, pH 7,0
1% Sarcosyl

5% Phenoal

1mM EDTA, pH 6,5

mit DEPC-Wasser aufflllen
deril filtrieren

50 ml 20 x SSC
5ml 10% SDS
445 ml DEPC-H,0
5ml 20x SSC
5ml 10 % SDS
490 ml DEPC-H,0

5-Brom-4-Chlor-3-1ndol-b-D-
Gdactopyranosd (50 mg/ml; Promega
Heiddberg)

10 mCi/ml

10 mCi/ml

10 mCi/ml
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3.2 Zellkulturmedien

Antibiotic- Antimycotic (AB/AM; 100x)
(Gibco-BRL, Eggendtein)

Collagenase IV (Sigma, Deisenhofen)

Cool Cdf™ 1 (Sigma, Deisenhofen)
(Fetales Kalberserum, FKS)

Dulbeccos phosphate-buffered sdine | (PBSI)

(Gibco-BRL, Eggendtein)

10000 U Penicillin
10000 pg Streptomycin
25 ul/ml Amphotericin B in phys.NaCl

0,05%ig
in Dulbeccos phosphate- buffered sdine

(PBSI)

hitzeinektiviert

ohne Zusatz von Na:bicarbonat

Dulbeccos phosphate-buffered sdline Il (PBS I1)ohne Zusatz von Na: bicarbonat

(Gibco-BRL, Eggengtein)

Endothel cdl Growth suppl. (cc pro W)
(Ce-Ce-Pro, Neustadt)

Endothd zdImedium ;

ohne Zusatz von Cazium und
Magnesium

20% FKS

15 mM Hepes

1:100 AB/AM

1:100 Fungizon
pH 7,4

in Medium 199
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Endothd zd lwachstumsfaktor

Fungizon (Gibco-BRL, Eggengtein) :

Gdatine (Serva, Heidelberg)

Hanks Balanced SdAt Solution (HBSS-Lésung)

(Gibco-BRL, Eggengein)

Heparin (Seromed, Berlin)

Hepes (Sigma, Deisenhofen)

Medium 199 (Gibco-BRL, Eggengtein)

Nabe schnurpuffer :

Trypsn-EDTA-Solution :
(Sgma, Delsenhofen)

1,67 mgccproW /ml
10% FKS

10000 U Heparin
Medium 199

deril filtrieren

250 pg/ml Amphotericin B

1%
in sterilem und deionisertem Wasser
ohne Cazium und Magnesum

ohne Phenolrot

5000 U/ml
Stabilizer free

in gerilem, deonisertemn Wasser

EalesSdze

L-Glutamin

1,25 g/l Natriumbicarbonat
Phenolrot

1:100 AB/AM
1:100 Fungizon
inPBSI

500 U BAEE Schweinetrypsin
180 ug EDTA
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3.3 Kultivierung humaner Endothelzellen aus Nabelschnurvenen

Die Isolation von Endothdzdlen aus Nabeschnurvenen efolgt durch Anwendung der
Methode von Jeffe et a. (1973) und Jaffe (1984).

1. Prgparation: Die Nabelschnur wird direkt nach der Entbindung in Nabeschnurpuffer
Uberfihrt und bei 4° C gelagert. Auf diese Weise ist ene Lagerung bis zu 24 Stunden
madglich, ohne die Wachdumdsfahigkeit der Endothezdlen negativ zu beanflussen. Unter
Gewdhrleidung deriler Bedingungen efolgt die Isolation der Endothezdlen in  ener
laminaren Werkbank bei Raumtemperatur. Die Nabelschnur wird zundchst auf  eventudl
aufgetretene Verletzungen untersucht. Anschlief?end wird in die Vene der Nabeschnur von
beiden Sdte ene Knopfkanile mit Schlauchansatz eingefiihrt und befestigt. Die Vene wird
dann mit 50 ml HBSS-Losung gespllt und im Anschliul3 daran wird die Collagenase-Ldsung
(0,05%) in die Vene engefillt. Die Schlauchansiize werden mit zwel Klemmen verschlossen.
In enem vorgewamten und mit PBS | geflllten Becherglas wird die Nabdschnur fir 9 min
bei 37° C inkubiert. Durch das Einwirken des Enzyms wird das Collagen abgebaut. Die
Endothelzdlen konnen sch daraufhin von der Veneninnenwand ablésen. Nach der Inkubation
werden die abgdoden Zdlen durch Ausspilen mit 10 ml Endothezdlmedium (ohne
Wachsumsfaktor) aus der Vene in ein Grener-Rohrchen Uberfihrt und bei 250x g fir 5 min
zentrifugiert. Das Zdlpdlet wird in 5 ml Endothdzdlmedium (ohne Wachstumsfaktor)
resugpendiert und in  en Zdlkulturgefdd Uberflhrt. Zum bessaren  Anheften  der
Endothezdlen im Kulturgefdd wird der Boden des Zdlkulturgefdes mit 1%iger Gedine
vorbehanddt. Die Endothelzellen werden bei 37° C in ener wasserdampfgesittigten CO»-
Atmosphéare (5%) kultiviert.

2. Medienwechsd: Bereits 3 bis 4 Stunden nach der Prdparation wird das Zelkulturmedium
gewechsdt. Das neue Medium enthdt Endothd-Wachstumsfaktor (Konz. 1:100). Das
Kulturmedium wird dle 48 Stunden gewechsdt. Dabel werden die Endothezdlen 2x mit
PBS | Ldsung gespult und neues Endothel zellmedium zugesetzt.

3. Passagieren: Nach ca 3-4 Tagen snd die Zdlen zu enem konfluenten Monolayer

gewachsen. In diesem Stadium werden die  Schubspannungsexperimente  durchgefiihrt.
Alterndiv konnen die Zdlen zur Vemehrung auf wetere Zdlkulturgefdde bzw. Petrischden
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umgesatzt ("passagiet”) werden. Dazu wird das Medium aus dem Zdlkulturgefdd entfernt
und die Endothdzdlen 2x mit PBS | Lésung gespllt. Anschliel?end werden die Zdlen mit
Trypsn-Lésung vom Boden des Gefdles abgddst und vereinzet. Die abgddsten Zdlen
werden in 15 ml Endothdzdlmedium aufgenommen und in der Regd im Verhdtnis 1 : 4 auf
neue Kulturgefél3e Ubertragen.

4. Quditative Kontrolle Der Nachwes der Endothdzellen und die Uberprifung auf
Kontamination durch glate Muskelzdlen, Makrophagen, Monozyten und Fibroblasten wurde
freundlicherweise von Frau Dr. Riemann, Inditut fir Immunologie des Bereiches Medizin,
durchgefhrt.

3.4 Plattenkegel scherungsappar atur

Die Pattenkegdscherungsgpparatur  dient  der  Applikation  von  laminar  wirkender
Schubspannung auf in Petrischaen kultivierte Endothel zellen.

Se dient ds in vitro-Moddl zur Smulation von biomechanischen Kréften auf kultivierte
Zdlen und bietet sehr gute Mdglichkeiten fur das bessere Vergténdnis von Mechanismen, die
auch in der weit komplexeren in vivo- Situation wirksam sind.

Die Pattenkegelapparatur besteht aus ener Perischaenhaterung, enem absenkbaren
Mattenkegd mit Judtiereinrichtung, einem Elektromotor mit Steuerbarem Getriebe und ener
Antriebswdle fir das Eingdlen der eforderlichen Drehzahl. Der Patenkegd i aus
autoklavierbarem Kungstoff (Polycarbonat) gefertigt. Der Kegd ha enen Durchmesser von
86 cm und eénen Winkd von a= 0,5°. An der Spitze it €n 10 um langes Teflonstiick
(Durchmesser 2 mm) angefigt. Das Schema der Platenkegelapparatur ist in Abb. 3
dargestdlt.

Die Schubspannung it von der Viskosté des Nahrmediums, der Winkelgeschwindigkeit und
dem Winkd des Kegds abhangig. Durch Veranderung der Viskosté des Mediums und durch
Vaiation der Drehzahl des Keges konnen die Stromungsverhdtnisse in  unterschiedlichen
Blutgefdlen smuliet werden. In der vorliegenden Arbeit wurde laminare Schubspannung
untersucht, die charakteristisch fiir venése (1 dyn/cnf), bzw. arteriglle (15 und 30 dyn/cnt)
Gefaseid.
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3.5 RNA-Praparation aus Endothelzellen

Die Gesamt-RNA aus Endothezellen wurde durch Modifiketion der Methode von
Chonczymski und Sacchi (1987) prépariert. Alle verwendeten Chemikaien und Gerde snd

RNase-frd.

a) Vorbereitung der Endothdzdlen: Nach dem Absaugen des Zdlkulturmediums
werden die Endothdzdlen mit 1,5 ml Guanidinthiocyanat (GTC)-Losung Uberschichtet
und mit enem Zdlschaber suspendiert. Diesr Ansaiz wird in ein Grener-Rohrchen
UberfUihrt und mit einer 2 ml- Spritze und einer 23G-Kanille homogenisiert.

b) Praparaion: In enem Beckman-Rohrchen wird 1 ml CsClLoésung pipettiert.
Anschlie?end wird die Probe vorschtig Uber die CsClHLOsung geschichtet und dle
Beckman-Rohrchen mit GTC-LOsung audariert. Die Proben werden dann in ener
Ultrazentrifuge fir 21 Stunden bel 150000x g und 22° C zentrifugiert (ohne zusizliches
Abbremsen). Nach der Zentrifugation wird der Uberstand abgenommen, das Rohrchen
mit der Offnung nach unten abgdlegt, der untere Teil des Rohrchen mit eéinem Skapdl
abgechnitten und auf Eis gedtdlt. Das RNA-Pdlet wird in 200 pl TSPE-Puffer
asffgenommen, in en Grena-Rohrchen Uberfihrt und mit 200 pl  TSPE-Puffer
nachgesplilt. Anschlief?end wird die RNA mit /10 Vol NaAceta (3M) und 10 ml
Ethanol Gber Nacht bei -80° C gefdlt. Am néchsten Tag wird die Ethanolfdlung 30 nin
bei 10000x g und bei -10° C zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und das RNA-
Pellet getrocknet (5 min Raumtemperaiur). Die RNA wird anschlielend im Eisbad in
200 pl DEPC-H20 aufgenommen, in en Eppendorfréhrchen Uberflhrt und das
Zentrifugenréhrchen mit 100 pl DEPC-H,O gespilt. Zur Kontrolle wird die RNA-
Konzentration im Spektrophotometer bel 260 nm bestimmt. Die RNA wird erneut Uber
Nacht gefdllt (Sehe oben). Anschlielend wird die RNA zentrifugiert, das Pdlet 2x mit
70%igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in 100 ul DEPC-H,O aufgenommen und
kann bis zur Verwendung bei -80° C gdagert werden. Vorher erfolgt eine quantitative
und quditative Kontrolle der RNA-Prgparation durch spektrophotometrische Messung

be Aoeo und Aosgo.
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Die RNA-Konzentration wird durch das im  Spekirophotometer bestimmte
Absorptionsmaximum ba Axsp nach folgender Formel berechnet:
C=Azx0 XEXV
C Konzentration der RNA in ng/ul
Azeo  Absorption bei 260 nm
E 40 ng/ul (Extinktionskoeffizient fir RNA)
Vv Verdinnung der Mef3ansatzes
Eine quditative Aussage i@ af Grund des ehdtenen Renhetskoeffizienten (Azeo/A2s0)

méglich.

3.7 Reverse Transkription von RNA

Durch reverse Transkription (RT) wird RNA in cDNA umgeschrieben. Dazu wird reverse
Transkriptase aus Retroviren verwendet. Alle be der reversen Transkription verwendeten

Chemikdien und Geréte snd RNase-fral.

Der Ansatz fir die reverse Transkription enthdt pro Probe:

Random Primer 4ul
Gesamt-RNA X W (100 ng)
DEPC-Wasser 7,5 ul (auf 25 pl Geamtansatzgrofie)

3min 70° C; 5min 1° C (wahrend dieser Zeit Zugabe der folgenden Komponenten)

5x firg strand- Puffer 5ul
dNTP (je 12,5 mM) 1l
DTT (10 mM) 2,5l
RNase Inhibitor ( 35 U/ul) 0,5 ul
Super Script™ 11 RT 0,5l
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Be der reversen Transkription vor einer kompetitiven PCR wird je Ansatiz 1 pl der
betreffenden  Standardverdiinnung  zugesetzt. Der gesamte Ansatz wird bei 42° C fir ene
Stunde inkubiet und die Resktion durch dreiminitiges Erhitzen auf 95° C beendet. Die
erhdtene cDNA kann anschlief3end direkt in der PCR-Resktion eingesetzt werden.

3.8 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Das dlgemene Prinzip ene PCR beseht in der zyklischen Amplifikation von DNA-
Molekilen durch ene hitzebestdndige DNA-Polymerase (Tag-Polymerase). Jeder Zyklus
besteht aus der Denaturierung der doppelstrangigen DNA, dem Anlagern (Anneding) der
beiden jewels komplementéren Oligonukleotide (Primer) an jewells en DNA-Strangende in
gegenléaufiger Richtung und der Synthese e@nes komplement&ren DNA-Molekils an beiden
Strangen (Extenson) durch die TagDNA-Polymerase. Die Linearité der Amplifikation
nimmt mit einer Zyklenzahl Uber 40 ab. Die Grinde dafir snd z.B. anehmende Primer- und
dNTP-Konzentrationen und abnehmende Aktivitét der Tag-Polymerase.

Die verwendeten PCR-Programme sind unter den Punkten 3.8.1, 3.8.2 und 3.8.3 detailliert
dargestelt.

PCR-Ansatz pro Probe: 10x Polymerasepuffer 5
MgCl (25 mM) 3 pl
dNTP (1 mM) 6 pl
sense Primer (20 pM) 1 pl
antisense Primer (20 pM) 1 pl
DEPC-H,0 32,6

Tag-Polymerase 0,5 pl

Nach ener zZweiminitigen Inkubation bei 70° C ("hot start") werden pro Rohrchen 9,5 pl des
RT-Ansatzes hinzugefugt. Anschliesssnd wird die Probe mit ca 30 pl  Mineddl
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Uberschichtet, um ein Vedunsen des PCR-Mixes zu verhindern. Die Produkte der PCR
werden anschlieiend in enem Agarosegel  aufgetrennt, fotografiet und  dendtometrisch
ausgewertet.

3.8.1 PCR-Protokoll von humanem Pre-Pro-Endothelin-1

ET sens2 5-TGC TCC TGC TCG TCC CTG ATG GAT AAA GAG-3

ET antisense: 5-GGT CAC ATA ACG CTC TCT GGA GGG CTT-3
Grof3e des amplifizierten ET-1- Fragmentes. 461 bp (human)

Pos. 409-870 (Itoh et al., 1988)

Programm: 1 min 95°C, 40 Zyklen a 30 sec 95°C, 30 sec 65°C, 30 sec 72°C,
anschlief?end 10 min 72°C, kont. 4°C

3.8.2 PCR-Protokoll von humanem Endothelin-Converting-Enzyme-1

ECE-1 sense: 5-CTG TGT GCC TGA GCG AA-3

ECE-1 antisense: 5-GCA TCT GTC GGT GGT GT-3'

Grof3e des amplifizierten ECE-1- Fragmentes: 872 bp (human)

Pos. 276-1148 (Schmidt et al., 1994)

Programm: 1 min 95°C, 39 Zyklen a 30 sec 95°C, 30 sec 66°C, 30 sec. 72°C,
anschlief?end 10 min 72°C, kont. 4°C

3.8.3 PCR-Protokoll vom humanen Endothelin-Rezeptor B

ET-B sense: 5-CGA GCT GTT GCT TCT TGG AGT AG-3

ET-B antisense: 5-ACG GAA GTT GTCATA TCC GTGATC-3

Grolie des amplifizierten ET-B- 1- Fragmentes. 702 bp (human)

Pos. 838-1539 (Ogawaet al., 1991)

Programm: 1 min 95°C, 40 Zyklen a 30 sec 95°C, 1 min 69°C, 1 min 72°C,
anschlief}end 10 min 72°C, kont. 4°C.
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3.9 Gelelektophorese zur photometrischen Quantifizierung

Die DNA-Geéeektrophorese dient der Auftrennung von DNA-Molekilen entsprechend ihrem
Molekulargewicht. Das Prinzip der Methode beruht auf der  unterschiedlichen
Trennungsgeschwindigket in einem Agarosege unter Einflul eines eekirischen Feldes. Das
Agarosege  wird durch  Erhitzen der Agarose in MOPS-Puffer, Mischen auf enem
Magnetrihrer, Zugabe von Ethidiumbromid (1 pl/100 ml Gd-Losung) und Gielien des Ges
in ene Gdform mit enem Probenkamm prépariert. Die DNA-Proben werden nach dem
Zustz von 1/10 Vol loading buffer aufgetragen. Zur Bestimmung des Molekulargewichtes
wird pardld ein Molekulargewichtsstandard aufgetragen. Die Auftrennung der DNA-Proben
efolgt in enem dektrischen Feld mit ener Spannung zwischen 70 und 120 Volt (4 V/cm).
Die DNA wird im Agaosegel durch das Ethidiumbromid angeféarbt und unter UV-Licht
fotografiert.

3.10 Konstruktion von Standards fur die kompetitive RT-PC

Die Methode der kompetitiven Reverstranskriptase (RT)-PCR dient der Quantifizierung der
Expresson von mRNA-Molekilen Das Prinzip der Methode ist in Abb. 8 dargestelt. Die
MRNA-Molekile werden zunéchst gemeinsam mit exakt quantifizieten Standards durch
reverse Transkription in ¢cDNA umgeschrieben. Anschlie?end werden cDNA und Standards
duch PCR amplifiziet und im Agaossge durch Fabung mit  Ethidiumbromid
nachgewiesen. Die Menge des Fragmentes nach der Amplifikation im Verglech zum
Standard ist ein Mal3 fur die Expresson der mRNA-Molekile. Die Sengtivitét der Methode
ig deutlich hoher ads die NorthernBlot-Hybridiserung und erlaubt sogar ene Besimmung
von absoluten RNA-Molekiilzahlen. Die Methode wird vorrangig bel niedrig exprimierten
MRNA-Molekilen, oder sehr kleine Probenmengen (z.B. humanen Biopsen) angewandt. Die
PCR-Methodik kann bereits be geringfligigen Variaionen zu quantitativen Unterschieden in
der Ausbeute am PCR-Produkt fuhren. Zur Quantifizierung von mRNA-Molekllen mit Hilfe
der PCR ist daher die Kongtruktion einesinternen Standards zur Kontrolle notwendig.

Da Sandad <olite folgende Voraussetzungen eafillen, um  in quantitativen
K ompetitionsuntersuchungen eingesetzt werden zu konnen:
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a) Die Amplifikation des zu untersuchenden cDNA-Molekils und des Standards erfolgt
mit den gleichen sense- und antisense-Primern.

b) Die gewdhiten Resktionsbedingungen ollten fir cDNA-Fragment und Standard
moglichst Ubereingimmen.

c) Dea Standard sollte ca. 100-150 bp kirzer als das cDNA-Fragment san. Die
terminden Sequenzen <ollten dabel dlerdings Ubereingimmen, um en Anlagern der
Primer zu gewdhrleigen. Dadurch ist ene enfache Unterscheidung von cDNA und
Sandard nach Auftrennung im  Agarosegd mdglich. Andererseits it die PCR-
Amplifikation von cDNA und Standard durch den geringen Grof¥enunterschied
weitestgehend identisch.

d) De Standard sollte ads RNA-Molekil vorliegen und schon dem RT-Ansatz
zugegeben werden, um quantitative Unterschiede bel der reversen Transkription zu
vermeiden.

€) Die cDNA- und der Standard sollten eine Lange von 400 bis 1000 bp haben, um ene
mdglichst einheitliche Effizienz ba der Amplifikation in der PCR zu gewdhrleisten.

f) Das amplifiziete Fragment sollte Exonrintron-Ubergdnge des Primértranskriptes
enthdten, um eine Amplifikation von eventudl in der RNA-Praparation enthatenen
Primértranskripten oder genomischer DNA mit gleicher Effizienz auszuschlief3en.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung zur Konstruktion von Standards fir die kompetitive PCR durch
»sandwich-PCR"

Die Konstruktion erfolgt durch zwel aufeinanderfolgende PCR-Reaktionen unter EinfUhrung einer internen
Deletion in den Standard. Die erste PCR wird mit einem sandwich-Primer und dem entsprechenden antisense-
Primer durchgefiihrt. Der sandwich-Primer sollte sich ca. 100-150 bp , downstream® vom sense-Primer des
cDNA -Fragmentes anlagern. Er besteht am 3'-Ende aus 20 bp, die homolog zur ,, downstream* -Sequenz sind und
am 5'-Ende aus 10 bp, die zum 3'-Ende des sense-Primers homolog sind. Die zweite PCR-Reaktion wird dann
mit den originalen sense- und antisense-Primern durchgefihrt, um einen intern deletierten Standard mit den

originalen sense- und antisense-Primer fiir die kompetitive PCR zu erhaten.
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Die Kongruktion des Standards wurde durch eine Methode mit Hilfe eines sog. "sandwich
Primers’ durchgeftihrt. Der "sandwich-Primer” sollte sich ca 100 bis 150 bp "downgream"
vom sense-Primer des cDNA-Fragmentes anlagern, um enen 100 bis 150 bp verkirzten
Standard zu kongruieren. Der "sandwich-Prime” enthdit deher am 3-Ende 20 bp, die
Homologie zu diesam "downdream'-Sequenzbereich aufweisen. Da die kompetitive PCR
anderersaits fur cDNA-Fragment und Standard mit den gleichen sense- und antisense-Primern
erfolgen soll, wurde der "sandwich-Primer” am 5-Ende um 10 bp erweitert, die zu den 10 bp
am 3'-Ende des urspriinglichen sense-Primers homolog sind.

Folgende "sandwich-Primer" werden zur Konstruktion ausgewahlt:

ECE-1-Standard: 5-TGA GCG AAG CAA TCA TCA AGCACCTCCTCG-3
Pre-Pro-ET-1-Standard: 5-GGA TAA AGA GTT CCC ACA AAG GCA ACA GAC-3

Zur Kongruktion des Standards fur die kompetitive RT-PCR snd zwel aufeinanderfolgende
PCR-Regktionen eforderlich. In der ersten PCR wird as Matrize das durch Amplifikation
mit dem sense- und antisense-Primer erhaltene cDNA-Fragment eingesetzt. Diese PCR wird
mit dem sandwich- und dem antisense-Primer durchgefiihrt. Das dabel amplifizierte Fragment
ig im Verglech zum cDNA-Fragment um 100 bis 150 bp verkirzt. Dieses verkirtze cDNA-
Fragment wird anschlielend im Agarosegel  aufgetrennt und duiert. Mit dem  duierten
verkirzten Fragment wird dann eine zwete PCR mit den originden sense- und antisense-
Primern durchgefiihrt. Im Anschiul3 an diese PCR-Resktion liegt en intern deletiertes cDNA-
Fragment vor, das an beiden Enden von den urspringlichen sense- und antisense-Primern
begrenzt wird. Der Ansatz der zweiten PCR-Resktion wird in einem Agarosegd aufgetrennt,
das PCR-Fragment des Standards aus dem Gd duiert und der erhdtene Standard in einen
Plaamid-Vektor kloniert. Aus den mit dem Plasmid transformierten Bakterien wird die DNA
isoliert und durch Redriktionsverdau und DNA-Sequenzierung charekterisert. Die Plasmid-
DNA des Standards wird anschlief®end durch in-vitro-Transkription in die Standard-RNA
umgeschrieben. Dieser RNA-Standard kann dann in der kompetitiven RT-PCR engesetzt

werden.
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3.11 Kompetitive PCR

Das Prinzip der PCR-Methode ist detalliert in Kapitd 3.8 dargestellt. Die Menge an PCR-
Produkten nach der kompetitiven PCR it von der Konzentration an mRNA-Molekilen in der
eingesatzten Proben-RNA  abhdngig. Damit is ene Quantifizierung von RNA-Molekilen
maodich. Das Prinzip der kompetitiven RT-PCR berunt auf dem Vergleich von amplifizierter
Fragment-cDNA und Standard-cDNA. Die Primer konkurrieren ("Kompetition") um die
cDNA-Molekile von cDNA und Standard. Auf Grund der Kenntnis der eingesetzten
Standard-RNA-Menge (Molekilzahl) ist en Rickschluld auf die in der ProbenRNA
enthdtene  MRNA-Menge (cDNA) mdglich. Die zu bestimmende ProbenrtRNA und die
Standard-RNA  werden im glechen Ansaz amplifiziet. Fir jede Quantifizierung snd
mehrere RT-PCR-Regktionen mit gleicher Menge an zu untersuchender  RNA und
unterschiedlicher Menge an Standard-RNA notwendig. Die PCR-Ansitze werden dann in
enem Agarosege aufgetrennt (Sehe Kapitd 3.9), fotografiert (Polaroidfilm 667; mit Negetiv)
(Abb. 9) und densitometrisch ausgewertet.

Abbildung 9: Kompetitive PCR

Auf dem Vergleich von amplifizierter Fragment-cDNA und Standard-cDNA beruht das Prinzip der kompetitiven
PCR. Die Primer konkurrieren ("Kompetition") um die cDNA-Molekile von cDNA und Standard. Es ist auf
Grund der Kenntnis der eingesetzten Standard-RNA-Menge (Molekilzahl) ein Ruckschluf3 auf die in der
Proben-RNA enthaltene mRNA-Menge (cDNA) mdoglich. Im gleichen Ansatz werden die zu bestimmende
Proben-RNA und die Standard-RNA amplifiziert. Es sind mehrere RT-PCR-Reaktionen mit gleicher Menge an

zu untersuchender RNA und unterschiedlicher Menge an Standard-RNA fir jede Quantifizierung notwendig.
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3.12 Quantifizierung der kompetitiven PCR

Die Fragmente der probenspezifischen cDNA und der Standard-cDNA werden nach der PCR
und der Auftrennung im Agaosge fotografiet. Der HIm wird anschliefiend mit enem
Laser-Scamning-Gerdt (Multi-Scan)  dengtometrisch  quantifiziert. Die  gemessenen
Fléchenintegrae der PCR-Fragmente werden mit dem Programm 1Q berechnet. Anschlief¥end
efolgt die mahematische Auswertung durch das Auftragen des Logaithmus des
Verhdtnisses von Fragment und Standard im PCR-Ansatz gegen den Logaithmus der
bekannten Standardmenge. Durch lineare Regresson ig die Besimmung der cDNA-
spezifischen MRNA-Menge in der urspriinglichen Probe moglich.
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Abbildung 10: Quantifizierung der kompetitiven PCR
Mathematische Auswertung durch das Auftragen des L ogarithmus des V erhaltnisses von Fragment und Standard
im PCR-Ansatz gegen den Logarithmus der bekannten Standardmenge. Durch lineare Regression ist die

Bestimmung der cDNA -spezifischen mRNA -Menge in der urspringlichen Probe moglich.
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3.13 RNA-Gelelektrophorese und Northern-Blot-Transfer

Die RNA wird entsorechend ihrem Molekulargewicht im Agarosegd  dekirophoretisch
aufgetrennt und anschlieleend auf eine Membran Ubertragen (Northern-Blot-Transfer) (nach
Sambrook et ., 1989). Alle Reagenzien und Arbetamitte snd RNase-fre.

Die fur die RNA-Gdelektrophorese benttigte Gelkammer, der Kamm und die Geform
werden vor Gebrauch mit DEPC-H,O gespiilt und anschlief3end mit 70%igem Ethanol gesplilt
und getrocknet. Zur Préparation des RNA-Gds wird Agarose (Endkonzentration 1,2 %) in 1 X
MOPS-PuUffer gelés, in enem deilen Erlenmeyerkolben erhitzt und anschliel?end in die
vorbereitete Gelform mit Gelkamm gegossen. Als Elektrophoresepuffer wird 1 x MOPS
Puffer verwendet. Die RNA-Proben werden auf Eis aufgetaut. Pro Gelspur werden 10 ug
RNA auf das Gd aufgetragen. Die RNA-Proben werden wie folgt vorbereitet: 10 pl RNA (10
pg) und 20 pul RNA-Mix (450 il DMSO, 126 ul Glyoxa, 7,5 ul 1 M NaPhosphat und 16,5 pl
DEPC-H,0) werden zur Denaurierung der RNA fir 1 h bei 50° C inkubiert. Ein RNA-
Molekulargewichtsstandard wird identisch denaturiet. Nach der Denaturierung wird jede
Probe mit 1/10 Val. loading buffer gemischt. Die RNA-Proben werden anschlief3end auf das
RNA-Gd aufgetragen und be 90 V fir 3-4 Stunden eektrophoretisch aufgetrennt. Durch
Northern-Blot-Tranfer wird anschlielfend die RNA auf eine Membran Ubertragen. Dabel
wird die RNA durch Kapillarkréfte mit 20 x SSC-Puffer aus dem Ge auf eine Nylonmembran
trandferiert ("blotting”). Das Blotten i nach 24 h beendet. Anschliellend wird der Filter
luftgetrocknet, UV-fixiert und der Marker abgeschnitten. Der Marker wird wie folgt geférbt:
Inkubation be Raumtemperatur fir 15 min in 5%iger Essgsdure, Farbung bel
Raumtemperatur fir 10 min in 05 M Naacetat/ 0,04% Methylenblau, Entférbung in H2O.
Die Markerbanden werden sofort markiert, da die M ethylenblau- Férbung lichtempfindlich i<
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3.14 Radioaktive Markierung von cDNA-Sonden

Spezifische RNA-Molekile konnen nach der Gelelektophorese und dem Transfer auf eine
Membran mit Hilfe ener radioaktiven Sonde nachgewiesen werden (Northern-Blot-
Hybridiserung) (nach Sambrook et d., 1989). Die cDNA-Sonden und die Oligonukleotid-
Sonden werden mit unterschiedlichen Methoden radioaktiv markiert. Die doppestréngigen
cDNA-Sonden werden mit dem Oligolabdling-Kit (Pharmacia Biotech) markiert. In der
Markierungsresktion werden dabei 50-100 rg der cDNA-Sonde auf ein Volumen von 34
aufgeftllt und fir 5 min bei 95° C denaturiert. Danach wird die Probe 5 min auf Eis inkubiert,
10 pl Reagent Mix, 1 pl Klenow Fragment und 5 pl a-[*?P|dCTP zugesetzt, gemischt und 45
min bei 37° C inkubiert. Zum Abtrennen nicht eingebauter radioaktiver Nukleotide wird der
Ansatz anschlielfend durch eine Microsgpin S-300 HR-Saule (Pharmacia Biotech) gerenigt.
Die Saulenmatrix wird resuspendiet und ba 1500 x g fur ene Minute zentrifugiert.
Anschlielfend wird das Eppendorfréhrchen gewechsdt, die Markierungsresktion auf die Saule
aufgetragen und 2 min be 1500 x g zentrifugiert. Die radioaktive Sonde kann sofort fur die
Hybridiserung eingesetzt, oder dternaiv bei -20° C gelagert werden. Vor der Hybridisierung
wird die Sonde be 95° C fir 5 min denaturiet und im AnschluB 5 min auf Eis gekihlt.
Danach wird die Sonde der Hybridiserungd dsung zugesetzt.

Die Makierung von Oligonukleotiden erfolgt mit Hilfe von g-[3?P|dATP. Hierzu werden 25
ul (125 p Ci) des g[*?P]dATP in en neues Eppendorfrohrchen tberfihrt, dessen Deckel mit
enem klenen Loch versshen wird und in der Vakuum-Zentrifuge (Speed-Vac) getrocknet.
Anschliefend wird das g-[*?PldATP in 5 pl H,O aufgenommen, 2 ul Oligonukleotid (100
ng/pl ), 2 yl 5x Forward-Puffer und 1 pl Polynukleotid-Kinase zugegeben, gemischt und bel
37° C fur 30 min inkubiert. Durch Erhitzen im Wassarbad bei 70° C fur weitere 10 min wird
die Resaktion gestoppt und auf Eis gdagert. Im Anschlul3 daran wird die Probe bis zu einem
Endvolumen von 500 pl mit TE-Puffer verdinnt. Wahrend der Inkubationszeit wird eine
NAP-5-Saule zur Renigung der Oligonukleotide von nicht engebauten Nukleotiden mit 10
ml 1 x TE-Puffer equilibriert. Die Probe wird auf die Siule aufgetragen. Die Elution der
Oligonukleotide erfolgt mit 1 ml 1 x TE-Puffer. Die s0 isolieten Oligonukleotide snd ohne
Denaturierung fr die Hybridiserung einsetzbar.



Material und Methodik

3.15 Northern-Blot-Hybridisierung

Das Zid der NorthernBlot-Hybridiserung ist der Nachwels von membrangebundener RNA
durch die Hybridiserung einer zum autoradiografischen Nachwels gedigneten cDNA-Sonde.
Der RNA-Membran wird vor jeder Hybridiserung préhybridisert. Dies erfolgt in ener
Préhybridiserungdésung (ca. 50 ml pro RNA-BIot) be der gleichen Temperatur, bel der auch
gdter mit der Sonde hybridisert wird. Die Préhybridiserungddsung wird dabel zuvor mit
100 pg/ml frisch denaturierter Heringssperma-DNA (5 min bei 95° C) versetzt. Nach ca. 1
Stunde Préhybridiserung efolgt der Austausch gegen die Hybridiserungdésung (Zugabe
von Heringssperma-DNA andog Préhybridiserung) mit der denaturierten radioaktiven DNA-
Sonde (5x10° bis 1x10° cpmyml Hybridiserungdosung). Die Hybridiserung erfolgt tber
Nacht (ca 20 h). Die Hybridiserungstemperatur richtet sich bel doppestrangigen cDNA-
Proben nach dem Grad der Homologie zwischen Sonde und RNA. Diese Proben miissen vor
der Hybridiserung fir 5 min be 95° C denaturiert werden. Die Hybridisierungstemperatur fiir
Oligonuklectide richtet dch nach Lange, Degeneration des Oligos und Homologie zwischen
Sonde und RNA. Eine Denaturierung i hierbe nicht erforderlich. Nach der Hybridiserung
werden die Filter gewaschen. Das Waschen der Filter, die mit doppelstréngigen Sonden
hybridiset werden, efolgt be der Hybridiserungsemperatur mit Waschlésung | und
Waschlosung 1l Dauer und Anzahl der Waschgdnge richtet sch nach der Radioaktivitdt der
Filter, die der Féachenzéhler noch anzeigt. Das Waschen der Filter, die mit Oligonukleotiden
hybridisert werden, efolgt mit der Waschiosung Il (6x SSC, 0,1% SDS) be
Raumtemperatur. Hier richtet sch ebenfdls die Dauer und Anzahl der Waschgange nach der
Radioaktivitdét der  Flter. De leizte  Waschschritt  efolgt  kurz  be der
Hybridigerungtemperatur.  Ein Austrocknen  der Membran  <ollte  wdahrend  des
Waschvorgangs vermieden werden, da die Radioaktivitéd sonst dauerhaft gebunden wird.
Nach dem Waschen werden die Filter in Plagtikfolie verpackt und in ener Filmkassette mit
Rontgenfilm (KODAK BioMax) bel -80° C exponiert. Die Filme werden anschlielRend
entwickdt und fixiet. Die gebundene Sonde kann von der Membran mit  ener
Dehybridiserungdésung (2 min be 80° C) entfent werden. Die Northern-Blot-Membran

kann anschlief3end mit einer anderen Sonde hybridisiert werden.
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3.16 Autoradiografischer Nachweis von cDNA-Sonden

Die Autoradiogrefie dient dem Nachwels von membrangebundenen Sonden nach der
Northern-Blot-Hybridiserung. Nach der Hybridiserung mit radioaktiv. markierten  Sonden
und dem Waschen der Filter, werden die RNA-Membranen in Pladikfolie verpackt und in
einer Filmkassette mit einem Rontgenfilm (KODAK BioMax) bei -80° C exponiert. Der Flm
wird anschliel¥end in einer Entwicklermaschine entwickelt und fixiert. Es werden von jedem
Experiment mehrere Fime mit unterschiedlicher  Expostionszeiten  angefertigt, um  ene
Auswertung in der Séttigungsphase der Filmschwéarzung zu vermeiden.

3.17 Quantifizierung der Northern-Blot-Analysen

Durch die Quantifizierung der Northern-Blot-Andysen i ene Quantifizierung der mRNA
Expresson von spezifischen Genen moglich. Die  Northern-Blot-Andysen  werden
dendtometrisch quantifiziert. Hierfir werden die genspezifischen Hybridiserungssgnde auf
den Rontgenfilmen mit Hilfe enes Lasar-Scanning-Gerdtes  (Multi-Scan)  densitometrisch
vermessen. Die dabel bestimmten Héchenintegrae werden mit dem Computerprogramm 1Q
berechnet. Eine Auswertung der erhdtenen Werte erfolgt mit dem Programm EXCEL. Von
besonderer Wichtigkeit i die Normdiderung der ehdtenen Absolutwerte, um
Abweichungen durch das Auftragen von unterschiedlichen RNA-Mengen auszuschlie3en. Die
Membranen werden daher zur Kontrolle mit einem 18S rRNA spezifischen Oligonukleotid-
Primer  hybridisert. Die Hybridiserungssgnde mit den unterschiedlichen Sonden werden
anchliefl}end mit den Werten nach 18S rRNA-Hybridiserung normdigert.

3.18 Quantifizierung der Endothelin-1-Freisetzung

Die Freisetzung des Endothelin- 1- Peptides aus Endothel zellen wurde im Kultur-Uberstand
mit Hilfe eines Endothdin-EL | SA- Systems (Amersham Pharmacia Biotech) quantifiziert. Die
Werte wurden durch pardlee Bestimmung des Proteingehates mit dem BCA Proteine Assay
Reagent (Pierce) normdisert.
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4 ERGEBNISSE

41 Endothelin

Kulturen von humanen  Nabeschnur-Endothdzelen (HUVEC) produzieren  kongtant
Endothdin-1 (ET-1) und geben dieses in das Kulturmedium &b.

4.1.1 Dosisabhangige Herabregulation von humaner Pre-Pro-Endothelin-1-mRNA durch

Schubspannung

Die mRNA-Expresson von Pre-Pro-Endothdin-1 (ppET-1) wurde in ersen Studien durch
Northern-Andyse quantifiziert (Abb. 11). Setzte man HUVEC laminarer Schubspannung
Uber 24 Stunden aus, so verursachte dies eine dosisabhéngige Herabregulation der ppET-1-
MRNA.

con 1 15 30 dyn/cm? (24h)

PPET-1 — N S

GAPDH — il S S

Abbildung 11: Herabregulation der Pre-Pro-Endothein-l mRNA durch laminare Schubspannung in
humanen Endothelzellen

Humane Nabelschnurvenen-Endothelzellen (HUVEC) wurden einer laminaren Schubspannung (24 Stunden)
ausgesetzt. In diesen Zellen wurde anschlieffend die Expression der Pre-Pro-Endothelin-1-mRNA durch
Northern-Analyse bestimmt. Der Filter wurde zur Kontrolle mit einer humanen GAPDH cDNA-Probe
hybridisiert. Laminare Schubspannung (24 Stunden) fuhrte zu einer dosisabhéngigen Herabregulation der ppET -
1 mRNA. (Statistische Auswertung siehe Abb. 13)
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Die NorthenBlot Andyse l&sst sch nur beschrénkt zur quantitativen Untersuchung von
MRNA-Molekilen anwenden, die auf enem niedrigen Niveau exprimiet werden. Fir die
Quantifizierung diesr Gene wurde die Methode der kompetitiven reversen Transkriptase
PCR (RT-PCR) angewandt. (Abb.12).

|_ 461 bp
& - 355 bp

Abbildung 12: Herabregulation der Pre-Pro-Endothelin-1-mRNA durch laminare Schubspannung in
humanen Endothelzellen

Die Methode der Quantifizierung von mRNA-Mengen des humanen Pre-Pro-Endothelin-1 (ppET-1) —Gens
durch kompetitive RT-PCR vergleicht die Amplifikation eines revers transkribierten ppET -1-Fragmentes aus
einer Gesamt-RNA von HUVEC (Grosse: 461 bp) mit verschiedenen Konzentrationen eines intern deletierten
und revers transkribierten cRNA -Standards (Grosse: 355 bp) durch PCR. Die PCR-Fragmente wurden auf einem
Agarose-Gel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid geférbt. Laufspur 1: Molekulargewichts-Marker (100 bp-
Leiter). Die Menge der Standardmolekiile pro Reaktion: 1 x 16° (Laufspur 2), 3 x 10" (Laufspur 3), 1 x 10’
(Laufspur 4), 3x 10° (Laufspur 5), and 1 x 10° (Laufspur 6).

Mit Hilfe der kompetitiven RT-PCR konnte die dosisabhangige Herabregulation der ppET-1-
MRNA durch 24 h laminare Schubspannung quantifiziert werden:

Statische Kontrolle: 692+183 aM/ng RNA* (100+£26%)

1 dyn/cn: 417+100 aM/ng RNA (60,3+14,5%)

15 dyn/cr?: 233+50 aMl/my RNA* (33,7+7,2%)

30 dyn/cn?: 27+10 aM/my RNA** (3,9+1,4%)

(jede n=5, *P<.05, **P<.01 vs. datische Kontrolle).

Die Ergebnisse sind in Abb. 13 statistisch zusammengefasst.
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Abbildung 13: Herabregulation der Pre-Pro-Endothein-1-mRNA durch laminare Schubspannung in
humanen Endothelzellen

Bestimmung der ppET-1-mRNA-Expression unter dem nach Einfluss von laminarer Schubspannung durch
Standard-kalibrierte, kompetitive RT-PCR. Die Werte sind als Mittelwert+SEM in aM/ug RNA, n=5; *P<.05;
**P<,01; ***P<.001 vs. statische Kontrolle (con), angegeben.

(statische Kontrolle: weilRer Balken, Schubspannung: gestreifte Balken).

In pardiden Experimenten wurde der Zeitverlauf der ppET-1 mRNA-Expresson in Bezug
auf die ateidle Schubspannung bestimmt (Abb. 14). Die Anwendung von ateridler
Schubspannung flhrte zu einer trandenten Induktion von ppET-1, weche ihr Maximum nach
30 Minuten (ca 1,7 fache Erhdhung) erreichte. Im Gegensatz dazu fihrte langere Applikation
von ateridler Schubspannung zu ener ggnifikanten Herdoregulation der ppET-1-mRNA. Da
die langere Applikation von Schubspannung mehr die in vivo — Stuation widerspiegdlt,
wurden im folgenden die Expeimente mit Schubspannung Uber enen Zetraum von 24
Stunden durchgefhrt.
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Abbildung 14: Zetverlauf der Pre-Pro-EndothdinnmRNA-Expression in humanen Endothelzellen durch
arteriellelaminare Schubspannung

Humane Nabel schnurvenen-Endothelzellen (HUVEC) wurden einer Schubspannung von 30 dyn/cn? ausgesetzt.
Es wurde die Pre-Pro-Endothelin-1 (ppET-1)-mRNA-Expression mit Hilfe der Standard-kalibrierten,
kompetitiven RT-PCR bestimmt. Die Werte sind as Mittelwert +SEM in aM/ug RNA, n=3 angegeben. *P<.05
vs. statische Kontrolle (con).

4.1.2 Herabregulation der Endothelin-1-Peptid-Freisetzung durch Schubspannung

Der Effekt von Schubspannung auf die Endothdin-1 (ET-1)-Protein-Expresson wurde as
Peptid-Freisstzung  in das  Zdlkultur-Medium  quantifiziert. Die basde Freisetzung der
dationdren HUVEC-Kulturen schwankte betréchtlich (Bereich: 03 — 1,9 pM ET-10 mg
Protein d* , Mittdwert: 0,8+0,1 pM ET-1 0 mg Protein™ O d*!, n=14). Deshalb wurde jedes
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Schubspannungs-Experiment mit einer internen, dationdren Kontrolle verglichen und die ET-
1-Auschittung in das Medium ads % der intenen Kontrolle ohne Schubspannung
quantifiziert. Die ET-1-Ausschittung der HUVEC wurde durch chronische Schubspannung
(24 Stunden) in einer dos sabhéngigen Beziehung herabreguliert (Abb.15).

Statische Kontrolle: 100;

1 dyrn/ent: 59,1+4,8%** | n=5;

15 dyn/cn: 35,6+5,3%* ** n=3;

30 dyn/cn?: 30,8+5,7%* ** , n=6;

**P<,01, ***P<.001 vs. satische Kontrolle).

2 6o T
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Abbildung 15: Schubspannungabhangige Her abregulation der Endothelin-1-Peptid-Freisetzung

Der Effekt der Schubspannung auf die ET-1-Protein-Expression wurde als ET-1-Peptid-Freisetzung (release) in
das Zellkultur-Medium quantifiziert (in % der internen Kontrolle ohne Schubspannung). Die ET -1-Freisetzung
der HUVEC wurde durch Schubspannung (24 Stunden) dosisabhangig herabreguliert. Die Angabe erfolgt as
Mittelwert+SEM, n=6; * P<.05; **P<.01; *** P<.001 vs. statische Kontrolle (con).

&




Ergebnisse

4.1.3 Pre-Pro-Endothelin-1 und " Schubspannung” — I nhibitorstudien

Die zugrunddiegenden Signdtransduktionsmechanismen der Herabregulation der ppET-1-
MRNA durch Schubspannung wurden durch Experimente mit Inhibitoren der endothdiden
NO-Synthase (eNOS), Angiotensn IlI-Rezeptor Typ 1 (ATi)-Antagonisten, sowie
Hemmdoffen der Proteinkinase C (PKC) oder der Tyrosinkinase untersucht (Abb. 16). Die
Herabregulation der ppET-1-mRNA durch eine Schubspannung bei 30 dyn/cn? Uber 24
Stunden (27+10 aM/mg RNA) wurde nicht durch die Hemmung der eNOS (100 mM/L L-
Name 286 aM/mg RNA), AT;-Rezeptor-Blockade (1 nM/L Losartan: 403 aM/ng RNA),
Hemmung der PKC (1 nM/L RO-31-8220: 28+6 aM/nmg RNA), oder der Tyrosinkinase
(2 mM/L Hebimycin A: 20£6 aM/nmg RNA) veréndert. Alle Experimente wurden mindestens
dreima durchgefihrt und mit Kontrollen + Inhibitor  ohne Schubspannung (P<.001)
verglichen.
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Abbildung 16: Einfluss von Inhibitoren intrazellulérer Signalwege auf die schubspannungsabhangige
Herabregulation der ppET -1-mRNA

Humane Nabelschnurvenen-Endothelzellen wurden mit Inhibitoren der eNO-Synthase (L-NAME, L-N), des
AT,-Rezeptors (Losartan, Los), der Proteinkinase C (RO-31-8220, RO), und Tyrosinkinasen (Herbimycin A,
HA) stationdr inkubiert, und/oder fur 24 h arterieller Schubspannung (shear stress, ss) ausgesetzt. Die
Quantifizierung der ppET-1-mRNA erfolgte durch kompetitive RT-PCR. Die Werte sind as Mittelwert+SEM in
aM/i g RNA, n(3; ***P<.001 vs. statische Kontrolle (con) mit Inhibitor angegeben.
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Es wurde anschlielend untersucht, ob es einen dosissbhéngigen Effekt des eNOS-Inhibitors
L-NAME auf die schubspannungsabhdngige Heradbregulation der ppET-1-mRNA-Expression
gibt. Niedrige Dosen von L-NAME (bis 300 nM) zeigen keine dgnifikante Hemmung der
schubspannungsabhdngigen  Herdbregulation  der  ppET-1-mRNA-Expresson  (Abb.  17).
Hingegen  inhibiet Hemmung dar eNOS mit 500 nM L-NAME die
schubspannungsabhdngige Herabregulation der ppET-1-mRNA.
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Abbildung 17: Konzentrationsabhangigkeit des Einflusses des eNOS-Inhibitors L-NAME auf die
Herabregulation der ppET -1-mRNA-Expression dur ch arterielle laminar e Schubspannung

Die ppET-1-mRNA wurde mittels kompetitiver RT-PCR quantifiziert. Die Herabregulation der ppET-1-mRNA-
Expression durch arterielle Schubspannung (15 dyn/cn?) von 24 h wurde nicht durch Konzentrationen bis zu
300 "M L-NAME beeinflusst. Bei einer Konzentrationen von 500 nM L-NAME wurde die Herabregulation der
PPET-1-mRNA gehemmt. Die Werte sind as Mittelwert+SEM, n=3; *P<.05 vs. Kontrolle ohne Schubspannung
(K) angegeben.
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In  unabhéngigen Expeimenten wurde der Effekt  von Inhibitoren  bekannter
Sgndtranduktionsvege  auf  die  Herabregulation der ET-1-Peptid-Fresstizung  durch
chronische Schubspannung (24 Stunden) getestet (Abb. 18). Die Herabregulation der ET-1-
Peptid-Freisstzung durch arterielle Schubspannung von 24 h (39,9+£8,8%*) wurde nicht durch
die Hemmung der eNOS mit bis zu 100 M L-NAME (36,2+6,5%**), AT1-Rezeptorblockade
(1 nM Losartan: 36,9+11,2%*), Hemmung der PKC (1 mM RO-31-8220: 15,7+2,4%***),
oder Tyrosnkinasen (1 mM Hebimycin A: 353+10,4%*) (jewells n=3; *P<.05; **P<.01,
***P< 001 vs. Kontrolle ohne Schubspannung) modifiziert.
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Abbildung 18: Effekt von Inhibitoren bekannter Signaltransduktionswege auf die Herabregulation der
ET-1-Peptid-Freisetzung nach arterieller laminarer Schubspannung

Die Herabregulation der ET-1-Peptid-Ausschittung (release) durch arterielle Schubspannung von 24 h wurde
nicht durch Hemmung der eNOS (L-N: 100 nM L-NAME), AT;-Rezeptor (Los: 1 nM Losartan), Proteinkinase
C (RO: 1 uM RO-31-8220) oder der Tyrosinkinase (HA: 1 uM Herbimycin A) beeinflusst. Die Werte sind als
Mittelwert+SEM, n=3; * P<.05; **P<.01; *** P<.001 vs. Kontrolle ohne Schubspannung (con) angegeben.
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In Andogie zu den Untersuchungen der ppET-1-mRNA-Synthese wurde dosisabhéngig der
Effekt des eNOS-Inhibitors L-NAME auf die schubspannungsabhangige Heradbregulation der

ET-1-Freisstzung andyset. Dosen bis 300 mM L-NAME zegten keine Hemmung der
schubspannungsabhéngigen Herabregulation der ET-1-Freisetizung (Abb. 19). Dosen von 500
nmM  L-NAME flhrten zu ene patidlen Hemmung de  schubspannungsabhéangigen
Herabregulation der ET- 1- Freisetzung, ohne datistische Signifikanz zu erreichen.
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Abbildung 19: Konzentrationsabhangigkeit des eNOS-Inhibitors L-NAME auf die Herabregulation der
ET-1-Peptid-Freisetzung dur ch arterielle laminare Schubspannung

Die ET-1-Peptid-Freisetzung ins Zellkulturmedium wurde mittels ET-ELISA quantifiziert. Die Herabregulation
der ET-1-Peptid-Freisetzung durch arterielle Schubspannung von 24 h wurde nicht durch Konzentrationen bis zu
300 M L-NAME beeinflusst. Eine Konzentration von 500 nM L-NAME fihrte zu einer partiellen Hemmung
der schubspannungsabhéngigen Herabregulation der ET-1-Freisetzung, ohne statistische Signifikanz zu
erreichen. Die Werte sind as Mittelwert=SEM, n=3; * P<.05 vs. Kontrolle ohne Schubspannung (K) angegeben.
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4.2 Endothelin-Converting-Enzyme

421 Zeitabhangige Regulation von Endothelin-Converting-Enzyme-1 durch arterielle
Schubspannung

Die mRNA-Expresson des Endothein-Converting-Enzyme-1 wurde nach Applikation von
ateridler Schubspannung (30 dyn/en?) fir unterschiedliche Zeiten quantifiziert. Dafir wurde
die Methode der kompetitiven RT-PCR engesstzt. Kurzzetige Applikation von arteridler
Schubspannung  fuhrt zu ener trandenten Erhohung der ECE-1-Expresson (max. 0,5 h).
Chronische Applikation von arteridler Schubspannung bewirkt dagegen eine Herabregulation
der ECE-1-Expression (Abb. 20).

30 +
T
251
< )
z
< - 204 _T
<= 3
né"r-“
w -
= 15
w o
22 1o
m e S ~—
=) -
S T
" 5-
0 I | T | T |
0 0,5 1 4 8 24
Zeit (h)

Abbildung 20: Regulation des Endothelin-Converting-Enzyme-1 durch arterielle Schubspannung im
Zeitverlauf

Es wurde nach Applikation von arterieller Schubspannung (30 dyn/cnt) die mRNA-Expression des Endothelin-
Converting-Enzyme-1 fir unterschiedliche Zeiten quantifiziert. Daflr wurde die Methode der kompetitiven RT -
PCR eingesetzt. Kurzzeitige Applikation von arterieller Schubspannung fihrt zu einer transienten Erhéhung der
ECE-1-Expression (max. 0,5 h). Hingegen bewirkt chronische Applikation von arterieller Schubspannung eine

Herabregulation der ECE-1-Expression. Die Werte sind als Mittelwert+SEM, n[13; angegeben.
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4.2.2 Dosisabhéngige Herabregulation von humanen Endothelin-Converting-Enzyme-1-

I soformen durch Schubspannung

Nach Applikation von laminarer Schubspannung auf HUVEC wurde die mRNA-Expresson
von Endothdin-Converting-Enzyme-1 (ECE-1)-soformen durch Northernr Andyse  bestimmt
(Abb. 21). Laminare ateridle Schubspannung (24 Stunden) verursachte eine Herabregulation
der mRNA-Expresson von Endothdin- Converting- Enzyme- 1-1soformen.

Die in Endothdzdlen am haufiggen vorkommende ECE-1-l1soform, ECE-1a, wird durch
laminare Schubspannung (24 Stunden) dosisabhangig herabreguliert:

1 dyn/cn12: 76,61+1,2%*** mRNA-Expresson der statischen Kontrolle;
15 dyn/cn: 58,3+4,9%** ;

30 dyn/cn?: 36,2+8,5%* *;

n=3; **P<.01, ***P<.001 vs. satische Kontrolle

Die Ergebnisse sind grafisch in Abb. 22 zusammengefass.

Die Isofoom ECE1b wird durch chronische arteridle Schubspannung ebenfdls
herabreguliert:

1 dyn/cr?: 64,7+14% mRNA-Expression der statischen Kontrolle;
15 dyn/cr?; 60+1,3**:

30 dyn/cnt: 72,3+1,9%*;

n=3; **P<.01 vs. statische Kontrolle

Be dner Schubspannung von 30 dyn/en? wird die Isoform ECE-la jedoch stérker
herabreguliert, ds die Isoform ECE-1b.
Die Ergebnisse snd grafisch in Abb. 23 zusammengefasst..
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Abbildung 21: Herabregulation der Endothelin-Converting-Enzyme-1 (ECE-1)-I sofor men durch
Schubspannung in humanen Endothelzellen

In HUVEC, die unter stationaren Bedingungen kultiviert (con) oder Schubspannung (ss) ausgesetzt wurden,
erfolgte die Quantifizierung der mRNA -Expression von Endothelin-Converting-Enzyme-1 (ECE-1)-I soformen
durch Northern-Analyse. Chronische laminare Schubspannung (24 Stunden) fuhrte zu einer Herabregulation der

ECE-1-Isoform ECE-1aund ECE-1b. Die Werte sind als Mittelwert+SEM, n=3; * P<.05; **P<.01; ***P<.001
vs. statische Kontrolle, angegeben
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Abbildung  22: Herabregulation d
Schubspannung in humanen Endothelzellen

Q

Endothdin-Converting-Enzyme-lsoform  ECE-la  durch

HUVEC wurden laminarer Schubspannung fur 24 h ausgesetzt. Die mRNA -Expression wurde durch Northern-
Analyse quantifiziert. n=3, * P<.05; **P<.01; ***P<.001 vs. statische Kontrolle.
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Abbildung  23: Herabregulation  der Endothelin-Converting-Enzyme-lsoform  ECE-1b  durch
Schubspannung in humanen Endothelzellen

Laminare Schubspannung wurde auf HUVEC fir 24 h appliziert. Die Quantifizierung der mRNA -Expression
erfolgte durch Northern-Analyse. n=3, **P<.01 vs. statische Kontrolle.
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4.3 Endothelin-Rezeptor B

4.3.1 Dosisabhangige Induktion des Endothelin-Rezeptors B durch Schubspannung

Es wurde in vorausgegangenen Studien gezeigt, das HUVEC fast ausschliesdich Endothdin
Rezeptoren des Typs B (ET-B) exprimieren. Daher wurde der Einfluss von laminarer
Schubspannung  auf  den  ET-B-Rezeptor  untersucht.  Chronische  Applikation  von
Schubspannung induziert die ET-B—Rezeptor-mRNA dossabhéngig:

Statische Kontrolle: 100%;

1 dyn/cn?; 416+99%***: n=4;
15 dyn/cn: 535+69%***; n=3;
30 dyn/cn?: 690+1429%* **: n=4;
***P< 001 vs. atische Kontrolle

Die Ergebnisse snd grafisch in Abb. 24 zusammengefasst..

Eine Steigerung der Schubspannung bis zu 50 dyn/en? bewirkte eine weitere Induktion der
ET-B-mRNA-Expression.
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Abbildung 24: Induktion des Endothelin-Rezeptors Typ B (ET -B) durch Schubspannung.

Nach Applikation von chronischer Schubspannung (24 h) auf HUVEC, wurde die ET-B-mRNA-Expression
durch Standard-kalibrierte, kompetitive RT-PCR bestimmt. Laminare Schubspannung erhoht die ET-B-Rezeptor
MRNA-Expression dosisabhdngig. Die Werte sind as % der Kontrolle im Mittelwert=SEM, nO3; P<.05;
**P<.01; ***P<.001 vs. Kontrolle ohne Schubspannung (con), angegeben.

4.3.2 Endothelin-Rezeptor B-Inhibitorstudien

Die Induktion der ET-B-Rezeptor-mRNA-Expresson durch ateridle  Schubspannung
(535+69%*** der datischen Kontrolle, n=3) wird durch NO (68+32% der Kontrolle mit L-
NAME), den Angiotensn Il-Rezeptor-Typ 1 (AT1) (160£71% der Kontrolle mit Losartan),
Proteinkinase C (PKC) (227+£39%% de Kontrolle mit RO-31-8220), jedoch nicht durch
Tyrosinkinasen (663+103%*** der Kontrolle mit Herbimycin A, n=3, jedes ***P<.001 vs.
datische  Kontrolle)  reguliert  (Abb. 25). Diese Daen  unterdtitzen ene
schubspannungsabhéngige  Interaktion  zwischen dem  Endothdin-, ReninrAngiotensn und
NO-System auf der Ebene der ET-B-Expresson.
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Abbildung 25: Die Induktion der Endothelin-Rezeptor Typ B-mRNA-Expression durch arterielle
Schubspannung wird durch NO, AT; und PKC ver mittelt, jedoch nicht durch Tyrosinkinasen.

HUVEC wurden einer arteriellen Schubspannung (ss) fir 24 Stunden in Anwesenheit oder Abwesenheit von
Hemmstoffen der eNOS (L-N: 100 uM L-NAME), der Proteinkinase C (RO: 1 uM RO-31-8220), des
Angiotensin-l1-Rezeptor Typ 1 (Los: 1 UM Losartan) oder der Tyrosinkinase (HA: 1 UM Herbimycin A)

ausgesetzt. Die Endothelin-Rezeptor Typ B (ET -B)-mRNA -Expression wurde mittel s Standard-kaibrierter,
kompetitiven RT -PCR bestimmt. Die Werte sind a's % der statischen Kontrolle im Mittelwert+SEM angegeben.

n=3; ***P<,001 vs. Kontrolle ohne Schubspannung (con).
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5 DISKUSSION

5.1 Endothelin

In dieser Arbeit wurde die dossabhangige Herdbregulation der humanen Endothdin-Synthese
durch chronische arterielle laminare Schubspannung gezeigt (Morawietz et a, 2000).

Diese Ergebnisse snd in Ubereingimmung mit anderen Studien, in denen dne dnliche
schubspannungsabhdngige Herabregulation  der ppET-1-mRNA-Expresson  in - Rinder-
Endothel zellen nachgewiesen wurde (Malek et ., 1992).

Sharefkin und Mitarbeiter zeigten nach PCR-Amplifikation und anschlielfendem  Southern
Blotting ebenfdls eine Herdoregulation der ppET-1-mRNA in humanen Nabdschnurvenent
Endothel zdlen (HUVEC) nach arteridler Schubspannung (Sharefkin et a., 1991).

Durch Etablierung der Methode der kompetitiven RT-PCR war es in der vorliegenden Arbeit
esgmas moglich, den Grad der Herabregulation von ppET-1-mRNA in HUVEC zu
quantifizieren. Die Expresson der ppET-1-mRNA be 15 dyn/cn? ist vergldéichbar mit dem
Grad der Herabregulation in Rinder-Endothezdlen (Malek et al., 1992).

Im Vergleich zu der Studie mit Rinder-Zdlen konnte eine weitere Herabregulation der ppET-
1-mRNA bei 30 dyn/cnt in HUVEC nachgewiesen werden.

Dieser Befund ener weiteren Herabregulation konnte man mit einer Spezies-Differenz  oder
eneg hoheen Sendtivitdéd der RT-PCR-Methode gegentiber der Northern-Blot-Methode

erklart werden, diein der vorhergehenden Studie verwendet wurde.

Die Herdoregulation der ppET-1-mRNA  war nicht PKC-abhdngig. Dies i in
Uberengimmung mit Expeimenten  in  Rinder-Endothdzdlen, in  denen  ateridle
Schubspannung  nicht die PKC-Trandokation und enzymatische PKC-Aktivitét induzieren
konnte (Maek et a. 1993). Zusitzlich konnte keine Regulation durch Tyrosnkinasen
nachgewiesen werden.

Da die ateridle Schubspannung die Produktion und die Ausschittung von NO induziert
(Uematsu et d., 1995), und gezeigt wurde, dad die Endothelin-Ausschittung aus Schweine-
Aorten durch Stickstoffmonoxid gehemmt wird (Boulanger et a., 1990), wurde der Effekt
der eNO-Synthase-Hemmung auf die ppET-1-mRNA-Herabregulation getestet. NO-
Synthase-Inhibitoren be  ener Konzentrationen von 500 nmM L-NAME hemmen die
schubspannungsabhéngige  Herabregulation der ppET-1-mRNA in HUVEC. Diese Daten
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lassen vermuten, dal3 die transkriptiondl vermittelte Herabregulation der ppET-1-mRNA
durch Schubspannung NO-abhéngig ist. In weteren Studien wurde der Effekt ener
Angiotenan-11-Rezeptor Typ 1 (ATi)-Blockade getestet. Die Rationde fir dieses Experiment
wa die berets nachgewiesene Herabregulation der  Angiotensn-Konvertierungsenzym-
Aktivitd durch ateriele, laminare Schubspannung (Rieder et d., 1997), und die ATs-
vermittdte Stimulation der Endothdin-Ausschittung durch Angiotensn I (Emori e 4.,
1989; D'Uscio et a., 1998). Der Angiotensn-11-Rezeptor Typ 1-Antagonist Losartan konnte
jedoch nicht die schubspannungsabhéngige Herabregulation der ppET-1-mRNA verhindern.
Ahnliche Ergebnisse wurden auf Peptidebene in den ET-1-Freisstzungsexperimenten  mit
diesen Inhibitoren erhdten. Dabel zeigte NO-Synthase-Inhibition mit einer Konzentrationen
von 500 mM L-NAME ene verminderte Herabregulation durch arterielle Schubspannung, die
jedoch nicht Signifikanzniveau erreichte. Diese Daten weisen auf eine NO-, jedoch nicht ATs-
vermittdte  schubspannungsabhéngige  Herabregulation der  Endothdin-1-Synthese  und -
Freisetzung hin.

5.2 Endothelin-Converting-Enzyme

In der vorliegenden Arbeit wurde ersdmas ene schubspannungsabhangige Herabregulation
der  Endothdin-Converting-Enzyme-1  (ECE-1)-mRNA  und der  Endothdin-Peptid-
Fraisetzung in das Medium nachgewiesen.

Diesr eadgenannte Befund unterdtiitzt die Tasache, dad Endothelzdlen offenschtlich
zusitzliche Mechanigmen bedtzen, die Endothdin-Freisetzung  schubspannungsabhéngig  zu
regulieren.

Das mRNA-Expressonsniveau der am haufigsen vorkommenden ECE-1-1soform (ECE-14)
war verglechbar mit dem Niveau der Endothdin-Freisetizung nach  Applikation von
Schubspannung. Die stérkere Herabregulation von ECE-la im Veglech zu ECE1b dimmt
mit der Promotor-Struktur beider Isoformen Uberein. ECE-1a ist wahrscheinlich die stérker
transkriptiondl reguliete Isoform i, warend die Isoform ECE1b eher konditutiv
exprimiet wird (Vadenaire et al., 1995). Auf den luminden Endothelzeloberfléchen wurde
eine ECE-1-podtive Immunoresktivitdt nachgewiesen (Russel et d., 1998). Ein Tel der ECE
1-Aktivitét ist somit direkt dem Blutstrom und damit sdbst der Schubspannung ausgesetzt.
Daraus lasst sch die Hypothese ableiten, da3 ECE-1 das zrkulierende Big-Endothdin-1 in
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ene schubspannungsabhdngigen Beziehung prozessieren konnte. Auf diese Art und Weise
konnten Endothdzellen dch effektiv Blutfluss-abhéngigen Verdnderungen durch  Regulation
der Endothdin- Synthese anpassen.

5.3 Endothelin-Rezeptor-B

Uberraschenderweise wird der vorherrschende Endothelin-Rezeptor der Endothelzellen, ET-
B, dossabhangig durch Schubspannung induziert. Dies dimmt mit der  urspringlichen
Beobachtung Uberein, dal3 ET-B inkonsstent in verschiedenen Prgparationen von HUVEC-
Primérkulturen exprimiert wird, jedoch auf enem hohen Niveau in Primérkulturen von
Rinderaorta- Endothdzdllen, welche in vivo ateridler Schubspannung ausgesetzt snd (Ogawa
et a., 1991). Eine gegenlasfige Regulaion von ET-1-Synthese und ET-B-Rezeptoren wurde
in anderen Zdltypen beschricben. So wurde festgestdlt, dal3 eine Erhdhung des ET-1-
Peptides zu einer Herabregulation der ET-B-Rezeptor-mRNA fihrt (Asada et d., 1995). Die
schubspannungsabhangige Herabregulation der ET-1-Peptid-Synthese und die Induktion der
ET-B-mRNA kann enen antagonistischen Mechanismus représentieren. Der endothelide ET-
B—Rezeptor beeinflust die NO-Freisetzung (Boulanger et d., 1990). Dariber hinaus spidt
ET-1 ene Rolle ds Apoptose-Uberlebensfaktor in Endothelzellen (Shichiri et d., 1997). Eine
wichtige Rolle wird dem ET-B ds Clearance-Rezeptor zugeschrieben. Aufgrund dieser
Befunde  konnte  die  schubspannungsabhdngige  Induktion von  ET-B é@nen
antiatherosklerotischen Mechanismus durch Erhéhung der Clearance des zirkulierenden ET-1
widerspiegen.

Die ET-1-Serum-Konzentration und die erhdhte ET-1-Immunoregktivitét in der Gefddwand
korrdiet mit dem Ausmal der endotheliden Dysfunktion und Atherosklerose (Lerman et d.,
1991; Lerman et a., 1995; Barton et a., 1998). Diese erhthte ET-1-Immunoresktivitdt ist
madglicheweise in frihen Stadien der Atherosklerose auf loka erniedrigten oder gestorten
Blutfluss, z B. in den Gefddverzweigungen, zurickzufihren. Diese Stdlen  des
Gefésssystems snd fur die Entwicklung atherosklerotischer Plaques pradisponiert. (Glagov et
al., 1988). Die loka erhthte ET-1-Konzentration kann in autokriner/parakriner Weise
proatherosklerotische Mechanismen vermitteln. Dazu gehort die Neointimaentstehung durch
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Endothdin-vermittdte Stimulation des Wachsums von glaten Muskdzdlen (Komuro et 4.,
1988).

Weitere Befunde unserer Arbeitsgruppe deuten auf ein proatherosklerotisches Potentia von
Endothdin-1. So konnte eine erhthte Superoxidanion-Bildung durch vergérkte Expresson
der oxidativen Stress vermittelnden NAD(P)H-Oxidase nach Stimulaion von Endothelzdllen
mit Endothdin-1 nachgewiesen werden (Duerrschmidt et a, 2000). Dartiber hinaus stimuliert
Endothdin-1 die Aufnahme von proatherosklerotischen oxidierten Low-Dengty-Lipoprotein
in humane Endothdzdlen (Morawietz et d, 2001). Diese proatherosklerotischen Effekte
werden jedoch ebenfdls durch den ET-B-Rezeptor vermittelt.

Die klinisch wichtige Frage, ob die dch derzet in der klinischen Erprobung befindlichen
Endothdin-Rezeptor-Antagonisten  besser  ET-A-sdektiv, oder ET-A/ET-B-nichtsdektiv - sain
llten, kann aufgrund der Komplexitdt der Endotheinwirkungen in Patienten derzeit nicht
klar beantwortet werden.

Die klinische Zulassung des duden, nichtsdektiven ET-A/ET-B-Rezeptorantagonisten
Bosentan fUr die Behandlung von Patienten mit pulmonder ateridler Hypertonie i en
erstes hoffnungsvolles Signd, dal3 nur 13 Jahre nach der Entdeckung des Endothdins bereits
erste Medikamente zum Wohl des Patienten eingesetzt werden kénnen.



Zusammenfassung

6 ZUSAMMENFASSUNG

In diesr Arbeit wurde die Regulaion von Genen des humanen Endothdin-Systems durch
Schubspannung  in  Endothezdlen untersucht. Auf  die in der Zidgdlung formulierten
Fragestellungen konnten folgende experimentele Antworten gegeben werden (Morawietz et
al, 2000):

1. Die Pre-Pro-Endothdin-1-mRNA wird durch Schubspannung zeit- und dosisabhéngig
reguliet. Wéahrend kurzzeitige Applikation ateridler laminarer Schubspannung zu einer
trangenten Induktion der ppET-1-mRNA fihrt, bewirkt chronische Applikation von 24 h
ene dodsabhangige Herabregulaion der ppET-1-mRNA. Auch die Endothdin-
Freisetzung wird durch Schubspannung herabgesetzt.

2. Das Endothein-Converting-Enzyme wird in ener &nlichen Kinetik durch ateridle
Schubspannung reguliert. Die ECE-Isoform ECE-1a wird dabe durch hohere arterielle
Schubspannung stérker herabreguliert, ds die Isoform ECE-1b.

3. Dea Endothdin-Rezeptor B  wird Uberaschenderweise durch  Schubspannung
dosisabhéngig induziert.

4. Die schubspannungsabhangige Heraoregulation der ppET-1-mRNA-Expresson und der
ET-1-Peptid-Freisstzung  wird durch NO, jedoch nicht durch Angiotensn I,
Proteinkinase C oder Tyrosnkinasen vermittdt. Im Gegensatz dazu kann die
schubspannungsabhéngige Induktion des ET-B-Rezeptors durch Proteinkinase C-, jedoch
nicht Tyrosnkinase-Hemmung blockiert werden.

5. Die Induktion des Endothdin-Rezeptors B wird durch NO bzw. Angiotensn Il vermittelt.
Damit konnten interessante Interaktionen unterschiedlicher vasoaktiver Substanzen nach
Applikation von Schubspannung in Endothel zellen nachgewiesen werden.

Die gewonnenen Erkenntnisse tragen zZum besseren Vergandnis der
schubspannungsabhdngigen Regulation des Endothdin-Systems bel. Die Herabregulation der
Endothdin-Synthese  kdnnte zum vasoprotektiven und antiatherosklerotischen Potentid  von
luminarer Schubspannung beitragen. Die Induktion des endotheliden ET-B-Rezeptors, der in
diesem Zdltyp eine NO-Fresstizung vermittelt, konnte ebenfals das protektive Potentia von
laminarer  Schubspannung  unterstiitzen. Damit  konnten in vitro neue Erkenntnisse zur
Regulation der Genaktivitét durch biomechanische Kréfte gewonnen werden. Diese Befunde
tragen zum besseren Veadandnis der  flussabhdngigen Blutdruckregulation und  dem
antiatherosklerotischen Potentid gleichméssiger, laminarer Blutstromung bel.
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Thesen

Herz-Kredauferkrankungen snd die haufigte Todesurssche wdtwet in den
Industrienationen. Eine Schitissdrolle spielt dabel die Atherosklerose.

Das Endothdin-Sysem <spidt ene wichtige Rolle fir die Entsehung der
Atherosklerose und Hypertonie.

Fur die Entwicklung neuer Strategien zur Prophylaxe und Thergpie von Hypertonie
und Atheroklerose ist die Erforschung der Wirkmechanismen der Komponenten des
Endothdin-Systems ein wichtiger Ansatzpunkt. Argumente fir diese These snd die
potente vasokondriktorische Wirkung von Endothdin  und erhdhte Endothdin-
Konzentrationen im Pasma und atherosklerotischen Plagues von Patienten  mit
koronarer Herzkrankheit.

Dartber hinaus kann Endothdin die Atherosklerose durch erhthte Aufnahme von
Lipoproteinen in Endothelzelen und vergéarkte Proliferation von glaten Muskelzelen
fordern.

Wichtige Bedandteile des Endothein-System sind das Endothdin, das Endothdin-
Conveting-Enzyme und die Endothdin-Rezeptoren A und B. Von den bisher
bekannten Isoformen i Endothdin-1 die am besten charakteriserte und in
Endothel zdllen vorherrschende Form.

Das Endothdin-1 wird durch proteolytische Spatung mit Hilfe des Endothdin-
Converting-Enzyme-1 (ECE-1) gebildet. Von den Endothdin-Converting- Enzyme-
Isoformen ist ECE-1a die vorherrschende Form in Endothelzellen.

Endothdin-Rezeptor B bewirkt gefdss und dodsabhangig Vasodilatation,
Vasokondtriktion und induziet Entwicklungsvorgdnges HUVEC exprimieren  fast
ausschliesdich Endothdin-Rezeptoren des Typs B (ET-B).

Da die Northern-Blot-Andyse ba der Quantifizierung von mRNA-Molekilen auf
niedrigen Expressonsniveau limitiert i, wurde fir die Quantifizierung diesr Gene
die Methode der kompetitiven reversen Transkriptase PCR (RT-PCR) angewandt.

Mit Hilfe der kompetitiven RT-PCR konnte eine dosisabhdngige Herabregulation der
pPpET-1-mRNA auch be unterschiedlichen arteridlen Werten chronischer laminarer
Schubspannung quantifiziert werden.

10. Die ET-1-Freisstzung der HUVEC wurde durch chronische Schubspannung in ener

dosisabhangigen Beziehung heraboreguliert.



Thesen

11. Die zugrunddiegenden Signdtransduktionamechanismen der Herdoregulation der
PPET-1-mRNA durch Schubspannung konnen durch Experimente mit Inhibitoren der
endothdiden NO-Synthase (eNOS), Angiotensn |lI-Rezeptor Typ 1 (ATy)-
Antagonigten, sowie Hemmstoffen der Proteinkinase C (PKC) oder der Tyrosinkinase
besser verstanden werden.

12. Die Herdoregulation der ppET-1-mRNA durch ateridle chronische Schubspannung
wird nicht durch AT;-Rezeptor-Blockade, Hemmung der PKC oder der Tyrosinkinase,
jedoch durch die Hemmung der eNOS inhibiert.

13.In Andogie wird die Herabregulation der ET-1-Fresstzung durch arterielle
Schubspannung  nicht  durch  ATi-Rezeptorblockade, Hemmung der PKC, oder
Tyrosinkinasen, jedoch durch die Hemmung der eNOS modifiziert.

14. Kurzzeitige Applikation von arteridler Schubspannung fihrt zu ener trandenten
Erhdhung der ECE-1-Expresson. Chronische Applikaion von  atenidler
Schubspannung bewirkt dagegen eine Herabregulation der ECE-1-Expression.

15. Die Isoformen ECE-la und ECE1b werden durch chronische laminare
Schubspannung  dosisabhangig  herabreguliert. Die in Endothdzellen am  haufiggten
vorkommende ECE-1-lsoform, ECE-1a, wird be ener arteridlen Schubspannung
jedoch stérker herabreguliert, dsdie Isoform ECE-1b.

16. Chronische Applikation von Schubspannung induziet die ET-B—Rezeptor-mRNA
dosisabhangig.

17. Die Induktion der ET-B-Rezeptor-mRNA-Expresson durch arteridle Schubspannung
wird durch NO, den Angiotensn Il-Rezeptor-Typ 1 (AT,), Proteinkinase C (PKC),
jedoch  nicht durch  Tyrosnkinasen  reguliet. Dies suicht  fir  ene
schubspannungsabhéngige  Interaktion zwischen dem Endothdin-, Renin-Angiotensn
und NO-System auf der Ebene der ET-B-Expression.
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