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1 Einleitung und Fragestellung
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aufgelisteten Publikationen (P1 - 20), von denen die wichtigsten, P1 — P9, im
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1.2 Einleitung: Chronische Entziindungsprozesse und Pathogenese der

GefaRverianderungen bei Hypertonie und Arteriosklerose

1.2.1 Arterielle Hypertonie

Die Hypertonie gehort zu den fuhrenden Risikofaktoren bei der Ausbildung
arteriosklerotischer GefiaRwandlasionen.” In den industrialisierten Landern ist die
Hypertonie heute sogar der bedeutendste Risikofaktor fiir die Arteriosklerose.? In den
USA und Europa sind etwa 15 % bis 30 % der erwachsenen Bevolkerung nach den
von den WHO-Kriterien als Hypertoniker zu bezeichnen. Gut 95 % aller Hypertonien
sind primare oder essentielle Hypertonien, d.h. dass keine organische Ursache
nachweisbar ist.> Epidemiologische Untersuchungen haben eine positive Korrelation
zwischen der HOhe des Blutdrucks und der Morbiditdt und Mortalitat an
kardiovaskuldren Erkrankungen nachgewiesen. Eine blutdrucksenkende Therapie
vermindert das kardiovaskuldre Risiko und verlangert die Lebenserwartung.” Die
initiierenden wie auch die perpetuierenden Mechanismen der Hypertonie und in
deren Folge die Arteriosklerose sind im Detail nicht erschépfend geklart.®> Ziel der
hier dargelegten Untersuchungen ist es, molekulare Mechanismen in der vaskularen
Biologie zu identifizieren, die zum Verstandnis der pathophysiologischen
Gefalireaktion beitragen.

Die Pathogenese der Hypertonie ist ein multifaktorieller Prozess, welcher die
Interaktion von genetischen und Umweltfaktoren involviert.® Die Pathophysiologie der
Hypertonie beinhaltet u.a. Veranderungen der Nierenfunktion, eine gesteigerte
Aktivitat des Renin - Angiotensin - Systems und eine sympathische Hyperaktivitat.” In
unterschiedlicher Auspragung tragen Abnormalitdten der Volumenregulation, eine
endotheliale Dysfunktion mit verstarkter Vasokonstriktion sowie Veranderungen der
Arterienwand zur Ausbildung einer Hypertonie bei.

Das ,International Atherosclerosis Project® war eine der ersten Studien, welche
schwerere und diffus auftretende arteriosklerotische Lasionen bei Hypertonikern im

Vergleich mit Normotonikern nachwies. Klinische und experimentelle Daten zeigen,
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dass hoher Blutdruck die Entwicklung der Arteriosklerose fordert, insbesondere
lassen sich eine erhdhte Inzidenz zerebrovaskularer Erkrankungen und der
koronaren Herzkrankheit nachweisen.® Nach der Framingham Studie besteht bei 35-
64 jahrigen Patienten mit Hypertonie im Vergleich zu Normotonikern ein zwei- bis
vierfach hoheres Risiko, ein schweres kardiovaskulares Ereignis zu erleiden.
Wichtige tierexperimentelle Daten zeigen, dass der Hypertonus die lipid-induzierte
Arteriosklerose verstarkt und die Reduktion des Blutdruckes eine Regredienz der
pathologischen Veranderungen bewirkt. Die Arteriosklerose stellt eine chronische
Entzindung im Subendothelium dar, welche durch Lipidablagerungen - insbesondere

von "Low-density" - Lipoproteinen (LDL) - unterhalten wird.""

1.2.2 Arteriosklerose
Bereits 1925 wurden Fettstreifen (,fatty streaks®) an Arterien von Kindern im Detail
beschrieben, und es wurde vermutet, dass hier der Ausgangspunkt fur die

Entwicklung von komplizierten Plaques zu suchen ist."?

Diese These gilt heute immer
noch. Nach dem histologischen Bild teilt man die arteriosklerotischen
Wandveranderungen in unterschiedliche Stadien ein (Abbildung 1, modifiziert nach
R. Ross).” Die erwahnten Friihverdnderungen sind Lipidflecke, die sich durch
Ansammlung von lipid- und cholesteriniberladenen  Makrophagen im
subendothelialen Raum bilden und die zusammen mit den im weiteren Verlauf
entstehenden lipidangereicherten glatten Muskelzellen die Schaumzellen bilden
(Stadium | und 11)."* Diese im Anfangsstadium beteiligten Zellen sind klassische
Komponenten eines chronisch entzundlichen Prozesses, der in die Migration und
Proliferation arterieller glatter Muskelzellen mindet. Im weiteren Verlauf findet man
im Pra-Atherom (Stadium Ill) extrazellular vorkommende Lipide, die im V. Stadium
zu einem Lipidkern zusammengewachsen sind, was wiederum mit massiven
strukturellen Schadigungen der Intima verbunden ist.

In diesem Stadium lassen sich auch eindeutig feste Bestandteile wie Kalk und

Cholesterinkristalle nachweisen. Im Gegensatz zu Kalk und fibrdsem Material kbnnen
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weiche Fetteinlagerungen aus der GefalRwand abtransportiert werden, wenn die
Ursache der Fetteinlagerung beseitigt ist. Durch lokale Freisetzung von
Wachstumsfaktoren kommt es zu einer Aktivierung glatter Muskelzellen, die in die
Intima einwandern und dort proliferieren. Kennzeichen fortgeschrittener
Arteriosklerose ist das Auftreten fibro-atheromatdser Plaques (Stadium V) mit der
Entwicklung deutlicher Kollagenschichten und Vermehrung von glatten Muskelzellen
iiber dem Lipidkern."

Durch fortschreitende Endothellasionen ist die Produktion endothelialer Mediatoren
wie NO, Prostacyclin und endothelialer Plasminogen-Aktivatoren gestért.'® Es kommt
zur Anlagerung von thrombotischem Material, wodurch das Lumen verengt und so
die Blutversorgung lebenswichtiger Organe gefahrdet wird. FUr den GefalRverschluf®
bei Myokardinfarkt oder Apoplex sind meistens Thrombosen verantwortlich."’

Alle Entwicklungsstadien der arteriosklerotischen Plaques sind durch eine
Ansammlung von immunkompetenten Zellen, d.h. von Monozyten und Lymphozyten,
gekennzeichnet.”®'® Immunchemisch konnte gezeigt werden, dass es bereits vor der
Bildung der Lipidplaques zu einer Ansammlung von Blutmonozyten in der
GefaRwandintima kommt.®® Diese vermehrte Adhdrenz von Monozyten an das
Endothel wird unter anderem durch erhdhte LDL-Plasmaspiegel induziert®', da
oxidiertes LDL gemal® der “response-to-injury’-Hypothese zu  einer
proinflammatorischen Veranderung des GefaRendothels fiihrt."*?* Oxidiertes LDL
wirkt chemotaktisch auf Monozyten und unterstitzt die Expression von
Adhéasionsmolekiilen auf Endothelzellen.®® Es kommt zur Adhdsion und
subendothelialen Migration von Monozyten, die durch die Aufnahme von oxidiertem

3

LDL zu Schaumzellen werden.”® In der Plague kommt es zur Sekretion

verschiedener Wachstumsfaktoren wie PDGF und TGFf und Zytokinen wie IL-1, IL-6

und IL-8 sowie zur Expression von Adhasionsmolekiilen.'2+2°
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Stadium I Stadium I1I

fl nekrotisches Zentrum

Schaumzellbildung (oxLDL)

"_'"hil = Leukozyten-Anlagerung
Leukozyten-Migration

Stadium III Stadium IV

glatte Muskelzellen

Ausdinnung der
“fibréssen Kappe"

T-Zell-Aktivierung Ruptur der T Plaque-Mikrogefaften

Schaumzellbildung (oxLD "fibrosen Kappe"

Abbildung 1: Die Gefaveranderungen in der Arteriosklerose nach Ross

Die bekannten klassischen kardiovaskularen Risikofaktoren, wie
Hypercholesterinamie, arterielle Hypertonie, Nikotinkonsum und Diabetes mellitus,
gehen mit einem Verlust der endothelvermittelten Vasodilatation einher.?® Dieser
Verlust der NO-vermittelten GefalRerweiterung ist das Kennzeichen einer
"endothelialen Dysfunktion", die bereits in der Frihphase der Arteriosklerose
nachweisbar und ursachlich mit dieser Erkrankung verbunden ist.?’ Es kommt zu
einer Endothelzellaktivierung, die durch eine Expression von Adhasionsmolekulen
wie "Vascular Cell Adhesion Molecule-1" (VCAM-1), ‘Intercellular Adhesion
Molecule-1" (ICAM-1) und "Endothelial-leukocyte Adhesion Molecule-1" (E-Selektin)
charakterisiert ist und eine Ankopplung zirkulierender Leukozyten an das Endothel

bewirkt.?®
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1.2.3 Die Bedeutung der chronischen Entziindungsreaktion

Das Verstandnis der Pathogenese der Arteriosklerose ist in den letzten 20 Jahren
revolutioniert worden. Wesentlich zu dem modernen Verstandnis dieser chronischen
Erkrankung beigetragen haben die Arbeiten von R. Ross, der in den 70er Jahren die
,Response to injury“ Hypothese formulierte.’*?® Im Laufe der Jahre wurde diese
Hypothese modifiziert und den neuen Erkenntnissen angepaldt, ist aber in ihrem
grundlegenden Gedanken auch heute noch wichtig. Zunachst stand die Reaktion der

glatten Muskelzellen im Vordergrund der Forschung.'®%

Die ursprungliche
Hypothese besagte, dass Veranderungen an den glatten Muskelzellen den
Ausgangspunkt fir Thrombozytenaggregate darstellen, die wiederum durch Freigabe
von Zytokinen und Wachstumsfaktoren, wie z.B. PDGF, eine Kaskade von
Ereignissen triggern, die letztendlich in der arteriosklerotischen Lasion enden.*® Nach
diesen Vorstellungen sind die die Intima auskleidenden Endothelzellen wiederholten
oder kontinuierlichen Angriffen auf die Integritat ausgesetzt. In den letzten Jahren hat
jedoch ein Paradigmawechsel stattgefunden, der davon ausgeht, dass bei der
Hypertonie und der Arteriosklerose das Endothel der zentrale Angriffspunkt, der zu
einer chronischen Entziindungsreaktion fiihrt, ist.*' Die Arteriosklerose, aber auch die
arterielle Hypertonie, sind assoziiert mit morphologischen und funktionellen
Alterationen des Endothels. Die arteriosklerotischen Veranderungen entstehen durch
eine chronische  pro-inflammatorische ~ Reaktion.®* Die  morphologischen
Veranderungen dieser chronischen Entzindungsreaktion beinhalten die
subendotheliale Akkumulation von Fibrin, zellulare Infiltrationen sowie eine
Schwellung der Endothelzellen. Funktionell alteriert ist die Endothel-abhangige
Regulation des Gefaldtonus, einschlieRlich der NO, Endothelin und Cyclooxygenase
vermittelten Prozesse.?®** Als Resultat finden sich kleinste Verdnderungen der
arteriellen Endothelzellauskleidung sowie der zirkulierenden Monozyten. Diese
geringen Verletzungen des Endothels kdnnen zu funktionellen Veranderungen der

Zellen und zu einer gesteigerten Monozytenadhérenz fiihren.*’
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Arteriosklerose und Hypertonie sind verwandte Krankheitsentititen.>* Daher sind die
molekularen Mechanismen an den GefalRen ahnlich, jedoch nicht im Detail
verstanden. Die zur Zeit allgemein vertretene Auffassung besagt, dass die frihen
Stadien der Arteriosklerose einem entziindungsahnlichen ProzeR*® gleichen, der
durch die Einlagerung von Lipoproteinen in die Gefalwand induziert wird und
zunachst als ein reparativer Prozel} verstanden werden kann, der jedoch, wenn er
Uberhand nimmt und chronisch bleibt, zu einer Zerstérung des Organs ,Gefal3"
fiihrt.® Atherogene Stimulanzien, wie erhdhte LDL-Konzentrationen, initieren die
Entzindungsreaktion durch Mechanismen, die die Rekrutierung von Monozyten und
oxidativen Stress auszuldsen.’” Zudem werden auch pathogene Mikroorganismen
und ihre Produkte als Ko-Faktoren fur Initiation und Progression der Arteriosklerose
diskutiert.?' Der Transkriptionsfaktor NF-kB ist der Hauptschalter bei der Aktivierung
der Gene, die zu der Aktivierung von Leukozyten und zu der Entwicklung der
Entziindungsreaktion fiihren.*

Die Hypertonie und Arteriosklerose sind in der Tat durch eine verstarkte Rekrutierung
mononukledrer Zellen in der Intima charakterisiert.® Arterien von Hypertonikern sind
verdickt, die Zellen der glatten Muskulatur kdnnen vermehrt sein, und es findet sich
eine erhohte Ablagerung von Bindegewebe. In der Tat ist die mit der Hypertonie
vergesellschaftete  Arteriosklerose charakterisiert durch eine entzindliche
proliferative Reaktion der GefaRwand.*® Das Hauptmerkmal der Entwicklung einer
Gefaldlasion im Rahmen von Hypertonie und Arteriosklerose ist eine Ansammlung
von Monozyten/Makrophagen und T-Zellen innerhalb der Arterien in Arealen mit
niedrigem Scherstress.*’ Eine vermehrte Proliferation von Zellen glatter Muskulatur
in der Media mit einer zunehmenden Ablagerung von Bindegewebe und einer
vermehrten Neovaskularisierung zeichnen die pathophysiologischen Veranderungen

bei Arteriosklerose und arterieller Hypertonie aus.*'

Eine besondere Form der arteriellen Hypertonie stellt die Praeklampsie dar.*?

Praeklampsie ist definiert als ein Anstieg des Blutdrucks nach der 20.
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Schwangerschaftswoche auf (>140/90 mm Hg) mit Proteinurie (> 300 mg/l) in
Patientinnen, die vorher keine Hypertonie oder Nierenveranderungen aufgewiesen
haben. Praeklampsie ist eine Hauptursache fur mutterliche Morbiditat und Mortalitat
sowie die Hauptursache fiir kindliche Friihgeburtlichkeit und Morbiditat.** Ein
besonderes Phanomen der Praeklampsie ist, dass die gefallbedingten
Veranderungen foudroyant verlaufen und innerhalb weniger Wochen Veranderungen
sichtbar werden, die bei anderen Formen der Hypertonie viele Jahre benétigen.** Es
wird ein akuter arteriosklerotischer Prozel3 der Basalarterien, und zwar in ihrem
myometrialen Abschnitt und am Ubergang zur intradezidualen Spiralarterienstrecke,
beobachtet. Dabei treten fibrinoide Wandnekrosen, eine diffuse Fibrininsudation,
Lipidakkumulation, Makrophagen und perivaskulare monozytare Infiltrate sowie
zusétzliche Fibrinthromben auf.*® Insofern ist die Praeklampsie ein Modell fiir
Hypertonie-bedingte Gefaldveranderungen. Die Ursache fur Praeklampsie ist trotz
intensiver Forschung ungeklart.*® Nach dem jetzigen Stand der Wissenschaft aber
sind eine chronisch Entzindungsreaktion, eine immunologische Komponente und
eine Fehlregulation des Renin-Angiotensin Systems in dem Krankheitsprozess sehr

involviert,*”*®

In Anbetracht der Interaktionen von Arteriosklerose und arterieller Hypertonie scheint
es sinnvoll, Mechanismen anzunehmen, die beiden gemeinsam sind. Zu diesen
potentiellen Mechanismen gehoéren: eine endotheliale Dysfunktion, eine erhohte
Permeabilitat des Endothels fur Lipoproteine, eine erhdhte Adharenz mononuklearer
Zellen und erhohter oxidativer sowie hamodynamischer Stress, welcher eine
Plaqueruptur triggern kann.*' In beiden Prozessen ist eine chronische
Entzindungsreaktion ein SchlUsselereignis und fur die pathophysiologischen
Prozesse in der GefalRwand verantwortlich. Die hier aufgezeigten Untersuchungen

befassen sich mit dieser Problematik.
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1.3 Der Transkriptionsfaktor NF-xB und seine Bedeutunq in der

Entziindungsreaktion

1.3.1 Einleitung

Die verschiedenen Zellen der GefalBwand reagieren auf verschiedenste
Veranderungen in ihrer Umgebung mit einer spezifischen Genexpressionsantwort,
die zu einer de novo-Proteinsynthese fiihrt.** Diese Veranderungen werden in der
Regel durch die verschiedenen Rezeptorsysteme ausgelost, welche sich in der
Zellmembran oder im Zytosol befinden und durch einen spezifischen Stimulus oder
ein definiertes Spektrums an Stimuli aktiviert werden.*® Dieser Aktivierung folgt eine
komplexe Abfolge an SignalUbertragungsvorgangen. Das letzte Glied einer solchen
Signaltransduktionskaskade, das zur Genexpression fuhrt, bilden die
Transkriptionsfaktoren.’®°" Dies sind Proteine, die darauf spezialisiert sind, nach
einer Aktivierung in den Zellkern der Zelle verlagert zu werden und die Transkription
von Genen durch sequenzspezifische DNA-Bindung an regulatorische Promoter- und
Enhancer- Einheiten zu regulieren.®?

Sen und Baltimore haben NF-xB zuerst als Transkriptionsfaktor an einer
charakteristischen DNA-Region, dem Immunglobulin-kappa-Ketten-Enhancer, in
reifen B-Lymphozyten der Maus 1986 beschrieben.’®** Die weiteren Analysen
ergaben, dass NF-kB sowohl in vielen immunologisch kompetenten Zellen als auch
in samtlichen Zellen der GefalRwand, ja in fast allen Korperzellen durch
unterschiedliche Stimuli freigesetzt wird und dass dadurch auRRerst schnell zahlreiche
Gene aktiviert werden konnen.*® Viren, insbesondere auch Retroviren wie HTLV-1

und HIV-1, besitzen ebenfalls spezifische Bindungselemente fiir NF-kB.>¢°®

1.3.2 Physiologie von NF-xB
Es stellte sich heraus, dass NF-«kB ein pluripotenter Aktivierungsfaktor einer
zellularen Antwort auf Veranderungen in der Umwelt ist.>® Die Stimuli, welche NF-xB

aktivieren, reichen von physikalischem Stress (ionisierende Strahlung, UV-Strahlung,
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Scherkrafte) Uber infektiose Agenzien (wie Viren, Bakterien, Parasiten und ihre
Produkte) bis hin zu biochemischen Reizen und zellularen Botenstoffen (wie den
Zytokinen, Hormonen oder Wachstumsfaktoren).?® Eine Schliisselrolle in der
Aktivierung von NF-kB nimmt oxidativer Stress in Form von H,0, oder 0% und Tumor-
Nekrose-Faktor o (TNF a) ein.®"2

Der Vielfalt an Stimuli, die NF-xB aktivieren kdnnen, steht eine nicht minder grol3e
Anzahl an Genen gegenuber, die durch NF-kB reguliert werden. Diese noch nicht
abgeschlossene Reihe reicht von Zytokinen und Wachstumsfaktoren wie z. B.
Interleukin (IL)-1, IL-6, IL-8, TNFa bis zu Granulozyten/ Makrophagen-Kolonie-
stimulierenden Faktor (GM-CSF).%8¢3

In seiner aktiven Form liegt NF-kB beim Menschen als Homo- oder Heterodimer
vor.%* Die Untereinheiten zeichnen sich durch die so genannte Rel-Homology-
Domain (RHD) aus, eine ca. 300 Aminosauren lange Region. Innerhalb dieser
Domane befinden sich die DNA-Bindestelle, das Kernlokalisierungssignal (Nuclear
Localization Signal = NLS) sowie die Dimerisierungsregion.®® Bisher sind fiinf
Mitglieder der NF-xB/Rel-Familie bekannt: p65 (RelA), RelB, c-Rel, p100/p52,
p105/p50. Am haufigsten ist NF-xB aus den Untereinheiten p50/p65
zusammengesetzt. p65 (RelA), RelB und c-Rel werden primar als
transkriptionsaktivierende Proteine synthetisiert. p100/p52 und p105/p50 werden als
100 bzw. 105 kDa- Vorlauferprotein synthetisiert, das anschlie®end in eine 52 bzw.
50 kDa schwere transkriptionell aktive Form prozessiert wird.>®> NF-kB bindet an
verschiedene DNA-Erkennungsmotive, entsprechend der DNA-Konsensussequenz
5'-GGGRNNYYCC-3' (R = Purin, Y = Pyrimidin). Die einzelnen Mitglieder der NF-xB
Familie binden mit unterschiedlich hoher Affinitat und Spezifitat auch an von dieser
Konsensussequenz gering abweichende DNA-Sequenzen, wodurch rasch ein
Netzwerk an unterschiedlichen Aktivierungsmustern der Zielgene erreicht wird.®

Die NF-kB-/IxB-homologen Proteine Dorsal und Cactus sind bei der Fruchtfliege
Drosophila melanogaster in der Embryogenese bei der dorso-ventralen Polarisation

und zusammen mit den NF-kB-homologen Proteinen Dif und Relish in der adulten
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Fruchtfliege bei der unspezifischen Immunantwort von Bedeutung.’’ Die
Signaltransduktion erfolgt Uber Toll, einen Rezeptor, der eine hohe Homologie zum
humanen IL-1-Rezeptor aufweist. Eine fur die SignalUbertragung wesentliche Kinase
ist Pelle, das Drosophila-Homolog zur humanen IRAK-Proteinfamilie.®® Die Toll-
Proteinfamilie zeichnet sich durch eine Region hoher Homologie, Toll/IL-1-Rezeptor-
Domane (TIR) genannt, aus. Diese Domane findet sich bisher in zahlreichen

Rezeptoren und einem zytoplasmatischen Adapterprotein.®®

1.3.3 Physiologie von IkB

Die prazise Regulation von Genexpression durch die NF-kB/Rel Familie erfordert
komplexe Mechanismen, welche die zellulare Umgebung registrieren und auf
eventuelle Veranderungen reagieren kénnen.®® NF-xB liegt im Zytoplasma an eine
inhibitorische Untereinheit, IxB, gebunden vor.” Bislang wurden sieben IxB-Molekiile
identifiziert: IkBa, kBB, IkBy, IkBe, Bcl-3, p100 und p105. Allen IxB-Molekulen
gemeinsam ist eine sich wiederholende Region von 30-33 Aminosauren, den so
genannten Ankyrin-Repeats, die eine Protein-Protein-Interaktionsdomane darstellt.””
Die IkB-Molekule enthalten zusatzlich eine C-terminale Sequenz, die reich an Prolin,

Glutamat, Serin und Threonin ist.”?

Diese sogenannte PEST-Sequenz ist essentiell
fir die schnelle Degradation der IkB-Molekiile bei NF-kB Aktivierung.”® Das am
besten analysierte lkB-Molekdul ist IkBa. IkBa inhibiert durch Maskierung des NLS die
Translokation von NF-kB in den Zellkern.®® Eine Ankyrin-Repeat-Domane mit
anschliellender PEST-Sequenz findet sich auch am carboxyterminalen Ende der
Vorlauferproteine fur p52 und p50 (p105 und p100). p105 und p100 fungieren als
interne Inhibitoren durch Assoziation mit p65 oder c-Rel und sind ebenfalls Ziel von
Phosphorylierungen und proteolytischer Spaltung nach Stimulierung mit TNFa, PMA
oder LPS.” Die Phosphorylierung von IkBa ist der erste Schritt fiir die Degradierung
des Inhibitormolekuls, was anschliel3end durch die Ubiquitinilierung an Lysin 21 und

Lysin 22 erfolgt, der die Degradierung durch das 26S-Proteasom einleitet.”
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Im weiteren konnte der Kinasenkomplex, der zur Degradation von IkB fuhrt,
identifiziert werden.”' Zu ihnen gehéren NEMO (NF-kB essential modulator), welches
an der Bildung des IkKo/lIkKB-Komplexes beteiligt ist und heute auch IkKy genannt
wird, sowie der Aktivator von IkKa und IkKB, die NF-kB-induzierende Kinase

(NIK).%6:7

1.3.4 Funktion von NF-xB

NF-kB induziert zahlreiche Gene, die fur entzundliche Prozesse und flur die Akute-
Phase-Reaktion relevant sind. Hierzu zahlen insbesondere eine groRe Anzahl an
proinflammatorisch-regulierenden Genen, zu denen Wachstumsfaktoren, Zytokine,
Chemokine und zelluldre Rezeptoren gehéren.”” Einige werden jedoch nicht nur
durch NF-xB induziert, sondern sind auch selbst in der Lage, NF-xkB zu aktivieren,

t.”® Als Beispiel seien

sodass sich hier ein sich selbst amplifizierender Zyklus ergib
hier die pluripotenten Zytokine TNFa, IL-1 und IL-6 genannt, die zugleich auch die
wichtigsten NF-«B regulierten Akute-Phase-Regulatoren sind.®®

Ein wesentlicher Faktor bei der Entstehung von Entzindungsprozessen ist die
Rekrutierung von Granulozyten, Monozyten sowie T-Lymphozyten aus dem Kreislauf
an den Ort der Entzijndung.79 Hierzu mussen Adhasionsmolekile wie VCAM-1,
ICAM-1, PECAM-1 und E-Selektin exprimiert werden um einerseits die Oberflache
der Endothelzellen fir die Ansammlung und andererseits die Migration von
immunologisch relevanten Zellen ins Zielgewebe vorzubereiten.®

Ein Schlussel liegt hierbei in der ortlichen Aktivierung von NF-xB durch
inflammatorische oder immunologische Reize, welche eine Stressreaktion mittels
ROls (Reactive Oxygen Intermediates) und Anschalten des pro-inflammatorischen
Enzyms iNOS (inducible Nitric Oxidase Synthase) ausldsen.®’

Neben der Dbreiten aktivierenden Wirkung auf Chemokine, Zytokine,
Immunrezeptoren und Adhasionsmolekile wird bei zahlreichen chronisch-
entzindlichen Prozessen eine erhdohte Expression der NF-kB-induzierbaren iNOS

Enzym vorgefunden: in den Epithelien der Atemwege und in Makrophagen von

-19 -



Asthma-Patienten, in den Epithelien der Kolonschleimhaut bei Colitis ulcerosa , bei
Lupus erythematodes und Synovialzellen bei rheumatoider Arthritis.® NF-xB ist in
letzter Zeit in verschiedenen kardiologischen Fragestellungen untersucht worden.?2%
In tierexperimentellen Untersuchungen konnte durch die Hemmung von NF-«kB ein
Myokardinfarkt in der Ratte nahezu verhindert werden.®* Ritchie et al. konnten
zeigen, dass NF-kB selektiv in Patienten mit instabiler Angina pectoris aktiviert ist.®°
Brand et al. konnten zeigen, dass aktiviertes NF-kB in arteriosklerotischem Gewebe
in glatten Muskelzellen, Endothel und Makrophagen exprimiert ist.% Funktionelle
Daten hierzu kamen aus den Arbeitsgruppen von Libby, die zeigen konnten, dass
aktiviertes NF-xB fur die Proliferation von glatten Muskel- bzw. Endothelzellen
notwendig ist.”> In einem Tiermodell an hypercholesterinamischen Kaninchen
konnten Hernandez-Resa et al. zeigen, dass NF-«B vor allem in den frUhen Phasen

der Plaqueentwicklung beteiligt ist.?’”

Komplexe genetische Regressionsanalysen von
Liao et al. haben einen gemeinsamen Zusammenhang fur freie Sauerstoffradikale,
oxidiertes LDL, die Entstehung von "fatty streaks" in der Aorta und einer NF-«xB-
Aktivierung aufgezeigt.®

NF-kB ist in Makrophagen, Endothelzellen, glatten GefalRmuskelzellen, Glomeruli
und Tubuli beschrieben worden.®® Ebenso ist der Transkriptionsfaktor in Fibroblasten
und Kardiomyozyten identifiziert worden. Neben verschiedenen Stimuli wie
Lipopolysaccharid (LPS), Interleukin-1 (IL-1) und TNFa, fuhrt Angiotensin Il (Ang Il)
zu einer Aktivierung von NF-«kB. Diese Aktivierung von NF-kB durch eine chronische
Ang Il Stimulation ist fur die Entstehung des Endorganschadens an Gefalden in Niere
und Herz besonders wichtig.®

Stickoxid (NO), das Produkt der iNOS, vermag in Lymphozyten NF-«xB zu
aktivieren.”® Dieser positive autoregulatorische Mechanismus, ahnlich wie fir TNF
dargestellt, scheint hier jedoch zelltypspezifisch zu sein, da in Endothelzellen NO die

Aktivierung von NF-kB durch TNFa inhibieren kann. Wahrscheinlich liegt eine

gleichzeitige Induktion von IkBa zugrunde.91

-20 -



Im Laufe der Zeit kristallisierten sich reaktive Sauerstoffradikale (ROI) als ein
wichtiger Botenstoff bei der Aktivierung von NF-«B und der Induktion von
Entziindungsreaktionen heraus.®® Die Aktivierung von NF-kB durch H,O; kann
ebenfalls durch Prainkubation der Zellen mit Antioxidantien wie NAC (N-
Acetylcystein), DITC (Dithiocarbamat) oder PDTC (Pyrrholidindithiocarbamat) wie

929  Dies weist auf eine

auch dem Enzym Thioredoxin inhibiert werden.
Redoxkontrolle hin.®® Die verstarkte Expression von proinflammatorisch wirkenden
Zytokinen kann so durch die Aktivierung von NF-kB nach einer Reperfusion und
somit Reoxygenierung von hypoxischem Gewebe ausgeldst werden.”®%

Eine Induktion von NF-kB durch Viren aktiviert zum einen pro-inflammatorische
Zytokine wie IL-6, die zur Aktivierung oder Verstarkung einer bestehenden
entzindlichen Erkrankung fuhren konnen, zum anderen wird NF-«xB oft fur die

Replikation des Virus selbst ausgenutzt.’’

Zytomegalovirus (CMV) stimuliert NF-xB
und wird wiederum transkriptionell aktiviert durch NF-kB.*°

Eine weitere wesentliche physiologische Bedeutung der NF-xB-Aktivierung Uber
TNF-Rezeptor-1 besteht in der antiapoptotischen Funktion.®® Ein erster Hinweis
hierfir kam durch p65 (RelA)-defiziente Mause, die intrauterin an einer
Leberapoptose  verstarben.”  Auch hier hat man weitere  wichtige
Signaltransduktionswege identifiziert, an denen die durch NF-xB regulierten c-IAPs

(Inhibitors of Apoptosis) von besonderer Bedeutung sind. Die c-IAPs induzierten

antiapoptotische Wirkung nach NF-kB-Aktivierung.*

1.3.5 therapeutische Interventionsmoglichkeit

NF-«B ist mal3geblich an der Aktivierung zahlreicher fur den Ablauf einer Entzindung
relevanter Gene beteiligt.®® Daher liegt der Versuch nahe, tber diesen Faktor eine
breite entziindungshemmende Wirkung zu erreichen.®® Die Gruppe der
Glukokortikosteroidhormone reprasentiert nach wie vor die klinisch bedeutsamsten
Immunsuppressiva. Es konnte gezeigt werden, dass Glukokortikosteroide durch

verschiedene Mechanismen NF-kB inhibieren konnen.%’ Antiphlogistische
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Substanzen wie Azetylsalizylsaure, Sulfasalazin, Pentoxiphyllin und Vitamin-A-Saure,
vermitteln ihre Wirkung ebenfalls teilweise durch eine Inhibition von NF-xB.%®
Azetylsalizylsaure und Sulfasalazin interferieren hierbei mit der Degradation von IxBa
und IxBb %%

Proteine der NF-kB-Familie stehen bei fast allen inflammatorischen und
immunologisch initiierten Reaktionen und bei Erkrankungen mit Einflussnahme der
Apoptoseregulation (z.B. bei bestimmten Tumoren) als regulatorische Instanz
funktionell oder als pathophysiologisch relevante Kandidatengene im Interesse der
Forschung.%"%

Bei Morbus Hodgkin, einem B-Zell-Lymphom, besteht eine besonders hohe
Proliferationsrate der klonalen malignen Reed-Sternberg-Zellen mit Zellaktivierung
und Zytokinproduktion bei gleichzeitiger hoher Aktivitat von NF-xB."' Diese war
lange Zeit durch eine NF-«B-Transaktivierung durch Epstein-Barr-Virus-Proteine zu
erklaren.®” Bei EBV-negativen Hodgkin-Lymphomen konnten somatische Mutationen
im lkBa-Gen in Hodgkin/Reed-Sternberg-Zellen und gleichzeitiger Verlust der IkBa-
Funktion identifiziert werden. Somit stellt eine genetische Veranderung mit
Funktionsverlust des wichtigsten Kontrollproteins der NF-kB-Signalkaskade einen
definierten Ausgangspunkt fur klonale Proliferation, Ausbleiben von apoptotischem
Zelltod und somit fiir eine maligne Transformation in B-Lymphozyten dar."%%1%3

Bei der seltenen X-chromosomal-dominant vererbten Erkrankung Incontinentia
pigmenti konnte bei der grofdten Anzahl der Patientinnen an dem Schlusselprotein fur
die Aktivierung von NF-xkB, NEMO (NF-kB Essential Modulator)/IxKy, ein zugrunde
liegender Defekt nachgewiesen werden.'® Somit ist neben dem Morbus Hodgkin
eine weitere Erkrankung mit Dysregulation der Zellproliferation und Apoptose
pathogenetisch auf der Genebene mit Proteinen dieses Transkriptionsfaktorsystems
assoziiert."”>'% Zukiinftige Analysen mit transgenen Modellen und genetische
Untersuchungen beim Menschen werden Aufschluss Uber pathophysiologische

Zusammenhange und therapeutische Moglichkeiten, auch die vaskulare Medizin

betreffend, geben.*®
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1.4 Zielstellung der Untersuchungen

Die vorliegende Habilitationsschrift befasst sich mit folgenden Problemstellungen:

Identifikation von Interaktionspartnern fur Bcl-3, einem Mitglied der kB Familie.
Auf Grund seiner nuklearen und transaktivierenden Fahigkeiten hat Bcl-3 jedoch
andere Funktionen, die aber unbekannt sind. Uber die Identifikation von
potentiellen Bindungspartnern fur Bcl-3 sollen Rulckschlisse Uber die
physiologische und pathophysiologische Funktion von Bcl-3/IkB gezogen werden.
Dazu wurde das Yeast-Two-Hybrid-System verwendet. Die Bindung zwischen
Bcl-3 und den neu identifizierten Interaktionspartnern wurde in vitro und in vivo
bestatigt. AnschlieRend wurde untersucht, ob der Interaktionspartner die
Funktionseigenschaften von Bcl-3 verandert. Dabei wurde untersucht, ob die
DNA-Bindungsaktivitat und das transaktivierende Potential von p50/bcl-3

verandert wurden. (Projekt 1)

Untersuchungen zur Signaltransduktion nach Infektion mit Chlamydia
pneumoniae. Neue Konzepte in der vaskularen Biologie unterstutzen die
Hypothese, dass eine chronische Entzindungsreaktion, ausgeldst durch den
Erreger C. pneumoniae, ursachlich beteiligt sein kdnnte. Dabei wurde untersucht,
ob NF-kB nach Infektion mit C.pneumoniae aktiviert wird. Zudem wurden NF-xB
regulierte Gene untersucht, die zu einer Hyperkoagulabilitdt und Entzindung
fuhren. Es wurden die Signaltransduktionswege untersucht, die zu der
C.pneumoniae - induzierten NF-kB-Aktivierung fuhren. Weiterhin wurde die
Wechselwirkung zwischen infizierten glatten Muskelzellen und Entzindungszellen

untersucht. (Projekt 2)

Untersuchungen zum  Mechanismus von Angiotensin |l  induziertem
kardiovaskularem  Endorganschaden. Anhand eines doppeltransgenen

Rattenmodells haben wir untersucht, ob das Iokale Angiotensin Il eine
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Entzindungsreaktion induziert, die an der Ursache des Endorganschaden
beteiligt ist. Anhand von verschiedenen Interventionsstudien haben wir die
molekularen Mechanismen untersucht, insbesondere die Bedeutung einer

Angiotensin Il induzierten NF-kB-Aktivierung. (Projekt 3)

Wir haben Untersuchungen zur pathopyhsiologischen Ursache der Praeklampsie,
einer Sonderform eines hypertoniebedingten Endorganschadens, durchgeflhrt.
Die Bedeutung von aktivierenden Autoantikdrpern gegen den Angiotensin 1-
Rezeptor, die bei Patientinnen mit Praeklampsie beobachtet werden, sind in vitro
untersucht worden. Dabei haben wir die Signaltransduktion der Autoantikorper in
glatten Muskelzellen und Trophoblasten untersucht. Insbesondere die NF-«xB-
Aktivierung sowie NF-«B - regulierte Gene wurden untersucht. Weiterhin haben

wir die Signaltransduktion untersucht, die zur NF-kB-Aktivierung fuhrt. (Projekt 4)
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2 Darstellung der einzelnen Studienergebnisse

2.1 Projekt 1: Identifikation von Interaktionspartnern fiir Bcl-3/IxB

2.1.1 Einleitung: Bcl-3 Struktur und Funktion

Das Onkoprotein Bcl-3 ist seiner Struktur nach mit den 1kB Faktoren eng verwandt.'®
Es wurde zuerst bei einer chronisch lymphozytaren Leukamie identifiziert, die mit
einer Translokation (14:19) des Bcl-3 Gens in den Immunglobulin-k-Genlocus
einhergeht. Daraus resultiert eine erhdhte Expression des intakten Bcl-3 Proteins.'®’
Im Gegensatz zu den IkB-Molekllen, die zytoplasmatische Komplexe mit
unterschiedlichen Rel-Faktoren (p50, p65, c-Rel) bilden und deren Translokation in
den Kern inhibieren, ist Bcl-3 im Zellkern lokalisiert."”® Zudem enthélt Bcl-3 im
Gegensatz zu den ubrigen IkB-Molekllen keine azide Domane nach dem sechsten
Ankyrin-Repeat, stattdessen einen verkiirzten siebenten Repeat.'®® Die Ankyrin-
Repeat-Doméane wird durch eine aminoterminale Prolin-reiche (25 %) und eine
carboxyterminale Prolin- und Serin-reiche (23 % und 28 %) Region flankiert, die dem
Protein Transaktivator-Eigenschaften verleihen.'”® Bcl-3 interagiert iber seine
Ankyrin-Repeat-Domane mit der Dimerisierungsdomane von p50 und p52
Homodimeren.™

In-vivo Experimente zeigen, dass Bcl-3 als Transkriptionsaktivator fungieren kann.™"
Uber die Wirkung von Bcl-3 in Assoziation mit dem p50- und dem p52-Homodimer
gibt es widerspruchliche Daten. Einige Autoren haben einen direkt
transkriptionsaktivierenden Einfluss von Bcl-3 in Assoziation mit dem p50- und dem
p52-Homodimer gesehen, wahrend p50- und p52- Homodimere allein nicht
aktivieren.”'? Andere hingegen haben einen reprimierenden Einfluss von Bcl-3 auf
p50- und p52- abhiangige Aktivierungssysteme beschrieben.'” Die Diskrepanz der
Daten bezuglich der funktionellen Spezifitdt von Bcl-3 kann auf unterschiedlichen
experimentellen Bedingungen beruhen, die sich moglicherweise in Form
verschiedener Modifikationen von Bcl-3 duRern kénnten."'*'"® Bei Bcl-3 handelt es

sich um ein Phosphoprotein, das mehrere potentielle Phosphorylierungsstellen
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besitzt. Phosphoryliertes Bcl-3 inhibiert die DNA-Bindung von nuklearem p50-
Homodimer, indem dieses von der «B-Sequenz dissoziiert  wird.""®
Phosphatasebehandlung inaktiviert die inhibitorische Funktion von Bcl-3, so dass das
p50-Homodimer an die DNA gebunden bleibt.""”

Bisher sind fur Bcl-3 nur wenige Interaktionspartner und Zielgene bekannt. Auler
p50 und p52 aus der Rel-Familie bindet das Transmembranprotein Tan-1 an Bcl-3.""®
Letzteres erfolgt durch die Interaktion der Ankyrin-Repeat-Domanen von Tan-1 und
Bcl-3. Weiterhin wird Bcl-3 mit der Regulation von Muskelzelldifferenzierung in
Zusammenhang gebracht. Als Zielgen von Bcl-3 konnte bisher das P-Selektin-Gen

nachgewiesen werden, an dessen Promotersequenz p50 bzw. p52 als Homodimer

binden kann.'"®

2.1.2 Fragestellung

Die Familie der NF-kB Transkriptionsfaktoren und ihrer Inhibitoren ist mafigeblich

and der Regulation einer Vielzahl von Genen beteiligt, die eine entscheidende

physiologische und pathophysiologische Funktion ausiiben. Uber die physiologische

Funktion von Bcl-3 im eukaryontischen Organismus ist bisher wenig bekannt. Aus

diesen Grunden ist das Auffinden neuer Interaktionspartner von Bcl-3 von gro3em

Interesse.

In dem vorliegenden Projekt wurden die folgenden Aufgaben bearbeitet:

- Screening mit Bcl-3 als Kdoderprotein im Yeast-Two-Hybrid-System, um neue
Interaktionsproteine zu identifizieren. Da Bcl-3 als Transkriptionsaktivator allein
transkriptionsaktivierende Aktivitat hat, mussten Deletionsmutanten hergestellt
werden, die kein Transaktivierungspotential besitzen.

- Charakterisierung der positiven Klone

- Uberpriifung der Bcl-3 Interaktionen

- Biochemische Bestatigung der Bcl-3 Interaktionen

In vivo Co-Immunoprazipitation von Bcl-3 und interagierenden Klonen

-26 -



Anderung der DNA-Bindungsaktivitdt von p50/Bcl-3 durch die interagierenden
Klone
Einfluss der Interaktionspartner auf die endogene NF-kB-Aktivitat

Einfluss der Interaktionspartner auf die Transkriptionsaktivitat von Bcl-3

2.1.3 Ergebnisse

2.1.3.1 Voruntersuchungen

Bei der Klonierung von verschiedenen Fragmenten des humanen Bcl-3-Gens in den
Hefeexpressionsvektor pGBT9 (Kdderplasmid) stellte sich heraus, dass sowohl das
gesamte Bcl-3 Konstrukt (1-447) als auch ein C-terminal-deletiertes Konstrukt Bcl-
3AC (1-289) starke transkriptionsaktivierende Wirkung ausuben (Abbildung 2). Damit
scheiden diese Konstrukte flir das Screening im Yeast-Two-Hybrid-System aus.
Konstrukte, welche nur die Ankyrin-Repeat Domane von Bcl-3 beinhalten (120-359)
zeigen keine transkriptionsaktivierende Aktivitdt. Die Untersuchung auf stabile
Expression der Bcl-3-Konstrukte erfolgte durch zwei Methoden. Zum einen durch den
immunologischen Nachweis mit einem polyklonalen Antiserum gegen Bcl-3-Protein
im Immunoblot. Zum anderen fuhrte die Co-transfektion von p50, welches in den
Vektor pGAD 424 (Beuteplasmid) kloniert wurde, gemeinsam mit dem Bcl-3-ARD
(120-359) zur Induktion der beiden Reportergene lacZ und Histidin in das Yeast-Two-
Hybrid-System.
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Abbildung 2: verschiede Bcl-3 Konstrukte und ihr transaktivierendes Potential im
Yeast-Two-Hybrid-System

2.1.3.2 Screening mit Bcl-3 (120-359) als Koderprotein

Eine Bibliothek aus aktivierten B-Zellen wurde insgesamt 3x mit dem Koderprotein in
verschiedene Hefezellen transformiert (Abbildung 3). Die Bibliothek wurde unter
stringenten und weniger stringenten Bedingungen durchsucht, um starke und
schwache Interaktionen nachzuweisen. Bei jedem Experiment wurden jeweils 2 x 10°
Hefekolonien durchgemustert und 8 Klone unter stringenten Bedingungen und 14
Klone unter weniger stringenten Bedingungen isoliert. Zur Verifizierung positiver
Klone wurde deren DNA durch Elektroporation in E.coli HB101 isoliert und erneut mit
dem Koderprotein Bcl-3  (120-359)  co-transformiert. Neben  dieser

Bestatigungsreaktion erfolgte die Co-transformation mit dem leeren pGBT9 und
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laminin-pGBT9, um unspezifische Interaktionen auszuschlieRen. Nach Durchflihrung

dieser Kontrollen verblieben 12 positive Klone.

Abbildung 3: Das Yeast-Two-Hybrid-System ist ein genetischer in vivo-Screen, in
dem wir Gal4-DNA-Bcl-3 als "Fanger" benutzt und gegen eine c-DNA Bibliothek,
welche aus humanem aktivierten B-Zellen gewonnen und an die Gal4-
Transaktivungsdomane fusioniert wurde, getestet haben. In drei unabhangigen
Screenings wurden 1x10” Kolonien analysiert, und nach allen nétigen Kontrollen
konnten acht neue mogliche Interaktionspartner fir Bcl-3 identifiziert werden.

Die c-DNAs der mit Bcl-3 (120-359) gefundenen Proteine wurden in 5'- und
3'-Richtung sequenziert. Daflr wurden sowohl manuelle als auch automatische
Sequenziermethoden nach Sanger eingesetzt. Zur Homologiesuche wurden mit den
sequenzierten Bereichen Datenbanken durchsucht. In der Tabelle 1 sind diese

Ergebnisse zusammengefasst.
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Tabelle 1: Bcl-3-interagierende Proteine

Klon Nr. | cDNA-Linge kodiertes Protein Acession

1 1900 humanes Trip4, um 103 Aminosauren N- L40371
terminal verlangert
2 800 EST aus humaner Colon cDNA-Genbank AA045586
3 2200 unbekannt, Homologie zu Zinkfingermotiv des M29580
Proteins ZFP7 (Maus)

4 2000 humanes p52/NF-kB X61498
5 850 humanes Pirin Y07867
6 1250 humanes Jab1 u65928
7 1250 humanes Jab1 u65928
8 1500 humanes Tip60 U40989
9 1600 humanes Skip U51432
10 900 humanes Bard U76638
1 2900 humanes p50/NF-kB M58603
12 2900 humanes p50/ NF-kB M58603

2.1.3.3 Interaktion der Bcl-3-Bindungsspartner mit verschiedenen Proteinen,
die Ankyrin-Repeats enthalten

Um die Spezifitat der Interaktion zwischen Bcl-3 und den Bindungspartnern zu
testen, haben wir die Ankyrin-Repeats verschiedener Proteine an die Gal4-DNA-
bindende Domane fusioniert und im Yeast-Two-Hybrid-System gegen die Bcl-3-
interagierenden Klone untersucht. (Tabelle 2) Dafur haben wir Ankyrin-Repeats mit
verschiedener Homologie zu den Ankyrin-Repeats von Bcl-3 verwendet. Ankyrin-
Repeats von IkBa, 1kBp und p105 zeigen eine hohe, die von Tan-1, dem humanen
Homolog von Notch1, eine geringere und die von Bard1 eine weiter entfernte
Homologie zu Bcl-3. Als Positivkontrolle haben wir p50 verwendet, welches mit den
Ankyrin-Repeats von p105 und Bcl-3 interagiert. Keiner der Bcl-3-Interaktionspartner
interagiert mit den Ankyrin-Repeats von Bard1. Skip und Trip4 interagieren mit allen
Ankyrin Repeats, die wir getestet haben mit Ausnahme der von Bard1. Pirin und

Tip60 interagieren, analog zu p50, mit einem Mitglied der NF-kB Familie zusatzlich
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zu Bcl-3: namlich interagiert Tip60 mit Tan-1, Pirin mit lkBa und Jab1 mit p105.

Bard1 interagiert mit zwei weiteren Proteinen: IkBo und p105.

Tabelle 2: Interaktion der Bcl-3-interagierenden Partner mit Proteine, die verwandte
Ankyrin-Repeats enthalten(p-Gal Aktivitat in arbitrary units)

Kandidat Bcl-3 IkBa IkBp IkBy | Tan1-ARD Tan1- Bard1-
3-7TARD ARD
leerer <1 711 <1 <1 541 <1 <1
Vector

Pirin 72 6 29+3 <1 3 +1 441 <1 <1

Tip60 101 5+1 2+1 3 +1 35+3 <1 <1

Jab 71 611 <1 2912 612 <1 <1

Bard 12 11 8014 <1 714 441 <1 <1

Skip 42 5 3042 12+ (112 18 10£2 8+1 <1

Trip4 4814 2212 8+ 42 12 11+£2 72 <1

p50 64+4 5+1 <1 74+6 Nicht <1 <1
durchgefiihrt

p52 ++ Nicht - + Nicht - -
durchgefiihrt durchgefiihrt

2.1.3.4 Deletionsmutationen in den Bcl-3-Ankyrin-Repeats und der EinfluR auf
das Interaktionsverhalten im Yeast-Two-Hybrid-System

Als nachstes haben wir untersucht, ob die gesamte Struktur der Ankyrin-Repeats von
Bcl-3 nétig ist, um an die Interaktionspartner im Yeast-Two-Hybrid-System zu binden.
Dazu haben wir mehrere Deletionsmutanten von Bcl-3 hergestellt, in denen alle
sieben bzw. funf, vier oder drei der Ankyrin-Repeats an die Gal-4-DNA-bindende
Domane fusioniert wurden. p50 und Tip60 bendtigen die komplette Struktur der Bcl-3
Ankyrin-Repeats flr eine Interaktion. Jab1 und Bard1 interagieren ebenfalls mit funf
Ankyrin-Repeats, Trip4 und Skip ebenfalls mit vier Ankyrin Repeats von Bcl-3.
Konstrukte, die aus weniger als vier Konstrukte bestehen, interagieren mit keinem

der Bindungspartner (Tabelle 3).
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Tabelle 3: Deletionsmutanten von Bcl-3 und ihre Fahigkeit, mit den
Interaktionspartnern im Yeast—Two-Hybrid-System zu interagieren
PIRIM TIPEO JAB1 BARD1 SEIR TRIP4 pa0
Bcl-3 ARD 1-7 +++ ++ ++ ++ +++ +++ +++
Bcl-3 ARD 1-5 - - ++ + +++ +++ -
Bcl-3 ARD1-4 - - - - ++ ++ -
Bcl-3 AA 1-3 : - : : - : -

2.1.3.5 Uberpriifung der Bcl-3-Interaktionen

Zunachst wurde ein B-Galaktosidase-Test in Flussigkultur mit o-NPG zur Bestatigung
und Quantifizierung der Protein-Protein-Wechselwirkungen zwischen exprimiertem
Kdderprotein und isoliertem Beuteprotein durchgefuhrt. Dazu wurden die
Kdderproteine gemeinsam mit dem leeren pGBT9, laminin-pGBT9, Bcl-3 (120-359)-
pGBT9 und die Ankyrin-Repeats von p105-pGBT9 co-transformiert. Dabei liel3en sich
die Interaktionspartner in drei Gruppen einteilen: stark (>50 pB-GalU), mittelstark (15-
50 B-GalU) und schwach interagierende Partner (5-15 B-GalU). Zudem zeigte dieses
Experiment, dass bis auf Pirin und Tip60 die Ubrigen Klone ebenfalls mit den Ankyrin-

Repeats von p105-pGBT9 interagierten.

Tabelle 4: Reporter-Test mit Bcl-3-interagierenden Klonen, unterteilt nach stark,
mittelstark und schwach interagierenden Partnern.

stark interagiende Partner (>50 B-GalU)

Interaktions Bcl3-pGBT9 Ankyrin-p105-pGBT9 laminin-pGBT9 pGBT9
partner (lacZ Aktivitat) (lacZ Aktivitat) (lacZ Aktivitat) (lacZ Aktivitat)
Pirin 65 10 1 1
Skip 52 167 1 1
Trip4 55 105 5 2
mittelstark interagierende Partner (15-50 p-GalU)
Interaktions Bcl3-pGBT9 Ankyrin-p105-pGBT9 laminin-pGBT9 pGBT9
partner (lacZ Aktivitat) (lacZ Aktivitat) (lacZ Aktivitat) (lacZ Aktivitat)
Bard 16 71 2 0
pS0 13 2 1 1
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schwach interagierende Partner (5-15 3-GalU)

Interaktions Bcl3-pGBT9 Ankyrin-p105-pGBT9 laminin-pGBT9 pGBT9
partner (lacZ Aktivitat) (lacZ Aktivitat) (lacZ Aktivitat) (lacZ Aktivitat)
Klon 2 7 4 1 1
Klon3 6 15 1 1

Jab 7 29 2 1
Tip60 10 3 1 1

Als nachstes wurden die c-DNAs der verschiedenen Klone mit einem flag-Epitop in
Leserichtung in einen Expressionsvektor umkloniert und in Retikulozytenlysate mit
radioaktiv markiertem Methionin in vitro translatiert (Abbildung 4). Bcl-3 (120-359)
und die Ankyrin-Repeats von p105 wurden als GST-Fusionsproteine in Bakterien
exprimiert und an GST-Beads gekoppelt. Die Interaktion mit Bcl-3 konnte mittels

GST-Fusionsproteinen bestatigt werden.

GST
Bel-3-GST

Tips0 = ———————

input GS5T-binding
Abbildung 4: Beispiel eines GST-Pulldown-Tests

Neben der GST-Fusionsmethode wurde versucht, mittels Co-Immunoprazipitation die
Protein-Protein-Interaktionen zu verifizieren (Abbildung 5). Nach in vitro-Translation
der cDNAs der potentiellen Interaktionspartner sowie des Koderproteins Bcl-3 in
Retikulozytenlysate mit radioaktiv markiertem Methionin, wurde die Co-

Immunoprazipitation beider Proteine jeweils mit einem polyklonalen Bcl-3-Antikorper
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(gegen die N-terminale Region) und mit einem monoklonalen Anti-Flag Antikdrper

durchgefuhrt.
Tip60 Bcl-3+Tip60 Bcl-3+Tip60
& & &
Bcl-3 Tip60 Bcl-3+Tip60  o-Bcl-3 a-Bel-3 a-Flag

- .. W=
— - -

in-vitro Translation Co-Immunoprazipitation

Abbildung 5: Beispiel einer Co-Immunoprazipitation in vitro nach Translation
(Tip 60 mit Bcl-3)

Nachdem wir eine Interaktion zwischen Bcl-3 und den interagierenden Klonen in vitro
und in Hefen nachgewiesen hatten, wollten wir untersuchen. ob diese Interaktion
auch in hoheren eukaryontischen Zellen in vivo nachzuweisen ist. Da fur keinen der
interagierenden Klone Antikdrper vorhanden sind, entschlossen wir uns, diesen
Versuch mit ,getaggten® Proteinen durchzufuhren (Abbildung 6). Bcl-3, mit einem GO-
Epitop-Tag versehen, und die interagierenden Klone, mit einem Flag-tag versehen,
wurden mittels Calciumphosphat Transfektion in die humane Nierenkarzinom-Zell-
Linie 293 transfiziert. Sechsunddreilig Stunden nach Transfektion wurden die Zellen
geerntet und in einen Lysepuffer Uberfuhrt. Nachdem der Lysepuffer 1:3 verdinnt
wurde, erfolgte eine Immunoprazipitation mit einem monoklonalen GO-Antikdrper. Die
Prazipitate wurden in Laemmli-Puffer aufgenommen und auf einem 12%-SDS-PAGE-
Gel aufgetrennt. Nach Elektroblotting auf eine Nitrocellulosemembran erfolgte die
Detektion mittels monoklonalem Anti-Flag-Antikorper, Die GST-Pulldown-Tests sowie

die in vitro und in vivo Co-Immunoprazipitation der einzelnen Klone sind in Paper P1
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abgebildet. Exemplarisch ist die Co-Immunoprazipitation zwischen Tip60 und Bcl-3 in

Abbildung 6 dargestellt.

NG <
4 g
g & & g & &
§ & & £§ & & §
- § i
Western Blot Co-Immuno

Abbildung 6: Beispiel einer Co-Immunoprazipitation in vivo nach Transfektion mit
Tip 60 und Bcl-3.

2.1.3.6 Bandshiftanalyse von Bcl-3 und interagierenden Klonen

Die Interaktion von an DNA gefundenem p50 mit Bcl-3 hangt von den gewahlten
experimentellen Bedingungen ab. In der Literatur werden sowohl ternare Komplexe
beschrieben als auch eine Inhibierung der p50-DNA-Interaktion. Um den Einfluss der
interagierenden Klone zu untersuchen, wahlten wir Bedingungen, bei denen die
Zugabe von Bcl-3 zu DNA gebundenem p50 zu der stabilen Formation eines
ternaren Komplexes fuhrt. Die Untersuchungen wurden in vitro entweder an GST-
Fusionsproteinen oder translatierten Proteinen durchgefuhrt. Zugabe von Tip60,
Bard1 und Pirin fihrten zur Ausbildung eines quartaren Komplexes, bestehend aus
DNA, p50, Bcl-3 und den interagierenden Klonen (Abbildung 7). Trip4, Skip und Jab1
konnten allerdings keinen Supershift erzeugen. Jab1 und Pirin erhdhten weiterhin
noch die DNA-bindende Aktivitat (Abbildung 8). Diese Daten zeigen, dass Bcl-3 in-
vitro quartare Komplexe bilden kann, in die jeweils Pirin, Tip60 und Bard1 involviert

sind.
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Abbildung 7: NF-kB-Aktivitat, quartarer Komplex aus DNA, p50, Bcl-3 und Tip60
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Abbildung 8: Modulation der NF-kB durch die Interaktionspartner
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2.1.3.7 EinfluB der Interaktionspartner auf die endogene NF-xB-Aktivitat

Um zu untersuchen, ob die interagierenden Klone die DNA-bindende Aktivitat von
p50/Bcl-3 in vivo analysieren, testeten wir die Interaktionspartner in einem System,
welches von Vigo Heilmeier im Labor von Claus Scheidereit etabliert wurde. In eine
Zell-Linie, die stabil Bcl-3 Uberexprimiert, wurden die Interaktionspartner mittels
Calciumphosphat transfiziert. Die DNA-bindende Aktivitat von NF-«B ist durch die
Transfektion der Interaktionspartner nicht beeinflusst. Anschlielend wurde eine
Immunoprazipitation mit einem Anti-Bcl-3-Antikorper durchgefuhrt, der gegen das C-
terminale Ende von Bcl-3 gerichtet ist. Die immunoprazipitierten Komplexe wurden
mittels des Detergenz DOC dissoziert und erneut mittels Bandshiftanalyse
untersucht. Wie zu erwarten, ist nach Immunoprazipitation mit Bcl-3, keine p50/p65
Aktivitat  nachweisbar. Doch  fuhrte die Transfektion von  mehreren
Interaktionspartnern zu einer Steigerung der endogenen p50/p50-DNA-bindenden
Aktivitat. Diese Aktivierung ist am starksten durch das Hinzugeben von Jab1, gefolgt
von Trip4, Tip60 wund Skip. Diese Untersuchungen =zeigen, dass die
Interaktionspartner die endogene Aktivitat von p50-Homodimeren verstarken

(Abbildung 9)..
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Abbildung 9: endogene NF-kB-Aktivitat: Gel-shift-Analyse der Extrakte zeigt
vergleichbare NF-kB/Rel-DNA-Bindungsaktivitat (rechts). Wie erwartet, war nach
Prazipitation keine p50/p65 Aktivitat nachweisbar. In der mock-transfizierten Gruppe
konnte lediglich eine schwache p50/p50-Aktivitdt nachgewiesen werden. Die
Expression von Jab1, Trip4, Tip60 und Skip fuhrte zu einem starken Anstieg der Bcl-
3-assoziierten p50/p50-Aktivitat.

2.1.3.8 Transiente Transfektionen und Reportergenaktivitaten

Als nachstes wollten wir untersuchen, ob die neuen Interaktionspartner die
Transkriptionsaktivitdt von Bcl-3 modulieren. Dazu haben wir transiente
Transfektionen und Reporterassays in verschiedenen Zell-Linien (Schneider Zellen,
QT6 und HD3) durchgefuhrt. Als Reporterplasmide benutzten wir den HIV-Reporter
und den P-Selektin Promoter, welcher an das Luciferasegen gekoppelt wurde. Von
beiden Plasmiden verwendeten wir auch Versionen, in denen durch eine
Punktmutation die NF-kB-Bindestelle zerstort wurde. Von dem cis-regulatorischen
NF-kB-Element im P-Selektin-Promoter ist bekannt, dass es von p50 und p52

gebunden wird, und dass dieser Promoter durch p50 und Bcl-3 um den Faktor 3-4

aktiviert wird. Durch Zugabe von Tip60 kommt es zu einer verstarkten Aktivierung, so
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dass wir in der hochsten Dosierung von Tip60 eine ca. 11-fache Aktivierung des
Reporters gesehen haben (Abbildung 10). Eine Mutation in der NF-xB
Bindungsstelle des P-Selektin-Promoters verhindert die Aktivierung durch Bcl-3 und
Tip 60 (Abbildung 11). Bestimmte Konzentrationen von Bcl-3 und Jab1 fuhren zu

einer 5-fachen Aktivierung.

12

10

relative Aktiyvitat

0 1 2 4 TIPEO (pg)
0 0 04 3,6 0 04 3,8 0 0,4 3,6 0 0,4 3,6 Bel-3 (ug
0 0,4 pS0  (pa)

Abbildung 10: Transiente Transfektionen und Reportergen-Assays mit dem P-

Selektin- Promoter
12

10

0 o 3.6 4 4 4 TIP&D
0 o 3,6 o 0.4 3,6 Bel-3

B F-Selektin Promater
[[] mut P-Selektin Promater

Abbildung 11: Transiente Transfektionen und Reportergen-Assays mit dem P-
Selektin Promoter, dessen NF-kB Bindungsstelle durch eine Punktmutation

modifiziert wurde.
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In diesem System fuhren zwei der gefundenen Interaktionspartner, Tip60 und Jab1,
zu einer Erhdhung der Transkriptionsaktivitat von Bcl-3. Der Effekt von Tip60 ist
abhangig von der Intaktheit der NF-kB Bindungsstelle. Im gleichen Testsystem
haben wir bereits publiziert, dass es zu einer funktionellen Interaktion zwischen den
Transkriptionsfaktoren Sp1 und NF-xB, die ebenfalls von der intakten NF-xB
Bindungsstelle des P-Selektin-Promoters abhangt (Abbildung 12). Wir konnten
zeigen, dass Sp1 zu einer starken Aktivierung des P-Selektin-Promoters fuhrt (A).
Eine Mutation in der NF-kB Bindungsstelle reduziert die ca. 50-fache Aktivierung auf
den Faktor 10 (B). Der gleiche Effekt ereignet sich, wenn p50 zu dem System
gegeben wird (C). Bcl-3, in Kombination mit p50 und Sp1, fuhrt erneut zu einer 50-
fachen Aktivierung. In diesem System haben wir die Interaktionspartner getestet.
Tip60 fuhrt in dem System mit Sp1, p50 und Bcl-3 bereits in geringer Konzentration
zu einer Repression auf den Basiswert. Den gleichen Effekt haben Bard1 und Jab1,
jedoch erst in hoheren Konzentrationen. Das Modell fur die Interaktion der

Transkriptionsfaktoren ist in Abbildung 13 dargestellt.

60

)

Rel Aktivitael
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Abbildung 12: Aktivierung des P-Selektin-Promoters
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Abbildung 13: Schematische Darstellung der Interaktion zwischen p50, Bcl-3, SP-1
und Interaktionspartnern

2.1.3.9 Reprint Paper 1:

Dechend R, Hirano F, Lehmann, Vigo Heissmeyer V, Ansieau S,
Wulczyn FG,Scheidereit C,Leutz A
The Bcl-3 oncoprotein acts as a bridging factor between
NF-kB/Rel and nuclear co-regulators

Oncogene 1999;18:3316-23



2.1.4 Diskussion und Ausblick

Mit Hilfe des Yeast-Two-Hybrid-Systems haben wir funf neue Proteine identifiziert,
die mit Bcl-3 interagieren. Alle funf Proteine sind nukleare Proteine. Obwohl wir kein
gemeinsames strukturelles Motiv unter diesen funf Proteinen gefunden haben,
verbindet sie die gemeinsame Funktion. Alle funf sind in die Genregulations- und
Transkriptionskontrolle involviert. Alle Interaktionspartner bilden binare Komplexe in
vitro (Co-Immunoprazipitation und GST-Pulldown) und im Yeast-Two-Hybrid-System,
wobei die Interaktionspartner wahrscheinlich verschiedene strukturelle Motive in den
Ankyrin-Repeats von Bcl-3 und IkB Proteinen erkennen. Bard1, Pirin und Tip60
bilden quartare Komplexe mit p50, Bcl-3 und einer NF-«xB Bindungsstelle. In diesen
Experimenten konnen wir zeigen, dass Bcl-3 mit den Ankyrin-Repeats zur gleichen
Zeit mit (mindestens) zwei Proteinen interagieren kann (Abbildung 14). Die endogene
Aktivitat von p50/Bcl-3 Komplexen wird durch die Transfektion der Interaktionspartner
gesteigert. Den groldten Effekt hat dabei Jab1. In transienten Transfektionen
modulieren Jab1, Tip60, Bard1 und Pirin die Transkriptionsaktivitat von Bcl-3 in
verschiedenen Zell-Linien und mit verschiedenen Reporterkonstrukten. Den starksten
aktivierenden Effekt auf p50/Bcl-3 Ubt Tip60 aus. Tip60, Jab1 und Pirin kdnnen
ebenfalls in vivo mit Bcl-3 co-immunoprazipitiert werden, wenn beide Proteine

transient transfiziert werden.
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Abbildung 14: schematische Darstellung der Bindung zwischen Bcl-3 und
Interaktionspartnern

Auf Grund dieser Ergebnisse spekulieren wir, dass Bcl-3 eine Adapterfunktion
ausubt, die NF-kB-p50/p52 mit anderen Transkriptionsfaktoren (NF-1, c-jun,
Schilddrisen-Rezeptor, HIV-Tat) bzw. basalen Transkriptionsfaktoren
(Histonacetylasen, RNA Polymerasen) verbindet. Abbildung 15 fasst diese
Adapterfunktionen zusammen. In diesem Zusammenhang ist auch ein
Zusammenwirken dieser Proteine in der Regulation von verschiedenen Genen
vorstellen, was schematisch in Abbildung 15 dargestellt ist. Gen 1 wird reguliert
durch einen Multikomplex, der aus p50, Bcl-3, Bard1, BRCA und der basalen
Transkriptionsmaschinerie besteht. Gen 2 wird z.B. durch einem Multikomplex
reguliert, der aus p50, Bcl-3, Tip60, TAT und TAR besteht. Gen 3 wird durch einen
Komplex, der p50, Bcl-3, Jab1 und AP1 enthalt, in seiner Aktivitat bestimmt. Ebenso

sind Multikomplexe vorstellbar, die zwar durch Bcl-3, jedoch unabhangig von NF-kB

-43 -



reguliert werden. Dieses ist schematisch in Gen 4 dargestellt. Hier besteht der

hypothetische Regulationskomplex aus AP-1, Jab1, Bcl-3, Bard1, BRCA und der

basalen Transkriptionsmaschinerie.
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Abbildung 15: Schematische Darstellung der Interaktion

Transkriptionsfaktoren tber Bcl-3 und die Interaktionspartner
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2.2 Projekt 2: Infektion von Chlamydia pneumoniae und NF-kB-Aktivierung in

Zellen der GefaBwand

2.2.1 Einleitung

Neben den etablierten Risikofaktoren fur die koronare Herzerkrankung gibt es
Hinweise, dass ein infektidses Agens ursachlich an der Pathogenese und
Progredienz der Arteriosklerose beteiligt ist.”>' Untersuchungen der letzten Jahre
haben gezeigt, dass unter den moglichen Erregern Chlamydia pneumoniae das
infektidse Agens sein koénnte.'”? C.pneumoniae ist ein obligat intrazelluldrer
Organismus und ein Bakterium, welches haufig bronchopulmonale Infekte hervorruft.
Im Alter von 50 Jahren haben 50% der Bevdlkerung positive Antikbrper gegen
C.pneumoniae, was fir eine stattgehabte Infektion spricht.”” Neueste
Untersuchungen haben eine C.pneumoniae-Infektion mit ischamischem Schlaganfall,
Myokardinfarkt und Arteriosklerose assoziiert."”® Ein Anstieg des Titers gegen
C.pneumoniae-Antikoérper ist in 60% von Patienten mit akutem Myokardinfarkt
nachgewiesen worden. Die Assoziation von vorheriger C.pneumoniae-Infektion und
Arteriosklerose der Koronar- bzw. der Carotidarterien ist durch mehrere unabhangige
epidemiologische Untersuchungen gezeigt worden.'?>'?® Das Vorhandensein von
C.pneumoniae in arteriosklerotischen GefalRen ist mittels Immunohistochemie,
Elektronenmikroskopie und mittels verschiedener DNA-Amplifikationstechniken
nachgewiesen worden.'?”"'? |n arteriosklerotischen Koronararterien, gewonnen aus
Atherektomien, konnte zu 79 % die Prasenz von C.pneumoniae nachgewiesen
werden, wahrend in lediglich 4 % von nicht-arteriosklerotischen Arterien
C.pneumoniae vorhanden war. In dieser Studie konnte C.pneumoniae in
Makrophagen, Endothel und glatten Muskelzellen nachgewiesen werden.'® Eine
weitere immunohistochemische Studie an Autopsiegewebe konnte zeigen, dass
C.pneumoniae signifikant haufiger in kardiovaskularem Gewebe nachweisbar ist als
in anderen Geweben. Wenn es jedoch in nicht kardiovaskularem Gewebe

nachweisbar war, war es auch in kardiovaskularem Gewebe vorhanden. Daraus
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folgern die Autoren, dass C.pneumoniae eine Praferenz fur kardiovaskulares
Gewebe besitzt.”! Tierexperimentelle Untersuchungen, in denen Kaninchen mit
einer Cholesterin-reichen Diat gefuttert wurden, zeigten, dass durch C.pneumoniae
eine beschleunigte arteriosklerotische Reaktion in den Gefallen hervorgerufen
wurde. Diese konnte erfolgreich durch Makrolidantibiotika verhindert werden.'?1%3
Vorlaufige Ergebnisse aus Interventionsstudien an Patienten mit koronarer
Herzerkrankung, die zusatzlich mit Makrolidantibiotika therapiert wurden, zeigen
ebenfalls positive Ergebnisse, so dass die Hypothese einer kausalen Genese der
C.pneumoniae- Infektion gestiitzt wird.'®*13°

Das 1986 bei respiratorischen Infekten beschriebene Bakterium C. pneumoniae
wurde als bisher einziger Erreger direkt aus arteriosklerotischen Plaques isoliert.'®
Grund fiur die spate Entdeckung waren Schwierigkeiten, den obligat intrazellularen
Erreger anzuzichten. Es gibt nur ca. 70 lebensfahige Stamme und wenige Labore,
die Primarisolationen vornehmen. Trotz der wenigen Isolate ist die Durchseuchung
hoch: praktisch jeder Mensch infiziert sich mit dem Erreger.”*” Da Chlamydien im
Gewebe persistieren kdnnen, stellte sich die Frage nach den Konsequenzen einer so

haufigen Infektion."®

Serologische Untersuchungen belegten dann die C.
pneumoniae-Infektion als Risikofaktor der Arteriosklerose, konnten aber wegen des

indirekten statistischen Ansatzes keine Kausalitat beweisen. '8

2.2.2 Fragestellung

Die Fragestellung der ersten Arbeit war, ob durch eine Infektion mit C.pneumoniae in
der GefaBwand das ,okale Milieu® so verandert wird, dass ein akutes
Koronarsyndrom ausgelost oder unterhalten wird. Dabei sollte untersucht werden, ob
durch C.pneumoniae die intrazellulare Signaltransduktion so verandert wird, dass
eine vermehrte Thrombogenitdt und Entzindung an Endothel- und glatten
Muskelzellen nachgewiesen werden kann. Als wichtigstes intrazellulares Protein,
welches eine Entzundungsreaktion und Thrombogenitat einleiten kann, haben wir

den Transkriptionsfaktor NF-kB untersucht.
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In der zweiten Arbeit war die Fragestellung, ob C.pneumoniae-infizierte glatte
Muskelzellen (VSMC) derart aktiviert werden, dass sie Makrophagen oder T-
Lymphozyten stimulieren, so dass der ,cross-talk® zwischen VSMC und
Entzindungszellen aktiviert wird. Zudem haben wir untersucht, ob C.pneumoniae
infizierte Makrophagen den Erreger in einer Art ,okalen Infektion® an VSMC
weitergeben konnen. Weiterhin wollten wir untersuchen, ob HMG-CoA-
Reduktaseinhibitoren einen inhibitorischen EinfluR auf die aktivierenden
Signaltransduktionswege nach C.pneumoniae-Infektion haben. Dabei hat uns
insbesondere die Prenylierung der Rho Familie interessiert. Entscheidend bei diesen
Zellkulturarbeiten war, dass wir moglichst physiologische Situationen imitiert haben.
Wir haben primare humane VSMC und C.pneumoniae-Erreger verwendet, die aus
humanen arteriosklerotischen Plaques isoliert wurden. Zudem ist die Konzentration
der HMG-CoA-Reduktaseinhibitoren so gewahlt worden, wie sie bei Patienten in

therapeutisch relevanten Dosierungen vorkommt.

In der 1. Arbeit des vorliegenden Teilprojekts wurden die folgenden Aufgaben
bearbeitet:
Infektion von primaren humanen Endothel- (EC) und glatten Muskelzellen
(VSMC) mit C.pneumoniae
Identifikation von Signaltransduktionswegen EC und VSMC nach C.pneumoniae
Infektion, insbesondere eine Aktivierung von NF-«B und die Expression des
Inhibitors lkBa.
Intra- und extrazellulare Expression von Interleukin-6 und PAI-1 nach
C.pneumoniae-Infektion

Aktivitat und Expression von Tissue Faktor nach C.pneumoniae Infektion

In der 2. Arbeit des vorliegenden Teilprojekts wurden die folgenden Aufgaben

bearbeitet:
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Mechanismen der lokalen Infektion in der GefaRwand: Ubertragung von
C.pneumoniae-infizierten Makrophagen auf VSMC und der Einflu von HMG-
CoA-Reduktaseinhibitoren

Intra- und extrazellulare Expression von TNFa, Rantes, MCP-1, Interleukin-6 und
Interleukin-8 und der Einflul von HMG-CoA-Reduktaseinhibitoren nach
C.pneumoniae-Infektion

Detailiierte Untersuchung zur Signaltransduktion in VSMC nach C.pneumoniae
Infektion: Membranstandige Expression und Aktivitat von RhoA und Rac1 und der
Einfluss von HMG-CoA-Reduktaseinhibitoren. Evaluierung der Bedeutung dieser
beiden Signaltransduktionswege durch spezifische Inhibitoren und VSMC von
,knock-out“-Tieren.

Die intrazellulare Entstehung von Sauerstoffradikalen in glatten Muskelzellen

nach C.pneumoniae-Infektion

2.2.3 Ergebnisse

2.2.3.1 Reprint Paper 2

Dechend R, Maass M, Gieffers J, Dietz R, Scheidereit C, Leutz A, Gulba DC
Chlamydia pneumoniae infection of vascular smooth muscle and endothelial cells
activates NF-kappaB and induces tissue factor and PAI-1 expression : A potential link
to accelerated arteriosclerosis.

Circulation 1999;100:1369-73
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2.2.3.2 Signaltransduktion in glatten Muskelzellen nach Infektion mit

C. pneumoniae
Als wichtigstes Regulatorprotein in Entzindungsreaktionen hat sich der
Transkriptionsfaktor NF-xB herauskristallisiert. Er aktiviert die wichtigsten Gene, die
wir als Mediatoren einer Entzindungsreaktion kennen, wie z.B. TNFa, Chemokine
(IL-1, IL-6, IL-8), Adhasionsmolekiile (Selektine, VCAM-1, ICAM-1) und
Gerinnungsfaktoren (Tissue Faktor, PAI-1). Weiterhin gibt es Hinweise, dass NF-xB
an Wachstums- und Tumorprozessen sowie an der Apoptoseregulation beteiligt ist.
Die Aktivierung von NF-xB nach C.pneumoniae-Infektion beginnt in unseren
Untersuchungen nach 4 Stunden und ist auch nach 72 Stunden noch nachweisbar
(siehe Reprint P2).
HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren haben gezeigt, dass sie die Plaque-Progression an
Koronar- und Carotidarterien verlangsamen und dass sie die Restenoserate sowonhl
in Tiermodellen als auch an Patienten reduzieren. Diese so genannte
Plaquepassivierung hat in einer kurzlich publizierten Studie ahnlich gute Erfolge
gebracht wie eine durchgefuhrte Koronarangioplastie. Eine Sekundarpravention mit
HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren hat die Sterblichkeit signifikant gesenkt. Aus der
Analyse samtlicher Daten geht hervor, dass die etablierte Wirkung auf das
Cholesterin nicht der alleinige Mechanismus fur den positiven Effekt der Statine ist.
Als mdgliche Mechanismen werden protektive Einflusse auf das Endothel und die
glatten Muskelzellen diskutiert, an der auch eine anti-inflammatorische Komponente
beteiligt sein konnte.
Die Hypothese der weiteren Untersuchungen lautet: Die durch Chlamydia
pneumoniae hervorgerufene chronische Entzindungsreaktion in humanen
Gefallmuskelzellen fuhrt zu einer Chemotaxis und Aktivierung von Makrophagen und
T-Lymphozyten. Es soll untersucht werden ob beide Prozesse durch NF-«xB und
RhoA/Rac1 reguliert werden. Wir wollen testen, ob durch HMG-CoA-Reduktase-
Inhibitoren, die Chlamydia pneumoniae-induzierte NF-xB-Aktivierung bzw. die durch

NF-kB vermittelten Prozesse inhibiert werden konnen.
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Abbildung 16 zeigt einen Elektro-Mobility Shift Assay fur NF-kB 24 h nach Infektion
mit C.pneumoniae. Dabei zeigte sich eine deutliche Zunahne der NF-kB-DNA-
Bindungsaktivitat nach C.pneumoniae-Infektion (Spur 5) gegentber Mock-Infektion.
Eine Therapie mit dem Antibiotikum Moxifloxacin (Spur 2) reduzierte die NF-kB-
Aktivitat auf den Leerwert. Einen ahnlichen Einflud hatte eine Infektion mit
abgetoteten C.pneumoniae. Die NF-kB-Aktivitat in glatten Muskelzellen ist deutlich
abgeschwacht. Eine Vorinkubation mit dem HMG-CoA-Reduktaseinhibitor

Cerivastatin reduzierte die NF-kB-Aktivitat ebenfalls deutlich.

mack Chlamydia pneumonias

Spur 1 2 3 4 5

Abbildung 16: NF-kB-DNA-Bindungsaktivitat nach Mock Infektion (Spur 1) und 24h
nach C.pneumoniae-Infektion (Spur 2-5) im EMSA. Antibiotische Therapie mit
Moxifloxacin (Spur 2), Infektion mit abgetéteten C.pneumoniae-Erregern (Spur 3) und
Vorinkubation mit dem HMG-CoA-Reduktase-Inhibitor Cerivastatin reduzieren die
NF-kB-Aktivitat im Vergleich zur Infektion mit C.pneumoniae (Spur 5)

In Abbildung 17 konnten wir zeigen, dass HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren (Statine)

im Zeitverlauf die NF-kB-Aktivitat nach C.pneumoniae-Infektion reduzierten (linke
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Abbildung). Die Hemmung der NF-xB-Aktivitat durch Statine ist dosisabhangig. Ab
einer Konzentration von 10 pg/ml von Cerivastatin ist eine NF-kB-Hemmung
nachweisbar (mittlere Abbildung). Die Plasmakonzentration in Patienten, die
Cerivastatin 0,4 erhalten, betragt ungefahr 50 pg/ml, so dass die beobachteten
Effekte klinisch relevant sein kdnnten. Supershift-Analysen mit Antikorper gegen p50
und p65 zeigen, dass der durchgefuhrte EMSA spezifisch ist und dass p50 und p65
die aktiven Komponenten der NF-kB-Familie sind (rechte Abbildung). Zudem konnten
die spezifischen Banden durch einen 50-fachen UberschuR an nicht radioaktiv

markierten Oligonukleotiden kompetiert werden.

placebo statin mock Chlamydia pneumoniag a-pB5ap50 comp
T
- 1 R i
-
= Bk oo P,

o 4 24 0 4 24 o o 1 10 &0 250
{h after CPI) (Ll of statin)

Abbildung 17: (linke Abbildung) Zeitverlauf der NF-kB-Aktivitat nach C.pneumoniae
nach Vorinkubation mit Statin und Placebo. Der Effekt der Statine auf die NF-«xB-
Aktivitat ist dosisabhangig (mittlere Abbildung). Supershift und Kompetition der NF-
kB-Aktivitat (rechte Abbildung).

Die Expression des Inhibitors IkBa wird nach Infektion mit C.pneumoniae degradiert.

Vorinkubation mit Statinen verhindert die Degradation von IxkBa nach C.pneumoniae-
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Infektion (oberer Teil der Abbildung 18). Die Degradation von IkBa wird
dosisabhangig durch Statine gehemmt (unterer Teil der Abbildung).

pacebo statin

lkBa ;-—- - ) e— —
¥

0 4 24 o 4 24 (h after CPI)

maock Chlamydia pneumaoniae

lBa ’ " ¢ — “

0 0 1 10 50 280 (pogdml of statin)

Abbildung 18: Expression von IkBa nach Infektion mit C.pneumoniae. oberer Teil der
Abbildung: Zeitverlauf der IxBa-Expression. Vorinkubation mit einem Statin
verhindert die Degradation von IkBa. Unterer Teil der Abbildung: Dosisabhangigkeit
des Statineffektes auf die IkBa-Expression.

Um herauszufinden, ob der beobachtete Effekt der Statine auf die Inhibition der
Geranylisierung von RhoA und Rac1 zuruckzufuhren ist, haben wir als nachstes
untersucht, ob Mevalonat die Effekte von Statinen auf NF-xB und IkBa aufheben
kann (Abbildung 19). Mevalonat antagonisiert die Statineffekte auf NF-«B, |kBo und
Rac1 nach C.pneumoniae-Infektion. Eine Vorinkubation mit Mevalonat allein hatte

keinen Einflul® auf die untersuchten Parameter.
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Abbildung 19: NF-kB-Aktivitat, IkBa-Expression und Rac1-Expression nach
C.pneumoniae Infektion und nach Vorinkubation mit HMG-CoA-Reduktase-
Inhibitoren(Cerivastatin) und Mevalonat.

Um den weiteren Signaltransduktionsweg in glatten Muskelzellen nach
C.pneumoniae-Infektion zu analysieren, haben wir untersucht, ob C.pneumoniae die
Prenylierung von Rac1 und RhoA induziert und ob dieser Effekt durch Statine
reduziert wird (Abbildung 20). Die Expression von Rac1 und RhoA an der Membran
werden nach C.pneumoniae-Infektion gesteigert, wahrend die zytoplasmatische
Expression gleich bleibt oder leicht abnimmt. Dies ist ein biochemischer Hinweis auf
eine Aktivierung der beiden Proteine. Statine in therapeutisch relevanter Dosierung
hemmen die Prenylierung von Rac1 und RhoA. Aus dem Verhaltnis der
membrandsen zur zytoplasmatischen Expression laft sich die Aktivitat von Rac1 und

RhoA berechnen (Abbildung 20, unten).
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Rhoa and Rac1 prenylation
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Abbildung 20: membrangebundene und zytoplasmatische Expression von Rac1 und
RhoA nach C.pneumoniae-Infektion. Beide Proteine werden vermehrt an der
Membran gebunden. Aus dem Verhaltnis der membrangebundenen und der
zytoplasmatischen Expression a3t sich die Aktivitat von Rac1 und RhoA berechnen.
Statine verhindern die C.pneumoniae-induzierte membrangebundene Expression
von Rac1 und RhoA und damit die Aktivitat der beiden Signaltransduktionswege.

Da die Expression von RhoA, die eine Untereinheit der vaskularen NADPH-Oxidase
ist, durch C.pneumoniae induziert wurde, haben wir als nachstes untersucht, ob
vermehrt Sauerstoffradikale durch C.pneumoniae-Infektion freigesetzt werden
(Abbildung 21). Dazu haben wir die Cytochrome-C-Methode verwendet. Nach

C.pneumoniae-Infektion kommt es zu einer Zunahme von Sauerstoffradikalen. Dieser
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Effekt ist bereits 4 Stunden nach Infektion nachweisbar. Vorinkubation mit einem

Statin reduziert die Sauerstoffradikalfreisetzung signifikant.

Cytochrome C Assay

statin placebo

(fald induction)

a 4 24 48 a 4 24 48
(h after C_pneumoniaes infection)

Abbildung 21: Cytochrome-C-Test zur Detektion von Sauerstoffradikalen. Bereits 4h
nach C.pneumoniae-Infektion kommt es zu einer Zunahme von Sauerstoffradikalen
in glatten Muskelzellen. Eine Vorinkubation mit Statinen reduziert die C.pneumoniae-
induzierte Sauerstoffradikalfreisetzung.

Anschlielend haben wir untersucht, ob die Expression von Zytokinen in glatten
Muskelzellen induziert wird, die fur die Chemotaxis und Aktivierung von
Makrophagen und T-Lymphozyten verantwortlich sind. Deshalb haben wir
Interleukin-6, Interleukin-8, RANTES und MCP-1 untersucht. Interleukin-6 wird im
Uberstand durch C.pneumoniae induziert (Abbildung 22, linke Abbildung). Bereits 10
ug/ml von Cerivastatin reduzieren die Expression im Uberstand. Die IL-6-Induktion ist
noch nach 24h nachweisbar. Auch zu spateren Zeitpunkten senken die Statine die
IL-6-Expression (mittlere Abbildung). Analoge Ergebnisse haben wir erhalten, wenn

wir mittels TagMan die m-RNA-Expression gemessen haben. Geringe Dosierungen
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von Statinen reduzieren die C.pneumoniae-induzierte Interleukin-6-Expression

(rechte Abbildung)
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Abbildung 22: linke Abbildung: IL-6-Expression im Uberstand nach Mock und
C.pneumoniae-Infektion (ELISA). Statine reduzieren die IL-6 Induktion. Mittlere
Abbildung: Zeitverlauf der IL-6-Expression nach Vorinkubation mit Statinen. rechte
Abbildung: mRNA-Expression (TagMan) von IL-6 nach C.pneumoniae-Infektion und
Statin-Vorinkubation

Die Expression von MCP-1 (Abbildung 23), Interleukin-8 (Abbildung 24), und
RANTES (Abbildung 25), intrazellular auf mRNA-Ebene und auf Proteinebene im
Zellkulturiberstand nach C.pneumoniae-Infektion, zeigt ein ahnliches Profil wie
bereits fur Interleukin 6 beschrieben. Ahnlich verhalt sich der Effekt der Statine. 10
pg/ml Cerivastatin hemmen deutlich die C.pneumoniae-induzierte Expression des
Zytokin auf Proteinebene im Uberstand. Konzentrationen von 50 — 250 ug/ml
reduzieren die Expression auf, bzw. unterhalb der Expression der unstimulierten
Zelle. Dies gilt fur alle 4 untersuchten Parameter. In der TagMan-Analyse zeigt sich,
dass tendenziell hohere Konzentrationen des Statins noétig sind, um die
C.pneumoniae-induzierte Expression zu inhibieren. Auffallig ist, dass zur Hemmung
von T-Lymphozyten-aktivierenden Zytokinen (RANTES und IL-8) hohere Statin-
Konzentrationen bendtigt werden als fur die Inhibition von Makrophagen-

aktivierenden Zytokinen (IL-6 und MCP-1).
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Abbildung 23: linke Abbildung: MCP-1-Expression im Uberstand nach Mock und
C.pneumoniae-Infektion (ELISA). Statine reduzieren die MCP-1-Induktion. Mittlere
Abbildung: Zeitverlauf der MCP-1 Expression nach Vorinkubation mit Statinen. rechte
Abbildung: mRNA-Expression (TagMan) von MCP-1 nach C.pneumoniae-Infektion
und Statin-Vorinkubation.
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Abbildung 24: linke Abbildung: IL-8-Expression im Uberstand (ELISA). Mittlere
Abbildung: Zeitverlauf der IL-8-Expression. rechte Abbildung: mRNA-Expression
(TagMan).von IL-8
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Abbildung 25: linke Abbildung: RANTES-Expression im Uberstand (ELISA). Mittlere
Abbildung: Zeitverlauf der RANTES-Expression. rechte Abbildung: mRNA-
Expression (TagMan).von RANTES
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2.2.3.3 Reprint Paper 3

Dechend R, J Gieffers, R Dietz, A Joerres, J Rupp, FC Luft, M Maass
HMG-CoA Reductase Inhibition Reduces Chlamydia pneumoniae-induced Cell
Interaction And Activation,

Circulation 2003, 108; 261-265
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2.2.4 Diskussion und Ausblick

Neben den klassischen Risikofaktoren fur die Entstehung einer Arteriosklerose
mehren sich die Berichte Uber eine Beteiligung verschiedener infektioser Agenzien
in der Induktion und Pathogenese dieser Erkrankung, wie Chlamydia pneumoniae
oder auch Herpesviren. 38140

Seit kurzem wird die mogliche Beteiligung des obligat intrazellularen Bakteriums
Chlamydia pneumoniae an der Pathogenese der Arteriosklerose diskutiert.
Statistisch bedeutet die immunologische Auseinandersetzung mit dem Pathogen ein
erhdohtes Risiko fur koronare Herzkrankheit und Myokardinfarkt.141 Der direkte
Nachweis von Erregerstrukturen und die Isolierung replikationsfahiger Chlamydien
aus atheromatdsen Plaques haben diesen Zusammenhang erhartet und bereits erste
klinische Studien zum Einsatz von Antibiotika bei koronarer Herzkrankheit
veranlasst.”®® Der experimentelle Beweis eines kausalen Beitrags der
endovaskularen Infektion zur Pathogenese der Arteriosklerose laf3t sich wegen
Fehlens eines etablierten Tiermodells und eines Systems zur genetischen
Rekombination des Erregers aber nicht unmittelbar erbringen.’*? Das Fehlen eines
verlasslichen Laborparameters fur das Risiko einer koronaren Infektion erschwert
das Verstandnis des Krankheitsbildes zudem erheblich. Ob Chlamydia pneumoniae
arteriosklerotische Veranderungen initiiert und zu ihrer Progression beitragt oder
lediglich bestehende Plaques kolonisiert, ist somit noch unklar.’ Der Beweis einer
atherogenetischen Relevanz der Chlamydieninfektion kdnnte die Therapiekonzepte
fur die fUhrende Todesursache in Industrielandern revolutionieren. Die Datenlage
rechtfertigt jedoch bisher eine experimentelle Antibiotikatherapie arteriosklerotischer
Grunderkrankungen ausschlieRlich im Rahmen gut kontrollierter klinischer Studien.'°
Als chronisch-entzindliche Reaktion ist Arteriosklerose durch gesteigerte Synthese
von Adhasionsmolekilen und Zytokinen, Zellproliferation und Makrophagen-
Migration charakterisiert.* Ob diese GefaRschiaden die C. pneumoniae-Ansiedelung
ermoglichen oder durch sie verursacht werden, ist unklar. Menschliches Hitzeschock-

Protein (HSP60) wird mit der Entzindung im Plaque assoziiert. Seit kurzem ist
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bekannt, dass auch das Analog bei Chlamydien (cHSP60) eine Gefalzellaktivierung
induziert und mit humanem HSP60 im Atherom co-lokalisiert.>® Die Gruppe von P.
Libby konnte eine Co-Lokalisation des humanen Hitzeschockproteins 60 und dem
von C.pneumoniae in arteriosklerotischem Material aufzeigen. Beide
Hitzeschockproteine induzieren pro-inflammatorische Zytokine, wie TNFa, sowie

matrix-degradierende  Metalloproteinasen.'*?

Weitere Kandidatenproteine zur
Induktion der Inflammation sind nur praliminar charakterisiert und bedurfen weiterer
proteinchemischer Aufarbeitung, bevor ihre Funktion erfaBt werden kann.'*
Arteriosklerotische La&sionen sind durch Veranderungen der Interaktion von
Integrinen, Integrinrezeptoren und Matrixmolekiilen gekennzeichnet.®! Unklar ist, ob
C. pneumoniae diese Veranderungen hervorrufen kann. Die Expression einzelner als
pathogenetisch relevant vermuteter Gene kann mit herkdbmmlichen Techniken zwar
detailliert beschrieben werden, einen umfassenden Uberblick Uber die
Veranderungen der Genexpression in der Endothelzelle unter Chlamydieninfektion
kénnte aber die Mikroarray-Technologie geben (Endothel-Chip).'*°

Zirkulierende Monozyten kdonnen persistierend infiziert werden, d.h. die Chlamydien
vermehren sich nicht und sind daher gegeniiber Standard-Antibiotika refraktar.® Ob
ein entsprechender Persistenzstatus auch in der Gefallwand etabliert wird, ist
unbekannt. Die exakte Analyse des genetischen Hintergrunds der Chlamydien-
Persistenz ist vordringlich, da von unmittelbarer konzeptioneller Bedeutung fur die
laufenden Antibiotika-Studien bei Arteriosklerose.'** Da fiir den Persistenz- und
Resistenzmechanismus kein Target-Gen bekannt ist, ist der umfassende Zugriff auf
die differentielle Genexpression im replizierenden und persistierenden Zustand des
Pathogens, dessen Genom seit kurzem vorliegt, Uber die Konstruktion eines C.
pneumoniae-DNA-Chips erforderlich.'*

Die bei Hypercholesterinamie obligaten Lipidsenker reduzieren die Letalitat in etwa
30 % der Falle, nicht aber bei den ibrigen 70 % (,The forgotten majority“, P. Libby).*?
Der Nutzen dieser Statine ist weitgehend unabhangig vom Cholesterinspiegel im

Blut. Statine inhibieren die IL-8- und MCP-1-Synthese C. pneumoniae-infizierter
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Gefalzellen, womit sich direkte Beziige zur vaskularen Infektion ergeben.™’ Auch
kann C. pneumoniae-LPS durch TNFa-induzierte Proteinlipase-Inhibition jene
Lipidveranderungen hervorrufen, die als Arteriosklerose-Risikofaktoren definiert sind.
Kontinuierliche LPS-Freisetzung, z.B. aus infizierten zirkulierenden Monozyten,
konnte also eine atherogene Modifikation der Lipidmuster bewirken.'® Ein
integrierendes Modell zur Interaktion von Lipidmetabolismus, Lipidsenkung und
Infektion fehlt.

Die Immunantwort gegen einen intrazellularen Erreger wie C. pneumoniae ist
vorwiegend zellular. Dennoch sind T-Zell-Epitope bisher kaum charakterisiert."*® Eine
Verbindung zur Arteriosklerose ergibt sich aus der nicht erklarten Akkumulation von
T-Zellen im Plaque. Aus Plaques konnten bereits C. pneumoniae-spezifische T-
Zellklone propagiert werden."®® Zur Charakterisierung chlamydienspezifischer T-Zell-
Epitope aus GefalBmaterial von Patienten bzw. aus dem Tiermodell bietet sich die
hochsensitive Tetramer-Technologie an.’ Die Charakterisierung der zelluldren
Immunantwort ist zugleich Voraussetzung fiir eine eventuelle Impfstoffentwicklung.'®
Ein mikrobieller Befall arteriosklerotischer Plaques ist zweifelsfrei abgesichert, eine
Infektgenese der Arteriosklerose ist damit jedoch nicht bewiesen: Kolonisation ist
ebenso méglich wie Initiation oder Férderung der Progression.’! Die Bestimmung
des Stellenwertes der vaskularen Infektion ist an zellbiologische Untersuchungen von
Wirt und Pathogen, Charakterisierung der zellularen Immunitat und ein Tiermodell
gebunden.'?

Als eine mdgliche (Mit-)Ursache entzundlicher Veranderungen werden Infektionen
diskutiert, vor allem bei akuten koronaren Syndromen.'®® An gréReren Populationen
konnte aber kein eindeutiger Zusammenhang zwischen Ereignissen und
serologischen Befunden fur z.B. Chlamydia pneumoniae, CMV oder Helicobacter
pylori gezeigt werden. Andererseits lassen sich im Plaquematerial lebende Erreger
nachweisen.”' Mdglicherweise ist die entziindliche Gesamtbelastung (,infectious
burden®) als Trigger oder Promoter des entziundlichen Gefallwandprozesses

entscheidend.’ Eine Infektion kann eine Ursache fiir eine Aktivierung der

-61 -



Monozyten mit Freisetzung prokoagulatorischer Substanzen sein. Eine weitere
Maglichkeit ist die initiale Stimulation der Monozyten durch aktivierte Thrombozyten
mit konsekutiver Freisetzung von Gewebefaktor und proinflammatorischen
Substanzen einschlieRlich Interleukin-6."*°> Dadurch kénnte zusétzlich die Akute-
Phase-Reaktion verstarkt werden, wenngleich ischamisches Myokard vor Monozyten
und geschadigter Gefallwand als bedeutendste Interleukin-6 Quelle angenommen
werden muss: Eine Akute-Phase-Reaktion Iasst sich entsprechend nur bei Troponin-
positiven akuten Koronarsyndromen zeigen. Monozyten sind aufder durch CRP u. a.
durch Fibrinogen und lymphozytenmoduliert prokoagulatorisch aktivierbar."®

Die Anzucht des obligat intrazellularen Bakteriums Chlamydia pneumoniae aus
arteriosklerotischen Plaques hat die Frage nach einer infektiocsen Genese der

Arteriosklerose  aufgeworfen.'?’

Chlamydien sind persistierende epitheliale
Pathogene. Arteriosklerose ist jedoch eine chronisch-inflammatorische Erkrankung
mesenchymaler Gefallwandzellen. Eine bakterielle Beteiligung an der Entstehung
der Arteriosklerose erscheint daher plausibler, wenn diese mesenchymalen Zellen
eine C.pneumoniae-Infektion dauerhaft unterhalten kénnen."*® Daher wurden priméare
und immortalisierte mesenchymale Zellen mit einem vaskularen und einem
respiratorischen  Chlamydia pneumoniae-lsolat inokuliert. Primare humane
Koronarendothelzellen, GefaRmuskulaturzellen und Fibroblasten waren ebenso wie
immortalisierte Zellen in der Lage, kontinuierliches Wachstum der Chlamydien zu
unterhalten. Somit kdnnen die Zellen der Gefallwand, die den atheromatdsen Plaque
bilden, eine kontinuierliche produktive Chlamydia  pneumoniae-Infektion
unterhalten.™*"%" Immortalisierte monozytire Zellen und Monozyten des peripheren
Bluts konnten ebenfalls infiziert werden, jedoch nur dber finf Passagen.
Monozyten/Makrophagen sind keine gefalRwandstandigen Zellen, haben aber eine
aktive Rolle in der Plaquebildung. Durch ihre Fahigkeit zu Zirkulation und
transendothelialer Migration stellen sie potentielle Vektoren zur systemischen
Verbreitung der Chlamydien dar.'® Die Hypothese einer chronisch infektidsen

Komponente in der multifaktoriellen Genese der Arteriosklerose wird durch diese
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Resultate erhartet. Folgestudien miussen die Zielzellen in vivo exakt definieren und
zwischen einer Infektion permanent gefaRwandstandiger Zellen und transmigrierter
Makrophagen unterscheiden.'® Eine endovaskuldre Infektion kénnte zusitzliche
Erklarungsmodelle fur eine Reihe unklarer Phanomene der Arteriosklerose, wie
mesenchymale Zellproliferation und die ausgepragte inflammatorische Komponente,
bieten."*®

Arteriosklerotische GefalRerkrankungen wie Herzinfarkt bleiben trotz der Erfolge in
der Bekampfung bekannter Risikofaktoren die fluhrende Todesursache. Neue
Therapiekonzepte fur diese chronisch-entzindliche GefaRerkrankung sind
notwendig.137 Die Assoziation von Arteriosklerose und vaskularer Infektion mit dem
Bakterium Chlamydia pneumoniae erdffnet hier neue Zugange wie den Einsatz von
Antibiotika oder Impfstoffen, sofern sich eine Kausalitdt der Infektion fur die
Atherogenese belegen 1al3t. Voraussetzung ist das Verstandnis der
pathogenetischen Vorginge auf Seiten des Erregers und des Wirts.®® Die
Erregerbiologie in den beteiligten Zelltypen, die Reaktionen der infizierten
Gefalzellen, die Interaktion mit eukaryonten Grenzflachen (Alveolarepithel und
GefalRendothel) als auch in vivo ein Tiermodell und die zellulare Immunantwort sind

Ansatzpunkte der weiteren Forschungen.™*
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2.3 Projekt 3: Der Einfluss des Transkriptionsfaktors NF-kB sowie von

Entziindungsreaktionen auf den Angiotensin ll- vermittelten

kardiovaskuliaren Endorganschaden

2.3.1 Einleitung

Kardiovaskulare Erkrankungen sind die Haupttodesursache in Industrielandern.
Bluthochdruck - in Deutschland gibt es etwa 16 Millionen Hypertoniker - ist ein
Hauptrisikofaktor flr die Entstehung von Endorganschaden, die zum Versagen der

Nieren- und Herzfunktion fiilhren kdnnen.'®

Die genaue Ursache des
Bluthochdruckes und seine Entstehung sowie die molekularen Pathomechanismen
der Entstehung der Folgeerkrankungen sind bis heute nicht vollstiandig geklart."®’
Klinische Studien haben eine Verbindung zwischen der Aktivitdt des Renin-
Angiotensin-Systems (RAS) und dem Auftreten ischamischer Ereignisse belegt.
Studien mit ACE-Hemmern zeigten deren protektiven Effekt fur das kardiovaskulare
System."®? Die dieser Beobachtung zugrunde liegenden Mechanismen werden aber
noch nicht vollstandig verstanden.

Das Renin-Angiotensin-System (RAS) spielt eine bedeutende Rolle bei der
Regulation des Blutdrucks, der Elektrolyt- und Volumenhomobostase sowie bei
pathomorphologischen Veranderungen bestimmter Organe. Neben seinen
vasoaktiven und wachstumsfordernden Wirkungen aktiviert Ang |l zirkulierende
Leukozyten und Endothelzellen und férdert dadurch entzindliche Veranderungen
sowie die extrazelluldre Matrix-Bildung.'®

Neben dem klassischen zirkulierenden humoralen RAS konnten in den letzten
Jahren auch lokale Gewebe-RAS unter anderem in Herz und Niere identifiziert
werden.'™ Dies filhrte dazu, dass Angiotensin (ANG) Il nicht nur als ein im
Blutkreislauf zirkulierendes Hormon, sondern auch als ein auto- und parakrin
wirksames Gewebshormon angesehen wird, dessen Bildung in den einzelnen
Zielorganen selbst reguliert werden kann.'®® Lokal gebildetes und freigesetztes Ang |

und Ang Il kann zu den zirkulierenden Plasmaspiegeln beitragen und direkt zu einer
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Vasokonstriktion fuhren. Diese lokale ANG-Bildung ist hauptsachlich von Renin
abhangig.®

Als Modell fur einen erhdhten Ang Il-Spiegel verwendeten wir doppelt-transgene
Ratten (dTGR). Dieses Modell wurde von Ganten et al. und Fumikazu et al.

entwickelt. 66167

Das humane AOGEN-Konstrukt besteht aus dem gesamten
humanen AOGEN-Gen (5 Exons und 4 Introns), flankiert von 1.3 kB am 5' Ende und
2.4 kB am 3' Ende; das humane Reninkonstrukt aus dem gesamten genomischen
Bereich des humanen Reningens (10 Exons und 9 Introns) mit 3.0 kB der 5' Region
des Promoters und zusatzlichen 1.2 kB der 3' Sequenz.'®® Die Tiere gehen aus der
Kreuzung der homozygoten humanen AOGEN-Linie und der homozygoten humanen
Renin-Linie hervor. Die dTGR-Ratten exprimieren neben ihrem eigenen RAS das
humane Renin - und humane AOGEN-Gen. Ratten, die nur einzeln transgen fur
humanes AOGEN oder humanes Renin sind, sind normoton. Humanes Renin spaltet
nur humanes AOGEN, wahrend Ratten-AOGEN nur als Substrat fur Ratten-Renin
dient. Das aus den beiden Systemen entstehende Ang | ist identisch und wird auf
gleiche Weise zu Ang Il umgewandelt.'® Unbehandelte dTGR-Ratten entwickeln
Bluthochdruck, Niereninsuffizienz mit einer ausgepragten Albuminurie, Vaskulopathie
und schwere linksventrikulare Hypertrophie mit fokalen Nekrosearealen. Sie sterben
bereits im Alter von 7-8 Wochen.'”®'" Aufgrund des Schweregrades der Nieren-,
Herz- und Gefalischadigung eignet sich das Modell in besonderer Weise zur
Untersuchung der Pathogenese und der Ang ll-bedingten Organschaden, aber auch

fiir die Untersuchung der Wirksamkeit von Inhibitoren.®%'2

2.3.2 Fragestellung

Ziel dieser Arbeit ist es, neue molekulare Mechanismen bei der Pathogenese Ang lI-
vermittelter Endorganschaden herauszufinden. Dabei sollen durch Intervention
pharmakologischer Inhibitoren Erkenntnisse uber molekulare
Signaltransduktionswege bei Ang ll-induzierten Nieren-, Herz- und GefalRschaden

gewonnen werden. Im Detail sollen untersucht werden:
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molekulare Mechanismen bei Ang ll-/Hypertonie-bedingten Nieren-, Herz- und
Gefallschaden

der Zusammenhang zwischen arterieller Hypertonie und Gerinnungsaktivierung
intra- und extravaskular

der Einfluss des Transkriptionsfaktors NF-«B auf die Organschadigung

der Einfluss von Entzindungsreaktionen auf die Organschadigung

die pleiotropen, cholesterinunabhangigen Effekte der HMG-CoA-Reduktase-

Inhibitoren auf den kardiovaskularen Endorganschaden

2.3.3 Ergebnisse und Darstellung einzelner Studienergebnisse

2.3.3.1 Die Wirkung von Renin-Inhibitoren, ACE-Hemmern, AT1-Rezeptor-
antagonisten sowie blutdrucksenkenden Substanzen auf Tissue Faktor
und den Ang llI-vermittelten Endorganschaden (Reprint P4)

Lokale Ang II-Wirkungen sind fur Herz-, Nieren- und Gefaldschadigungen von

'3 Wir haben daher in den letzten Jahren ein transgenes

besonderer Bedeutung.
Tiermodell (dTGR) untersucht, welches das humane Renin- und AOGEN-Gen
iberexprimiert.””"  Unbehandelte ~ dTGR-Ratten  entwickeln  Bluthochdruck,
Niereninsuffizienz, Vaskulopathie und schwere linksventrikulare Hypertrophie mit
fokalen Nekrosearealen, die wahrscheinlich auf der Basis von fibrinoiden Nekrosen
und Gefallverschlissen entstanden sind. dTGR-Ratten entwickeln eine tber 100-
fach erhohte Albuminurie. Die Ang II-Spiegel im Plasma, im Herz und in der Niere

sind, verglichen mit nicht-transgenen Sprague-Dawley (SD)-Ratten, 3- bis 5-fach

erhoht (Abbildung 26).3%174-176
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dTGR (humanes Renin X humanes AOGEN)

Herzhypertrophie

NF-xB Hypertrophie
ANG I * —> Vaskulopathie

AP-1 Entziindung
\ Fibrose

Abbildung 26: Schema des doppelt-transgenen Rattenmodells

Wir konnten in verschiedenen Studien am dTGR-Modell zeigen, dass
Renininhibitoren mit ACE-Hemmern und AT1-Rezeptorblockern vergleichbare

170,177-179 Samtliche

Erfolge bei der Pravention von Organschaden brachten.
Inhibitoren  verhinderten  die  Entstehung  von Myokardinfarkten  und
Nierenschadigungen, die bei unbehandelten Tieren zum Tod flhrten. Die
Endorganschadenprotektion war nicht primar von der HoOhe des Blutdruckes
abhangig. Eine Vergleichsstudie eines Renininhibitors mit der klassischen
antihypertensiven Dreier-Therapie (Reserpin, Dihydralazin und Hydrochlorothiazid)
zeigte, dass bei Normalisierung des Bluthochdruckes nur der Renininhibitor in der

70 Wir konnten

Lage war, die Entstehung des Endorganschadens zu verhindern.
ferner nachweisen, dass Ang Il die Transkriptionsfaktoren NF-xB und AP-1 stimuliert
und somit verschiedene durch NF-«kB und/oder AP-1 regulierte Proteine beeinflusst,
die eine Rolle bei der Entstehung des kardiovaskularen Endorganschadens spielen.
In unbehandelten transgenen Tieren kam es zu einer Aktivierung sowohl der
Adhasionsmolekule ICAM-1 und VCAM-1 als auch des Chemokins MCP-1. Alle 3

Molekule fuhrten schlie8lich zu einer erhéhten Infiltration von Leukozyten (Abbildung

27).
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Abbildung 27: Leukozytenadhasion und Transmigration in dTGR-Ratten

Makrophagen, Granulozyten und T-Zellen setzen daraufhin zytotoxische Stoffe frei,
die dann wiederum die Transkriptionsfaktoren aktivieren (Circulus vitiosus). Zu
weiteren zytotoxischen und pathologischen Parametern, die in dTGR-Ratten
stimuliert waren, zahlen die induzierbare NO-Synthase und der Tissue Faktor. Beide
Gene besitzen in ihrer Promoterregion ebenfalls NF-kB- und AP-1- Bindungsstellen.
Samtliche Inhibitoren verhinderten die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren sowie
die Aktivierung der durch NF-«xB und/oder AP-1 regulierten Gene. Auch die daraus
resultierenden Entzundungsreaktionen und Fibrosierung sowie die Bildung von
prokoagulativen Substanzen im Herzen und der Niere konnten vermindert werden.

Tissue Faktor ist ein Schlusselprotein, welches sowohl Gerinnungsprozesse initiiert
als auch eine intrazelluldre Signaltransduktion einleitet."® Somit kommt diesem
Protein eine besondere Bedeutung zu. Wir haben in mehreren Studien die
Expression von Tissue Faktor untersucht.'”>'7%'® Die Expression und Aktivitéit von
Tissue Faktor ist erhoht in GefalRen, Nieren und am Herzen von dTGR ist deutlich

erhoht gegenuber SD Organen. Wir konnten ebenfalls zeigen, dass in den gleichen
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Organen jeweils die Aktivitdt und Expression der Transkriptionsfaktoren NF-kB und
AP-1 erhoht sind.

In einer Interventionsstudie mit dem Endothelin-Antagonisten Bosentan konnten wir
zeigen, dass der kardiovaskulare Endorganschaden deutlich reduziert wurde, obwohl
der Effekt auf den Blutdruck nur gering war.'®' Dihydralazin hatte bei gleichem Effekt
auf den Blutdruck keinen positiven Einflud auf den kardiovaskularen
Endorganschaden. In der Studie haben wir die Expression und Aktivitat von NF-«xB,
AP-1 und Tissue Faktor untersucht. Die immunohistochemische Analyse mit
Phasenkontrastmikroskop zeigt die Lokalisation von aktiviertem NF-kB/p65 in der
Niere. Die Expression von p65 ist erhoht im Endothel, in glatten Muskelzellen der
kleinen Gefalte, Glomeruli, Entziindungszellen und Tubuli von unbehandelten dTGR

Tieren (Abbildung 28). In nicht-transgenen SD Tieren war eine Expression von

aktiviertem p65 nicht nachweisbar.

Abbildung 28: Expression von aktiviertem NF-kB/p65 in Nieren von dTGR Tieren
(obere Reihe) und nicht transgenen SD-Tieren (untere Reihe).
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Parallel zur einer erhéhten Expression von NF-kB war die Aktivitat von NF-xB in den
Nieren von unbehandelten dTGR im Vergleich zu SD erhoht. Bosentan reduziert die
NF-xB-Aktivitat deutlich. Dihydralazin-behandelte Nieren zeigen weiterhin eine
erhohte NF-kB-Aktivitat , vergleichbar mit unbehandelten dTGR (Abb. 29 A - C). Die
Expression des wichtigsten Inhibitors fur NF-kB, 1kBa, ist reduziert in dTGR (Abb. D).
Bosentan-Therapie verhindert die Degradation von IkBa, wahrend Dihydralazin
keinen Einfluss hat. Die Abbildungen E - G zeigen die DNA-Bindungsaktivitat von
AP-1 im Herzen. AP-1 Aktivitat war erhoht in dTGR im Vergleich zu SD und konnte
durch Bosentan reduziert werden.
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Abbildung 29: NF-kB-Aktivitat in Nieren (Abb. A), Kompetition mit unmarkierten
Oligonukleotiden (Abb. B), Quantifizierung des NF-xB Bandshift (Abb. C), Expression
von lkBa (Abb. D), AP-1-Aktivitat im Herzen (Abb. E), Kompetition mit unmarkierten
Oligonukleotiden (Abb. F), Quantifizierung der AP-1- Bandshift (Abb. G)
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Abbildung 30 A-D zeigt die Expression von NF-kB, Abbildung E-G die Expression
von Tissue Faktor in konsekutiven Schnitten. Die Expression von Tissue Faktor ist
erhdht in unbehandelten und Dihydralazin behandelten dTGR (Abb. 30E und G),
wahrend Bosentan die Tissue Faktor Expression deutlich reduzieren kann (Abb. F).

Die Regionen, in denen eine vermehrte Tissue Faktor Expression aufweisen, zeigen

auch eine erhohte NF-xB Expression.

dTGRYHYD - e
Abbildung 30: A — D: Expression von NF-«xB, in konsekutiven Schnitten (Abb. 30 E —
H) ist die Expression von Tissue Faktor dargestellt.
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In einer weiteren Inhibitorstudie mit einem Endothelin-Converting-Enzyme- (ECE)
Inhibitor konnten wir zeigen, dass der kardiovaskulare Endorganschaden durch diese
Therapie positiv beeinflusst wird, wahrend der renale Schaden unbeeinflusst
bleibt.”®' Die Mortalitdt wurde durch den ECE-Inhibitor signifikant gesenkt. Dabei
zeigte sich, dass die extrazellulare Matrixbildung durch den ECE-Inhibitor reduziert
wird. Die Expression von Collagen | und Fibronektin sind in der Adventitia und um die
Gefalle herum besonders hoch in dTGR, werden aber durch den ECE-Inhibitor
deutlich gesenkt. Weiterhin haben wir die kardiale Expression von Tissue Faktor
untersucht. In dTGR ist die Expression von Tissue Faktor am hochsten in der
Gefallwand, der Adventitia und in Entzindungszellen. Abbildung 31 zeigt die
Expression in dTGR sowie die Reduktion der Expression durch den ECE-Inhibitor.
Die Expression in ECE-Inhibitor behandelten dTGR ist jedoch noch immer hoher als

in nicht-transgenen SD-Tieren.

Tissue Factor

dTGR dTGR+ECE-I SD

Abbildung 31: Tissue Faktor-Expression in kardialen Gefallen
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2.3.3.2 Reprint P 4

Dechend R*, DN Muller*, EMA. Mervaala*, A Fiebeler, JK Park, F Schmidt, J Theuer,
V Breu, N Mackman, T Luther, DC Gulba, D Ganten, H Haller, FC Luft
AT1 receptor blockade reduces tissue factor via inhibition of NF-kB and AP-1 in
angiotensin ll-induced cardiac damage

Am J Pathol. 2000;157:111-22

*shared co-author (contributed equally)
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2.3.3.3 Die Wirkung von anti-entzindlichen und immunsuppressiven
Inhibitoren auf NF-kB, Entziindung und den Ang ll-vermittelten
Endorganschaden (Reprint P5 und P6)
Die Erkenntnis, dass verschiedene Behandlungen, die indirekt immer wieder die
Leukozyteninfiltration verhindert hatten, Organschaden verbessern, fuhrte zu der
Hypothese, dass in dem untersuchten Tiermodell Entzindungsreaktionen eine
entscheidende Rolle bei der Pathogenese der Endorganschaden spielen konnten.
Wir haben daher Studien mit anti-entzindlichen Inhibitoren (PDTC, Aspirin,
Etanercept (l6slicher TNFa-Rezeptor)), die die Aktivierung von NF-«B verhindern,
sowie mit immunsuppressiven Substanzen wie Cyclosporin, Dexamethason und
Mykophenolat-Mofetil durchgefiihrt.'®%'8 Samtliche Inhibitoren verbesserten den Ang
ll-vermittelten Organschaden. Es war besonders erstaunlich, dass eine
immunsuppressive Therapie, in einem per se nicht-immunologischen Modell, eine
derart organprotektive Wirkung ergab. Es zeigte sich auch hierbei immer wieder,
dass die Organprotektion nicht direkt mit der Hohe des Blutdruckes korreliert.
Wir haben 2 Interventionsstudien mittels PDTC und Aspirin mit dem Ziel
durchgefuhrt, NF-xB und die daraus resultierenden Entzindungsreaktionen am
Herzen und in der Niere zu hemmen.®*® Eine chronische Behandlung der dTGR-
Ratten mit dem Antioxidans Pyrrholidondithiocarbamat (PDTC), einem
unspezifischen NF-«B-Inhibitor, reduzierte die Albuminurie um mehr als 95% und
verbesserte die Herzhypertrophie signifikant, obwohl der Blutdruck mit 168 mm Hg
immer noch deutlich hoéher lag als bei nicht-transgenen Kontrolltieren.”* PDTC
hemmte die NF-kB-Aktivitat am Herzen und in der Niere, nicht jedoch die von AP-1.
Die Makrophagen-Infiltration war unter PDTC geringer als bei unbehandelten dTGR-
Ratten. Die Ergebnisse sind in Reprint P5 dargestellt.
In einer weiteren Studie behandelten wir dTGR-Ratten mit einer niedrigen,
thrombozytenaggregationshemmenden und einer hohen anti-rheumatischen Dosis
Aspirin.?® Yin et al. zeigten, dass Aspirin in Zellkuturexperimenten die |-kB-Kinase

(IKK)-beta, die NF-kB-Aktiviert, hemmen kann. Wir untersuchten deshalb, inwieweit
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Aspirin die kKB in vivo inhibiert und so den Ang ll-vermittelten Endorganschaden
verbessern kann.'®

Uberraschenderweise reduzierte nur die hohe Dosis von Aspirin (ASS 600) die
Mortalitat signifikant, wahrend die geringe Aspirin-Dosis (ASS 25) keinen Einfluss auf
die Mortalitdt hatte. Beide Aspirin-Dosierungen hatten keinen Einfluss auf die
arterielle  Hypertonie im Vergleich zu Placebo-behandelten dTGR. Die
Herzhypertrophie ebenfalls wurde mittels Echokardiographie untersucht. Es zeigte
sich, dass die Herzhypertrophie durch ASS 600 deutlich reduziert wurde, wahrend
ASS 25 keinen Einflu hatte. Auch der Nierenschaden (z.B. Albuminurie) wurde
durch ASS 600 signifikant geringer. Die niedrige Dosis schien unwirksam zu sein.
AnschlieRend untersuchten wir die Thromboxanspiegel. Wir fanden, dass dTGR-
Ratten mit hohen wie auch niedrigen Dosen Aspirin, im Vergleich zu unbehandelten
dTGR-Ratten, signifikant niedrigere Thromboxan-B2-Spiegel hatten. Diese
Ergebnisse sprechen dafur, dass die organprotektive Wirkung von Aspirin nicht durch
die Thrombozytenaggregation erklart werden kann.

Wir untersuchten deshalb die Transkriptionsfaktoren NF-«xB und AP-1. Beide
Transkriptionsfaktoren wurden am Herzen und in der Niere nur durch die hohe Dosis
Aspirin signifikant gesenkt. Als nachstes untersuchten wir, ob die NF-kB-Aktivierung
durch chronische aktivierte IkB-Kinasen entsteht. Die lkK-Aktivitdt aus Nieren war
erhoht in dTGR Ratten und wurde durch Aspirin gesenkt. Neben der Aktivitat war
auch die Expression des IKK-Komplexes in den Nieren von dTGR erhoht. Als
wichtiges NF-«B- und AP-1-reguliertes Protein in der Entzindungsreaktion haben wir
das Adhasionsprotein VCAM-1 untersucht. Es zeigte sich, dass die Expression in
Gefalden von Herz und Nieren der Placebo-behandelten dTGR Ratten erhoht ist. Nur
die hohe Dosis Aspirin inhibiert die erhdohte Expression von VCAM-1. Weiterhin
wurde die Expression des naturlichen Liganden von VCAM-1: VLA-4 ebenfalls durch

die hohe Dosis Aspirin gesenkt.



2.3.3.4 Reprint P 5
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Inhibition of NF-kB protects against end-organ damage in rats with human renin and
angiotensinogen genes.
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2.3.3.6 Die Untersuchung des cholesterinunabhangigen Wirkmechanismuses
von Statinen in-vivo und in-vitro (Reprint P7)

HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren haben protektive Wirkung bei Patienten mit
kardiovaskuldren Erkrankungen.'® Die cholesterinsenkende Wirkung scheint nicht
der alleinige Mechanismus fiir den positiven Effekt der Statine zu sein.™’” Wir wollten
deshalb untersuchen, welchen Einfluss der HMG-CoA-Reduktase-Inhibitor
Cerivastatin in vivo auf den Ang Il-vermittelten Endorganschaden hat. Die
Sterblichkeit betrug in der dTGR-Gruppe nach 7 Wochen 45%; Cerivastatin
reduzierte die Mortalitat signifikant auf 20%. Auch die Herzhypertrophie ging unter
Cerivastatintherapie signifikant zurtck, war jedoch gegenuber gesunden, nicht-
transgenen SD-Ratten erhoht. Die Plasmacholesterinwerte der drei Therapiegruppen
unterschieden sich nicht. Albuminurie, Plasmaharnstoff und Plasmakreatinin, die in
dTGR-Ratten stark erhoht sind, wurden durch Cerivastatin ebenfalls signifikant
gesenkt, ebenso der Blutdruck. Wir glauben aber, dass dies kein direkter Effekt von
Statinen auf den Blutdruck, sondern ein sekundarer Effekt durch Verhinderung einer
terminalen Niereninsuffizienz ist. Letztendlich konnen wir aber einen direkten Effekt
mit dieser Studie nicht ganz ausschlieen. Im dbrigen wurde die extrazellulare
Matrixproduktion wie auch die zellulare Infiltration und Expression der
Adhasionsproteine ICAM-1 und VCAM-1 im Herzen und in der Niere durch
Cerivastatin deutlich gesenkt, wobei jedoch alle Werte hoher waren als in gesunden

SD-Ratten (Abbildung 32)

-78 -



dTGR CERI SD

Abbildung 32: ICAM 1 Expession in der Niere

Als nachstes haben wir die Signaltransduktionskaskade untersucht. dTGR-Ratten
zeigen eine erhdohte Expression von aktivierter phosphorilieter ERK 1/2
(extrazellulare signalregulierte Kinase), insbesondere in der GefalBwand, im

Interstitium und in den Glomeruli. p-ERK wurde durch Cerivastatin stark reduziert
(Abbildung 33).

Abbildung 33: ERK 1/2 Expression in der Niere

Auch die NF-kB- und AP-1- Aktivitdt wurde in der Niere durch Cerivastatin reduziert.
Um zu zeigen, dass die Effekte des Cerivastatins tatsachlich unabhangig vom
Blutdruck und Cholesterin sind, haben wir die Signaltransduktion in vitro untersucht.

Ang lI-Stimulation fuhrte zur ERK 1/2-Phosphorilierung und konnte durch Cerivastatin
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gehemmt werden (Abbildung 34). Um zu zeigen, dass Proteine wie Ras, Rho und
Rac involviert sind, haben wir den hemmenden Effekt von Cerivastatin durch

Mevalonat oder Farnesylphosphat aufgehoben.

*p<0.05

Intensity
(arbitrary ubits)

*

+angll + CERI
+ang Il

+ CERI +ang Il

Abbildung 34: pERK Phosphorilierung in VSMC nach Stimulation mit Ang Il

2.3.3.7 Reprint Paper 7

Dechend R, Fiebeler A, Park J-K, Muller DN, Theuer J, Mervaala EMA, Bieringer M,
Gulba D, Dietz R, Luft FC, Haller H:
Amelioration of angiotensin ll-induced cardiac Injury by an HMG-CoA reductase
inhibitor.

Circulation 2001;104:576-81.
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2.3.4 Diskussion und Ausblick

Arterielle Hypertonie stellt einen der wichtigsten Risikofaktoren fur vaskulare, renale
und kardiale Organschaden dar.** Dass eine erhéhte kardiovaskuldre und renale
Morbiditat und Mortalitdt durch eine konsequente antihypertensive Therapie gesenkt
werden kénnen, ist durch viele Studien belegt.* Die pathophysiologischen und
molekularen Mechanismen, die zum renalen Endorganschaden flhren, sind jedoch
noch weitgehend ungeklart.® Aus pathologisch-anatomischen Untersuchungen ist
bekannt, dass die ersten Schaden an den Nierengefallen stattfinden, gefolgt von
einer Nephrosklerose mit sekundaren Schaden an Glomeruli und Tubuli. Die
Spatstadien gehen mit einer Einschrankung der Nierenfunktion bis zur
dialysepflichtigen Niereninsuffizienz einher.'®

Einer der wichtigsten Faktoren in diesem Prozess ist das Oktapeptid Angiotensin II,
das Schlusselenzym des lokalen und zirkulierenden Renin-Angiotensin-Systems. Die
physiologische und zellulare Wirkung von Ang Il wird Uber zwei verschiedene Ang II-
Rezeptoren (AT1 und AT2) vermittelt.'® Ang Il ist ein multifunktionelles Peptid, das
stark vasokonstriktiv wirkt und an Herz und Gefalden zu einer Hypertrophie fuhrt. Ang
Il wirkt als direkter Wachstumsfaktor und induziert die Fibrogenese.'®® Zusitzlich
stimuliert Ang |l zirkulierende Leukozyten und endotheliale Zellen und fordert
dadurch entzindliche Veranderungen sowie die Akkumulation von extrazellularer
Matrix und Gerinnungsproteinen.'®® Beide biologischen Effekte werden durch
verschiedene Signaltransduktionswege vermittelt, die durch Ang ll-vermittelte
Entzindungsreaktion scheint als pathogenetisch wichtigster Mechanismus in den
Vordergrund zu treten.'®

Wir haben zeigen kdnnen, dass die Reduktion des Endorganschadens an Niere und
Herz nicht primar von der Beeinflussung des Blutdrucks abhéangt. Eine Inhibierung
des Renin-Angiotensin-Systems  (durch ACE-Hemmer, AT1-Blocker oder
Reninantagonsten) fuhrte teilweise unabhangig von deren Effekt auf den Blutdruck
zu einer Reduktion bzw. Beseitigung des Endorganschadens.’”®'"* Demgegeniiber

senkte die Dreier-Therapie aus Hydralazin, Reserpin und Hydrochlorothiazid effektiv
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den Blutdruck, doch fuhrte diese Therapie nicht zu einer Abnahme der Mortalitat und
des Endorganschadens. Dieses "Uncoupling" von hypertoniebedingtem
Endorganschaden und Senkung des arteriellen Blutdrucks hat dazu gefuhrt, dass wir
vermehrt das lokale RAS untersucht haben, um die zelluldaren Mechanismen
aufzuklaren, die fur die Entstehung des Endorganschadens verantwortlich sind.
Dabei konnten wir zeigen, dass die Aktivitat und Expression von NF-xB in den
Gefalden, im Herz und in der Niere von dTGR stark gesteigert sind.

Die Bedeutung der Ang ll-induzierten NF-kB-Aktivierung und konsekutiv
unterhaltenen Entzindungsreaktion wurde durch pharmakologische
Interventionsstudien gestarkt. Die Gabe des Antioxidants PDTC senkte die Mortalitat
um 40 % und verringerte den Endorganschaden an Herz und Niere.*® Die
Albuminurie unter PDTC nahm um 95 %, die Infiltration von Makrophagen in der
Niere um 70 % und im Herzen um 60 % ab. Wie bereits in der Literatur beschrieben,
konnten wir eine verringerte Expression und Aktivitat von NF-xB durch PDTC
aufweisen, wahrend AP-1 unverandert blieb. Demgegenuber war der Effekt auf den
Blutdruck durch PDTC zu vernachlassigen. Dies ist fur uns ein wichtiger Hinweis,
dass der Blutdruck per se nicht die einzige Determinante fur die Entstehung des
Endorganschadens ist. Weitere pharmakologische Interventionen mit Cyclosporin A,
Aspirin in hoher Dosierung und Dexamethason fuhrten trotz hdherem Blutdruck als in
der dTGR-Gruppe durch ihre anti-inflammatorische Potenz zu einer Reduktion des
Endorganschadens.98'182'183 Im einzelnen sahen wir bei allen drei Therapieansatzen
eine Abnahme der Albuminurie, der Nephrosklerose (Abnahme von Collagen |, 1V,
Laminin und Fibronektin), eine Reduktion der Mortalitat, der Herzhypertrophie und
der  Makrophageninfiltration, sowie eine verringerte = Expression  von
Adhasionsmolekilen, NADPH-Oxidase, iNOS und Gerinnungsproteinen. Aufgrund
der Tatsache, dass alle untersuchten Proteine, von denen bekannt ist, dass sie an
der Entstehung eines Endorganschaden beteiligt sind, durch NF-kB reguliert werden

und wir bei allen erfolgreichen Therapiestrategien eine Reduktion der Expression und

-82-



Aktivitat von NF-xB gefunden haben, sind wir der festen Uberzeugung, dass NF-xB
eine Schlusselrolle bei Ang ll-induzierten Endorganschaden spielt.

Ziel dieses Projektabschnittes war es, neue molekulare Mechanismen bei der
Pathogenese Ang ll-vermittelter Endorganschaden herauszufinden. Die Entstehung
von Ang ll-vermittelten Endorganschaden ist durch komplexe Interaktionen
verschiedener endo- und parakriner Systeme bedingt.’®" Das lokale Gewebe-Renin-
Angiotensin-System war, wie auch Endothelin-1, Aldosteron sowie die RAS-
Signaltransduktion, an der Pathogenese des Ang ll-vermittelten Endorganschadens
beteiligt.'®® Die Organschadigung war nicht primar durch den hohen Blutdruck
bestimmt. In vivo stellt sich die Differenzierung von hamodynamischen und nicht-
hamodynamischen Ang I[I-Wirkungen nicht ganz einfach dar. Griffin et al. zeigten,
dass Ang Il bei Ratten, zum Teil Uber blutdruckunabhdangige Mechanismen, zu
GefaRhypertrophie fiihrt."”® Eine gleichzeitige Infusion von Ang Il und dem
Vasodilatator Dihydralazin fuhrte zu einer blutdruckunabhangigen Proliferation von
Zellen in den Mesenterialgefallen und Karotiden. In transgenen Mausen, die Ratten-
Aogen lokal im Herzen Uberexpremieren, kam es zu einer lokalen Ang Il-Produktion,
die wiederum, blutdruckunabhangig, eine Myokardhypertrophie ausléste.’®* Bei einer
Vielzahl der in dieser Arbeit untersuchten Inhibitoren (Endothelin-Rezeptorblocker,
Statin, Aldosteron-Antagonist, Aspirin, PDTC, Etanercept, Dexamethason,
Mycophenolat-Mofetil) war der Blutdruck signifikant hoher als in nicht-transgenen SD-
Ratten,9398.170.175.178.181-183.195.1% nyje in vitro Wirkung von Statinen zeigte bei unseren
Zellkulturexperimenten zur Ang ll-stimulierten ERK1/2-Phosphorilierung ebenfalls
einen blutdruckunabhangigen Einfluss.'®’

Ein weiterer Hauptbefund war, dass entzlindliche Prozesse eine Schllsselrolle in der
Entstehung des kardiovaskuldren Endorganschaden spielen.'®® Vor wenigen Jahren
ist NF-xB als ein essentieller Transkriptionsfaktor, der Entzindungsreaktionen
aktiviert und reguliert, beschrieben worden.®® NF-xB ist in Makrophagen,
Endothelzellen, glatten GefalBmuskelzellen, Glomeruli und Tubuli existent. Im

Gegensatz zu den meisten Transkriptionsfaktoren liegt NF-xB im unaktivierten



Zustand komplexgebunden an seinem Inhibitor 1kB im Zytoplasma vor.'® Durch eine
Vielzahl von externen Stimuli (TNFa, IL-1, PDGF) kommt es Uber den lkK-Komplex
zur Phosphorilierung und Degradation von IkB. Nach der IkB-Degradation kdnnen
die NF-xB-Dimere in den Nukleus gelangen, sich an kB-Stellen binden und somit die
Aktivierung von Zielgenen induzieren.®® Dazu gehoren neben vielen anderen IL-1, IL-
6, IL-8, Interferon-y, TNFa, die Adhasionsmolekile ICAM-1 und VCAM-1, die
Gerinnungsproteine Tissue Faktor und PAI-1 sowie das Chemokin MCP-1.%°> Ang II
kann NF-kB Uber den AT1- wie auch Uber den AT2-Rezeptor aktivieren.?® Eine
klassische Hemmung mit RAS-Inhibitoren konnte - ebenso wie eine Blockade von
Endothelin-1 oder die Signaltransduktionshemmung durch Statine bzw. TNFa
Hemmung mit Etanercept - die NF-kB-Aktivierung in dTGR-Nieren und am Herzen
reduzieren.® 175179201 Ajle |nhibitoren waren auRerdem in der Lage, die Leukozyten-
Infiltration zu reduzieren sowie verschiedene durch NF-kB-regulierte Gene zu
hemmen. Ein mdglicher Signaltransduktionsweg, wie Ang Il NF-kB aktivieren kdnnte,
ist die Stimulation der membrangebundenen NAD(P)H-Oxidase und eine daraus
resultierende Sauerstoffradikalbildung.?*>?% Unsere Studie mit PDTC ergab, dass
ein Antioxidans in vivo NF-kB und so auch die Entziindungsreaktion unterdriickt.*?
Dexamethason-Behandlung konnte in vitro die Sauerstoffradikalbildung sowohl bei
Ang Il-stimulierten Makrophagen als auch in dTGR-Nieren hemmen."®® Verschiedene
Autoren haben gezeigt, dass NF-«xB auch bei kardiovaskularen Erkrankungen von
Bedeutung ist. Morishita et al. konnten durch NF-kB-Inhibition mit der “Decoy’-
Methode den Infarkt nach Reperfusionsschaden verringern.®* So konnten auch
Tomita et al. die Organschadigung durch “NF-kB-Decoys” bei Glomerulonephritis und
bei entziindlichen Transplantationsschaden verringern.?®* Ruiz-Ortega et al. und
andere Arbeitsgruppen haben ebenfalls zeigen kdnnen, dass NF-kB durch Blockade
des RAS gehemmt werden kann.®?%2%® Die Arbeitsgruppe von Remuzzi hat
beschrieben, dass Albumin NF-kB auch bei Zellkulturexperimenten in Tubuluszellen
aktivieren kann.?” Bei Nierenschaden mit Albuminurie kdnnte somit eine erhohte

Belastung der Tubuli durch Albumin zu einem NF-kB-vermittelten entzindlichen



Schaden fuhren. Wir kdnnen diesen Mechanismus fur unsere dTGR-Ratten zwar
nicht komplett ausschliel3en, wir meinen aber, dass er eher unwahrscheinlich ist, da
unveroffentlichte Daten unserer Gruppe belegen, dass 4-5 Wochen alte dTGR-
Ratten noch keine ausgepragte Albuminurie, aber schon eine signifikant erhohte
Entzindungsreaktion zeigen.

Kopp et al. und Pierce et al. konnten mit Asprin bzw. Salicylat die Aktivierung von
NF-xB verhindern.?°®2% Unsere Studie mit Aspirin bestatigte in einem in vivo Modell
die in vitro Ergebnisse von Pierce. Wie in den Zellkulturexperimenten konnten auch
in vivo nur sehr hohe Aspirindosen NF-«xB hemmen und die Herz- und
Nierenschaden verringern. Allerdings hemmten hohe Dosen Aspirin nicht nur NF-«xB,
sondern auch AP-1. AP-1, ein weiterer wichtiger Transkriptionsfaktor, der bei
Herzhypertrophie von Bedeutung ist, reguliert verschiedene Matrixmolekile wie
Kollagen | und IV sowie Fibronektin. Die Matrixbildung ist in unbehandelten dTGR-
Ratten stark ausgepragt und konnte durch Aspirin, aber auch durch RAS-Blockade,
Endothelin-Rezeptorblocker, Statine und Aldosteronantagonisten reduziert werden.
Auch die daraus resultierenden Entzundungsreaktionen, die Fibrosierung sowie die
Bildung von prokoagulativen Substanzen im Herzen und der Niere konnten

vermindert werden (Abbildung 35).
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Abbildung 35: schematische Darstellung der pathophysiologischen Mechanismen,
die zu dem Ang ll-vermittelten Endorganschaden flhren
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2.4 Projekt 4: Die Bedeutung aktivierender Autoantikorper gegen den

Angiotensin 1-Rezeptor und der Entziindungsreaktion in der

Praeklampsie

2.4.1 Einleitung

2.4.1.1 Allgemeines

Praeklampsie ist definiert als ein Anstieg des Blutdrucks nach der 20.
Schwangerschaftswoche auf (>140/90 mm Hg) mit Proteinurie (> 300 mg/l) in
Patientinnen, die vorher keine Hypertonie oder Nierenveranderungen aufgewiesen
haben?'’. Unter Eklampsie versteht man das Auftreten von Krampfen bei
Patientinnen mit Praeklampsie. Es kommt zu charakteristischen Veranderungen in
Plazenta, Niere und Leber.?"" Praeklampsie hat die hochste Inzidenz in der ersten
Schwangerschaft. Insgesamt 5-10 % aller Schwangerschaften weltweit entwickeln
eine Praeklampsie. Die Unterschiede sind aber regional sehr grol3 und variieren von
2-5% bis maximal 19%. Nach neuesten Untersuchungen gehen in Deutschland 25%
aller maternalen und fetalen Komplikationen in der Schwangerschaft/Geburt auf eine
Praeklampsie zuriick.?'> Damit ist die Praeklampsie eine Hauptursache fiir
mutterliche Morbiditdt und Mortalitat sowie die Hauptursache fur kindliche
Friihgeburtlichkeit und Morbiditat.*> Die Haufigkeit der Praeklampsie nimmt mit jeder
folgenden Schwangerschaft ab und ist so bei der zweiten Schwangerschaft um das
6-8fache niedriger.?'® Dieser relative Schutz in den folgenden Schwangerschaften ist
nicht mehr vorhanden, wenn die Kinder mit verschiedenen Vatern gezeugt werden,
was die Bedeutung der vaterlichen Gene in der Pathogenese unterstreicht.** Die
Inzidenz  von  Praeklampsie ist erhoht bei jungen  Schwangeren,
Mehrlingsschwangerschaften, Diabetes mellitus, Ubergewicht und anderen
Erkrankungen, die mit einer Autoimmunkrankheit assoziiert sind (wie Anti-Cardiolipin
Antikdrper-Syndrom)." Die Haufigkeit einer Praeklampsie steigt mit dem

Fortschreiten der Schwangerschaft und beginnt selten vor dem Ende des 2. Drittels
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der Schwangerschaft. Die Symptome einer Praeklampsie verschwinden rasch nach
Beendigung der Schwangerschaft.?'®

Auch die initiale Hoffnung, dass durch rapide Blutdrucksenkung sowie durch Gabe
von Aspirin  und Kalzium bzw. durch konsequente Behandlung von
Schwangerschaftshypertonie die Inzidenz und der Schweregrad der Praeklampsie
verringert werden konnten, hat sich nicht erfiillt.?'® Bisher konnten die
pathophysiologischen Veranderungen und die molekularen Mechanismen in der
Praeklampsie in vivo nicht untersucht werden.*> Aus diesem Grund ist weitere
wissenschaftliche Erforschung der Mechanismen und der Therapie der Praeklampsie
erforderlich. Die Ursache fur Praeklampsie ist trotz intensiver Forschung noch
ungeklart?’” Nach dem jetzigen Stand der Wissenschaft sind aber eine
immunologische Komponente und eine Fehlregulation des Renin-Angiotensin

Systems in dem Krankheitsprozess involviert.*”*'®

2.4.1.2 Pathologische Veranderungen sowohl der Plazenta und des
praplazentaren GefaBbettes als auch extraplazentarer Organe

Es wird ein akuter arteriosklerotischer Prozel® der Basalarterien, und zwar in ihrem
myometrialen Abschnitt und am Ubergang zur intradezidualen Spiralarterienstrecke
beobachtet.?’ Dabei treten fibrinoide Wandnekrosen, eine diffuse Fibrininsudation,
Lipidakkumulation, Makrophagen und perivaskulare monozytare Infiltrate sowie
zusatzliche Fibrinthromben auf. Was die Plazenta anbelangt, handelt es sich um eine
Veranderung, die als Folge einer chronischen bzw. akuten Durchblutungsstorung
anzusehen ist. Charakteristisch hierbei ist als erstes das vermehrte Auftreten von
Proliferationsknospen am Chorionepithel als Antwort auf einen durch die intervillose
Hypoperfusion bedingten Sauerstoffmangel.*° Bei anhaltender
Durchblutungsinsuffizienz gehen die Knospen in regressiv veranderte Epithelknoten
mit Kern-und Zelluntergang Uber. Die hypoxische Schadigung des Epithels fuhrt lokal
zur Hyperkoagulabilitat mit inter-und perivilléser Fibrinbildung und herdférmiger

Verddung des Intervillosums, zu Konfluenz dieser Herde und zu mikro- und
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makroskopisch erkennbaren Gitterinfarkten mit progressiver Einschrankung der
plazentaren Austauschflache.?”® Die intervilldse Mangeldurchblutung hat herdférmig
eine Minderung auch des intravilldsen fetalen Blutdurchflusses zur Folge.??' Dies
fuhrt zu Fibrintranssudation in das Zottenstroma (intravilldses Fibrin, fibrinoide
Zottendegeneration) und zu einer fortschreitenden Fibrose des Zottenstromas.
Haufige Zeichen einer kompensatorischen reaktiven Blutraumgewinnung in der

Plazenta sind eine Angiomatose oder eine Zottenfriihreife.?

Infolge einer
vorzeitigen Losung und einer akuten Durchblutungsinsuffizienz treten akute
hamorrhagische Infarkte auf, die durch Alterung in chronische Herde Ubergehen
kdnnen.?? Weitere wesentliche pathologische Veranderungen sind in folgenden
Organen nachweisbar.

Niere: Auf Grund der pathophysiologischen Veranderungen kommt es zu einer
Schwellung der Endothelzellen mit Einengung bis Obliteration der
Glomerulumkapillarlichtungen®* und zu herd- und bandférmigen Fibrinablagerungen
zwischen Basalmembran und Endothelzelle.?® Bei praexistenter Hypertonie entsteht
dabei eine Gefalisklerose. Postpartal kommt es zu einer Ruckbildung dieser
Veranderungen.??®

Leber: Im Frihstadium der Praeklampsie ist sie nicht betroffen.?’® Bei
praeklamptischen Todesfallen jedoch findet man in 80-90% der Falle eine
Organminderdurchblutung aufgrund von Gefallspasmen sowie fibrinreicher
Gefallwandnekrosen mit Lumeneinengung und disseminierten Fibrinthromben.
Makroskopisch sieht man eine grof3e bunte Leber mit Wechsel blasser anamischer
und rotlicher hamorrhagischer Partien. Mikroskopisch findet man
Parenchymnekrosen, Blutungen, Blutseebildungen und subkapsulare
Hamatomausbreitung.*?

Gehirn: Man beobachtet Gefallwandnekrosen, Fibrinthromben, petechiale Blutungen,

Rindennekrosen und Marklagererweichungen.
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2.4.1.3 Hypothesen der Praeklampsieentstehung

Da die Ursache der Praeklampsie noch nicht bekannt ist, gibt es verschiedene
Theorien.*? Diese lassen sich in drei Kategorien einordnen.

Genetische Ursachen: Verschiedene Autoren haben auf eine genetische
Pradisposition bei der Entstehung der Praeklampsie hingewiesen.*® Chesley
beobachtete vor einigen Jahren, dass Tochter und Schwestern von
praeklamptischen Frauen ein 30%iges Risiko besitzen, an Praeklampsie zu

" Somit konnte die

erkranken, gegeniiber 5 % in der Normalbevélkerung.?
Praeklampsie durch einen rezessiven bzw. einen dominanten Erbgang mit
unvollstandiger Penetranz erklart werden. Diese Penetranz kénnte vom fetalen
Genotyp abhiangen.?'® Alternativ zeigen andere Experimente, dass die vaterlichen
Gene fiir die unvollstindig Penetranz verantwortlich gemacht kénnen.?”® Die
Arbeitsgruppe von Ward hat zeigen konnen, dass ein Polymorphismus im
Angiotensin-Gen zu einer erhdhten Inzidenz von Praeklampsie fuhrt. Diese Mutation
fuhrt ebenfalls zu einer erhdohten Expression des Angiotensin-Proteins in der
Plazenta.?®

Plazentare Ischamie*®: Um ein ausreichendes Nahrstoffangebot fiir das ungeborene
Kind zur Verfugung zu stellen, muss die Plazenta auf ein "Niederdruck"-System
umgestellt werden, d.h. die Arterien in der Plazenta miissen umgebaut werden.?*
Sie durfen - im Gegensatz zu den anderen Gefalden im Korper der Schwangeren -
nicht auf vasokonstriktorische  Stimuli  reagieren.** Die  potentesten
vasokonstriktorischen Stimuli sind Angiotensin (ANG) IlI, Thromboxan und
Endothelin.?®' Die Plazenta erreicht die Nicht-Ansprechbarkeit auf solche Reize,
indem die glatte Muskelschicht und die Endothelzellen durch einwandernde
Trophoblasten zerstort und ersetzt werden. Eine wichtige Voraussetzung fur diesen
Vorgang ist die Differenzierung der Trophoblasten, die dadurch einen anderen
Phanotyp (vaskuldrer Phanotyp) annehmen.?®' Durch eine plazentare Ischamie

kommt es zu einer Unterfunktion dieser Trophoblasten. Anders als ein vaskularer

Phanotyp exprimiert der ischamische Trophoblast Zytokine, Gerinnungsproteine und
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Sauerstoffradikale, was zu einer endothelialen Dysfunktion fiihrt.?*? Die Ursache fiir
die plazentare Ischamie ist noch nicht identifiziert. Viele Autoren sehen eine
ursachliche Beteiligung des Renin-Angiotensin-Systems an der Ischamie, indem das
RAS eine vermehrte Vasokonstriktion ausiibt.?>® Es konnte gezeigt werden, dass die
Konzentration von Renin in der Plazenta von praeklamptischen Schwangeren erhoht
war. Gant et al. stellten eine Hypersensitivitdt bei praeklamptischen Frauen
gegenuber Angiotensin Il fest.

Immunologische Ursachen®’: Die Interaktionen zwischen dezidualen Leukozyten und
dem invasiven Cytotrophoblast ist essentiell far die normale
Trophoblastentwicklung.?** Auffllig dabei ist, dass in der gesunden Plazenta eine
einzigartige immunologische Konstellation vorliegt, die Toleranz gegen die kindlichen
Antigene erméglicht.** Was genau diese immunologische Toleranz bewirkt, ist
unklar. Sowohl der HLA-Typus der Trophoblasten als auch die vorhanden
Entzindungszellen (sogenannte "large granular Lymphocytes") sind einzigartig im
Korper.2®> Bei der Praeklampsie ist die Interaktion zwischen Trophoblast und
Leukozyt gestort. Statt der "schwangerschafts-schitzenden" Zytokine wie Interleukin-
8, Interferon-y werden die Cytokine gebildet, die die oben beschriebenen endotheliale
Dysfunktion verstirken.?*? Eine mdgliche Ursache fiir das gestérte Zusammenspiel
konnte das Auftreten von Autoantikérpern sein. Dadurch wird die protektive

Immunantwort in eine aggressive moduliert.?*®

2.4.1.4 Vorarbeiten

Wahrscheinlich spielen frihe Stérungen der Plazentation eine wesentliche Rolle fur
die Entwicklung der Praeklampsie.?*” Die verminderte Throphoblasteninvasion in den
myometrialen Anteil der Spiralarterien fuhrt zu einem verminderten intervilldsen
Blutfluss und einer damit verbundenen Hypoxie der fetoplazentaren Einheit.>*® Die
plazentare Hypoperfusion fihrt wahrscheinlich Uber eine Endothelzellschadigung zu
einem abnormalen Prostaglandinmetabolismus, der intervaskularen Aktivierung des

Gerinnungssystems und einer erhohten vaskuldren Sensitivitat auf pressorisch
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wirksame Substanzen wie Angiotensin 11.2** Eine Reihe von Untersuchungsbefunden
spricht dafur, dass zirkulierende Faktoren fur diese Endothelzelldysfunktion
verantwortlich ~ sind.?®  Wir  konnten  zeigen, dass  Serum  von
Praeklampsiepatientinnen auf kultivierten endothelialen Zellen aus humanen
Nabelschnurvenen  zu einer  gesteigerten Expression  von ICAM-1
Adhasionsmolekilen fuhrt, verbunden mit einem Anstieg der intrazellularen
Kalziumkonzentration.?* Dieser Effekt war nach der Geburt nicht mehr nachweisbar.
Weiterhin beobachteten wir, dass Serum von Praeklampsiepatientinnen die
Permeabilitat endothelialer Zellkulturen fiir Albumin erheblich steigert.?*° Auch dieser
Effekt war postpartal signifikant vermindert. Serum von normotensiven Schwangeren,
schwangeren Frauen mit essentieller Hypertonie, altersentsprechenden Patientinnen
mit essentieller Hypertonie und gesunden nicht schwangeren Frauen hatten keinen
Einfluss auf die endotheliale Permeabilitadt und die Expression endothelialer
Adhasionsmoleklle. Bei der Suche nach dafur verantwortlichen zirkulierenden
Faktoren konzentrierten wir uns nachfolgend auf ebenfalls seit langerem diskutierte
immunologische Mechanismen in der Pathogenese der Priaeklampsie.?*' Ausgehend
von der Beobachtung, dass Patientinnen mit primarer Hypertonie in einem relativ
hohen Prozentsatz agonistisch wirksame Autoantikorper gegen Alpha-1-Rezeptoren
entwickeln, testete unsere Arbeitsgruppe die Hypothese, dass
Praeklampsiepatientinnen funktionell wirksame Antikdrper gegen vaskulare
Hormonrezeptoren bilden. Da eine erhdhte vaskulare Sensitivitat gegenlber
Angiotensin Il typisch fur die Entwicklung einer Praeklampsie ist,2'® waren
Angiotensin II-Rezeptoren von vorrangigem Interesse. Mittels des Bioasseys der
spontanpulsierenden kultivierten neonatalen Rattenherzmuskelzellen, Westernblot
und konfokaler Mikroskopie konnten wir zeigen, dass Immunglobuline von
Patientinnen mit Praeklampsie einen Faktor enthalten, der den Angiotensin AT1-
Rezeptor stimuliert.?*?

In der initialen Studie wurden 25 Patientinnen mit Praeklampsie (erstmaliges

Auftreten einer arteriellen Hypertonie > 140/90 mmHg und einer Proteinurie > 300
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mg/l im 24-h-Urin) untersucht. Die Studie zeigte, dass die Immunglobulinfraktion von
Patientinnen mit Praeklampsie einschlieBlich HELLP-Syndrom Antikorper enthalt, die
an den Angiotensin-1-Rezeptor binden. Diese Antikorper wirken agonistisch, d. h. sie
aktivieren den AT1-Rezeptor. Nach Entbindung ist eine rasche Verminderung der
Antikorperaktivitat zu beobachten. Affinitatschromatographische Reinigung und
Inkubation mit antihumanem IgG- und IgM-Antikdrpern belegen, dass es sich um
einen IgG-Autoantikorper gegen den AT1-Rezeptor handelt. Die
Untersuchungsergebnisse mit Peptidsequenzen der 2. Schleife des Rezeptors
sprechen dafur, dass diese die Bindungsstelle fur den Antikorper enthalt. Mittels
kurzer Uberlappender Peptide dieser 2. Schleife konnte die Aminosauresequenz
AFHYESQ als Bindungsstelle bestimmt werden. Bei einigen
Praeklampsiepatientinnen war zusatzlich ein geringer agonistisch wirksamer
Antikorpereffekt gegen den Alpha-1-Rezeptor nachweisbar, ebenso wie bei
schwangeren Patientinnen mit einer praexistenten essentiellen Hypertonie. Dieser
Befund entsprach Untersuchungsergebnissen, wie wir sie bei Patientinnen mit
essentieller Hypertonie beschrieben hatten. Doch konnten wir bei keiner
schwangeren Patientin mit unkomplizierter essentieller Hypertonie Antikorper gegen
den Angiotensin-1-Rezeptor nachweisen. Die mittels des Bioasseys der
spontanpulsierenden Rattenherzmuskelzellen gewonnenen Befunde  zur
Identifizierung von Antikdrpern gegen den AT1-Rezeptor wurden durch Westernblot
und konfokale Mikroskopie an vaskularen glatten Muskelzellen bestatigt. Die durch
den AT1-Antikdrper vermittelte intrazellulare Signalubertragung war durch den PKC-
Inhibitor Calphoszin C vollstdandig zu inhibieren, was fur die Involvierung der
Proteinkinase C in die Zellaktivierung spricht. Die dargestellten Befunde stutzen die
Hypothese, dass Autoantikdrper gegen Angiotensin-1-Rezeptoren eine Rolle in der

Pathogenese der Praeklampsie spielen.
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2.4.2 Fragestellung

Ziel der Untersuchungen ist:
der biochemischer Nachweis einer Bindung der Auto-Antikdrper direkt an den
AT1-Rezeptor (Co-Immunoprazipitation)
die Untersuchung der Signaltransduktion in primaren humanen glatten
Muskelzellen und Trophoblasten
die Induktion der NADPH-Oxidase durch die AutoantikGrper, was zu einer
intrazellularen Sauerstoffradikal-Freisetzung fuhrt
die Aktivierung von redox-sensitiven Transkriptionsfaktoren NF-«xB und AP-1
durch die Autoantikorper
die Expression eines NF-kB-und AP-1-regulierten Gens, namlich Tissue Faktor
die Expression von NADPH-Oxidase, Sauerstoffradikalen, NF-kB und Tissue

Faktor in der Plazenta von gesunden und praeklamptischen Patientinnen

2.4.3 Ergebnisse

2.4.3.1 Aktivierung des Tissue Faktors

Unsere Vorarbeiten haben gezeigt, dass die gereinigten Autoantikdrper (AT1-AA)
funktionell an den AT1-Rezeptor binden. Als erstes haben wir durch eine
biochemische  Methode (Co-Immunoprazipitation) die Bindung zwischen
Autoantikérper und Rezeptor bestatigt. Wir konnten ein Extrakt aus glatten
Muskelzellen nach Prazipitation mit einem AT1-Rezeptor-Antikorper erfolgreich mit
den Autoantikorpern detektieren. Der umgekehrte Ansatz, die Praziptiation mit den
Autoantikérpern und die anschliellende Detektion mit einem kommerziellen
Antikdrper gegen den AT1-Rezeptor war ebenfalls erfolgreich. Autoantikdrper von
Patientinnen mit Praeklampsie, die nicht an die spezifische Saule mit dem AT1-
Rezeptor-Peptid (ns 1gG) binden, kdnnen keine Co-Immunoprazitation mit dem AT1-
Rezeptor hervorrufen.

Als nachstes haben wir die Signaltransduktion der AT1-AA in glatten Muskelzellen

untersucht. Wir konnten eine p42/p44 MAP-Kinase-Aktivierung durch Ang Il und die
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AT1-AA nachweisen, die durch den AT1-Rezeptor-Blocker Losartan blockiert werden
konnte. Anschlief3end haben wir die DNA-Bindungsaktivitat des Transkriptionsfaktors
AP-1 aktiviert. AT1-AA und Ang Il aktivieren AP-1, was durch Losartan inhibiert
werden konnte. Durch Supershift-Analyse mit Antikérpern gegen c-jun und
Kompetition mit nicht-radioaktiv markierten Oligonukleotiden konnten wir die
Spezifitat des Elektro-Mobility-Shift-Assay nachweisen. IgG-Praparationen von
gesunden Schwangeren (nplgG) und IgG-Praparationen von praeklamptischen
Patientinnen, die nicht die spezifische Fraktion (nslgG) enthalten, zeigen keinen
Effekt auf p42/p44-MAP-Kinase-Aktivierung, sowie auf die DNA-Bindungsaktivitat
von AP-1.

Als wichtiges AP-1-und NF-kB-reguliertes Protein haben wir den Einfluss der AT1-AA
auf den Tissue Faktor untersucht. Als erstes haben wir mittels Luciferase-
Untersuchungen zeigen konnen, dass AT1-AA und Ang Il den Tissue Faktor-
Promoter in glatten Muskelzellen aktivieren. Eine Mutation, die die AP-1- und NF-xB-
Bindungsstelle deletiert, verhindert den Effekt von Ang Il und AT1-AA. In CHO-
Zellen, die keinen AT1-Rezeptor besitzen, zeigen AT1-AA und Ang Il ebenfalls keine
Aktivierung des Tissue Faktor-Promoters. Wird jedoch der AT1-Rezeptor stabil in
CHO Zellen transfiziert, ist die Tissue Faktor-Aktivierung durch AT1-AA und Ang I
erneut nachweisbar. Diese Aktivierung ist durch Losartan blockierbar. In beiden
Zellen haben np 1gG und ns IgG keinen Einfluss auf den Tissue Faktor-Promoter.
Parallel zur Expression des Tissue Faktor-Promoters haben wir die Tissue Faktor-
Aktivitat gemessen. AT1-AA und Ang Il, nicht aber np IgG und ns IgG, erhdhten die
Tissue Faktor Aktivitat in glatten Muskelzellen. Somit konnten wir zeigen, dass die
Expression und die Aktivitat des Tissue Faktors parallel sind.

Dann haben wir die Expression und Aktivitat des Tissue Faktors in den Plazenten
von gesunden Schwangeren und praeklamptischen Patientinnen untersucht. Sowohl
die Expression als auch die Aktivitat des Tissue Faktors sind in den
praeklamptischen Plazenten erhdht. Die Expression ist vor allenm in Trophoblasten

und in Gefallen in den praeklamptischen Plazenten erhdht, doch zeigen auch die
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Gefalde in unauffalligen Plazenten eine geringe Tissue Faktor-Expression.

In dieser Arbeit haben wir mit einer biochemischen Methode zeigen kdnnen, dass
AT1-AA direkt an den AT1-Rezeptor binden. AT1-AA induzieren eine p22/p42 MAP-
Kinase-Aktivierung. Weiterhin erhdhen die AT1-AA die DNA-Bindungsaktivitat von
AP-1. Der Tissue Faktor-Promoter wurde durch die AT1-AA aktiviert. Die Aktivierung
des Tissue Faktor-Promoters ist abhangig von der Intaktheit der AP-1 und NF-xB im
Promoter und der Prasenz des AT1-Rezeptors. Die Expression und die Aktivitat des

Tissue Faktor ist erhoht in den Plazenten von praeklamptischen Patientinnen.

2.4.3.2 Reprint Paper P8

Dechend R, V Homuth, G Wallukat, J Kreuzer, JK Park, J Theuer, A Juepner, DC
Gulba, N Mackman, H Haller, FC. Luft
AT1 Receptor agonistic antibodies from preeclamptic patients cause vascular cells to

express tissue factor

Circulation 2000 ;101:2382-2387
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2.4.3.3 Aktivierung der NADPH-Oxidase und redoxsensitive Signaltransduktion
In der jetzigen Arbeit haben wir die in vitro-Effekte der Uber die spezifische Saule
gereinigten Autoantikdrper (AT1-AA) untersucht und begonnen, in vitro mdgliche
relevante Signaltransduktionswege aufzuzeigen, die in der Pathophysiologie der
Praeklampsie eine wichtige Rolle spielen konnten. AT1-AA induzieren intrazellulare
Sauerstoffradikalfreisetzung, gemessen mit der DCF-Methode. Der Effekt ist dem
von Angiotensin |l vergleichbar. Die beiden Kontrollen, IgG von gesunden
Schwangeren (np I1gG) und die IgGs von den Praekampsiepatientinnnen, die nicht an
unsere spezifische Saule binden (ns 1gG), haben keinen induzierenden Effekt. Durch
die Vorinkubation mit verschiedenen Inhibitoren &Rt sich zeigen, dass der Effekt der
AT1-AA  AT-1-Rezeptor-vermittelt ist (Hemmung durch Losartan), dass
Superoxiddismutase den Effekt aufhebt und dass Cox-2 (Indometacin hat keinen
Effekt), die Xanthinoxidase (kein Effekt durch Allopurinol) und NOS nicht involviert
sind. Diphenyliumjodid (DPI), ein Hemmstoff fur Flavin-haltige Oxidasen, deren
wichtigster Vertreter die NADPH-Oxidase ist, hemmt einen bedeutenden
(signifikanten) Anteil der AT1-AT1-AA-induzierten intrazellularen Sauerstoff (ROS)-
Generation. Da es keinen spezifischen Inhibitor fur die NADPH-Oxidase gibt, haben
wir Uber Antisense-Technik eine der Untereinheiten der NADPH-Oxidase (p22 phox)
funktionell blockiert und sehen die gleichen Effekte wie bei DPI, namlich eine
signifikante, aber nicht komplette Hemmung der ROS-Generation. Neben den glatten
Muskelzellen, die in einer normalen Schwangerschaft in der Plazenta zerstort
werden, bei der Praeklampsie jedoch persistieren, spielen Trophoblasten eine
wichtige Rolle in der Praeklampsieentstehung. Bevor wir testen konnten, welchen
Effekt die AT1-AA auf Trophoblasten haben, mussten wir erst nachweisen, ob
primare humane Trophoblasten ein lokales Renin-Angiotensin-System exprimieren.
Den Nachweis haben wir mittels quantitativer PCR (Tag-Man) erbracht und
gefunden, dass Trophoblasten wahrend jedes Stadiums der Differenzierung alle 5
Komponenten des lokalen Renin-Angiotensin-Systems expremieren. Zu unserer

Uberraschung war die Expressionsstarke, verglichen mit primdren humanen
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Adipozyten, wo die Bedeutung eines lokalen RAS mittlerweile etabliert ist, deutlich
hdher. Als nachstes haben wir zeigen kdnnen, dass auch Trophoblasten mit einer
vermehrten intrazellularen ROS-Freisetzung auf AT1-AA und Ang Il reagieren,
jedoch in der Quantitat geringer als VSMC. Durch partielle Hemmbarkeit des Effektes
durch DPI gab es erneut Hinweise, dass die NADPH-Oxidase ein wichtiges Glied in
der Signaltransduktionskaskade ist. In weiteren Experimenten konnten wir zeigen,
dass AT1-AA, nicht jedoch ns IgG und np IgG die NADPH-Oxidase-Untereinheiten
p22 phox (membranstandig), p47 phox und p67 phox (zytosolisch) in VSMC und
Trophoblasten induzieren. Als wichtigen redox-regulierten Transkriptionsfaktor, der
Inflammation, aber auch Apoptose und Proliferation reguliert, haben wir NF-xB in
beiden Zelltypen angeschaut. AT1-AA induzieren in beiden Zellen NF-xB. Durch
Supershift mit p50 und p65 konnten wir zum einen die Spezifitat des Bandshifts
demonstrieren, zum anderen die relevanten Untereinheiten der NF-kB-Familie
identifizieren. Losartan und DPl hemmen die AT1-AT1-AA-induzierte NF-kB-
Freisetzung.

Diese interessanten in vitro-Befunde haben wir auf die ex vivo-Situation an der
praeklamptischen Plazenta zu Ubertragen versucht. Wir haben mittels
Immunohistochemie, Western-Blot und Tag-Man Untersuchungen gezeigt, dass die
bereits vorher untersuchten Untereinheiten der NADPH-Oxidase, p22, p47 und p67
phox, in der praeklamptischen Plazenta vermehrt exprimiert werden, wahrend ihre
Expression in der gesunden Plazenta nur sehr gering ist. Ebenso ist die Expression
von intrazellularen Sauerstoffradikalen in der Praeklampsie deutlich hoher als in der
gesunden Plazenta. Gemessen haben wir die ROS mit der oxidativen Fluoroskopie
(Dihydroethidin). Um zu zeigen, dass auch in der Plazenta VSMC und Trophoblasten
die malgeblichen Produzenten der Sauerstoffradikalen sind, haben wir eine Co-
Lokalisation fur den Trophoblasten-Marker (Cytokeratin 7) und p22 phox sowie in
seriellen Schnitten die oxidative Fluoroskopie und smooth-muscle-a-actin Farbung

durchgefuhrt. Parallel zu den Experimenten haben wir zeigen kdnnen, dass NF-«B in
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der praeklamptischen Plazenta vermehrt aktiv ist (Bandshift) und vermehrt exprimiert
wird (Immunohistochemie mit einem Antikorper, der nur aktiviertes p65 erkennt).
Zusammenfassend lafdt sich sagen, dass wir interessante und potentiell wichtige in
vitro Effekte an primaren humanen VSMC und Trophoblasten der gereinigten
Autoantikérper  aufzeigen konnten. Diese beinhalten die intrazellulare
Sauerstofffreisetzung, die Aktivierung der NADPH-Oxidase und die konsekutive
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB. Diese Effekte sind bisher in der
Praeklampsie noch nicht beschrieben worden.

Deshalb haben wir in einem zweiten Schritt untersucht und gefunden, dass in der
praeklamptischen Plazenta Sauerstoffradikale, NADPH-Oxidase und NF-kB deutlich
erhoht sind im Vergleich zur gesunden Plazenta. Diese Ergebnisse unterstutzen die
Hypothese, dass die Autoantikbrper gegen den AT-1 Rezeptor in die
Pathophysiologie der Praeklampsie involviert sind. Einen Beweis kdnnen wir mit
dieser Arbeit jedoch nicht liefern, dazu sind weitere Studien noétig. So testen wir die
Autoantikdrper zur Zeit im Tiermodell, und seit 4 Monaten werden Patientinnen mit
einer schweren Praeklampsie in einer ersten Pilotstudie einer Immunadsorption

unterzogen.

2.4.3.4 Reprint Paper P9

Dechend R, Viedt C , Muller DN, Ugele B, Brandes RP, Wallukat G, Park JK, Janke
J, Barta P, Theuer J, Fiebeler A, Homuth V , Dietz R, Haller H, Kreuzer J, Luft FC
AT receptor agonistic antibodies from preeclamptic patients stimulate NADPH-
Oxidase

Circulation, 2003 1;107:1632-9.
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2.4.3.5 Reprint Editorial

Zu dieser Arbeit ist in der gleichen Ausgabe der Zeitschrift ,Circulation® ein Editorial
erschienen.

Editorial
zu der Arbeit von Dechend et al.: Circulation 2000 ;101:2382-2387
Von
James M. Roberts
Angiotensin-1 Receptor Autoantibodies -A Role in the Pathogenesis of

Preeclampsia?
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2.4.4 Diskussion und Ausblick

Das Krankheitsbild der Praeklampsie ist mit ausgepragten Veranderungen im Renin-
Angiotensin-System verbunden, die sich vorwiegend in einer Verminderung der
Plasmareninaktivitdt und einer erhdhten pressorischen Angiotensin [I-Sensitivitat
auRern.?®® Aus letzterer resultiert der Angiotensin-Sensitivitatstest als Pradiktor fiir
die Entwicklung einer Praeklampsie. Eine spezifische Uberempfindlichkeit auf
Angiotensin Il wurde an isolierten Widerstandsgefallen von Frauen mit Praeklampsie
dokumentiert. Im Einklang damit steht die Beobachtung, dass Thrombozyten von
Praeklampsiepatientinnen im Vergleich zur normotonen Schwangerschaft mit
gesteigerter intrazelluldrer Kalziumfreisetzung auf Angiotensin Il reagieren.?** Mit der
erhdohten  Angiotensin lI-Sensitivitat gehen  fallende  Angiotensin -
Plasmakonzentrationen einher, die wiederum fur eine verminderte Produktion
vasodilatatorisch ~ wirksamer  Prostanoide  verantwortlich sein  kdnnten.?**

Insbesondere die Hochregulation von Angiotensin |l-Rezeptoren,**

nachgewiesen
mittels Angiotensin [I-Bindungsstudien an Thrombozyten, konnte die verstarkte
Angiotensin lI-Blutdruckreaktion bei Praeklampsiepatientinnen erklaren.?%

Im fetoplazentaren Kreislauf wurden bei Praeklampsie divergierende Befunde zur
mutterlichen Zirkulation erhoben. Normale und erhdhte Spiegel von Komponenten
des RAS in Plazenta und fetalen Geweben sind wahrscheinlich Ausdruck der
Aktivierung des lokalen RAS infolge der plazentaren Minderperfusion.?*” Ebenso
steht die verminderte plazentare Expression von Angiotensin-AT1-Rezeptoren im
Gegensatz zu den mutterlichen Befunden, kann aber als sekundare Herabregulation
bei aktiviertem plazentarem RAS interpretiert werden.?*® Diese Befunde stehen im
Einklang damit, dass eine verminderte plazentare Perfusion eine zentrale Rolle in der

249 \Weitere Hinweise dafiir, dass das Renin-

Pathogenese der Praeklampsie spielt.
Angiotensin-System in die Pathogenese der Praeklampsie involviert ist, liefern
genetische Untersuchungen.”®® So konnte bei Patientinnen mit Praeklampsie im
Vergleich zu normotonen Schwangeren eine Variation auf dem Angiotensin-Gen-

Lokus nachgewiesen werden, die auch bei Patientinnen mit essentieller Hypertonie
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assoziiert zu sein scheint. Es handelt sich dabei um die M235T-Variante des
Angiotensinogen-Gens, die durch den Einbau von Threonin anstelle von Metionin
als 235. Amminosdure im Angiotensinogenmolekiil gekennzeichnet ist.?**> Eine
vermehrte lokale Expression von Angiotensinogen in uterinen Spiralarterien konnte
ebenfalls fur die Entwicklung einer Praeklampsie bedeutsam sein. Darauf weisen
Untersuchungsbefunde hin, die in dezidualen Spiralarterien von Angiotensinogen-
T235M-heterozygoten schwangeren Frauen im 1. Trimenon eine erhdhte Expression
der T235-Angiotensinogenvariante fanden.?®® Daraus ableitbare Stérungen von
physiologischen schwangerschaftsspezifischen Umbauprozessen der Spiralarterien
konnten die Entwicklung einer Atheromatose mit konsekutiver plazentarer Hypoxie
initieren.?” Der Angiotensin 11-AT1-Rezeptor-Genotyp war ebenfalls Gegenstand
molekulargenetischer Untersuchungen zur Genese der Praeklampsie. Bisher fand
sich kein Anhalt dafur, dass Polymorphismen des mutterlichen AT1-Rezeptors mit
einer Praeklampsie assoziiert sind.>>' Méglicherweise spielen aber Polymorphismen
des AT1-Rezeptors auf der fetalen Seite eine Rolle fir die Atiologie der
Praeklampsie.

Gegen Rezeptoren gerichtete  Autoantikdrper sind bei  verschiedenen
Krankheitsbildern bedeutsam, wie z. B. bei Myasthenia gravis pseudoparalytica oder
Morbus Basedow. Diese Antikorper kdnnen agonistisch wirken. So stimulieren bei
Morbus Basedow Antikérper gegen den TSH-Rezeptor spezifisch die
Schilddrusenaktivitdt. Bei Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie wurden
Autoantikdrper gegen adrenerge Beta-1-Rezeptoren nachgewiesen.?? Bei Patienten
mit essentieller Hypertonie fanden wir agonistisch wirksame Antikdrper gegen Alpha-
1-Rezeptoren. Fur die klinische Relevanz der Autoantikdrper gegen vaskulare
Hormonrezeptoren spricht die Beobachtung, dass die Entfernung von Antikdrpern
gegen Beta-1-Rezeptoren mittels Immunadsorption bei Patienten mit dilatativer
Kardiomyopathie zu einer deutlichen Besserung der Herzfunktion fiihrte.2°%%>
Unsere Bindungsstudien sprechen dafur, dass die Autoantikbrper gegen den AT1-

Rezeptor gegen die 2. extrazellulare Schleife des Rezeptors gerichtet sind und
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diesen, in ahnlicher Weise wie sein naturlicher Agonist Angiotensin Il, aktivieren. In
der Pathogenese der Praeklampsie werden seit langem auch immunologische
Mechanismen postuliert. So sprechen erhdhte Spiegel von TNFa im Plasma und
Fruchtwasser von Patientinnen mit Praeklampsie fur eine abnormale Aktivierung des
Immunsystems.?®® Im Einklang damit steht der Nachweis von Interleukin Il in
Deziduazellen von Patientinnen mit Praeklampsie. Autoantikdrper gegen
Phospholipide  oder  Throphoblastenbestandteile = sprechen  dafur, dass
Autoimmunmechanismen eine Rolle fur die Genese der Praeklampsie spielen
konnen.?*> Wir wissen nicht, welche Mechanismen zur Bildung von Antikdrpern
gegen den AT1-Rezeptor bei Praeklampsie fuhren. Der AT1-Rezeptor scheint bei der
Praeklampsie hochreguliert zu sein. Verschiedene Untersuchungsbefunde sprechen
dafur, dass zirkulierende Faktoren bei Praeklampsie zu einer ausgepragten
Aktivierung von Endothelzellen filhren.?*® So auch zu einer starken Erhéhung der
endothelialen Permeabilitat, wie von uns beschrieben. Wahrscheinlich gehoéren die
Autoantikorper gegen AT1-Rezeptoren zu diesen zirkulierenden Faktoren, da auch
Angiotensin |l einen permeabilisierenden Effekt auf Endothelzellen hat. Wir wissen
aber nicht, welche Mechanismen zur Bildung der Autoantikdrper gegen den AT1-
Rezeptor fuhren. Vorstellbar ist, dass die mit dem Krankheitsbild verbundene
plazentare Hypoperfusion zu einer veranderten AT1-Rezeptor-Expression fuhrt, die
die Bildung von Autoantikorpern stimuliert.

Ebenso ist die klinische Relevanz der Autoantikorper gegen AT1-Rezeptoren bisher
noch ungeklart. Behandlungsmaoglichkeiten zur Verlangerung der Schwangerschaft,
insbesondere unter dem Aspekt der Verbesserung der kindlichen Prognose beim
Auftreten der Praeklampsie vor der 30. Schwangerschaftswoche, kdonnten daraus
resultieren. Vorstellbar sind Strategien zur Entfernung der Autoantikdrper, wie das
Blutauswaschverfahren, die Plasmapharese oder spezifische Immunadsorption, die
Anwendung von Glukokortikoiden zur Suppression des Antikorpereffektes, ein
vermehrter Katabolismus der Autoantikorper durch Gabe von Immunglobulinen, oder

die Anwendung von niedermolekularem Heparin zur Minderung prokoagulatorischer
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Effekte der Antikdrper. Die vom Wirkmechanismus sich anbietende Anwendung von
AT1-Rezeptor-Antagonisten ist in der Schwangerschaft streng kontraindiziert, ware
aber bei postpartalen Formen der Praeklampsie und des HELLP-Syndroms ebenfalls
denkbar

Das Auftreten einer Praeklampsie ist an das Vorhandensein einer Plazenta

® Klassischerweise wird eine gestorte Plazentaentwicklung als

gebunden.??
Hauptrisikofaktor fur die Entwicklung des klinischen Krankheitsbildes angesehen.
Ausgehend von einer fehlimplantierten und/oder unterversorgten Plazenta kame es
zu einer Freisetzung von Partikeln oder Substanzen in die mutterliche Zirkulation, die
zu einer generalisierten Endothelzellaktivierung bzw. Endothelzellschadigung

" Folgen der endothelialen Schadigung sind u.a. ein generalisierter

fiihren.?’
Vasospasmus, eine gesteigerte Gefallpermeabilitat sowie eine disseminierte
Aktivierung der Gerinnungskaskade. Welche zirkulierenden Faktoren die endotheliale
Schadigung vermitteln, ist ebenso wenig geklart wie ihr genauer Ursprung. Die Liste
von Kandidaten umfalt u.a. zytotoxische Zytokine, reaktive Sauerstoffmetabolite und
Lipidperoxidationsprodukte, Trophoblastmembranpartikel sowie Antikdrper bzw.
zirkulierende Immunkomplexe.217

Wir haben festgestellt, dass Schwangere mit Praeklampsie spezifische agonistische
Antikorper gegen den Angiontensin-lII-AT1-Rezeptor (AT1-AA) entwickeln. Dieser
Autoantikorper ist gegen die zweite extrazellulare Schleife des AT1-Rezeptors
gerichtet. Vorlaufige Untersuchungen deuten darauf hin, dass er um die 20. SSW
erscheint und 4-8 Wochen nach der Entbindung wieder verschwindet. Ahnliche
aktivierende Autoantikorper wurden auch bei Patientinnen mit maligner Hypertonie
nachgewiesen. Bei Patientinnen mit Praeklampsie sind bereits andere Autoantikorper
nachgewiesen worden, u.a. gegen Endothelzellen und Gerinnungsfaktoren, denen
eine mogliche Rolle bei der Entstehung des klinischen Krankheitsbildes
zugeschrieben wurde.

Fir den von uns beschriebenen AT1-AA konnten wir u.a. zeigen, dass er in vitro eine

Aktivierung der Transkriptionsfaktoren AP-1 und NF-kB bewirkt und die Freisetzung
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des Tissue Faktors aus glatten GefalBmuskelzellen fordert, womit er u.a. eine
Aktivierung der Gerinnungskaskade hervorrufen konnte. In einem weiteren Schritt
konnten wir zeigen, dass AT1-AA in glatten Gefalimuskelzellen und in Trophoblasten
in vitro die Generation von reaktiven Sauerstoffmetaboliten (ROS) induzieren und
dass dieser Prozess uber die NADPH-Oxidase vermittelt ist. Ein vermehrter Anfall
von ROS bzw. ein Uberschreiten der miitterlichen Neutralisationskapazitat fir ROS
wird als ein wesentlicher endothelialer Schadigungsmechanismus bei Praeklampsie
diskutiert. Praeklamptische Plazenten weisen eine starkere Produktion von ROS auf
als gesunde Kontrollplazenten. Wir konnten zeigen, dass in Trophoblasten
praeklamptischer Plazenten eine vermehrte Expression der NADPH-Oxidase
stattfindet und dass glatte Gefalimuskelzellen an der vermehrten Freisetzung von
ROS in diesen Plazenten ebenfalls beteiligt sind. Gleichzeitig konnten wir
nachweisen, dass in Trophoblasten und in glatten Gefalmuskelzellen
praeklamptischer Plazenten vermehrt Tissue Faktor exprimiert wird. Ob diese
Befunde u.a. durch eine spezifische Bindung von AT1-AA an Trophoblasten und/oder
glatte GefalRmuskelzellen vermittelt werden, ist derzeit noch nicht untersucht.

Der Gold-Standard zum Nachweis der AT1-AA beruht derzeit auf einem Bio-Assay
mit isolierten neonatalen Rattenkardiomyozyten, die bei Vorhandensein des AT1-AA
eine erhohte Kontraktilitat zeigen. Wir entwickeln derzeit einen spezifischen AT1-AA-
ELISA, um den klinischen Nachweis der AT1-AA zu erleichtern.

Eine Therapie mit AT-1 Blockern in der Schwangerschaft ist auf Grund der fetalen
Nierenentwicklung kontraindiziert. Eine therapeutische Entfernung der AT1-
Antikdrper ist jedoch mittels Immunadsorption mdglich. Immunadsorptionsverfahren
dienen der Entfernung von Antikdrpern und sind erfolgreich bei immunologisch
bedingten Krankheitsbildern eingesetzt worden, vereinzelt auch in der
Schwangerschaft. Unsere Hypothese ist, dass die Entfernung der AT1-Antikorper zu
einer Besserung der klinischen  Symptomatik, zumindest zu einer
Progredienzverzogerung fuhrt. Damit ware eine Verlangerung der Schwangerschaft

mdglich und eine deutliche Verbesserung der kindlichen Uberlebenschancen zu
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erreichen, insbesondere bei einem Auftreten der Praeklampsie vor der 30.
Schwangerschaftswoche. Eine Studie ist in Planung, in der wir bei Patientinnen, die
eine Praeklampsie vor der 30. Schwangerschaftswoche entwickeln, eine
antikorperbasierte Immunadsorption zur Entfernung der AT1-Antikérper durchfihren.
Gepruft werden soll die Hypothese, dass eine spezifische Immunadsorption mittels
antikdrperbasierter Immunapharese  zusatzlich zur Standardtherapie zur
Verbesserung der mdutterlichen und kindlichen Prognose fuhrt (Morbiditat und

Mortalitat).
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