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Abb. 20: Quantifizierung von TF, pERK1/2 und p67phox in hCASMCs nach Stimulation mit 
LPS. Die Stimulation erfolgte in serumhaltigem Medium für 5 min bis 24 h mit LPS-
Konzentrationen von 0,1-50 µg/ml. (n=4) 
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3.2.1.5 Stimulation mit Antikörper-Präparaten 

CASMCs wurden für 20 min mit verschiedenen Antikörper-Präparaten mit und ohne Zusatz 
von IL-1β, IL-6 oder LPS inkubiert (Abb. 21). Zum Vergleich wurden außerdem das Peptid 
SFLLRN und ET-1 eingesetzt. 

Hinsichtlich der Phosphorylierung von ERK1/2 zeichneten sich Tendenzen zur Erhöhung ab 
bei Stimulation mit Patienten-IgG mit Autoantikörper gegen PAR1/2 (Patienten 16, 17, 18, 
19) und mit Kontroll-IgG (Kontrollen 4, 7, 9) (Wilcoxon-Rang-Tests: n.s.). Die zwei 
getesteten Präparate mit Autoantikörper gegen ET(A) waren von Patienten 6a und 23a. Eine 
Coinkubation mit IL-1β, IL-6 oder LPS bewirkte keine Veränderung. Der pERK1/2-Level bei 
Stimulation mit Endothelin-1 war zwar leicht erhöht, jedoch nicht signifikant (Wilcoxon-
Rang-Test). 

 

Abb. 21: Quantifizierung von pERK1/2 in hCASMCs nach Stimulation mit Antikörper-
Präparaten für 20 min in serumhaltigem Medium 

3.3 Untersuchungen an humanen Thrombozyten 

3.3.1 Aggregometrie mit plättchenreichem Plasma und gewaschenen 
Thrombozyten 

Um den Einfluss von Faktoren im Blutplasma der Thrombozytenspender auszuschließen, 
wurden die Thrombozyten für die Untersuchungen in dieser Arbeit gewaschen. In der 
klinischen Diagnostik wird für die Aggregometrie jedoch PRP (platelet rich plasma) 
verwendet. Es sollte untersucht werden, inwiefern sich die Messwerte gewaschener 
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Thrombozyten von denen mit PRP unterschieden. Als Stimulanzien wurden Collagen 
(190 µg/ml) und ADP (20 µM) eingesetzt (Abb. 22). Die Reaktion gewaschener 
Thrombozyten auf Collagen war signifikant vermindert. Die gewaschenen Thrombozyten 
aggregierten nicht, wenn sie mit ADP stimuliert wurden. 

 

Abb. 22: Aggregometrie mit PRP und gewaschenen Thrombozyten. Stimulanzien waren 
Collagen bzw. ADP. Statistische Auswertung mit dem Mann-Whitney-Test. (Kontrolle: n=45 
für PRP, n=10 für gew. Tbz.; Collagen: n=27 für PRP, n=10 für gew. Tbz.; ADP: n=44 für 
PRP, n=3 für gew. Tbz.) 

Die bei der Thrombozytenpräparation verwendete Apyrase verhindert eine frühzeitige 
Aktivierung der Thrombozyten durch Spaltung von freiem ADP und ATP in der Suspension. 
Der letzte Waschschritt der Thrombozytenpräparation erfolgte ohne Zugabe von Apyrase. 
Dennoch sollte nun geprüft werden, ob ein vorhandener Rest der Apyrase in der 
Thrombozytensuspension die verminderten Reaktionen der Thrombozyten auf Collagen und 
ADP verursachte. Dazu wurden die Reaktionen mit und ohne Apyrase gewaschener 
Thrombozyten verglichen (Abb. 23). Bei Collagen war die Aggregation ohne Apyrase 
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signifikant vermindert, was auf die protektive Wirkung der Apyrase hinweist. Nach 
Stimulation mit ADP zeigten gewaschene Thrombozyten weder mit noch ohne Apyrase eine 
Aggregation. Die verminderte Lichtdurchlässigkeit gegenüber der Kontrolle (0,9 % NaCl) 
deutete auf eine Formumwandlung (shape change) der Thrombozyten, unabhängig von der 
Apyrase. Dieses Enzym ist nicht verantwortlich für die verminderte Aggregationsfähigkeit der 
Thrombozyten. 

 

Abb. 23: Aggregation gewaschener Thrombozyten mit und ohne Verwendung von Apyrase. 
Statistische Auswertung mit dem Mann-Whitney-Test. 

Danach wurde die Aggregation durch das PAR-aktivierende Peptid SFLLRN getestet. Abb. 24 
zeigt die Abhängigkeit der Aggregation von der Peptidkonzentration. In diesem Versuch 
wurden PRP mit gewaschenen Thrombozyten verglichen. Die Aggregation gewaschener 
Thrombozyten war geringer als die von PRP. Bei einer Peptidkonzentration von 1 µM erfolgte 
keine Aggregation. Bei einer Konzentration von 3 µM SFLLRN war die Aggregation geringer 
als mit 10 µM SFLLRN. 
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Abb. 24: Aggregometrie mit PRP und gewaschenen Thrombozyten. Stimulanz war das 
Peptid SFLLRN in den angegebenen Konzentrationen. Statistische Auswertung mit dem T-
Test für ungepaarte Stichproben (0,9 % NaCl: p=0,006; 3 µM SFLLRN: p=0,002; 10 µM 
SFLLRN: p<0,0001). 

3.3.2 Aggregation und Freisetzung von Serotonin 

Die Aggregation in Prozent, der Slope (Anstieg des Aggregationsverlaufs) und die 
Serotoninfreisetzung wurden verglichen in Antwort auf verschiedene Konzentrationen von 
Thrombin, dem stimulatorischen Peptid SFLLRN und dem PAR1-spezifischen partiell-
agonistischen Peptid YFLLRN (Abb. 25). Während der Slope bei mittleren Konzentrationen 
von Thrombin und dem Peptid SFLLRN ein Maximum zeigte und bei steigenden 
Konzentrationen wieder leicht abfiel, korrelierten die Kurvenverläufe der Serotonin-
Freisetzungen mit denen der Aggregationen. Das Peptid YFLLRN bewirkte in niedriger 
Konzentration einen Formenwandel, jedoch keine Aggregation oder Serotonin-Freisetzung. 
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Abb. 25: Aggregation, Serotonin-Freisetzung und Slope in Abhängigkeit der Konzentration 
von Thrombin, SFLLRN bzw. YFLLRN bei gewaschenen Thrombozyten. (Thrombin: n=7, 
SFLLRN: n=7, YFLLRN: n=2) 
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3.3.3 Einfluss von Patienten-IgG auf die Thrombozytenfunktion 

Es wurde untersucht, ob eine 30-minütige Vorinkubation der Thrombozyten mit Patienten-IgG 
die Aggregation oder die Serotonin-Freisetzung beeinflusste. Die IgG-Präparate von 
Patienten 1 bis 5 wurden getestet. Thrombozyten desselben Spenders wurden mit Patienten-
IgG und zum Vergleich mit Kontroll-IgG vorinkubiert. Die Aggregation und damit die 
Serotonin-Freisetzung wurden durch 3 µM und 10 µM SFLLRN-Peptid initiiert. 
Entsprechend der verschiedenen Verfügbarkeit sowohl von IgG-Volumen als auch von 
Spenderthrombozyten wurden unterschiedlich viele Parameterkombinationen getestet. Zur 
Verdeutlichung des Unterschieds wurden die Differenzen, Messwert Patient minus Messwert 
Kontrolle, berechnet. Die Ergebnisse sind in Abb. 26 bis Abb. 30 dargestellt. Bei 
Vorinkubation der Thrombozyten mit IgG von Patient 1 waren die Aggregation und die 
Serotonin-Freisetzung bei 3 µM SFLLRN-Peptid überwiegend stärker als bei Vorinkubation 
mit IgG von Kontrollen 1, 2, 3 oder 4. Dies deutete auf einen stimulierenden Effekt des IgGs 
von Patient 1 hin. Umgekehrt zeigte sich bei Patient 5 ein hemmender Einfluss auf die 
Aggregation und die Serotonin-Freisetzung bei Stimulation sowohl mit 3 µM als auch mit 
10 µM SFLLRN. Bei Patienten 2, 3 und 4 konnten keine homogenen Effekte festgestellt 
werden. 
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Abb. 26: Vergleich des Antikörperpräparats von Patient 1 mit Präparaten von 
Kontrollpersonen im Einfluss auf Thrombozyten-Aggregation und –Serotonin-Freisetzung 
unter Verwendung unterschiedlicher Thrombozytenspender 
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Abb. 27: Vergleich des Antikörperpräparats von Patient 2 mit Präparaten von 
Kontrollpersonen im Einfluss auf Thrombozyten-Aggregation und –Serotonin-Freisetzung 
unter Verwendung unterschiedlicher Thrombozytenspender 
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Abb. 28: Vergleich des Antikörperpräparats von Patient 3 mit Präparaten von 
Kontrollpersonen im Einfluss auf Thrombozyten-Aggregation und –Serotonin-Freisetzung 
unter Verwendung unterschiedlicher Thrombozytenspender 
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Abb. 29: Vergleich des Antikörperpräparats von Patient 4 mit Präparaten von 
Kontrollpersonen im Einfluss auf Thrombozyten-Aggregation und –Serotonin-Freisetzung 
unter Verwendung unterschiedlicher Thrombozytenspender 
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Abb. 30: Vergleich des Antikörperpräparats von Patient 5 mit Präparaten von 
Kontrollpersonen im Einfluss auf Thrombozyten-Aggregation und –Serotonin-Freisetzung 
unter Verwendung unterschiedlicher Thrombozytenspender 



3. Ergebnisse 

73 

3.3.4 Einfluss von Patienten-IgG auf vorstimulierte Thrombozyten 

Es sollte geprüft werden, ob mit nur 1 µM SFLLRN-Peptid für 15 min vorstimulierte 
Thrombozyten (Kontrolle erhielt 0,9 % NaCl) sensibler auf Autoantikörper-enthaltendes IgG 
reagierten. Nach der Vorstimulation der Thrombozyten erfolgte die 30-minütige 
Vorinkubation mit den Antikörper-Präparaten. Dazu wurde die Thrombozytensuspension 
aufgeteilt: Ein Teil wurde mit Patienten-IgG und ein Teil mit Kontroll-IgG vorinkubiert. 
Anschließend wurde jeweils die Aggregation nach Stimulation mit der mittleren 
Peptidkonzentration von 3 µM gemessen (Abb. 31). 

Verglichen mit den Mittelwerten aus 3.3.2 (bei 3 µM SFLLRN Aggregation 51,0 % ± 4,7 %; 
Slope 23,4 ± 0,8; siehe Abb. 25) lagen die hier ermittelten Werte deutlich tiefer (Aggregation 
9,3 % ± 3,2 %; Slope 5,8 ± 1,9). Die Berechnungen der Signifikanz nach Mann-Whitney 
ergaben für die Aggregation p=0,0008 und für den Slope p=0,0005. Diese Diskrepanz konnte 
sich aus der zusätzlichen Zeit für die Vorstimulation ergeben. Unter den gegebenen 
artifiziellen Bedingungen sinkt die Funktionalität der Thrombozyten mit fortschreitender Zeit. 

Unabhängig vom IgG-Präparat bewirkte die Vorstimulation in 9 von 12 Fällen eine Erhöhung 
der Aggregation (+1 bis +7 %) bzw. Slope-Werte (+3 bis +9) im Vergleich zu den Proben 
ohne Vorstimulation nach Zugabe von 0,9 % NaCl. 

Die mit 3 µM SFLLRN stimulierte Aggregation und einhergehend auch der Slope bei 
Kontrolle 2 waren ohne Vorstimulation deutlich höher als mit Vorstimulation. Dies könnte auf 
eine sensiblere Reaktion der hier verwendeten Spenderthrombozyten auf das Peptid 
zurückzuführen sein. Dabei war anzunehmen, dass die Thrombozyten nach Vorstimulation mit 
1 µM SFLLRN bereits zu stark aktiviert waren, um eine erneute Reaktion auf 3 µM SFLLRN 
zu zeigen. 

Die verwendeten Thrombozyten in diesem Versuch stammten von drei Spendern. Jeweils 
dieselben Thrombozytenpräparate wurden benutzt für die Gruppe „Kontrolle 1 und Patient 4“, 
für die Gruppe „Kontrolle 2 und Patient 4“ und für die Gruppe „Kontrolle 5 und Patient 5“. 
Werden die vorstimulierten Thrombozyten innerhalb jeder dieser drei Gruppen verglichen, so 
wurden in den ersten beiden nach Zugabe von sowohl 0,9 % NaCl als auch 3 µM SFLLRN 
höhere Werte gemessen mit Patienten-IgG als mit Kontroll-IgG (Differenzen bei Aggregation 
+3 % bzw. +7 %, beim Slope +5 bzw. +3). In der dritten Gruppe trifft das nicht zu (Differenz 
Aggregation -7 %, Slope -2). 

Ein Vergleich der nicht vorstimulierten Thrombozyten innerhalb jeder Gruppe zeigte, dass die 
Thrombozytenfunktion mit Patienten-IgG eher abnahm. Bei Zugabe von 0,9 % NaCl betrugen 
die Unterschiede zum Kontroll-IgG bei der Aggregation ±0 %, ±0 % bzw. -2 %, beim Slope 
-4, ±0 und -9. Bei Stimulation mit 3 µM SFLLRN betrugen die Unterschiede bei der 
Aggregation ±0 %, -35 % (siehe oben) bzw. -2 %, beim Slope -5, -2, bzw. -8. 
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Abb. 31: Wirkung von Antikörperpräparaten auf vorstimulierte Thrombozyten. Es wurden 
drei verschiedene Thrombozytensuspensionen verwendet, jeweils dieselbe für Ko. 1 und 
Pat. 4, für Ko. 2 und Pat. 4 bzw. für Ko. 5 und Pat. 5. Fehlende Säulen entsprechen dem Wert 
0. 

3.4 Untersuchungen an humanen Monozyten 

3.4.1 Reinheit der Monozytenpräparation 

Mittels FACS-Analyse sollte stichprobenartig überprüft werden, wie rein die 
Monozytenpräparation war. Dazu wurden die zellulären Oberflächenrezeptoren HLA-DR und 
CD14 mittels Fluoreszenz-Farbstoff-konjugierter Antikörper markiert. Das kombinierte 
Auftreten dieser beiden Rezeptoren ist charakteristisch für Monozyten. Der Anteil von 
HLA-DR- und CD14-positiven Zellen in der Monozytensuspension lag bei 72,3 % ± 1,2 
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(Abb. 32). Innerhalb des Gates, das über die vermutete Monozytenpopulation gesetzt wurde, 
lag der Anteil bei 89,4 % ± 0,6. 

 

Abb. 32: Anteil von HLA-DR+/CD14+ Zellen in Monozytenpräparationen, ermittelt durch 
Messungen am FACS. 

3.4.2 Methodenetablierung zur Messung von Sauerstoffradikalen aus 
Monozyten 

Frisch isolierte Monozyten wurden mit 800 nM PMA zur Freisetzung von Sauerstoff-
Radikalen angeregt. Die Farbstoffe Lucigenin und das Luciferinderivat MCLA wurden in 
ihrer Lumineszenz-Intensität verglichen. Dazu wurden die Konzentrationen von 5 µM und 
25 µM für Lucigenin und 10 µM für MCLA verwendet. In Abb. 33 sind die Lumineszenz-
Signale ohne Zellen, von 50.000 und von 500.000 Zellen pro Well in Abhängigkeit von der 
Zeit wiedergegeben. Unter den gegebenen Bedingungen konnte mit Lucigenin kein 
Lumineszenzsignal gemessen werden. Mit 10 µM MCLA und 500.000 Zellen erreichte die 
Kurve nach 10 min ein Maximum von 3,2 RLU. 
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Abb. 33: Vergleich der Lumineszenz-Intensität von Lucigenin und MCLA. Monozyten 
wurden mit 800 nM PMA zur Bildung von Sauerstoffradikalen angeregt. Von jedem Messwert 
wurde der Wert ohne PMA subtrahiert. (n=1, Doppelbestimmung) 

Zur Optimierung der MCLA-Konzentration wurde der Bereich von 1 µM bis 50 µM näher 
untersucht. Außerdem wurden unterschiedliche Zellzahlen getestet (100.000 bis 
500.000 Monozyten pro Well). Die Ergebnisse sind in Abb. 34 dargestellt. Mit steigender 
MCLA-Konzentration sank das maximale Lumineszenz-Signal, welches jedoch von 1 µM bis 
10 µM immer später erreicht wurde. Dafür hielt das Signal mit steigender MCLA-
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Konzentration länger an. Je mehr Zellen verwendet wurden, desto stärker wurde das 
Lumineszenz-Signal und desto kürzer war das Kurvenplateau. In den folgenden Versuchen 
wurden 300.000 Zellen und 5 µM MCLA eingesetzt. 

 

Abb. 34: Abhängigkeit des Lumineszenz-Signals von MCLA-Konzentration und Zellzahl. 
Monozyten wurden mit 800 nM PMA zur Bildung von Sauerstoffradikalen angeregt. Von 
jedem Messwert wurde der Wert ohne PMA subtrahiert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 
drei Versuchen (maximaler SEM-Wert 0,16). 

Des Weiteren wurde untersucht, ob die Zeit der Vorinkubation der Monozyten mit 
präparierten Antikörpern die Bildung von Sauerstoffradikalen beeinflusst. Die Funktion der 
isolierten Monozyten konnte mit der Zeit beeinträchtigt sein, ebenso konnte sie aber auch 
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durch Rehabilitation während der Ruhephase verbessert sein. Außerdem konnten Faktoren der 
Antikörpersuspension akute Effekte zeigen, die nach einer einstündigen Vorinkubation nicht 
mehr messbar wären. Die Monozyten wurden nicht oder für eine Stunde mit den 
Anitkörperpräparationen eines Patienten oder einer Kontrollperson vorinkubiert. PMA wurde 
in den Konzentrationen 80 nM oder 800 nM zugegeben. Es wurden mehr Sauerstoffradikale 
nachgewiesen nach einstündiger Vorinkubation als ohne, auch ohne Zusatz von PMA (Abb. 
35). Das Lumineszenz-Signal war bei 800 nM PMA am höchsten und erreichte das Plateau 
am frühesten. Ein qualitativer Unterschied zwischen Patient und Kontrollperson war dabei 
nicht erkennbar. Quantitativ lagen die Kurvenmaxima beim Patienten ein wenig über denen 
der Kontrollperson (Differenzen zwischen 0,01 und 0,05 RLU). 

 

Abb. 35: Superoxidanion-Messung von PMA-stimulierten Monozyten mit und ohne 
Vorinkubation für 1 h mit IgG von Patient 11 bzw. Kontrolle 6 
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3.4.3 Einfluss von Antikörper-Präparaten auf die Freisetzung von 
Sauerstoffradikalen 

In drei Versuchen wurde der Einfluss von Antikörper-Präparaten auf die Freisetzung von 
Sauerstoffradikalen aus Monozyten untersucht. Es wurden unterschiedliche PMA-
Konzentrationen (0,8 nM - 800 nM) verwendet. Die Monozyten wurden vor der Zugabe von 
PMA mit den Antikörper-Präparaten 1 h lang vorinkubiert. Abb. 36 fasst die Ergebnisse 
zusammen. Die Kurvenverläufe spiegeln lediglich die jeweilige PMA-Konzentration wider. 
Ein genereller Unterschied zwischen Kontrollen und Patienten konnte nicht festgestellt 
werden. 
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Abb. 36: Sauerstoffradikal-Bildung von PMA-stimulierten Monozyten nach einstündiger 
Vorinkubation mit IgG von Patienten bzw. Kontrollen 
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3.4.4 Quantifizierung von Tissue Factor und pERK1/2 in Monozyten mittels 
Western-Blot nach Stimulation mit Endothelin-1 oder Thrombin 

Der Einfluss von Endothelin-1 (10 nM) und Thrombin (1 E/ml) auf die Produktion von TF 
(tissue factor) und die Aktivierung der MAPK ERK1/2 in serumhaltigem Medium wurde in 
drei Versuchen analysiert (Abb. 37). Die Monozyten wurden mit den Stimulanzien bzw. 
A. dest. als Kontrolle 2 h inkubiert. Die Werte wurden auf die Kontrolle=1 umgerechnet. Die 
Streuung der Messergebnisse war zu groß, um eine eindeutige Aussage zum Einfluss der 
beiden Stimulanzien treffen zu können. 

 

Abb. 37: Quantifizierung TF und pERK1/2 in Monozyten nach Stimulation mit 
Endothelin-1 oder Thrombin 
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3.4.5 Quantifizierung von Tissue Factor und pERK1/2 in Monozyten mittels 
Western-Blot nach Stimulation mit Antikörper-Präparaten 

Mit IgG von Kontrolle 3 wurde die intraindividuelle Streuung der Messergebnisse untersucht 
(Abb. 38). In vier unabhängigen Versuchen zeigten sich nach 2 h einmal eine TF-Erhöhung 
(2,86-faches der Negativkontrolle) und einmal eine ERK1/2-Aktivierung (8,30-faches der 
Negativkontrolle). Die restlichen Ergebnisse unterschieden sich nicht deutlich von der 
Negativkontrolle. Die monozytäre Expression von TF und die Aktivierung von ERK1/2 sind 
demnach je nach Herkunft der Monozyten unterschiedlich. 

 

Abb. 38: Quantifizierung von TF und pERK1/2 in Monozyten nach Stimulation mit IgG 
von Kontrolle 3. Die Werte wurden normiert, so dass die Negativkontrolle (A. dest.)=1 ist. 

Es wurden Antikörper-Präparate von fünf Kontroll- und von fünf Patientenseren im Hinblick 
auf eine veränderte Produktion von TF und pERK1/2 getestet. Die Monozyten wurden 2 h mit 
den IgG-Präparaten inkubiert. In Abb. 39 sind die Ergebnisse zusammengefasst. Im Falle von 
TF ergaben die Kontrollen Werte zwischen dem 1,5- und 6,0-fachem der Negativkontrolle, die 
Patienten zwischen dem 1,1- und 2,8-fachem. Für pERK1/2 ergab sich eine Spanne vom 1,1- 
bis 2,6-fachem der Negativkontrolle bei den Kontroll-IgGs und Werte vom 0,8- bis 12,2-
fachem bei den Patienten-IgGs. Die Messwerte von Patient 10 (12,2) und Patient 11 (9,4) 
unterschieden sich hierbei deutlich von den anderen Patienten und Kontrollen. Eine 
zusammenfassende Aussage über den Einfluss von Patienten-IgG auf die Produktion von TF 
und pERK1/2 bei Monozyten im Vergleich zu Kontroll-IgG ließ sich damit nicht treffen. 
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Abb. 39: Quantifizierung von TF und pERK1/2 in Monozyten nach Stimulation mit IgG 
von fünf Kontrollen und sechs Patienten. Die Werte wurden normiert, so dass die 
Negativkontrolle (A. dest.)=1 ist. 

Des Weiteren wurde untersucht, ob Eluat und Durchfluss affinitätschromatografisch 
aufgereinigter PAR-Autoantikörper eine unterschiedliche monozytäre Aktivierung von TF-
Produktion bzw. ERK1/2 bewirken. Der Durchfluss sollte eine direkte Negativkontrolle zum 
Eluat darstellen. Der Versuch wurde unter Verwendung eines einzigen Monozyten-Präparats 
durchgeführt. Wie in Abb. 40 gezeigt, bewirkten die Durchfluss-Präparate von Patient 14a 
[ET(A)] und Patient 15a (keine Autoantikörper) wie auch das Eluat von Patient 15a eine 
Erhöhung des TF-Proteins, nicht jedoch das Eluat von Patient 14a (PAR). ERK1/2 wurde bei 
Stimulation mit beiden Durchfluss-Präparaten verstärkt phosphoryliert. Die Eluate (PAR) 
lieferten hier Ergebnisse vergleichbar mit der Negativkontrolle. 
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Abb. 40: Quantifizierung von TF und pERK1/2 in Monozyten nach Stimulation mit Eluat 
bzw. Durchfluss affinitätschromatografisch aufgereinigter Antikörper-Präparationen von zwei 
Patienten. Die Werte wurden normiert, so dass die Negativkontrolle (A. dest.)=1 ist. 
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4 Diskussion 

4.1 Funktion von Ventrikel-Kardiomyozyten 
neonataler Ratten 

4.1.1 Nachweis und Charakterisierung von Autoantikörpern anhand der 
Pulsationsrate von Kardiomyozyten bei Stimulation mit Patienten-
Immunglobulin 

In dieser Arbeit konnten Autoantikörper gegen die Protease-aktivierten Rezeptoren 1 und 2 
(PAR1/2) und gegen den Endothelin-Rezeptor ET(A) in Seren von Patienten mit Raynaud-
Syndrom oder Herz-Kreislauf-Erkrankungen nachgewiesen werden. In einer Stichprobe von 
32 Patienten mit Raynaud-Syndrom enthielten 87,5 % der Patientenseren Antikörper gegen 
die Rezeptoren PAR1/2 und/oder ET(A). Mit einem Anteil von 46,9 % enthielten die meisten 
der untersuchten Seren Autoantikörper gegen die Rezeptoren PAR1/2, aber auch die 
Kombination dieser mit Autoantikörpern gegen den Rezeptor ET(A) war mit 37,5 % relativ 
häufig. Die PAR1/2-spezifischen Autoantikörper wirkten auf spontan pulsierende Ratten-
Kardiomyozyten dosisabhängig positiv chronotrop, ebenso wie die Agonisten Thrombin und 
das PAR1/2-stimulatorische Peptid SFLLRN. Die funktionellen Effekte der PAR1/2-
Autoantikörper sowie der PAR-Agonisten konnten durch das Thrombin-Rezeptor-
inhibitorische Peptid YFLLRN geblockt werden [122]. Die Spezifität der Autoantikörper 
gegen Loop II von PAR1 und PAR2 wurde durch Neutralisierung der Antikörper mit den 
entsprechenden Peptiden nachgewiesen. Da beide PAR-Autoantikörper-neutralisierenden 
Peptide einen Abschnitt gleicher Aminosäuresequenz enthalten, kann darin das Epitop der 
Antikörper vermutet werden. Es kann angenommen werden, dass die PAR-Autoantikörper 
beide Rezeptorsubtypen, PAR1 und PAR2, erkennen und aktivieren. 

Die Autoantikörper gegen den Endothelin-Rezeptor ET(A) wirkten wie Endothelin-1 
dosisabhängig negativ chronotrop. Die Spezifität für den Rezeptor-Subtyp ET(A) konnte 
durch den antagonistischen Effekt des ET(A)-Blockers BQ610 nachgewiesen werden. Der 
Inhibitor des ET(B)-Rezeptors BQ788 hatte keinen Einfluss auf den negativ chronotropen 
Effekt des Endothelins und der ET(A)-Rezeptor-Autoantikörper [124]. 

Das Raynaud-Syndrom zeichnet sich durch meistens Kälte-induzierte vasospastische Anfälle 
in den Akren (hauptsächlich Finger) aus (siehe 1.2.1). Die Symptome der Urtikaria sind 
Histamin-vermittelt, setzen also eine Aktivierung des Immunsystems voraus (siehe 1.2.2). 
Herz-Kreislauf-Erkrankungen wie die koronare Herzkrankheit oder Angina pectoris stellen 
Durchblutungsstörungen der koronaren Gefäße dar (siehe 1.2.3). Veränderungen der 
Pulmonalarterien können zum schweren Krankheitsbild der pulmonalen Hypertonie führen 
(siehe 1.2.4). Bei all diesen Erkrankungen spielen Wechselwirkungen zwischen aktivierten 
Immunzellen, Endothelzellen und glatten Gefäßmuskelzellen eine bedeutende Rolle – Zellen, 
die auch die Rezeptoren PAR1, PAR2 und ET(A) exprimieren. Eine Autoantikörper-induzierte 
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Aktivierung dieser Rezeptoren könnte das Endothel aktivieren und proinflammatorische 
Effekte wie die Adhäsion und Penetration von Immunzellen, die Freisetzung 
proinflammatorischer Mediatoren und die Aktivierung von Thrombozyten hervorrufen. Durch 
Endothelin oder Thrombin aktivierte glatte Gefäßmuskelzellen führen zur Vasokonstriktion 
[87,111]. Eine pathophysiologische Rolle der funktionellen Autoantikörper gegen PAR1/2 und 
ET(A) bei Gefäßerkrankungen kann daher nicht ausgeschlossen werden. Untersuchungen zur 
Funktionalität der Autoantikörper an Zellen des Immun- und Herz-Kreislauf-Systems sind 
nötig, um eine mögliche Pathogenizität dieser Autoantikörper zu beurteilen. 

Bei 80 % der Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie kommen Autoantikörper gegen den 
β1-adrenergen Rezeptor vor [21]. Erste Studien zur Immunadsorption an solchen Patienten 
konnten den Erfolg dieser Behandlung aufzeigen (siehe 1.1.3 [15,16,17]). Bei der 
Immunadsorption werden Immunglobuline aus dem Plasma der Patienten entfernt und durch 
ein therapeutisches Immunglobulin-Präparat ersetzt. Bei der Plasmapherese hingegen wird 
das Blutplasma des Patienten ausgetauscht. Dragun et al. beschreibt eine solche Behandlung 
an Patienten mit refraktärer Nierentransplantat-Abstoßung [18]. Von diesen Patienten hatten 
einige Spender-spezifische HLA-Antikörper und andere Patienten hatten Autoantikörper 
gegen den G-Protein-gekoppelten Angiotensin II-Rezeptor AT1. Diese Beispiele deuten auf 
eine mögliche Pathogenizität von Autoantikörpern gegen die G-Protein-gekoppelten 
Rezeptoren β1 und AT1. 

4.1.2 Einfluss von Serum auf die Aktivierung von ERK1/2 und die 
Expression von p67phox durch Stimulanzien 

Die Methode der Pulsationsraten-Bestimmung von Kardiomyozyten ist für das serumhaltige 
System etabliert [127]. Zellkulturmedien ohne Serum werden im Allgemeinen als 
Mangelmedien bezeichnet, denn es fehlen Nährstoffe und Wachstumsfaktoren. Serum wird 
aus Blut gewonnen durch Aktivierung der Blutgerinnung und Abtrennung der koagulierten 
Zellen und des Fibrins. In der Zellkultur wird hitzeinaktiviertes Serum verwendet, d.h. 
Proteine wie z.B. Komplementfaktoren und Enzyme sind inaktiviert. Solches Serum ist also 
eine modifizierte Form des physiologischen Blutplasmas und ähnelt außerdem in der 
Zusammensetzung dem extrazellulären Milieu im Gewebe. Art und Konzentration der 
Inhaltsstoffe des Serums wie zum Beispiel Hormone, Zytokine oder Wachstumsfaktoren 
können zum Teil beträchtlich variieren je nach Spezies, Geschlecht, Alter oder sonstigem 
Zustand des Individuums. Auch exogene Faktoren wie Medikamente oder Bestandteile aus 
der Nahrung tragen dazu bei, dass unterschiedliche Serum-Chargen unterschiedliche 
Bedingungen darstellen. 

Viele In-vitro-Versuche mit Zellen in Kultur werden in serumfreiem Medium durchgeführt. 
Dazu wird das serumhaltige Kulturmedium einen Tag oder einige Stunden vor dem Versuch 
entfernt, die Zellen werden mit PBS gewaschen und erhalten dann serumfreies Medium. Dies 
soll verhindern, dass die oben genannten variablen Faktoren die Aussagekraft des 
Versuchsergebnisses beeinträchtigen. Damit wird aber auch von vornherein das Milieu der 
Zellen drastisch verändert. 

Da auch die Pulsationsraten-Bestimmung im serumhaltigen System durchgeführt wurde, 
wurde diese Versuchsbedingung für die meisten Versuche in dieser Arbeit übernommen. Am 



4. Diskussion 

87 

Beispiel der Aktivierung von ERK1/2 und der Expression von p67phox in neonatalen Ratten-
Kardiomyozyten sollte nun festgestellt werden, ob der Serumgehalt des Mediums einen 
Einfluss zeigt. Ohne Serum war die Aktivierung von ERK1/2 mit Endothelin-1 stärker als mit 
Serum. Im serumhaltigen System war die ERK1/2-Phosphorylierung mit Thrombin sogar auf 
dem gleichen Level wie die Kontrolle. Nur ohne Serum zeigte Thrombin hier einen leichten 
Effekt. Bei 24-stündiger Stimulation mit IL-1β, IL-6 oder LPS bewirkte serumhaltiges 
Medium eine etwas stärkere Phosphorylierung von ERK1/2 als serumfreies. Die Expression 
von p67phox in Medium ohne Serum war bei Stimulation mit SFLLRN niedriger als mit 
Serum. Alle anderen Ergebnisse erwiesen sich als unabhängig vom Serumgehalt des 
Kulturmediums. 

Es ist möglich, dass Thrombin durch Faktoren im Serum inaktiviert wird. Antithrombin und 
Thrombomodulin sind physiologische Thrombin-Inhibitoren, aber auch Protease-Inhibitoren 
wie α2-Makroglobulin oder Heparin-Cofaktor II können hier eine Rolle spielen [128]. 
Endothelin-1 ist ein Peptid und kann ebenso wie das Peptid SFLLRN durch Proteasen oder 
Peptidasen leicht abgebaut werden. Wenn solche Faktoren im Serum durch Erwärmung auf 
57°C nicht inaktiviert wurden, könnten sie die Verfügbarkeit der Stimulanzien reduzieren. Die 
Protease-Wirkung des Thrombins an den Rezeptoren PAR1/2 könnte außerdem im 
serumhaltigen Milieu herabgesetzt sein, weil Bestandteile des Serums zusätzliche Substrate 
darstellen können und somit weniger Thrombin für die enzymatische Reaktion an PAR1 und 
PAR2 zur Verfügung steht. 

Andererseits hatte das Serum keinen Einfluss auf die Aktivierung von ERK1/2 durch 
SFLLRN. Außerdem bewirkte dieses Peptid in PRP eine stärkere Thrombozytenaggregation 
als bei gewaschenen Thrombozyten. Das legt nahe, dass kein nennenswerter Abbau des 
Peptids durch Serumbestandteile während der Versuchsdurchführung stattfand und die 
Aktivität des Peptids erhalten blieb. Eine Inaktivierung von Thrombin erscheint ebenso 
unplausibel für die fehlende Aktivierung von ERK1/2 im serumhaltigen Medium angesichts 
der positiv chronotropen Wirkung auf Kardiomyozyten. 

Serumkomponenten mit inhibitorischer Wirkung auf die in dieser Arbeit verwendeten 
Stimulanzien sind nicht auszuschließen. Aber positive funktionelle Effekte in Anwesenheit 
von Serum bei einigen Methoden schließen eine generelle Inaktivierung der Stimulanzien aus. 
Abhängig vom jeweiligen Experiment kann der Serumgehalt des Mediums die Testergebnisse 
beeinflussen. 

4.1.3 Agonisten Endothelin-1, Thrombin und Peptid SFLLRN 

Kardiomyozyten exprimieren die Rezeptoren ET(A), PAR1 und PAR2. Die vorliegende 
Arbeit stützt sich auf die Erkenntnis, dass Autoantikörper gegen diese G-Protein-gekoppelten 
Rezeptoren die Pulsationsrate von neonatalen Ratten-Kardiomyozyten verändern. Die 
Antikörper gegen ET(A) wirken negativ chronotrop, die gegen PAR1/2 positiv chronotrop. 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch Thrombin und SFLLRN die 
Pulsationsraten neonataler Ratten-Kardiomyozyten konzentrationsabhängig zunahmen. Der 
Effekt wurde durch das inhibitorische Peptid YFLLRN blockiert. Endothelin-1 induzierte 
dosisabhängig einen negativ chronotropen Effekt, der durch den ET(A)-Antagonisten BQ610 
geblockt wurde. 
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Im serumfreien Medium zeigte Endothelin-1 eine deutliche Aktivierung von ERK1/2. Diese 
Befunde liegen in Übereinstimmung mit den Daten von Sugden und Clerk [106,106,128]. In 
Zellen, die in serumhaltigem Medium kultiviert wurden, war nur ein leichter Effekt nach 10 
bis 30 min erkennbar. Thrombin aktivierte ERK1/2 ohne Serum nur geringfügig. Im 
serumhaltigen System erhöhte Thrombin die Phosphorylierung von ERK1/2 nicht. Demnach 
scheint Thrombin bei einer Aktivierung von ERK1/2 keine Rolle zu spielen. Das Peptid 
SFLLRN führte jedoch zu einer verstärkten Phosphorylierung von ERK1/2 nach 2 min. Da 
Thrombin den Rezeptor PAR1 aktiviert, das Peptid jedoch sowohl über PAR1 als auch über 
PAR2 seine Wirkung realisiert, könnte die Peptid-induzierte Aktivierung von ERK1/2 hier 
über PAR2 ausgelöst worden sein. 

Im zeitlichen Verlauf bis 24 h schien der p67phox-Level leicht erhöht durch Stimulation mit 
dem Peptid SFLLRN. Thrombin und Endothelin-1 veränderten bis 24 h den p67phox-Level der 
Kardiomyozyten nicht. Diese Ergebnisse deuten also auf keine verstärkte Aktivität der 
NADPH-Oxidase in Kardiomyozyten durch PAR1- oder ET(A)-Agonisten. Eine Induktion 
über PAR2 kann jedoch nicht ausgeschlossen werden. 

4.1.4 Proinflammatorische Faktoren IL-1β, IL-6 und LPS 

Das proinflammatorische Zytokin IL-1β bewirkt Effekte an den meisten Zelltypen über den 
Rezeptor IL-1RI (IL-1-Rezeptor Typ I) [129]. Kereveur et al. konnten zeigen, dass eine IL-1β-
Stimulation die Expression von TFPI (tissue factor pathway inhibitor) in Kardiomyozyten 
erhöht [130]. In einer Arbeit von Shindo et al. wurde die IL-1β- oder LPS-induzierte 
Freisetzung von NO aus Kardiomyozyten beschrieben [131]. 

Die Familie der IL-6-Zytokine ist multifunktionell. Sie werden u.a. von Fibroblasten, 
Keratinozyten, Monozyten, T- und B-Lymphozyten produziert [132]. Der IL-6-Rezeptor 
(IL-6R) bildet in der Zellemembran einen Komplex mit gp130, welches das Signal überträgt 
[133]. IL-6 bewirkt an Kardiomyozyten eine verminderte Expression von SERCA (sarco-

/endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase) [134] und eine erhöhte Expression von ANP (atrial 

natriuretic peptide) und BNP (B-type natriuretic peptide) [135]. Einerseits wird IL-6 eine 
Rolle in der Depression der Herzkontraktiliät, der Hypertrophie und Herzdysfunktion nach 
Ischämie zugewiesen, andererseits wirkt IL-6 in einem Ischämie-Reperfusionsmodell mit 
neonatalen Ratten-Kardiomyozyten kardioprotektiv [136]. 

LPS (Lipopolysaccharid) ist der Hauptbestandteil der äußeren Membran (outer membrane) 
Gram-negativer Bakterien. Nach Komplexbildung mit dem Akute-Phase-Protein LBP (LPS-

binding protein) induziert es proinflammatorische Immunantworten myeloider Zellen durch 
Aktivierung des LPS-Rezeptors TLR4 (Toll-like-receptor 4) [137]. Auch Kardiomyozyten 
exprimieren diesen Rezeptor. Der LPS-aktivierte TLR4 bewirkt eine Reduktion der 
Kontraktilität von Kardiomyozyten, wahrscheinlich indirekt über Mediatoren aus stimulierten 
Immunzellen im Herzen [138]. 

In dieser Arbeit wurde die Aktivierung der MAPK ERK1/2 sowie die Expression des p67phox-
Proteins in Kardiomyozyten nach Stimulation mit IL-1β, IL-6 und LPS untersucht. IL-1β 
führte zu einer verstärkten ERK1/2-Phosphorylierung nach 5 und 20 min. LPS zeigte einen 
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deutlichen Effekt nach 20 min. IL-6 aktivierte ERK1/2 im getesteten Konzentrationsbereich 
nicht. Der p67phox-Level wurde bis 24 h durch keines der Stimulanzien verändert. 

Die Phosphorylierung von ERK1/2 durch LPS liegt im Widerspruch mit den Daten von 
Tavener et al., die keine Aktivierung einer MAPK in diesem Zelltyp nachweisen konnten 
[138]. Jedoch wird i. A. beschrieben, dass LPS in anderen Zelltypen die MAPK p38, JNK und 
ERK1/2 aktiviert [138]. Der hier gemessene Effekt könnte auf die Anwesenheit geringer 
Mengen Nicht-Muskelzellen in der Kultur zurückzuführen sein. Mastzellen zum Beispiel 
werden ebenfalls durch LPS aktiviert und die folgende Degranulation setzt u.a. Histamin, PAF 
(platelet activating factor) TNFα und Oxidanzien frei. Die ERK1/2-Aktivierung könnte 
sekundäre Effekte solcher Mediatoren widerspiegeln. 

Eine ausführliche Darstellung der Signalkaskaden nach Aktivierung von TLR4 
veröffentlichten Pålsson-McDermott und O’Neill (2004) [137]: Darin wird nur die 
Aktivierung der MAPK p38 und JNK aufgezeigt, nicht jedoch ERK1/2. Demnach können 
positive Ergebnisse zur ERK1/2-Aktivierung durch LPS in der vorliegenden Arbeit auch auf 
sekundäre Effekte zurückzuführen sein. 

4.1.5 Einfluss von Autoantikörpern auf die Aktivierung von ERK1/2 

Der Einfluss verschiedener Antikörper-Präparate auf die Aktivierung von ERK1/2 wurde 
überprüft. IgG-Präparate von Patienten mit Autoantikörper gegen PAR1/2 und der in 
Kaninchen generierte Autoantikörper gegen PAR2 zeigten den gleichen leicht aktivierenden 
Effekt wie das Peptid SFLLRN. Obwohl Endothelin-1 die stärkste ERK1/2-Aktivierung 
hervorrief, blieben die Werte mit Autoantikörpern gegen ET(A) nur wenig über denen der 
A. dest.-Kontrolle. 

Bemerkenswert ist, dass das IgG von Kontrollpersonen stärkere Effekte zeigte als die IgG-
Präparate mit Autoantikörper gegen die Rezeptoren PAR1/2 und ET(A). Das therapeutisch 
verwendete Endobulin hatte keinen Einfluss auf die Aktivierung dieser MAPK. Es bedarf 
deshalb einer Erklärung für die Wirkung des Kontroll-IgGs. In den Untersuchungen zur 
Pulsationsrate von Kardiomyozyten zeigten die Kontroll-IgGs keinen Effekt. Dieses wurde 
auf die gleiche Art präpariert wie das IgG der Patienten mit PAR1/2-Autoantikörpern. Eine 
Aktivierung von Zellen über Fcγ-Rezeptoren ist mit hoher Wahrscheinlichkeit auch 
auszuschließen, da das Endobulin keinen Einfluss auf die Phosphorylierung der MAPK 
ausübte. 

Eine Coinkubation mit IL-1β erhöhte in allen Fällen die Phosphorylierung von ERK1/2. 
Dieser Effekt blieb mit IL-6 oder LPS aus. Wie unter 4.1.4 erwähnt, erhöhte IL-1β auch allein 
pERK1/2, aber auf einem niedrigeren Niveau. Es kann hier also von einem additiven, 
costimulatorischen Effekt ausgegangen werden. Dieses Ergebnis liefert einen Hinweis dafür, 
dass Autoantikörper gegen PAR1/2 oder ET(A) im inflammatorischen Gewebe mit erhöhtem 
Vorkommen von IL-1β verstärkt wirksam werden können. 
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4.2 Funktion von hCASMCs 

4.2.1 Agonisten Endothelin-1, Thrombin und Peptid SFLLRN 

Endothelin-1 ließ nur eine leichte Aktivierung von ERK1/2 in kultivierten hCASMCs nach 
20 min erkennen (1,8-faches der Kontrolle). Untersuchungen von Trevisi et al. an 
Rattenschwanzarterien zeigten eine ähnlich schwache Aktivierung dieser MAPK durch ET-1 
[108]: In diesen Untersuchungen wurden Arteriensegmente mit 50 nM Endothelin-1 für 
10 min behandelt und die Phosphorylierung von ERK1/2 war gegenüber der Negativkontrolle 
1,8-fach (pERK1) bzw. 2,5-fach (pERK2) erhöht. 

Weder die Protease Thrombin noch das aktivierende Peptid SFLLRN erhöhten die 
Phosphorylierung von ERK1/2 in hCASMCs. Jerius et al. untersuchten die Tyrosin-
Phosphorylierung in frisch präparierten Abschnitten bovinen glatten Muskelzellgewebes aus 
Carotisarterien [87]. Sie stimulierten die Zellen mit einer Thrombin-Konzentration, die das 
100-fache der hier verwendeten Konzentration beträgt. Aus einer Bande bei 46 kDa im 
Western-Blot schließen sie auf die Phosphorylierung einer MAPK mit einem Maximum nach 
1 min Stimulation. Diese Methodik zeigt wesentliche Unterschiede zu der hier verwendeten 
Methodik auf und kann daher nicht zu einem Vergleich der Ergebnisse herangezogen werden. 

Ein veränderter TF- oder p67phox-Level in den hCASMCs konnte nach 24 h Stimulation mit 
keinem der drei Agonisten festgestellt werden. Proinflammatorische Zellfunktionen wie 
erhöhte TF-Expression oder verstärkte NADPH-Oxidase-Aktivität scheinen durch ET-1, 
Thrombin und SFLLRN an hCASMCs nicht induziert zu werden. 

4.2.2 Proinflammatorische Faktoren IL-1β, IL-6 und LPS 

Die Phosphorylierung von ERK1/2 sowie der Proteinlevel von TF und p67phox in hCASMCs 
wurden nach Stimulation mit IL-1β, IL-6 oder LPS untersucht. Auf die Phosphorylierung von 
ERK1/2 hatte IL-1β keinen stimulierenden Einfluss. Der TF-Proteinlevel war nach 5 min 
Stimulation mit diesem Zytokin leicht erhöht und nach 2 h leicht erniedrigt. Nach 24 h schien 
der p67phox-Level ebenfalls leicht erniedrigt. Diese Ergebnisse sind nicht signifikant und 
deshalb nicht gesichert. Falls höhere Stichprobenzahlen oder andere Untersuchungen diese 
Beobachtungen bestätigen, könnte der schnelle und kurzfristige Anstieg von TF-Protein auf 
eine größere Verfügbarkeit bereits vorhandenen Proteins hinweisen. Vielleicht liegt ein Teil 
des TF-Proteins in komplexierter/gebundener Form vor und ist im Western-Blot erst nach 
induzierter Freisetzung aus diesem Komplex nachweisbar. Der Abfall des Proteins nach 2 h 
ließe sich durch eine Freisetzung ins Medium erklären. Die Phosphorylierung und von p67phox 
und dessen Transport in die Zellmembran zur Bildung des aktiven NADPH-Komplexes wäre 
eine Erklärung für den Abfall von p67phox. 

Die proinflammatorische Wirkung von IL-1β, IL-6 und LPS wurde u.a. von Calabró et al. 
anhand der Induktion von CRP (C-reaktives Protein) nachgewiesen [139]. Nach 48 h 
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Stimulation von hCASMCs mit diesen Faktoren war CRP im Überstand signifikant erhöht. 
Humane glatte Gefäßmuskelzellen exprimieren den IL-6-Rezeptor nur geringfügig, aber 
durch Inkubation der Zellen mit dem IL-6/sIL-6R-Komplex konnten Klouche et al. die 
Expression von gp130 und auch die Sekretion von IL-6 erhöhen [140]. Kaur et al. wiesen an 
den gleichen Zellen eine IL-1β-induzierte Aktivierung der NADPH-Oxidase nach 24 h mit 
dem Cytochrom-c-Assay nach [141]. Allerdings wurden vorher die Zellen für 24 h in 
serumfreiem Medium kultiviert und während der 24-stündigen Inkubation mit IL-1β enthielt 
das Medium nur 0,1 % Serum. Das normale Kulturmedium für diese Zellen enthält 5 % 
Serum. Die Versuchsbedingungen entsprechen also nicht denen in der vorliegenden Arbeit. 

IL-6 erhöhte die Menge an nachweisbarem TF nach 5 min Stimulation, nach 2 h zeichnete 
sich hingegen eine Erniedrigung ab. Dies entspricht einem ähnlichen Ablauf wie bei der 
Stimulation mit IL-1β und kann auf dieselben Mechanismen beruhen. Nach 6-stündiger 
Inkubation von hCASMCs mit IL-6 war der pERK1/2-Level erhöht, ebenso nach 24 h. Diese 
Erhöhungen waren sehr gering, aber gut reproduzierbar. Eine Aktivierung der MAPK nach 
mehreren Stunden kann auf sekundäre Effekte zurückzuführen sein. Der p67phox-Level blieb 
nach 24 h unverändert. Dies spricht gegen eine Induktion des NADPH-Oxidase-Signalwegs 
durch IL-6. 

Nach 5 min Stimulation mit LPS war der TF-Level leicht erhöht. Eine Aktivierung von 
ERK1/2 konnte nicht nachgewiesen werden (siehe 4.1.4/[137]). Der p67phox-Level schwankte 
zwischen einer leichten Erhöhung nach 5 min, einem Abfall nach 2 h und wiederum einer 
leichten Erhöhung nach 24 h. Während eine erhöhte Verfügbarkeit des Proteins die schnelle 
Erhöhung erklären könnte, könnte bei einer Aktivierung des Proteins durch Phosphorylierung 
und Komplexbildung den Abfall des nachweisbaren p67phox-Levels nach 2 h erklären. Nach 
24 h können sich eine induzierte Transkription des Gens und Translation der mRNA für 
p67phox in einem erhöhten Proteinlevel äußern. 

4.2.3 Einfluss von Autoantikörpern auf die Aktivierung von ERK1/2 

Humane CASMCs zeigten bei Stimulation sowohl mit PAR-Autoantikörper-positivem IgG als 
auch mit Kontroll-IgG eine leichte Aktivierung von ERK1/2. Die zwei getesteten ET(A)-
Antikörper-Präparate und das Endobulin bewirkten keine Aktivierung dieser MAPK. Die 
Costimulation mit IL-1β, IL-6 oder LPS hatte keinen Einfluss. Diese Ergebnisse hinsichtlich 
der Wirkung der Antikörper-Präparate sind vergleichbar mit den Daten, die mit 
Kardiomyozyten erhoben wurden (siehe 4.1.5). Die Costimulanzien bewirkten auch in den 
Vorversuchen an hCASMCs nach 20 min keine Aktivierung von ERK1/2 (siehe 4.2.2). 

Auffällig ist jedoch, dass der PAR1/2-Agonist SFLLRN keinen Effekt hatte und ET-1 einen 
pERK1/2-Anstieg bewirkte. Da SFLLRN zu keinem Zeitpunkt im zuvor getesteten Bereich 
von 1 min bis 24 h eine ERK1/2-Aktivierung hervorrief, kann von einer PAR1/2-
unabhängigen Aktivierung dieses Signalproteins durch das IgG der Patienten ausgegangen 
werden. Da außerdem das Kontroll-IgG den gleichen Effekt wie das Patienten-IgG zeigte, 
könnte eine unspezifische Aktivierung von ERK1/2 durch das IgG oder andere Faktoren in 
den IgG-Präparaten vorliegen. Im Gegensatz zu den hCASMCs allerdings waren bei den 
Kardiomyozyten die Effekte von IgG mit PAR-Autoantikörpern und Kontroll-IgG 
unterschiedlich stark. Dort scheint zusätzlich zur unspezifischen Aktivierung ein PAR1/2-
abhängiger Mechanismus eine Rolle zu spielen. 
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4.3 Thrombozytenaggregation und Serotonin-
Freisetzung 

4.3.1 Methodenetablierung Thrombozyten-Aggregometrie 

Die Thrombozyten-Aggregometrie ist eine Methode zur Beurteilung der Funktionalität von 
Thrombozyten. In der klinischen Diagnostik wird hierfür PRP (platelet rich plasma) aus 
Citrat-antikoaguliertem Blut verwendet. In dieser Arbeit wurden die Thrombozyten für 
funktionelle Untersuchungen jedoch gewaschen. Individuelle Unterschiede im Plasma der 
Thrombozytenspender entfallen somit, ebenso jedoch die natürliche Regulation der 
Thrombozytenaktivität durch pro- und antikoagulatorische Plasmafaktoren. Die 
Reaktionsfähigkeiten von PRP und gewaschenen Thrombozyten auf die Aktivatoren Collagen 
und ADP wurden verglichen. Die Aggregation gewaschener Thrombozyten durch Collagen 
war deutlich niedriger als bei Thrombozyten in PRP. Im Gegensatz zu PRP reagierten 
gewaschene Thrombozyten nicht auf ADP. 

Das Waschen der Thrombozyten erfolgt unter Zugabe von Apyrase und Prostaglandin E1 
(PGE1). Apyrase baut aus Thrombozyten und Erythrozyten freigesetztes ADP und ATP ab - 
Nukleotide, die Thrombozyten aktivieren können. PGE1 ist ein potenter 
Thrombozyteninhibitor. Diese beiden Zusätze verhindern eine vorzeitige Aktivierung der 
Thrombozyten während der Zentrifugations- und Resuspendierungsschritte. Da im oben 
beschriebenen Vergleich von PRP und gewaschenen Thrombozyten diese nicht auf ADP 
reagierten, wurde die Rolle der Apyrase untersucht. Es wurde festgestellt, dass sowohl mit als 
auch ohne Apyrase gewaschene Thrombozyten nicht durch Zugabe von ADP aggregierten. Im 
Vergleich zur Kontrolle (0,9 % NaCl) war die Lichtdurchlässigkeit beider 
Thrombozytensuspensionen jedoch vermindert, was auf einen induzierten Formenwandel der 
Thrombozyten schließen lässt. Dieser thrombozytäre Wandel von der diskoiden zur 
sphärischen Form, auch als shape change bezeichnet, ist eine Reaktion auf nur geringe 
Stimulation und geht einer Aggregation voraus [142]. Mit Collagen zeigten ohne Apyrase 
gewaschene Thrombozyten eine geringere Aggregation als mit Apyrase, was für den 
protektiven Effekt der Apyrase bei der Waschprozedur spricht. Aus diesem Versuch lässt sich 
schließen, dass PGE1 für die fehlende Thrombozytenaggregation durch ADP verantwortlich 
sein konnte. 

Versuche mit dem aktivierenden Peptid SFLLRN zeigten eine konzentrationsabhängige 
Aggregation und ähnlich wie bei Collagen (und ADP) eine verminderte Aggregation 
gewaschener Thrombozyten im Vergleich zu PRP-Präparaten. 

4.3.2 Aggregation, Slope und Serotonin-Freisetzung 

Der Slope beschreibt den Anstieg der Kurve des Aggregationsverlaufs. Dabei können 
verminderte Werte <0 entstehen, wenn es zu einem Formenwandel der Thrombozyten kommt 
und somit die gemessene Lichtdurchlässigkeit der Suspension sinkt. Die Serotonin-
Freisetzung ist neben der Aggregation ein weiteres Maß für die Thrombozytenreaktion. Das in 
den elektronendichten Granula gespeicherte Serotonin wird von aktivierten Thrombozyten 
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freigesetzt. Es gilt wiederum als schwacher Aktivator von Thrombozyten. Serotonin führt aber 
auch zur Aktivierung von Endothelzellen und glatten Gefäßmuskelzellen. Die 
gefäßverengende Wirkung und Effekte auf das periphere und zentrale Nervensystem von 
Serotonin werden mit diversen kardiovaskulären Erkrankungen in Zusammenhang gebracht 
[143]. Frishman et al. stellten dar, dass Ketanserin als hoch selektiver Serotonin-Rezeptor-2-
Antagonist (mit zusätzlichem Antagonismus gegen α-adrenerge Rezeptoren) eine ähnlich 
antihypertensive Wirkung besitzt wie vergleichbare Medikamente [143]. Außerdem kann 
Ketanserin möglicherweise der Behandlung peripherer Gefäßerkrankungen dienen [143]. 

In weiteren Versuchen wurden Konzentrationsabhängigkeiten von Thrombin, dem 
stimulatorischen Peptid SFLLRN und dem partiell-agonistischen Peptid YFLLRN erstellt. 
Entsprechend den Erwartungen korrelierten die Aggregationskurven mit denen der Serotonin-
Freisetzung. Der Slope, also die Aggregationsgeschwindigkeit, war bei mittleren 
Konzentrationen von Thrombin und dem Peptid SFLLRN sogar größer als bei höheren. Wie 
von Rasmussen et al. gezeigt induzierte auch in dieser Arbeit das Peptid YFLLRN nur einen 
Formenwandel der Thrombozyten [123,123,144]. 

4.3.3 Einfluss von Patienten-IgG auf die Thrombozytenfunktion 

Durch die Vorinkubation der Thrombozyten mit IgG von Patienten oder Kontrollpersonen 
sollte festgestellt werden, ob Autoantikörper gegen PAR und ET(A) die 
Thrombozytenfunktion beeinflussen. Bei Aggregation und Serotonin-Freisetzung konnte kein 
genereller Unterschied zwischen Patienten-IgG und Kontroll-IgG festgestellt werden. Es fiel 
jedoch auf, dass die Thrombozyten durch Vorinkubation mit dem Immunglobulin des 
Patienten 1 nach Stimulation mit 3 µM SFLLRN eher höhere Werte für Aggregation und 
Serotonin-Freisetzung zeigten als durch Vorinkubation mit Kontroll-IgG, während die Werte 
bei IgG von Patient 5 sowohl mit 3 µM als auch mit 10 µM SFLLRN niedriger ausfielen. Die 
Aktivität der Thrombozyten war mit IgG von Patient 1 erhöht und von Patient 5 erniedrigt. 
Das IgG der anderen drei Patienten zeigte gar keine oder keine einheitlichen Effekte. Eine 
Wirkung von PAR- oder ET(A)-Autoantikörper auf die Thrombozytenfunktion konnte mit 
diesem Ergebnis nicht nachgewiesen werden. 

In einem weiteren Experiment wurden Thrombozyten mit 1 µM SFLLRN vorbehandelt. 
Dieser Ansatz sollte klären, ob eine Vorstimulation der Thrombozyten durch SFLLRN eine 
Sensibilisierung gegenüber nachfolgende Stimulanzien hervorrufen kann. Nach Zugabe von 
IgG von Patienten und Kontrollpersonen wurden Aggregation und Slope der 
Aggregationskurve sowohl mit 3 µM SFLLRN als auch mit 0,9 % NaCl überprüft. 

Aggregation und Slope mit 0,9 % NaCl waren bei vorstimulierten Thrombozyten unabhängig 
vom IgG-Präparat in 9 von 12 Fällen erhöht. Mit 3 µM SFLLRN zeigten vorstimulierte 
Thrombozyten in 7 der 12 Fälle eine Erniedrigung von Aggregation oder Slope. Diese 
Ergebnisse deuteten darauf hin, dass eine teilweise Aktivierung durch 1 µM SFLLRN die 
nachfolgende Reaktion auf Stimulanzien verminderte. Die unvollständige Aktivierung der 
Thrombozyten war anhand einer erhöhten Spontanaggregation erkennbar, konnte aber die 
Reaktionsintensität bei erneuter, stärkerer Stimulation verringern. 

Wurden die Messwerte vorstimulierter Thrombozyten nach Inkubation mit Kontroll-IgG oder 
Patienten-IgG verglichen, so zeigten sich mit Patienten-IgG Erhöhungen von Aggregation und 
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Slope in 2 der 3 Vergleichsgruppen. Ein fördernder Einfluss von Patienten-IgG auf die erneute 
Aktivierung präaktivierter Thrombozyten kann demnach nicht ausgeschlossen werden. Ohne 
Vorstimulation jedoch schien Patienten-IgG eher einen hemmenden Einfluss auf die 
Thrombozytenfunktion zu haben. 

Es ist anzunehmen, dass sich die Seren von Kontrollpersonen und Patienten in Art und 
Konzentration vieler Faktoren unterscheiden. Zu diesen Faktoren zählen physiologische wie 
auch medikamentöse. Herz-Kreislauf-Patienten können zum Beispiel Medikamente 
einnehmen, die die Thrombozytenfunktion hemmen, den Blutdruck verändern oder den 
Lipidstoffwechsel positiv beeinflussen. Zwar erfolgte eine ausgiebige Dialyse gegen PBS bei 
der Herstellung der IgG-Präparate, aber nachhaltige Effekte auf die Thrombozytenfunktion 
waren nicht auszuschließen. Kenntnisse über solche medikamentöse und physiologische 
Faktoren in den hier verwendeten IgG-Präparaten sind nötig, um Einflüsse auf die 
Messergebnisse abzuschätzen. 

Dass präaktivierte Thrombozyten in vitro eine erhöhte Aktivität zeigen können bewiesen 
Furman et al. anhand von Untersuchungen bei Patienten mit stabiler koronarer Herzkrankheit 
[35]. Barradas et al. legen dar, welche Rolle Thrombozytenstruktur und –funktion in der 
Pathogenese auch peripherer Gefäßkrankheiten spielen [145]. Das Raynaud-Syndrom kann 
ebenfalls zu den peripheren Gefäßkrankheiten gezählt werden und so könnten Thrombozyten-
aktivierende Effekte der PAR- oder ET(A)-Autoantikörper einen Zusammenhang zu diesem 
Syndrom herstellen. Allgemein kommt es bei endothelialer Dysfunktion zu einer erhöhten 
Thrombozyten-Gefäßwand-Interaktion, wobei Serotonin und Thromboxan aus Thrombozyten 
u.a. Gefäßmuskelzellen aktivieren und damit eine Vasokonstriktion bewirken [146]. 

4.4 Funktion von Monozyten 

4.4.1 Methodenetablierung zur Messung des Superoxidanions 

Monozyten wurden aus humanem Blut mit dem Monocyte Negative Isolation Kit (Dynal® 
Biotech ASA) isoliert (siehe 2.2.6). Dabei binden Zellmarker-spezifische Antikörper an T-
Zellen, B-Zellen, NK-Zellen, Erythrozyten und Granulozyten, nicht aber an Monozyten 
(Produktbeschreibung). Andere kommerziell erhältliche Monozyten-Isolierungskits 
funktionieren mit Monozytenmarker-spezifischen Antikörpern, über welche diese Zellen aus 
der Zellsuspension separiert werden. Monozytenmarker sind oft Rezeptoren für Liganden, die 
wichtige Zellfunktionen steuern, zum Beispiel CD14, CD11b oder CD16. Der Vorteil der hier 
verwendeten negativen Selektionsmethode liegt darin, dass die Monozyten frei sind von 
spezifisch gebundenen Antikörpern. Dadurch wird die Monozytenfunktion nicht durch bereits 
gebundene Antikörper beeinflusst. 

72,3 % der Zellen in der Monozytenpräparation nach dem oben beschriebenen Verfahren 
waren HLA-DR- und CD14-positiv, also positiv für charakteristische Monozytenmarker. Die 
restlichen Zellen repräsentierten hauptsächlich Thrombozyten, Erythrozyten und tote Zellen. 
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In dieser Arbeit wurde eine Methode zur Messung der Produktion von reaktiven 
Sauerstoffspezies von Monozyten in einer 96-Well-Mikrotiterplatte etabliert. Zunächst 
wurden die Lumineszenzfarbstoffe Lucigenin und MCLA, ein Luciferinderivat, verglichen. 
Lucigenin produziert selbst das Superoxidanion [147,148,149]. Bei einer Lucigenin-
Konzentration von 5 µM ist dieser Umstand vernachlässigbar für eine korrekte Messung des 
von den Zellen produzierten Superoxidanions [150]. Es stellte sich heraus, dass Lucigenin bei 
Konzentrationen von 5 µM und 25 µM keine Messung der Radikale erlaubte. Im Gegensatz 
hierzu produzierte MCLA einen signifikanten Anstieg der Lumineszenz durch das 
Superoxidanion. Die Messung von Lumineszenz in einem Mikrotiterplatten-Reader ist 
weniger sensitiv als in einem Küvettenmessgerät. Für die Mikrotiterplatte reicht die 
Lumineszenzintensität von den getesteten Lucigenin-Konzentrationen deshalb nicht aus. Ein 
Vorteil der 96-Well-Platte gegenüber der Messung in Küvetten ist das benötigte geringe 
Probenvolumen. So lassen sich sowohl Zellen als auch Reagenzien einsparen. 

Des Weiteren wurden MCLA-Konzentration und Monozytenzahl optimiert. Entscheidend 
waren hierbei eine möglichst hohe Sensitivität bei geringem Verbrauch von Zellen sowie die 
Einhaltung eines optimalen Zeitfensters für den Prozess der Messung. Der Signal-Peak sollte 
nicht zu früh erscheinen um eine bequeme Handhabung von der Plattenbestückung bis zum 
Start der Messung zu ermöglichen. Die Zeitspanne bis zum Abfall des Signals auf das 
Nullniveau sollte nicht zu lang sein, um die benötigte Messzeit zu verkürzen. In dieser Arbeit 
wurden deshalb 300.000 Monozyten pro Well und eine MCLA-Konzentration von 5 µM als 
optimale Bedingungen ermittelt. 

4.4.2 Vorinkubation mit Antikörper-Präparaten zur Superoxidanion-
Messung 

Nach einstündiger Vorinkubation der Monozyten mit einem IgG-Präparat wurde eine stärkere 
Bildung der Sauerstoff-Radikale ermittelt als ohne diese zeitliche Verzögerung. Dieser Effekt 
war PMA-Konzentration-unabhängig. Auch ohne PMA-Stimulation wurden nach 1 h 
Vorinkubation mehr Superoxidradikale gemessen als ohne Vorinkubation. Abgesehen von rein 
physiko-chemischen Prozessen von Mediumbestandteilen können die Monozyten selbst für 
die vermehrte Produktion der Radikale verantwortlich sein. Dies würde auf eine PMA-
unabhängige Aktivierung der monozytären NADPH-Oxidase deuten oder auf 
Stoffwechselvorgänge, die während der Vorinkubation oxidativen Stress hervorrufen. 

Dennoch sprechen einige Gründe für eine Vorinkubation mit den IgG-Präparaten zur 
Beurteilung des Einflusses von Autoantikörpern auf die Monozytenfunktion: 

• Im Blut der Patienten vorkommende Autoantikörper können permanent Einfluss nehmen 
auf die Monozytenfunktion. Nicht ein Soforteffekt ist Gegenstand dieser Untersuchungen, 
sondern die Möglichkeit eines dauerhaften Einflusses auf die Monozytenfunktion. 

• Die Prozedur der Monozytenisolierung kann die Funktionalität der Zellen beeinflussen. 
Während einer Ruhephase können sich die Zellen regenerieren. Deshalb wurden sie 
zwischen Isolierung und Zugabe des Antikörper-Präparats 30 min lang im Brutschrank 
inkubiert. 
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• Ist diese Ruhephase zu lang, können im artifiziellen Milieu wiederum Funktionsverluste 
oder Differenzierungen der Monozyten eintreten. Mit der einstündigen Inkubation der 
Antikörper-Präparate wurde deshalb 30 min nach der Monozytenisolierung begonnen. 

4.4.3 Einfluss von Autoantikörpern auf die Produktion von Sauerstoff-
Radikalen 

Vor der Initiation der Produktion von Sauerstoff-Radikalen mit 8 nM, 80 nM oder 800 nM 
PMA wurden die Monozyten eine Stunde lang mit verschiedenen IgG-Präparaten 
vorinkubiert. Die Messung von Superoxidanion zeigte keinen Unterschied zwischen der 
Vorinkubation mit Patienten-IgG oder Kontroll-IgG. 

Dörffel et al. konnten eine Präaktivierung von Monozyten von Bluthochdruck-Patienten 
anhand einer verstärkten Sekretion proinflammatorischer Zytokine nachweisen [151]. 
Außerdem stellten sie eine erhöhte PMA (800 nM)-induzierte Freisetzung reaktiver 
Sauerstoff-Spezies aus solchen Monozyten fest [152]. Eine Präaktivierung von Monozyten 
durch PAR- oder ET(A)-Autoantikörper konnte in dieser Arbeit anhand der PMA-stimulierten 
Superoxidanion-Bildung nicht festgestellt werden. 

4.4.4 Aktivierung von ERK1/2 und Regulation von Tissue-Factor-Protein 
durch Endothelin-1 und Thrombin 

Monozyten exprimieren die Thrombin-Rezeptoren PAR1 und PAR3 sowie die Endothelin-
Rezeptoren ET(A) und ET(B) [153,154]. Eine Phosphorylierung der MAPK ERK1/2 
innerhalb weniger Minuten weist auf eine direkte Aktivierung dieses Signalweges hin, 
wohingegen ein Anstieg der Phosphorylierung nach Stunden für sekundäre Effekte der 
Aktivierung spricht. Die Veränderung des intrazellulären TF-Proteinlevels stellt keinen akuten 
Effekt dar, denn für eine TF-Erhöhung müssen zunächst die Transkription des TF-Gens und 
die Translation der mRNA erhöht werden. 

Eine Stimulation von Monozyten mit Thrombin oder Endothelin-1 für 2 h bewirkte keine 
reproduzierbaren Quantifizierungen von TF und pERK1/2 im Western Blot. Die Funktion der 
frisch isolierten Monozyten von drei unterschiedlichen Blutspendern scheint zu variabel, um 
eine Aussage zur Aktivierung von TF und pERK1/2 treffen zu können. 

In der Literatur lassen sich Hinweise zur proinflammatorischen Wirkung von ET-1 an 
Monozyten finden. Diese sind über den ET(A)-Rezeptor vermittelt [154]. Über den ET(B)-
Rezeptor werden antiinflammatorische Effekte realisiert [153]. Browatzki et al. beschrieben 
die ET(A)-abhängige Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFκB und die Expression des 
proinflammatorischen Moleküls CD40 [154]. Nach King et al. wird über ET(B) die 
monozytäre Produktion von NO stimuliert und die Adhäsion an die Gefäßwand vermindert 
[153]. 
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4.4.5 Aktivierung von ERK1/2 und Regulation von Tissue-Factor-Protein 
durch Autoantikörper 

Um die Aussagekraft der Ergebnisse bei Stimulation mit IgG-Präparaten zu beurteilen, wurde 
in vier unabhängigen Versuchen dasselbe IgG-Präparat eingesetzt und in Hinblick auf TF-
Expression und ERK1/2-Phosphorylierung beurteilt. Dabei wurden jeweils Monozyten eines 
anderen Spenders benutzt. Die Schwierigkeit, reproduzierbare Testergebnisse mit 
unterschiedlichen, frisch isolierten Monozyten-Präparaten zu erzielen, wurde auch hier 
deutlich. Demnach können in dieser Arbeit nur eingeschränkt Aussagen zum Einfluss der 
Autoantikörper auf die Monozytenfunktion getroffen werden. 

Bei der Bestimmung des TF-Proteins erbrachte die Vorinkubation mit Kontroll-IgG 
durchschnittlich höhere Messwerte als mit Patienten-IgG. Die relative Quantifizierung von 
pERK1/2 zeigte starke Aktivierungen dieser MAPK bei zwei (PAR-Autoantikörper bzw. 
PAR- und ET(A)-Autoantikörper) von fünf Patienten-IgGs. Ein Unterschied zwischen der 
Anwesenheit von PAR-Autoantikörpern allein und der Kombination PAR- und ET(A)-
Autoantikörper wurde nicht festgestellt. Diese Daten zeigen eine unspezifische, von den PAR- 
und ET(A)-Rezeptoren unabhängige Stimulierung durch Immunglobulin. 

Um die Wirkung der Autoantikörper auf Monozyten wie auch auf Thrombozyten zu 
untersuchen sollten interindividuelle Unterschiede aufgrund verschiedener Zellpräparate 
möglichst vermieden werden. Für solche Untersuchungen ist es nötig, größere Mengen an 
Thrombozyten oder Monozyten der Spender zu erhalten. 

Bei der Affinitätschromatografie mit biotinylierten Peptiden werden die Autoantikörper 
zunächst an die stationäre Phase gebunden. Der Durchfluss sollte dann frei von aktivierenden 
Autoantikörpern sein. Durch die Elution wird der aufgereinigte Autoantikörper aufgefangen. 
Dies konnte in den Untersuchungen der Pulsationsrate von Kardiomyozyten bestätigt werden. 
Dabei zeigten die Durchfluss-Präparate im Gegensatz zu den Autoantikörper-angereicherten 
Eluaten keine funktionellen Effekte. 

Zwei affinitätschromatografisch aufgereinigte PAR-Autoantikörper ließen nach 2 h keine 
Aktivierung von ERK1/2 erkennen, gleichzeitig jedoch induzierte eines der beiden Präparate 
eine 3-fach erhöhte Expression des TF-Proteins. Das Durchfluss-Präparat mit ET(A)-
Autoantikörpern erhöhte sowohl TF als auch pERK1/2. Das Durchfluss-Präparat ohne 
Autoantikörper zeigte einen ähnlichen Effekt, allerdings eine nicht ganz so starke Aktivierung 
der MAPK. Weil dieser Versuch mit einem Monozyten-Präparat durchgeführt wurde, sind die 
Ergebnisse untereinander vergleichbar. 

Es wurde gezeigt, dass auch der Durchfluss aus der Affinitätschromatografie entgegen der 
Vermutung Monozytenfunktionen aktivierte. Diese Ergebnisse bestätigen die oben formulierte 
Annahme, dass unspezifische Reaktionen der Immunglobuline sowohl die Phosphorylierung 
von ERK1/2 als auch die Expression des TF beeinflussen können. 
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5 Zusammenfassung 

In dieser Arbeit wurden funktionelle Autoantikörper gegen die Thrombin-Rezeptoren PAR1 
und PAR2 und gegen den Endothelin-Rezeptor ET(A) in Seren von Patienten mit Raynaud-
Syndrom und Herz-Kreislauf-Erkrankungen nachgewiesen. Am Modell der spontan 
pulsierenden Ratten-Kardiomyozyten wurden diese Autoantikörper näher charakterisiert. Die 
positiv chronotropen Effekte der PAR1/2-Autoantikörper wurden durch das inhibitorische 
Peptid YFLLRN blockiert. Die Spezifität der negativ chronotropen ET(A)-Rezeptor-
Autoantikörper wurde durch die antagonistische Wirkung des spezifischen Blockers BQ610 
gezeigt. 

Die Wirkung von Patienten-IgG-Präparaten mit den oben genannten Autoantikörpern auf 
weitere Funktionen von Ventrikel-Kardiomyozyten neonataler Ratten; von humanen, glatten 
Muskelzellen aus Coronararterien (hCASMC); von frisch isolierten, humanen Thrombozyten 
sowie von Monozyten wurden untersucht. Zum Vergleich wurden die PAR-Agonisten 
Thrombin und das synthetische, aktivierende Peptid SFLLRN sowie Endothelin-1 verwendet. 

Kardiomyozyten reagierten auf Thrombin und das PAR1/2-stimulatorische Peptid SFLLRN 
positiv und auf Endothelin-1 negativ chronotrop. Endothelin-1 aktivierte die MAPK ERK1/2 
in Kardiomyozyten im serumhaltigen System nur leicht, Thrombin dagegen nicht. Eine 
SFLLRN-Stimulation bewirkte eine transiente Aktivierung. Eine leicht erhöhte Menge der 
NADPH-Oxidase-Untereinheit p67phox konnte nach 24 h ebenso nur mit dem Peptid SFLLRN 
erzielt werden. Diese Effekte auf ERK1/2 und p67phox wurden wahrscheinlich über den 
Rezeptor PAR2 vermittelt. 

Während das therapeutische Immunglobulin-Präparat Endobulin und aufgereinigte ET(A)-
Autoantikörper ERK1/2 nicht aktivierten, bewirkten IgG-Präparate mit PAR-Autoantikörpern 
und der PAR2-Autoantikörper aus Kaninchen eine ähnliche Aktivierung wie SFLLRN. Das 
Kontroll-IgG induzierte eine starke Aktivierung von ERK1/2. Die Coinkubation mit IL-1β, 
nicht aber mit IL-6 oder LPS, erhöhte die Phosphorylierung von ERK1/2 in allen Fällen. 
IL-1β und LPS aktivierten auch allein diese MAPK. 

In hCASMCs erhöhte Endothelin-1 den Phosphorylierungslevel von ERK1/2 nach 20 min, 
Thrombin und SFLLRN zeigten keinen Effekt auf diese Signalproteine. Die Proteinlevel von 
TF und p67phox wurden von keinem der drei Stimulanzien verändert. IgG-Präparate mit PAR-
Autoantikörper und Kontroll-IgGs bewirkten hingegen eine Aktivierung von ERK1/2. ET(A)-
Autoantikörper ebenso wie das therapeutische Immunglobulin-Präparat Endobulin aktivierten 
diese MAPK nicht. Die Zytokine IL-1β und IL-6 sowie LPS hatten auf diese Wirkung der 
Antikörper keinen Einfluss. 

Für die Beurteilung der Thrombozytenfunktion wurde zunächst die Aggregometrie im Labor 
etabliert. Die Reaktionen von PRP und gewaschene Thrombozyten wurden verglichen. 
Gewaschene Thrombozyten aggregieren weniger stark als PRP auf Collagen und SFLLRN, 
mit ADP aggregieren sie nicht. Die Serotonin-Freisetzung konnte ebenso als Maß für die 
Thrombozytenaktivität herangezogen werden. Die Ergebnisse der Thrombozytenaktivierung 
durch Patienten-IgG waren unterschiedlich. Versuche mit vorstimulierten Thrombozyten 
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zeigten, dass ein fördernder Einfluss von Patienten-IgG auf die Aktivierung präaktivierter 
Thrombozyten nicht ausgeschlossen werden kann. Ohne Vorstimulation jedoch schien 
Patienten-IgG eher einen hemmenden Einfluss auf die Thrombozytenfunktion zu haben. 

Weiterhin wurde eine Methode zur Messung von Superoxidanion freigesetzt aus Monozyten 
etabliert. Eine Vorinkubation von Monozyten mit Patienten-IgG hatte keinen Einfluss auf die 
Produktion von Superoxidanion im Vergleich zu Kontroll-IgG. Die Beurteilung der 
Bestimmung von TF-Protein und pERK1/2 erwies sich durch die Verwendung 
unterschiedlicher Monozyten-Präparate als problematisch. Ähnlich wie bei Versuchen mit 
frisch isolierten Thrombozyten konnte nur bei zwei von fünf Patienten-IgGs eine 
stimulierende Wirkung anhand der ERK1/2-Phosphorylierung gefunden werden. 

Aus den erhobenen Befunden kann geschlussfolgert werden, dass unter den gewählten 
Bedingungen PAR1/2- und ET(A)-Autoantikörper keine allgemeine Wirkung auf die in dieser 
Arbeit untersuchten Funktionen von glatten Gefäßmuskelzellen, Thrombozyten, Monozyten 
oder Kardiomyozyten zeigten. Der Nachweis der agonistischen Autoantikörper in den IgG-
Präparaten der Patienten war jedoch über die Bestimmung der Pulsationsrate von 
Kardiomyozyten möglich. 



Literaturverzeichnis 

 100 

 

Literaturverzeichnis 

[1] Cervera, R. und Shoenfeld, Y. (2007): Pathogenic mechanisms and clinical 
relevance of autoantibodies, Shoenfeld, Y.; Gershwin, M. E. und Meroni, P. L., 
Autoantibodies , 2. Auflage, Seite 29-35, Elsevier Academic Press, London, ISBN: 
978-0-444-52763-9. 

[2] Oertelt, S.; Invernizzi, P.; Podda, M. und Gershwin, M. E. (2007): What is an 
autoantibody?, Shoenfeld, Y.; Gershwin, M. E. und Meroni, P. L., Autoantibodies , 2. 
Auflage, Seite 3-6, Elsevier Academic Press, London, ISBN: 978-0-444-52763-9. 

[3] Amital, H. und Shoenfeld, Y. (2007): Natural autoantibodies, heralding, protecting 
and inducing autoimmunity, Shoenfeld, Y.; Gershwin, M. E. und Meroni, P. L., 
Autoantibodies , 2. Auflage, Seite 7-12, Elsevier Academic Press, London, ISBN: 
978-0-444-52763-9. 

[4] Avrameas, S. und Ternynck, T. (1993): The natural autoantibodies system: 
between hypotheses and facts, Mol.Immunol. 30 [12], Seite 1133-1142. URL: 
PM:8366863 

[5] Kohler, H.; Bayry, J.; Nicoletti, A. und Kaveri, S. V. (2003): Natural autoantibodies 
as tools to predict the outcome of immune response?, Scand.J.Immunol. 58 [3], Seite 
285-289. URL: PM:12950673 

[6] Cohen, I. R. (2000): Discrimination and dialogue in the immune system, 
Semin.Immunol. 12 [3], Seite 215-219. URL: PM:10910742 

[7] Gorsuch, A. N.; Spencer, K. M.; Lister, J.; McNally, J. M.; Dean, B. M.; Bottazzo, G. 
F. und Cudworth, A. G. (1981): Evidence for a long prediabetic period in type I 
(insulin-dependent) diabetes mellitus, Lancet 2 [8260-61], Seite 1363-1365. URL: 
PM:6118756 

[8] Harel, M. und Shoenfeld, Y. (2006): Predicting and preventing autoimmunity, myth 
or reality?, Ann.N.Y.Acad.Sci. 1069, Seite 322-345. URL: PM:16855160 

[9] Arbuckle, M. R.; McClain, M. T.; Rubertone, M. V.; Scofield, R. H.; Dennis, G. J.; 
James, J. A. und Harley, J. B. (2003): Development of autoantibodies before the 
clinical onset of systemic lupus erythematosus, N.Engl.J.Med. 349 [16], Seite 1526-
1533. URL: PM:14561795 

[10] Dechend, R.; Gratze, P.; Wallukat, G.; Shagdarsuren, E.; Plehm, R.; Bräsen, J. 
H.; Fiebeler, A.; Schneider, W.; Caluwaerts, S.; Vercruysse, L.; Pijnenborg, R.; Luft, F. 
C. und Müller, D. N. (2005): Agonistic autoantibodies to the AT1 receptor in a 
transgenic rat model of preeclampsia, Hypertension 45 [4], Seite 742-746. URL: 
PM:15699466 

[11] Dechend, R.; Homuth, V.; Wallukat, G.; Kreuzer, J.; Park, J. K.; Theuer, J.; 
Juepner, A.; Gulba, D. C.; Mackman, N.; Haller, H. und Luft, F. C. (2000): AT(1) 
receptor agonistic antibodies from preeclamptic patients cause vascular cells to 
express tissue factor, Circulation 101 [20], Seite 2382-2387. URL: PM:10821814 



Literaturverzeichnis 

101 

[12] Wallukat, G.; Morwinski, M.; Kowal, K.; Förster, A.; Boewer, V. und Wollenberger, 
A. (1991): Autoantibodies against the beta-adrenergic receptor in human myocarditis 
and dilated cardiomyopathy: beta-adrenergic agonism without desensitization, 
Eur.Heart J. 12 Suppl D, Seite 178-181. URL: PM:1717272 

[13] Wallukat, G. und Wollenberger, A. (1991): Autoantibodies to beta 2-adrenergic 
receptors with antiadrenergic activity from patients with allergic asthma, J.Allergy 
Clin.Immunol. 88 [4], Seite 581-587. URL: PM:1655856 

[14] Fu, M. L.; Herlitz, H.; Wallukat, G.; Hilme, E.; Hedner, T.; Hoebeke, J. und 
Hjalmarson, A. (1994): Functional autoimmune epitope on alpha 1-adrenergic 
receptors in patients with malignant hypertension, Lancet 344 [8938], Seite 1660-
1663. URL: PM:7527885 

[15] Dörffel, W. V.; Felix, S. B.; Wallukat, G.; Brehme, S.; Bestvater, K.; Hofmann, T.; 
Kleber, F. X.; Baumann, G. und Reinke, P. (1997): Short-term hemodynamic effects of 
immunoadsorption in dilated cardiomyopathy, Circulation 95 [8], Seite 1994-1997. 
URL: PM:9133505 

[16] Felix, S. B.; Staudt, A.; Dörffel, W. V.; Stangl, V.; Merkel, K.; Pohl, M.; Docke, W. 
D.; Morgera, S.; Neumayer, H. H.; Wernecke, K. D.; Wallukat, G.; Stangl, K. und 
Baumann, G. (2000): Hemodynamic effects of immunoadsorption and subsequent 
immunoglobulin substitution in dilated cardiomyopathy: three-month results from a 
randomized study, J.Am.Coll.Cardiol. 35 [6], Seite 1590-1598. URL: PM:10807465 

[17] Müller, J.; Wallukat, G.; Dandel, M.; Bieda, H.; Brandes, K.; Spiegelsberger, S.; 
Nissen, E.; Kunze, R. und Hetzer, R. (2000): Immunoglobulin adsorption in patients 
with idiopathic dilated cardiomyopathy, Circulation 101 [4], Seite 385-391. URL: 
PM:10653829 

[18] Dragun, D.; Müller, D. N.; Bräsen, J. H.; Fritsche, L.; Nieminen-Kelhä, M.; 
Dechend, R.; Kintscher, U.; Rudolph, B.; Hoebeke, J.; Eckert, D.; Mazak, I.; Plehm, 
R.; Schönemann, C.; Unger, T.; Budde, K.; Neumayer, H. H.; Luft, F. C. und Wallukat, 
G. (2005): Angiotensin II type 1-receptor activating antibodies in renal-allograft 
rejection, N.Engl.J.Med. 352 [6], Seite 558-569. 

[19] Wallukat, G.; Nissen, E.; Müller, J.; Brinckmann, R.; Schimke, I. und Kunze, R. 
(2002): The pathophysiological role of autoantibodies directed to G-protein coupled 
receptors and therapeutic strategies of antibody removal, Conrad, K.; Fritzler, M.; 
Meurer, M.; Sack, U. und Shoenfeld, Y., From proteomics to molecular epidemiology: 
Relevance of autoantibodies. Report on the 6th Symposium on Autoantibodies , Seite 
332-372, Dresden. 

[20] Luther, H. P.; Homuth, V. und Wallukat, G. (1997): Alpha 1-adrenergic receptor 
antibodies in patients with primary hypertension, Hypertension 29 [2], Seite 678-682. 
URL: PM:9040456 

[21] Wallukat, G.; Nissen, E.; Morwinski, R. und Müller, J. (2000): Autoantibodies 
against the beta- and muscarinic receptors in cardiomyopathy, Herz. 25 [3], Seite 
261-266. 

[22] Elies, R.; Ferrari, I.; Wallukat, G.; Lebesgue, D.; Chiale, P.; Elizari, M.; 
Rosenbaum, M.; Hoebeke, J. und Levin, M. J. (1996): Structural and functional 



Literaturverzeichnis 

 102 

 

analysis of the B cell epitopes recognized by anti-receptor autoantibodies in patients 
with Chagas' disease, J.Immunol. 157 [9], Seite 4203-4211. URL: PM:8892658 

[23] Sterin-Borda, L.; Perez, Leiros C.; Wald, M.; Cremaschi, G. und Borda, E. (1988): 
Antibodies to beta 1 and beta 2 adrenoreceptors in Chagas' disease, 
Clin.Exp.Immunol. 74 [3], Seite 349-354. 

[24] Wallukat, G. und Wollenberger, A. (1987): Effects of the serum gamma globulin 
fraction of patients with allergic asthma and dilated cardiomyopathy on chronotropic 
beta adrenoceptor function in cultured neonatal rat heart myocytes, 
Biomed.Biochim.Acta. 46 [8-9], Seite S634-S639. 

[25] Wallukat, G.; Homuth, V.; Fischer, T.; Lindschau, C.; Horstkamp, B.; Jupner, A.; 
Baur, E.; Nissen, E.; Vetter, K.; Neichel, D.; Dudenhausen, J. W.; Haller, H. und Luft, 
F. C. (1999): Patients with preeclampsia develop agonistic autoantibodies against the 
angiotensin AT1 receptor, J.Clin.Invest. 103 [7], Seite 945-952. 

[26] Fu, M. L.; Herlitz, H.; Schulze, W.; Wallukat, G.; Micke, P.; Eftekhari, P.; Sjogren, 
K. G.; Hjalmarson, A.; Muller-Esterl, W. und Hoebeke, J. (2000): Autoantibodies 
against the angiotensin receptor (AT1) in patients with hypertension, J.Hypertens. 18 
[7], Seite 945-953. URL: PM:10930193 

[27] Dragun, D; Wallukat, G.; Dechend, R.; Bräsen, J. H.; Müller, D. N.; Neumayer, H. 
H.; Budde, K. und Luft, F. C. (2002): Agonistic antibodies targeting angiotensin II type 
1 receptor cause acute vascular rejection in the absence of immunological risk, 
Conrad, K.; Fritzler, M.; Meurer, M.; Sack, U. und Shoenfeld, Y., From proteomics to 
molecular epidemiology: Relevance of autoantibodies. Report on the 6th Symposium 
on Autoantibodies , Seite 381-382, Dresden. 

[28] Fu, L. X.; Magnusson, Y.; Bergh, C. H.; Liljeqvist, J. A.; Waagstein, F.; 
Hjalmarson, A. und Hoebeke, J. (1993): Localization of a functional autoimmune 
epitope on the muscarinic acetylcholine receptor-2 in patients with idiopathic dilated 
cardiomyopathy, J.Clin.Invest 91 [5], Seite 1964-1968. URL: PM:7683693 

[29] Eftekhari, P.; Salle, L.; Lezoualc'h, F.; Mialet, J.; Gastineau, M.; Briand, J. P.; 
Isenberg, D. A.; Fournie, G. J.; Argibay, J.; Fischmeister, R.; Muller, S. und Hoebeke, 
J. (2000): Anti-SSA/Ro52 autoantibodies blocking the cardiac 5-HT4 serotoninergic 
receptor could explain neonatal lupus congenital heart block, Eur.J.Immunol. 30 [10], 
Seite 2782-2790. URL: PM:11069058 

[30] Lewis, R. A.; Selwa, J. F. und Lisak, R. P. (1995): Myasthenia gravis: 
immunological mechanisms and immunotherapy, Ann.Neurol. 37 Suppl 1:S51-62., 
Seite S51-S62. 

[31] Costagliola, S.; Morgenthaler, N. G.; Hoermann, R.; Badenhoop, K.; Struck, J.; 
Freitag, D.; Poertl, S.; Weglohner, W.; Hollidt, J. M.; Quadbeck, B.; Dumont, J. E.; 
Schumm-Draeger, P. M.; Bergmann, A.; Mann, K.; Vassart, G. und Usadel, K. H. 
(1999): Second generation assay for thyrotropin receptor antibodies has superior 
diagnostic sensitivity for Graves' disease, J.Clin.Endocrinol.Metab 84 [1], Seite 90-
97. URL: PM:9920067 

[32] (1990): Pschyrembel Klinisches Wörterbuch, 256., neu bearb. Auflage. Auflage , 
Walter de Gruyter & Co., Berlin, ISBN: 3-11-010881-X. 



Literaturverzeichnis 

103 

[33] Caspary, L. und Creutzig, A. (2006): [Raynaud's phenomenon--current diagnosis 
and therapy], Dtsch.Med.Wochenschr. 131 [21], Seite 1223-1227. URL: 
PM:16721713 

[34] Doutre, M. (1999): Physiopathology of urticaria, Eur.J.Dermatol. 9 [8], Seite 601-
605. 

[35] Furman, M. I.; Benoit, S. E.; Barnard, M. R.; Valeri, C. R.; Borbone, M. L.; 
Becker, R. C.; Hechtman, H. B. und Michelson, A. D. (1998): Increased platelet 
reactivity and circulating monocyte-platelet aggregates in patients with stable 
coronary artery disease, J.Am.Coll.Cardiol. 31 [2], Seite 352-358. 

[36] Golino, P.; Crea, F. und Willerson, J. T. (2002): How to study the effects of 
platelet aggregation and thrombosis on coronary vasomotion and their clinical 
relevance, Ital.Heart J. 3 [4], Seite 220-225. 

[37] Machado, A. P.; Saavedra, J. A. und Ribeiro, C. (1994): Insights into the role of 
thromboxane A2 and serotonin in the pathogenesis of unstable angina, 
Rev.Port.Cardiol. 13 [12], Seite 935-46, 893. 

[38] Herve, P.; Humbert, M.; Sitbon, O.; Parent, F.; Nunes, H.; Legal, C.; Garcia, G. 
und Simonneau, G. (2001): Pathobiology of pulmonary hypertension. The role of 
platelets and thrombosis, Clin.Chest Med. 22 [3], Seite 451-458. 

[39] Mosler, N (14-3-2007):Pulmonale Hypertonie - Neuer Wirkstoff für PAH-Therapie, 
Cardio News, Seite 16-16. 

[40] Erdmann, E (14-3-2007):PAH-Patienten hilft, was Rauchern die Männlichkeit 
zurückgeben kann, Cardio News, Seite 14-14. 

[41] Hoeper, M. (14-3-2007):Neue pharmakologische Therapien: Lässt sich die 
Transplantation bei Lungenhochdruck verhindern?, Cardio News, Seite 14-15. 

[42] Altieri, D. C. und Edgington, T. S. (1990): Identification of effector cell protease 
receptor-1. A leukocyte-distributed receptor for the serine protease factor Xa, 
J.Immunol. 145 [1], Seite 246-253. URL: PM:2162887 

[43] Behrendt, N.; Ronne, E. und Dano, K. (1995): The structure and function of the 
urokinase receptor, a membrane protein governing plasminogen activation on the cell 
surface, Biol.Chem.Hoppe Seyler 376 [5], Seite 269-279. URL: PM:7662169 

[44] Dery, O.; Corvera, C. U.; Steinhoff, M. und Bunnett, N. W. (1998): Proteinase-
activated receptors: novel mechanisms of signaling by serine proteases, 
Am.J.Physiol 274 [6 Pt 1], Seite C1429-C1452. URL: PM:9696685 

[45] Vu, T. K.; Hung, D. T.; Wheaton, V. I. und Coughlin, S. R. (1991): Molecular 
cloning of a functional thrombin receptor reveals a novel proteolytic mechanism of 
receptor activation, Cell 64 [6], Seite 1057-1068. URL: PM:1672265 

[46] Colognato, R.; Slupsky, J. R.; Jendrach, M.; Burysek, L.; Syrovets, T. und 
Simmet, T. (2003): Differential expression and regulation of protease-activated 
receptors in human peripheral monocytes and monocyte-derived antigen-presenting 
cells, Blood 102 [7], Seite 2645-2652. URL: PM:12805069 

[47] Li, T. und He, S. (2006): Induction of IL-6 release from human T cells by PAR-1 
and PAR-2 agonists, Immunol.Cell Biol. 84 [5], Seite 461-466. URL: PM:16869943 



Literaturverzeichnis 

 104 

 

[48] Nystedt, S.; Emilsson, K.; Wahlestedt, C. und Sundelin, J. (1994): Molecular 
cloning of a potential proteinase activated receptor, Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A 91 [20], 
Seite 9208-9212. URL: PM:7937743 

[49] Belham, C. M.; Tate, R. J.; Scott, P. H.; Pemberton, A. D.; Miller, H. R.; 
Wadsworth, R. M.; Gould, G. W. und Plevin, R. (1996): Trypsin stimulates proteinase-
activated receptor-2-dependent and -independent activation of mitogen-activated 
protein kinases, Biochem.J. 320 ( Pt 3), Seite 939-946. URL: PM:9003384 

[50] Camerer, E.; Rottingen, J. A.; Iversen, J. G. und Prydz, H. (1996): Coagulation 
factors VII and X induce Ca2+ oscillations in Madin-Darby canine kidney cells only 
when proteolytically active, J.Biol.Chem. 271 [46], Seite 29034-29042. URL: 
PM:8910556 

[51] Mirza, H.; Schmidt, V. A.; Derian, C. K.; Jesty, J. und Bahou, W. F. (1997): 
Mitogenic responses mediated through the proteinase-activated receptor-2 are 
induced by expressed forms of mast cell a, Blood 90 [10], Seite 3914-3922. URL: 
PM:9354658 

[52] Molino, M.; Barnathan, E. S.; Numerof, R.; Clark, J.; Dreyer, M.; Cumashi, A.; 
Hoxie, J. A.; Schechter, N.; Woolkalis, M. und Brass, L. F. (1997): Interactions of mast 
cell tryptase with thrombin receptors and PAR-2, J.Biol.Chem. 272 [7], Seite 4043-
4049. URL: PM:9020112 

[53] Bretschneider, E.; Kaufmann, R.; Braun, M.; Wittpoth, M.; Glusa, E.; Nowak, G. 
und Schror, K. (1999): Evidence for proteinase-activated receptor-2 (PAR-2)-
mediated mitogenesis in coronary artery smooth muscle cells, Br.J.Pharmacol. 126 
[8], Seite 1735-1740. URL: PM:10372815 

[54] Camerer, E.; Huang, W. und Coughlin, S. R. (2000): Tissue factor- and factor X-
dependent activation of protease-activated receptor 2 by factor VIIa, 
Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 97 [10], Seite 5255-5260. 

[55] Ishihara, H.; Connolly, A. J.; Zeng, D.; Kahn, M. L.; Zheng, Y. W.; Timmons, C.; 
Tram, T. und Coughlin, S. R. (1997): Protease-activated receptor 3 is a second 
thrombin receptor in humans, Nature 386 [6624], Seite 502-506. URL: PM:9087410 

[56] Xu, W. F.; Andersen, H.; Whitmore, T. E.; Presnell, S. R.; Yee, D. P.; Ching, A.; 
Gilbert, T.; Davie, E. W. und Foster, D. C. (1998): Cloning and characterization of 
human protease-activated receptor 4, Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A 95 [12], Seite 6642-
6646. URL: PM:9618465 

[57] Kahn, M. L.; Zheng, Y. W.; Huang, W.; Bigornia, V.; Zeng, D.; Moff, S.; Farese, R. 
V., Jr.; Tam, C. und Coughlin, S. R. (1998): A dual thrombin receptor system for 
platelet activation, Nature 394 [6694], Seite 690-694. URL: PM:9716134 

[58] Selak, M. A.; Chignard, M. und Smith, J. B. (1988): Cathepsin G is a strong 
platelet agonist released by neutrophils, Biochem.J. 251 [1], Seite 293-299. URL: 
PM:3390156 

[59] Sambrano, G. R.; Huang, W.; Faruqi, T.; Mahrus, S.; Craik, C. und Coughlin, S. 
R. (2000): Cathepsin G activates protease-activated receptor-4 in human platelets, 
J.Biol.Chem. 275 [10], Seite 6819-6823. URL: PM:10702240 



Literaturverzeichnis 

105 

[60] Blackhart, B. D.; Emilsson, K.; Nguyen, D.; Teng, W.; Martelli, A. J.; Nystedt, S.; 
Sundelin, J. und Scarborough, R. M. (1996): Ligand cross-reactivity within the 
protease-activated receptor family, J.Biol.Chem. 271 [28], Seite 16466-16471. URL: 
PM:8663335 

[61] Steinberg, S. F. (2005): The cardiovascular actions of protease-activated 
receptors, Mol.Pharmacol. 67 [1], Seite 2-11. URL: PM:15371558 

[62] Ludeman, M. J.; Zheng, Y. W.; Ishii, K. und Coughlin, S. R. (2004): Regulated 
shedding of PAR1 N-terminal exodomain from endothelial cells, J.Biol.Chem. 279 
[18], Seite 18592-18599. URL: PM:14982936 

[63] Molino, M.; Blanchard, N.; Belmonte, E.; Tarver, A. P.; Abrams, C.; Hoxie, J. A.; 
Cerletti, C. und Brass, L. F. (1995): Proteolysis of the human platelet and endothelial 
cell thrombin receptor by neutrophil-derived cathepsin G, J.Biol.Chem. 270 [19], Seite 
11168-11175. URL: PM:7744748 

[64] Jacques, S. L. und Kuliopulos, A. (2003): Protease-activated receptor-4 uses 
dual prolines and an anionic retention motif for thrombin recognition and cleavage, 
Biochem.J. 376 [Pt 3], Seite 733-740. URL: PM:13678420 

[65] Renesto, P.; Si-Tahar, M.; Moniatte, M.; Balloy, V.; Van Dorsselaer, A.; Pidard, D. 
und Chignard, M. (1997): Specific inhibition of thrombin-induced cell activation by the 
neutrophil proteinases elastase, cathepsin G, and proteinase 3: evidence for distinct 
cleavage sites within the aminoterminal domain of the thrombin receptor, Blood. 89 
[6], Seite 1944-1953. 

[66] Blackhart, B. D.; Ruslim-Litrus, L.; Lu, C. C.; Alves, V. L.; Teng, W.; Scarborough, 
R. M.; Reynolds, E. E. und Oksenberg, D. (2000): Extracellular mutations of 
protease-activated receptor-1 result in differential activation by thrombin and 
thrombin receptor agonist peptide, Mol.Pharmacol. 58 [6], Seite 1178-1187. URL: 
PM:11093752 

[67] Vouret-Craviari, V.; Boquet, P.; Pouyssegur, J. und Obberghen-Schilling, E. 
(1998): Regulation of the actin cytoskeleton by thrombin in human endothelial cells: 
role of Rho proteins in endothelial barrier function, Mol.Biol.Cell 9 [9], Seite 2639-
2653. URL: PM:9725917 

[68] Taylor, S. J.; Chae, H. Z.; Rhee, S. G. und Exton, J. H. (1991): Activation of the 
beta 1 isozyme of phospholipase C by alpha subunits of the Gq class of G proteins, 
Nature 350 [6318], Seite 516-518. URL: PM:1707501 

[69] Katada, T.; Bokoch, G. M.; Smigel, M. D.; Ui, M. und Gilman, A. G. (1984): The 
inhibitory guanine nucleotide-binding regulatory component of adenylate cyclase. 
Subunit dissociation and the inhibition of adenylate cyclase in S49 lymphoma cyc- 
and wild type membranes, J.Biol.Chem. 259 [6], Seite 3586-3595. URL: PM:6142891 

[70] Levitzki, A. und Bar-Sinai, A. (1991): The regulation of adenylyl cyclase by 
receptor-operated G proteins, Pharmacol.Ther. 50 [3], Seite 271-283. URL: 
PM:1754602 

[71] Nystedt, S.; Larsson, A. K.; Aberg, H. und Sundelin, J. (1995): The mouse 
proteinase-activated receptor-2 cDNA and gene. Molecular cloning and functional 
expression, J.Biol.Chem. 270 [11], Seite 5950-5955. URL: PM:7890726 



Literaturverzeichnis 

 106 

 

[72] Sabri, A.; Muske, G.; Zhang, H.; Pak, E.; Darrow, A.; Andrade-Gordon, P. und 
Steinberg, S. F. (2000): Signaling properties and functions of two distinct 
cardiomyocyte protease-activated receptors, Circ.Res. 86 [10], Seite 1054-1061. 
URL: PM:10827135 

[73] Schultheiss, M.; Neumcke, B. und Richter, H. P. (1997): Endogenous trypsin 
receptors in Xenopus oocytes: linkage to internal calcium stores, Cell Mol.Life Sci. 53 
[10], Seite 842-849. URL: PM:9413553 

[74] Yu, R. und Hinkle, P. M. (1997): Desensitization of thyrotropin-releasing hormone 
receptor-mediated responses involves multiple steps, J.Biol.Chem. 272 [45], Seite 
28301-28307. URL: PM:9353285 

[75] Macfarlane, S. R.; Seatter, M. J.; Kanke, T.; Hunter, G. D. und Plevin, R. (2001): 
Proteinase-activated receptors, Pharmacol.Rev. 53 [2], Seite 245-282. URL: 
PM:11356985 

[76] Kahn, M. L.; Nakanishi-Matsui, M.; Shapiro, M. J.; Ishihara, H. und Coughlin, S. 
R. (1999): Protease-activated receptors 1 and 4 mediate activation of human 
platelets by thrombin, J.Clin.Invest 103 [6], Seite 879-887. URL: PM:10079109 

[77] Brass, L. F.; Manning, D. R.; Cichowski, K. und Abrams, C. S. (1997): Signaling 
through G proteins in platelets: to the integrins and beyond, Thromb.Haemost. 78 [1], 
Seite 581-589. URL: PM:9198220 

[78] Hamberg, M.; Svensson, J. und Samuelsson, B. (1975): Thromboxanes: a new 
group of biologically active compounds derived from prostaglandin endoperoxides, 
Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A 72 [8], Seite 2994-2998. URL: PM:1059088 

[79] Stenberg, P. E.; McEver, R. P.; Shuman, M. A.; Jacques, Y. V. und Bainton, D. F. 
(1985): A platelet alpha-granule membrane protein (GMP-140) is expressed on the 
plasma membrane after activation, J.Cell Biol. 101 [3], Seite 880-886. URL: 
PM:2411738 

[80] Hughes, P. E. und Pfaff, M. (1998): Integrin affinity modulation, Trends Cell Biol. 
8 [9], Seite 359-364. URL: PM:9728397 

[81] Sims, P. J.; Wiedmer, T.; Esmon, C. T.; Weiss, H. J. und Shattil, S. J. (1989): 
Assembly of the platelet prothrombinase complex is linked to vesiculation of the 
platelet plasma membrane. Studies in Scott syndrome: an isolated defect in platelet 
procoagulant activity, J.Biol.Chem. 264 [29], Seite 17049-17057. URL: PM:2793843 

[82] Coughlin, S. R. (2001): Protease-activated receptors in vascular biology, 
Thromb.Haemost. 86 [1], Seite 298-307. URL: PM:11487018 

[83] Lum, H. und Malik, A. B. (1994): Regulation of vascular endothelial barrier 
function, Am.J.Physiol 267 [3 Pt 1], Seite L223-L241. URL: PM:7943249 

[84] Cirino, G.; Cicala, C.; Bucci, M. R.; Sorrentino, L.; Maraganore, J. M. und Stone, 
S. R. (1996): Thrombin functions as an inflammatory mediator through activation of 
its receptor, J.Exp.Med. 183 [3], Seite 821-827. URL: PM:8642286 

[85] Mirza, H.; Yatsula, V. und Bahou, W. F. (1996): The proteinase activated 
receptor-2 (PAR-2) mediates mitogenic responses in human vascular endothelial 
cells, J.Clin.Invest 97 [7], Seite 1705-1714. URL: PM:8601636 



Literaturverzeichnis 

107 

[86] Alm, A. K.; Norstrom, E.; Sundelin, J. und Nystedt, S. (1999): Stimulation of 
proteinase activated receptor-2 causes endothelial cells to promote blood 
coagulation in vitro, Thromb.Haemost. 81 [6], Seite 984-988. URL: PM:10404779 

[87] Jerius, H.; Beall, A.; Woodrum, D.; Epstein, A. und Brophy, C. (1998): Thrombin-
induced vasospasm: cellular signaling mechanisms, Surgery 123 [1], Seite 46-50. 
URL: PM:9457222 

[88] Vergnolle, N.; Hollenberg, M. D. und Wallace, J. L. (1999): Pro- and anti-
inflammatory actions of thrombin: a distinct role for proteinase-activated receptor-1 
(PAR1), Br.J.Pharmacol. 126 [5], Seite 1262-1268. URL: PM:10205017 

[89] Vergnolle, N.; Hollenberg, M. D.; Sharkey, K. A. und Wallace, J. L. (1999): 
Characterization of the inflammatory response to proteinase-activated receptor-2 
(PAR2)-activating peptides in the rat paw, Br.J.Pharmacol. 127 [5], Seite 1083-1090. 
URL: PM:10455252 

[90] Naldini, A. und Carney, D. H. (1996): Thrombin modulation of natural killer 
activity in human peripheral lymphocytes, Cell Immunol. 172 [1], Seite 35-42. 

[91] Naldini, A.; Sower, L.; Bocci, V.; Meyers, B. und Carney, D. H. (1998): Thrombin 
receptor expression and responsiveness of human monocytic cells to thrombin is 
linked to interferon-induced cellular differentiation, J.Cell Physiol. 177 [1], Seite 76-
84. 

[92] Schaffner, A.; Rhyn, P.; Schoedon, G. und Schaer, D. J. (2005): Regulated 
expression of platelet factor 4 in human monocytes--role of PARs as a quantitatively 
important monocyte activation pathway, J.Leukoc.Biol. 78 [1], Seite 202-209. 

[93] Corvera, C. U.; Dery, O.; McConalogue, K.; Gamp, P.; Thoma, M.; Al Ani, B.; 
Caughey, G. H.; Hollenberg, M. D. und Bunnett, N. W. (1999): Thrombin and mast 
cell tryptase regulate guinea-pig myenteric neurons through proteinase-activated 
receptors-1 and -2, J.Physiol 517 ( Pt 3), Seite 741-756. URL: PM:10358115 

[94] Steinhoff, M.; Vergnolle, N.; Young, S. H.; Tognetto, M.; Amadesi, S.; Ennes, H. 
S.; Trevisani, M.; Hollenberg, M. D.; Wallace, J. L.; Caughey, G. H.; Mitchell, S. E.; 
Williams, L. M.; Geppetti, P.; Mayer, E. A. und Bunnett, N. W. (2000): Agonists of 
proteinase-activated receptor 2 induce inflammation by a neurogenic mechanism, 
Nat.Med. 6 [2], Seite 151-158. URL: PM:10655102 

[95] Yanagisawa, M.; Kurihara, H.; Kimura, S.; Tomobe, Y.; Kobayashi, M.; Mitsui, Y.; 
Yazaki, Y.; Goto, K. und Masaki, T. (1988): A novel potent vasoconstrictor peptide 
produced by vascular endothelial cells, Nature 332 [6163], Seite 411-415. URL: 
PM:2451132 

[96] Inoue, A.; Yanagisawa, M.; Kimura, S.; Kasuya, Y.; Miyauchi, T.; Goto, K. und 
Masaki, T. (1989): The human endothelin family: three structurally and 
pharmacologically distinct isopeptides predicted by three separate genes, 
Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A 86 [8], Seite 2863-2867. URL: PM:2649896 

[97] Schmidt, M.; Kroger, B.; Jacob, E.; Seulberger, H.; Subkowski, T.; Otter, R.; 
Meyer, T.; Schmalzing, G. und Hillen, H. (1994): Molecular characterization of human 
and bovine endothelin converting enzyme (ECE-1), FEBS Lett. 356 [2-3], Seite 238-
243. URL: PM:7805846 



Literaturverzeichnis 

 108 

 

[98] Douglas, S. A. und Ohlstein, E. H. (1997): Signal transduction mechanisms 
mediating the vascular actions of endothelin, J.Vasc.Res. 34 [3], Seite 152-164. URL: 
PM:9226297 

[99] Arai, H.; Hori, S.; Aramori, I.; Ohkubo, H. und Nakanishi, S. (1990): Cloning and 
expression of a cDNA encoding an endothelin receptor, Nature 348 [6303], Seite 
730-732. URL: PM:2175396 

[100] Sakurai, T.; Yanagisawa, M.; Takuwa, Y.; Miyazaki, H.; Kimura, S.; Goto, K. und 
Masaki, T. (1990): Cloning of a cDNA encoding a non-isopeptide-selective subtype of 
the endothelin receptor, Nature 348 [6303], Seite 732-735. URL: PM:2175397 

[101] Masaki, T.; Miwa, S.; Sawamura, T.; Ninomiya, H. und Okamoto, Y. (1999): 
Subcellular mechanisms of endothelin action in vascular system, Eur.J.Pharmacol. 
375 [1-3], Seite 133-138. URL: PM:10443571 

[102] Rubanyi, G. M. und Polokoff, M. A. (1994): Endothelins: molecular biology, 
biochemistry, pharmacology, physiology, and pathophysiology, Pharmacol.Rev. 46 
[3], Seite 325-415. URL: PM:7831383 

[103] Sakamoto, A.; Yanagisawa, M.; Sawamura, T.; Enoki, T.; Ohtani, T.; Sakurai, T.; 
Nakao, K.; Toyo-oka, T. und Masaki, T. (1993): Distinct subdomains of human 
endothelin receptors determine their selectivity to endothelinA-selective antagonist 
and endothelinB-selective agonists, J.Biol.Chem. 268 [12], Seite 8547-8553. URL: 
PM:8473300 

[104] Orry, A. J. und Wallace, B. A. (2000): Modeling and docking the endothelin G-
protein-coupled receptor, Biophys.J. 79 [6], Seite 3083-3094. URL: PM:11106614 

[105] Takigawa, M.; Sakurai, T.; Kasuya, Y.; Abe, Y.; Masaki, T. und Goto, K. (1995): 
Molecular identification of guanine-nucleotide-binding regulatory proteins which 
couple to endothelin receptors, Eur.J.Biochem. 228 [1], Seite 102-108. URL: 
PM:7882989 

[106] Sugden, P. H. und Clerk, A. (2005): Endothelin signalling in the cardiac myocyte 
and its pathophysiological relevance, Curr.Vasc.Pharmacol. 3 [4], Seite 343-351. 
URL: PM:16248777 

[107] Arai, K.; Maruyama, Y.; Nishida, M.; Tanabe, S.; Takagahara, S.; Kozasa, T.; 
Mori, Y.; Nagao, T. und Kurose, H. (2003): Differential requirement of G alpha12, G 
alpha13, G alphaq, and G beta gamma for endothelin-1-induced c-Jun NH2-terminal 
kinase and extracellular signal-regulated kinase activation, Mol.Pharmacol. 63 [3], 
Seite 478-488. URL: PM:12606754 

[108] Trevisi, L.; Bova, S.; Cargnelli, G.; Ceolotto, G. und Luciani, S. (2002): 
Endothelin-1-induced arachidonic acid release by cytosolic phospholipase A2 
activation in rat vascular smooth muscle via extracellular signal-regulated kinases 
pathway, Biochem.Pharmacol. 64 [3], Seite 425-431. URL: PM:12147293 

[109] Wu-Wong, J. R.; Dayton, B. D. und Opgenorth, T. J. (1996): Endothelin-1-
evoked arachidonic acid release: a Ca(2+)-dependent pathway, Am.J.Physiol 271 [3 
Pt 1], Seite C869-C877. URL: PM:8843717 



Literaturverzeichnis 

109 

[110] Curtis, T. M. und Scholfield, C. N. (2000): Transient Ca2+-activated Cl-currents 
with endothelin in isolated arteriolar smooth muscle cells of the choroid, Invest 
Ophthalmol.Vis.Sci. 41 [8], Seite 2279-2285. URL: PM:10892874 

[111] Masaki, T. (1995): Possible role of endothelin in endothelial regulation of 
vascular tone, Annu.Rev.Pharmacol.Toxicol. 35, Seite 235-255. URL: PM:7598493 

[112] Iwamuro, Y.; Miwa, S.; Zhang, X. F.; Minowa, T.; Enoki, T.; Okamoto, Y.; 
Hasegawa, H.; Furutani, H.; Okazawa, M.; Ishikawa, M.; Hashimoto, N. und Masaki, 
T. (1999): Activation of three types of voltage-independent Ca2+ channel in A7r5 cells 
by endothelin-1 as revealed by a novel Ca2+ channel blocker LOE 908, 
Br.J.Pharmacol. 126 [5], Seite 1107-1114. URL: PM:10204997 

[113] Zhang, X. F.; Iwamuro, Y.; Enoki, T.; Okazawa, M.; Lee, K.; Komuro, T.; Minowa, 
T.; Okamoto, Y.; Hasegawa, H.; Furutani, H.; Miwa, S. und Masaki, T. (1999): 
Pharmacological characterization of Ca2+ entry channels in endothelin-1-induced 
contraction of rat aorta using LOE 908 and SK&F 96365, Br.J.Pharmacol. 127 [6], 
Seite 1388-1398. URL: PM:10455288 

[114] Minowa, T.; Miwa, S.; Kobayashi, S.; Enoki, T.; Zhang, X. F.; Komuro, T.; 
Iwamuro, Y. und Masaki, T. (1997): Inhibitory effect of nitrovasodilators and cyclic 
GMP on ET-1-activated Ca(2+)-permeable nonselective cation channel in rat aortic 
smooth muscle cells, Br.J.Pharmacol. 120 [8], Seite 1536-1544. URL: PM:9113376 

[115] Jagroop, I. A.; Daskalopoulou, S. S. und Mikhailidis, D. P. (2005): Endothelin-1 
and human platelets, Curr.Vasc.Pharmacol. 3 [4], Seite 393-399. 

[116] Malendowicz, L. K.; Brelinska, R.; De Caro, R.; Trejer, M. und Nussdorfer, G. G. 
(1998): Endothelin-1, acting via the A receptor subtype, stimulates thymocyte 
proliferation in the rat, Life Sci. 62 [21], Seite 1959-1963. 

[117] Sampaio, A. L.; Rae, G. A. und Henriques, M. M. (2000): Role of endothelins on 
lymphocyte accumulation in allergic pleurisy, J.Leukoc.Biol. 67 [2], Seite 189-195. 

[118] Guruli, G.; Pflug, B. R.; Pecher, S.; Makarenkova, V.; Shurin, M. R. und Nelson, 
J. B. (2004): Function and survival of dendritic cells depend on endothelin-1 and 
endothelin receptor autocrine loops, Blood. 104 [7], Seite 2107-2115. 

[119] Miyauchi, T. und Masaki, T. (1999): Pathophysiology of endothelin in the 
cardiovascular system, Annu.Rev.Physiol 61, Seite 391-415. URL: PM:10099694 

[120] Sakai, S.; Miyauchi, T.; Kobayashi, M.; Yamaguchi, I.; Goto, K. und Sugishita, Y. 
(1996): Inhibition of myocardial endothelin pathway improves long-term survival in 
heart failure, Nature 384 [6607], Seite 353-355. URL: PM:8934519 

[121] Bousette, N. und Giaid, A. (2003): Endothelin-1 in atherosclerosis and other 
vasculopathies, Can.J.Physiol Pharmacol. 81 [6], Seite 578-587. URL: PM:12839269 

[122] Seiler, S. M.; Peluso, M.; Tuttle, J. G.; Pryor, K.; Klimas, C.; Matsueda, G. R. 
und Bernatowicz, M. S. (1996): Thrombin receptor activation by thrombin and 
receptor-derived peptides in platelet and CHRF-288 cell membranes: receptor-
stimulated GTPase and evaluation of agonists and partial agonists, Mol.Pharmacol. 
49 [1], Seite 190-197. 

[123] Rasmussen, U. B.; Gachet, C.; Schlesinger, Y.; Hanau, D.; Ohlmann, P.; 
Obberghen-Schilling, E.; Pouyssegur, J.; Cazenave, J. P. und Pavirani, A. (1993): A 



Literaturverzeichnis 

 110 

 

peptide ligand of the human thrombin receptor antagonizes alpha-thrombin and 
partially activates platelets, J.Biol.Chem. 268 [19], Seite 14322-14328. 

[124] Lehmberg, J.; Putz, C.; Furst, M.; Beck, J.; Baethmann, A. und Uhl, E. (2003): 
Impact of the endothelin-A receptor antagonist BQ 610 on microcirculation in global 
cerebral ischemia and reperfusion, Brain Res. 961 [2], Seite 277-286. 

[125] Wallukat, G.; Morwinski, R; Nissen, E.; Müller, J. und Luft, F. C. (2003): Effects 
of the tryptase receptor activating peptide and antibodies against the tryptase 
receptor PAR-2 on neonatal rat cardiomyocytes in culture, Matsumori, A, 
Cardiomyopathies and heart failure: Biomolecular, infectious and immune 
mechanisms , Seite 173-184, Kluwer Academic Publishers, Boston, ISBN: 1-4020-
7438-7. 

[126] Albrecht, S.; Luther, T.; Grossmann, H.; Flössel, C.; Kotzsch, M. und Müller, M. 
(1992): An ELISA for tissue factor using monoclonal antibodies, Blood 
Coagul.Fibrinolysis. 3 [3], Seite 263-270. 

[127] Wollenberger, A. (1985): Isolated heart cells as a model of the myocardium, 
Basic Res.Cardiol. 80 Suppl 2:9-13., Seite 9-13. 

[128] Kolde, H.-J. (2001): Haemostasis, Pentapharm Ltd., Basel. 

[129] Auron, P. E. (1998): The interleukin 1 receptor: ligand interactions and signal 
transduction, Cytokine Growth Factor Rev. 9 [3-4], Seite 221-237. 

[130] Kereveur, A.; Enjyoji, K.; Masuda, K.; Yutani, C. und Kato, H. (2001): Production 
of tissue factor pathway inhibitor in cardiomyocytes and its upregulation by 
interleukin-1, Thromb.Haemost. 86 [5], Seite 1314-1319. 

[131] Shindo, T.; Ikeda, U.; Ohkawa, F.; Kawahara, Y.; Yokoyama, M. und Shimada, 
K. (1995): Nitric oxide synthesis in cardiac myocytes and fibroblasts by inflammatory 
cytokines, Cardiovasc.Res. 29 [6], Seite 813-819. 

[132] Banchereau, J. und Galizzi, J. P. (1990): Receptors for interleukin 4, interleukin 
5 and interleukin 6, Ann.Ist.Super.Sanita. 26 [3-4], Seite 453-467. 

[133] Saito, M.; Yoshida, K.; Hibi, M.; Taga, T. und Kishimoto, T. (1992): Molecular 
cloning of a murine IL-6 receptor-associated signal transducer, gp130, and its 
regulated expression in vivo, J.Immunol. 148 [12], Seite 4066-4071. 

[134] Villegas, S.; Villarreal, F. J. und Dillmann, W. H. (2000): Leukemia Inhibitory 
Factor and Interleukin-6 downregulate sarcoplasmic reticulum Ca2+ ATPase 
(SERCA2) in cardiac myocytes, Basic Res.Cardiol. 95 [1], Seite 47-54. 

[135] Tanaka, T.; Kanda, T.; Takahashi, T.; Saegusa, S.; Moriya, J. und Kurabayashi, 
M. (2004): Interleukin-6-induced reciprocal expression of SERCA and natriuretic 
peptides mRNA in cultured rat ventricular myocytes, J.Int.Med.Res. 32 [1], Seite 57-
61. 

[136] Smart, N.; Mojet, M. H.; Latchman, D. S.; Marber, M. S.; Duchen, M. R. und 
Heads, R. J. (2006): IL-6 induces PI 3-kinase and nitric oxide-dependent protection 
and preserves mitochondrial function in cardiomyocytes, Cardiovasc.Res. 69 [1], 
Seite 164-177. 



Literaturverzeichnis 

111 

[137] Palsson-McDermott, E. M. und O'Neill, L. A. (2004): Signal transduction by the 
lipopolysaccharide receptor, Toll-like receptor-4, Immunology. 113 [2], Seite 153-162. 

[138] Tavener, S. A. und Kubes, P. (2005): Is there a role for cardiomyocyte toll-like 
receptor 4 in endotoxemia?, Trends Cardiovasc.Med. 15 [5], Seite 153-157. 

[139] Calabro, P.; Willerson, J. T. und Yeh, E. T. (2003): Inflammatory cytokines 
stimulated C-reactive protein production by human coronary artery smooth muscle 
cells, Circulation. 108 [16], Seite 1930-1932. 

[140] Klouche, M.; Bhakdi, S.; Hemmes, M. und Rose-John, S. (1999): Novel path to 
activation of vascular smooth muscle cells: up-regulation of gp130 creates an 
autocrine activation loop by IL-6 and its soluble receptor, J.Immunol. 163 [8], Seite 
4583-4589. 

[141] Kaur, J.; Dhaunsi, G. S. und Turner, R. B. (2004): Interleukin-1 and nitric oxide 
increase NADPH oxidase activity in human coronary artery smooth muscle cells, 
Med.Princ.Pract. 13 [1], Seite 26-29. 

[142] Beaumont, D. O.; Whitten, K. W.; Mock, R. G. und Slattery, C. W. (1989): 
Measuring platelet function with platelet shape change, an early event in 
aggregation, Thromb.Res. 53 [2], Seite 109-127. 

[143] Frishman, W. H.; Huberfeld, S.; Okin, S.; Wang, Y. H.; Kumar, A. und Shareef, 
B. (1995): Serotonin and serotonin antagonism in cardiovascular and non-
cardiovascular disease, J.Clin.Pharmacol. 35 [6], Seite 541-572. 

[144] Dorsam, R. T.; Kim, S.; Jin, J. und Kunapuli, S. P. (2002): Coordinated signaling 
through both G12/13 and G(i) pathways is sufficient to activate GPIIb/IIIa in human 
platelets, J.Biol.Chem. 277 [49], Seite 47588-47595. 

[145] Barradas, M. A. und Mikhailidis, D. P. (1992): Serotonin, histamine and platelets 
in vascular disease with special reference to peripheral vascular disease, 
Braz.J.Med.Biol.Res. 25 [11], Seite 1063-1076. 

[146] Luscher, T. F. (1993): Platelet-vessel wall interaction: role of nitric oxide, 
prostaglandins and endothelins, Baillieres Clin.Haematol. 6 [3], Seite 609-627. 

[147] Tarpey, M. M.; White, C. R.; Suarez, E.; Richardson, G.; Radi, R. und Freeman, 
B. A. (1999): Chemiluminescent detection of oxidants in vascular tissue. Lucigenin 
but not coelenterazine enhances superoxide formation, Circ.Res. 84 [10], Seite 1203-
1211. 

[148] Janiszewski, M.; Souza, H. P.; Liu, X.; Pedro, M. A.; Zweier, J. L. und Laurindo, 
F. R. (2002): Overestimation of NADH-driven vascular oxidase activity due to 
lucigenin artifacts, Free Radic.Biol.Med. 32 [5], Seite 446-453. 

[149] Liochev, S. I. und Fridovich, I. (1998): Lucigenin as mediator of superoxide 
production: revisited, Free Radic.Biol.Med. 25 [8], Seite 926-928. 

[150] Skatchkov, M. P.; Sperling, D.; Hink, U.; Mulsch, A.; Harrison, D. G.; 
Sindermann, I.; Meinertz, T. und Munzel, T. (1999): Validation of lucigenin as a 
chemiluminescent probe to monitor vascular superoxide as well as basal vascular 
nitric oxide production, Biochem.Biophys.Res.Commun. %19;254 [2], Seite 319-324. 



Literaturverzeichnis 

 112 

 

[151] Dörffel, Y.; Lätsch, C.; Stuhlmüller, B.; Schreiber, S.; Scholze, S.; Burmester, G. 
R. und Scholze, J. (1999): Preactivated peripheral blood monocytes in patients with 
essential hypertension, Hypertension. 34 [1], Seite 113-117. 

[152] Dörffel, Y.; Franz, S.; Pruss, A.; Neumann, G.; Rohde, W.; Burmester, G. R. und 
Scholze, J. (2001): Preactivated monocytes from hypertensive patients as a factor for 
atherosclerosis?, Atherosclerosis. 157 [1], Seite 151-160. 

[153] King, J. M.; Srivastava, K. D.; Stefano, G. B.; Bilfinger, T. V.; Bahou, W. F. und 
Magazine, H. I. (1997): Human monocyte adhesion is modulated by endothelin B 
receptor-coupled nitric oxide release, J.Immunol. 158 [2], Seite 880-886. 

[154] Browatzki, M.; Pfeiffer, C. A.; Schmidt, J. und Kranzhofer, R. (2005): Endothelin-
1 induces CD40 but not IL-6 in human monocytes via the proinflammatory 
transcription factor NF-kappaB, Eur.J.Med.Res. %20;10 [5], Seite 197-201. 

 



Anhang 

113 

Anhang 
D-PBS 

NaCl 136,9 mM 8,00 g/l 
KCl 2,7 mM 0,20 g/l 
Na2HPO4 · 2H2O 8,1 mM 1,43 g/l 
KH2PO4 1,5 mM 0,20 g/l 

Blotting-Puffer 

Tris Base 25 mM 3,03 g/l 
Glycin 200 mM 15,01 g/l 
Methanol 4,93 M 200 ml/l 

pH 8,5 

Elektrophoresepuffer 

Tris Base 25,0 mM 3,03 g/l 
Glycin 191,9 mM 14,40 g/l 
SDS 3,5 mM 1,00 g/l 

pH 8,3 

FACS-Puffer 

D-PBS 
FCS  100 ml/l 
NaN3 0,1 % 1 g/l 

Lysispuffer 

Tris Base 20 mM 2,42 g/l 
NaCl 150 mM 8,77 g/l 
EDTA 1 mM 0,29 g/l 
EGTA 1 mM 0,38 g/l 
Triton-X-100  10 ml/l 
Natrium-pyrophosphat · 10H2O 2,5 mM 1,12 g/l 
Natrium-ß-glycerolphosphat · 5H2O 1 mM 0,31 g/l 
Na3VO4 1 mM 0,18 g/l 
Leupeptin 2,10 µM 1 mg/l 
Aprotinin 0,25 µM 2 mg/l 
PMSF 1 mM 0,17 g/l 

pH 7,5 

Die Aktivierung von Natriumorthovanadat (Na3VO4) erfolgt mit einer 200 mM Lösung. Mit 
1 N NaOH bzw. 1 N HCl wird der pH 10,0 eingestellt. Die Lösung ist gelb. Nun wird diese 
Lösung gekocht bis sie farblos ist. Nach Abkühlen auf Raumtemperatur wird erneut der 
pH 10,0 eingestellt und die Lösung wird wieder gekocht. Diese Prozedur wird so lange 
wiederholt, bis die Lösung farblos bleibt und der pH 10,0 stabilisiert ist. Die aktivierte 
Natriumorthovanadat-Lösung wird aliquotiert und bei -20°C aufbewahrt. 
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PBS-Dialysepuffer 

Na2HPO4 · 2H2O 7,8 mM 1,39 g/l 
NaH2PO4 · 2H2O 2,2 mM 0,34 g/l 
NaCl 154,0 mM 9,00 g/l 

pH 7,2 

PBS für Kardiomyozyten-Präparation 

NaCl 120 mM 7,00 g/l 
KCl 4,6 mM 0,34 g/l 
KH2PO4 440 µM 0,06 g/l 
Na2HPO4 420 µM 0,06 g/l 
NaHCO3 25 mM 2,10 g/l 
Glucose 5,5 mM 1,00 g/l 
Streptomycin  0,10 g/l 
Penicillin 100.000 IE/l  

pH 7,5 

RPMI-1640 

Anorganische Salze   
Ca(NO3)2 · 4H2O 0,42 mM 100 mg/l 
KCl 5,37 mM 400 mg/l 
MgSO4 · 7H2O 0,41 mM 100 mg/l 
NaCl 102,67 mM 6 g/l 
NaHCO3 23,81 mM 2 g/l 
Na2HPO4 5,64 mM 800 mg/l 
Aminosäuren   
L-Arginin·HCl 1,14 mM 240 mg/l 
L-Asparagin (freie Base) 0,38 mM 50 mg/l 
L-Asparaginsäure 0,15 mM 20 mg/l 
L-Cystin 0,21 mM 50 mg/l 
L-Glutamin 2,00 mM 292,3 mg/l 
L-Glutaminsäure 0,14 mM 20 mg/l 
Glycin 0,13 mM 10 mg/l 
L-Histidin (freie Base) 0,10 mM 15 mg/l 
L-Hydroxyprolin 0,15 mM 20 mg/l 
L-Isoleucin 0,38 mM 50 mg/l 
L-Leucin 0,38 mM 50 mg/l 
L-Lysin·HCl 0,22 mM 40 mg/l 
L-Methionin 0,10 mM 15 mg/l 
L-Phenylalanin 0,09 mM 15 mg/l 
L-Prolin 0,17 mM 20 mg/l 
L-Serin 0,29 mM 30 mg/l 
L-Threonin 0,17 mM 20 mg/l 
L-Tryptophan 0,02 mM 5 mg/l 
L-Tyrosin 0,11 mM 20 mg/l 
L-Valin 0,17 mM 20 mg/l 
Vitamine   
D-Biotin 0,82 µM 0,2 mg/l 
D-Calcium-pantothenat 1,05 µM 0,25 mg/l 
Cholinchlorid 0,02 mM 3 mg/l 
Folsäure 2,27 µM 1 mg/l 
i-Inositol 0,19 mM 35 mg/l 
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Niacinamid (Nikotinamid) 8,19 µM 1 mg/l 
p-Aminobenzoesäure 7,29 µM 1 mg/l 
Pyridoxal·HCl 4,91 µM 1 mg/l 
Riboflavin 0,53 µM 0,2 mg/l 
Thiamin·HCl 2,96 µM 1 mg/l 
Vitamin B12 3,69 nM 5 µg/l 
Andere Komponenten   
FKS  100 ml/l 
Gentamycin  50 mg/l 
D-Glucose 11,10 mM 2 g/l 
Glutathion (reduziert) 3,25 µM 1 mg/l 
Penicillin  105 E/l 

L-Glutamin wird als 200 mM-Aliquots bei –20°C gelagert und zu Abfüllungen von 50 ml 
Medium frisch hinzugegeben (1:100). 

SDS-Polyacrylamid-Gel 

 Trenngel Sammelgel 
Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1) 10 % 5 % 
Tris Base 375 mM 125 mM 
SDS 0,1 % 0,1 % 
APS 0,1 % 0,1 % 
TEMED 0,04 % 0,1 % 
pH 8,8 6,8 

SDS-Probenpuffer 

Tris Base 62,5 mM 7,57 g/l 
SDS 69,4 mM 20 g/l 
Glycerol 1,37 M 100 ml/l 
DTT 50,0 mM 7,72 g/l 
Bromphenolblau 0,6 mM 0,1 g/l 

pH 6,8 (eingestellt mit HCl) 

SM20-I 

Anorganische Salze   
CaCl2 1,263 mM 140 mg/l 
KCl 4,96 mM 369,94 mg/l 
KH2PO4 441 µM 60 mg/l 
MgCl2 · 6H2O 985 µM 200 mg/l 
NaCl 111,225 mM 6,5 g/l 
NaHCO3 7,856 mM 660 mg/l 
Na2HPO4 419 µM 59,5 mg/l 
Aminosäuren   
L-Arginin·HCl 596 µM 126 mg/l 
L-Cystin 100,8 µM 24 mg/l 
L-Cystein·HCl 6 µM 1 mg/l 
L-Glutamin 960 µM 140 mg/l 
L-Histidin 5 mM 775 mg/l 
L-Histidin·HCl 76 µM 16 mg/l 
L-Hydroxyprolin 38 µM 5 mg/l 
L-Isoleucin 344 µM 45 mg/l 
L-Leucin 640 µM 84 mg/l 
L-Lysin-2-HCl 402 µM 88 mg/l 
L-Methionin 161 µM 24 mg/l 
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L-Phenylalanin 260 µM 43 mg/l 
L-Prolin 87 µM 10 mg/l 
L-Serin 95 µM 10 mg/l 
L-Threonin 405 µM 48 mg/l 
L-Tryptophan 49 µM 10 mg/l 
L-Tyrosin 200 µM 36 mg/l 
L-Valin 580 µM 62 mg/l 
Vitamine   
L-Ascorbinsäure 11,3 µM 2 mg/l 
D-Biotin 4 µM 1 mg/l 
D-Calcium-pantothenat 3 µM 1 mg/l 
Cholinchlorid 6 µM 1 mg/l 
Folsäure 2 µM 1 mg/l 
meso-Inosit 5,5 µM 1 mg/l 
Nicotinsäureamid 8 µM 1 mg/l 
p-Aminobenzoesäure 7 µM 1 mg/l 
Pyridoxin·HCl 5 µM 1 mg/l 
Riboflavin 0,5 µM 0,2 mg/l 
Thiamin·HCl 3 µM 1 mg/l 
Andere Komponenten   
Adenosin 24 µM 7 mg/l 
D-Glucose 11,1 mM 2 g/l 
Hydrocortison 2 µM 1 mg/l 
Hypoxanthin 9 µM 1,2 mg/l 
Insulin  0,1 E/l 
Penicillin-G  105 E/l 
Streptomycinsulfat  100 mg/l 
Xanthin 5 µM 0,8 mg/l 

pH 7,7-7,8 

SmGM-2 

SmBM 
hEGF 
hFGF 
kein Dexamethason 
GA-1000 (Gentamycin, Amphotericin-B) 
FBS 5 % 
Insulin 

(Weitere Angaben fehlen in der Produktbeschreibung vom Hersteller.) 

TBST 

Tris Base 20 mM 2,42 g/l 
NaCl 140 mM 8,18 g/l 
Tween-20  1 ml/l 

pH 7,6 (eingestellt mit HCl) 

TV-Lösung 

NaCl 136,89 mM 8,00 g/l 
KCl 2,68 mM 0,20 g/l 
Na2HPO4 8,10 mM 1,15 g/l 
KH2PO4 1,47 mM 0,20 g/l 
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Phenolrot  0,01 g/l 
Trypsin  1,25 g/l 
EDTA   2H2O 1,22 mM 0,40 g/l 
Penicillin-G  105 E/l 
Streptomycinsulfat  100 mg/l 

Tyrode-Puffer 

NaCl 140,00 mM 8,18 g/l 
KCl 2,68 mM 2,00 g/l 
NaHCO3 11,90 mM 1,00 g/l 
NaH2PO4 · H2O 0,36 mM 0,05 g/l 
MgCl2 · 6H2O 4,00 mM 0,81 g/l 
Glucose 5,56 mM 1,00 g/l 
HEPES 5,00 mM 1,19 g/l 
BSA  3,50 g/l 

pH 7,35 

Waschpuffer für Thrombozyten-Präparation 

NaCl 100 mM 5,84 g/l 
KCl 5 mM 0,37 g/l 
MgCl2 · 6H2O 2 mM 0,41 g/l 
CaCl2 · 2H2O 2 mM 0,29 g/l 
Zitronensäure · H2O 36 mM 7,56 g/l 
Glucose 5 mM 0,90 g/l 
ΒSA  3,50 g/l 

pH 6,5 
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