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3. Methodik

3.1 Allgemeiner Teil

3.1.1 Chromatographische Methoden

Chromatographische Methoden sind physikalisch-chemische Trennmethoden, die zur Auf-
trennung von Substanzgemischen eingesetzt werden. Die Substanzen werden hierbei zwi-
schen einer stationdren und einer mobilen Phase verteilt. Die Substanztrennung basiert auf
physikalisch-chemischen Wechselwirkungen der Komponenten des Substanzgemisches der
mobilen Phase mit der stationdren Phase, wie elektrostatische oder hydrophobe Wechselwir-
kungen. Dabei werden die einzelnen Substanzen des Gemisches unterschiedlich stark von der
stationdren Phase retendiert. Die stationdre Phase kann fest oder flussig, die mobile Phase
flissig oder gasformig sein. Die mobile Phase enthalt das zu trennende Substanzgemisch. Es
werden bei der stationdren Phase Normal- und Umkehrphasen (Reversed-Phase) unterschie-
den. Bei einer Normalphase ist die stationdare Phase polarer als die mobile Phase. Bei der Um-
kehrphase wird der Tréager mit lipophiler (apolarer) stationdarer Phase belegt und hat somit

eine geringere Polaritat.

Die Elution der Substanzen, die von dem Trenngel retendiert werden, kann durch unterschied-
liche Methoden erfolgen. Bei der isokratischen Elution bleibt die Zusammensetzung der mo-
bilen Phase wahrend eines chromatographischen Trennvorganges unverandert. Durch diese
Methode ist die Trennung komplexer Substanzgemische nur begrenzt mdglich, da nur eine

geringe Auflosung und eine breite, flache Elution der retendierten Molekiile erfolgt.

Die Gradiententechnik ist eine alternative Elutionsmdglichkeit, mit der eine hohere Aufldsung
beziehungsweise Trennleistung als bei der isokratischen Elution erreicht wird. Wahrend der
Chromatographie verandert sich die Zusammensetzung der mobilen Phase. Es wird mit einem
Eluenten mit geringer Elutionskraft begonnen, damit auch friih eluierende Substanzen von-
einander getrennt werden. Im Verlauf der chromatographischen Trennung wird die Eluti-

onskraft des Eluenten durch Erhéhung der Konzentration gesteigert.
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3.1.1.1 Kationenaustausch-Chromatographie

Kationenaustauscher sind Chromatographie-Gele mit Polyelektrolyt-Charakter, die aus Elekt-
rolytlésungen Kationen aufnehmen und aquivalente Mengen Kationen abgeben. Sie resultie-
ren durch Einfihrung von SOsH bzw. COOH-Gruppen in Phenylreste (starke beziehungswei-

se schwache Kationenaustauscher).

Kationische Substanzen der mobilen Phase lagern sich hierbei an das Gelmaterial an, das ko-
valent gebundene anionische Gruppen besitzt. Bei Auftragung des Probengemisches werden
die kationischen Substanzen von kationischen Probenmolekiilen verdréngt. Durch Erhdhung
der Kationenstérke in der mobilen Phase wird erreicht, dass bei der Elution die Probenmole-
kile durch den Kationeniiberschuss von der stationdren Phase verdrangt werden. Dabei eluie-
ren zundchst Substanzen mit geringer Ladungsdichte beziehungsweise Affinitat zu den anio-
nischen Gruppen der stationdren Phase. Molekile mit héherer Ladungsdichte beziehungswei-
se Affinitat binden starker an die Matrix und eluieren entsprechend erst bei héherer Katio-

nenstarke.

3.1.1.2 Reversed-Phase-Chromatographie

Das Prinzip der Reversed-Phase-Chromatographie beruht auf hydrophobe Wechselwirkungen
zwischen der stationaren Phase und dem Substanzgemisch. Hydrophile, stark polare Substan-
zen werden nur schwach oder nicht retendiert und eluieren im Durchfluss. Apolare, hydro-
phobe Molekiile retendieren an der stationdren Phase. lonische Probenmolekiile kénnen mit
gegensétzlich geladenen lonen ein lonenpaar bilden. Dieses lonenpaar ist beziglich seiner
Ladung und Polaritat nach aufien neutral und l&sst sich daher auf der stationaren Umkehrpha-

se adsorbieren.

3.1.2 Matrix-unterstutzte Laser-Desorptions-/lonisations-Massenspektrometrie
(MALDI-Massenspektrometrie)

Mit einem Massenspektrometer werden aus einer gasformigen Probe lonen erzeugt und nach

ihrem Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis getrennt und registriert. Mit der Matrix-unterstltzten
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Laser-Desorptions-/lonisations-Massenspektrometrie kénnen Molekularbestimmungen und
Sequenzanalysen von Peptiden und Proteinen durchgefiihrt werden. Die Matrix-unterstiitzte
Laser-Desorptions-/lonisations-Massenspektrometrie zeichnet sich durch hohe Nachweisemp-
findlichkeit aus. Molekiilmassen kénnen bis zu mehreren kDa bestimmt werden.

Zur MALDI-massenspektrometrischen Analyse wird die Probe mit einer definierten Matrix
kristallisiert. Die Probe wird in das Vakuum des Massenspektrometers eingebracht und einem
intensiven Impuls kurzwelliger Laserstrahlung von wenigen Nanosekunden ausgesetzt. Die
Wahl der Desorptionsmatrix richtet sich nach ihrem UV-Absorptionsmaximum, das in den
Bereich der Wellenlange des verwendeten Lasers fallen muss. Die Matrixmolekiile absorbie-
ren die Energie des Lasers, die flr die Desorption der lonen notwendig ist. Hierbei relaxiert
die in den Matrixmolekiilen deponierte elektrostatische Anregungsenergie in das Gitter des
Festkorpers, sodass es zu einer Stérung und Aufweitung der Gitterstruktur kommt. Es kommt
zur Freisetzung der Matrix- und Probenmolekiile, die in die Gasphase Ubertreten und durch
den Laserimpuls ionisiert werden. Die ionisierten Molekiile werden mit Hilfe eines elektrosta-
tischen Feldes in Richtung des Analysators beschleunigt. Die Massenbestimmung erfolgt Gber
eine elektronische Messung der Zeit, die zwischen der Desorption der lonen bis zum Eintref-
fen am Detektor vergeht. Nach der Beschleunigung der lonen auf einige keV kinetische Ener-
gie durchlaufen diese eine feldfreie Driftstrecke von 0,5-2 m Lénge. Bei gleicher kinetischer
Energie haben lonen unterschiedlicher Masse damit unterschiedliche Flugzeiten. Leichte lo-
nen durchfliegen die Driftstrecke in kiirzerer Zeit als schwere lonen. Durch Vergleich mit
bekannten Referenzmassen ergibt sich aus der gemessenen Flugzeit die Masse des Probenmo-

lekiles.

Mit der Post-Source-Decay- (PSD) MALDI-Massenspektrometrie ist es moglich, die beim
Laser-Beschuss gebildeten Molekilfragmente zu detektieren und so Informationen Gber die
Struktur des Molekdls zu erhalten (Schrattenholz, 2001).
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3.1.3 Elektrospray lonisation (ESI-Massenspektrometrie)

Die Elektrospray lonisation ist eine lonisierungsmethode zur Analyse von Proteinen, Oligo-
nukleotiden und Metallkomplexen. Hierzu muss die Probe in einem niedrig siedenden L0-
sungsmittel, wie Acetonitril, Methanol, Chloroform oder Wasser, geldst werden. Die Proben-
I6sung wird unter Atmosphérendruck durch eine Kapillare gespriht. Dieser mindet in eine
Metallkapillare, die mit einem Potentialdifferenz von ca. 3-5 kV gegen eine wenige Millime-
ter entfernte Elektrode liegt. Aufgrund des hydrodynamischen Sprihvorgangs, der durch die
Potentialdifferenz ausgel6st wird, werden sehr kleine, geladene Lésungsmitteltropfen erzeugt,

aus denen nach Verdampfen des Lésungsmittels lonen zuriickbleiben.

3.1.4 Zellkultur und Transfektionsmethoden

Bei der Zellkulturtechnik werden Einzelzellen in einer Petrischale kultiviert und zur Vermeh-
rung gebracht. Die Einzelzellen kdnnen dabei aus verschiedensten Geweben gewonnen wer-
den. Fir das Wachsen der Primarkultur ist zum einen eine geeignete Oberflache zur Anhef-
tung der Zellen, und zum anderen ein geeignetes Kulturmedium notwendig. Kulturmedien
bestehen aus einer mit Aminosduren und Vitaminen versetzten Salzlésung, die von den Zellen
bendtigte Wachstums- und Differenzierungsfaktoren in gereinigter Form enthalten. In Anwe-
senheit eines geeigneten Kulturmediums teilen sich die Zellen und bilden einen Zellrasen.
Zellen aus einem Kulturschalchen kénnen nach Vermehrung von der Oberflache abgeldst und

Uber Wochen und Monate am Leben erhalten werden.

Bei der Transfektion handelt es sich um eine Methode, die zur Einschleusung von heterologer
Desoxyribonukleinsdure (DNA) in Zellen dient. Die Gene die auf dem Vektor (DNA-Stiick
zum Einschleusen von Fremdgenen) liegen, werden in der Zelle durch zellulare Enzyme in
eine Aminosaurenabfolge, ein Protein, Ubersetzt. Der Mechanismus der Aufnahme ist noch
unbekannt. Es wird vermutet, dass die transfizierte DNA in das Zytoplasma der Zellen Uber
Endozytose gelangt und in den Nukleus (Zellkern) transportiert wird. Dort wird die DNA

transkibiert, von DNA in Ribonukleinsdure (RNA) Ubersetzt, wobei eine komplementare
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(spiegelbildliche) messenger RNA (mRNA) entsteht. Diese wird aus dem Nukleus zu den
Ribosomen im Zytoplasma transportiert und dort in ein Protein Ubersetzt.

Fur die Transfektion existieren verschiedene Zellinien. Eine der haufigsten transfizierten Zel-
linien, die hohe Transfektionseffizienzen erbringt, sind COS-7-Zellinien (Gluzman, 1981).
Hierbei handelt es sich um eine Zellinie der afrikanischen griinen Meerkatze, die aus der Zel-
linie CV-1 durch Transfektion mit Sequenzen des Simian Virus 40 hervorgegangen ist und
das SV 40-T-Antigen exprimiert. Zellen koénnen dadurch Plasmide, die den SV 40-
Replikationsursprung tragen, unabhéngig von der zelleigenen DNA replizieren (Gluzman,
1981). Eine andere etablierte Zellinie stellen die HEK 293 Zellen dar. Diese Zellen stammen

aus humanen embryonalen Nierenzellen (Graham et al., 1977).

3.2 Spezieller Teil

Die Abbildung 1 zeigt eine Ubersicht iiber die im Rahmen der vorliegenden Arbeit angewen-
deten Arbeitsschritte.

Die ersten Arbeitsschritte (im Schema Ubereinander angeordnet) erfolgten sukzessiv und dien-
ten der Isolierung eines vasokonstriktiv-wirkenden Peptids. Die weiteren Arbeitsschritte (im
Schema nebeneinander dargestellt) dienten der Identifizierung der isolierten Substanz. Sie

erfolgten parallel.
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Abbildung 1: Arbeitsschritte zur Isolierung und Identifizierung eines vasokonstriktiv-
wirkenden Peptids aus humanen Lymphozyten

3.2.1 Isolierung humaner Lymphozyten

50 ml Perfusorspritzen wurden mit 0,1 ml Heparin versetzt. AnschlieBend wurde gesunden,
normotensiven Spendern nach Punktion einer peripheren Vene der oberen Extremitat 400 ml

Vollblut mit 50 ml Perfusorspritzen abgenommen.

Je 50 ml heparinisiertes Vollblut wurde in 50 ml Kunststoff-Réhrchen umgefullt und bei 240
g 15 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Das Uberstehende Plasma wurde entfernt und
der Ruckstand mit isotonischer Kochsalzlésung 1:1 verdunnt. 3 ml Histopaque-1077 (5/6 %

wt/vol Ficoll; Dichte 1,077 g/cm®) wurde in ein 50 ml Kunststoff-Rohrchen vorgelegt und mit
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5 ml verdiinntem Blut berschichtet. Anschliefend wurde bei 240 g 20 Minuten bei Raum-
temperatur zentrifugiert. Nach der Zentrifugation bildeten sich drei Schichten. Die Lympho-
zyten sammelten sich in der mittleren Schicht. Diese wurde abpipettiert und in einem Kunst-
stoff-Rohrchen mit 10 ml wasseriger 0,9 % Natriumchlorid-Ldsung (NaCl) verdinnt. An-
schlieRend wurde bei 400 g 5 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Das Pellet wurde in
5ml 0,9 % iger NaCl-Losung resuspendiert. Dieser wurde bei 400 g 5 Minuten bei Raum-
temperatur zentrifugiert. Das Pellet wurde erneut mit 5 ml 0,9 % iger NaCl-Ldsung resuspen-
diert und bei 400 g 5 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Das Pellet wurde in 0,5 ml
isotonischer Kochsalzlésung resuspendiert Die isolierten Lymphozyten wurden bei Raum-

temperatur 1 h inkubiert und zentrifugiert.

3.2.2 Kationenaustausch-Chromatographie

Der resultierende Uberstand des letzten Zentrifugationsschrittes wurde nach der Inkubation
der Lymphozyten mit einem Kationenaustauscher (HiTrap'™ SP 1ml; Amersham Pharmacia,
Schweden) chromatographiert. Als Laufmittel diente wasseriges 20 mmol/l K,HPQO,4, pH 3,5
und als Elutionsmittel wasseriges 20 mmol/l K;HPO,4 und 2 mol/l NaCl, pH 3,5. Es wurde ein
Stufengradient zur Elution verwendet, der in Tabelle 1 genannt ist. Die Flussgeschwindigkeit
betrug 1ml/min bei einer FraktionsgroRe von 1 ml. Die Leitfahigkeit und die UV-Absorption
wurden bei 280 nm detektiert. Die Fraktionen wurden entsprechend ihrer UV-Absorption bei

280 nm und Leitfahigkeit gesammelt.

Tabelle 6: Gradient der Kationenaustausch-Chromatographie (Saule: HiTrap ™ SP 1 ml;
Amersham Pharmacia, Schweden; Eluent A: 20 mmol/l K;HPO, in Wasser, pH
3,5; Eluent B: 20 mmol/l K;HPO,4 und 2 mol/l NaCl in Wasser, pH 3,5; Fluss: 1
ml/min; UV-Detektion: 280 nm; FraktionsgroRe 1 ml)

Zeit (in min) 0-5 5-10 15-20 25-30 30-35 | 35-40
Gehalt Losungs- 0 5 25 50 75 100
mittel B (in %)
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3.2.3 Reversed-Phase-Chromatographie

Die Fraktionen der Kationenaustausch-Chromatographie wurden mit 1 mol/l Triethylammo-
niumacetat-Losung (TEAA) auf eine TEAA-Endkonzentration von 40 mmol/l gebracht und
auf eine Reversed-Phase-Chromatographie-Saule (Poros R2/H; 100 x 2.1 mm I.D., Perseptive
Biosystems, Deutschland) aufgetragen. Als Laufmittel diente 40 mmol/l TEAA und als Eluti-
onsmittel 80 % waésseriges Acetonitril. Zur Elution wurde ein Stufengradient verwendet, der
in Tabelle 2 genannt ist. Die Flussgeschwindigkeit betrug 0,5 ml/min bei einer Fraktionsgrofie
von 1 ml. Die Leitfahigkeit und die UV-Absorption wurden bei 280 nm detektiert. Die Frakti-
onen wurden entsprechend ihrer UV-Absorption bei 280 nm und Leitfahigkeit gesammelt.

Samtliche Fraktionen mit einer deutlichen UV-Absorption bei 280 nm wurden in einer Vaku-

umzentrifuge eingedampft und bis zur weiteren Bearbeitung bei —20° C gelagert.

Tabelle 7: Gradient der Reversed-Phase-Chromatographie; (Sdaule: Poros R2/H; 100 x 2.1 mm
I.D., Perseptive Biosystems, Deutschland; Eluent A: 40 mmol/l TEAA; Eluent B:
80 % Acetonitril; Fluss: 0,5 ml/min; UV-Detektion: 280 nm; Fraktionsgrofle 1 ml)

Zeit (in min) 0-10 10-15 15-20 20-25 25-30
Gehalt Losungs- 0 25 50 75 100
mittel B (in %)

3.2.4 Bestimmung der Wirkung der isolierten Substanzen auf den Perfusionsdruck
einer isolierten, perfundierten Niere

Die Effekte der Aliquots der entsalzten und lyophilisierten Proben der Kationenaustausch-
Chromatographie auf den Gefalitonus wurden mittels eines Nierenperfusionstests bestimmt.
Hierzu wurde einer Ratte die Niere entnommen. Die Arterie der Niere wurde an ein Perfusi-
onssystem angeschlossen und mit einer Losung perfundiert. Die Perfusionslosung setzte sich
aus 115 mmol/l NaCl; 4,6 mmol/l KCI; 1 mmol/l CaCly; 1,2 mmol/l MgSOg; 1,2 mmol/Il
NaH,PQO4; 22 mmol/l NaHCO3; 49 mmol/l Glukose und 35 g Gelatine/l zusammen. Die Niere

wurde mit einem konstanten Fluss von 8 ml/min perfundiert. Der Perfusionsdruck wurde kon-
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tinuierlich bestimmt. Die Perfusionslosung und die Niere wurden bei einer Temperatur von
37° C gehalten.

3.2.5 Matrix-unterstitzte Laser-Desorptions-/lonisations-Massenspektrometrie
(MALDI-Massenspektrometrie)

Die lyophilisierten Fraktionen der Reversed-Phase-Chromatographie wurden in 5 pl bidestil-
liertes Wasser geldst. Anschlielend wurde 1,5 pl der UV-absorbierenden Desorptionsmatrix
(Zimtsdure mit 50 Vol-% Wasser/50 Vol-% ACN geséttigt) auf die Oberflache eines metalle-
nen Probentellers pipettiert und dort mit 1,5 pl der Proben-L6sung versetzt. Die Probe wurde
getrocknet und der Probenteller Gber die Vakuumschleuse in das Massenspektrometer einge-
setzt. Die Desorption der Probenionen erfolgte durch Beschuss mit einem Laserstrahl bei 337
nm Wellenlange und einer Energie von 10°-10" W/cm? bei einer kreisformigen Bestrahlungs-

flache von 50-100 pum Durchmesser.

3.2.6 Post-source-decay-Massenspektrometrie (PSD-MALDI)

Die Probenvorbereitung flr die Post-source-decay-Massenspektrometrie war identisch mit der
Probenvorbereitung fur die MALDI-Massenspektrometrie. Aliquots der Fraktionen der Re-
versed-Phase-Chromatographie wurden lyophilisiert und der massenspektrometrischen Unter-
suchung zugefihrt. Die Proben wurden in 5 pl Wasser geldst. 1,5 pl der UV-absorbierenden
Desorptionsmatrix (Zimtséure) auf die Oberflache eines metallenen Probentellers pipettiert
und dort mit 1,5 pl der Proben-L6sung versetzt und anschlielend zur Trocknung eingedampft.
Fur die Detektion wurde ein MALDI-RETOF (reflectron type time-of-flight)-
Massenspektrometer mit zweistufiger Reflexion benutzt. Die lonisation der Proben erfolgte
mit einem Stickstofflaser (337 nm, 3 ns Pulsdauer). Fir die Sequenzierung wurde eine Be-
schleunigungsspannung von U = 10 kV und ein Druck von 6-8 x 107 bar gewahlt. Es erfolgte
eine Aufsummierung von 10-20 Spektren.
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3.2.7 Elektrospray lonisation (ESI-Massenspektrometrie)

Elektrospray lonisations-Massenspektrometrie-Messungen wurden mit einem orthogonal ge-
richteten Beschleunigungs-time-of-flight Gerét durchgefuhrt. Zur Chromatographie wurde
eine Kapillarsaule (0,3 mm x 100 m) verwendet, die mit einer stationdren Phase mit nichtpo-
rosem C-18 beschichtet war. Als Eluent A diente 0,1 % ige wasserige Ameisensaure, als E-
luent B 0,1 % ige Ameisensaure in Acetonitril. Die Kapillare der Elektrospray lonisations-
Massenspektrometrie wurde auf 190° C erhitzt. Stickstoff wurde sowohl als Vertrocknungs-
gas mit einer Flussrate von 350 I/min als auch als Verneblungsgas mit einer Flussrate von 10

I/min verwendet.

3.2.8 Inkubation von Lymphozyten mit Angiotensin |1

Nach Isolierung von Lymphozyten wurde der Uberstand mit 10° mol/l Angiotensin Il ver-
setzt. Nach 0 min, 10 min, 30 min, 1 h und 3 h wurden Aliquots von dem Uberstand abge-
nommen. Nach anschliefender Chromatographie mit einem Kationenaustauscher und einer
Reversed-Phase-Sdule wurden die Fraktionen mittels MALDI-Massenspektrometrie analy-
siert. Der MALDI-Matrix wurde Adrenokortikotropes Hormon (ACTH, 10° mol/l) als inter-
ner Standard hinzugeflgt. Die massenspektrometrische Untersuchung erfolgte mit den in Ab-

schnitt 3.2.5 beschriebenen Bedingungen.

3.2.9 Denaturierung von Lymphozyten und Inkubation mit Angiotensin Il

Lymphozyten wurden nach Abschnitt 3.2.1 isoliert. Anschlielend wurden die Lymphozyten
fur 10 Minuten bei 100° C erhitzt. Der Lymphozyteniiberstand wurde mit Angiotensin 11 ver-
setzt und inkubiert. Nach definierten Zeitabstanden wurden Proben abgenommen. Nach an-
schlielender Chromatographie mit einem Kationenaustauscher und einer Reversed-Phase-
Saule wurden die Fraktionen mittels MALDI-Massenspektrometrie analysiert. Zusatzlich
wurde ein Versuch mit Perchlorsdure denaturierten Lymphozyten durchgefihrt. Nach Isolie-

rung von Lymphozyten wurde 0,6 mol Perchlorsdure hinzugefiigt und der Uberstand erneut
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mit Angiotensin Il versetzt. Die Lymphozyten wurden inkubiert und nach definierten Zeitab-
stdnden wurden Aliquots abgenommen. Nach anschlieBender Chromatographie mit einem
Kationenaustauscher und einer Reversed-Phase-Saule wurden die Fraktionen mittels MALDI-
Massenspektrometrie analysiert.

3.2.10 Zellkultur und Transfektionsmethoden

HEK 293 Zellen wurden in Kulturflaschen aus mit Poly-L-Lysin beschichteten plastischem
Material geziichtet. Das Kulturmedium enthielt 10 % hitzeinaktiviertes Rinderserum, Penicil-
lin (100 U/ml) und Streptomycin (100 pg/ml). 5 x 10* HEK 293 Zellen wurden mit 250 ng

Plasmid DNA und 2 ml Lipofectamin transfiziert und fur 48 Stunden inkubiert.

3.2.11 Membranvorbereitung fur die Rezeptor-Bindung

HEK 293 wurden mit humanen AT;i- und AT,-Rezeptoren transfiziert. Die cDNA Verschlis-
selung von humanen AT1(pcDNA3.AT I)- und AT; (pcDNA3.AT I1)-Rezeptoren wurde von
Tadashi Inagami (Department of Biochemistry, Vanderbilt University School of Medicine,
Nashville, Tennesse, USA) zur Verfigung gestellt. HEK 293 Zellen, die entweder AT;- oder
AT,-Rezeptoren exprimieren, wuchsen auf 100 mm grof3en Petrischalen. Nach zweimaligem
Waschvorgang mit 5 ml Phosphatpuffer (PBS) (137 mmol/l NaCl; 2,7 mmol/l KCL; 1,5
mmol/l KH;PO4; 8,0 mmol/l Na;HPO,; pH 7,4) wurde bei 400 g 10 Minuten zentrifugiert.
Das resultierende Pellet wurde mit Tris-BAME-Puffer (50 mmol/l Tris; 0,15 mmol/l Bacitra-
cin; 0,0015 % Aprotinin; 10 mmol/l MgCl,, 2 mmol/l Ethylenglutaminessigsaure (EGTA);
pH 7,3) resuspendiert. Die Suspension wurde mit einem Glas/Teflon-Riihrstab homogenisiert.
Anschliellend erfolgte eine Zentrifugation fiir 30 Minuten bei 26.000 g. Das Pellet wurde mit
Tris-BAME rehomogenisiert. Die Aliquots der resultierten Suspension wurden bis zur weite-

ren Bearbeitung bei -70° C aufbewahrt.
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3.2.12 Angiotensin I1-Rezeptoruntersuchungen

Die Membranen (5 pg) wurden in 200 pl TrissBAME-Puffer in Gegenwart von 1 pmol/I 2|
Sar',lle®-Ang 11 beziehungsweise mit ansteigenden Konzentrationen (12 bis 10 mol/l) des
ungelabelten Liganden fur 2 h bei 25° C im Wasserbad inkubiert. GF/C Filter wurden mit 0,1
% iger Polyethylenimin vorbehandelt. Nach der Inkubation wurden die Proben auf diese
GF/C Filter ubertragen und zweimal mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Filter in
5 ml GefélRe verlegt und die Radioaktivitat mit einem Szintillationsmesser bestimmt. Die Da-

ten wurden mittels RadLig Software 4,0 (Cambridge, UK) analysiert.

3.2.13 Berechnung der Verdrangungskurven

Zur Bestimmung der AT-Rezeptor-Verdrangungskurven, wurde zundchst die nicht- spezifi-
sche Bindung in Gegenwart von 1 pmol/l Sar*,1le®-Ang Il bestimmt. Diese Werte wurden von

den Werten der Bestimmungen der spezifischen Bindung subtrahiert.

3.2.14 Statistik

Samtliche Daten sind + der Standardabweichung wiedergegeben. Der Vergleich der 100 %-
Werte der Mittelwerte der Kontrollen der Bindungsversuche mit den Verdrangungsversuchen

erfolgte unter Zuhilfenahme des Friedman-t-Tests.



