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1. Einleitung

1.1  Definition der arteriellen Hypertonie

Die arterielle Hypertonie entspricht einer Druckerh6hung im groflen Kreislauf. Sie wird in der
Literatur einerseits als Regulationsstérung, andererseits als manifeste Erkrankung
beschrieben. Aktuelle Konzepte definieren Hypertonie als ein Syndrom von Risikofaktoren
(Neutel JM 2001). Die Pravalenz liegt in den westlichen Industrienationen bei 15-30%, wobei
noch ein &hnlich hoher Prozentsatz an unentdeckten Hypertonikern vermutet wird. Ihr
Vorkommen ist in Nordjapan am héufigsten, bei dem Ureinwohnern Gronlands, den Inuit, am
geringsten.

Die wesentlichen Folgen einer unbehandelten Hypertonie umfassen koronare Herzkrankheit
mit Angina pectoris und Myokardinfarkt, hypertensive Herzkrankheit, hypertensive Nephro-
und Encephalopathie.

Tab.1 : Klassifikation der Blutdruckwerte nach JNC — VI :

Kategorie Systolischer Blutdruck Diastolischer Blutdruck
(mmHg) (mmHg)
Optimal <120 <80
Normal <130 85
Hochnormal 130 - 139 85-89
milde Hypertonie 140 - 159 90 -99
(Stadium I)
méBige Hypertonie 160-179 100 - 109
(Stadium II)
schwere Hypertonie >180 >110
(Stadium III)




Die Hypertonie ist die Folge eines erhohten Herzzeitvolumens, eines erhohten Widerstandes
oder beider Faktoren. Unabhédngig von klinischen und pathophysiologischen Klassifikationen
gilt nach internationaler Ubereinkunft (WHO-Expertengremien, International Society of
Hypertension) ein Blutdruck von 140/90 als hyperton. Dieser Grenzwert ist willkiirlich
festgelegt, reflektiert jedoch epidemiologisch und klinisch mit zunehmender Blutdruckhdhe
ein deutliches Ansteigen der Inzidenz kardiovaskuldrer Folgeerscheinungen, sowie eine
Zunahme von Morbiditdt und Mortalitit. Das ,,Joint National Committee on prevention,
detection, evaluation and treatment of hypertension” (JNC) der Vereinigten Staaten gibt
einen durchschnittlichen Blutdruck von 120-130 mmHg systolisch und 80-85 mmHg
diastolisch als optimalen GroBenbereich fiir die Erwachsenenbevolkerung an, wobei die
Grenze lber die Jahre stdndig nach unten korrigiert wurde (Scholze J 1999). Die aktuelle
Klassifikation des JNC definiert Blutdruckwerte zwischen 120-139 mmHg als
Prihypertension, die vorwiegend durch Anderung des Lebensstiles behandelt wird. Das
Stadium I definiert einen Blutdruckbereich zwischen 140 —159 mmHg und das Stadium II
einen Blutdruckbereich zwischen 160 mmHg und héher (JNC VII).

Die weitere, spezifische Unterteilung des JNC fasst optimale, normale und hochnormale
Werte in einem A-Bereich, sowie hypertone Werte in einem B-Bereich zusammen und
unterteilt die arterielle Hypertonie in eine milde (Stadium I), méBige (Stadium II) und
schwere Form (Stadium III). International orientiert man sich zunehmend an dem
individuellen Risikoprofil des Patienten und teilt diese in Gruppen mit normalem, hohem und
sehr hohem Risiko ein.

Klinisch wird in eine primédre (90-95%) und in eine sekundire Hypertonie (5-10%) unterteilt,
der vorwiegend eine renale (Glomerulonephritiden, Niereninsuffizienz), endokrine
(Phdochromozytom, Cushing-Syndrom, Hyperthyreose) und insbesondere kardiovaskuldre
(Aortenklappeninsuffizienz, Aortenisthmusstenose) Storung zu Grunde liegt. Der primédren
Hypertonie konnte bisher noch kein pathomorphologisches Korrelat zugeordnet werden. Thre
Athiologie ist vielschichtig und im Einzelnen noch nicht geklrt.

Die entscheidende Rolle des Endothels in der Entwicklung der Arteriosklerose ist allgemein
bekannt. Laut der Virchow-Trias sind die Endothelldsionen eine Vorraussetzung der
Thrombosegenese. Im Verlauf einer essentiellen Hypertonie kdnnen druckbedingte Lasionen
des GefdaBendothels auftreten und somit die Entwicklung der Arteriosklerose begiinstigen. Die
Zunahme der Intima Media Dicke verringert das Lumen und erhoht den Widerstand.

Konsekutiv ist ein erhohter Perfusionsdruck erforderlich. Somit ist es naheliegend, die
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arterielle Hypertonie bei der Pathogenese der Arteriosklerose als ursdchlichen Faktor zu
betrachten (Simon A 1995, Violi F 1996).

Die aktuelle medikamentdse Therapie basiert in erster Linie auf der Unterbindung
gefaBkonstringierender Effekte. Dieser Angriffspunkt ist eng an die Relaxationsmdglichkeit
der Gefille gekoppelt und verliert bei progredienter Arteriosklerose an Effizienz.

Somit ist die Aufkldrung zelluldrer und molekularer Mechanismen unumgénglich fiir die

Entwicklung zukiinftiger diagnostischer und therapeutischer Verfahren.
1.2 Arteriosklerose

1.2.1 Definition

Die Arteriosklerose ist nach WHO Definition eine variable Kombination von Intimaver-
anderungen, bestehend aus herdférmigen Ansammlungen von Lipiden, komplexen Kohlen-
hydraten, Blut und Blutbestandteilen, Bindegewebe und Calciumeinlagerungen, verbunden
mit Verdnderungen der Arterienmedia (Kjeldsen SE 2001). Sie ist eine chronisch entziind-
liche Erkrankung der Arterienwand auf dem Boden wiederholter oder persistierender Reizung
und Schidigung durch endo- und exogene Noxen. Unterschiedliche Theorien beziiglich der

Pathogenese beziehen sich auf himodynamische, biochemische und zellulire Komponenten.

Abb.1 : Interaktion zwischen Endothel und Monozyten
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In den frithen Stadien der Arteriosklerose steht die Dysfunktion und Aktivierung des
Endothels im Vordergrund (Kensuke E 2002). In der Folge kommt es zu einer Adhésion von
Monozyten. Diese Zellen wandern in die Intima ein und nehmen {iiber einen spezifischen
Rezeptor, den Scavenger-Rezeptor, oxidiertes LDL (low density lipoproteine) auf. Die
anschliefende Transformation der Monozyten zu Schaumzellen gilt als der initiale Prozess in
der Entwicklung der Arteriosklerose (Faggiotto A 1984). AuBBerdem wird die Produktion und
Synthese von Wachstumsfaktoren und Zytokinen gesteigert (Dorffel Y 2001). Dies hat zum
einen eine Vasokonstriktion aufgrund mangelnder NO-abhingiger Relaxations-
moglichkeiten, zum anderen eine gesteigerte Plittchenaggregation, die Proliferation von
glatten GefdaBBmuskelzellen und die Synthese von Kollagen zur Folge. Im weiteren Verlauf
kommt es zu einer Leukozytenadhdsion- und Invasion und zu Calciumeinlagerungen.

Pathomorphologisches Korrelat ist letztendlich ein arteriosklerotischer Plaque.

Zu den an der Pathogenese beteiligten Faktoren zdhlen in erster Linie die arterielle
Hypertonie, Stoffwechselerkrankungen (Diabetes mellitus, Hypercholesterindmie) und
Nikotinabusus. Weiterhin spielen Infektionen durch virale und bakterielle Erreger (Coxsackie,
Herpes simplex bzw. Helicobacter pylori, Chlamydia pneumoniae), sowie eine familiére,
genetisch bedingte Disposition eine Rolle (Kadar A 2001). Angeborene oder erworbene
Storungen des Gerinnungssystems und der Thrombozytenfunktion pradisponieren zur
Arteriosklerose. Als weitere Risikofaktoren sind die Einnahme steroidaler Medikamente, wie

z.B. Ovulationshemmer, Cortison, und Alkoholabusus zu nennen (Liischer TF 1995).

1.2.2 Bedeutung des Angiotensin II in der Pathogenese der Hypertonie

Das RAAS (Renin-Angiotensin-Aldosteron-System) reguliert den Blutdruck, den Elektrolyt-
und den Flissigkeitshaushalt. Sein Ursprung liegt in den granulierten Zellen im juxta-
glomeruldren Apparat der Niere. Die Aktivierung erfolgt zum einen iiber eine
Minderdurchblutung jeglicher Art, zum anderen iiber die PB- bzw. indirekt liber die o-
adrenerge Innervation durch das vegetative Nervensystem.

Die Protease Renin spaltet von dem hepatisch synthetisierten Angiotensinogen das
Dekapeptid Angiotensin I ab, welches wiederum durch das Angiotensin converting Enzym zu
Angiotensin Il metabolisiert wird. AT fiihrt zur Freisetzung von Aldosteron aus der

Nebennierenrinde. Beide Substanzen wirken hemmend auf die Reninfreisetzung.
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AT gilt als die starkste vasokonstriktorische Substanz des Organismus. Dieser Effekt wird
sowohl direkt an den Arteriolen oder indirekt {iber die Stimulierung des zentralen Kreislauf -
zentrums vermittelt. In der Niere wirkt AT ebenfalls konstriktorisch und beeinflusst die renale
Durchblutung und die glomeruldren Filtrationsrate. Neben dem zirkulierende AT besteht ein
weiterer Pool an lokal generiertem AT. Uber diesen Pool werden die weniger bekannten
apoptotischen, proliferativen, und proinflammatorischen Effekte vermittelt (Luft FC 2001).
Nach der Bindung an die entsprechenden ATI1- und AT2-Rezeptoren werden apoptotische
Vorgidnge in Myozyten aktiviert (Cigola E 1997). Als Wachstumsfaktor vermittelt AT die
Proliferation von vaskuldren Bindegewebs- und Muskelzellen (Keidar S 1998; Daemen MJ
1991; Gibbons GH 1992). Es induziert eine direkte Tissue Factor Expression und Aktivierung
von dem nuklearen Faktor xB in Monozyten (Nishimura H 1997, He M 2006). Dieser
Transkriptionsfaktor ist fiir die Expression von Adhédsionsmolekiilen auf Monozyten und
Endothelzellen verantwortlich (Miiller D 2000). Dadurch ldsst sich erkliren, warum AT
stimulierte Monozyten sowohl einen gesteigerten Aktivierungsgrad als auch eine erhdhte
Adhirenz an Endothelzellen aufweisen (Kim JA 1996).

Die proinflammatorischen Effekte von AT basieren auf einer Proliferation von Lymphozyten
und einer erhdhten Interleukinsekretion (Luft FC 2001; Dorffel Y 1999). Weiterhin reguliert
AT tiber Aktivierung der Calcineurin Phosphatase die zelluldre Immunantwort. Dies erklart
den Einsatz von Cyclosporin, einem Calcineurin-Inhibitor, im Rahmen der immunsupressiven
Therapie nach Organtransplantation (Nataraj C 1999).

Die Daten unterstiitzen die Hypothese, dass AT in der Pathogenese der arteriellen Hypertonie

und Arteriosklerose eine bedeutende Rolle spielt.

1.2.3 Der Angiotensin II Subtyp 1 Rezeptor

Angiotensin Rezeptoren sind im gesamten Organismus vorhanden. Sie werden in die
Subtypen AT 1-4 unterteilt, wobei der ATI1-Rezeptor die physiologisch effektive Form
darstellt. Seine Expression ist variabel und iiber einen negativen Riickkopplungsmechanismus
reguliert. Hohe AT Spiegel fithren zu einer Abnahme der Rezeptordichte in vivo und in vitro
und somit zu einer Reduktion der in Kapitel 1.2.2 beschriebenen Effekte (Homuth V 2000).
Gleichzeitig fithren aber auch geringe AT Spiegel im Rahmen der Prieklampsie zu einem
aquivalenten Blutdruckanstieg. Als Ursache dieses Phdnomens wird eine genetisch bedingte

Dysregulation des Rezeptors vermutet (Wallukat G 1999).
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Die Aktivierung des ATI1-Rezeptors erfolgt iiber G-Protein abhédngige second messenger
Systeme, wie z.B. die Phospholipasen A2, C und D und Inhibition der Adenylatcyclase
(Unger T 1996; Hunyady L 2006). Nach spezifischer Bindung an den AT1-Rezeptor induziert
AT ein weites Spektrum an Signalprozessen.

Am Endothel konnte nach AT1-Rezeptor Stimulation eine gesteigerte Radikalentwicklung
mit konsekutivem Anstieg der Expression von Adhédsionsmolekiilen nachgewiesen werden
(Unger T 2002; Carrey RM 2000). Der ATI1-Rezeptor vermittelt die Adhdsion von AT
stimulierten Monozyten an humane Umbilikalvenen-Endothelzellen. Diese Adhédsion ist bei
Hypertonikern im Vergleich zu Normalkontrollen erhoht (Dorffel Y 2001). Im Rahmen
weiterer Studien wurde nachgewiesen, dass sich der Subtyp AT2 gegenregulatorisch
hinsichtlich der Blutdruck-Effekte am Subtyp AT1 verhidlt (De Gasparo M 2000). Die
Funktion der Rezeptor-Subtypen AT III & IV ist zum bisherigen Zeitpunkt noch nicht
vollstindig aufgeklart.

1.2.4 Die Rolle des AT1 Rezeptor-Antikdrper in der Pathogenese der Hypertonie

Seit ldngerer Zeit besteht die Annahme, dass das Immunsystem in die Pathogenese der
Hypertonie involviert ist. So wurden bereits 1978 sowohl erhohte IgG Serumspiegel als auch
antinukledre Autoantikdrper im Blut von Hypertonikern gefunden (Kristensen BO 1978).

In letzter Zeit gelang die nihere Spezifizierung dieser Immunglobuline mit der Entdeckung
der korrespondierenden Rezeptoren. Exemplarisch induzieren o;-adrenergen Autoantikdrper
vergleichbare positiv chronotrope Effekte am Herzen, wie das direkte Sympathomimetikum
Phenylephrin (Luther HP 1996).

Fu 2000 konnte nachweisen, dass die vasokonstriktorischen Effekte am AT1-Rezeptor nicht
nur AT vermittelt sind, sondern auch von zirkulierenden AT1-AK (AT1 Rezeptor-
Autoantikorper) induziert werden. Es handelt sich dabei um ein Immunglobulin der Klasse
IgG (Fu ML 2000).

Weiterhin konnte in Seren von Hypertonie- und Priaeklampsie Patienten zirkulierende AT1-
AK nachgewiesen werden (Wallukat G 1999). Aufgrund der agonistischen Effekte der AT1-
AK am ATI1-Rezeptor lassen sich die gesteigerte Vasokonstriktion, erhdhte
Serumkonzentrationen von Endothelin sowie eine verstirkte Endothelpermeabilitit und
Sympathikusaktivitit erkldren. Weiterhin weisen Trophoblasten eine verstirkte Plasminogen
Aktivator Inhibitor 1 (PAI-1) Produktion und verminderte Invasionsaktivitit auf (Xia Y
2003). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass der ATI1-AK fiir unterschiedliche
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Pathomechanismen bei der Hypertonie und Prieklampsie relevant ist (Dechend R 2000;
Roberts JM 2000). In der vorgelegten Arbeit wurde untersucht, ob der agonistische AT1-AK

die Expression von Tissue Factor auf Monozyten beeinflusst.

1.3 Periphere Monozyten

Monozyten sind ubiquitir vorkommende Zellen und Bestandteil der natiirlichen
Immunantwort des Organismus. Sie stammen aus dem Knochenmark und sind zur
Phagozytose sowie zur Interleukinsynthese befahigt (Cominelli F 1989; Dinarello CA 1996).
Ab dem Ubergang aus der Zirkulation in das Gewebe werden sie als Makrophagen oder auch
Gewebsmakrophagen (Histiozyten) bezeichnet. Diese morphologisch grolen Zellen (<& 10-16
um) weisen einen hufeisenformigen Zellkern mit leicht azidophil granuliertem Zytoplasma

auf.

Abb. 2 Blutausstrich mit peripherem Monozyt

Der zirkulierende Pool besteht aus Zellen sehr heterogener Ausprigung hinsichtlich der
GroBe, Form und Expression von Oberflichenantigenen. Der {iberwiegende Anteil der Zellen
befindet sich im peripheren Randstromgebiet und nur ein geringer Prozentsatz bewegt sich im
axialen Blutstrom. Die Halbwertszeit im Blut unterliegt starken Schwankungen und betrigt 8h

bis 72h.
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Monozyten prédsentieren ein variables Muster an Oberflichenantigenen. Als spezifisches
Merkmal exprimieren sie den CDI4-Rezeptor fiir lipoproteinbindendes Protein der
Bakterienmembran (Roitt 1998).

Somit gestaltet sich die Isolierung von Monozyten dullerst schwierig und die Datenlage ist im
Vergleich zu Neutrophilen entsprechend sparlich (Shen K 1995).

Die Monozyten sind neben der zelluldren Immunantwort auch an der Pathogenese der
Arteriosklerose und der arteriellen Hypertonie beteiligt. In vorausgehenden Studien wurde ein
erhohter Aktivierungsgrad bei Monozyten von Hypertoniepatienten nach Messung der
Zytokinsekretion nachgewiesen. Dies konnte mittels Messung einer erhdhten
Chemilumineszenz beziiglich der Sauerstoffradikal Produktion belegt werden (Dorffel Y
1999). Aktuelle fluBzytometrische Untersuchungen von Oberflaichenmolekiilen deuten
ebenfalls auf eine gesteigerte Aktivierung hin. Zu entsprechenden Ergebnissen kam auch
Parissis bei Messung der Entziindungsmarker GM-CSF, MCP-1, MIP-lalpha, RANTES,
sICAM, sVCAM und ET-1 im Blut von Patienten mit arterieller Hypertonie mittels ELISA
und RIA (Parissis JT 2002).

Diese Daten lassen vermuten, dass voraktivierte Monozyten fiir die Entwicklung der

Arteriosklerose bei Hypertoniepatienten verantwortlich sind.

1.3.1 Adhisionsvorgang der Monozyten

Der Ablauf der Adhésion von Monozyten an Endothelzellen wird in drei aufeinanderfolgende

und gleichgeschaltete Phasen unterteilt (Krieglstein CF 2001):

1. ,,Rolling“ Phase - Monozyten bewegen sich aus dem Zentralstrom in Richtung
GefilBwand. Mediatoren dieser gesteigerten Affinitét sind Selektine (L-,P-,E-Selektin)
und ihre Liganden, die nach Stimulation durch Zytokine im Rahmen von
Entziindungsprozessen exprimiert werden.

2. Adhirente Phase — durch Integrine und zelluldre Adhésionsmolekiile (CAM) wird die
Adhidrenz initiiert. Die Expression der Integrine wird durch Aktivatorsubstanzen
vermittelt, wie z.B. Chemokine, bakterielle Peptide und Platelet Activating Factor
(PAF).

3. Transmigration — In dieser Phase bewegen sich die Monozyten durch das Endothel

unter stdndiger Neuausbildung adhisiver Zellkontakte.
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Die Adhdsion von Monozyten an das Endothel ist einer der initialen Vorgédnge in der
Pathogenese der Arteriosklerose. In tierexperimentellen Studien von McCarron wurde eine
erhohte Adhédsion von Monozyten an Endothelzellen nach Stimulation mit LPS und pro-
entziindlichen Zytokinen beobachtet (McCarron RM 1994). Studien von Menzel konnten
sogar zeigen, dass auch nach Inhibition der Zytokinproduktion und der Expression der
Adhésionsmolekiile mittels Ibuprofen die transendotheliale Migration der Monozyten
unbeeinflusst bleibt (Menzel EJ 1999). Beim Menschen konnten Studien von Williams einen
Zusammenhang zwischen Pulsdruck und Monozytenadhdsion an Kollagen herstellen

(Williams JC 2000).

1.3.2 Adhisionsmolekiile auf Endothelzellen und Monozyten

Die Adhésionsmolekiile vermitteln den direkten Kontakt zwischen den Zellen. Dieser Kontakt
beruht auf einer Bindung zwischen Liganden und Rezeptoren, den Adhasionsmolekiilen. Sie
werden auf der Zelloberfliche exprimiert. [hre Expression wird durch proinflammatorische
Zytokine wie den TNF o (Tumor Necrosis Factor o), das INF y (Interferon y), die
Interleukine (IL-6 und IL-1), sowie virale und hormonelle Mediatoren stimuliert (Rubio MA
1995). In Abhédngigkeit von Funktion und Struktur werden die Adhédsionsmolekiile in 3
Gruppen unterteilt :

1. Selektine — diese dem Lectin dhnlichen Molekiile werden auf der Oberfliche von
Endothelzellen (E-Selektin, CD 62E), Leukozyten (L-Selektin, CD 62L) und Thrombozyten
(P-Selektin, CD 62P) exprimiert. Funktionell spielen sie in der rolling Phase eine Rolle.

2. Integrine — in dieser Gruppe werden heterodimere Proteine zusammengefasst, die nicht-
kovalent an o und B Untereinheiten gebunden sind. Funktionell dienen sie als Liganden
wihrend der Adhdrenz- und Transmigrationsphase auf der Oberfliche von Leukozyten und
Monozyten.

3. Immunglobulin Superfamilie — hierzu werden die Adhésionsmolekiile ICAM 1-3, VCAM
1, PECAM 1 und MadCAM 1 gerechnet. Lokalisiert sind sie auf Endothelzellen, Monozyten,
Leukozyten und Plattchen. Thre Funktion bezieht sich vornehmlich auf die

Transmigrationsphase.

Neben ihrer physiologischen Funktion konnte bei myokardialen und cerebralen Ischdmien,

Arteriosklerose, rheumatischen und malignen Erkrankungen auch eine pathologischen
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Expression der Adhdsionsmolekiile nachweisen werden. Aufgrund ihrer Funktion der direkten
Kontaktherstellung sind sie an der Pathogenese der Arteriosklerose unmittelbar beteiligt. Bei
der Untersuchungen arteriosklerotischer Lésionen konnte Collins eine erhohte Exposition von
Adhésionsmolekiilen auf Endothelzellen nachweisen (Collins T 1993).

AuBerdem existieren die Adhédsionsmolekiile nicht nur in einer stationdren Phase an
Zellmembranen, sondern kommen auch als 16sliche Komponente im Serum vor (Littler AJ
1997). Mittels ELISA konnten erhdhte Serumkonzentrationen von sSICAM-1 und sVCAM-1
bei Hypertoniepatienten nachgewiesen werden (De Souza CA 1997; Mills PJ 2002). Es wird
sogar vermutet, dass mechanische Krifte im Sinne einer Drucksteigerung bei der Expression
von Adhédsionsmolekiilen eine groere Rolle spielen als das zirkulierende RAAS (Wang H

2004).

1.4 Tissue Factor

Der Tissue Factor ist eine transmembrandres Phospholipoprotein mit einem Molekular-
gewicht von 47 kDa. Es wird auf der Oberfliche von zahlreichen Zellen exprimiert und
besitzt eine hohe Affinitit fiir die Serin Protease Faktor VII. TF existiert sowohl auf der
Zelloberflache als auch in Form von Mikropartikeln, die von einigen Autoren den Pléttchen
zugeordnet werden. Der intrazelluldre Anteil ist vorwiegend im Golgi Apparat lokalisiert.
Hohe TF-Konzentrationen wurden in den gut vaskularisierten Organen Lunge, Gehirn, Herz
und Plazenta nachgewiesen. Dies spricht fiir eine physiologisch sinnvolle Verteilung, da eine
Blutung in diesen lebenswichtigen Organen fatal wéare (Mackman N 2006). Die Konzentration
der physiologisch aktiven Form betrdgt beim Gesunden weniger als 20 fM (Butenas S 2005).
Im Ablauf des extrinsischen Gerinnungssystems aktiviert Tissue Faktor den Faktor VII zu
Faktor VIla und bildet mit diesem einen Komplex. Dieser Komplex fiihrt wiederum zu einer
Mobilisierung der intrazelluldiren Komponente mit konsekutiv vermehrter TF-Expression an
der Zelloberfldche (Mandal SK 2006). Somit spielt er eine zentrale Rolle in der Hdmostase.
Unterschiedliche molekularbiologische, klinische und genetische Studien belegen, dass TF in
zahlreiche Pathomechanismen involviert ist. So wurden in letzter Zeit zusitzliche TF
abhéngige Funktionen entdeckt (Mackman N 2004). Ott konnte unabhédngig von der
proteolytischen Aktivierung und in Abhéngigkeit von der zytoplasmatischen Doméne eine
Steigerung von Zellmigrationsprozessen nachweisen. Diese Prozesse werden iiber die
Aktivierung der Proteinkinase p38 und die Interaktion der zytoplasmatischen Doméne mit

dem Aktin-bindenden Protein-280 vermittelt (Ott I 1998). Moons postuliert einen
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Zusammenhang zwischen Tissue Factor und koronarer Herzkrankheit (Moons AH 2002).
Entsprechende Studien von Al-Saady ergaben, dass bei akutem Nierenversagen eine erhdhte
Tissue Factor Expression auf Monozyten die Entwicklung einer koronare Herzkrankheit
beschleunigt (Al-Saady NM 1999). Genetische Variationen des TF Gen sind assoziiert mit
einem letalen Verlauf bzw. 3-fach erhohten Letalitétsrisiko bei akutem Koronarsyndrom
(Malarstiq A 2005).

Seine Expression auf Endothelzellen und Monozyten findet unter physiologischen
Bedingungen nicht bzw. nur zu einem geringen AusmaB statt (Osterud B 1998). Im Gegensatz
dazu wird im Rahmen von Entziindungen, lokalen vaskuliren Schidigungen und
insbesondere in rupturierten arteriosklerotischen Plaques die TF-Expression induziert
(Houston DS 2002).

Seit langerem wird eine Korrelation zwischen der TF-Expression einerseits und arterieller
Hypertonie und Arteriosklerose andererseits angenommen. Untersuchungen von
Thiruvikraman ergaben, dass im Bereich arteriosklerotischer Plaques eine erhohte TF
Expression auf endothelialen sowie mononukledren Zellen erfolgt (Thiruvikraman SV 1996).
Dechend konnte nachweisen, dass bei Pracklampsie Patientinnen eine erhohte Expression von
Tissue Factor auf humanen Umbilikalvenen Endothelzellen (HUVEC) stattfindet (Dechend R
2000). In der Arbeit von Nagata wird eine Korrelation zwischen der AT1-Rezeptor Aktivitit
und der TF Synthese von Monozyten vermutet (Nagata K 2001).

Aufgrund dieser Ergebnisse stellt sich die Frage, inwieweit die monozytire TF-Expression an

der Pathogenese von Arteriosklerose und Hypertonie beteiligt ist.

1.5 Nuklearer Faktor kB

NFkB ist ein Transkriptionsfaktor. Er bindet spezifisch an NFkB-Bindungsstellen, die in der
Enhancement Region unterschiedlicher Gene lokalisiert sind. Die Aktivierung von NFxB
wird von Zytokinen und Wachstumsfaktoren vermittelt und fiihrt zu einer gesteigerten
Expression von inflammatorischen und immunmodulatorischen Genprodukten. Somit spielt
aktivierter NFxB in der Onkologie eine wichtige Rolle in der Entwicklung und Progression
von Tumoren (Inoue J 2007).

Unterschiedliche Studien verweisen auf einen Zusammenhang zwischen aktiviertem NFxB
und Arteriosklerose assoziierten Erkrankungen. Die Aktivierung des Transkriptionsfaktors
wird einerseits durch Angiotensin vermittelt (Kranzhofer R 1999), andererseits erfolgt eine

Blutdruck getriggerte und vom RAAS unabhingige Aktivierung (Wang H 2004; Riou S
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2007). Bereits 1996 konnte Brand bei der Untersuchung humaner arteriosklerotischer
GefaBwinde aktivierten NFkB in Endothelzellen, Myozyten und Monozyten nachweisen.
Insbesondere die Expression der Adhédsionsmolekiile ICAMI1 (intercellular adhesion-
moleculel), VCAMI1 (vascular cell adhesionmoleculel) und dem Integrin MAC-1
(CD11b/CD18) werden von dem Transkriptionsfaktor reguliert (Brand K 1996). Die
Expression von TF wird kombiniert iiber NFkB und das AP-1 (activator protein 1) gesteuert
(Miiller J 2006; Ohsawa M 2003). Tierexperimentelle Studien belegen, dass NFkB die
inflammatorischen Prozesse im Rahmen der linksventrikuldren Hypertrophie hypertensiver
Ratten generiert (Takenaka H 2006; Gupta S 2005).

In letzter Zeit werden immer vielfdltigere Effekte dieses interessanten Transkriptionsfaktors
entdeckt. Im Rahmen einer anschlieenden Studie wurde NF«xB mittels EMSA in Monozyten

von Hypertoniepatienten untersucht.

1.6  Bedeutung des Gerinnungssystems in der Pathogenese der arteriellen Hypertonie

Die Blutgerinnung, auch sekundire Hadmostase genannt, ist ein komplexer, in Phasen
ablaufender Vorgang, der durch physiologische und pathophysiologische Prozesse ausgelost
wird und in vivo der Blutstillung dient. Nach der Kaskadentheorie von Macfarlane ist der
Ablauf in 3 Phasen gestaffelt (MacFarlane RG 1964). In bezug auf den Aktivierungs-
mechanismus erfolgt die Unterteilung in einen exogenen (extrinsisches System) und einen
endogenen Weg (intrinsisches System). Die Gerinnungsfaktoren I — XIII sind dabei zunichst
unterschiedlich beteiligt, um schlieBlich in einer gemeinsamen Endstrecke die Bildung von
Fibrin zu vermitteln.

Vermehrte myokardiale als auch thrombotische Ereignisse im Verlauf einer Hypertonie waren
der Anlass fiir Ursachenforschungen. Mehrere Studien belegen, dass ein Zusammenhang
zwischen Blutdruck und Thrombozytenaktivitdt besteht (Valtier D 1986, Andrioli G 1996).
Vor dem Hintergrund einer erhohten Tissue Factor Expression auf aktivierten Monozyten
vermutet Miller einen Zusammenhang zwischen Hypertonie und einer gesteigerten Gerinnung
(Miller MA 1995).

Die arterielle Hypertonie ist eng mit entziindlichen Prozessen assoziiert. Die Kombination aus
chronischer Entziindung und mechanischer Belastung fiihrt am Endothel zu einer Konversion
der urspriinglich antithrombotischen zu einer prothrombotischen Oberfliche (Dielis AW

2005).

20



1.7  Therapeutische Aspekte bei essentieller Hypertonie und Arteriosklerose

Im Vordergrund der Behandlung der arterielle Hypertonie stehen zundchst allgemeine
MaBnahmen wie die Gewichtsnormalisierung, Nikotin- und Alkoholkarenz und korperliche
Aktivitdt. Leider sind diese MalBnahmen im klinischen Alltag hdufig nur unzureichend
praktikabel und somit nur bedingt effizient (Schneider CA 2006).

Aus klinischer und pharmakologischer Sicht wird eine am Patienten und seinen
Begleiterkrankungen orientierte Therapie empfohlen (Scholze J 1999). Die heutige
Basistherapie der arteriellen Hypertonie setzt sich aus einem breiten Spektrum der folgenden

pharmakologischen Angriffspunkte zusammen :

- Tonus der Blutgefifle
- Leistung des Herzens

- Urinproduktion der Nieren

Auf metabolischer Ebene wird eine Optimierung des Blutzuckers und Lipidstatus angestrebt.
Hinsichtlich des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems wurden in den 80er Jahren
Inhibitoren des Angiotensin Converting Enzyms produziert. In den letzten Jahren konnten mit
den ATI1 Rezeptor Antagonisten moderne, im Vergleich zu den ACE Hemmern
nebenwirkungsdrmere Medikamente entwickelt werden. Sie unterbinden durch selektive
Blockade des AT1 Rezeptors die vasokonstriktorischen aber auch inflammatorische Effekte

von AT (Sanz-Rosa D 2005).

In mehreren klinischen Studien konnte belegt werden, dass Statine die Endothelzellfunktion
verbessern, antiinflammatorisch und antioxidativ wirken. Zudem stabilisieren sie
arteriosklerotische Plaques und hemmen die Proliferation sowie die Aktivierung glatter
Muskelzellen (Wierzbicki AS 2003; Arnaud C 2005). Die klinische Bedeutung dieser
sogenannten Non-Lipid-Effekte konnte allerdings bis heute nicht geklért werden.

Zur erweiterten Basistherapie bei Patienten mit gesteigertem kardiovaskuldrem Risikoprofil
gehoren die Thrombozytenaggregationshemmer mit den Nebenwirkungen gastrointestinaler

Ulcera und erh6htem Blutungsrisiko.

In den Focus der kausalen Therapie riickt vermehrt das Immunsystem. Inflammatorische

Phanomene wie die Aktivierung von Monozyten, die agonistischen Autoantikdrper und die
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Expression von Adhésionsmolekiilen spielen eine bedeutende Rolle in der Entwicklung
arteriosklerotischer Plaques.

Tierexperimentell konnte nach Gabe von Silica, ein selektives Monozytentoxin die
Hypertonie gesenkt und die Hypertrophie des linken Ventrikels inhibiert werden (Bataillard A
1989).

Die chronotropen Effekte des al-adrenergen Antikorper bei essentieller Hypertonie konnten
nach Applikation von Prazosin antagonisiert werden. Die Entwicklung von
Sdulenchromatographen ermdglicht die Plasmapherese zur selektiven Elimination der Auto-
antikorper aus der Blutbahn.

Crutschley konnte nach TF-Inhibition iiber die Blockade des Kaliumkanals mit
Tetraecthylamonium Chlorid (TEA) und 4-Aminopyridin (4-AP) eine Reduktion der
prokoagulatorischen Aktivitit nachweisen (Crutschley DJ 1995). Napoleone konnte in seinen
Studien zeigen, dass ACE-Hemmer zu einer Downregulation der TF-Synthese mononukledrer
Zellen fithren (Napoleone E 2000). Entsprechenden Ergebnissen von Cominacini belegen eine
Unterbindung der Adhésionsmolekiilexpression auf endothelialen Zellen nach Zofenopril
Stimulation (Cominacini L 2002). Somit beeinflussen die aktuellen Medikamente bereits auf
unterschiedlichen Ebenen die beteiligten Komponenten in der Artherogenese. Insbesondere
ACE-Hemmer und ATI1-Antagonisten sind in der Lage die arteriosklerotischen und
prothrombotischen Prozesse im Rahmen der arterielle Hypertonie zu unterbinden.

Inwieweit eine immunsupressive bzw. antiinflammatorische Therapie die arterielle

Hypertonie beeinflusst ist bisher nicht erforscht und bleibt zukiinftigen Studie vorbehalten.
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2. Herleitung der Aufgabenstellung

Die arterielle Hypertonie gehort zu den fithrenden Risikofaktoren fiir die Entwicklung einer
Arteriosklerose (Violi F 1996). In den Industrienationen ist sie der bedeutendste Risikofaktor
fiir arteriosklerotische GefaBBwandldsionen. Die Mechanismen zwischen erhohtem Blutdruck
und Ausbildung von arteriosklerotischen Plaques sind jedoch nicht vollstindig aufgeklart.
Ziel der hier dargelegten Untersuchung ist es, molekulare Mechanismen in Monozyten zu
identifizieren, die zum Verstdndnis der Pathophysiologie der Hypertonie beitragen.

Als gemeinsame Grundlage der beiden Krankheitsentititen werden morphologische und
funktionelle Alterationen des Endothels und des Immunsystems angenommen. Entgegen der
allgemein akzeptierten Vorstellung, dass vorrangig endotheliale Zellen fiir die Aktivierung
von Monozyten verantwortlich sind, gehen wir von einer druckbedingten Aktivierung der
Monozyten aus. Die anschliefende subendotheliale Infiltration und Entwicklung arterio-
sklerotischer Plaques fiihren wir auf diese Aktivierung zuriick.

Arteriosklerotische  Verdnderungen verlaufen auf dem Boden einer chronischen
inflammatorischen Reaktion. Eine Komponenten dieser Entziindungsreaktion sind periphere
Monozyten. Aufgrund ihrer morphologischen Variabilitdt war die Isolierung dieser Zellen
bisher schwierig und mit deutlichen Einschrankungen verbunden. Die erste Frage lautete
somit : Ist ein schonendes, sensitives und spezifisches Isolierungsverfahren verfligbar und

sein Einsatz praktikabel ?

Mehrere Studien belegen, dass Monozyten von Hypertonikern aktiviert sind und eine
verstirkte Adhdsion an humane Endothelzellen aufweisen. Als Zeichen der Aktivierung
produzieren sie vermehrt proinflammatorische Zytokine und Superoxid (Clozel M 1991;
Dorffel Y 2001). Weiterhin wird vermutet, dass Hypertoniepatienten fiir thrombotische
Ereignisse pradestiniert sind (Miller MA 1995).

Im Hinblick auf die gesteigerte Adhision stellte sich die Frage, ob aktivierte Monozyten ihr
Expressionsverhalten dndern und intensiver Adhésionsmolekiile exprimieren. Aufgrund der
Vermutung einer hypertonieassoziierten Alteration der Himostase wurde in dieser Arbeit die
Hypothese untersucht, ob Monozyten von Hypertoniepatienten eine gesteigerte TF-

Expression aufweisen.

Im Rahmen des Antiphospholipid Syndroms exprimieren Monozyten nach Antikorper-

Stimulation TF (Wolberg AS 2004). Seit ldngerer Zeit wurden solche Antikdrpern auch bei
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der arteriellen Hypertonie nachgewiesen. Fu und Liao entdeckten in Seren von Patienten mit
maligner und benigner arterieller Hypertonie agonistische Autoantikorper, die gegen den AT1
Rezeptor gerichtet sind (Fu ML 2000; Liao YH 2002).

Im Rahmen der Priaeklampsie, einer besonders foudroyanten Verlaufsform der arteriellen
Hypertonie bei schwangeren Frauen, kommt es zur Minderdurchblutung bis hin zur
Infarzierung der Plazenta. Das pathomorphologische Korrelat sind akute arteriosklerotische
GefdlBwandlésionen der Basalarterien. In den Seren von Praeklampsie Patientinnen wurde der
AT1-AK nachgewiesen. Die Studien von Dechend dokumentieren die Charakterisierung des
Epitops und die Aktivierung des AT1 Rezeptors. Interessanterweise induziert dieser AT1-AK
eine gesteigerte TF-Expression auf glatten GefaBmuskelzellen (Dechend R 2006).

Weiterhin ist bekannt, dass der AT1-AK den ATI Rezeptor auf humanen Trophoblasten
aktiviert und konsekutiv deren Expression von Plasminogen Aktivator Inhibitor (PAI-1)
induziert (Xia Y 2003).

Diese Daten belegen die Relevanz des AT1-AK in der Pathogenese der arteriellen Hypertonie
und Arteriosklerose. In der vorliegenden Arbeit wurde die Hypothese untersucht, ob der AT1-

AK das Expressionsmuster von Monozyten beeinflusst.
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3. Methodik

3.1  Monozytenisolation

3.1.1 Blutentnahme

Die Spritzen wurden zundchst mit 20 ml Natriumchlorid 0.9 % und Heparin 2000 IE
vorbereitet, um die Gerinnung zu verhindern. Nach zweimaliger Desinfektion der
Punktionsstelle wurde am sitzenden oder liegenden Patienten aus der Vena mediana cubiti 30

ml Blut pro Spritze entnommen. Die Volumina beliefen sich dabei insgesamt auf 50 —100 ml.

3.1.2 Frischblutaufarbeitung

Zur Trennung der verschiedenen Blutbestandteile wurde vor Zentrifugation ein geschichteter
Gradient erzeugt. Dabei wurden 35 ml Blut {iber 15 ml Ficoll geschichtet (Abb. 3). Ficoll ist
eine nicht ionische Dichtegradientenlosung mit einer Dichte von 1,090 g/cm? und einer
Viskositdt von 37 Ns/m?. Die Zentrifugation erfolgte bei 20°C, 160g und ohne Bremse zur
Wahrung des Gradienten iiber 20 min. AnschlieBend wurde der Uberstand verworfen und
somit die Plattchenkontamination minimiert. Es folgte ein zweiter Zentrifugationsschritt bei

350g fiir 20 min (Dyna-Bead Protokoll, Dorffel Y 1999).

Abb.3 Abb.4

heparinisiertes
Yollblut

Flasma und
FPlattchen
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Die mononukledren Zellen (MNZ) befinden sich in der Interphase (Abb.4). Diese wurde
vorsichtig abgenommen und in ein neues Zentrifugationsréhrchen iiberfiihrt. Die gewonnenen
Zellen wurden mit einer Waschlosung bestehend aus PBS (phosphat buffered Saline) und 5%

BSA (bovine serum albumin) in 3 Zentrifugationsschritten gereinigt.

3.1.3 Zellzédhlung und Vitalititsbestimmung

Die Zellsuspension wurde resuspendiert und ein Volumen von 10 pl in eine Zahlkammer
tiberfiihrt. Nach der Methode von Neubauer wurden die mononukledren Zellen unter dem

Lichtmikroskop ausgezdhlt. Die Berechnung der Zellzahl erfolgte mittels folgender Formel:

Mittelwert der 4 Quadranten x Zahlkammer Faktor 10*x Volumen der Zellsuspension

Zur Vitalititskontrolle der Zellen erfolgte deren Anfiarbung mit Trypanblau. Dazu wurden 5
ul Zellsuspension mit 5 pl Trypanblau-Losung resuspendiert. So farbten sich die Zellen mit
Membrandefekt blau an und waren dementsprechend avital. Thre Anzahl wurde ausgezéhlt

und prozentual ermittelt.

3.1.4 Das negativ Isolierungsverfahren

Monozyten wurden mit dem negativ Isolierungsverfahren gewonnen. Hierbei wurde der
Monocyte negative isolation kit der Firma Dynal A.S. Oslo/Norwegen verwendet, bestehend
aus Dynabeads, Antikorperlosung und Blockreagenz (antibody mix und blocking reagent).
Dynabeads sind gleichformige, paramagnetische Partikel. Sie sind mit dem humanen Immun-
globulin IgG4 beschichtet, das gegen das IgG Fab-Fragment von der Maus gerichtet ist.

Die Antikorperlosung besteht aus monoklonalen Antikérpern von der Maus, die gegen die
Oberflachenmarker menschlicher B- und T-Lymphozyten sowie NK-Zellen und Granulozyten
gerichtet ist (CD2,CD7,CD16a&b,CD19 und CD56).

Das Blockreagenz enthdlt ein Gammaglobulin, das an die FcR Fragmente von Monozyten

bindet und somit deren Markierung unterbindet.
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3.1.5 Prinzip

Die Dynabeads wurden zundchst mit PBS und 0.1% BSA gewaschen. Die in 3.1.2
gewonnenen mononukledren Zellen wurden durch Zugabe von Blockreagenz im Bereich ihres
FcR Fragments maskiert und somit einer moglichen Antikérpermarkierung entzogen.
AnschlieBend erfolgte durch Zugabe von antibody mix die selektive Markierung der
unerwiinschten Zellen (B-,T-Lymphozyten, NK Zellen). Nach einer Inkubation von 10 min
bei 2-8°C wurde die Zellsuspension mit PBS/0.1%BSA gewaschen. Im nédchsten Schritt
erfolgte die Zugabe der Dynabeads. Die anschlieBende Inkubation fand unter rotierenden
Bedingungen bei 2-8°C statt. Somit wurde versucht, optimalere Kontaktbedingungen
zwischen Dynabeads und mononukledren Zellen zu schaffen. In dieser Phase bildeten sich
rosettenformige Partikel, bestehend aus den Dynabeads und antikdrpermarkierten Zellen.
Diese Suspension wurde vorsichtig resuspendiert und anschlieBend langsam das Volumen
unter Zugabe von 1-2ml PBS/0.1%BSA pro 10’ Zellen erhéht.

Im letzten Schritt wurde die Zellsuspension auf einer Magnet-Trennsdule platziert. Die
magnetisch markierten Zellen wurden an der Siule zuriickgehalten. Der Uberstand enthilt die

unmarkierten Monozyten und wurde mit einer Pipette in ein neues Gefal3 {iberfiihrt.

Abb.5 Inkubation mit dem Primérantikorper

Bead Magnet

?‘& 4 —» ﬂi@, 4

lonozyt

Inkubation mit dem Dynabead gekoppelten Sekundérantikdrper und anschlieBende Separation

mittles der Magnet-Trennsdule (MPC).
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3.1.6 Monozytenreinheit

Zur Uberpriifung der Reinheit der gewonnenen Zellen wurden FACS-Analysen durchgefiihrt.
Das  Durchflusszytometer charakterisiert Zellen anhand von  Streulicht- und
Fluoreszenzeigenschaften. Dabei werden die Zellen durch den Strahlengang eines Lasers mit
bestimmter Wellenldnge geschickt. Die Interaktion zwischen Laserstrahl und Zelle wird als
Lichtbeugung und —streuung registriert. Beide geben Aufschluss iiber die GroBe und
Granularitit. Die zusétzliche Markierung spezifischer Oberflichenmolekiile mit fluoreszieren-

den Antikorpern ermoglicht eine genaue Charakterisierung der jeweiligen Zellpopulation.

Die Monozyten wurden zundchst mit Antikérpern gegen monozytenspezifische

Oberflachenmolekiile inkubiert. Es wurden folgende Antikdper verwendet :

o Allophycocyanin markierter Maus-Antikorper gegen CD14

o Fluoreszine Isothiozyanat markierte Antikorper gegen CD11a, CD54, CD49d,
CD29

o Phyerytrine markierte Antikdrper gegen CD11b, CD31, CD44, CD62L

o Isotyp-Kontroll-Antikdrper (monoklonaler Maus IgG1 und IgG2 Antikorper)

Im Anschluss erfolgten Waschschritte und die Fixierung in 300 pl 1% Paraformaldehyd.

Die Monozyten ergaben im FSC- und SSC-Bild ein typisches Fluoreszenzmuster und konnten

von moglichen anderen Leukozytenpopulationen differenziert und ausgewertet werden.

Eine weitere Differenzierung der Zellpopulationen erfolgte mittels spezifisch fluoreszierender
Antikorper gegen CD 14 (Monozyten), CD 3 (Lymphozyten) und CD 19 ( B-Lymphozyten).
Im APC-Floureszenz-Histogramm konnten die gezielt die CD 14 positiven Ereignisse ausge-

wertet werden.
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3.2 Stimulation peripherer Monozyten

Die in 3.2 gewonnenen Monozyten wurden in einem Verhiltnis von 1 Million Zellen pro ml
Néahrmedium RPMI 1640 inkubiert. Zu dem Néhrmedium wurde Glutamin (2mM), Penicillin
(100U/ml)und Streptomycin (0,1%) zugegeben, um optimale Kulturbedingungen zu
gewdhrleisten. Danach erfolgte die Zugabe von gereinigtem ATI1-AK im Verhéltnis 1:100.
Anschliefend wurden die Zellen im Brutschrank unter physiologischen Bedingungen (37°C,
5% CQO?) iiber 12h inkubiert. Als Inkubationsgefdle wurden Polypropylengldser verwendet,
um einer adhidsionsvermittelten Aktivierung der Monozyten vorzubeugen. Die
Stimulationszeit, Temperatur und Konzentration der Substrate stimmen mit den Literaturdaten

iiberein (Dorffel Y 2003; Hahn AW 1994; Dechend R 2000).

3.3 Probenaufbereitung

Nach der Isolierung und Stimulation wurden die Monozyten mit PBS/0.1%BSA gewaschen
und in ein Eppendorf Gefdl {iberfiihrt. AnschlieBend wurden die Zellen bei 15 000 U/min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit einer Pasteurpipette abgenommen und das Pellet
sofort in fliissigem Stickstoff eingefroren.

Zur Weiterverarbeitung wurde das Pellet in Probenpuffer aufgenommen. Dabei handelt es
sich um eine Losung, die der Lysierung der Zellmembranen dient, um somit ein moglichst
homogenes Proteingemisch zu erhalten. Zusitzlich erhalten die Proteine aufgrund des
alkalischen pH-Wertes eine negative Partialladung. Zur Denaturierung wurde das Homogenat

bei 95°C erhitzt.

Probenpuffer : SDS 2% (w/v)
Phosphorsédure 50 mM
EDTA 5mM
Glycerin 10% (w/v)

Bromphenolblau 0.005% *

Zur Einstellung des pH-Wertes wurde festes TRIS verwendet.

* Zugabe von Bromphenolblau erfolgte erst nach der Proteinbestimmung, da die Substanz

Storungen der photometrischen Messung hervorrufen wiirde.
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3.3.1 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung der Proben wurde anhand der Methode nach Lowry und Mitarbeitern
durchgefiihrt. Es handelt sich dabei um eine Standardmethode, die die Oxidierbarkeit
aromatischer Aminosduren ausnutzt. Dies hat eine gewisse Storanfilligkeit zur Folge, die
durch Mitfithren eines Kontroll-(Blank-)Wertes beriicksichtigt wurde. Da die Reaktions-
bedingungen einer Schwankungsbreite unterworfen sind, wurde bei jeder Analyse eine
Standardproteinreihe im Bereich von 0-100 pg gemessen. Die verwendete Bezugslosung

bestand aus 5.0 mg/ml BSA mit 0.1 SDS (w/v).

Losungen : 20 g Na,CO3in 1000 ml 0.1 N NaOH
1g CuSO4 x 2H,0 in 100 ml Aqua dest.

2g Na-K-Tartrat in 100 ml Aqua dest.

o a w »

Folin-Ciocalteu-Phenolreagenz
Stammlsg. 1:1 mit Aqua dest.
E 1 Vol. Bund 1 Vol. C mischen, dann 50 Vol. A zugeben

Die Ansidtze wurden in Triplikaten angefertigt und bei einer Wellenlinge von 585nm
photometrisch bestimmt. Grundlage dieser photometrischen Proteinbestimmung ist das

Lambert-Beersche Gesetz : E; =logjo o/l =€, x cx d.

E;. : Extinktion bei der Wellenldnge A

Iy : Intensitét des einstrahlenden Lichtes
I : Intensitit des verlassenden Lichtes

C : Konzentration

D : Schichtdicke der durchleuchteten Losung

Nach Messung der Absorption der Probe (A) und des Blank (B) erhélt man :
ug Protein/100 ul= A — B
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3.4  Hypertoniepatienten- und Kontrollgruppe

3.4.1 Auswahlkriterien der Studienteilnehmer

An der Studie zur Messung der Tissue Factor Expression auf Monozyten nahmen 20 Méanner
und 20 Frauen (mittleres Alter 60,5 Jahre) teil. Jeder Teilnehmer wurde iiber die Studie
aufgeklért. Die Einverstidndniserkldrung erfolgte von allen Probanden in schriftlicher Form.
Seitens der Ethik Kommission der Charite lag ein positives Votum vor. Die Kontrollgruppe
setzte sich aus beziiglich Alter und Geschlecht vergleichbaren, normotensiven Probanden

zusammen.

3.4.2 Hypertoniepatienten

Hypertoniepatienten wurden iiberwiegend aus der Medizinischen Poliklinik der Charite und
teilweise aus den internistischen Abteilungen ausgewéhlt. Die Patienten befanden sich primér
in Behandlung beziiglich der essentiellen Hypertonie, sekunddre Hypertonieformen wurden
im Vorfeld ausgeschlossen. Die Einschlusskriterien beinhalteten erhohte systolische (150 —
220mmHg) wund diastolische (95-120mmHg) Blutdruckwerte. Die antihypertensive
Medikation wurde fiir mindestens 72 h unterbrochen. Weiterhin wurde sonografisch eine
hohergradige Arteriosklerose der Karotisarterien ausgeschlossen.

Als weitere Ausschlusskriterien galten Laborwerte auBlerhalb des Normbereichs flir Natrium,
Kalium, Kreatinin, Leberenzyme (ASAT/ALAT), CRP (C-reaktives Protein), Cholesterin
Leukozyten, Erythrozyten und Thrombozyten. Anamnestisch wurden chronisch entziindliche

Erkrankungen, Diabetes mellitus, Malignome und Zustand nach aktueller OP ausgeschlossen.
3.4.3 Normotensive Probanden

Als Kontrollgruppe fungierten Mitarbeiter des MDC und der Charite. Einschlusskriterium war
eine normotensive Blutdrucksregulationslage. Ausgeschlossen wurden Raucher, Patienten mit

chronisch entziindlichen Erkrankungen, Diabetes mellitus, Hyperlipoproteinimie oder

Malignomen.
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Tabelle 2 : Laborparameter der Studienteilnehmer

Parameter Hypertoniker Referenzbereich
Mittelwerte (min.-max.)
138.4 mmol/l
Natrium (134 — 146 mmol/l) 135 — 153 mmol/l
4.36 mmol/l 4.2 mmol/l
Kalium (3.7 — 4.5 mmol/l) 3.6 — 5 mmol/l
0.94mg/dl
Kreatinin (0.6 — 1.1 mg/dl) <0.5 - 1.1 mg/dl
18.4 U/l
ALAT (15-24UN) bis19 (w) bzw. 23 (m) U/l
13.8 U/l
ASAT (9-15U/1) bis 15 (w) bzw. 19 (m)
98 mg/dl
Glucose (67— 110 mg/dl) <70 — 109 mg/dl
195 mg/dl
Cholesterol (137 — 220 mg/dl) <250 mgy/dl
130 mg/dl
LDL (103-147 mg/dl) < 160 mg/dl
47 %
Héamatokrit (39 -48 %) 40-52%(m), 37-48%(w)
5200/ul
Leukozyten (4100 — 8700 pl) 3800 — 10500 / ul
260 000/pl
Thrombozyten (187 000-346 000/ul) 140 000 — 345 000 / ul
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Tabelle 3 : Auswahlkriterien fiir die Tissue Factor Bestimmung

Parameter Hypertoniker Normalkontrollen
Mittelwerte (min.-max.) Mittelwerte (min.-max.)
Alter 62 Jahre 59 Jahre
(38 —81 Jahre) (34 — 85 Jahre)

systolischer Blutdruck 164 mmHg 122 mmHg

(120 — 210mmHg) (110 -140 mmHg)
diastolischer Blutdruck 99 mmHg 74 mmHg

(80 — 120mmHg) (50 — 90 mmHg)
Korpergewicht 82 kg 76 kg

(66 — 94 kg) (58 — 87 kg)

Body mass index 26 kg/m? 24 kg/m?

(20.7 - 28 kg/n??)

(23 —26.1 kg/m?)
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35 Nachweis von Tissue Factor und ICAM1 mittels Western Blot

Der Western Blot ist ein Verfahren zum spezifischen Nachweis von Proteinen. Nach
elektrophoretischer Auftrennung und Transfer auf eine Membran erfolgt die spezifische
Detektion des Proteins mittels Antigen-Antikorperreaktion. Fluoreszierende sekundire

Antikdrper ermoglichen die radiographische Darstellung auf einem Rontgenfilm.

3.5.1 Elektrophorese

Das analytische Verfahren zur Auftrennung der Proteine ist die Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (PAGE). Hierbei handelt es sich um ein Trennverfahren, in dem geladene,
hydrophobe Partikel einem elektrischen Feld ausgesetzt und durch eine Matrix aus
hydrophilen, synthetischen Polymeren getrieben werden.

Die negativ geladenen Proteine wandern im elektrischen Feld von der Kathode zur Anode.
Ihre Beweglichkeit ist dabei anndhernd ihrem Molekulargewicht proportional. Nach Erreichen
des isoelektrischen Punktes kommen die Proteine zum Stillstand und akkumulieren. Sie sind
wihrend dieses Vorganges von den lonen eines Puffersystems (Elektrodenpuffer) umgeben.
Die Laufgeschwindigkeit wird von der angelegten Spannung vorgegeben (Holtzhauer M

1995).

3.5.2 Elektrophorese-System

Die Apparatur besteht aus einer Kammer mit integriertem Rahmen. Dieser Rahmen umfasst
das zwischen zwei Glasplatten fixierte Gel. An seiner Oberseite verlduft ein Platindraht,
woriiber der Kontakt zur Spannungsquelle hergestellt wird. Die Kammer wird mit
Elektrodenpuffer aufgefiillt und anschlieBend mit einem Deckel fest verschlossen. Die
Elektroden werden mit einer Stromquelle verbunden, iliber die die Spannung und die

Stromstérke reguliert werden konnen.

3.5.3 Elektrophorese-Gel

Bei dieser Arbeit wurde das SDS-PAGE System nach LAEMMLI verwendet (Laemmli UK
1970). Das Gel besteht aus zwei Komponenten. Im Sammelgel befinden sich Taschen zur

Aufnahme der Proben. Das Trenngel dient der Auftrennung der Proteine.
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Nach dem jeweiligen Molekulargewicht der Proteine richtet sich die Zusammensetzung des
Elektrophoresegels. Da die Oberflichenmolekiile ICAM-1 und Tissue Factor ein
unterschiedliches  Molekulargewicht  besitzen, wurden verschiedene  Acrylamid-
Konzentrationen verwendet. Acrylamid dient der Polymerisation und bestimmt die
Gitterstruktur des Geles.

Initial erfolgten Untersuchungen hinsichtlich der Spezifitit, Konzentration und moglicher
Kreuzreaktionen der Primér- und Sekundérantikorper. Es wurde zunédchst zwei polyklonale
Antikorper der Firma LOXO GmbH Dossenheim (Goat anti human TF, Rabbit anti human
TF) untersucht. Die Versuche ergaben jedoch eine geringe Spezifitit und ausgeprigte
Kreuzreaktionen bzgl. der verwendeten Sekundérantikoper.

Anti human TF-AK VIC7 wurde in unterschiedlichen Konzentration zum Nachweis von
recombinantem humanem Tissue Factor und maternalem Plazentagewebe von Praeklampsie
Patientinnen getestet. Analog wurde der anti ICAMI1-Antikérper an genmanipulierten
HUVEC mit einer Uberexpression von ICAM1 und rekombinantem humanen ICAMI1
untersucht. Die Versuche wurden sowohl unter reduzierenden als auch unter nicht
reduzierenden Bedingungen durchgefiihrt.

Die Sekundirantikdrper (POD-Conjugated Goat Anti-Mouse AK und POD-Conjugated
Rabbit Anti-Mouse AK) wurden auf mogliche Kreuzreaktionen getestet. Humane Monozyten

wurden dabei nur mit dem Sekundir-Antikorper inkubiert.

3.5.4 Versuchsaufbau und Ablauf

Die Glasplatten und Abstandshalter wurden desinfiziert und in eine Haltevorrichtung
eingespannt, so dass sich ein Spaltraum von Imm Breite ergab. Der Unterrand wurde mit
einem Gummistreifen abgedichtet. Darauf wurde der Spaltraum bis zu 80% mit der
Trenngellosung vorsichtig aufgefiillt und mit Wasser iiberschichtet. Das Trenngel
polymerisierte iiber 2 Stunden. AnschlieBend wurde das Wasser mittels Filtern entfernt und
das Sammelgel {iberschichtet, in dem ein Taschenkamm eingespannt wurde. Nach
Polymerisierung des Sammelgels wurde die Kammer mit Elektrodenpuffer aufgefiillt und die
Taschen gespiilt. Mit einer Feinnadelpipette wurden die Taschen mit den Proben beimpft,
wobei pro Bahn 10ug Protein aufgetragen wurde. Die Proben enthalten Bromphenolblau
(0.005%). Somit sind die Proteine als Elektrophoresefront wahrend der vertikalen Wanderung
durch das Gel sichtbar. Die Auflenbahn wurde mit einem Farbmarker (low range, BIO-RAD)

versehen, der im Bereich von 20.5 kDa bis 113 kDa als Orientierungshilfe diente.
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Als Referenz fiir Tissue Factor wurde Plazentagewebe von Priaeklampsiepatientinnen, fiir das
Adhisionsmolekiil ICAM-1 gentechnisch manipulierte HUVECs mit Uberexpression von
ICAM-1 verwendet. Nach einer Einlaufzeit von 15 Minuten bei 80 V erfolgte die
Auftrennung bei 100 V iber 1.5-2 h. Um Wirmestau (Coulombsche Wirme) im

Elektrophoresegel zu vermeiden, wurde die Kammer mit Eis gekiihlt.

3.5.5 Konzentrationen der Elektrophorese-Substanzen

Trenngel 12 % Trenngel 15%

(ICAM-1) (TF)

Aqua dest. 6.6 Aqua dest. 4.6
30 % Acrylamid 8.0 30 % Acrylamid 10.0
1.5M TRIS (pH 8.8) 5.0 1.5M TRIS (pH 8.8) 5.0
10 % SDS 0.2 10 % SDS 0.2
10 % APS 0.2 10 % APS 0.2
TEMED 0.008 TEMED 0.008
Sammelgel Elektrodenpuffer

Aqua dest. 4.1 Glycin 192 mM

30 % Acrylamid 1.0 TRIS 25 mM

1.0 M TRIS (pH 6.8) 0.75 SDS 0.1 %

10 % SDS 0.06

10 % ADS 0.06 PH Wert 8.3, mit Aqua dest. auf 11
TEMED 0.006 auffiillen

Alle Substanzen wurden mit Spatel, Loffel und elektrischer Pipette aufgenommen, auf der
Feinwaage sorgfiltig abgewogen und unter rotierenden Bedingungen aufgeldst. Die
Verwendung toxischer Substanzen erfolgte unter dem Abzug und im Rahmen der ortlichen

Sicherheitsbestimmungen.
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3.5.6 WetBlot

Die Uberfiihrung elektrophoretisch getrennter Proteinspezies von der Gelmatrix auf eine
proteinbindende Oberfliche wird Blotting genannt und ermdglicht eine bessere

Zuginglichkeit fiir die anschlieBende Antigen-Antikorperreaktion.

3.5.7 Versuchsaufbau und Ablauf

Bei dem Wet Blot Verfahren wandern die Proteine in horizontaler Richtung aus dem Gel in
die Membran. Als proteinbindendes Material wurde eine Nitrocellulosemembran verwendet.
Dabei werden Gel und Membran nach dem Sandwichprinzip aufeinander fixiert und in eine
Elektrophoresekammer eingespannt. Diese wird mit Transferpuffer aufgefiillt und an eine
Spannungsquelle angeschlossen. Die Stromstéirke fiir den Transfer berechnete sich nach der

Formel :

Breite x Lange des Gels (cm) x Faktor 0.8 = Stromstédrke I (mA)

Dabei steigt die angelegte Spannung nicht {iber 15 V.

Transferpuffer
TRIS 0.025mM
Glycin 0.306 M
SDS 0.01 % (w/v)

Methanol 20 % (v/v)

Mit Aqua dest. auf 1 | auffiillen.
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3.6  Immunchemischer Antigennachweis

Der immunchemische Nachweis des Antigens erfolgte in 2 Schritten :
1. Detektion des Antigens mittels spezifischem Primdrantikorper

2. Markierung des Primérantikorpers mit dem Sekunddrantikdrper
3.6.1 Inkubation mit primdrem und sekunddrem Antikorper

Nach Elektrotransfer wurde die Membran zundchst mit Pouceaut-Rot angefdrbt, um eine
Markierung der Bahnen sowie der Markerbanden zu ermdglichen. Entfarbt wurde mit Aqua
dest. Zur Blockade der freien, unspezifischen Bindungsstellen wurde die Membran 3x iiber 5
min bei Raumtemperatur in einer Blocklosung gebadet. Das Volumen stand im Verhéltnis zu
der Membranfliche und betrug 1 ml/cm®. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit dem
Primdrantikérper. Zur Detektion von Tissue Factor wurde der Antikérper VIC7
(Hybridomiiberstand anti human TF von der Maus, Klon VIC7, Albrecht S 1992/96) in einer
Verdiinnung von 1:5 eingesetzt. Der Nachweis von ICAM-1 erfolgte mittels anti-human
ICAM-1 Antikorper (mouse monoklonal IgG,, antibody, Santa Cruz) in einer Verdiinnung
von 1:1000. Zur Verdiinnung wurde TBST-L6sung verwendet. Die Inkubation erfolgte in der
dem Titer der Antikorperlosung entsprechenden Verdiinnung in einem Volumen von ca. 0,2
ml/cm? bei 5°C unter rotierenden Bedingungen. Die Inkubationszeit betrug 12 h.

Im 2. Schritt wurde die Membran 6x {iber 1.5 min in einem Waschpuffer gewaschen. Der
peroxidasegekoppelte Sekunddrantikorper (horseradish peroxidase-conjugated rabbit anti-
mouse immunglobulin, Firma DAKO) wurde im Verhéltnis 1:5000 mit TBST vermischt. Die

Inkubation erfolgte bei Raumtemperatur unter rotierenden Bedingungen iiber 2 h.

3.6.2 Konzentrationen der Inkubationssubstanzen

TS Losung (10-fach konzentriert) Block Puffer

TRIS 500 mM 6.06 g TRIS 2 ml
(mit HCI 1n auf pH 7.5 eingestellt) NaCl 2 ml
NaCl1.5M 877 ¢g Triton x-100 2 ml
Triton x-100 2% 2 ml BSA 04¢g

Aqua bidest. 14 ml
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Waschpuffer Féarbelosung

TRIS 20 ml Pouceaut Rot 1 ml
NaCl 20 ml Aqua dest I ml
Triton x-100 20 ml

BSA lg

Aqua bidest 140 ml

Die Einstellung des pH-Wertes erfolgt mittels einer pH-Elektrode, die nach wiederholter

Eichung sowie anschlieender Reinigung den angestrebten pH-Wert ermittelte.

3.7  Radiographischer Nachweis der Banden

3.7.1 Chemilumineszenz-Prinzip

Zum Nachweis der detektierten Proteine wurde ein auf Chemilumineszenz basierendes
Verfahren angewendet. Dieses Verfahren beruht auf der Freisetzung von Licht im Rahmen
einer enzymatischen Reaktion. Die Peroxidase des Sekundirantikorpers fungiert dabei als
Katalysator der chemischen Reaktion. Hierbei wird die Substanz Luminol mittels der
Peroxidase und H,O, oxidiert und somit auf ein hoheres Energieniveau angehoben. Beim
Ubergang in den urspriinglichen Energiezustand wird Energie in Form von Licht freigesetzt.

Zur Chemilumineszenz wurde der ECL-Kit (enhanced chemiluminescence) verwendet, der
durch zusitzliche, als Verstirker fungierende Chemikalien (z.B. Phenol) eine anndhernd

1000fach erhohte Lichtemission ermdglicht.

Abb. 7 :
0 OJ\
LNH o
RO -+ N, + Licht
NH = ©
Peroxidase
0O O
Luminol Katalysatoren oxidiertes Luminol Stickstoff
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3.7.2 Radiographische Methode

Nach Inkubation mit dem Sekundérantikdrper wurde die Membran 6x jeweils 1,5 min mit
Waschpuffer gewaschen. Die folgenden Schritte fanden in der Dunkelkammer statt:

Die lichtempfindlichen Detektionslosungen wurden im Verhéltnis 1:1 gemischt. Diese
Losung wurde gleichméBig iiber die Membran verteilt und 1 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Danach wurde die Membran in Klarsichtfolie iiberfiihrt und mdgliche Luftblasen
durch Ausrollen mit einem Glasstab entfernt. AnschlieBend wurde die Membran in eine
Filmkassette gelegt, wobei die Seite auf der sich die Proteine befinden die Oberflache bildete.
Darauf wurde ein Rontgenfilm platziert und die Kassette verschlossen. Anhand wiederholter
Testung wurde zundchst der Rontgenfilm mit der optimalen Empfindlichkeit eruiert.
Weiterhin erfolgte die Untersuchung hinsichtlich der Expositionszeit zwischen 0,25 und 5
Minuten. Beziiglich der Oberflichenmolekiilbestimmung wurde eine Zeit von 5 Minuten
determiniert.

Die Entwicklung des Films erfolgte maschinell.
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4. Ergebnisse

4.1  Evaluation der Methoden

4.1.1 Analyse der Monozytenisolation

Anhand von fluBzytometrischen Untersuchungen wurde der Reinheitsgehalt an Monozyten
bestimmt. 15-50% der MNZ sind in Abhingigkeit vom Spenderblut Monozyten. Die
isolierten Monozyten sind zu ca. 98% lebend und frei von gebundenen Antikdrpern oder
Dynabeads. Die Reinheit ist grofler als 90 %, wobei CD2, CD7, CD16, CD19 und CD56
positive Zellen zu mindestens 98 % entfernt sind.

Die Monozyten wurden nach typischem Grofen Fluoreszenzmuster durch forward- versus

side-scatter Parameter (R1) erkannt und ausgewertet (Abb.8).

Abb.8
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Monozytendifferenzierung im Dot-Plot FSC-SSC-Bild durch Wahl von R1
Zusétzlich werden nur CD14 positive Ereignisse (R2) im APC-Fluoreszenz-Histogramm als

Monozyten gewertet (Abb.6). Es wurden mindestens 10.000 Ereignisse gemessen.
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Abb.9
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Monozytendifferenzierung im CD14-APC-Histogramm durch Wahl von R2

Nach Ficoll Zentrifugation sind 95 % aller Zellen mononukledre Zellen, ca. 50£10% der
Lymphozyten des Vollblutes bleiben erhalten. Verunreinigend sind ca. 3 % Granulozyten und
bis zu 5 % Erythrozyten. Nach Dynabead Isolierung sinkt die Zellzahl durch Entfernung des
Lymphozytenanteils auf 10- 20 % der Zellen nach Ficoll Isolation. Aus 120 ml Blut erhalten

wir durchschnittlich zwischen 10 —30 Millionen Monozyten.

4.1.2 Vitalitét

Zur Kontrolle der Toxizitit der Isolierung erfolgte eine Farbung der Proben mit Trypanblau
und Propium lodid (PI). Ca. 95% aller Zellen iiberleben. Tote Zellen nach PI Farbung sind
im FACS in FL1 und FL2 positiv. Uber die Auswahl des Gates ist die ausschlieBliche

Messung der lebenden Zellen méglich.

4.1.3 Reinheit

Zur Bestimmung von Verunreinigungen durch Lymphozyten wurden Kontrollfirbungen mit
CD3 (Biotin + SA 10 PERCP — in FL3 positiv) bzw. CD3-FITC fiir T-Lymphozyten und
CD20 FITC bzw. CD19-PE fiir B-Lymphozyten durchgefiihrt. Im Durchschnitt liegt nach
Isolierung die CD3-Expression bei ca. 1% und die CDI19-Expression ist mit <1%

vernachlissigbar.

42



4.2  Antikorper Test

4.2.1 Spezifitit des polyklonalen anti human TF-Antikorper

Die Abbildungen 10-11 zeigen Proben lysierter Monozyten von Patienten. Die Proben 1 - 6

wurden mit dem polyklonalen Primérantikérper anti humanen TF und anschliefend mit den

gegen Ziegen- und Kaninchenantigen gerichteten Sekundirantikérpern (Abb. 10/Abb. 11)

inkubiert.
Abb.10 Abb.11
kDa
113 - . - “
82 -
k-3
52 - .
TF 47 - # .
-
Proben : 1 2 3 4 5 6

Patienten Patienten

Die  Abbildungen 10-11 zeigen unspezifische Banden in unterschiedlichen
Molekulargewichtsbereichen als Zeichen einer Kreuzreaktion des Primérantikorpers mit
Proteinen humaner Monozyten.

Somit konnte der polyklonale Primérantikdrper anti humanen TF nicht fiir die Protein-

detektion verwendet werden.
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4.2.2 Sekundirantikorpertest gegen den monoklonalen humanen TF-AK (VIC7)

Sekundirantikorper sind gegen den Fc-Teil des Primérantikorpers anti humanen TF gerichtet.
Allgemein wird eine hohe Sensitivitit und Spezifitidt garantiert, es kommt jedoch teilweise zu
Kreuzreaktionen mit humanen Zellstrukturen.

Die Abbildungen 12-13 zeigen die Proben 1-4 von Patienten, die direkt mit den
Sekundérantikdrpern anti Maus IgG (Sigma) und anti Maus IgG (Dako) inkubiert wurden.

Abb.12 Abb.13

kDa

113 -

82 -

52 -

47 -

Elektroph.-
Front

Proben :

Patienten Patienten

In Abbildung 12 sind unspezifische Banden in unterschiedlichen Molekulargewichtsbereichen
zu erkennen. Der Sekunddrantikdrper anti Maus IgG (Sigma) zeigt eine Kreuzreaktion und
wurde nicht fiir diese Studie verwendet. In Abbildung 13 kann man nur das Ende der
Elektrophoresefront erkennen. Dieser Sekundérantikorper (anti Maus IgG, Firma Dako) zeigt

somit keine Kreuzreaktion.
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4.2.3 Nachweis der Spezifitdt von human Tissue Factor-AK und ICAM1-AK

Die Hersteller garantieren zwar eine hohe Spezifitit der Primérantikorper, dennoch treten
trotz intensiver Blockierung Kreuzreaktionen mit den Determinanten von unspezifischen
Antigenen auf. Somit ist die weitere Datenanalyse (Bandendetektion, optische
Dichtemessung) nicht moglich. Die Spezifitit des Antikorpers VIC7 wurde anhand von
rekombinantem Tissue Factor und maternalem Plazentagewebe von Praeklampsie
Patientinnen getestet. Die Abbildungen 14 und 15 zeigen Banden im Molekularbereich von

47 kDa, die das Protein TF reprisentieren.

Abb.14
kDa

52 -

47 — — .

4

Proben : 1 2 3
rekombinanter kindliche maternale

humaner TF Plazenta

Abb.15

kDa
Proben : 1 2 3
rekombinanter unstimuliert AT1-AK stimuliert
humaner TF Kontrolle

Unstimulierte und AT1-AK stimulierte Kontrollen wurden mit dem TF-AK VIC7 inkubiert.
Als Referenz diente rekombinanter humaner TF. Der Antikorper bindet spezifisch an den
humanen TF. Weiterhin ist eine Expressionssteigerung nach AT1-AK-Stimulation der

Kontrolle erkennbar.
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Entsprechende Untersuchungen wurden fiir den anti humanen ICAMI-Antikérper
durchgefiihrt. Die Abbildungen 16 und 17 zeigen Banden im Molekularbereich von 95 kDa,

die das Adhédsionsmolekiil ICAM1 représentieren.

Abb.16

kDa

113 -

82 —

-
Proben : 1 2 3
Sug 10ug rekombinant humanes
LPS stimulierte Kontrolle ICAM1

Abb.17

kDa

113 - F

82 —
Proben : 1 2 3

Sug 10pg rekombinant humanes
AT stimulierte Kontrollen ICAM1

Der monoklonale anti ICAM1-AK bindet spezifisch an humanes ICAM1. Weiterhin ist eine

Expression der normotensiven Normalkontrollen nach LPS- und AT-Stimulation zu erkennen.
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4.3 Nachweis von Tissue Factor mittels Western Blot
4.3.1 Vergleich zwischen Monozyten von Hypertonikern versus Normalkontrollen

Die Abbildung 18 zeigt Banden im Molekularbereich von 47 kDa, die das Protein TF
prisentieren. Die Proben 1-2 dienen als Referenzkontrolle und représentieren Plazentagewebe
von Préaeklampsie Patientinnen. Die Probe a enthilt einen Farbmarker zur Skalierung des
Molekulargewichtes (Markierung in Héhe von 52 kDa).

Die Proben 3-6 reprdsentieren Monozyten von Hypertoniepatienten, die Proben 7-10
Normalkontrollen.

Abb.18

52 -

TF 47— . .

Proben : a 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Farbmarker Plazenta Patienten Normalkontrollen

Daten zu Abbildung 18 :

Bahn 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Odxmm | 2.751 | 4.790 | 1.003 | 0.962 | 3.213 | 0.418 | 0.032 | 0.045 | 0.056 | 0.019

Die Auswertung der Banden erfolgte computergestiitzt mittels optischer Dichtemessung

(optische Densitét x mm).
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Die Abbildung 19 zeigt Banden im Molekularbereich von 47 kDa, die das Protein TF
reprasentieren. Die Proben 1-2 reprisentieren als Referenzkontrolle das Plazentagewebe von
Prieklampsie Patientinnen. Die Probe a enthdlt einen Farbmarker zur Skalierung des
Molekulargewichtes (Markierung in Hohe von 52 kDa).

Die Proben 3-6 reprdsentieren Monozyten von Hypertoniepatienten, die Proben 7-10

Normalkontrollen.
Abb.19
kDa -
= oF
52 — =
e
TF 47 - .
-t
Proben : a 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Farbmarker Plazenta Hypertoniepatienten Normalkontrollen
Daten zu Abbildung 19:
Bahn 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Odxmm | 3.804 | 7.253 | 0.202 | 2.503 | 3.997 | 1.054 | 0.321 | 0.134 | 1.141 | 0.313

Die Auswertung der Banden erfolgte computergestiitzt mittels optischer Dichtemessung

(optische Densitit x mm).
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4.3.2 Statistische Auswertung und Korrelationen der Tissue Factor Studie

In Abbildung 20 ist die Haufigkeitsverteilung der TF-Expression in OD x mm (optische

Densitét) bei Normalkontrollen und Hypertoniepatienten dargestellt.

Abb.: 20

000 25 50 75 1,00 0,00 1,00 2,00 3,00 4,00
13 38 83 88 1,13 920 1,50 250 3,50 4,50
Verteilung der TF-Expression bei Verteilung der TF-Expression
bei Normalkontrollen Hypertoniepatienten
Standardabweichung : 0,33 Standardabweichung : 1,24
Mittelwert : 0,26 Mittelwert : 1,92
N:20 N:20

Die Haufigkeit der TF-Expression ist in den beiden Studiengruppen unterschiedlich verteilt.
Wiéhrend Normalkontrollen relativ selten TF exprimieren, ist die Expression bei Patienten

deutlich haufiger.
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In Tabelle 4 sind Rangtest (U-Test), Mittelwerte und Fallzahl (N) der TF-Expression bei

Hypertonikern im Vergleich zu Normalkontrollen angegeben.

Tab.4
Range
Studiengruppe N Mittlerer Rang | Rangsumme
Tissue factor Hypertoniker 20 29,15 583,00
Expression  Normalkontrollen 20 11,85 237,00
Gesamt 40

In Tabelle 5 ist das Ergebnis des Mann-Whitney-U Testes - Vergleich der TF-Expression bei

Hypertoniepatienten zu Normalkontrollen angegeben.

Tab.5

TF Expression
Mann-Whitney-U 27,000
Wilcoxon-W 237,000
Z -4,680
Asymptotische
Signifikanz ,000
(2-seitig)
E)iakte S!gnlflkanz ,OOOa
[2*(1-seitig Sig.)]

a. Nicht fur Bindungen korrigiert.

Die Expression von TF ist bei Hypertoniepatienten im Vergleich zu Normalkontrollen

signifikant (p = 0,000) erhoht.
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Da die Expression von TF bei Hypertoniepatienten im Vergleich zu Normalkontrollen
signifikant erhoht ist, wurde das Ergebnis auf mogliche Korrelationen mit den Variablen

systolischer und diastolischer Blutdruck, Alter und Geschlecht untersucht.

In der Tabelle 6 ist die Korrelation der TF-Expression fiir systolischen Blutdruck angegeben.

Tab.6

systolischer TF
Blutdruck Expression
systolischer  Korrelation nach 1 467
Blutdruck Pearson ’
Signifikanz (2-seitig) : ,038
N 20 20
Tissue Korrelation nach .
Factor Pearson 467 1
Expression  gignifikanz (2-seitig) 038 ,
N 20 20

*. Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,05 (2-seitig)
signifikant.

Die TF-Expression bei Hypertoniepatienten korreliert signifikant (p = 0,038) mit dem
systolischen Blutdruck.
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Abb.: 21
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In Abbildung 21 ist die Korrelation zwischen der TF-Expression und dem systolischen

Blutdruck bei Hypertoniepatienten dargestellt.
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In der Tabelle 7 ist die Korrelation zwischen TF-Expression in (OD x mm) und dem
diastolischen Blutdruck angegeben.

Tab.7
diastolischer Tissue factor
Blutdruck Expression
diastolischer  Korrelation nach 1 085
Blutdruck Pearson o
Signifikanz (2-seitig) , 122
N 20 20
Tissue factor Korrelation nach 085 1
Expression Pearson o
Signifikanz (2-seitig) 722 ’
N 20 20

Die TF-Expression korreliert nicht signifikant (p = 0,722) mit dem diastolischen Blutdruck.

In der Tabelle 8 ist die Korrelation zwischen TF-Expression (OD x mm) und dem Alter

angegeben.

Tab.8

Tissue factor

Expression Alter
Tissue factor  Korrelation nach

- 1 -,044
Expression Pearson

Signifikanz (2-seitig) , ,853

N 20 20

Alter gorrelatlon nach 044 1
earson

Signifikanz (2-seitig) ,853 :

N 20 40

Die TF-Expression korreliert nicht signifikant (p = 0,853) mit dem Alter.
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In den Tabelle 9 ist die Korrelation zwischen TF-Expression (OD x mm) und dem
Geschlecht angegeben.

Tab.9

Tissue factor
Expression Geschlecht
Tissue factor  Korrelation nach

. 1 -,282
Expression Pearson

Signifikanz (2-seitig) , ,228

N 20 20

Geschlecht P;orrelatlon nach 282 1
earson

Signifikanz (2-seitig) ,228 ,

N 20 40

Die TF-Expression korreliert nicht signifikant (p = 0,228) mit dem Geschlecht.
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4.4  Vergleich zwischen ATI-AK stimulierten und unstimulierten Monozyten von

Normalkontrollen

In den Studien von Wallukat und Dechend konnten AT1-AK vermittelte agonistische Effekte
am ATI1-Rezeptor belegt werden (Wallukat G 1999, Dechend R 2000). Es wurde die
Hypothese einer mdglichen Beeinflussung der TF-Expression nach Stimulation mit dem
Antikorper aufgestellt. In der Versuchsreihe wurden 8 unstimulierte gegeniiber 8 AT1-AK
stimulierten Normalkontrollen beziiglich der TF-Expression verglichen.

Die Abbildung 22 zeigt Banden im Molekularbereich von 47 kDa, die das Protein TF

reprasentieren. Die Aullenbahn a wurde mit einem Farbmarker beladen.

Abb.22
kDa
52 -
TF 47 -
Probe : a 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Farbmarker unstimulierte NK / ATI-AK stimulierte NK Plazenta
Daten zu Abbildung 22:
Bahn 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Odxmm | 0.024 | 0.384 | 0.141 | 0.229 | 0.330 | 1.962 | 0.074 | 1.404 | 0.292 | 3.356

Die Proben 2,4,6 und 8 repriasentieren AT1-AK stimulierte Normalkontrollen, die Proben
1,3,5 und 7 unstimulierten Normalkontrollen. Die Proben 9-10 enthalten Plazentagewebe
einer Prieklampsie Patientin als Referenz (Probe 9: fetale Plazenta, Probe 10: maternale
Plazenta). Die Auswertung der Banden erfolgte computergestiitzt mittels optischer

Dichtemessung (OD x mm).
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In Tabelle 10 sind die Fallzahl N, der Mittelwert und der Rang fiir die TF-Expression bei

ATI-AK stimulierten und unstimulierten Normalkontrollen angegeben.

Tab.10
Range

N Mittlerer Rang | Rangsumme
Tissue factor Expression Negative Range 0@ .00 .00
bei AT1-Antikdper Positive R3 b
stimulierten osflive Range 8 4,50 36,00
Normalkontrollen versus Bindungen 0°
unstimulierte
Normalkontrollen Gesamt 8

a. TF Expression AT1 AK stimulierte NK < unstimulierte NK
b. TF Expression AT1 AK stimulierte NK > unstimulierte NK
C. TF Expression AT1 AK stimulierte NK = unstimulierte NK

In Tabelle 11 sind die Ergebnisse des T-Testes bei gepaarten Stichproben fiir den Vergleich
der TF Expression bei AT1-AK stimulierten zu unstimulierten Normalkontrollen angegeben.

Tab.11

Statistik fiir Test

TF Expression AT1 AK
stimulierte NK - unstimulierte NK

Z -2,5218
Asymptotische

Signifikanz ,012
(2-seitig)

a. Basiert auf negativen Rangen.
b. Wilcoxon-Test

Die TF-Expression der AT1-AK stimulierten Normalkontrollen ist signifikant (p = 0,012)
erhoht.
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4.4.1 Vergleich zwischen ATI-AK stimulierten und unstimulierten Monozyten von

Hypertonikern
Im Anschluss erfolgte analog zu den normotensiven Kontrollen der Vergleich zwischen AT1-
AK stimulierten und unstimulierten Hypertoniepatienten.

Die Abbildung 23 zeigt Banden im Molekularbereich von 47 kDa, die das Protein TF

reprasentieren. Die Probe a enthélt einen Farbmarker.

Probe : a 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abb.:23

kDa -

52 -

F .
o WEBu

Farbmarker AT1-AK stimulierte Patienten / unstimulierte Patienten Plazenta

Daten zu Abbildung 23 :

Bahn 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Odxmm | 2.543 | 2.478 | 3.502 | 1.740 | 6.593 | 6.667 | 5.253 | 2.914 | 0.250 | 2.514

In Abbildung 23 reprisentieren die Proben 2,4,6 und 8 die unstimulierten, die Proben 1,3,5
und 7 die ATI1-AK stimulierten Monozyten von Hypertoniepatienten. Die Proben 9-10
enthalten Plazentagewebe einer Prieklampsie Patientin als Referenz (Probe 9: fetale Plazenta,
Probe 10: maternale Plazenta). Die Auswertung der Banden erfolgte computergestiitzt mittels

optischer Dichtemessung (OD x mm).
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In Tabelle 12 sind die Fallzahl N, der Mittelwert und der Rang fiir die TF-Expression bei

ATI-AK stimulierten und unstimulierten Hypertoniepatienten angegeben.

Tab.12
Rénge

| N Mittlerer Rang | Rangsumme
Tissue factor Negative Range 28 5,00 10,00
E)I(pre.ssmn bei AT1 AK Positive Rénge 6P 4,33 26,00
stimulierten und . .
unstimulierten Bindungen 0
Hypertoniepatienten Gesamt 8

a. AT1 AK stimuliert < unstimuliert
b. AT1 AK stimuliert > unstimuliert
C. AT1 AK stimuliert = unstimuliert

In Tabelle 13 sind die Ergebnisse des T-Testes bei gepaarten Stichproben fiir den Vergleich

der TF-Expression bei ATI1-AK stimulierten und unstimulierten Hypertoniepatienten

angegeben.
Tab.13
Statistik fiir Tesf
AT1 AK stimuliert -
unstimuliert
Z -1,1202
Asymptotische 263
Signifikanz (2-seitig) ’

a. Basiert auf negativen Rangen.
b. Wilcoxon-Test

Die tendenzielle Steigerung der TF-Expression bei AT1-AK stimulierten Patienten ist zwar zu

erkennen, jedoch nicht statistisch signifikant.

58



In Tabelle 14 sind die Fallzahl N, der Mittelwert und der Rang fiir die TF-Expression bei
ATI-AK stimulierten Hypertoniepatienten und ATI1-AK stimulierten Normalkontrollen

angegeben.
Tab.14
Range
Mittlerer
N Rang Rangsumme
Normalkontrollen - Negative Range 14 3,00 3,00
Hypertoniepatienten Positive Range 7P 4,71 33,00
Bindungen 0¢
Gesamt 8

a. stimulierte Hypertoniepatienten < stimuliert Normalkontrollen
b. stimulierte Hypertoniepatienten > stimulierte Normalkontrollen
C. stimulierte Hypertoniepatienten = stimulierte Normalkontrollen

In Tabelle 15 sind die Ergebnisse des T-Testes bei gepaarten Stichproben fiir den Vergleich
der TF-Expression bei AT1-AK stimulierten Hypertoniepatienten und Normalkontrollen

angegeben.
Tab.15
Statistik fiir Tes®
Hypertoniker -
Normalkontrollen

Z -2,1002
Asymptotische
Signifikanz ,036
(2-seitig)

a. Basiert auf negativen Rangen.

b. Wilcoxon-Test

Die TF-Expression bei Hypertoniepatienten ist signifikant erhoht. Das Ergebnis ist jedoch mit

der Einschriankung der ohnehin gesteigerten TF-Expression zu werten.
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4.5  Messung des Adhdsionsmolekiils ICAM1 mittels Western Blot

4.5.1 Vergleich zwischen Monozyten von Hypertonikern versus Normalkontrollen

Die Abbildungen 24-25 zeigen Banden im Molekularbereich von 95 kDa. Die
Proteindetektion erfolgte mittels eines monoklonalen Maus Antikorper (anti ICAM1-AK). Als
Referenz dienten genmanipulierte HUVEC mit einer Uberexpression von ICAM1 ( Probe 9).

Die Probe a enthilt einen Farbmarker.

Abb. 24 :
kDa
113 - e

ICAMI - | ey NS o b4 : .

52 — -

Probe : a 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Farbmarker Patienten Normalkontrollen HUVEC
Daten zu Abbildung 24 :
Bahn 1 2 3 4 5 6 7 8 9

ODxmm | 1.440 | 0.005 | 1.605 | 1.418 | 0.903 | 0.288 | 0.001 | 0.125 | 3.128

Die Proben 1-4 repridsentieren Monozyten von Hypertoniepatienten, die Proben 5-8
normotensive Kontrollen. Die Banden repridsentieren das Adhésionsmolekiil ICAMI1. Die

Ergebnisse wurden mittels optischer Dichtemessungen quantifiziert (OD x mm).
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Abb. 25

kDa

113 -

ICAMI — . .
- “N

L

HUVEC

52 — o
Probe : 1 3 4 5 6 7 8
Farbmarker Patienten Normalkontrollen
Daten zu Abbildung 25 :
Bahn 1 2 3 4 5 6 7 8 9
ODxmm | 3.058 | 2.867 | 2.935 | 2.518 | 0.869 | 2.524 | 3.207 | 0.213 | 3.296

Die Proben 1-4 reprdsentieren Monozyten von Hypertoniepatienten, die Proben 5-8
nomotensive Kontrollen. Als Referenzkontrolle dienten genmanipulierte HUVECS mit einer

Uberexpression von ICAM1 (Probe 9). Die Banden liegen im Molekularbereich von 95 kDa.

Die Auswertung der Banden erfolgte mittels optischer Dichtemessung (OD x mm).
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In Abbildung 26 ist die Haufigkeitsverteilung der ICAMI-Expression in OD x mm bei

Normalkontrollen und Hypertoniepatienten dargestellt.

Abb.: 26

8 6

0

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 0,0 20 4,0 6,0
,50 1,50 2,50 3,50 4,50 1,0 3,0 50 7,0
Standardabweichung : 1,57 Standardabweichung : 1,86
Mittelwert : 1,26 Mittelwert : 2,2
N:18 N:18
Verteilung der ICAM1 Expression bei Verteilung der ICAM1 Expression bei
Normalkontrollen Hypertoniepatienten

Die Haufigkeit der ICAM1 Expression ist in den beiden Studiengruppen unterschiedlich
verteilt. Die Normalkontrollen exprimieren im Vergleich zu den Patienten tendenziell seltener

ICAMI.

In Tabelle 14 sind Rangtest (U-Test), Mittelwerte und Fallzahl (N) der ICAM1-Expression

bei Hypertonikern im Vergleich zu Normalkontrollen angegeben.

Tab.14
Réange
Studiengruppe N Mittlerer Rang|Rangsumme
ICAM1 Hypertoniepatienten 18 21,56 388,00
Expression Normalkontrollen 18 15,44 278,00
Gesamt 36
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In Tabelle 15 ist das Ergebnis des Mann-Whitney-U Testes - Vergleich der ICAMI1

Expression bei Hypertoniepatienten zu Normalkontrollen angegeben.

Tab.15

ICAM 1
Expression

Mann-Whitney-U 107,000
Wilcoxon-W 278,000
Z -1,740
Asymptotische 082
Signifikanz (2-seitig) ’
Exakte Signifikanz 085a
[2*(1-seitig Sig.)] ’

a. Nicht fur Bindungen korrigiert.

Die ICAMI1 Expression bei Hypertoniepatienten ist im Vergleich zu Normalkontrollen nicht

signifikant (p = 0,085) erhoht.
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5 Diskussion

5.1  Rolle der Monozyten bei der Arteriosklerosegenese im Rahmen der essentiellen

Hypertonie

In jiingster Zeit wurde erneut auf die klinische Bedeutung des Immunsystems bei der
Pathogenese der arteriellen Hypertonie hingewiesen (Schillaci G 2007; Ishikawa J 2007).

Als Vorléduferzellen des mononukledren Phagozytosesystems sind Monozyten in zahlreiche
pathophysiologische Prozesse involviert. Hierzu zdhlen Entziindungsreaktionen, Wund-
heilung, maligne Neubildungen, Thrombose und Arteriosklerose. Insbesondere beziiglich der
Arteriosklerosegenese ist die Beteiligung der Monozyten von entscheidender Bedeutung.
Interessanterweise ist ihre Anzahl bei arterieller Hypertonie erhoht (Mills PJ 2002). Die
Féhigkeit der Zellen zur Adhédsion, Migration und Transformation basiert auf einem
vielféltigen Interaktions- und Kommunikationsschema. Die Funktion dieses Schemas ist noch
nicht komplett verstanden. Einige der beteiligten Komponenten sind Interleukine, Adhésions-
und Koagulationsmediatoren.

Mehrere Studien belegen, dass Monozyten auf unterschiedliche Art und Weise durch
physikalische Faktoren beeinflusst werden. So fiihrt hoher Druck zu einer Adhésion der
Zellen an die GefiaBwand (Riou S 2007). Inflammatorische Gene u.a. das Gen fiir Interleukin
8 konnte nach mechanischer Belastung in Monozyten nachgewiesen werden (Ohki R 2002).
Sakamoto kam zu dem Ergebnis, dass biomechanische Belastung die Scavenger Rezeptor
Expression auf Monozyten induziert (Sakamoto H 2001). Die Folgerung aus den Studien
lautet, dass physikalischer Druck das Adhésions- und Expressionsverhalten von Monozyten
beeinflusst und ein inflammatorischen Prozess induziert wird. Monozyten sind somit an der
Entwicklung der Hypertonie assoziierten Entziindungsreaktion maf3geblich beteiligt.
Aufgrund der schwierigen Isolierung der Zellen ist die Datenlage nur spérlich. In dieser
Studie wurde gezeigt, dass Monozyten mit hohem Reinheitsgrad und geringer
isolierungsbedingter Voraktivierung gewonnen werden konnten.

Bei dem Vergleich zwischen Hypertoniepatienten und normotensiven Kontrollen fiel eine
gesteigerte Aktivierung und Adhdsion an Endothelzellen auf (Dorffel Y 2001). In der
vorliegenden Arbeit konnte eine Modifikation des Expressionsmusters im Sinne einer
gesteigerten Expression von  Oberflaichenmolekiilen nachgewiesen werden. Diese
Oberflachenmolekiile prasentieren molekulare Komponenten im Rahmen von Aktivierungs-

und Adhésionsprozessen.
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Weiterhin konnte nach Stimulation mit einem Antikdrper die Expression induziert werden.
Die Ergebnisse der Untersuchung untermauern die Hypothese, dass ein Zusammenhang
zwischen der Aktivierung von Monozyten durch erhéhten Blutdruck und der Ausbildung der

Arteriosklerose besteht.

52 Evaluation der Einflussfaktoren

Das Expressionsverhalten von Monozyten unterliegt zahlreichen unterschiedlichen
Einflussfaktoren. Hierzu zdhlen in erster Linie inflammatorische Prozesse, Erkrankungen wie
Diabetes mellitus, Malignome und Hyperlipoproteindmie. Ebenso sind Medikamente,

exogene Noxen und Umweltfaktoren zu berticksichtigen.

In einer Vielzahl von prospektiven Studien konnte ein relevanter Zusammenhang zwischen
systemischen Inflammationsmarkern wie Zytokine (IL-6, TNF-alpha), Adhdsionsmolekiile
(ICAM-1, VCAM-1, E-Selektin) und verschiedene akute-Phase-Proteine, z. B. C-reaktives
Protein (CRP), und kardiovaskuldren Endpunkten nachgewiesen werden (Blake GJ 2002).
Daher galt die Erhohung des Infektparameters CRP als Ausschlusskriterium.

Diabetes mellitus ist eng mit der Arterosklerosegenese assoziiert. Dabei konnen sogenannte
nicht enzymatisch glykierte Endprodukte (advanced glycation endproducts, AGEs)
intrazelluldre Signalmechanismen induzieren. Zu den AGEs zéhlt das HbAlc, welches nach
Bindung an einen spezifischen Rezeptor (receptor for advanced glycation endproducts;
RAGE) zur TF-Expression auf Monozyten fiihrt (Kénig W 2001; Buchs AE 2004). Diabetes

mellitus galt in dieser Studie als Ausschlusskriterium.

Exogene Noxen (Nikotin) und Medikamente (orale Kontrazeptiva) fiihrten zu einer erhohten
TF-Expression auf Monozyten von Frauen (Holschermann H 1999) und galten daher eben-
falls als Ausschlusskriterium. Ob das weibliche Geschlecht an sich als Einflussfaktor gewertet
werden kann ist unklar. In der Studie von Dérffel 2001 konnte keine Korrelation zwischen der
Adhidsion von Monozyten an HUVEC und dem Geschlecht nachgewiesen werden. Die

Studiengruppen dieser Arbeit weisen eine identische Geschlechterverteilung auf.

In Publikationen von Gimbrone und Cybulsky wurde darauf hingewiesen, dass

Hypercholesterindmie zu einer vermehrten Monozytenadhésion fiihrt (Gimbrone MA 1990;
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Cybulsky MI 1991). Weiterhin konnte Ferro belegen, dass Hypercholesterinimie zu einer
gesteigerten Zytokinproduktion fiihrt, was wiederum eine Voraktivierung beglinstigen wiirde
(Ferro D 2000). Patienten mit erhohten Cholesterin Serumwerten wurden daher ausge-

schlossen.

53 Methodenkritik

5.3.1 Beeintrichtigung durch den Isolierungsprozess

Im Rahmen der bisherigen Isolierungsversuche von Monozyten aus Vollblut wurden die
Verfahren Plastikadhidrenz und Dichtegradientenzentrifugation angewandt. Dabei kam es
jedoch zu einer erheblichen Beeinflussung des Expressionsverhaltens. Stent beschreibt eine
gesteigerte Expression von ICAMI1 und CD 11b (Stent G 1997). Neben diesem uner-
wiinschten Effekt war die Ausbeute und die Spezifitit dieser Isolierungsverfahren gering.

Mit dem Negativ-Isolierungsverfahren steht eine Methode zur Verfiigung, die sowohl eine
ausgepriagte Reinheit als auch eine hohe Ausbeute gewéhrleistet. Anhand von
Trypanblaufiarbungen konnte nach Isolierung eine Vitalitit von >95% ermittelt werden.

Somit ist das Verfahren hinsichtlich der Zytotoxizitdt dullerst schonend.

5.3.2 Beeintrachtigung durch Inkubation

Monozyten weisen eine ausgepragte Plastikadhdrenz auf. Gleichzeitig wird eine gesteigerte
Expression von Adhédsionsmolekiilen beobachtet. Die Versuche wurden daher in
Polypropylengefdilen zur Vermeidung des Adhédsionsprozesses durchgefiihrt. Die

Inkubationszeiten wurden auf eine maximale Dauer von 12-24h beschrankt.

54  Nachweismethoden und Datenauswertung

Die Probenherstellung und —verarbeitung erfolgte nach standardisierten Abldufen :
o Lysierung der Monozyten
o Proteinbestimmung nach Lowry
o Western Blot mittels SDS-PAGE System nach Laemmli

o Bandendetektion und Berechnung der optischen Densitit mittels ,,Quantity One*
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5.4.1 Lysierung und Proteinbestimmung

Nach der Monozytenisolation und —stimulation erfolgte die Lysierung der Zellen. Das Lysat
wurde mittels der Proteinbestimmung nach Lowry auf den Proteingehalt untersucht. Dabei
erfolgte die regelméBige Eichung des Geridtes und die Anfertigung von Eichkurven. Die

Proben wurden aliquotiert. Die Proteinprobenmenge betrug konstant 10 pg.

5.4.2 Standardisierung der Untersuchungsmethode Western Blot

Zunichst erfolgte die Detektion von Proteinen mit dhnlichem Molekulargewicht, um die
optimale Gitterstruktur des Elektrophoresegels zu ermitteln. Es wurden myokardiale Zellen
der Ratte auf a- und B-Myosin untersucht.

AnschlieBend erfolgte die Antikorpertestung der Primér- und Sekundérantikorper hinsichtlich
der Spezifitit und moglicher Kreuzreaktion. Anfangs wurde ein polyklonaler Antikdrper
verwendet. Da polyklonale Antikérper aus den Seren von Menschen oder Tieren gewonnen
werden, kann die Affinitdt (Stabilitdt einer einzelnen AG-AK-Bindung) und die Aviditat
(Starke der Bindung eines multivalenten Antigen durch multivalente Antikérper) bei jeder
neuen Charge unterschiedlich sein.

Polyklonale Antikdrper werden gegen die verschiedenen Determinanten (Epitope) des
Antigens gebildet. Es liegt immer eine Mischung verschiedener Antikdrper gegen ein Antigen
vor. Die Antikoper unterscheiden sich dabei hinsichtlich der Spezifitit.

Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass verschiedene Antigene einzelne gleiche
Determinanten besitzen und somit der Antikérper mit den Determinanten dieser
verschiedenen Antigene reagiert. Im Rahmen der Antikorpertestung konnte eine
Kreuzreaktion des polyklonalen Primédrantikérper anti human TF (Loxo) nachgewiesen
werden. Somit wurde der Antikdper nicht fiir diese Studie verwendet.

Analog fiel eine Kreuzreaktion des Sekundérantikorper Anti-Maus IgG (Sigma) auf. Dieser
Sekundirantikorper kam somit ebenfalls nicht zum Einsatz.

Monoklonale Antikérper entstammen einem einzigen Plasmazellklon. Sie sind alle gleich und
gegen nur eine Determinante des Antigens gerichtet. Die Affinitit des Antikorpers zum
Antigen ist konstant. Das Antiserum ist monospezifisch, Kreuzreaktionen kann man bei
sorgfaltiger Wahl des Antikorpers ausschlieBen.

Zur Proteindetektion von Tissue Factor wurde darauthin der monoklonale Antikérper (Klon

VIC7) verwendet. Als konstante Referenzkontrolle diente Plazentagewebe von Prieklampsie
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Patientinnen und rekombinante Proteine. Zusétzlich wurden Farbmarker zur Orientierung am

Molekulargewicht eingesetzt.

5.4.3 Standardisierung der Datenauswertung

Da die Banden hinsichtlich der Grof3e und Intensitidt zum Teil deutlich variieren erfolgte die
Auswertung der Rontgenfilme computergestiitzt (Programm : Quantity one, Max Delbriick
Zentrum Berlin). Dabei wurden die Banden nach Abzug der Hintergrundschwirzung
detektiert, gematched und die optische Dichte (OD) bestimmt. Somit war eine standardisierte

Auswertung der Proteindetektion gewahrleistet.

5.4.4 Auswahl der statistischen Verfahren

Initial erfolgte eine Berechnung der Verteilung und grafische Darstellung der zu
untersuchenden Grof3e innerhalb der Studiengruppe

Fir den Vergleich der TF- und ICAMI1 Expression zwischen Hypertoniepatienten und
Normalkontrollen wurde der nicht-parametrische Mann Whitney U-Test gewahlt. Da es sich
bei dem Vergleich der TF-Expression zwischen unstimulierten und AT1 AK-stimulierten
Probanden um eine Untersuchung innerhalb der gleichen Untersuchungsgruppe handelt wurde

der T-Test verwendet.

5.5  Aktivierung und Adhésion peripherer Monozyten

Periphere Monozyten werden durch den Kontakt mit Oberflichen wie arteriosklerotischen
Plaques oder durch proinflammatorische Mediatoren aktiviert. Dies fiihrt konsekutiv zu einer
gesteigerten Sezernierung von Zytokinen und einer Expression von Oberflichenmolekiilen
(Integrine), deren Charakterisierung laufenden Studien unterliegt.

Im Tierexperiment konnte bei SHR (spontan hypertensive Ratten) vermehrt aktivierte
Monozyten im Blut nachgewiesen werden (Schmid Schonbein 1991). Entsprechende Studien
am Menschen weisen darauf hin, dass sowohl die Anzahl der Monozyten bei arterieller
Hypertonie erhdht ist (Mills PJ 2002), als auch ein gesteigerter Aktivierungszustand vorliegt.
Dieser Aktivierungszustand wurde anhand einer vermehrten Sekretion der proinflamma-
torischer Zytokine IL-13, TNF-a und IL-6, der Superoxidproduktion und der aktivierungs-
abhingigen Oberflichenmarker ermittelt (Dorffel Y 2003).
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Hinsichtlich der Adhédsion spielen unterschiedliche Faktoren eine Rolle. Untersuchungen von
Clozel zeigen, dass bei SHR sowohl eine Monozyten Akkumulation als auch eine
endotheliale Dysfunktion vorliegen (Clozel M 1991). Klinische und pharmakologische
Studien verweisen seit einiger Zeit auf eine Hypertonie assoziierte Genese arteriosklerotischer
Gefallwandschdden (Kannel WB 1993; Diez J 2006).

Die vorgelegte Arbeit basiert ebenfalls auf der Auffassung einer blutdruckabhingigen
Prédisposition fiir arteriosklerotische Plaquebildung und unterstiitzt diese These anhand der

folgenden Ergebnisse.

5.6 Tissue Factor Expression bei Hypertonikern

TF ist allgemein als Initiator der Gerinnung bekannt und kommt in sdmtlichen Organen des
Korpers vor. Albrecht und Luther 1992 gelang die Entwicklung eines Nachweisverfahrens,
welches hochsensitiv ohne Beeinflussung anderer Gerinnungsfaktoren und insbesondere bei
geringer Zellzahl die Bestimmung von TF ermdglicht (Albrecht S 1992/1996).

Aktuell befindet sich das Verstindnis seiner Herkunft und Funktion im Wandel.
Ubereinstimmung herrscht bei der Einteilung in eine zelluldre, mikropartikulire und 16sliche
Komponente.

Wihrend Astrozyten, Epithelzellen, Fibroblasten und kardiale Myozyten konstant TF
exprimieren, ist die Exposition auf Endothelzellen und Monozyten unter physiologischen
Bedingungen gering. Daflir ist eine Aktivierung der Zellen erforderlich. Folglich wird TF bei
inflammatorischen Prozessen, Diabetes mellitus oder akutem Koronarsyndrom innerhalb von
Minuten auf der Zelloberflache exponiert (Osterud B 2006; Reinhardt C 2007).

Studien von Dorffel ergaben, dass Monozyten bei arterieller Hypertonie aktiviert sind
(Dorffel Y 2003). Ziel der vorliegenden Arbeit war, molekulare Mechanismen als Zeichen der
Aktivierung an Monozyten zu untersuchen. Im Mittelpunkt der Studie stand daher das
Expressionsverhalten der Zellen - insbesondere die TF Expression, da dieses Protein in einer
Reihe von Pathomechanismen unterschiedlicher Erkrankungen involviert ist.

Der TF spielt im Rahmen von onkologischen- und Autoimmunerkrankungen eine zentrale
Rolle (Lwaleed BA 1999; Lopez-Pedrera C 2006). Zunehmend wird in klinischen Studien auf
die pathophysiologische Bedeutung von TF bei hypertonieassoziierten Erkrankungen
hingewiesen (Viera LM 2007; Steffel J 2006; Chu AJ 2006). Dabei wurden neben den

thrombotischen Komplikationen auch unbekanntere Funktionen des Proteins nachgewiesen.
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Die arterielle Hypertonie und die Arteriosklerose sind verwandte Krankheitsentitdten und
dhneln sich hinsichtlich ihrer molekularen Mechanismen. Bei beiden Erkrankungen spielen
morphologische und funktionelle Alterationen des Endothels eine zentrale Rolle. Diese
Verdnderungen entwickeln sich auf dem Boden einer chronischen Entziindungsreaktion, an
der Monozyten in jeder Phase beteiligt sind (Ross R 1999; Libby P 2001).

Daten von Thiruvikraman belegen, dass in arteriosklerotischen Plaques eine vermehrte TF
Exposition auf Monozyten sowie Endothelzellen stattfindet (Thiruvikraman SV 1996). Dabei
ist im Vergleich zu gesunden Probanden die TF-Exposition um das 3- bis 7-fache erhoht
(Westmuckett AD 2006). Weiterhin konnte die TF-Expression wihrend der Adhision von
Monozyten an zytokinstimulierte Endothelzellen induziert werden (Lo SK 1995). Die TF
Expression von Monozyten ist ein relevanter Mechanismus in der Hypertonie assoziierten

Arteriosklerose.

Arterielle Hypertonie und Arteriosklerose gelten als Risikofaktoren fiir thrombotische
Ereignisse, insbesondere bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom (Fadl YY 2003). Als
molekulare Ursache der gesteigerten Thromboseneigung konnte eine verstirkte TF-
Expression von Monozyten in arteriosklerotisch rupturierten Plaques nachgewiesen werden
(Houston DS 2002). Die Aggregation von Plittchen sowie die Formation von Thromben in
arteriosklerotischen Plaques stehen in direkter Korrelation zu deren Gehalt an TF (Toschi V
1997). Die Studie von Miller demonstriert, dass bei Hypertonikern eine gesteigerte Gerinnung
vorliegt und postuliert eine vermehrte TF-Expression auf Monozyten (Miller MA 1995). Die

Ergebnisse der Arbeit unterstiitzen diese Annahme.

Zunehmend wurden neben seiner koagulatorischen Funktion auch Charakteristika der
Adhésion und Migration entdeckt. Eine gesteigerte Expression des Proteins konnte bei der
Untersuchung von Monozyten wihrend ihrer Differenzierung zu Gewebsmakrophagen
nachgewiesen werden (Meisel SR 2002). Studien von Randolph ergaben, dass die
entgegengesetzte Transmigration von Monozyten durch das Endothel in Abhédngigkeit von TF
stattfindet und mittels Inhibition durch den TF-Antikorper VIC7 dieser Vorgang unterbunden
werden kann (Randolph GJ 1998). TF ist somit fiir die Adhésions- und Migrationsprozessen
der Monozyten erforderlich.

Ergebnisse von Dorffel dokumentieren bei arterieller Hypertonie eine gesteigerte Adhésion

der Monozyten an Endothelzellen (Dorffel Y 2001). Als mogliche Ursache der gesteigerten
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Adhidsion konnte in der vorliegenden Arbeit eine erhohte TF-Expression nachgewiesen

werden.

Die arterielle Hypertonie und die Arteriosklerose sind verwandte Krankheitsentititen und
dhneln sich hinsichtlich ihrer molekularen Mechanismen. Bei beiden Erkrankungen spielen
morphologische und funktionelle Alterationen des Endothels eine zentrale Rolle. Diese
Verianderungen entwickeln sich auf dem Boden einer chronischen Entziindungsreaktion, an
der Monozyten in jeder Phase beteiligt sind (Ross R 1999; Libby P 2001).

Daten von Thiruvikraman belegen, dass in arteriosklerotischen Plaques eine vermehrte TF
Exposition auf Monozyten sowie Endothelzellen stattfindet (Thiruvikraman SV 1996). Dabei
ist im Vergleich zu gesunden Probanden die TF-Exposition um das 3- bis 7-fache erhoht
(Westmuckett AD 2006). Weiterhin konnte die TF-Expression wihrend der Adhision von
Monozyten an zytokinstimulierte Endothelzellen induziert werden (Lo SK 1995). Die TF
Expression von Monozyten ist ein relevanter Mechanismus in der Hypertonie assoziierten

Arteriosklerose.

Letztendlich vermittelt der Transkriptionsfaktor NFkB und das Protein APl die TF-Gen
Aktivierung im Zellkern von Monozyten. NFkB induziert zahlreiche Gene, die fiir entziind-
liche Prozesse relevant sind. Hierzu zdhlen neben Zytokinen und Wachstumsfaktoren auch die
Adhisionsmolekiile VCAMI1, ICAMI1 und TF. Weiterfithrende Studien konnten eine erhohte

NF«xB Konzentration in Monozyten von Hypertoniepatienten nachweisen.

Da in der vorliegenden Arbeit auch unter den Normalkontrollen eine Expression verzeichnet
wurde, kann eine mogliche Voraktivierung der Monozyten wéhrend der Probengewinnung
letztendlich nicht sicher ausgeschlossen werden. Mit der Wahl der Negativisolierung konnte
die Voraktivierung im Vergleich zu bisherigen Isolierungsverfahren (Plastikadhidrenz) jedoch
deutlich gesenkt werden. Weiterhin waren Einflussfaktoren wie Stress, hormonelle Stérungen

und Umweltfaktoren nicht eruierbar.

Arteriosklerotische Lésionen beeinflussen die Expression der Adhdsionsmolekiile und des
Tissue Factors. Trotz sorgfiltiger Anamnese und strengen Ausschlusskriterien wie
Myokardinfarkt, Apoplex, Nikotinabusus und oraler Kontrazeption kann die Existenz einer
endothelialen Dysfunktion sowie einer arteriosklerotischen Lision im Initialstadium nicht

ausgeschlossen werden.

71



Das Ergebnis dieser Arbeit steht im Einklang mit den o.a. Studien. Es unterstiitzt die
Hypothese, dass Monozyten vermehrt TF als Zeichen der Voraktivierung exprimieren. Es
unterstiitzt die Hypothese, dass aufgrund der gesteigerten Expression eine erhdhte
Endothelzell Adhdrenz der Monozyten bei essentieller Hypertonie stattfindet. Weiterhin

untermauert das Ergebnis die Annahme einer vermehrten Koagulation bei Hypertonikern.

Es steht jedoch in Diskrepanz zu der Studie von Sardo, in der keine gesteigerte TF-Expression
und -Aktivitit von Monozyten bei unkomplizierten Hypertoniepatienten nachgewiesen
werden konnte.

Als unkomplizierte Hypertonie wurde eine sonografisch ermittelte Intima-Media Dicke der
Karotisarterie von < Imm definiert (Sardo MA 2006). Die Zellen wurden mittels
Plastikadhdrenz gewonnen. Anhand von PCR und TF-Aktivititsbestimmung wurde der TF
Gehalt ermittelt. Bei nédherer Betrachtung der Studie fallen jedoch bedeutsame Unterschiede

im Vergleich zu der vorliegenden Arbeit auf :

e Isolierungsverfahren
- Voraktivierung
- Reinheit

e Nachweisverfahren

Ein Isolierungsverfahren ohne Beeinflussung des Expressionsverhaltens ist aktuell nicht
verfligbar. Im Ablauf der einzelnen Isolierungsschritte wurde eine Voraktivierung der Zellen
beobachtet (Stent G 1997). Besonders das Isolierungsverfahren der Plastikadhédrenz flihrt im
Vergleich zur Negativisolierung zu einer 7- bis 8-fach gesteigerten Expression von CD11b
und CD54 als Zeichen der Voraktivierung. Somit ist das Expressionsverhalten von
Monozyten in Kontroll- und Patientengruppe bereits beeinflusst. Da TF nur von aktivierten
Monozyten exprimiert wird (Lo SK 1995), sind die Ergebnisse von Sardo unter Umstinden
auf isolierungsbedingte Effekte zuriickzufiihren.

Die Ausbeute und Reinheit der via Plastikadhdrenz gewonnenen Zellen ist schwankend.
Speziell die Verunreinigung durch polymorphkernige Zellen beeintriachtigt die Aussagekraft
der TF Analyse, da die hochsten TF-Konzentrationen in eosinophilen Granulozyten registriert
wurden (Moosbauer C 2007).

Als Nachweisverfahren wurde die PCR gewaihlt und die TF Aktivitit anhand von Gerinnungs-

zeiten ermittelt. Im Rahmen der PCR wird TF-RNA nachgewiesen - ob das Protein letzt-
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endlich exprimiert wird ist damit nicht belegt. Die TF Aktivititsbestimmung misst TF
assoziierte Phanomene. Dieses Nachweisverfahren erlaubt nur indirekte Riickschliisse auf das

Vorhandensein von TF und vage Vermutungen iiber dessen Konzentration.

5.6.1 Korrelation der Tissue Factor Expression mit den Einflussfaktoren

Bereits in den 80er Jahren konnte Middeke eine erhdhte Dichte B;-adrenerger Rezeptoren auf
Monozyten nachweisen, die mit dem mittleren arteriellen Blutdruck korreliert (Middeke M
1984). Beziiglich des systolischen Blutdrucks sind in der Literatur Korrelationen fiir die
Interleukin-1 Sekretion von Angiotensin stimulierten Monozyten (Dorffel Y 1999)
beschrieben. Weiterhin korreliert 16sliches ICAM1 und IL-6 mit dem Blutdruck. In der
vorgelegten Arbeit konnte eine Korrelation zwischen der gesteigerten TF-Expression und der
Hohe des systolischen Blutdrucks nachgewiesen werden. Die Daten untermauern eine
Hypertonie getriggerte Anderung des Expressionsmuster von Monozyten. Eine Korrelation

zwischen diastolischem Blutdruck und TF Expression konnte nicht nachgewiesen werden.

Die Datenlage beziiglich einer Korrelation zwischen dem Alter und der Expression von
Oberflichenmolekiilen auf den Zellen des Immunsystems ist gering. Es besteht keine
Korrelation fiir 16sliches ICAM1 (De Souza CA 1997) oder fiir die Interleukinsekretion von
Monozyten (Dorffel Y 1999). Die Expression von TF auf Monozyten korreliert ebenfalls

nicht mit dem Alter.

Die Ergebnisse unterstiitzen die These einer Korrelation zwischen Blutdruck und Expression
von Oberflichenmolekiilen auf Monozyten. Es konnte gezeigt werden, dass die TF-

Expression mit dem systolischen Blutdruck korreliert.

5.7  ICAMI1-Expression bei Hypertonikern

ICAMI (CD 54a) hat ein relatives Molekulargewicht von 80-100 kDa (Altmann DM 1989)
und besteht aus finf extrazelluldren, einer transmembrandren und einer intrazelluldren

Domaéne (Staunton DE 1988). Das fiir ICAM-1 kodierende Gen besteht aus Exons, wovon das

erste fiir die Signalsequenz, die folgenden fiir die extrazelluldren, transmembraniren und
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intrazelluldiren Doménen kodieren (Horley KJ 1989). Beim Menschen befindet sich das
ICAMI1-Gen auf Chromosom 9.

ICAM1 ist ein Glykoprotein und vorwiegend in die Membran von Endothelzellen aber auch
von Monozyten integriert. Es gehort zu der Immunglobulin Superfamilie und erkennt die
Integrine B2aul und B2a2 auf der Oberfliche von Leukozyten (Briskin MJ 1996). In der
Membran mononukleédrer Zellen liegt es groftenteils in inaktivem Zustand vor, zeigt jedoch
eine vermehrte Aktivierung bei Hypertonie.

Die Migration von Monozyten durch epitheliale Barrieren wird beeinflusst von Zytokinen und
ist abhéngig von der Expression der Adhdsionsmolekiile ICAM-1 und VCAM-1 (Rosseau S
2000). Insbesondere die Zytokine TNF-a und Interleukin 1 sind fiir eine gesteigerte
Expression von ICAM-1 auf Endothelzellen verantwortlich (Swerlick RA 1992).

ICAMI1 fungiert als Ligand fiir LFA-1 (Leukocyte function associated antigen-1). Tier-
experimentell konnte gezeigt werden, dass gegen den Komplex ICAM-1/LFA-1 gerichtete
Antikdrper zu einer reduzierten Adhdrenz von Monozyten an die Intima fiihrten (Watanabe T
1998). Vergleichende Untersuchungen an SHR und Wistar Kyoto Ratten ergaben eine
differente ICAM1 Expression. Ursdchlich wird dabei auf eine hypertonieassoziierte
Entziindungsreaktion verwiesen (Komatsu S 1997). Diese Daten sprechen fiir eine Hypertonie

assoziierte Expression des Adhisionsmolekiils.

Weitere Studien konnten nachweisen, dass in den Seren von Hypertoniepatienten eine erhdhte
Konzentration von l6slichem ICAM1, VCAMI und MCPIlvorkommt (De Souza CA 1997
Madej A 2005). Tierexperimentelle Untersuchungen an Wistar Ratten belegen, dass hoher
Blutdruck bei der ICAM1 Expression eine groere Rolle spielt als das zirkulierende RAAS
(Wang H 2004). Auf diesen Daten basiert die Hypothese von der Existenz membranstidndiger

Adhisionsmolekiile auf Monozyten.

Die Adhidsion der Monozyten an Endothelzellen war im Vergleich zu normotensiven
Kontrollen deutlich erhoht (Dorffel Y 2001). Die vorliegende Studie untersuchte die [CAM-1
Synthese als Folge der hypertoniebedingten Aktivierung mononukledrer Zellen. Es wurde
nachgewiesen, dass Monozyten von Hypertoniepatienten zwar verstirkt ICAM-1 auf ihrer
Oberflache exprimieren - jedoch ohne statistische Signifikanz.

Die Monozyten normotensiver Kontrollen ergaben eine geringere Expression von ICAM-1,
die auf die insgesamt reduzierte physiologische Expression des Molekiils zuriickgefiihrt

wurde. Allerdings wurden deutliche Expressionsergebnisse in der Patientengruppe
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dokumentiert, was letztendlich auf eine hypertonieassoziierte Voraktivierung zuriickgefiihrt
werden kann. Das Ubergewicht lag im Vergleich zwischen den beiden Studiengruppen

deutlich auf der Seite der Patientengruppe.

5.8  Tissue Factor Expression nach AT1-AK Stimulation

Interaktionen zwischen dem Immunsystem und der arteriellen Hypertonie sind seit ldngerer
Zeit bekannt. Anfangs wurden erhohte IgG Serumspiegel registriert. Erst knapp 20 Jahre
spiter begann die Ara der Rezeptor spezifischen Autoantikdrper. Fu entdeckte einen agonisti-
schen AT1-AK in Seren von Hypertonikern (Fu ML 2000). In der Studie von Liao wurden
Antikorper gegen den AT1-Rezeptor und den a;-adrenergen Rezeptor nachgewiesen (Liao
YH 2002).

Grundlegende Erkenntnisse lieferten Dechend und Wallukat im Rahmen ihrer Priaeklampsie -
Studien. Die Erkrankung gilt als Modell fiir die Hypertonie assoziierten GefaBwandver-
anderungen, da sie foudroyant verlduft und innerhalb weniger Wochen zu den bekannten
GefilBwandschidden einer langjdhrigen Hypertonie fiihrt. Der AT1-AK wurde aus Seren von
Praeklampsie Patientinnen isoliert und die Signaltransduktion an glatten Muskelzellen und
Trophoblasten untersucht. Die Signaltransduktion verlduft in Abhangigkeit von der
Proteinkinase C. Ausgangspunkt ist die spezifische Bindung des AT1-Autoantikdrper an den
AT1-Rezeptor und die konsekutive Aktivierung des TF-Promoters (Dechend R 2000,
Wallukat G 1999).

Da es sich bei dem AT1-AK um eine agonistischen Antikdrper handelt stellte sich zunéchst
die Frage, welche Effekte mittels Angiotensin II Stimulation bei Monozyten provozierbar
sind.

Es konnte gezeigt werden, dass AT ein potenter Stimulator der ICAM-1 Expression ist.
Nagata demonstrierte, dass AT ein direkter Modulator der TF-Synthese auf Monozyten ist
und der Effekt mittels ACE-Hemmer und AT1-Blocker unterbunden werden konnte. Durch
Blockade des RAAS wurde gleichzeitig eine Reduktion der TNFa-Synthese erzielt. Daher
folgerte Nagata, dass die TF-Regulation durch das RAAS in Abhéngigkeit von TNFa
vermittelt wird (Nagata K 2001). Diese Folgerung korreliert mit der Studie von Dérffel, in der
eine erhohte TNF-a-Sekretion bei Monozyten hypertensiver Patienten nachgewiesen werden

konnte (Dorffel Y 1999).
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AT induziert somit bei Monozyten via AT1-Rezeptor Bindung inflammatorische Effekte, die

die Entwicklung einer Hypertonie assoziierten Arteriosklerose unterstiitzen.

Bisher ist nicht bekannt, wie der AT1-AK den ATI1-Rezeptor aktivieren, da er nicht die AT-
Bindungsstelle erkennt. Die Bindung erfolgt an ein Epitop, das an der zweiten extrazelluldren
Schleife des AT1-Rezeptors lokalisiert ist (Wallukat G 1999). Da AT1-AK agonistische
Effekte hervorrufen, wird vermutet, dass der AT1-AK die agonistische Konformation des

ATI1-Rezeptors stabilisiert (De Gasparo M 2000).

Wir konnten in Kapitel 4.3 eine gesteigerte TF-Expression bei Hypertonikern nachweisen.
Analog zu den Ergebnissen der Prieklampsie Studien ergab sich die Hypothese, dass ein
Zusammenhang zwischen der essentiellen Hypertonie und der Artherogenese unter
Vermittlung von ATI1-AK bestehen konnte. Folglich wurde untersucht, inwieweit die
Stimulation mit dem von Prieklampsie Patientinnen gewonnenen ATI1-Antikorper die TF-
Synthese von Monozyten beeinflusst. Im Detail wurde untersucht, ob die Stimulation eine
Steigerung der Expression in der Patientengruppe und insbesondere bei gesunden Normal-

kontrollen induziert.

Die vorliegende Arbeit belegt, dass eine gesteigerte TF-Expression nach ATI-Antikorper
Stimulation bei normotensiven Kontrollen induziert werden konnte. Im Vergleich zwischen
normotensiven Kontrollen und Patienten fallen die Stimulationseffekte zugunsten der
Hypertoniepatienten aus. Hierbei ist einschrinkend zu erwéhnen, dass die Hypertonie-
patienten ohnehin eine gesteigerte Expression aufweisen.

Die Ergebnisse unterstiitzen die These, dass agonistische Autoantikdrper molekulare
Mechanismen im Rahmen der essentiellen Hypertonie induzieren und die Entwicklung
arteriosklerotischer Gefa3verdnderungen begiinstigen.

Einschrinkend muss darauf verwiesen werden, dass trotz sorgfiltiger Reinigung nicht
ausgeschlossen werden kann, inwieweit die Stimulation ausschlieBlich dem Antikorper
zuzuschreiben ist. SchlieBlich wurde der Antikérper aus einem fremdem Spenderserum
gewonnen.

Aktuell existieren keine Daten beziiglich der Konzentration des Antikorpers. Hochgereinigter
AT1-AK konnte in deutlich geringerer Konzentration im Vergleich zu ungereinigtem ATI1-

AK eingesetzt werden.
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Die Arbeit konnte ebenfalls nicht kldren, inwiefern der Effekt durch spezifische Bindung des
Antikdrpers an den ATI1-Rezeptor und dessen anschliefender Aktivierung basiert. In
Anlehnung an die Ergebnissen von Wallukat und de Gasparo gehen wir von einer

Stabilisierung der agonistischen Konformation des Rezeptors aus.

Zusammenfassend sehen wir in dem ATI1-AK einen potenten Stimulator der TF-Expression
auf Monozyten. In Ubereinstimmung mit den Daten der Prieklampsie Studien gehen wir
davon aus, dass agonistische Antikorper zur Entwicklung arteriosklerotischer Lédsionen sowie
thrombotischer Ereignisse im Rahmen der essentiellen Hypertonie beitragen.

Auch wenn die Antikérper momentan noch eine untergeordnete Rolle im klinischen Alltag
spielen, sollte ihre Relevanz nicht unterschitzt werden.

Analog zu der Therapie der dilatativen Kardiomyopathie besteht die Moglichkeit der
Immunadsorbtion und Plasmapherese. Ebenso wire die Entwicklung spezifischer ATI-
Rezeptor Blocker oder eine immunsuppresive Therapie vorstellbar (Homuth V 2001). Der
Einsatz von Heparin wiirde die prokoagulatorischen Effekte unterbinden (Dechend R 2000).
Letztendlich sind ATI-AK ein Indiz fiir die Komplexitit der Hypertonie assoziierten
arteriosklerotischen GefaBwandverdnderungen. Es bleibt weiteren Studien vorbehalten, diese

immunologische Komponente genauer zu erforschen.
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6 Zusammenfassung

HINTERGRUND : Die arterielle Hypertonie ist ein Hauptrisikofaktor hinsichtlich
kardiovaskuldrer Erkrankungen. Sie korreliert hdufig mit Diabetes, Hyperlipoproteindmie und
Adipositas. Thre Progression und Folgeschiden spielen sich meist auf dem Boden einer
arteriosklerotisch verdnderten GefaBwand ab.

Dabei ist in erster Linie die endotheliale Dysfunktion als Ausgangspunkt der Artherogenese
anzusehen und somit der Focus auf die Endothelzelle gerichtet. Dennoch mehren sich die
Anzeichen, dass inflammatorische Prozesse eine immer groBere Rolle spielen. Ein
Initialschritt ist die Adhdsion von Monozyten an das Gefdendothel. In den bisherigen
Studien konnte eine Voraktivierung der Monozyten bei Hypertonikern nachgewiesen werden.
Diese Voraktivierung konnte durch Stimulation mit Angiotensin II und dem AT1-AK in vitro
reproduziert werden.

Ziel dieser Arbeit war, die immunpathologischen Mechanismen des Adhisionprozesses auf
der molekularen Ebene zu untersuchen. Im Brennpunkt der Untersuchung standen Monozyten

und deren Expressionsverhalten.

METHODIK : Anfangs wurde ein Isolierungs- und Nachweisverfahren gesucht und
entwickelt, das eine schonende und aussagekriftige Untersuchung dieser speziellen
Zellpopulation ermdglicht. AnschlieBend erfolgte der Nachweis des Adhésionmolekiils
ICAMI1 und des Tissue Factor mittels Western Blot. In Anlehnung an die Ergebnisse von
Dechend und Wallukat wurden Monozyten mit dem ATI1-AK stimuliert und die TF-

Expression gemessen.

ERGEBNISSE :

o Monozyten von Hypertoniepatienten exprimieren signifikant erhohte Level an Tissue
Faktor. Die Expression des Molekiils korreliert mit dem systolischen Blutdruck.

o Entsprechend konnte fiir das Adhésionsmolekiil ICAMI1 eine tendenzielle
Expressionssteigerung nachgewiesen werden.

o Die Expression von ICAMI1 konnte mittels Angiotensin II - und LPS-Stimulation, die
Expression von TF mittels AT1-AK Stimulation induziert werden.

o Der ATI-AK ist ein potenter Stimulator der TF-Expression. Die Expression

normotensiver Probanden war nach AT1-AK Stimulation signifikant erhoht.
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o Monozyten von Hypertoniepatienten weisen eine tendenzielle Steigerung der TF-

Expression nach AT1-AK Stimulation auf.

SCHLUSSFOLGERUNG : Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen, dass Monozyten bei
Hypertonie ein verdndertes Expressionsmuster aufweisen. Diese Tatsache kann den arterio-
sklerotischen Prozess unterstiitzten und beschleunigen. Aus unserer Sicht ist die Expression
Ausdruck einer gesteigerten Aktivierung der Zellen und erklért ihre erhdhte Adhdrenz an
Endothelzellen. Entsprechende Expressionslevel lieBen sich durch Stimulation mit
Angiotensin, LPS und dem AT1-AK bei normotensiven Probanden provozieren.

Die Absicht der vorgelegten Arbeit ist, einen Betrag zum Verstdndnis der immunologischen

Komponente der arteriellen Hypertonie zu leisten.
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