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1. Einleitung

Auf der Suche nach gefaBaktiven korpereigenen Stoffen wurde 1985 erstmals
die Produktion einer vasokonstriktorischen Substanz durch Endothelzellen
beobachtet (123). Die daraufhin intensivierten Forschungen fuhrten 1988 zur
Isolation eines Peptides aus dem Uberstand kultivierter Endothelzellen von
Schweinen, welches im folgenden charakterisiert werden konnte (393).

Eine auch heute noch intensiv betriebene Erforschung dieser Substanz ist
insofern gerechtfertigt, als pathologische Vorgéange im Herz-Kreislauf-System
wie Atherosklerose ebenso mit Veranderungen des Endothelinsystems
verbunden sind (189) wie die Karzinogenese (11, 182), Diabetes (362), oder
auch physiologische Vorgange wie die Embryonalentwicklung (49).

1.1 Allgemeine Charakterisierung der Endotheline

Die klassischen Endotheline bestehen aus 21 Aminosduren, was einem
Molekulargewicht des Peptides von ca. 2,5 kDa entspricht. Bislang konnten vier
verschiedene Isoformen isoliert werden: Endothelin-1 (ET-1), Endothelin-2 (ET-
2), Endothelin-3 (ET-3) und Endothelin-4 (ET-4) (139). Die vier Isoformen
weisen hinsichtlich ihrer Struktur in auffallendem MaB Gemeinsamkeiten auf.
ET-1 wird bevorzugt in Endothelzellen gebildet. Jedoch konnte die Produktion
des Peptides auch in Kardiomyozyten, glatten Muskelzellen, glomerularen
Mesangiumzellen, Neuronen und Hepatozyten nachgewiesen werden (314),
ebenso in Makrophagen (73) und in Leukozyten (329).

Der Hauptbildungsort von ET-2 liegt in der Niere und im Gastrointestinaltrakt
sowie in geringeren Mengen auch im Myokard und im Gehirn. Seine
kardiovaskulare Bedeutung scheint im Vergleich zu ET-1 gering zu sein (257).
ET-3 wird im vor allem im Gehirn synthetisiert, wo es Wachstumsprozesse
reguliert. AuBerdem wird es in geringfligigen Mengen in Nieren- und
Lungengewebe gebildet. Auch seine kardiovaskulare Bedeutung scheint gering
zu sein (218).



Bei Endothelin-4 (ET-4) scheint die Bedeutung ausschlieBlich in einer
intestinalen Konstriktion zu liegen (310).

Neben diesen klassischen  Endothelinen  konnten in  neuesten
Forschungsarbeiten atypische Endothelin-Peptide aus 31 Aminoséauren isoliert
werden, die eine Konstriktion der glatten GefaBmuskulatur bewirken (163a).

Die untenstehende Abbildung 1 stellt die Struktur sowie die

Aminosauresequenz der vasoaktiven Endotheline dar.
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Abbildung 1 Struktur der drei vasoaktiven Endotheline.

ET-2 unterscheidet sich durch zwei Aminosauren von ET-1, ET-3
unterscheidet sich durch sechs Aminosauren.
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1.2 Biosynthese der Endotheline

1.2.1 Regulation der Biosynthese

Wachstumsfaktoren und Zytokine wirken stimulierend auf die Produktion von
ET-1. Beispiele hierfir sind Adrenalin, Angiotensin-ll,  Bradykinin,
Norepinephrin, Vasopressin (239, 25), Erythropoetin, Insulin, transforming
growth factor B (131), tumor necrosis factor o (316), Immunglobulin | (229),
Low-Density-Lipoproteine (LDL), High-Density-Lipoproteine (HDL), Thrombin
(307), freie Radikale, Endotoxin, Cyclosporin, Hypoxie, Ischamie, Kalte und
Scherkrafte, die auf das GefaB einwirken (320, 256, 365).

Atrialer Natriuretischer Faktor (ANF), Stickstoffmonoxid (NO),
Nitrovasodilatatoren, Heparin, hoher Scherstress, F-Aktin-Mangel des

Zytoskelettes, Prostaglandin-1, oder Prostaglandin-E, dagegen blockiert die ET-

1-Synthese (30, 64, 396, 365, 226) durch eine Absenkung der intrazellularen
Calciumkonzentration (312, 313, 365) oder durch die Induktion der NO-
Synthese mit konsekutivem Anstieg des intrazellularen cGMP (56).

1.2.2 Synthese und Prozessierung

Beim Menschen codieren drei verschiedene Gene die vasoaktiven Endotheline.
Diese liegen auf den Chromosomen 6, 1 und 20 (108). Die Synthese scheint u.
a. von Transkriptionsfaktoren wie AP-1/Jun beeinflusst werden zu kénnen. AP-
1/Jun bindet unter dem EinfluB der oben genannten EinfluBfaktoren am 5’-Ende
des ET-1-Gens. Dies induziert die Biosynthese des prapro-ET-1 (185, 230). Die
komplexen Folgen werden in Abbildung 2 schematisch dargestellt.

Der Translation des aus 212 Aminosauren bestehenden préapro-ET-1 folgt die
weitere Prozessierung durch eine Signalpeptidase, wodurch proEndothelin
entsteht. Dieses wird in einem zweiten Schritt mittels einer Furin-Konvertase
zum big-ET-1 prozessiert (158), welches aus 38 Aminosauren besteht (59). Big-
ET-1 weist zwar biologische Aktivitdt auf, jedoch entspricht sie nur einem
Hundertstel der Aktivitat von ET-1 (191,161).
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Abbildung 2 Regulation und Biosynthese des ET-1.

Oben Endothelzelle, unten die glatte Muskelzelle.

Prozessierung des big-ET-1 erfolgt sowohl intrazellular als auch

extrazellular an Endothelzelle oder Muskelzelle.

In einem abschlieBenden Schritt hydrolysiert die Metalloprotease Endothelin
Converting Enzyme (ECE) eine Tryptophan-21-Valin-22-Bindung, was die
Bildung von ET-1 aus big-ET-1 zur Folge hat (391). Mit ECE-1 und ECE-2
lassen sich zwei Isoformen des ECE unterscheiden. ECE-1a ist verantwortlich
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fir die intrazellulare Prozessierung von big-ET-1 zu ET-1 und weist unabhangig
von Stimuli relativ konstante Konzentrationen auf. ECE-1b dagegen wandelt als
Plasmamembran-gebundenes Enzym extrazellulares big-ET-1 zu ET-1 um
(119, 77).

Interessanterweise koénnen die Endotheline auch ECE-unabhangig durch
Chymasen analog Angiotensinogen konvertiert werden (392).

1.3 Endothelin-Rezeptoren

Bislang konnten finf Rezeptoren flr ET-1 isoliert und kloniert werden. Alle
isolierten Rezeptoren gehéren zur Familie der an G-Proteine gekoppelten
Rhodopsin-&hnlichen Rezeptoren mit sieben Transmembrandomanen bei einer
GrdBe von 45-50 kDa (132). In Saugetieren existieren jedoch nur drei dieser
Rezeptoren, der ET,-Rezeptor (6, 197), der ETg-Rezeptor (315, 312) und ein
dualer Angiotensin-II-/ET-1-Rezeptor, der nur bei Ratten kloniert wurde (307).
Glatte GeféaBmuskelzellen und Kardiomyozyten exprimieren vor allem ET,-
Rezeptoren. Endothelzellen und Makrophagen zeigen dagegen fast
ausschlieBlich den ETg-Rezeptor. (328, 60, 306).

Hypoxie, cAMP und Wachstumsfaktoren steigern die Synthese und Expression
von ET,-Rezeptoren, dagegen wird die Expression durch Angiotensin-1I und
Platelet derived growth factor gehemmt (145, 152, 191). Die ETg-Rezeptor-
Synthese wird durch Atrialen Natriuretischen Faktor geférdert, jedoch durch
cAMP (cyklisches Adenosinmonophosphat) und Katecholamine gehemmt (145,
152, 191).

Die beiden Rezeptor-Isoformen induzieren intrazellular unterschiedliche
Signalkaskaden. Die Aktivierung des ET,-Rezeptors fuhrt Gber eine G-Protein-
vermittelte Aktivierung der Phospholipase C (PLC) einerseits zu einer
Kumulation von Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DG) (100, 258),
andererseits zur Akkumulation von cAMP. Die Folge ist eine langdauernde
Vasokonstriktion sowie ein deutlicher Anstieg der DNA-Produktion (258, 3).

13



Die Aktivierung der ETg-Rezeptoren férdert die NO- und Prostacyclin-Synthese

Uber die Aktivierung der kalziumabhangigen NO-Synthetase (eNOS) und der
Phospholipase A2 (376, 124), inhibiert die ECE-1- Expression endothelialer
Zellen (248), verhindert die Apoptose (331) und vermittelt die pulmonale
Clearance von ET-1 (91) sowie die Wiederaufnahme von ET-1 durch
Endothelzellen (278).

Klinisch von Bedeutung sind die beiden Rezeptoren seit der Einfiihrung von
Rezeptorantagonisten wie dem nichtselektiven kompetitiven Antagonisten Ro
47-0203 (Bosentan) oder dem selektiven ET,-Rezeptorantagonist BQ-123, der
in experimentellen und klinischen Studien gute Erfolge bezlglich
kardiovaskularer Struktur und Funktion erzielte (205, 246, 241, 93, 151, 163,
353, 381). Eine selektive Blockierung von ETg-Rezeptoren verschlechtert

dagegen kardiale und vaskulare Parameter deutlich (91, 371, 350, 365).

1.4 EinfluB des ET-1 auf intrazellulare Signalkaskaden

Die Kommunikation von ET-1 und intrazelluldren Proteinkaskaden erfolgt durch
die Familie der Guanylnukleotid-regulatorischen Proteine (G-Proteine), die aus
drei unterschiedlichen Untereinheiten (o, B, y) bestehen. Die dadurch aktivierte
Phospholipase C spaltet das in der Zellmembran gespeicherte Phosphatidyl-
Inositol-4,5-Biphosphat (PIP) in Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) und 1,2-
Diacylglycerol (DG). Wahrend das lipophile DG in der Zellmembran verbleibt
und dort die Proteinkinase C (PKC) aktiviert, setzt das hydrophile IP3 aus
intrazellularen Kalziumspeichern Kalzium frei (104, 85). Zusatzlich erfolgt der
Anstieg des intrazelluldren Kalziums durch Offnung zellmembrangebundener
Kalziumkanale (306, 99, 71).

Die Aktivierung der PKC flhrt priméar zur Translokation der cytosolischen PKC
zur Plasmamembran (201, 319).
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Die Aktivierung der mitogen-activated protein kinases (MAPK) durch beide ET-
Rezeptoren stellt einen weiteren wichtigen Second-messenger-Mechanismus
dar. Die MAPK aktivieren intrazellulare Proteine, die an wesentlichen nuklearen
Prozessen  wie  der  Transkriptionsregulierung, = dem  strukturellen
Proteinrearrangement und der Progression der Proteintranslation beteiligt sind
(35, 107, 202, 259).

Daneben 148t sich eine Aktivierung der Phospholipasen A2 (PLA2) und D (PLD)
beobachten (200, 300). Wahrend die PLD die Akkumulation von DG férdert,
was die Aktivitdt der PKC verléangert, induzieren die durch die PLA2 gebildeten
Prostaglandine und Thromboxane einerseits aortale und bronchiale
GefaBkonstriktionen (325), andererseits bewirken sie aber einen negativen
Feedback auf die ET-1-Synthese (306). Ebenso fdrdern diese
Arachidonsaurederivate die DNA-Synthese und tragen somit zum mitogenen
Effekt von ET-1 bei.

SchlieBlich bewirkt der ET,-Rezeptor-Komplex auch eine G-Protein-gekoppelte
Aktivierung der Adenylatzyklase, was zur Erhéhung des intrazellularen
zyklischen  Adenosinmonophosphat (cAMP) fahrt (74, 1) und eine
Phosphorylierung diverser Zielproteine nach sich zieht.

Der ETg-Rezeptor bewirkt dagegen interessanterweise einen

Konzentrationsabfall dieses zyklischen Nukleotides (301, 2, 16, 150).

1.5 Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) durch ET-1

1977 isolierte die Arbeitsgruppe um Nishizuka in Rattenhirnextrakt eine
neuartige Proteinkinase (Proteinkinase C) aus der Familie der Serin-Threonin-
Kinasen (140), die sich als ubiquitares Schllsselenzym bei der Regulation

komplexer intrazelluldrer Stoffwechselprozesse erwies.
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1.5.1 Einteilung der PKC-Familie

Bislang konnten in S&dugern 12 PKC-Isoformen isoliert werden (226, 359).
,2conventional“ PKCs (cPKC) sind die am besten untersuchten Isoformen. Sie

umfassen die Isoformen «, 1, B2 und v, wobei die Isoformen 31 und B> aus dem

selben Gen durch alternatives Splicing entstehen (53). Die cPKCs werden
durch Phosphatidylserin (PS) und Diacylglycerol (DG) im kalziumreichen Milieu
aktiviert (250).

,Novel“ PKCs (nPKC) werden ebenfalls durch DG mit Hilfe des Cofactors PS
aktiviert, bendtigen jedoch aufgrund struktureller Besonderheiten kein Kalzium
als zusatzlichen Aktivierungsfaktor (269). Zu ihnen werden die Isoformen €, 1, 8
und 6 gerechnet.

LAtypical® PKCs (aPKC) stellen die dritte Gruppe der PKC-Familie dar. Sie
bendtigen zur Aktivierung weder Kalzium noch DG, jedoch IaBt sich eine
Abhangigkeit von PS als Cofaktor feststellen (359). Zu den aPKCs werden die
Isoformen { und A (auch bekannt als 1) gezahlt.

In neuerer Zeit wurde mit der Entdeckung der PKC p eine neue Familie von
Isoformen entdeckt. Sie ist auch als "Proteinkinase D” (PKD) bekannt und wie
die Gruppe der aPKCs von Kalzium und DG unabhé&ngig (148, 366).

1.5.2 Regulation und Aktivierung der PKC

Das Andocken bestimmter Proteine an den ET-1-Rezeptorkomplex bewirkt G-
Protein-abhangig die Bildung von DG, welches daraufhin an die neugebildete
zytoplasmatische PKC bindet. Dadurch kann die PKC an die Membranen der
Zelle translozieren, an die es Uber bestimmte Seitenketten bindet. Auch andere
Faktoren, z. B. freie Fettsauren, erméglichen die Translokation (251, 275, 333,
106). Eine Ubergeordnete Kinase, die PDK-1 (3-phosphoinosite-dependent
kinase) phosphoryliert an der Membran einen Threonin-Rest der PKC (254,
216). Die PDK-1 ist fur alle PKC-lsoformen zusténdig, so daB ihre Effektivitat

beziglich der Aktivierung der PKC allein von der ihrer Konzentration an den
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Membranen abhéngt (174). Die Translokation der zytoplasmatischen inaktiven
PDK-1 an die Zellmembranen erfolgt u. a. unter dem EinfluB von PDGF (359),
jedoch besteht auch eine unabhangige basale Translokation (254). Der
Phosphorylierung der PKC folgt unmittelbar die Autophosphorylierung zweier
weiterer Aminosauren der PKC (58). Die Bindung der phosphorylierten PKC an
den Membranen ermdglicht eine Konformationsanderung, so daB das
Pseudosubstrat aus seiner Bindung gestoBen und die PKC endgdltig aktiviert
werden kann (58, 272, 249, 273, 274). Nach Aktivierung scheinen die PKCs an
isoenzymspezifische Ankerproteine (Receptors for Activated C-Kinase,
RACKSs), die in der Membran oder im Kern lokalisiert sind, zu binden, wodurch
jede PKC ausschlieBlich mit ihren eigenen Substraten in Kontakt kommt. Dies
garantiert eine Spezifitdt hinsichtlich Funktion und Verteilung (58, 340, 234).
Dies erklart die isoenzymspezifische Verteilung der PKC in der Zelle (5, 65,
234, 264, 302).

1.5.3 Funktion der PKC-Isoformen

Im folgenden sollen lediglich die vier flr diese Dissertation relevanten Isoformen
beleuchtet werden.

Die PKC-a stellt einen Vertreter der cPKC dar (359), der wesentlich am
Apoptose-Signalpathway beteiligt ist (11, 23, 243, 382, 78). So wird sie als
Survival-Faktor in der Apoptoseinduktion angesehen (382) und scheint damit
der Gegenspieler der PKC-6 in der chemisch-radiogen ausgelésten Apoptose
zu sein (58). Daneben wird ihr eine wesentliche Rolle in der
Permeabilitdtssteuerung im Gewebe zugewiesen, indem der VerschluB von
Tight-dunctions durch ihre Aktivierung deutlich aufgeweicht wird (58, 242). In
diversen Studien mit Zellkulturen wurde zudem festgestellt, daB die PKC-a die
Proliferation glatter Muskelzellen durch Stimulation der MAPK-Kaskade steigert,
ein Effekt, der durch Inkubation mit synthetischen PKC-a-Inhibitoren oder a-
Tocopherol inhibiert werden konnte (42). Daraus schloss man, daB die PKC-a
wesentlich verantwortlich fir die Regulation der Proliferation glatter Muskulatur
ist (7, 8, 212, 265). Die PKC-a scheint auch auf die Differenzierung glatter
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GefaBmuskulatur Einfliisse zu haben (265). Ihre Uberexpression verandert die
Bindungsaktivitat von Transkriptionsfaktoren wie AP-1 an die DNA, reduziert die
Expression des spezifischen Markers fir glatte Muskelzellen, o-Aktin, und
verandert die Zellmorphologie der glatten Muskelzellen, was letztlich zur
Pathogenese der Atherosklerose beizutragen scheint (374). Die PKC-a-
induzierte Proliferation glatter Muskelzellen kann direkt durch Heparin geblockt
werden (122). Neueste Forschungen zeigen auBerdem, daB die Inhibition der
Aktivierung der PKC-a in glatter GefaBmuskulatur mit antimigratorischen
Effekten der glatten GefaBmuskelzellen verbunden ist, so daB eine Inhibition
des Enzyms mit signifikant geringerem atherosklerotischem Umbau einhergeht
(397).

Die Aktivierung der PKC-4 ist anders als viele andere PKCs wie die PKC-a (83)
nicht allein von der Pra-Phosphorylierung durch die PDK-1 abhangig (346). lhre
Funktion besteht beispielsweise in einer Aktivierung des Na+/H+-Carriers (47)
und sie ist eine bedeutungsvolle PKC im Zusammenhang mit Zellwachstum und
Zelldifferenzierung (355, 229). lhre Uberexpression hemmt das Wachstum in
glatter GefaBmuskulatur (377), Fibroblasten (229) und Endothelzellen (114).
Des weiteren scheint sie die Apoptoseinduktion beispielsweise durch TNF-a
oder Strahlung in der Zelle zu férdern, da sie auch durch Caspasen
proteolytisch aktiviert wird (78, 79, 95, 232) und wahrend der Apoptose analog
der PKC-¢ erhdéhte Aktivitat aufweist (316). AuBerdem phosphoryliert sie die
DNA-abhangige Proteinkinase (DNA-PK), die fur eine Reparatur von DNA-
Doppelstrangbriichen essentiell ist, so daB durch die Phosphorylierung
moglicherweise eine DNA-Schaden-induzierte Apoptose eingeleitet wird (25).
Damit 1aBt sich eine Hauptfunktion dieser PKC in einer Tumorsuppression
festhalten. Erhéhte Spiegel vermitteln im Gegensatz zu den anderen PKCs also
eher eine GefaBprotektion (204, 105, 299). Des weiteren werden absolut
selektive Interaktionen mit nukledren Strukturen wie dem Eukaryonten-
Elongationsfaktor-1a (eEF-1a) mit konsekutiver Beeinflussung der Translation
(159) und den Nucleoli (18) berichtet, ebenso Interaktionen mit dem Zytoskelett
(147, 208, 166, 277, 105).
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Die PKC-¢ stellt ein Mitglied der nPKCs dar (237). Studien wiesen dieser PKC-
Isoform eine SchlUsselfunktion bei mitogenen Prozessen wie der
Zellproliferation zu, so vor allem bei der Myokardhypertrophie (351, 357),
jedoch auch bei physiologischen Anpassungsreaktionen des Herzens (15). So
verkurzt sie die Teilungszeit von Zellen, ist stark wachstumsférdernd und zeigt
onkogene Potenz in Nackimausen (260, 38, 229, 286, 287). Diese mitogene
Potenz wird Uber eine direkte Aktivierung der Raf-1-Kinase mit konsekutiver
Aktivierung der MAPK (37, 324, 40), eine Hochregulation der
Transkriptionsfaktoren c-myc (195), c-jun, c-fos (298), NF-AT-1, AP-1 (94, 193)
sowie eine direkte Aktivierung von NF-x-B (359, 193) und interessanterweise
indirekt Uber eine Aktivierung der PKC-{ durch die PKC-¢ mit konsekutiver
Direktaktivierung der MAPK durch die PKC-{ vermittelt, die dann ihrerseits
Regulationen auf genetischer Ebene vornehmen kénnen (359). Im Herzen tragt
zu der hypertrophen und mitogenen Wirkung auBerdem die Hemmung der
Natrium-Kalium-Pumpe durch die PKC-¢ bei, da ein Anstieg des intrazellularen
Natriums in Kardiomyozyten die Hypertrophie durch unbekannte Faktoren zu
steigern scheint (36). Neben diesen proliferativen Faktoren weist die PKC-¢
jedoch auch supranukledre Funktionen wie die Modulation des Zytoskeletts
Uber Bindung an Aktin-Molekiile auf (239). Sie vermittelt die Kontraktilitat von
glatten  Muskelzellen unabhangig vom Kalziumspiegel sowie die
Phosphorylierung ihrer Proteine Caldesmon und Calponin, was die Kontraktilitat
wesentlich erhdht (131). SchlieBlich scheint eine erhéhte Aktivitdt des Enzyms
vor der Apoptose zu schitzen (316, 58). Daneben wurde die PKC-¢ in neueren
Studien als das fir die schitzende Prakonditionierung bei rezidivierender
Myokardischamie verantwortliche PKC-Isoenzym identifiziert (199).

Der atypischen PKC-{ wurde bereits kurz nach ihrer Entdeckung eine
wesentliche Rolle bei der Vermittlung mitogener Signalgebung zugeschrieben,
beispielsweise durch die Férderung der DNA-Synthese in Fibroblasten (21) und
durch die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-x-B (63, 68, 238, 64).
AuBerdem konnte eine direkte Aktivierung des Ras-G-Proteins durch die PKC-{
nachgewiesen werden, das seinerseits die mitogene MAPK-Kaskade aktiviert
(61, 367, 22), so beispielsweise nach Stimulation glatter GefaBmuskulatur mit
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Angiotensin-ll (196). Jedoch bewiesen einige Studien auch offensichtlich
tumorsuppressive Eigenschaften der PKC-C (22). Sie scheint des weiteren Teil
einer hierarchisch organisierten Signalkaskade zu sein, in deren Verlauf
nacheinander die PKC-A, die PKC-¢ und die PKC-{ durch gegenseitige
Phosphorylierung aktiviert werden, um sodann den Transkriptionsfaktor c-fos zu
aktivieren und damit Transkriptionsvorgange zu beeinflussen (154).
Andererseits aktivieren viele andere PKC-Isoformen, beispielsweise cPKCs, die
MAPK (ber das Raf-Protein (324, 40), wozu die PKC-{ wiederum nicht in der
Lage ist (341). Die nukleare Signalgebung scheint ebenfalls abhangig von
dieser PKC-Isoform zu sein, so transloziert sie bei der Aktivierung vom Cytosol
in den Kern (387) und phosphoryliert beispielsweise das nukleédre Protein
Nucleolin, welches seinerseits an einer Férderung der Transkription beteiligt ist
(405). SchlieBlich scheint die PKC-£ wesentlich an der Signalgebung wahrend
der Apoptose beteiligt zu sein (359, 243, 62, 359).

1.6 Physiologie des Endothelin-Systems

ET-1 wirkt am isolierten Herzen stark positiv inotrop (142) und Uber ETg-
Rezeptoren positiv chronotrop, andererseits aber auch Uber ET,-Rezeptoren

negativ chronotrop (230). Das Herzminutenvolumen sinkt bei Infusion von ET-1
durch die starke periphere Vasokonstriktion, also den Anstieg des Afterloads,
und durch die koronare Vasokonstriktion und Myokardischamie. Sie flhrt zur
mangelnden Relaxation des Herzens, zu Kontraktionsrickstdnden und
Arrhythmien (51, 81). Die vasokonstriktorische Potenz von ET-1 ist zehnmal
starker ist als die anderer bekannter Vasokonstriktoren (393). Im Bereich der
WiderstandsgefaBe und Venen st dabei die Vasokonstriktion am
ausgepragtesten (52). Bei intravendser Infusion entwickeln sich biphasische
Veranderungen des Blutdruckes. Die ETg-Rezeptoren der Endothelzellen

vermitteln einen anfénglichen Blutdruckabfall (407, 354, 57). Dann folgt ein
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mindestens 60 Minuten lang anhaltender, Uber ET,-Rezeptoren der glatten

GefaBmuskulatur verursachter Blutdruckanstieg um 5 - 10 % (52, 393, 238).
Ahnliche Effekte sind an Venen (48, 119), koronaren sowie renalen GefaBen
und DarmgefaBen beobachtbar (372, 296, 288). Auch der Blutdruck
normotensiver Probanden scheint von dem endogen synthetisierten ET-1
abzuhangen, da bei Applikation von Substanzen, die das ET-System
blockieren, deutliche Blutdruckabfélle auftreten (223, 290, 50, 370, 379, 118).
Das Endothelinsystem beeinflusst also auch physiologischerweise Vasotonus
und Blutdruck, wobei die physiologische Wirkung allerdings wesentlich von
adaquaten Verhaltnissen von vasokonstriktorischen ET,- Rezeptoren und

vasodilatativen ETg-Rezeptoren im Gewebe abzuh&ngen scheinen (119).

Des weiteren besitzt ET-1 EinfluB als potentes Mitogen in glatten vaskularen
Muskelzellen (173), Kardiomyozyten (143) und glomerularen Mesangiumzellen
(10, 173). Auch im Rahmen von Entziindungsreaktionen und der Aktivierung
des Immunsystems scheint dem Endothelinsystem eine wesentliche Bedeutung
zuzukommen (230, 55).

In der Niere verursacht ET-1 v. a. ET,-abhangig eine Kontraktion von Vas

afferens und Vas efferens. Dadurch sinkt die Glomerulére Filtrationsrate (GFR)
und der Renale Plasmaflusses (RBF) (206, 72, 84, 203, 162). ET-1 erhdht in
niedrigen Dosen die Natrium-Ausscheidung im Urin sowie die Diurese (10, 162,
403, 360, 262, 227, 402). Folglich scheint ET-1 den Blutdruck auch mafBgeblich
Uber renale Steuermechanismen zu beeinflussen (119).

SchlieBlich sind auch Wechselwirkungen des ET-1 mit endokrinen Faktoren im
Korper bekannt (119). Dabei ist in erster Linie der EinfluB von ET-1 auf das
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) von Interesse. So wird die
Freisetzung von Renin aus isolierten Ratten-Glomeruli durch ET-1 gehemmt
(13). Gleichzeitig wird die Aktivitat des Angiotensin Converting Enzyme (ACE)
(236) wie auch die Aldosteron-Sekretion aus der Zona glomerulosa der
Nebennierenrinde gesteigert (54, 256, 19, 304). Angiotensin-Il (AT-Il) erhéht
die Syntheserate von ET-1 wie auch die Aktivitat des ECE. Andererseits kénnen
hdmodynamische und vasoproliferative Effekte von AT-Il wie die

Myokardhypertrophie durch die Blockade von ET,-Rezeptoren verhindert
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werden (13, 236). Bestimmte Formen der arteriellen Hypertonie scheinen somit
maBgeblich an eine Inbalance der beiden Systeme gebunden zu sein (119).
AuBerdem fordert ET-1 die Freisetzung von Adrenalin aus dem
Nebennierenmark, was wiederum zur Hypertonie fihrt (26). Jedoch ist auch die
Synthese und Freisetzung von dilatatorischem Atrialem Natriuretischem Faktor
(ANF) Uber ET,-Rezeptoren (407) aus kultivierten atrialen Kardiomyozyten

gesteigert, was eine Modulierung der ET-1-bedingten Vasokonstriktion durch
ANF nahelegt (90, 343).

1.7 Pathophysiologie und klinische Bedeutung des Endothelin-
Systems

In den meisten Industrielandern westlicher Zivilisation stehen kardiale,
vaskulare und kardiovaskulare Krankheiten als Todesursache an erster Stelle
(336). Hypertonie, Chronische Herzinsuffizienz (CHF), Koronare Herzkrankheit
(KHK), periphere Arterielle VerschluBkrankheit (pAVK) und Atherosklerose (AS)
stellen sehr haufige Krankheiten dar, deren Pathogenese auch eine
pathologische Aktivierung des Endothelinsystems zugrunde liegt. Auch bei der
chronischen Niereninsuffizienz (CRI) stellen kardiale und vaskulare
Komplikationen in Zusammenhang mit erhdéhten Endothelinspiegeln die
haufigste Todesursache dar (119). Ebenso ist die Restenosierung nach
Perkutaner Transluminaler Koronarangioplastie (PTCA) der Karotiden mit
deutlich erhéhten ET-1-Spiegeln verbunden (115, 375).

Die unten stehende Abbildung 3 stellt wesentliche pathophysiologische
Mechanismen dar, die zur Entwicklung der genannten kardialen und vaskuléren
Krankheiten filhren. Im folgenden soll die Atiologie dieser Pathologien n&her

beleuchtet werden.
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1.7.1 Hypertonie

Die ET-1-Plasmakonzentrationen bei Hypertonikern sind bei maBigen bis
schweren sowie speziellen salzsensitiven Formen signifikant erhéht (56, 172,
320, 80). AuBerdem konnten Zusammenhange des aktiven Endothelinsystem
mit  Hypertonie  bei  chronischer  Niereninsuffizienz  (CRIl)  (356),
Erythropoetinausschittung (44), Cyclosporin-Therapie (12), Phaochromozytom
(263) sowie schwangerschaftsbedingter Gestose (373) nachgewiesen werden.

Die VerknlUpfungen zwischen Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS),
sympathischem Nervensystem (SNS) und Endothelin-System férdern
vasokonstriktorische und zellproliferative Effekte (87, 119). Dadurch entsteht
eine dauerhafte Verengung des GefaBlumens und durch die zunehmende
Belastung des Herzens auch ein kardiales Remodeling (87, 190). Zudem
scheiden Patienten mit essentieller Hypertonie im Urin signifikant weniger

immunreaktives ET-1 aus, welches Uber ETg-Rezeptoren die Salzausscheidung

erhdhen kénnte. Eine Progression der Hypertonie wird somit geférdert (168,
169, 170, 171, 403, 262).

Die arterielle Hypertonie und damit verbundene pathologische Veranderungen
der GefdBwand und des Herzens kdnnen also mit erhdhten
Endothelinkonzentrationen im Kérper verbunden sein. Uber die intrazellularen
Veranderungen der Signaltransduktion, die die pathologischen Veranderungen
auslésen, ist jedoch wenig bekannt. Insbesondere ist nicht bekannt, ob die
beschriebenen langfristig erhéhten ET-1-Konzentrationen bei Hypertonie mit
Veranderungen der PKC in den Zellen einhergeht, die im Zusammenhang mit

der Hypertonie eine Schllsselrolle spielen kdnnte.

1.7.2 Atherosklerose

Im atherosklerotisch veranderten Gewebe laBt sich ein Anstieg der ET-1-
Konzentrationen beobachten (116, 188). Férdernd auf die ET-1-Synthese ist
sicherlich auch die Tatsache, daB alle am PathogeneseprozeB3 beteiligten
Zellen - Makrophagen, Endothelzellen und glatte Muskelzellen - zur Bildung von
ET-1 fahig sind (116, 136). AuBerdem mag die Induktion der ET-1-Synthese
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durch LDL und HDL bei Risikofaktoren der Atherosklerose wie der
Hyperlipiddmie eine Rolle spielen (31). Die chemotaktische Wirkung von ET-1
fihrt zur Anlagerung von Monozyten und Makrophagen an die GefaBwand, was
den ersten Schritt in der Pathogenese der Atherosklerose darstellt (319). Die
aktivierten Makrophagen sezernieren gefédBwandschéadigende
Sauerstoffradikale wie Superoxid, welches LDL oxidiert und damit zu einem
noch potenteren Induktor fir die Synthese von ET-1 macht, aber auch
Interleukin-6, Interleukin-8 und Transforming Growth Factor (TGF-B) (24).
Dadurch wird das Fortschreiten der Atherosklerose und das Einwandern von
Zellen in die GefaBwand massiv gefordert. Daneben aktiviert ET-1 wie
beschrieben in glatten GefédBmuskelzellen direkt mitogene Prozesse und
scheint als Co-Mitogen fir die Induktion proliferativ wirkender Signalkaskaden
durch Platelet Derived Growth Factor (PDGF) zu dienen (116, 103). ET-1
verandert die Matrixkomponente von GefaBen erheblich, indem die Synthese
von Kollagen IV in glatten GefaBmuskeln und Mesangialzellen (308, 109)
gefdrdert wird. Des weiteren wirkt ET-1 chemotaktisch auf Fibroblasten, férdert
in diesen die Synthese von Kollagen und Fibronectin und induziert die
Proliferation dieser pathogenetisch wichtigen Zellen (24). Zudem wird die
Adhasion von Thrombozyten an GefaBwanddefekten sowie deren Sekretion
von zusatzlich mitogen wirkendem PDGF geférdert (24). Gleichzeitig legten
mehrere Studien den Verdacht nahe, daB ET-1 auch direkt an der
minderwertigen Neovaskularisierung atherosklerotischer Bereiche beteiligt ist
(179, 358, 9), méglicherweise in Verbindung mit neusynthetisiertem NO (256),
ein Effekt, der sich durch die Applikation von ET-1-Antagonisten verhindern laBt
(70).

Die Entwicklung und Progression der Atherosklerose geht also einher mit
massiv erhéhten ET-1-Konzentrationen im Kérper. ET-1 scheint sowohl die
Aktivierung von pathogenetisch wichtigen Zellen wie Fibroblasten als auch die
Synthese von pathogenetisch wichtigen Stoffen wie Kollagen zu férdern. Ob die
erhdhten ET-1-Konzentration auch langfristig einen direkten Effekt auf die
intrazellulare Signaltransduktion in den glatten GeféaBmuskelzellen haben, ist
jedoch nicht bekannt. Insbesondere ist nicht bekannt, ob die erhéhten ET-1-
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Konzentrationen auch Verdnderungen der PKC bewirken. Dies kdnnte die
Progression der Atherosklerose massiv férdern.

1.7.3 Chronische Herzinsuffizienz (CHF)

Das Risiko der Entwicklung der CHF ist vor allem nach einem akuten
Myokardinfarkt (MIl) wesentlich erhéht (125, 224). Bereits bei Diagnosestellung
der CHF liegt die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate bei nur 59 % (128), wobei die
ET-1- und big-ET-1-Konzentrationen mit dem Schweregrad der Herzinsuffizienz
positiv korrelieren (126, 267, 279, 224, 347, 211, 363). Interessanterweise fallt

jedoch statt einer Downregulation der Rezeptoren eine erhdhte Dichte an ET,-

Rezeptoren auf (230). Als Syntheseort des ET-1 wurde das Herz selbst
identifiziert (230). Wie die Abbildung 3 schematisch zeigt, ist die Aktivierung des
Endothelinsystems zentraler Aspekt der Pathogenese der CHF. ET-1 wirkt
direkt zytotoxisch auf Kardiomyozyten (344, 291), positiv inotrop auf die
Kardiomyozyten, verschlechtert langfristig die Herzleistung analog einer
langfristigen Medikation mit B-Agonisten (280, 156), induziert Arrythmien und
linksventrikulare Dysfunktion (398) und ist maBgeblich an einer PKC- und
MAPK-abh&ngigen Hypertrophie der Kardiomyozyten beteiligt (344, 291, 306,
101, 231, 144, 334). Letzilich kommt es durch Ischamien und
Mangelversorgung aufgrund des kardiovaskularen Remodelings zum
Untergang von Myozyten und zum fibrésen Ersatz des Myokards. AuBerdem
unterstitzt die Aktivierung des RAAS-System, des sympathischen
Nervensystem sowie des ADH-Systems durch das Endothelinsystem den
Preload durch eine massive Volumenretention wie auch den Afterload durch
vermehrte Vasokonstriktion erheblich, was die ohnehin vorhandenen
Hypertrophieprozesse zusatzlich férdert (125). Letztlich fihren diese Prozesse
zur CHF. Diese derzeitige Vorstellung tber die Pathogenese der CHF wird
durch Studien gestltzt, bei denen nach Induktion eines Myokardinfarktes das
Remodeling des Myokards durch Gabe eines ET,-Antagonisten verhindert

werden konnte.
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Veranderungen von myokardialem Aufbau und Funktion, die im
Zusammenhang mit der Entwicklung und Progression der Chronischen
Herzinsuffizienz zu beobachten sind, beinhalten also auch langfristig erhdhte
ET-1-Konzentrationen im Koérper. Analog dem EinfluB von ET-1 auf glatte
GefaBmuskelzellen werden zelluldre und hormonale Effekte des ET-1 diskutiert.
Es scheinen jedoch kaum Daten darlber zu existieren, ob langfristig erhdhte
ET-1-Konzentrationen Einfliisse auf die intrazellulare Signaltransduktion der
Kardiomyozyten hat, insbesondere ist nicht bekannt, ob chronisch erhéhte ET-
1-Konzentrationen EinfluB auf die Proteinkinase C haben. Da die PKC eine
SchlUsselrolle in der Vermittlung kardialer pathologischer Verdnderungen
einnimmt, waren Veranderungen dieser Kinase als ein weiteres Glied in der

Pathogenesekette der CHF anzusehen.
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1.8 Fragestellung

Kardiale und vaskulare Krankheiten, insbesondere bestimmte Formen der
Hypertonie, der Atherosklerose und der chronischen Herzinsuffizienz, stellen
die Haupttodesursachen in der westlichen Welt dar (128). Dabei scheinen
pathologische Veradnderungen im Zusammenhang mit dem Endothelinsystem
eine groBe Rolle bei der Progression bestimmter Formen dieser Krankheiten zu
spielen.

So akkumuliert ET-1 bei bestimmten Formen der aufgefihrten Krankheiten im
Gewebe (56, 116, 267). Der Umfang der ET-1-Konzentrationserhéhung
korreliert dabei positiv mit dem Schweregrad der Krankheit, z. B. mit der
Schweregrad der Herzinsuffizienz oder der Auspragung der Atherosklerose
(126).

Uber die intrazelluldren Verénderungen, auf denen die Progression dieser
Krankheiten fuBt, ist wenig bekannt. Die Literatur beschreibt einen
Kurzzeiteffekt von ET-1 nach 30 Minuten auf das Downstream-Target
Proteinkinase C in glatter GefaBmuskulatur und im Myokardgewebe im Sinne
einer Konzentrationserhdhung (104, 406). Uber Auswirkungen langfristig
erhdhter ET-1-Konzentrationen auf die intrazellulare Signalgebung, die das
Bindeglied zwischen der erhdéhten ET-1-Konzentration im Gewebe und der
Auspragung pathologischer Veranderungen darstellt, ist jedoch wenig bekannt.
In der Arbeitsgruppe konnte in einer friiheren Studie bei chronischer Stimulation
von glatten GefaBmuskelzellen mit ET-1 ein signifikanter Anstieg der MAPK
nach 96 Stunden festgestellt werden (165). Weitergehende Studien zur
Beleuchtung der intrazellularen Signaltransduktion finden sich in der Literatur
jedoch nicht. Insbesondere ist nicht bekannt, welche Auswirkungen eine
chronische Stimulation von glatten Muskelzellen oder Herzgewebe auf die
Auspragung der PKC hat, die eine Schlisselrolle bei der Signaltransduktion in
der Zelle hat. Veradnderungen der PKC kdénnten also das Bindeglied zwischen
den erhéhten ET-1-Konzentrationen und den beobachteten pathologischen

Prozessen darstellen.
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Ziel dieser Arbeit ist daher zu einen die Charakterisierung des Einflusses einer
langdauernden Stimulation von glatten GefaBmuskelzellen durch ET-1 auf die
PKC-Isoformen in glatten GefaBmuskelzellen. Dabei soll ein in-vitro-Modell
benutzt werden, um alle anderen Einflisse auszuschalten. So kann die bei
pathologischen Veranderungen beobachtete ET-1-Konzentrationserhéhung
simuliert werden. Veranderungen der PKC kdnnen auch auf den kranken
Organismus Ubertragen werden, so z.B. im Zusammenhang mit der arteriellen
Hypertonie.

Des weiteren sollen Erkenntnisse Uber die Lokalisation der Proteinkinase-C-

Isoformen bei chronischer Stimulation der ET,-Rezeptoren gewonnen werden.

Da bekannt ist, dass sich mit wechselnder Lokalisation der PKC der
Aktivierungszustand andert, kbnnen somit erste Rickschlisse auf die Aktivitat
der PKC gezogen werden.

Da auBerdem bekannt ist, daB sich ET-1 und AT-ll gegenseitig beeinflussen
(54, 256), soll untersucht werden, ob bei chronischer Stimulation der ET,-

Rezeptoren glatter Muskelzellen mit ET-1 eine AT-ll-abhangige Translokation
der PKC-Isoformen mdglich ist.

Wie oben beschrieben akkumuliert ET-1 auch im Herzmuskelgewebe,
beispielsweise im Rahmen einer chronischen Herzinsuffizienz. Dies wird als
wesentlicher Pathogenesefaktor bei der Progression der chronischen
Herzinsuffizienz angesehen. Es ist jedoch nicht bekannt, welche Konsequenzen
dies hinsichtlich Veranderungen der intrazelluldren Signaltransduktion hat, die
ja direkt fir die Krankheit verantwortlich gemacht werden kann. Insbesondere
ist Uber die quantitative Auspragung intrazellularer PKC-Isoformen bei
chronisch erhéhten ET-1-Konzentrationen nichts bekannt. Am in-vivo-Modell
soll daher die Untersuchung der Verédnderungen der PKC-Isoformen unter dem
EinfluB mehrwdchiger intravendser Infusion von ET-1 untersucht werden.
Mégliche Veranderungen kénnten als Bricke zwischen den erhdhten ET-1-
Konzentrationen und der Krankheitsprogression an sich angesehen werden.
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2. Material

2.1. Zellen

2.1.1 A10-glatte Muskelzellen

Rat smooth muscle cells; DSMZ No. ACC 132; Deutsche Sammlung von

Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig

Die Zellkultur wurde aus glatten Muskelzellen der Arteria thoracica von
Rattenembryonen gewonnen (160). A10-Zellen exprimieren lediglich den
Endothelin-A-Rezeptor, eine Expression des Endothelin-B-Rezeptors
hingegen |aBt sich nicht feststellen (197, 215). Ebensowenig gelang der
Nachweis einer Produktion von Endothelin-1 durch A10-Zellen (401 ).

2.1.2 Kultivierung der Zellkulturen

Wachstumsmedium

DMEM 4,5% Glucose (Dulbecco’s Modified Eagles Medium)
10% FCS (Fetal Calf Serum); Bio-Whittaker
1% Penicillin/Streptomycin-Lésung; Gibco-BRL

Mangelmedium

DMEM 4,5% Glucose; Sigma

10 pg/ml Transferrin; Sigma

10 pg/ml Thyreoglobulin; Sigma

1% Penicillin/Streptomycin-Lésung; Gibco-BRL
PBS (Phosphate Buffered Saline tablets); Gibco BRL
Trypsin-EDTA-L&sung; Gibco BRL
Endothelin-1; Roche-Diagnostics
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ET,-Rezeptor-Antagonist LU 302146;

2.2 Tieroperation

Alzet® Osmotic Pump, Model 2ML4, 28 d
Atropin@ Injektionslésung

Einmalspritze 10 ml

Einmalspritze 1ml

Einmalspritze 5 ml

Endothelin-1

Ethilon® Polyamid 6 , chir. Nahtmaterial
Flussig-Stickstoff

Futter

Kafige

Ketanest® Injektionslésung

Microlance®, 19G, Einmal-Injektionskanile
Multi-Adaptor

NaCl 0,9% Injektionslésung

OP-Besteck

Rompun® Injektionslésung

Sarstedt Monovette®, EDTA, 2,7 ml
Sarstedt Monovette®, Serum, 9 ml

Softasept® Alkoholische Injektionslésung

Sterican® Gr6Be 18, Einmal-Injektionskandlen

Super PE vials for scintillation county, 20 ml
Venisystems® Butterfly®-21
Vicryl® Polyglactin 910, chir. Nahtmaterial

Abbot

Alza Corporation

Parke-Davies
Braun
Braun

Braun

Roche-Diagnostics

Ethicon

Linde
Altromin
Altromin
Parke-Davies
Microlance
Sarstedt
Braun
Aesculap
Parke-Davies
Sarstedt
Sarstedt
Softasept
Braun
Packard
Abbott
Ethicon
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2.3. Western-Blot

2.3.1 RIPA-Lysepuffer fur die Aufarbeitung der A10-Zellen

aus

50 mmol/l
1%

1 mmol/l

1 mmol/l
1pg/mi
1pg/mi

1 pg/mi
1ug/mi
0,1 %

0,1 mmol/l
0,5 mmol/l
50 mmol/l
10 mmol/l

5 mmol/l

TRIS-HCI, pH 7,4

Triton X-100

EDTA

EGTA

Aprotinin

Leupeptin

Pepstatin

Microcystin
B-Mercapto-Ethanol
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Natriumorthovanadat
Natriumfluorid
Natrium-B-glycerol-phosphat
Natriumpyrophosphat

2.3.2 Puffer fur die Aufarbeitung des Herzgewebes

aus

50 mmol/l

TRIS-HCI, pH 7,4

2.3.3 Proteinbestimmung

Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma

Sigma

Die Proteinbestimmung erfolgte mittels des Proteinassays der Firma Bio-Rad,

basierend auf dem Proteinassay nach Bradford (32).
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2.3.4 SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese
12 % Trenngel

12 % N,N’-bis-methylenacrylamid-Lésung
0,375 M TRIS-HCI, pH 8,8
0,1 % SDS-Lésung

APS (Ammoniumpersulfat)

TEMED

5 % Sammelgel

5% N,N’-bis-methylenacrylamid-L&sung
0,125 M TRIS-HCI, pH 6,8
0,1 % SDS-Lésung

APS (Ammoniumpersulfat)

TEMED

SDS-Sample-Buffer

130 mM TRIS-HCI, pH 6,8
4 % SDS-Ldsung

20 % Glycerin

10 % B-Mercaptoethanol
0,01 %  Bromphenolblau

Elektrophoresepuffer

25mM  TRIS-HCI
192 mM  Glycin
0,1 % SDS-Ldsung

Roth

Sigma
Bio-Whittaker
Sigma

Sigma

Roth

Sigma
Bio-Whittaker
Sigma

Sigma

Sigma
Bio-Whittaker
Sigma
Sigma
Sigma

Sigma
Sigma
Bio-Whittaker
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Prestained Protein Molecular Weight Standards Gibco BRL

(13 920-224 580 weight range)

aus Lysozym 13 920 Da
B-Lactoglobulin 18400 Da
Carboanhydrase 27 930 Da
Ovalbumin 43 000 Da
Bovines Serumalbumin 67 310 Da
Phosphorylase B 97 400 Da
Myosin (H-Kette) 224 580 Da
Blotpuffer
25 mM TRIS-HCI, pH 7,4 Sigma
192 mM  Glycin Sigma
Blockpuffer
3 % Magermilchpulver  in PBS/0,1% Sigma
Tween20

Waschpuffer (PBS/Tween20)

140 mM  Natriumchlorid Sigma
2,7 mM  Kaliumchlorid Sigma
6,5 mM  Di-Natrium-Hydrogenphosphat Sigma
1,5mM Kalium-di-Hydrogenphosphat Sigma
0,1 % Tween20 Sigma
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Erstantikdrper

Spezifitat Spezies Firma
Anti-Protein-Kinase-C-a, Rabbit Sigma
polyklonaler Antikérper
Anti-Protein-Kinase-C-9, Rabbit Sigma
polyklonaler Antikérper
Anti-Protein-Kinase-C-¢, Rabbit Sigma
polyklonaler Antikérper
Anti-Protein-Kinase-C-(, Rabbit Sigma
polyklonaler Antikérper
Anti-Protein-Kinase-C-y, Rabbit Sigma
monoklonaler Antikérper
Anti-Protein-Kinase-C-B Mouse Sigma

monoklonaler Antikérper
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Zweitantikérper

Spezifitat Spezies Firma
IgG-peroxidase-linked .
. » _ Rabbit Amersham
Species- specific Antibody
IgG-peroxidase-linked
. N _ Mouse Amersham
Species- specific Antibody
2.3.5 Stripping and Reprobing
Stripping Buffer
62,5 mM TRIS pH 6,7 Sigma
2 % SDS-Lésung Sigma
100 mM B-Mercaptoethanol Sigma
2.4 Immunfluoreszenz
Blockpuffer Sigma
3 % Bovines Serumalbumin in PBS
Anti-Proteinkinase-C-a; Sigma
Anti-Proteinkinase-C-¢; Sigma
Anti-rabbit IgG-FITC; Santa-Cruz
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2.5 Chemikalien

Ammoniumpersulfat

Bovines Rinder-Serum-Albumin (BSA)
Bromphenolblau

Dithiothreitol (DTT)

EDTA

EGTA

Glycerol

Glycin

Magermilchpulver
N-N'’-bis-methylenacrylamid-Lésung
PBS-Tabletten

SDS-Lésung 10 %

TEMED

TRIS-Base

TRIS-HCI

Triton X-100

Tween20

Ubrige anorgan. Salze

2.6 Gerate

Begasungsbrutschrank Hera Cell
Blotkammer SE 22

Feinwaage KB BA 100
Gelkammer SE 260

Gelkammer
Gelkammer-Standardausstattung
Magnetrihrer

Megafuge 1,0 R

Sigma
Sigma
Sigma
Roche
Merck
Merck
Sigma
Roth
Glucksklee
Serva
Gibco-BRL
Bio Whittaker
Serva
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Merck

Heraeus
Hoefer
Sartorius
Hoefer
Hoefer
Hoefer
Heidolph
Heraeus
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Mikroskop Axiovert
Photometer

Pipetten

Pipettierhilfe

Polytron PT 3000
Schattler
Spannungsgerat Blue Power
Spannungsgerat
Sterilbank Hera Safe
Thermomixer comfort
Vortex

Wasserbad
Zentrifuge 5417R

2.7 Kleinmaterial

Blotpapier Whatman

ECL

ECL-Plus

Hyperfilm ECL
Hypercassette

Kivetten
Nylon-Hybond-C-Membran
ReaktionsgefaBe
Sterilfilter
Zellkulturflaschen

Zellkulturpipetten und andere Ausristung
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Zeiss
Beckmann
Eppendorf
Brandt
Kinematika
Heidolph
Serva
Hoefer
Heraeus
Eppendorf
Heidolph
Julabo
Eppendorf

Amersham
Amersham
Amersham
Amersham
Amersham
Sarstedt
Amersham
Eppendorf
Millipore
Integra

Greiner



2.8 Liste der Firmen

Abbot New York, USA
Aesculap Tuttlingen

Alza Corp. Mountain View, CA, USA
Amersham Freiburg

Beckmann Munchen
Bio-Whittaker Walkersville, MD, USA
Brandt New York, USA

Braun Melsungen

Eppendorf Hamburg

Ethicon San Angelo, TX, USA
Gibco, BRL Karlsruhe

Heidolph Schwabach

Hoefer Mainhausen

Integra Plainsboro, NJ, USA
Julabo Seelbach

Knoll Ludwigshafen

Merck Whitehouse Station, NJ, USA
Microlance Le Pont-de Claix, F
Millipore Van Nuys, CA, USA
Parke-Davies Hampshire, GB

Roche Basel, CH

Roth Freiburg

Santa Cruz Santa Cruz, Ca., USA
Sartorius Géttingen

Serva Heidelberg

Sigma Taufkirchen

Zeiss Jena



2.9 Anmerkungen

GlasgefaBBe vor allem in Zusammenhang mit Zellkulturen wurden vor Gebrauch

autoklaviert. Alle aufgeflihrten Lésungen wurden mit bidestillietem Wasser
hergestellt.
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3. Methoden

3.1 Zellkultur

3.1.1 Kultivierung von A10-Zellen

A10-Zellen wurden in Zellkulturflaschen ausgesat und im Begasungsschrank
bei 37°C und 5% CO2 mit Wachstumsmedium gemaB der Beschreibung in
Kapitel 2 inkubiert. Bei Subkonfluenz dieses Monolayers wurde das Medium
abgesaugt und die Zellen mit eiskaltem PBS™ gewaschen. AnschlieBend
erfolgte die Zugabe von Trypsin-L6sung und die Inkubation der Zellen fir flnf
Minuten bei 37°C im Begasungsschrank. Daran schloB3 sich die Passagierung
der Zellen im Verhélinis 1:3 an, die mit der UberfUhrung der Zellen in neue
Zellkulturflaschen verbunden wurde. AbschlieBend erfolgte die Inaktivierung
des Trypsins durch Zugabe von FCS-haltigem Medium und die erneute
Inkubation der Zellen bis zur Ausbildung eines subtotalen Monolayers wie oben

beschrieben.

3.1.2 Stimulation mit ET-1

24 Stunden vor Versuchsbeginn wurde das Wachstumsmedium abgesaugt und
durch serumfreies Erhaltungsmedium ersetzt. Bei den Versuchen wurden die
Zellen mit 107 mol/l ET-1 fir 1 bis 96 Stunden inkubiert. Um den jeweiligen
Versuch abzubrechen, wurden die Zellen zweimal mit eiskaltem PBS”

gewaschen und den jeweiligen Versuchen zugefihrt.
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3.2 Tieroperation

3.2.1 Vorbereitung der Hormonpumpen

Osmotisch gesteuerte "Alzet®-Osmotic-Pumps” der Firma ALZA wurden nach
dem in Tabelle 3.1 dargelegten Schema unter Berlcksichtigung der Anweisung
des Herstellers mit je 2 ml ET-1 unter Zuhilfenahme einer Spezialkanile befdllt.

Verweildauer | Infundierte Infundierte Konzentration in Flow
Menge in ml | Menge an ET-1 der Pumpe
4 Wochen 2ml 1 mg 102 mol/l 2,5 pl/h

Tabelle 1 Ubersicht iiber die Beladung der Hormonpumpen

Der Tiergruppe wurden jeweils Kontrolltiere zugeteilt. Diesen wurden Pumpen
implantiert, die statt ET-1 physiologische Kochsalzlésung enthielten. lhre
Explantation erfolgte parallel zu der der ET-1-Tiere, um mdglichst gleiche
Bedingungen zu schaffen. AnschlieBend wurde auf dem Flow-Moderator der
PE-Plastik-Katheter nach Anweisung befestigt. GemalB den Angaben des
Herstellers sei damit eine gleichmaBige Infusion der Fllssigkeit Uber den

osmotischen Druck mit nur sehr geringen Abweichungen méglich.

3.2.2 Implantation der Hormon-Pumpen

Den méannlichen Wistar-Ratten wurde zunachst zur Narkotisierung mittels einer
Braun-Spritze 35 mg Ketanest® und 1 mg Rompun® injiziert. Der Eintritt der
Narkose wurde durch das Setzen leichter Schmerzreize Uberwacht. Insofern
notwendig erfolgte eine erneute Injektion von Ketanest, bis sich das Tier in
tiefer Narkose befand und keinerlei Reaktion auf Schmerzreize zeigte. Die
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Operation wurde durch einen L-férmigen Hautschnitt am Hals eréffnet, der nach
kaudal gefiihrt wurde. AnschlieBend wurde die Vena iugularis freiprapariert, das
GefaB mittels Nahtmaterial kranial temporar verschlossen und eroffnet.
Daraufhin erfolgte die vorsichtige EinfiGhrung des Katheters 0,9-1,1 mm weit in
das GefaB vor und das Ligieren an der Vene. Subcutan am Rlcken der Tiere
wurde mittels einer stumpfen Schere eine Gewebetasche prapariert und die mit
dem Plastikkatheter verbundene osmotisch gesteuerte Alsted®-Pumpe, die
bereits vorher mit ET-1-Lésung geflllt worden war und eine gleichmaBige
Infusion des Endothelin-1 garantiert, im subkutanen Gewebe des Tieres fixiert.
AbschlieBend erfolgte der WundverschluB mittels Hautnahten. Die Tiere wurden
gewogen und erwachten nach einiger Zeit problemlos aus ihrer Narkose.

Die infundierten ET-1-Mengen und die Verweildauer der Hormonpumpen sind
Tabelle 1 zu entnehmen.

3.2.3 Entnahme der Organe

Nach Ablauf der in Tabelle 1 genannten Fristen wurden die Tiere erneut mittels
der in Abschnitt 3.2.1 beschriebenen Methode narkotisiert. Dem schlof3 sich ein
Schnitt entlang der subcutan gelegenen Alzet®-Pumpen an. Die Pumpen
wurden entnommen und auf die vollstdndige Entleerung hin geprift. Die
Organentnahme wurde durch eine Langs-Laparotomie eréffnet und mittels
zweier Zellstoff-Tupfer die Vena cava inferior und die Aorta abdominalis sowie
beide Nieren freiprapariert. Daraufhin wurde das Sternum und die Rippen
mittels eines Langsschnittes durchtrennt und das Herz entnommen. Dann
wurden auf der Stelle Aorta und Niere entnommen, in kryoresistenten
SzintillationsgefaBen verpackt und sofort in Flissigstickstoff schockgefroren. Es
schloB3 sich unmittelbar die Blutabnahme aus der Vena cava inferior mittels
eines Butterfly®-Systems an, wofliir EDTA- und Serum-Monovetten® verwendet
wurden. Sowohl Organe als auch Monovetten wurden bis zur weiteren

Verwendung im —80 °C-Gefrierschrank aufbewahrt.
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3.3 Western-Blot

3.3.1 Gewinnung des Zell-Lysates

Wie beschrieben wurde der konfluente Zell-Monolayer zuerst zweimal mit

eiskaltem PBS™ gewaschen, nachdem das Medium abgesaugt worden war.
Sodann erfolgte die Zugabe von 1 ml RIPA-Lyse-Puffer, der durch Schitteln der
Zellen und durch Anwendung eines Plastik-Zellschabers gut verteilt wurde. Da
dieser Lysepuffer Protease- und Phosphatase-Inhibitoren, v. a. Mikrocystin,
enthélt, wurde ein maximaler Erhalt der intrazelluldren Proteine erméglicht. Die
Zellsuspension wurde mittels steriler Pipetten in Eppendorf-Cups Uberflihrt, in
Eiswasser gestellt und dort unter permanentem Schitteln Gber 10 Minuten
inkubiert, um ein mdglichst vollstandiges Einwirken des RIPA-Lysepuffers zu
erreichen. AnschlieBend erfolgte die Zentrifugation bei 14 000 g und 4°C, bevor
der Uberstand erneut in ungebrauchte Eppendorf-Kiivetten tiberfiihrt wurde und
bis zur Durchfiihrung der Experimente bei —80°C aufbewahrt wurde.

3.3.2 Gewinnung des Myokardlysats

Verwendet wurde lediglich Herzgewebe derjenigen Tiere, bei denen die Alzet®-
Pumpen wahrend vier Wochen implantiert waren. Die bei —80°C gelagerten
Organe wurden in gefrorenem Zustand in Zentrifugenglaser gefillt und mit 4 ml
50mM TRIS-Pufferlésung pH 7,4 versetzt. AnschlieBend erfolgte im PT-3000-
Polytron die mechanische Lysierung des Gewebes, indem je 3 x 10 Sekunden
mechanisch lysiert wurde und zwischen jedem einzelnen Lyseschritt jeweils 10
Sekunden Pause eingelegt wurden . Das Lysat wurde sofort in Flissigstickstoff
schockgefroren und bis zur Verwendung bei —80°C aufbewahrt.

3.3.3 Bestimmung des Proteingehaltes

Zur Bestimmung der Proteinmengen wurde der Protein-Assay der Firma Bio-
Rad verwendet (32). Dieser Protein-Assay beruht auf der Verschiebung des
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Absorptionsmaximums der farbigen Reagenz Coomassie Brilliant Blue von A =
465 nm nach A = 595 nm, nachdem es im sauren Bereich zur unspezifischen
Bindung an Proteine der Testldsung gekommen ist.

Dabei wurde die Testlésung mit 200 pl 0,1 N NaOH und 200 pl Dye-Reagenz
versetzt und mit bidestilliertem Wasser auf ein Endvolumen von 800 pl
aufgefillt. AnschlieBend wurde gevortext und nach finf Minuten die Extinktion
der Testlésung mittels des Beckmann-Photometers ermittelt. Anhand der
Eichkurve mit Rinderserumalbumin (0-15 mg/ml Protein) war die Errechnung
der Proteinmenge in der Testlésung méglich.

3.3.4 SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese

Grundlage dieser Methode ist die Tatsache, daB die Auftrennung eines
Proteingemisches mittels eines elektrischen Feldes mdglich ist. Die
Auftrennung hangt dabei von GréBe und Ladung der betroffenen Molekile
sowie von Ladung und Beschaffenheit der Tragermaterialien und Puffer ab. Bei
der SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese wird der EinfluB der Eigenladung
der Proteine und der damit verbundenen nichtkovalenten Wechselkrafte
zwischen den Proteinen eliminiert, indem das negativ geladene Natrium-
Dodecyl-Sulfat (SDS), ein Detergenz, zugegeben wird. Dieses bindet an die
Ketten des Proteins, so daB3 ein Anionen-Komplex aus SDS und denaturiertem
Protein entsteht. Dieser Komplex ist stark negativ geladen, wobei sich die
negative Ladung zur Masse des Proteins ziemlich genau proportional verhalt.
Um die notwendige Denaturierung vollstandig garantieren zu kdnnen, wurde
Mercaptoethanol zugesetzt. Dieses reduziert die molekularen Disulfidbriicken
und entfaltet die Proteine komplett. Unterschiedliche Molekilformen durch
spezifische Tertidr- und Sekundarstrukturen werden auf diese Weise
zuverlassig ausgeglichen; die Auftrennungsgeschwindigkeit ist damit
ausschlieBlich vom Molekulargewicht der Proteine abhangig.

Als Tragermaterial bei der SDS-PAGE wurde ein Polyacrylamidgel verwendet.
Dieses wird generiert, indem Acrylamid-Lésung mittels N,N’-Bis-Acrylamid zu

einer molekularsiebartigen Struktur vernetzt wird. Die PorengréBe ist dabei
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steuerbar und hangt einerseits von der Acrylamidkonzentration und
andererseits vom Vernetzungsgrad des Gels ab: bei konstantem
Vernetzungsgrad und steigender Acrylamidkonzentration nimmt die PorengréBe
ab, da auf diese Weise mehr Acrylamid fir die Vernetzung zur Verfligung steht.
Je nach MolekllgréBe passieren die Proteine diese Porenstruktur in
unterschiedlicher Geschwindigkeit, da die kleinen Moleklle wesentlich leichter
und schneller diffundieren kénnen. Dieses Phanomen erlaubt die Herstellung
eines passenden Molekularsiebes zur darstellenden Auftrennung von Proteinen
jeglichen Gewichtes. Je kleiner die zu untersuchenden Proteine sind, desto
geringer wahlt man die PorengréBe des Gels, um eine optimal scharfe
Auftrennung im relevanten Bereich erzielen zu kbénnen. Um die
Auftrennungsqualitat der Proteine weiter zu optimieren, bedient man sich
zusatzlich eines sogenannten diskontinuierlichen Systems. Hierbei wird das
Proteingemisch zunachst durch ein groBporiges Sammelgel mit leicht saurem
pH-Wert geleitet, das eine rasche Diffusion der Proteine ermdglicht. Am
Ubergang zum kleinporigen Trenngel kommt es zum plétzlichen Abbremsen
dieses raschen Durchlaufes aufgrund des erhéhten pH-Wertes, wodurch die
molekulargewichtunabhangige Konzentrierung  des Proteingemisches
erm@glicht wird. Sodann ist eine saubere Auftrennung der Einzelproteine im
Trenngel ohne weiteres durchfihrbar. Eine ungefdhre Lokalisation der
interessanten Proteine wird dabei schon wahrend der Gelphase mdglich, indem
eine Spur mit Markerproteinen beladen wird, die entsprechend der
Gelzusammensetzung aufgetrennt werden und die ungeféhre Lagebestimmung
von Molekllen mit bekanntem Molekulargewicht ermdglichen.

Die Auftrennung der Proteine erfolgte nach der Methode von Laemmli (183).
Far die Gelelektrophorese wurden, wie in Kapitel 2 aufgefihrt, vertikale
Gelelektrophoresesysteme der Firma Hoefer verwendet. Nach sorgféltiger
Reinigung zweier Glasplatten wurden diese mittels 1-mm-Spacer in die
Apparatur eingespannt. AnschlieBend wurde das 12%ige Trenngel prépariert
und die Polymerisation mittels Zugabe von Ammoniumpersulfat und TEMED
gestartet. Unmittelbar darauf wurde die Flissigkeit zwischen die Glasplatten

gegossen und mit Butanol Uberschichtet, um eine gerade Trenngeloberkante zu
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erzielen. Nach der vollstdndigen Polymerisation des Trenngels, die nach vier
Stunden bei Raumtemperatur abgeschlossen war, wurde das Butanol
abgegossen und die Trenngeloberkante dreimal mit bidestillieten Wasser
nachgespult. AnschlieBend wurde das Sammelgel eingegossen und die
Appatur mit Kdmmen bestlckt. Die Probelysate wurden 1:1 mit Sample Buffer
versetzt und sieben Minuten bei 71°C hitzedenaturiert. Die Elektrophorese in
den kleinen Kammern wurde bei 25 mA fir 3-4 Stunden in SDS-Laemmli-Puffer
durchgefihrt, die in den groBen Kammern bei 18 mA fir 19,5 Stunden, bis die
komplette Trennstrecke durchlaufen war. Nach AbschluB der Gelelektrophorese
wurde das Gel mittels eines Hoefer-Schabers vorsichtig von den Glasplatten
getrennt und entweder der Coomassie-Farbung oder dem Western-Blotting
zugefuhrt.

3.3.5 Coomassie-Gelfarbung

Coomassie Brilliant Blue ist ein Triphenylmethan-Farbstoff, der sich aufgrund
seiner Affinitdt zu Proteinen ideal zur Anfarbung von Gelen eignet. 0,2%ige
Coomassie-Lésung wurde hierbei mit 40% Methanol und 10% Eisessig
(konzentrierte Essigsaure) versetzt und ca. 30 Minuten bei Raumtemperatur auf
dem Schuttler mit dem Gel inkubiert. Mittels Entfarberldsung aus 5% Eisessig
und 40% Methanol, der das Gel mehrfach ausgesetzt wurde, war eine
Entfernung der nichtproteingebundenen Coomassie-L6sung méglich, worauf die
Trennqualitat des Gels Uberprift werden konnte und die einzeln aufgetrennten
Proteinbanden sichtbar gemacht werden konnten.

3.3.6 Western Blot

Wurden die Gele nicht der Coomassie-Farbung zugefuhrt, erfolgte ihre
Weiterverarbeitung wie im folgenden beschrieben. Da mit Hilfe alleiniger
Coomassie-Farbung aufgrund von Uberlagerungen der Proteinbanden keine
exakte Zuordnung der Proteine auf den Gelen méglich ist, ist eine Uberfiihrung
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der aufgetrennten Proteine auf Nitrocellulose-Membran im Western Blot und die
anschlieBende Detektion mittels eines spezifischen Antikérpers notwendig.
Eingeleitet wurde der Western Blot mittels Aquilibrierung von Gel,
Nitrocellulose und Blotpapier. Daraufhin wurde der "Sandwich” aus Schwamm,
Blotpapier, Nitrocellulose, Gel, Blotpapier und Schwamm in den Blotter
eingeschoben, wobei peinlich genau darauf geachtet wurde, den Einschluf3 von
Luftblasen zu vermeiden, was den Transfer gestort und das Gel unbrauchbar
gemacht hatte. Der Proteintransfer auf die Nitrocellulose (= "Blot”) erfolgte bei
15°C fir 30 bis 35 Minuten bei 500 mA. AnschlieBend wurde das Gel von der
Membran entfernt und und die Membran zum Block von unspezifischen
Bindungsstellen fir eine Stunde in Blockpuffer inkubiert, der gemaB Kapitel 2
hergestellt wurde. Nach dreimaligem Waschen mit PBS/0,1% Tween20 erfolgte
die Inkubation der Membran mit dem spezifischen Erstantikbrper in 10%
Magermilchpulver mit PBS/Tween20 Uber Nacht bei 4°C. Am né&chsten Tag
wurde der Erstantikérper entfernt und die Membran dreimal mit PBS/0,1%
Tween20 gewaschen, bevor der Zweitantikdrper in der Konzentration von 1:300
bis 1:500 mit 10% Milchpulver/PBS Tween20 flr eine bis vier Stunden bei
Raumtemperatur aufgebracht wurde. Dieser Zweitantikbrper ist gegen den
Erstantikrper, der das interessierende Protein bereits gebunden hat, gerichtet.
AnschlieBend wurde wiederum dreimal mit PBS/0,1% Tween20 fiir eine Dauer
von 5 bis 15 Minuten bei Raumtemperatur gewaschen, um alle Reste
nichtgebundenen Zweitantikérpers komplett zu entfernen.

Zum Nachweis der Proteine wurde ein ECL-/ECL-Plus-Western-Blotting-
Detection-System der Firma Amersham verwendet. Die Membran wurde in der
Dunkelkammer der Radiologischen Abteilung der CRONA-Kliniken Tlbingen
mit 4 ml ECL oder ECL-Plus benetzt. Man benutzt hierbei die an den
Zweitkérper gekoppelte Peroxidase-Aktivitat, um das im Kit enthaltene Luminol
zu oxidieren. Dabei gehen Elektronen in einen angeregten, d.h.
energiereicheren, Zustand Uber. Fallen diese Elekironen wieder in ihren
urspriinglichen Zustand zurlck, wird die Differenzenergie in Form von Licht der
Wellenldnge A=428nm emittiert, was zur Belichtung und Schwarzfarbung des

ECL-Hyperfilmes fihrt. Die Filme wurden sofort im Réntgenfilmdrucker der
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Radiologischen Abteilung der Universitat Tdbingen flar eine Dauer von 10
Sekunden und 10 Minuten entwickelt und der Auswertung zugefihrt.

3.3.7 Amido-Black-Membranfarbung

Amidoblack-Lésung ist eine Substanz, die sich aufgrund ihrer Affinitat zu
kleinsten Proteinmengen ideal zur Anfarbung der Proteine nach erfolgtem
Western Blot eignet. Dabei wurde die Membran 30 Sekunden mit der
fabrikfertigen Amidoblack-Lésung inkubiert, bevor diese wieder entfernt wurde.
Daraufhin wurden die Membranen mit einer Entfarberlésung aus 10 % Eisessig
(konzentrierte Essigsaure) und 90 % Methanol versetzt und fir etwa funf
Minuten auf dem Schiittler inkubiert. Dies erfolgte noch ein zweites und drittes
Mal, um die nicht-gebundene Amidoblacklésung von der Membran zu waschen.
Im AnschluB konnten die Proteinbanden, die durch diese Behandlung sichtbar
geworden waren, auf ihre Randscharfe hin beurteilt werden und somit die
Qualitat des Western Blots beurteilt werden.

3.3.8 Stripping und Reprobing

Um Membranen mehrfach verwenden zu kénnen, wurden Versuche mit
Stripping-Buffer unternommen. Dabei war eine vollstdndige Entfernung der
gebundenen Erst- und Zweitantikdrper notwendig, was durch eine 40mintige
Inkubation der Membran mit Stripping-Buffer bei 50°C erreicht wurde. Daraufhin
wurde die Membran mit PBS/0,1% Tween20 fir eine Dauer von 5 bis 15
Minuten bei Raumtemperatur gewaschen, flr eine Stunde in Blockpuffer

inkubiert und anschlieBend wieder mit Erstantikbrper inkubiert.

3.3.9 Vorversuche zur Etablierung der Western-Blots

Zur Etablierung der Western-Blots wurde Hirngewebe von Ratten verwendet,

welches in Konzentrationsreihen aufsteigender Proteinmengen auf die Gele
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aufgetragen wurde. Da im Hirngewebe alle PKC-Isoformen vorkommen (41),
eignete sich dieses fir die Etablierung ideal. AnschlieBend wurde anhand der
Filme die Spezifitdt des Antikérpers untersucht und mittels des Protein-Markers
die entsprechende Bande identifiziert. Abbildung 4 zeigt einen Uberblick (iber

die identifizierten PKC-lsoformen.

3.4 Immunfluoreszenz

Zellkulturflaschen wurden auf die Bildung eines subkonfluenten Zellmonolayers
untersucht, wie in Kapitel 3.1 beschrieben. War eine solche festzustellen,
wurden die Zellen zweimal mit kaltem PBS™ gewaschen und abtrypsiniert.
AnschlieBend erfolgte die Aufnahme in 1 ml Medium und die Auszahlung der
Zellen. Pro Objekttrager wurden ca. 10 000 Zellen in Quadriperms ausgesat. Es
wurde abgewartet, bis sich die Zellen festgesetzt hatten, bevor
Wachstumsmedium zugesetzt wurde. Nach 24 Stunden wurde das
Wachstumsmedium gegen Mangelmedium ausgetauscht und nach weiteren 24
Stunden konnte mit den Endothelin-Stimulationsversuchen begonnen werden.
Zum Abbruch der Versuche wurden die Objekttrager zweimal mit kaltem PBS™
gewaschen und 20 Minuten in 2%  Formaldehyd/PBS™ bei 4°C fixiert.
AnschlieBend wurden die Praparate in 5 x TE bei 4°C fir finf Minuten
gewaschen. Dann erfolgte die Inkubation der Objekttrager fir 30 Minuten bei
37°C mit 2,5ug/pl Proteinase K, um das Eindringen des Erstantikérpers in die
Zelle zu ermdglichen. Um diese Reaktion zu stoppen, wurden die Praparate fir
zehn Minuten in 0,2% Glycin/PBS gelegt. Sodann erfolgte die Nachfixierung mit
2% Formaldehyd/PBS. Um unspezifische Bindungen des Erstantikérpers zu
vermeiden, wurden die Zellen 30 Minuten in 3% BSA/PBS bei 37°C inkubiert,

Abbildung 4 Etablierung der Western Blots
ldentifizierung der  PKC-Isoformen.  Verwendet wurden
aufsteigende Konzentrationsreihen von Rattenhirngewebe.
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bevor der Erstantikdrper in der Verdinnung von 1:1000 in PBS flr vier Stunden
bei 37 °C zugegeben wurde.

Die Inkubation erfolgte in der Feuchtkammer unter Abdeckung mit Parafilm, um
ein Austrocknen und damit die Zerstérung der Praparate zu verhindern.
AnschlieBend wurden die Objekttrager zweimal mit PBS gewaschen, bevor die
Inkubation der Praparate flr eine Stunde bei 37°C mit 5ug/ul Fluorescein-
Isothiocyanat (FITC)-markiertem Antikérper in 3% BSA/PBS erfolgte.

FITC, welches unter UV-Beleuchtung fluoresziert, ist an diesen Antikérper
kovalent gebunden, der seinerseits mit dem unmarkierten Erstantikbrper nach
dem Sandwich-Prinzip spezifisch reagiert. AbschlieBend wurden die Préaparate
finfmal mit PBS gewaschen und mit 90% Glycerol in PBS eingedeckelt, bevor
die Mikroskopie am Immunflureszenzmikroskop stattfand. Verwendet wurde ein
Objektiv mit einer 63-fachen VergréBerung in Olimmersionstechnik. Mittels
einer Digitalkamera und des Axiovision®-Programmes der Firma Zeiss konnten
die Aufnahmen direkt auf dem Computerbildschirm festgehalten werden und auf

diese Weise optimal eingestellt werden.

3.5 Auswertung und Statistik

Zur Auswertung der ECL-Filme wurde das Computerprogramm Image Master
1D® der Firma Molecular Dynamics verwendet. Dabei wurden die Banden bei
1000 dpi Aufldsung eingescannt und zuerst auf etwaige Uberséttigung getestet.
Nur nicht-Ubersattigte Banden wurden flar die Auswertung Ubernommen.
Orthogonal zu den Banden wurden Linien gelegt und die Konturen der Banden
erfaBt, so daB das Programm den Schwarzungsgrad der Markierungen
erfassen und in Pixel umrechnen konnte. Die integrierte Flache unter den
Konturen wurde als optische Dichte (OD) definiert, wobei den Kontrollbanden
willktrlich stets der Wert 100% zugeordnet wurde und die Testbanden in
Verhéltnis zu den Kontrollen gesetzt wurden. Es zeigte sich in ersten

Versuchen mit aufsteigenden Konzentrationsreihen wahrend der Etablierung
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der Western Blots, daB sich die OD proportional zur aufgetragenen
Proteinmenge verhielt, wie Abbildung 5 nahelegt.

Bei den Auswertungen der Western Blots sind stets der Mittelwert sowie der
+SEM (Standard error of the mean) angegeben. Die Ermittlung der Signifikanz
erfolgte bei den Zellversuchen mittels des Dunnett’'s Multiple Comparison Tests,
der bei multiplen Vergleichen erforderlich ist; die der Herzversuche wurden
dagegen mit Hilfe des Student-t-Tests Uberprift. Dabei wurde p<0,05 als
signifikante  Verdnderung aufgefasst. Die Anzahl der voneinander

unabhangigen Zell-Zeitlaufen bzw. Versuchstieren wurde als n definiert.

5 Hg 10 g 15 ng 20 pg 25 pg 30 pg 35 pg
50 4
45 |
40 =

35 /’

30 -

S 25
20
15
10 -
5
0
2,5 g 5 Hg 10 g 15 g 20 g 2519 30 g
Proteinmenge
Abbildung 5 Abhéngigkeit der OD von der aufgetragenen Proteinmenge

Oben der ECL-Film, unten die tabellarische Auswertung. Die
Regressionsgerade zeigt im idealen Bereich (5-20ug)
proportionales Verhaltnis von Proteinmenge zu OD, d.h. lineares
Verhéltnis von Proteinmenge zu OD.
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4. Ergebnisse

4.1 Auswirkung einer chronischen ET-1-Stimulation auf die PKC von
A10-Zellen

4.1.1 Vorbemerkung

In der Literatur werden verschiedene Isoformen in Lysaten glatter Muskelzellen
beschrieben (41), von denen insgesamt drei im Versuch auch tatséchlich
gefunden werden konnten. Dabei handelte es sich um die Isoformen PKC-a,
PKC-¢ und PKC-{.

4.1.2 Auswirkung einer ET-1-Kurzzeitstimulation auf die PKC-a

A10-Zellen wurden mit serumfreiem Medium inkubiert und far 15, 30, 45 und 60
Minuten mit 100 nmol/l ET-1 inkubiert. AnschlieBend wurden mit Hilfe von
Western Blotting die Konzentrationen der PKC-a in den Lysaten bestimmt. Um
zu gewahrleisten, daBB beobachtete Effekte im Western-Blot ausschlieBlich auf
die Stimulation mit ET-1 zurlGckzufhren sind, wurde in einem zweiten
Kurzzeitversuch der ET,-Rezeptorblocker Lu 302 146 (100 nmol/l) vor der
Zugabe von ET-1 analog beschriebenem Protokoll zugefigt. Da A10-Zellen
ausschlieBlich den ET,-Receptor exprimieren, sind beobachtete Effekte der
ungeblockten Lysate, die sich bei geblockten Lysaten nicht feststellen lassen,
ausschlieBlich auf die Stimulation mit ET-1 zurlckzufihren. Wie sich in
Abbildung 6 unschwer erkennen |aBt, steigt die quantitative Konzentration von
PKC-a bereits nach 15 Minuten an, um schnell wieder abzufallen, wohingegen
die Konzentrationen in den geblockten Gelen Uber die gesamte Zeit konstant
bleibt.
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Abbildung 6

Links:

Rechts:

PKC-a in A-10-Zellen bei ET-1-Kurzzeitinkubation.

Konsekutiver Anstieg der PKC-a bei unbehandelten Zellen, der
durch Zugabe von ETa-Blocker verhindert werden kann. Die
Kontrolle stellt Lysat dar, das lediglich mit Kochsalz inkubiert

wurde. Aufgetragen wurden jeweils 10 pg Gesamtprotein. Die
Inkubationszeiten betrugen 15, 30, 45 und 60 Minuten.

Spur 1 Kontrolle K, (unstim.) 10 pg
Spur 2 15 Minuten ET-1 10 ug
Spur 3 30 Minuten ET-1 10 ug
Spur 4 45 Minuten ET-1 10 ug
Spur 5 60 Minuten ET-1 10 ug

Spur 1-3 Kontrolle (5 pg, 10 pg, 15ug)

Spur 4 15 Minuten ET-1 10 ug
Spur 5 30 Minuten ET-1 10 ug
Spur 6 45 Minuten ET-1 10 ug
Spur 7 60 Minuten ET-1 10 ug
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4.1.3 Auswirkung einer chronischen ET-1 Stimulation auf die PKC-a

Nach AbschluB3 der Beobachtung der Kurzzeitwirkung von ET-1 auf die A-10-
Zellen war nun die Auswirkung einer Langzeitinkubation von Interesse, die in
der Literatur bislang noch nicht bekannt ist. Da viele pathologische
Veranderungen jedoch mit langzeitig erhdhten ET-1-Konzentrationen im Kérper
verbunden sind, ist der Effekt auf die PKC von besonderem Interesse.
A10-Zellen wurden mit serumfreiem Medium inkubiert und fir eine Stunde bis
96 Stunden mit 100 nmol/l ET-1 versetzt. Die Lysate wurden jeweils mit 10 ug
Gesamtprotein aufgetragen. Zur Quantifizierung wurde pro Western Blot jeweils
eine Konzentrationsreine mit 5, 10 und 15 pg unbehandelten Kontrollysat
mitgefUhrt. AusschlieBlich Western-Blots mit einwandfrei aufsteigender
Konzentrationsreihe wurden der Auswertung zugefihrt. AuBerdem wurde zur
Erleichterung der |dentifikation des Proteins zusatzlich eine Positivkontrolle mit
20 pg Gehirngewebslysat beigefiigt.

Abbildung 7 zeigt den EinfluB einer ET-1-Langzeitstimulation zwischen einer
Stunde und 96 Stunden auf die Proteinkinase PKC-a in A10-Zellen anhand
eines  reprasentativen  Filmes. Die Daten basieren auf einer
Vierfachbestimmung von vier verschiedenen, voneinander unabhangigen

Zeitverlaufen.

-

A G A e n.--
e e s —30kDa

5ug 10pug15ug1h 3h 6h 12h 18h 24h 36h 48h 72h 96h Hirn
- Kontrolle - Inkubationsdauer

Abbildung 7 PKC- o in A-10-Zellen bei ET-1-Langzeitinkubation.
Dargestellt ist ein reprasentativer Westernblot mit Anfarbung der
PKC-a. Zeitabhangige Konzentrationsanderung der PKC-a unter
Stimulation mit 100 nmol/l ET-1. Aufgetragen wurden jeweils 10
ug Gesamtprotein. Die Kontrolle besteht aus 5, 10 und 15 pg
kochsalzstimuliertem Lysat
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Optische Dichte

(% zur Kontrolle +SEM n P
Kontrolle 5 pg 34,25 1,39 4 -
Kontrolle 10 pg 100 0 4 -
Kontrolle 15 ug 168,19 2,29 4 -

1h 99,03 10,13 4 > 0,05

3h 106,106 14,57 4 > 0,05

6h 165,64 35,85 4 > 0,05

12 h 192,92 41,22 4 > 0,05

18 h 205,19 29,66 4 > 0,05

24 h 243,83 34,86 4 < 0,01

36 h 266,22 24,26 4 < 0,01

48 h 272,32 31,71 4 < 0,01

72h 243,72 27,43 4 < 0,01

96 h 185,04 40.41 4 < 0,05

Tabelle 2 Prozentuale Veranderung der PKC-a bei ET-1-Langzeitinkubation.

Aufgetragen wurden jeweils 10 ug Gesamtprotein. Als Bezug diente der

Kontrollwert mit 10 ug Gesamtprotein, der als 100 % definiert wurde. Die

jeweils aufgetragenen 10 pg Gesamtprotein unter ET-1-Stimulation

wurden in Bezug auf diesen Kontrollwert ausgewertet und damit die

relative Konzentration der

berechnet.

jeweiligen Gesamtprotein

Deutlich zu erkennen ist der progrediente Anstieg der Proteinkinase PKC-a bis
auf 272 % nach 48 Stunden unter ET-1-Stimulation. Nach 48 Stunden ist das

Maximum des Anstiegs erreicht und die Konzentration an PKC-a fallt wieder ab.
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Abbildung 8 Graphische Darstellung der Veranderung der PKC-o unter
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ET-1-Langzeitstimulation.

PKC-a unter zeitabhangiger Stimulation mit 100 nmol/l ET-1.
Aufgetragen sind jeweils 10 pg Gesamtprotein. Die y-Achse
markiert die relative Proteinkonzentration bezogen auf die
Kontrolle (10 pg kochsalzstimuliertes Lysat), das als 100 %
definiert wird. Die x-Achse markiert die zeitlichen Abschnitte der
Stimulation. Signifikanter Anstieg der PKC nach 24 Stunden.

+ p <0,05

++ p < 0,01




4.1.4 Auswirkung einer chronischen ET-1-Stimulation auf die PKC-¢

A10-Zellen wurden mit serumfreiem Medium inkubiert und fir eine Stunde bis
96 Stunden mit 100 nmol/l ET-1 versetzt. Die Lysate wurden jeweils mit 10 ug
Gesamtprotein aufgetragen. Zur Quantifizierung wurde pro Western Blot jeweils
eine Konzentrationsreine mit 5, 10 und 15 pg unbehandelten Kontrollysat
mitgefUhrt. AuBerdem wurde zur Erleichterung der Identifikation des Proteins
eine Positivkontrolle mit 20 pg Gehirngewebslysat beigefligt.

Abbildung 9 zeigt den EinfluB einer ET-1-Langzeitstimulation zwischen einer
Stunde und 96 Stunden auf die Proteinkinase PKC-¢ in A10-Zellen anhand
eines reprasentativen Filmes. Die Daten basieren auf einer Doppelbestimmung

von vier verschiedenen, voneinander unabhangigen Zeitverlaufen.

— - R ——————_— mr‘—QOKDa
5ug 10ug15pg 1h 3h 6h 12h 18h 24h 36h 48h 72h 96 h Hirn
- Kontrolle - Inkubationsdauert
Abbildung 9 PKC-¢ in A-10-Zellen bei ET-1-Langzeitinkubation.

Dargestellt ist ein reprasentativer Westernblot mit Anfarbung der
PKC-¢. Zeitabhangige Konzentrationsdnderung der PKC unter
Stimulation mit 100 nmol/l ET-1. Aufgetragen wurden jeweils 10
Hug Gesamtprotein. Die Kontrolle besteht aus 5, 10 und 15 pug
kochsalzstimuliertem Lysat

Deutlich zu erkennen ist der progrediente Anstieg der Proteinkinase PKC-¢
unter der Stimulation mit 100 nmol/l ET-1 bis zu einem Maximum von 339 % 72
Stunden nach Beginn der Dauerstimulation. Danach lieB sich ein plétzlicher
Abfall nach 96 Stunden nachweisen.
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Optische Dichte

(% zur Kontrolle) +SEM " P
Kontrolle 5 ug 35,52 3,41 4 -
Kontrolle 10 pg 100 0 4 -
Kontrolle 15 pg 171,62 3,94 4 -
1h 86,88 13,80 4 p > 0,05
3h 113,11 21,80 4 p > 0,05
6h 159,32 19,61 4 p > 0,05
12 h 172,56 17,02 4 p > 0,05
18 h 213,65 15,91 4 p < 0,01
24 h 254,76 20,71 4 p < 0,01
36 h 297,97 12,33 4 p < 0,01
48 h 317,10 27,86 4 p < 0,01
72 h 339,13 4,49 4 p < 0,01
96 h 244 31 26,08 4 p < 0,01
Tabelle 3 Prozentuale Veranderung der PKC-¢ bei ET-1-Langzeitinkubation.
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Aufgetragen wurden jeweils 10 pg Gesamtprotein. Als Bezug diente
der Kontrollwert mit 10 ug Gesamtprotein, der als 100 % definiert
wurde. Die jeweils aufgetragenen 10 ug Gesamtprotein unter ET-1-
Stimulation wurden in Bezug auf diesen Kontrollwert ausgewertet und
damit die relative Konzentration der PKC-¢ im jeweiligen

Gesamtprotein berechnet.
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Abbildung 10 Graphische Darstellung der Veranderung der PKC- € unter ET-1

bei ET-1-Langzeitstimulation.

Graphische Darstellung des Verlaufs der Proteinkinase PKC-¢
unter zeitabhangiger Stimulation mit 100 nmol/l ET-1. Aufgetragen
sind jeweils 10 pg Gesamtprotein. Die y-Achse markiert die relative
Proteinkonzentration bezogen auf die Kontrolle 10 pug
kochsalzstimuliertes Lysat, das als 100 % definiert wird. Die x-
Achse markiert die zeitlichen Abschnitte der Stimulation.
Signifikanter Anstieg der PKC nach 18 Stunden.

++ p < 0,01
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4.1.5 Auswirkung einer chronischen ET-1-Stimulation auf die PKC-{

A10-Zellen wurden mit serumfreiem Medium inkubiert und fir eine Stunde bis
96 Stunden mit 100 nmol/l ET-1 versetzt. Die Lysate wurden jeweils mit 10 ug
Gesamtprotein aufgetragen. Zur Quantifizierung wurde pro Western Blot jeweils
eine Konzentrationsreihe mit 5, 10 und 15 pg unbehandelten Kontrollysats
mitgeflhrt.

Abbildung 11 zeigt die Effekte der Langzeitstimulation mit 100 nmol/l ET-1 auf

die Proteinkinase PKC-{ zu verschiedenen Zeitpunkten.

—— - A . - — 78 kDa

5ug 10pg15pg 1th 3h 6h 12h  18h 24h 36h 48h 72h 96h

-  Kontrolle - Inkubationsdauer

Abbildung 11 PKC-{ in A-10-Zellen bei ET-1-Langzeitinkubation.
Dargestellt ist ein reprasentativer Westernblot mit Anfarbung der
PKC-C. Keine zeitabhangige Konzentrationsanderung der PKC-a
unter Stimulation mit 100 nmol/l ET-1. Aufgetragen wurden jeweils
10 ug Gesamtprotein. Die Kontrolle besteht aus 5, 10 und 15 ug
kochsalzstimuliertem Lysat. Offensichtlich keine Anderung der
PKC unter dauernder ET -Aktivierung.

Offensichtlich bleibt eine Reaktion der PKC-{ auf die Stimulation mit 100 nmol/l
ET-1 aus. Die Konzentrationen bleiben auch nach 48 Stunden, dem
Konzentrationsmaximum der beiden oben beschriebenen PKC-Isoformen
konstant. Somit scheint die Synthese der Proteinkinase PKC-{, anders als die
der Proteinkinasen PKC-o und PKC-g, unter dem EinfluB einer chronischen

Endothelinstimulation nicht gesteigert zu sein.
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4.1.6 Translokation der PKC-¢ durch ET-1-Kurzzeitstimulation

Die Aktivierung der Proteinkinase-C-lsoform PKC-¢ ist wie die Aktivierung der
PKC-Isoformen PKC-{ und PKC-a mit einer Translokation aus dem Zytoplasma
in den Zellkern verbunden (111). Dieses Phanomen wurde bei den im
folgenden beschriebenen Versuchen ausgenitzt, da damit ein erster Hinweis
auf den Aktivitdtszustand der PKC mittels Immunfluoreszenz erméglicht wird.
Ziel war die Darstellung der Reaktion der PKC-e¢ auf kurzzeitige ET-1-
Stimulation.

Die Abbildungen 12 bis 14 zeigen die Immunfluoreszenz-Farbung der PKC-¢ an

unbehandelten und mit 100 nmol/l ET-1 stimulierten A10-Zellen.

Abbildung 12 A10-Kontroll-Zellen ohne  Stimulation durch  ET-1.
Es wurde lediglich physiologische Kochsalzlésung zugegeben.

Griln fluoreszierend die PKC-¢. Die PKC ist ausschlieBlich diffus

im Zytoplasma lokalisiert, die Kernregion (zentral, dunkel) ist
nicht angefarbt. Also ist keine Translokation der PKC zu
erkennen, sie ist sie somit offensichtlich auch nicht aktiv.
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Abbildung 13

A10-Zellen unter 30 minitiger Stimulation durch ET-1.
Grin angefarbt die PKC-e. Deutlich zu erkennen die starke
Anfarbung des Zellkerns (zentral). Das Zytoplasma fluoresziert
deutlich schwécher, Ausdruck der Translokation der PKC-¢ in
den Zellkern. Eine Aktivierung ist wahrscheinlich.

Abbildung 14
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A10-Zellen unter 60 minitiger Stimulation durch ET-1.

Grin fluoreszierend die PKC-e. Zentral deutlich angefarbt der
Zellkern, die Peripherie der Zelle, also das Zytoplasma, ist
dagegen fast gar nicht angefarbt. Die PKC ist also fast
vollstandig in den Kern transloziert, sie ist folglich auch aktiviert.



4.1.7 Auswirkung chronischer ET-1-Stimulation auf die PKC-e-
Lokalisation

Die Auswirkung einer Langzeitstimulation der A10-Zellen mit ET-1 auf die
Proteinkinase PKC-¢ war im folgenden Gegenstand dieser Arbeit.

Die Abbildungen 15 und 16 zeigen die Immunfluoreszenzfarbung an
unbehandelten A10-Kontrollzellen und an A10-Zellen, die mit 100 nmol/l ET-1

flr eine Zeitspanne von sechs Stunden stimuliert wurden.

Abbildung 15 A10-Kontroll-Zellen ohne  Stimulation durch  ET-1.
Grin fluoreszierend die PKC-¢. Die PKC ist ausschlieBlich diffus

im Zytoplasma lokalisiert, die Kernregion (zentral, dunkel) ist

nicht angeféarbt. In der Immunfluoreszenz ist somit keine

Aktivierung der PKC zu erkennen.
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Abbildung 16

A10-Zellen nach sechsstiindiger Stimulation durch ET-1.

Grun fluoreszierend die PKC-¢. Deutlich zu erkennen die starke
Anfarbung des Zytoplasmas in der Peripherie der Zelle, wahrend
der Zellkern fast gar nicht angefarbt ist. Offensichtlich ist die PKC
also fast gar nicht in den Kern transloziert. Da keine
Translokation stattfindet, ist eine eventuelle Aktivierung
unwahrscheinlich, aber letztlich nur in Aktivitdtsversuchen
feststellbar.

Eine kurzzeitige Stimulation bis zu einer Stunde ist also mit einer Translokation

und damit auch wahrscheinlich mit einer Aktivierung der PKC-¢ verknlpft. Im

Gegensatz dazu ist eine sechsstlindige chronische Einwirkung von ET-1 nicht

mit einer andauernden Translokation der PKC-¢ verbunden, also wahrscheinlich

auch nicht mit einer langerdauernden Aktivitat der PKC.
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4.1.8 Retranslokation der PKC-¢ nach Langzeitstimulation mit ET-1 durch
AT-II

Im folgenden stellte sich nun die Frage, ob die Proteinkinase PKC-¢, die unter
den genannten Bedingungen zwar in vermehrten MaBe produziert wurde,
allerdings offensichtlich inaktiv im Zytoplasma verbleibt, mittels anderer
stimulativer Faktoren in den Zellkern verlagert und damit méglicherweise
aktiviert werden kann. In der Literatur wird beschrieben, daB die Proteinkinase
PKC-¢ unter anderem auch durch die Hormone Angiotensin-Il und Aldosteron
aktiviert werden kann und somit in den Zellkern transloziert (111).

Die Abbildungen 17 bis 19 zeigen die Immunfluoreszenzfarbung der lediglich
sechs Stunden mit 100 nmol/l ET-1 behandelten A10-Zellen und derjenigen
A10-Zellen, die zusatzlich mit 100 nmol/I AT-II inkubiert wurden.

Abbildung 17 A10-Zellen nach sechsstiindiger Stimulation durch ET-1.

Grin fluoreszierend die PKC-e. Deutlich zu erkennen die starke

Anfarbung der Peripherie der Zelle, wahrend der Zellkern
(zentrale runde Aussparung) fast gar nicht angefarbt ist.
Offensichtlich ist die PKC also fast gar nicht in den Kern
transloziert. In der Immunfluoreszenz ist somit keine Aktivierung

erkennbar.
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Abbildung 18
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A10-Zellen bei sechsstindiger Stimulation durch ET-1 und

15 minitiger Stimulation durch AT-1.

Grin fluoreszierend die PKC-¢. Deutlich zu erkennen die starke
Anfarbung des Kerns, wohingegen die Peripherie, also das
Zytoplasma, fast gar nicht gefarbt ist. Die PKC ist also unter
EinfluB von AT-Il fast vollstandig vom Zytoplasma, in dem sie
sich nach sechsstiindiger Dauerstimulation mit ET-1 befand, in
den Kern transloziert. Die Translokation betrifft also auch
diejenige PKC-Fraktion, die unter EinfluB von ET-1 neu gebildet
wurde. Wie oben ausgefihrt ist die Translokation der PKC
wahrscheinlich auch mit ihrer Aktivierung verbunden.



Abbildung 19

A10-Zellen bei sechsstiindiger Stimulation durch ET-1 und
45 minutiger Stimulation durch AT-1.

Griin fluoreszierend die PKC-e. Noch deutlicher zu erkennen die
starke Anfarbung des Kerns, wohingegen die Peripherie, also
das Zytoplasma, nur schwach gefarbt ist. Die PKC ist also unter
dem EinfluB von AT-Il fast vollstandig vom Zytoplasma, in dem
sie sich nach sechsstindiger Dauerstimulation mit ET-1 befand,
in den Kern transloziert. Die Translokation betrifft auch die PKC-
Fraktion, die unter EinfluB von ET-1 neu gebildet wurde. Wie
oben ausgeflhrt ist die Translokation der PKC wahrscheinlich
auch mit ihrer Aktivierung verbunden.

Unter Zugabe von Angiotensin-Il kommt es bereits nach 15 Minuten zu einer

sichtbaren Translokation der Proteinkinase PKC-¢ aus dem Zytoplasma in den

Kern. Nach 45 Minuten erreicht diese Translokation ein Maximum. Damit ist

bewiesen, daB das unter ET-1-Dauerstimulation quantitativ vermehrte Isoenzym

PKC-¢ tatsachlich in einem zweiten Schritt durch andere physiologische

Faktoren wie Angiotensin-II aktiviert und in den Zellkern verlagert werden kann.
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4.1.9 Auswirkung chronischer ET-1-Stimulation auf die PKC-a-
Lokalisation

AbschlieBend sollte das Verhalten der Proteinkinase PKC-a bei chronischer
Stimulation mit 100 nmol/l ET-1 untersucht werden. Dazu wurde analog des
beschriebenen Protokolls die Zellkultur 18 Stunden lang mit 100 nmol/l ET-1
inkubiert.

Die Abbildungen 20 und 21 stellen die Immunfluoreszenzfarbung der PKC-a in
unbehandelten Kontrollzellen und in mit 100 nmol/l ET-1 behandelten Zellen
dar.

Abbildung 20 A10-Kontroll-Zellen ohne  Stimulation durch ET-1.
Statt dessen wurde physiologische Kochsalzlésung zugegeben.

Grin fluoreszierend die PKC-a.. Die PKC ist ausschlieBlich diffus

im Zytoplasma lokalisiert, die Kernregion (zentral, dunkel) ist
nicht angefarbt. Damit ist keine Aktivierung der PKC in der

Immunfluoreszenz zu erkennen.

70



Abbildung 21 A10-Zellen nach 18 stiindiger Stimulation durch ET-1.

Grln fluoreszierend die PKC-a.. Deutlich zu erkennen die starke

Anfarbung der Peripherie der Zelle, wahrend der Zellkern
(zentrale runde Aussparung) fast gar nicht angefarbt ist.
Offensichtlich ist die PKC also fast gar nicht in den Kern
transloziert. lhre Aktivierung scheint unwahrscheinlich.

Wie in Abbildung 21 zu erkennen ist, kommt es unter Langzeitstimulation von
A10-Zellen mit 100 nmol/l ET-1 zu keinerlei Translokation der Proteinkinase
PKC-a aus dem Zytoplasma in den Kern. Da es nach Angaben in der Literatur
bei Aktivitat dieser PKC-Isoform zur Translokation in den Kern kommt (111),
scheint eine bestehende Aktivitat des Enzyms unwahrscheinlich zu sein oder ist
zumindest in der Immunfluoreszenz nicht zu erfassen. Stattdessen ist eine
verstarkte Konzentrierung des Proteins perinukledr zu erkennen. Diese mag
Ausdruck der vermehrten Produktion von PKC-a unter Dauerstimulation mit ET-

1 sein, welche bereits im Vorfeld beschrieben wurde,
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4.2 Auswirkung einer chronischen ET-1-Stimulation auf die PKC im

Myokardgewebe

4.2.1 Vorbemerkung

In der Literatur werden verschiedene PKC-Isoformen in Herzmuskelgewebe
beschrieben (352), von denen insgesamt vier im Versuch auch tatsachlich
gefunden werden konnten. Dabei handelte es sich um die Isoformen PKC-a,
PKC-8, PKC-¢ und PKC-C.

4.2.2 Auswirkung einer chronischen ET-1-Stimulation auf die PKC-a

Bei den folgenden Western Blots wurde jeweils eine Konzentrationsreihe mit 5,
10 und 15 pg unbehandeltem Kontrollysat mitgefihrt. AuBerdem wurde
zusatzlich eine Spur mit 10 pg Kontrollysat aus Gehirngewebe mitgefihrt.

Abbildung 22 stellt die Veranderungen der Proteinkinase PKC-a bei Infusion

von ET-1 nach vier Wochen dar.

- --.-1-80koa
2 3 4

1 5

Abbildung 22 PKC-a in Kardiomyozyten nach vierwoéchiger ET-1-Infusion.
Reprasentativer Western Blot mit Darstellung der zeitabhangigen
Veranderung der relativen Konzentration der PKC-a. Spur 1 bis 3
stellt eine Konzentrationsreihe mit kochsalzinfundiertem
Kontrollgewebe dar, mit 5, 10 und 15 ug Gesamtprotein. Spur 4
stellt ET-1-stimuliertes Gewebe dar, aufgetragen wurden 10 ug
Gesamtprotein, Spur 5 die Positivkontrolle mit 10 pg
Gehirngewebe dar. Deutlicher Anstieg der relativen PKC-o-

Konzentration nach 4 Wochen Dauerinfusion.
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Optische Dichte

(% zur + SEM n p
Kontrolle)
Kontrolle 5 ug 38,92 8,482 4 -
Kontrolle 10 pg 100 0 4 -
Kontrolle 15 pug 161,07 4,22 4 -
4 Wochen ET-1 166,96 17,51 4 p < 0,01

10 ug

Tabelle 4
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Prozentuale Verdnderung der PKC-a in Kardiomyozyten bei ET-1-
Langzeitinkubation.

Aufgetragen wurden jeweils 10 pg Gesamtprotein. Als Bezug diente der
Kontrollwert mit 10 ug Gesamtprotein, der als 100 % definiert wurde. Die
jeweils aufgetragenen 10 pg Gesamtprotein unter ET-1-Stimulation
wurden in Bezug auf diesen Kontrollwert ausgewertet und damit die
relative Konzentration der PKC-o im jeweiligen Gesamtprotein

berechnet.
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Abbildung 23 Graphische Darstellung der PKC-a bei ET-1-Langzeitinfusion

Graphische Darstellung des Verlaufs der Proteinkinase PKC-a
unter zeitabhangiger Stimulaton mit 100 nmol/l ET-1.
Aufgetragen sind jeweils 10 ug Gesamtprotein. Die ersten drei
Spuren von links stellen die Kontrolle dar, die mit 5, 10 und 15 pg
kochsalzstimuliertem Myokardgewebe erfolgte, die vierte Spur
von links stellt Myokardgewebe dar, das 4 Wochen lang mit ET-
1 stimuliert wurde.

Die y-Achse markiert die relative Proteinkonzentration in %
bezogen auf die Kontrolle mit 10 pg kochsalzstimuliertem
Gewebe, die als 100 % definiert wird. Die x-Achse markiert den
zeitlichen Abschnitt der Stimulation.

Signifikanter Anstieg der PKC-a nach 4 Wochen.

++ p < 0,01

75




4.2.3 Auswirkung einer chronischen ET-1-Stimulation auf die PKC-6

Die untenstehende Abbildung 24 stellt die quantitativen Veranderungen der
Proteinkinase PKC-8 im Myokardgewebe bei vierwdchiger Stimulation mit ET-1

im Vergleich zum unstimulierten Kontroll-Myokard-Homogenat dar.

-
1 2 3 4 5
Abbildung 24 PKC-d in Kardiomyozyten nach vierwochiger ET-1-Infusion.

Reprasentativer Western Blot mit Darstellung der zeitabhangigen
Veranderung der relativen Konzentration der PKC-6. Spur 1 bis 3
stellt eine Konzentrationsreihe mit  kochsalzstimuliertem
Kontrollgewebe dar, mit 5, 10 und 15 ug Gesamtprotein. Spur 4
stellt ET-1-stimuliertes Gewebe dar, aufgetragen wurden 10 ug
Gesamtprotein, Spur 5 die Positivkontrolle mit 10 g
Gehirngewebe dar.

Deutlicher Anstieg der relativen PKC-8-Konzentration nach 4

Wochen Dauerstimulation.

Es stellt sich ein leichter Anstieg der Proteinkinase PKC-6 dar, der sich in der
computergestitzten Auswertung laut untenstehender Tabelle auf 23,76 %
festgesetzt werden konnte.

Tabelle 5 und Abbildung 25 zeigt die Auswirkungen einer Langzeitstimulation

von Myokardgewebe mit ET-1 auf die Proteinkinase PKC-.
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Optische Dichte

(% zur +SEM n P
Kontrolle)
Kontrolle 5 ug 38,22 7,86 4 -
Kontrolle 10 pg 100 - 4 -
Kontrolle 15 pg 165,65 9,48 4 -
4 Wochen ET-1
123,76 4,11 4 p < 0,05
10 pg
Tabelle 5 Prozentuale Veranderung der PKC-3 in Kardiomyozyten bei ET-1-

Langzeitinfusion.

Aufgetragen wurden jeweils 10 ug Gesamtprotein. Als Bezug diente
der Kontrollwert mit 10 pg Gesamtprotein, der als 100 % definiert
wurde. Die jeweils aufgetragenen 10 ug Gesamtprotein unter ET-1-
Stimulation wurden in Bezug auf diesen Kontrollwert ausgewertet und
damit die relative Konzentration der PKC-o im jeweiligen

Gesamtprotein berechnet.
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Abbildung 25
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Graphische Darstellung der PKC-8 bei ET-1-Langzeitinfusion
Graphische Darstellung des Verlaufs der Proteinkinase PKC-8
unter zeitabhangiger Stimulation mit 100 nmol/l ET-1.
Aufgetragen sind jeweils 10 pug Gesamtprotein. Die ersten drei
Spuren von links stellen die Kontrolle dar, die mit 5, 10 und 15 pg
kochsalzstimuliertem Myokardgewebe erfolgte, die vierte Spur
von links stellt Myokardgewebe dar, das 4 Wochen lang mit ET-
1 stimuliert wurde.

Die y-Achse markiert die relative Proteinkonzentration in %
bezogen auf die Kontrolle mit 10 pg kochsalzstimuliertem
Gewebe, die als 100 % definiert wird. Die x-Achse markiert den
zeitlichen Abschnitt der Stimulation.

Signifikanter Anstieg der PKC nach 4 Wochen.

+ : p <0,05




4.2.4 Auswirkung einer chronischen ET-1-Stimulation auf die PKC-¢

Analog der oben beschriebenen Versuche mit Myokard-Homogenat erforderte

auch in diesem Fall die Arbeit mit dem Antikérper eine sorgféltige Etablierung.

Die untenstehende Abbildung 26 zeigt die Auswirkungen einer vierwdchigen

Stimulation von Myokardgewebe mit ET-1 auf die PKC-¢.

- -~ . @ -90kDa

Abbildung 26

PKC-¢ in Kardiomyozyten nach vierwdchiger ET-1-Infusion.
Reprasentativer Western Blot mit Darstellung der zeitabhangigen
Veranderung der relativen Konzentration der PKC-¢. Spur 1 bis 3
stellt eine Konzentrationsreihe mit  kochsalzstimuliertem
Kontrollgewebe dar, mit 5, 10 und 15 ug Gesamtprotein. Spur 4
stellt ET-1-stimuliertes Gewebe dar, aufgetragen wurden 10 pg
Gesamtprotein, Spur 5 die Positivkontrolle mit 10 pg
Gehirngewebe dar.

Deutlicher Anstieg der relativen PKC-e-Konzentration nach 4

Wochen Dauerstimulation.

Es ist ein signifikanter Anstieg der relativen Konzentration der Proteinkinase
PKC-e um 62,32 % zu erkennen (p < 0,01).

Tabelle 6 und Abbildung 27 stellen die beschriebenen Veranderungen

schematisch dar.
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Optische Dichte

(%' zur +SEM n P
Kontrolle)
Kontrolle 5 ug 44,82 3,94 3 -
Kontrolle 10 pg 100 - 3 -
Kontrolle 15 pg 156,99 5,19 3 -
4 Wochen ET-1
162,32 4,27 3 p < 0,01
10 pg
Tabelle 6 Prozentuale Veranderung der PKC-¢ in Kardiomyozyten bei ET-1-
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Langzeitinfusion.

Aufgetragen wurden jeweils 10 ug Gesamtprotein. Als Bezug diente
der Kontrollwert mit 10 ug Gesamtprotein, der als 100 % definiert
wurde. Die jeweils aufgetragenen 10 ug Gesamtprotein unter ET-1-
Stimulation wurden in Bezug auf diesen Kontrollwert ausgewertet und
damit die relative Konzentration der PKC-¢ im jeweiligen

Gesamtprotein berechnet.
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Abbildung 27 Graphische Darstellung der PKC-¢ bei ET-1-Langzeitinfusion

Aufgetragen sind jeweils 10 ug Gesamtprotein. Die ersten drei
Spuren von links stellen die Kontrolle dar, die aus 5, 10 und 15
Mg kochsalzstimuliertem Myokardgewebe bestand, die vierte
Spur von links stellt Myokardgewebe dar, das 4 Wochen lang mit
ET-1 stimuliert wurde.

Die y-Achse markiert die relative Proteinkonzentration bezogen
auf die Kontrolle mit 10 ug kochsalzstimuliertem Gewebe, die als
100 % definiert wird. Die x-Achse markiert den zeitlichen
Abschnitt der Stimulation.

Signifikanter Anstieg der PKC nach 4 Wochen.

++ p < 0,01
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4.2.5 Auswirkung einer chronischen ET-1-Stimulation auf die PKC-{

Die untenstehende Abbildung 28 zeigt den Effekt einer vierwdchigen

Stimulation von Myokardgewebe mit ET-1 auf die Proteinkinase PKC-{.

w ws @D S - - 78 kDa
— — D - — - 80 kDa
1 2 3 4 5
Abbildung 28 PKC-{ in Kardiomyozyten nach vierwéchiger ET-1-Infusion.

Reprasentativer Western Blot mit Darstellung der zeitabhangigen
Veranderung der relativen Konzentration der PKC-C.
Antikérperbedingte Darstellung der Doppelbande bei 78 und 80
kDa. Spur 1 bis 3 stellt eine Konzentrationsreihe mit
kochsalzstimuliertem Kontrollgewebe dar, mit 5, 10 und 15 pug
Gesamtprotein. Spur 4 stellt ET-1-stimuliertes Gewebe dar,
aufgetragen wurden 10 pg Gesamtprotein, Spur 5 ist die
Positivkontrolle mit 10 pg Gehirngewebe.

Kein Anstieg der relativen PKC-{-Konzentration nach 4 Wochen

Dauerstimulation.

Es ist kein EinfluB von ET-1 auf die Konzentration an PKC-{ zu erkennen.
Interessanterweise kommt es sogar zu einem leichten Abfall der PKC-{ auf
91,44 %,; dieser ist jedoch nicht signifikant ( p > 0,05).

Tabelle 7 und Abbildung 29 stellen die Wirkung einer ET-1-Stimulation wéhrend

einer Zeitspanne von vier Wochen auf die PKC-C in Myokardgewebe dar.
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Optische Dichte

(%' zur +SEM n P
Kontrolle)
Kontrolle 5 ug 67,10 8,17 4 -
Kontrolle 10 pg 100 - 4 -
Kontrolle 15 pug 145,17 9,13 4 -
4 Wochen ET-1
91,44 12,61 4 p > 0,05
10 pg
Tabelle 7 Prozentuale Veranderung der PKC-{ in Kardiomyozyten bei

ET-1-Langzeitinfusion.

Prozentuale Veranderung der PKC-{ unter Stimulation mit 100
nmol/l ET-1. Aufgetragen wurden jeweils 10 ug Gesamtprotein.
Als Bezug diente der Kontrollwert mit 10 ug Gesamtprotein, der
als 100 % definiert wurde. Die jeweils aufgetragenen 10 ug
Gesamtprotein unter ET-1-Stimulation wurden in Bezug auf
diesen Kontrollwert ausgewertet und damit die relative

Konzentration der PKC-{ im jeweiligen Gesamtprotein berechnet.
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Abbildung 29 Graphische Darstellung der PKC-{ bei ET-1-Langzeitinfusion
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Aufgetragen sind jeweils 10 ug Gesamtprotein. Die ersten drei
Spuren von links stellen die Kontrolle dar, die mit 5, 10 und 15 pg
kochsalzstimuliertem Myokardgewebe erfolgte, die vierte Spur
von links stellt Myokardgewebe dar, das 4 Wochen lang mit ET-
1 stimuliert wurde.

Die y-Achse markiert die relative Proteinkonzentration in %
bezogen auf die Kontrolle mit 10 pg kochsalzstimuliertem
Gewebe, die als 100 % definiert wird. Die x-Achse markiert den
zeitlichen Abschnitt der Stimulation.

Keine Veranderung der PKC nach 4 Wochen.




5. Diskussion

5.1 Auswirkung chronischer ET-1-Stimulation auf die PKC von A10-Zellen

Bei der Betrachtung des Einflusses von ET-1 auf die PKC ist es erforderlich,
Kurzzeitwirkungen von ET-1 mit Folgeeffekten wie der Erhéhung des
intrazellularen  pH-Wertes und  Veradnderungen der intrazellularen
Kalziumkonzentrationen von Langzeitwirkungen wie der vermehrten Produktion
extrazellularer Matrix und der Induktion der Zellproliferation zu unterscheiden.
Die molekularen Mechanismen, durch die Kurzzeiteffekte in Zellen vermittelt
werden, waren in der Vergangenheit Gegenstand intensiver Forschungen.
Griendling et. al. konnten bei kurzzeitiger Inkubation von glatten
GefaBmuskelzellen mit ET-1 die Translokation und Aktivierung der PKC durch
Akkumulation von Diacylglycerol Uber mindestens 20 Minuten hinweg
beobachten (104). Ebenso bewiesen King und Hu die Akkumulation von
Diacylglycerol mit konsekutiver Aktivierung der PKC bei Inkubation glatter
Muskelzellen mit ET-1 (186). Neueste Forschungen an koronaren glatten
GefaBmuskelzellen zeigen auBerdem, dafB vor allem die PKC-o und die PKC-¢
Zielproteine der durch ET-1 aktivierten Kurzzeitsignalkaskade sind, wohingegen
die PKC-{ kaum beeinfluBt wird (335).

Uber die molekularen Mechanismen der Langzeitwirkung chronischer
Endothelinstimulation scheint dagegen wenig bekannt zu sein. Olivier und
Parker beschreiben die Langzeitstimulationseffekte der Hormone Bombesin und
dem hinsichtlich mitogener Wirkungen dem ET-1 &hnlichen Platelet Derived
Growth Factor (PDGF) auf Swiss 3T3-Zellen. Wéahrend Bombesin die
intrazellulare Konzentration der PKC-a signifikant erhéht, zeigt PDGF keinen
EinfluB auf die PKC-a, jedoch auf andere PKC-Isoformen. In beiden Zellen lieB
sich keine Veranderung der intrazellularen Verteilung der PKC-a zugunsten der
Membranfraktion feststellen, die bei einer chronischen Aktivierung dieser PKC-
Isoform zu erwarten gewesen ware (266). Jedoch existieren in der
Arbeitsgruppe Daten Uber die Effekte der Langzeitstimulation von glatten
GefaBmuskelzellen mit ET-1 auf andere an der intrazellularen Signalkaskade
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beteiligte Proteine. So weisen die Mitogen-aktivierten Kinasen (MAP-Kinasen)
ERK-1 und ERK-2 unter EndothelineinfluB nach 15 Minuten einen starken
Konzentrationsanstieg auf. Im Verlauf des weiteren ET-1-Einflusses jedoch
sinken die Konzentrationen kontinuierlich bis etwa sechs Stunden nach
Versuchsbeginn ab, um anschlieBend bis 96 Stunden nach Versuchsbeginn
anzusteigen, wobei das Endniveau der Konzentrationen nach 96 Stunden 65 %
héher als die Ausgangskonzentrationen liegt (165). Ahnlich scheinen sich die
G-Proteine zu verhalten, wobei besonders die G-Proteine Gi und Gq an der
durch ET-1 vermittelten Signalgebung beteiligt sind. Die Gi-Untereinheiten Gi1
und Gi3 zeigen nach anfénglichem Konzentrationsabfall einen kontinuierlichen
Konzentrationsanstieg, der bis 48 Stunden nach Beginn der
Stimulationsversuche zu beobachten ist und zu einer signifikanten Erhéhung
der Konzentrationen im Vergleich zur Kontrolle fuhrt (97). Mit Blick auf diese
Datenlage war nun die Auswirkung einer Langzeitinkubation von glatten

GefaBmuskelzellen mit ET-1 auf die PKC-lIsoenzyme von Interesse.

5.1.1 Auswirkung einer chronischen ET-1-Stimulation auf die PKC-a

In A10-Zellen |aBt sich unter dem EinfluB einer chronischen Inkubation mit ET-1
ein deutlicher Anstieg der Konzentration an PKC-a bereits nach 15 Minuten
feststellen. Im Verlauf der weiteren Stimulation jedoch sinkt die Konzentration
der PKC-a wieder ab, so dafB sich nach einer Stunde die Konzentrationen in
stimulierten Zellen und in unbehandelten Kontrollzellen wieder auf gleichem
Niveau befinden. Bei Fortsetzung der Stimulation ist bereits nach sechs
Stunden ein signifikanter Konzentrationsanstieg zu verzeichnen. Dieser setzt
sich kontinuierlich bis zum Versuchsende nach 96 Stunden fort, wobei nach 48
Stunden eine Konzentration an PKC-a erreicht wird, die 172 % hdéher als die
Konzentration in unbehandelten Kontrollzellen liegt. Nach 48 Stunden lieB sich
jedoch kein weiterer Anstieg der Konzentration feststellen. Die Konzentrationen
sinken im Gegenteil bis zum Versuchsende nach 96 Stunden leicht ab. Der
Vergleich der Konzentrationen mit den unbehandelten Kontrollzellen zeigt, daf
die beobachteten Konzentrationsanderungen nicht etwa durch die lange
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Inkubation der Zellen mit Mangelmedium bedingt sind, sondern direkt auf den
EinfluB des zugeflgten ET-1 zurlckgefihrt werden muissen. Auch ein
mogliches Absinken der Konzentrationen an PKC-a nach 72 Stunden durch
Abbauvorgange des zugegebenen ET-1 wurde dadurch ausgeschlossen, dafB
alle drei Stunden Medium und ET-1 erneuert wurden. Zudem lieB sich der
Effekt durch die Behandlung der A10-Zellen mit dem ET,-Rezeptor-

Antagonisten LU-302146 verhindern. Folglich sind die beobachteten
Veranderungen ausschlieBlich auf das Einwirken von ET-1 zurlickzuflhren.

Die gesteigerte quantitative Expression der PKC-a scheint jedoch nicht mit
einer gleichzeitig gesteigerten Aktivitat dieses Enzyms verbunden zu sein. Die
Literatur beschreibt bei kurzzeitiger Inkubation von Zellmaterial mit ET-1 eine
Translokation der PKC in den Kernbereich. Dies konnte im Rahmen dieser
Arbeit auch fir A-10-Zellen nachgewiesen werden. Nach 18-stlindiger
Stimulation von A10-Zellen mit ET-1 lieB sich in der Immunfluoreszenz jedoch
keine Translokation der PKC-a in den Zellkern nachweisen. Diese ist aber ein
Aspekt einer Aktivierung dieses Proteins (111). Somit scheint, wie in der
Literatur beschrieben, die kurzzeitige Stimulation von glatten Muskelzellen mit
ET-1 zwar die Translokation der PKC zur Folge zur haben, langzeitig erhéhte
ET-1-Konzentrationen jedoch keinen EinfluB zu besitzen. Dies stimmt Uberein
mit der Literatur. Diese beschreibt eine generell abnehmende Ansprache von
G-Protein-Phospholipase-C-verknipften Rezeptorsignalproteinen auf langzeitig
erhdhte Konzentrationen von Rezeptoragonisten (67, 368, 187, 327, 43, 121,
164).

Ein Modell, welches die Datenlage mit Hinblick auf quantitative Veranderungen
der PKC-a sowie die Aktivitdt des Enzyms bei Inkubation glatter Muskelzellen
mit ET-1 berlcksichtigt, zeigt die Abbildung 30.

Bei Bindung von ET-1 an den ETA-Rezeptor von glatten Muskelzellen erfolgt
eine sehr stabile, langanhaltende und nahezu irreversible Bindung des
Hormons an den Rezeptor und intrazellular damit eine starke Bindung der
Phospholipase C (PLC) und der Phospholipase D (PLD) an den Rezeptor (337,
98). Dies resultiert in der Freisetzung von Diacylglycerol (DG) und
Inositoltriphosphat (IP3). Wahrend IP3 Kalzium aus intrazellularen Speichern
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freisetzt, bindet DG mit Unterstitzung des Kalziums an die sich im léslichen
Zytoplasma befindliche, inaktive PKC-a, die daraufhin zu perinuklearen
Membranstrukturen translozieren kann und dort an der Position Threonin-(T)-
497 durch die membrangebundene PDK-1 (siehe Kapitel 1) phosphoryliert
werden kann, die ihrerseits nach Bindung von ET-1 vermehrt an die
Membranen transloziert. Dies ermdglicht die Autophosphorylierung der PKC-a
an den Positionen Threonin-(T)-638 und Serin-(S)-657 und damit die
Aktivierung der PKC-a (421, 422). Diese Aktivierung ist fir die in der Literatur
beschriebene Kurzzeitaktivierung verantwortlich.

Prolongierte Bindung des ET-1 durch Langzeitstimulation veréndert die zellulare
Antwort hinsichtlich der intrazellularen Signaltransduktion. So beschreibt die
Literatur eine rasche Abschwachung (88, 184) oder sogar Aufhebung (113) der
Signalgebung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren bei prolongierter
Stimulation durch verschiedene Agonisten mittels Einwirken von G-Protein-
coupled-receptor-kinases  (GRKs), die durch  Phosphorylierung von
Rezeptoruntereinheiten die Signalwege, die dem jeweiligen Rezeptor
untergeordnet sind, in erheblichem MaBe blockieren. Ahnliche Ergebnisse
beschreiben Freedman et al. bei Desensibilisierungsversuchen von ET,-
Rezeptoren und identifizieten die GRK-2 als die fir ET-1-Rezeptoren
verantwortliche GRK-Isoform, die die intrazellulare Signalgebung um bis zu 80
% abschwacht. Gleichzeitig wird postuliert, daB die GRK-2 lediglich die PLC
blockiert, Uber die PLD jedoch weiterhin eine intrazellulare Rest-Signalgebung
auch mit Einbezug der PKC méglich ist, ein Proze3, der bei Versuchen mit dem
Angiotensin-1l-1A-(AT1A)-Rezeptor bereits bewiesen werden konnte (184).

Die im Rahmen dieser Arbeit beobachteten Anstiege der PKC-a bei
Langzeitstimulation lassen sich also durch die konstante Aktivitdt von
Transmitterproteinen erklaren, die im Kern die Produktion von PKC-o-mRNA
fordern. Die Transmitterproteine kénnten durch die PLD-abhangige Restaktivitat
des ET,-Rezeptors zu konstanter Aktivitat veranlaBt werden. Die neugebildete,

|6sliche, inaktive PKC-a kdnnte durch das Uber die PLD weiterhin konstant

gebildete Diacylglycerol zu den perinukledaren Membranen transloziert werden
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PKC-o.

Bindung von ET-1 bewirkt eine Desensibilisierung der PLC,
jedoch bleibt die PLD noch in gewissem MaBe aktiv. Unbekannte
Signalproteine bewirken im Zellkern die verstérkte Bildung der
PKC. Diese transloziert unter dem EinfluB von Diacylglycerol
(DG) an die Membranen und wird dort an drei Aminosaureresten
phosphoryliert. Diese Phosphorylierung bewirkt eine Resistenz
gegeniber Proteasen. Diese Resistenz gegenlber Proteasen
und die fortdauernde Produktion der PKC erklart den starken

Mogliches Modell des Langzeiteinflusses von ET-1 auf die

Anstieg der PKC im Rahmen dieser Arbeit.

PDK-1 = phosphoinosite-dependent kinase,

DG = Diacylglycerol,

PLC/PLD = Phospholipase C/D

GRK-2 = G-Protein-coupled-receptor-kinase-2




und dort phosphoryliert werden. In einem abschlieBenden Schritt kénnte DG
wieder abdissoziieren, so daB sich die PKC-a von der Membran ablésen und
ins Zytosol zurlickdissoziieren kann, wo sie in latentem Zustand verbleibt. Die
erhaltene dreifache Phosphorylierung erméglicht den Erhalt der PKC-a in einer
Konformation, die sie vor dem Angriff zelluldrer Phosphatasen und einer daraus
resultierenden proteolytischen Degradation schitzt. Dies erklart den
progredienten Anstieg dieser PKC im Verlauf der Langzeitstimulation. Daflr
spricht, daB diese latente dreifachphosphorylierte Form der PKC-a diejenige
Form ist, die in der Regel in der Zelle gefunden wird (113). Gleichzeitig ist
offensichtlich die Translokation der latenten PKC-a in vesikulare Strukturen, wo
anschlieBend in einem temperaturabhangigen Schritt die komplette
Dephosphorylierung und der proteolytische Abbau der PKC durch einen
membranstandigen heterotrimeren Komplex der Proteinphosphatase-2A (PP-
2A) stattfindet (112), zumindest nicht gesteigert, wenn nicht sogar supprimiert.
Da die PKC-a diesen Translokationsschritt zu den vesikularen Strukturen selbst
féordert und somit ihren eigenen Abbau initiiert (88), mussen die trotzdem
erhdhten Proteinkonzentrationen in Folgeversuchen mit dem aufgeflhrten
Modell vereinbart werden bzw. das Modell korrigiert werden.

Wegen der dreifachen Phosphorylierung ist die l6sliche latente Form der PKC-a.
von langem Bestand. Die Aktivierung nach Abdissoziation von DG und
Retranslokation ins Zytoplasma wird durch Bindung der Pseudosubstrat-Region
verhindert, was einer funktionellen Inaktivierung entspricht (28, 29, 285, 133).
Jedoch beschreibt die Literatur, daB die Pseudosubstratbindung an die PKC
durch neuerliche Bindung von DG an die PKC mit konsekutiver Translokation
des Enzyms an Membranstrukturen aufgehoben werden kann, wodurch die
sofortige Aktivitat wiederhergestellt werden kann (88): das Protein befindet sich
also gewissermaBen in einer Wartestellung (Latenz oder verborgene Aktivitat).
Eine solche erneute Bereitstellung von DG wéare durch andere Hormone
denkbar, die Uber andere Rezeptoren eine G-Protein-PLC-PLD-abhéngige

Signalkaskade initiieren, was fir die PKC-¢ nachweisbar ist (siehe unten).
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Nach dem in Abbildung 5.1 dargestellten Modell waren die beobachteten
erhéhten Konzentrationen an PKC-a unter ET-1-Langzeitstimulation allerdings
theoretisch auch durch alleinige vermehrte Biosynthese der PKC-a erklarbar,
d.h. ohne die beschriebenen Phosphorylierungen. Eine differenzierte genaue
Untersuchung des Proteinanstieges erfordert daher in Folgeversuchen die
Anwendung von Antikérpern gegen die phosphorylierte PKC-a, um letztlich die
tatsachlichen Vorgange aufklaren zu kénnen.

Anzumerken bleibt, daB das in Abbildung 5.1 dargestellte Modell lediglich eine
hypothetische Darstellung der gewonnenen Beobachtungen ist. Ein
abschlieBendes verbindliches Modell erfordert eine Verbesserung der
Datenlage, um die aufgeklarten Unklarheiten zu erhellen. Neben der
Verwendung von Anti-Phospho-PKC-a wére sicherlich auch die Untersuchung
der GRK-2 im quantitativen Western Blot bei chronischer Stimulation von
glatten Muskelzellen mit ET-1 interessant.

Es wére zu vermuten, daB sowohl die Phospho-PKC-a als auch die GRK-2 im
Verlauf dieser Stimulation ansteigen.

Zudem ware in der Immunfluoreszenz zu prifen, ob nach langzeitiger
Stimulation der glatten Muskelzellen mit ET-1 eine kurzzeitige Reaktivierung der

PKC-a durch andere Hormone, z. B. Angiotensin-Il, méglich ist.

5.1.2 Auswirkungen einer chronischen ET-1-Stimulation auf die PKC-¢

Der EinfluB der kurzzeitigen Inkubation glatter Muskelzellen mit ET-1 auf die
PKC-¢ wurde bereits kurz nach der Entdeckung von ET-1 beschrieben. So
konnte eine Translokation der PKC in den Zellkern und ihre Aktivierung
nachgewiesen werden (186, 104, 359). Olivier und Parker beschreiben die
Auswirkung chronischer Inkubation von Swiss-3T3-Zellen mit den Hormonen
Platelet Derived Growth Factor (PDGF) und Bombesin. Das dem ET-1
hinsichtlich mitogener Potenz sehr ahnliche PDGF verursachte einen Anstieg
der PKC-e-Konzentrationen, wohingegen Bombesin nur in sehr hohen

Konzentrationen Einflisse auf die Konzentrationen an PKC-¢ aufwies (266).
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A10-Zellen zeigen bei chronischer Inkubation mit ET-1 bereits nach sechs
Stunden einen deutlichen Anstieg der PKC-e-Konzentration. Der Anstieg 4Bt
sich bis 72 Stunden nach Versuchsbeginn kontinuierlich verfolgen, wobei nach
72 Stunden ein Maximum der PKC-e-Konzentration von 332 % gegentiber der
Ausgangskonzentration erreicht wird. Der Anstieg fallt somit bei dieser PKC-
Isoform noch deutlicher aus als bei der PKC-a. In den folgenden 24 Stunden bis
zum Versuchsende nach 96 Stunden lieB3 sich kein weiterer Anstieg der PKC-¢
feststellen.

Die erhéhten PKC-e-Konzentrationen bei chronischer Inkubation von A10-Zellen
mit ET-1- korrelieren jedoch analog der PKC-a nicht mit einer dauerhaften
Translokation und damit méglicherweise auch nicht mit einer dauerhaften
Aktivitat. Mittels Immunfluoreszenz konnte in Kurzzeitversuchen bereits nach 30
Minuten eine Translokation der PKC-¢ aus dem Zytoplasma in die Kernregion
nachgewiesen werden. Dies ist auch noch nach 60 Minuten beobachtbar. Die
PKC-¢ unbehandelter Kontrollzellen bleibt Uber die ganze Zeit hinweg im
Zytoplasma lokalisiert. Diese Ergebnisse decken sich mit der Literatur, die eine
aktivierungsbedingte Translokation der PKC-e in die Kernregion beschreibt
(359, 111).

Dagegen scheint die Langzeitinkubation von A10-Zellen mit ET-1 nicht mit einer
anhaltenden Translokation der PKC-e¢ einherzugehen. Nach sechs Stunden
Dauerstimulation der glatten Muskelzellen mit ET-1 befindet sich die PKC-¢
wieder im Zytoplasma.

Die Literatur beschreibt die Aktivierung und Translokation der PKC-e¢ auch
durch andere Agonisten, die Uber eine G-Protein-PLC-abhangige intrazellulare
Signalkaskade wirken, so auch durch Angiotensin-Il (36). Interessanterweise
transloziert die PKC-e tatsachlich bei Zugabe von AT-Il auch bei noch
fortbestehender sechsstiindiger Dauerinkubation der Zellen mit ET-1 bereits
nach 15 Minuten wieder in den Kern und zeigt somit mdéglicherweise eine
erfolgte Aktivierung. Dieser Zustand laBt sich auch 45 Minuten nach Zugabe
des AT-Il beobachten.
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Ein denkbares, der PKC-o analoges Modell unter Beriicksichtigung der
gewonnenen Daten ist in Abbildung 31 dargestellt und soll im folgenden
erlautert werden.

Bei Beginn der Inkubation der glatten Muskelzellen mit ET-1 kommt es wie bei
der PKC-a zur Phosphorylierung der PKC-¢ an Position Threonin-(T-)-566. Zwei
Autophosphorylierungen an Position  Serin-(S-)-703 und Serin-(S-)-729
bewirken einen Schutz vor dem Angriff von Proteinphosphatasen (284). Diese
letzte Phosphorylierung geschieht wahrscheinlich unter dem EinfluB der PKC-C
(284, 283).

Langzeitstimulation des ET,-Rezeptors bewirkt wie in der Einleitung
beschrieben analog der PKC-a eine GRK-2-abhangige Desensibilisierung, die
PLD bleibt jedoch weiterhin aktiv und erméglicht eine langanhaltende
Signalgebung (88). Uber eine Kaskade unbekannter Proteine wird somit die
Transkription und Biosynthese der PKC-¢ wahrend der Langzeitinkubation der
glatten Muskelzellen mit ET-1 geférdert. Die drei Phosphorylierungsschritte an
den Positionen Threonin-(T)-566, Serin-(S)-703 und Serin-(S)-729 sorgen flr
die Stabilitat der PKC gegenlber Proteasen im Zytoplasma nach Abdissoziation
von DG und erklaren ihren signifikanten Konzentrationsanstieg wahrend der
Langzeitinkubation.

Diese Hypothese wirde erklaren, warum die langfristige Inkubation von glatten
Muskelzellen einerseits mit einem progredienten Anstieg der PKC-e-Konzen-
trationen verbunden ist, andererseits jedoch keine persistierende Translokation
(und somit mdoglicherweise auch keine Aktivitdit) des Enzyms in der
Immunfluoreszenz erfaBbar ist. Das Enzym befindet sich in Latenz.

Gleichzeitig sind  offensichtlich  Translokationsprozesse in  andere
Zellkompartemente, die letztlich zur Dephosphorylierung und Degradierung der
PKC-e¢ flahren, supprimiert, eine notwendige Voraussetzung flir den
beobachteten Anstieg der PKC-e-Konzentrationen wahrend langfristiger ET-1-

Stimulation.
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Translation A

Die Literatur beschreibt das Auftreten der PKC-¢ in Zellen hauptséachlich als
dreifachphosphoryliertes latentes l6sliches Enzym (113), so daB ein Auftreten in
dieser Form am wahrscheinlichsten ist. AufschluB kénnten Folgeversuche mit
Anti-Phospho-PKC-e-Antikérper bringen, die das beschriebene Modell
vervollstandigen kénnte.

Die Literatur beschreibt auBerdem die Translokation und Aktivierung der PKC-¢
sowie anderer PKC-Isoformen durch die Bindung von AT-Il an seinen Rezeptor
(88). Dieses Phanomen ist auch bei langfristiger Inkubation von glatter

Muskelzellen mit ET-1 beobachtbar, wenn man wahrend der noch anhaltenden

94



Abbildung 31

Mogliches Modell des Langzeiteinflusses von ET-1 auf die
PKC-¢.

Bindung von ET-1 bewirkt eine Desensibilisierung der PLC, jedoch
bleibt die PLD noch in gewissem MaBe aktiv. Unbekannte
Signalproteine bewirken im Zellkern dadurch die verstarkte Bildung
der PKC. Diese transloziert unter dem EinfluB von Diacylglycerol
(DG) an die Membranen und wird dort an drei Aminosdureresten
phosphoryliert. Diese Phosphorylierung bewirkt eine Resistenz
gegeniber Proteasen. Die Resistenz gegeniber Proteasen und
die fortdauernde Produktion der PKC erklart den starken Anstieg
der PKC, wie sie im Rahmen dieser Arbeit festgestellt wurde.

Im Rahmen ihrer Aktivierung transloziert sie in den Zellkern. Bei
Dauerstimulation reloziert die PKC ins Zytoplasma. Eine
Translokation ist unabhangig von der Dauerstimulation durch ET-1
unter dem EinfluB von AT-Il und wahrscheinlich auch anderer
Faktoren moglich. Es wird also auch diejenige PKC-Fraktion
verlagert, die unter dem EinfluB der ET-1-Dauerstimulation
produziert wurde. Der Effekt der PKC wird dadurch
maoglicherweise um ein Vielfaches potenziert.

AT-1 = Angiotensin-1-Rezeptor,

Erklarung der anderen Abklrzungen siehe Abbildung 30.

Stimulation der Zellen diese zusatzlich mit AT-Il inkubiert. Bereits nach 15
Minuten Einwirkung des AT-II befindet sich die PKC-¢, die bei alleiniger ET-1-

Stimulation in der Immunfluoreszenz im Zytoplasma lokalisiert ist, komplett im

Zellkern, also auch derjenige PKC-e-Anteil, der im Rahmen der ET-1-

Stimulation neu synthetisiert wurde. Offensichtlich erstreckt sich die Einwirkung

der GRK-2 also nur auf den langfristig stimulierten PLC-abhangigen ET-1-

Rezeptor. Der AT-llI-Rezeptor bleibt zumindest kurzfristig unbeeinfluBt. Somit

kann die im Zytoplasma lokalisierte latente PKC-e¢ in den Kern transloziert

werden, wobei diese Translokation auch nach 45 Minuten noch beobachtbar ist.
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5.1.3 Auswirkung einer chronischen ET-1-Stimulation auf die PKC-{

Unter dem EinfluB einer kurzfristigen Stimulation mit Platelet Derived Growth
Factor (PDGF) bzw. Epithelian Growth Factor (EGF) konnte in der Literatur eine
Aktivierung der PKC-{ mit konsekutiver Translokation des Enzyms in den
Zellkern nachgewiesen werden (359). Dagegen ist die Datenlage zu den
Effekten einer Langzeitinkubation mit verschiedenen Hormonen gering. Olivier
und Parker liefern Erkenntnisse Uber die Effekte einer Langzeitinkubation von
Swiss-3T3-Zellen mit den Hormonen Bombesin und dem hinsichtlich mitogener
Potenz dem ET-1 sehr ahnlichen PDGF. Im Gegensatz zu den anderen PKC-
Isoformen konnten in Langzeitinkubationsversuchen keine quantitativen
Veranderungen der PKC-{ beobachtet werden (266).

Dieser fehlende quantitative Anstieg der PKC- 1aBt sich auch in A10-Zellen
beobachten. Diese weisen nach 72 Stunden Inkubation mit ET-1 keinerlei
Veranderung der PKC-(-Konzentrationen auf. Dies stimmt mit der Literatur
Uberein, die in verschiedenen Versuchen eine Sonderrolle der PKC-(
beschreibt.

Abbildung 32 beschreibt die wahrscheinlichen intrazellularen Vorgéange.

Bei Kurzzeitinkubation der PKC-{ mit ET-1 sind &hnliche Effekte zu erwarten,
die schon oben beschrieben wurden. Durch drei Phosphorylierungen an den
Positionen Threonin (T-)-410, Threonin (T-)-560 und Serin (E-)-579 wird diese
durch eine Konformationsdnderung resistent gegen den Angriff von
Proteinphosphatasen.

Langfristige Exposition von glatten Muskelzellen gegentber ET-1 dagegen
scheint die Transkription der PKC-{ nicht zu beeinflussen, ein wesentlicher
Unterschied zu den anderen Isoformen der Proteinkinase C.

Anzumerken bleibt, daB aufgrund der mangelhaften Datenlage die Ausfiihrung
des Einflusses von ET-1 auf die PKC-{ mehr oder weniger spekulativ ist und

zur endguiltigen Klarung eines fundierten Erwerbs von Daten bedarf.
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Abbildung 32

Mogliches Modell des Langzeiteinflusses von ET-1 auf die
PKC-C.

Bindung von ET-1 bewirkt eine Desensibilisierung der PLC,
jedoch bleibt die PLD noch in gewissem MaBe aktiv und
ermdglicht weiterhin eine intrazelluldre Signalgebung. Dennoch
kommt es im Zellkern im Gegensatz zu den anderen PKC-
Isoformen nicht zur verstarkten Bildung der PKC, obwohl die
Phosphorylierung eine Resistenz gegenlber Proteasen bewirki.
Es ist somit wahrscheinlich, daB3 die ET-1-Dauerstimulation den
relativen EinfluB dieser PKC im Verhaltnis zu den anderen PKC-
Isoformen vermindert.

Erklarungen der Abkirzungen siehe Abb. 30/31.
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5.1.4 Pathophysiologische und klinische Konsequenzen

Festzuhalten ist gemaB den obigen Ausfiihrungen ein sehr deutlicher Anstieg
der Konzentrationen an PKC-a und PKC-¢ in glatten A10-GefaBmuskelzellen
bei langfristiger Inkubation mit ET-1, wohingegen hinsichtlich der PKC-{ keine
gesteigerten Proteinkonzentrationen feststellbar sind. Gleichzeitig korrelieren
diese erhdhten Proteinkonzentrationen bzw. die langfristige Einwirkung des ET-
1 offensichtlich nicht mit einer dauerhaften Translokation und damit Aktivitat der
PKC-Isoenzyme. Jedoch 1aBt sich die PKC durch Einwirkung anderer G-
Protein-PLC-PLD-abhéangiger Hormone wieder translozieren und damit
reaktivieren. Folglich kann ein verstarkter EinfluB der PKC auf molekularer und
genetischer Ebene angenommen werden. Dieser kdénnte mittels anderer
Hormone, so z. B. AT-Il, ausgetibt werden.

Wie in Kapitel 1 beschrieben und in Abbildung 3 systematisch dargestellt sind
verschiedene vaskulare Krankheiten wie Hypertonie und Atherosklerose bereits
im friihen Stadium mit erhdhten Plasma-ET-1-Konzentrationen verbunden, was
im Modell durch Zugabe von ET-1 zu Zellkulturen simuliert wurde. Analog dem
Modell bestehen die erhdhten ET-1-Konzentrationen (ber einen langen
Zeitraum hinweg und darften somit &hnliche Veranderungen auf molekularer
Ebene im Gewebe bewirken wie im hier verwendeten Modell.

Die im Verlauf der chronischen Stimulation der glatten Muskelzellen
Uberexprimierte PKC-a kénnte beispielsweise als Apoptoseinhibitor in glatten
Muskelzellen eine erhebliche Rolle spielen. So kénnte sie, beispielsweise durch
andere Hormone wie AT-Il oder PDGF vermittelt, die Induktion einer
physiologischen Apoptose einzelner Zellen durch andere Regulationshormone
oder durch Einflisse zelleigener Signalproteine in der Tunica media von
GefaBen verhindern und somit verstarkt zur Hyperplasie der GefaBmuskulatur
beitragen. Die physiologische "Mauserung” der Tunica media wird somit
verhindert. Zudem scheint die PKC-a wie beschrieben eine wesentliche Rolle
bei der Zellproliferation glatter GefaBmuskulatur zu spielen. Dies kann
beispielsweise durch «-Tocopherol im Versuch inhibiert werden. Die
beobachtete Uberexpression der PKC-o. kénnte somit die Proliferation der

glatten Muskelzellen von GefaBen férdern und wesentlich zur Hyperplasie der
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Tunica media im Rahmen der Atherosklerose beitragen. Gleichzeitig kénnten
durch die Uberexpression der PKC-o die tight-junctions  der
GefaBmuskelzellschicht vermehrt aufgeweicht werden, was méglicherweise das
Einsickern von atherogenen Plasmabestandteilen wie Fibrinogen, LDL sowie
Makrophagen in die Tunica media férdern wirde. Dieser Prozess stellt einen
wesentlichen Schritt in der Pathogenese der Atherosklerose dar und wiirde also
durch die Uberexpression der PKC-o. begiinstigt. Zudem konnte die
Bindungsaktivitdt von Transkriptionsfaktoren wie AP-1 an die DNA verstarkt
werden, der Differenzierungsgrad glatter Muskelzellen durch verminderte
Expression des a-Aktins vermindert werden und die Zellmorphologie glatter
Muskelzellen verédndert werden. Auch dies tragt letztlich zur Pathogenese von
Hypertonie und Atherosklerose bei (309). Zudem ist die Inhibition der
Uberexpression der PKC-o in glatter GefaBmuskulatur nach neuesten
Forschungen mit einer antimigratorischen Wirkung auf die Zellen verbunden, so
daB jede Inhibition der PKC-a mit signifikant geringerem atherosklerotischem
Umbau der Tunica media verbunden ist (314). Folglich wirde die im Rahmen
dieser Dissertation beobachtete PKC-a-Uberexpression die Migration glatter
Muskelzellen in der Tunica media férdern und sowohl den atherosklerotischen
Umbau der Tunica media wie auch die Hyperplasie der Muskelschicht im
Rahmen einer arteriellen Hypertonie erklaren.

Die Uberexpression der PKC-e kénnte wesentlich an der Proliferation und
Hypertrophie der Tunica media im Rahmen der Pathogenese von Hypertonie,
Atherosklerose, PAVK und Restenose nach PTCA beteiligt sein, da sie als die
in mitogener Hinsicht potenteste PKC-Isoform gilt. So férdert ihre
Uberexpression das Zellwachstum wie auch die zelluldre Produktion von
Proteinen und verklrzt die Teilungszeit von Zellen. Zusatzlich kénnten erhdhte
intrazellulare PKC-e-Spiegel, die wiederum durch den EinfluB anderer G-
Protein-PLC-abhangiger Hormone wie PDGF oder AT-Il wie beschrieben auch
tatsachlich komplett aktiviert werden kénnen, erheblich in den Stoffwechsel der
glatten GefaBmuskelschicht eingreifen. Uber Transkriptionsfaktoren wie c-fos,
c-jun, c-myc, NF-AT-1, AP-1 und NF-k-B sowie durch die Aktivierung der PKC-{

mittels der PKC-¢, die ihrerseits direkt die MAPK-Kaskade aktivieren kann, kann
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auf genetischer Ebene ein anaboler Stoffwechsel in den glatten
GefaBmuskelzellen Uber lange Zeit hinweg erhalten werden. Die Folge kbénnte
eine erhdhte Produktion von Proteinen in glatten GefaBmuskeln sein, die zur
Hypertrophie der Tunica media und damit zur Hypertonie flhrt. AuBerdem
kénnte die Proliferation der glatten Muskelzellen wesentlich zum Umbau der
Tunica media im Rahmen der Pathogenese der Atherosklerose beitragen. Die
PKC-¢ férdert eine kalziumunabhangige Kontraktion glatter GefaBmuskelzellen
sowie die Phosphorylierung der intrazellularen Proteine Caldesmon und
Calponin, also eine Erhéhung der mdéglichen Kontraktilitat dieser Zellen; ein
Effekt, der bei erhdhten PKC-e-Konzentrationen verstarkt ist. Die Folge ist eine
verstarkte Sensibilitdt der Tunica media gegenliber vasokonstriktorischen
Reizen. Dies kénnte zur Pathogenese einer Hypertonie beitragen. Da die PKC-¢
analog zur PKC-a auBerdem die Induktion der Apoptose verhindert, wird das
Gleichgewicht zwischen Zellneubildung und Apoptose in der Tunica media von
GefaBen bei der beobachteten Uberexpression endgiiltig auf die Seite der
Neosynthese kippen und damit méglicherweise der atherosklerotische Umbau
wie auch die Einschrankung des GefaBlumens dieser Zellschicht geférdert.
SchlieBlich kénnte der beschriebene EinfluB der PKC-¢ auf die Organisation
des Zytoskeletts bei ihrer Uberexpression zusatzlich verstarkt sein. So wéren
beispielsweise Modifikationen der Zellmorphologie glatter Muskelzellen im
Rahmen der Atherosklerose erklarbar.

Schwieriger ist es, eine Aussage Uber die pathophysiologische Rolle der PKC-C
im Rahmen des Einflusses chronisch erhéhter ET-1-Konzentrationen auf glatte
Muskelzellen zu treffen. So lassen sich auch nach tagelangem EinfluB3 erhdhter
extrazellularer ET-1-Konzentrationen keine quantitativen Veranderungen der
PKC-{ nachweisen. Offensichtlich regt also extrazellulares ET-1-in keinster
Weise die intrazellulare Transkription und Translation der PKC-{ an. In
Anbetracht der Wirkungen der PKC-{ auf mitogene Prozesse in der Zelle und
den Zellstoffwechsel, beispielsweise durch Direktaktivierung der MAPK-
Kaskade Uber das ras-G-Protein, direkte Aktivierung des Transkriptionsfaktors
NF-x-B als Ziel einer Phosphorylierung und Aktivierung durch die PKC-¢& und

der aktivitatsabhangigen Translokation in den Zellkern hinein, ist diese
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Beobachtung verwunderlich. Der gleichzeitige Anstieg der PKC-¢ deutet also
eher auf andere Ziele hin als auf die PKC-Z. Eine mégliche Erklarung findet sich
daflr in der Literatur jedoch nicht, zudem ist die Datenlage auch in der
Fachliteratur far weitergehende Schlisse zu durftig. Mit Sicherheit jedoch kann
angenommen werden, daB die PKC-{ an der Pathogenese vaskularer
Krankheiten beteiligt ist. Es soll daher an dieser Stelle auf zuklnftige

Publikationen verwiesen werden.
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5.2 Auswirkung einer chronischen ET-1-Stimulation auf die PKC im Herz

Bei Kardiomyozyten im intakten Kérpersystem féllt auch beim physiologischen
gesunden Herzgewebe eine Dominanz des ET,-Rezeptors auf (328, 60, 306).

Folglich wird die intrazellulare Signalkaskade in Kardiomyozyten nach Bindung
von ET-1 in ganz Uberwiegendem MaBe Uber den ET,-Rezeptor vermittelt.

Beobachtete zelluldre Veradnderungen nach der Exposition von Herzgewebe
gegeniber ET-1 sind also praktisch ausschlieBlich auf die Wirkung des ET,-
Rezeptors zurlickzufihren.

Von wesentlicher Bedeutung bei der intrazellularen Verarbeitung der
Signalgebung nach Bindung von ET-1 ist wie in glatten Muskelzellen die PKC.
Strasser et al. beschreiben vier Hauptformen der PKC, die im Myokard
vorherrschen, namlich die PKC-a, die PKC-5, die PKC-¢ und die PKC-{ (352),
die auch tatsachlich im Versuch nachgewiesen werden konnten. Diese
scheinen wesentlich an der Regulation von Wachstum, Differenzierung und
Proliferation des Myokards beteiligt zu sein.

Uber die Funktion der PKC-Isoformen im Myokardgewebe existiert Literatur. So
konnten beispielsweise Takeishi et al. nachweisen, daB die PKC-e¢ wesentlich
an der Pathogenese der konzentrischen Hypertrophie von Myokardgewebe
beteiligt ist (357), ein Phanomen, welches in neuesten Studien von Strait et al.
bestatigt werden konnte (351). AuBerdem konnte in der Arbeitsgruppe
festgestellt werden, daB3 die chronische Zufuhr von ET-1 Gber Hormonpumpen
in Ratten eine Steigerung des Herzgewichtes verursacht, die mit der Zeit der
ET-1-Exposition korrelierte. Dies weist auf eine Myokardhypertrophie hin.
Jedoch existieren in der Literatur keine Daten, die die intrazelluldren Effekte
einer langzeitigen Stimulation mit ET-1 auf Myokardgewebe am in-vivo-Modell
mit Hinblick auf Verdnderungen der PKC-Expression beschreiben.
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5.2.1 Auswirkung chronischer ET-1-Langzeitstimulation auf die PKC-a

Die Existenz der PKC-a in Kardiomyozyten von Ratten war bis zur endguiltigen
Bestatigung durch Rybin und Steinberg von der Fachwelt in Zweifel gezogen
worden (309). Die Literatur beschreibt die Aktivierung der PKC im Myokard
beispielsweise durch Arachidonsdure ({ber einen Diacylglycerol-(DG)-
abhangigen Signalweg im Kurzzeitversuch (289). Des weiteren berichten Zhu et
al. ber die Aktivierung der PKC in Kardiomyozyten bei kurzzeitiger Exposition
des Myokards gegentber ET-1 (406). Erkenntnisse Uber Auswirkungen einer
Langzeitstimulation von Myokardgewebe im Rahmen des in dieser Dissertation
beschriebenen Modells finden sich jedoch in der Literatur nicht.

Im Versuch weist Myokardgewebe von Ratten nach vierwéchiger chronischer
ET-1-Stimulation einen deutlichen Anstieg der PKC-a-Konzentration um 67 %
auf. Aussagen Uber eine vermehrte Aktivitdt der PKC-a lassen sich jedoch
daraus nicht ableiten. Anhand der Ergebnisse der Langzeitstimulation glatter
Muskelzellen jedoch, bei denen bereits nach 18 Stunden keinerlei Translokation
der PKC-a in der Immunfluoreszenz sichtbar ist, scheint eine solche Aktivitat
allerdings auch nicht zu erwarten zu sein.

Es ist anzunehmen, daB die Veranderungen der PKC-a wie auch die der
anderen PKC-Isoformen auf dhnliche Vorgange zuriickzuflihren sind, wie sie in
Kapitel 5.1 fir die Versuche mit glatten Muskelzellen beschrieben wurden. Die
im folgenden dargestellte Abbildung 33 soll daher die zugrundegelegten
Mechanismen allgemein darstellen und auch als Bezugspunkt der
Ausfihrungen zu den anderen PKC-Isoformen dienen, die hier im Rahmen der
Untersuchungen des Myokardgewebes einer naheren Betrachtung unterzogen
wurden.

Die Bindung von ET-1 an seinen Rezeptor in Kardiomyozyten verursacht Uber
G-Proteine die Aktivierung der Phospholipasen C (PLC) und D (PLD). Diese
produzieren gréBere Mengen von Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerol
(DG). Wahrend IP3 aus dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR) das flr die
Aktivierung der cPKC-a notwendige Kalzium freisetzt, bindet DG an die PKC

und vermittelt auf diese Weise die Translokation der PKC zur Membranfraktion.
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Abbildung 33 Mogliches Modell des Langzeiteinflusses von ET-1 auf die
PKC-Isoformen PKC-a, PKC-¢ und PKC-3 im Myokard.
Die Bindung von ET-1 bewirkt eine Desensibilisierung der PLC,
jedoch bleibt die PLD noch in gewissem MaBe aktiv. Unbekannte
Signalproteine bewirken im Zellkern dadurch die verstérkte
Bildung der PKC. Diese transloziert unter dem EinfluB von
Diacylglycerol (DG) an die Membranen und wird dort an drei
Aminosaureresten  phosphoryliert. Diese  Phosphorylierung
bewirkt eine Resistenz gegeniber Proteasen. Die Resistenz
gegenlber Proteasen und die fortdauernde Produktion der PKC
erklart den starken Anstieg der PKC, wie sie im Rahmen dieser
Arbeit festgestellt wurde.

Im Rahmen ihrer Aktivierung transloziert sie wahrscheinlich in
den Zellkern. Bei Dauerstimulation reloziert die PKC ins
Zytoplasma. Eine Translokation ist wahrscheinlich unabhéngig
von der Dauerstimulation durch ET-1 unter dem Einflu von AT-I
und auch anderer Faktoren mdéglich. Es wird also auch diejenige
PKC-Fraktion verlagert, die unter dem EinfluB der ET-1-
Dauerstimulation produziert wurde. Der Effekt der PKC wird
dadurch méglicherweise um ein Vielfaches potenziert.

Erklarung der Abkirzungen siehe Abb. 30/31.

Die bei der Bindung von ET-1 an seinen Rezeptor ebenfalls zur
Membranfraktion translozierte PDK-1 phosphoryliert die PKC-a wie in Kapitel
5.1 beschricben an der Position Threonin (T)-497. Durch zwei
Autophosphorylierungen an den Positionen Threonin (T)-638 und Serin (S)-657
wird eine dauerhafte Resistenz des Enzyms gegeniber dem Angriff von
Proteinphosphatasen bewirki.

Bei langandauernder Stimulation von Kardiomyozyten kommt es zur
zytoplasmatischen Lokalisation der PKC-o in funktionell inaktivem,
dreifachphosphoryliertem Zustand in Latenz, wie in Kapitel 1 fir glatte
Muskelzellen beschrieben. Gleichzeitig kommt es Uber die Vermittlung der

GRK-2 zur Rezeptordesensibilisierung Uiber die Blockade der PLC. Uber eine
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weitgehend erhaltende PLD-Aktivitat ist eine langzeitige Restsignalgebung
erhalten. Diese kénnte im Nukleus der Kardiomyozyten die Biosynthese der
PKC-a durch eine unbekannte Signalkaskade tber den gesamten Zeitraum der
ET-1-Stimulation erhalten. Die neusynthetisierte PKC-o wird in funktionell
inaktivem Zustand im Zytoplasma gespeichert, was die erhéhten PKC-a-Werte
erklaren wirde. Auf diese Weise wére die PKC-a in "Bereitschaft” und kénnte
durch Einwirken anderer G-Protein-PLC-abhangiger Hormone wie AT-Il oder
PDGF in erh6htem MaBe auf den zellularen Stoffwechsel einwirken und damit

beispielsweise Hypertrophieprozesse effektiver vermitteln.
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5.2.2 Auswirkung einer chronischen ET-1-Stimulation auf die PKC-¢

In vielen Studien der vergangenen Jahre erwies sich eine zunehmende
Bedeutung der PKC-¢ im Myokard. So konnen Bogoyevitch et al. in Versuchen
mit Rattenmyokard zeigen, daB die PKC-¢ die Hauptvertreterin der
myokardialen PKC-Isoformen darstellt (27). Ebenso berichten Zhu et al. eine
Aktivierung der PKC in Kardiomyozyten bei kurzzeitiger ET-1-Stimulation (406).
Jedoch existieren wiederum keine Informationen Uber die Auswirkungen einer
Langzeitstimulation von Kardiomyozyten an dem im Rahmen dieser
Dissertation verwendeten in-vivo-Modell.

An Rattenmyokard-Homogenaten lassen sich nach vierwdchiger Infusion von
ET-1 Konzentrationsanstiege der PKC-¢ beobachten, die sich im Vergleich mit
Myokardhomogenaten unbehandelter Ratten auf 62 % beliefen. Eine Aussage
Uber eine erhdhte Aktivitat des Enzyms Iasst sich nicht treffen, jedoch erscheint
diese aufgrund der Erkenntnisse, die in Kapitel 5.1 bei der Diskussion der
Ergebnisse der Langzeitstimulation von glatter Muskulatur dargelegt wurden,
eher unwahrscheinlich.

Die Abbildung 33 =zeigt eine graphische Darstellung der mdglichen
intrazellularen Prozesse.

Bei Infusion von ET-1 kommt es Uber die Aktivierung der PLC und PLD zur
Translokation des Enzyms an die Membran, wo es zur
Dreifachphosphorylierung an den Positionen Threonin (T)-566, Serin (S)-703,
und Serin (S)-729 kommt. Dies flhrt zur Resistenz gegeniber dem Angriff von
Proteinphosphatasen.

Langzeitstimulation von ET-1 filhrt zur Rezeptordesensibilisierung. Uber die
PLD vermittelte Restaktivitdt des ET,-Rezeptors kann durch unbekannte

Signalproteine die vermehrte Transkription und Translation der PKC-e-mRNA
vermittelt werden, was die beobachtete Steigerung der Proteinkonzentration
erklaren wilrde. Neusynthetisierte PKC-e¢ kénnte den beschriebenen
Phosphorylierungsschritten unterzogen werden und anschlieBend in funktionell
inaktivem Zustand in der |6slichen Zytosolfraktion gespeichert werden. Dies
erklart den Anstieg der PKC-Konzentrationen. Unter dem EinfluB anderer G-
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Protein-PLC-PLD-abhangiger Hormone kénnten die neusynthetisierten
erhdhten Konzentrationen an PKC-e damit ein relatives Ubergewicht erhalten
und somit den Zellstoffwechsel zugunsten von PKC-e vermittelter zellularer
Wirkungen massiv beeinflussen. Die Auswirkungen sollen im weiteren Verlauf

der Ausfihrungen noch néher beleuchtet werden.

5.2.3 Auswirkung einer chronischen ET-1-Stimulation auf die PKC-3

Die PKC-d gilt heute als die am besten erforschte Vertreterin der nPKC. Zhu et
al. berichten ihre Aktivierung in Kardiomyozyten bei kurzzeitiger Exposition
dieser Zellen gegenlber ET-1 (406). Jedoch existieren keine Erkenntnisse Uber
die Auswirkungen langzeitigen Einflusses von ET-1 auf das Myokard.

Im Versuch an WKY-Ratten ist ein leichter Anstieg der PKC-6 um 24 % in
Myokardhomogenaten im Vergleich zu Kontrollhomogenaten unbehandelter
Ratten nach vierwdchiger Infusion von ET-1 zu verzeichnen, der sich als
signifikant erwies. Aussagen Uber eine gleichzeitig bestehende erhdhte Aktivitat
lassen sich jedoch nicht treffen. Sie scheint aufgrund der Erkenntnisse in
glatten Muskelzellen nicht sehr wahrscheinlich zu sein.

Eine hypothetische Darstellung der gewonnenen Erkenntnisse ist in Abbildung
34 dargestellt und soll im folgenden kurz angerissen werden. Kurzzeitige
Infusion von ET-1 fUhrt Gber die Aktivierung der PLC und PLD zur Translokation
des Enzyms an die Membran, wo es zur Dreifachphosphorylierung an den
Positionen (T)-505, Threonin (T)-641 und Serin (S)-660 kommt (106). Dies
bewirkt eine Resistenz gegentber dem Angriff von Proteinphosphatasen.
Langzeitstimulation von ET-1 flUhrt zur Rezeptordesensibilisierung, die auf die
Aktivierung der GRK-2 mit konsekutiver Blockierung der PLC zurlickgefihrt
werden kann. Mittels der durch PLD vermittelten Restaktivitdt des ET,-
Rezeptors kann Uber unbekannte Signalproteine die vermehrte Transkription
und Translation der PKC-e-mRNA vermittelt werden, was die beobachtete
Steigerung der Proteinkonzentration erklaren wirde. Neusynthetisierte PKC-¢

kénnte den beschriebenen Phosphorylierungsschritten unterzogen werden und
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anschlieBend in funktionell inaktivem Zustand in der léslichen Zytosolfraktion
gespeichert werden. Dies erklart den Anstieg der PKC-Konzentrationen.

Anders als bei der PKC-a scheint die Mehrexpression bei der PKC-d in
geringerem Ausmaf vorhanden zu sein, damit also der relative EinfluB der
PKC-6 im Verhaltnis zu den Isoformen PKC-a und PKC-¢ geringer zu werden;
ein Phanomen, auf das im weiteren Verlauf der Ausfiihrungen eingegangen

werden wird.

5.2.4 Auswirkung einer chronischen ET-1-Stimulation auf die PKC-{
Strasser et al. definieren als vierte Hauptvertreterin der PKC-Isoformen im
Myokardgewebe die aPKC-{ (352). In einer weiteren Studie weisen jedoch
Puceat et al. darauf hin, daB diese Isoform v. a. in neonatalem Gewebe in
groBem MaBe synthetisiert wird, wohingegen die Expression in adultem
Gewebe vergleichsweise gering bleibt (294). Die Literatur berichtet die
Aktivierung der PKC-{ durch Lipidspaltprodukte sowie die Aktivierung von
aPKCs durch PDGF oder EGF (359). Erkenntnisse Uber die Auswirkungen
einer langzeitigen ET-1-Infusion auf das Myokardgewebe finden sich in der
Literatur nicht.

Im Myokardhomogenat 1aBt sich nach einer vierwdchigen intravendsen Infusion
von ET-1 im Vergleich zu Kontrollmyokardhomogenat kochsalzbehandelter
Tiere keinerlei Anstieg der PKC-{-Konzentration beobachten.
Interessanterweise sinken die Konzentrationen sogar im Gegenteil leicht ab, so
daB sich die Konzentration der PKC- nach vier Wochen im Vergleich zum
unbehandelten Kontrollhomogenat auf 91 % der Kontrollkonzentration
reduzieren. Dieser Abfall erwies sich jedoch in der statistischen Auswertung als
nicht signifikant (p > 0,05).

Die Abbildung 34 stellt ein hypothetisches Modell der Auswirkungen einer ET-1-
Stimulation auf Kardiomyozyten dar und soll im folgenden angerisssen werden.
Bei kurzzeitiger Infusion von ET-1 kommt es Uber die Aktivierung der PLC und
PLD zur Translokation des Enzyms an die Membran, wo es zur
Dreifachphosphorylierung an den Positionen Threonin (T) - 410, Threonin (T) -
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560 und Serin (S) - 579 kommt. Dies fuhrt zur Resistenz gegenlber dem Angriff
von Proteinphosphatasen und zur Aktivierung der PKC, die letztlich die bei
Kurzzeitversuchen beobachtete Aktivitat der PKC-¢ bewirkt.

Langfristige Exposition von glatten Muskelzellen gegenuber ET-1 dagegen
scheint die Transkription der PKC-C nicht zu beeinflussen, ein wesentlicher
Unterschied zu den anderen Isoformen der Proteinkinase C. Dies ist
erstaunlich, da Uber die PLD eine Rezeptor-Restaktivitdt vermittelt werden
kann. Offensichtlich wird im Gegenteil eher der Abbau dieser PKC-Isoform
begunstigt. Damit verliert die PKC- wahrend langfristiger ET-1-Stimulation im
Vergleich zu den anderen PKC-Isoformen mdglicherweise an relativem EinfluB
auf den myokardialen Stoffwechsel, ein Effekt, der im folgenden einer

nahergehenden Betrachtung unterzogen werden soll.
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Mogliches Modell des Langzeiteinflusses von ET-1 auf die
PKC-C.

Bindung von ET-1 bewirkt eine Desensibilisierung der PLC,
jedoch bleibt die PLD noch in gewissem MaBe aktiv und
ermoglicht weiterhin eine intrazellulare Signalgebung. Dennoch
kommt es im Zellkern im Gegensatz zu den anderen PKC-
Isoformen nicht zur verstarkten Bildung der PKC, obwohl die
Phosphorylierung eine Resistenz gegenlber Proteasen bewirki.
Im Rahmen ihrer Aktivierung transloziert sie in den Zellkern. Bei
Dauerstimulation  reloziert die PKC wahrscheinlich ins
Zytoplasma. Eine Translokation ist wahrscheinlich unabhéngig
von der Dauerstimulation durch ET-1 unter dem Einflu3 von AT-|
und wahrscheinlich auch anderer Faktoren mdglich. Dennoch ist
es fraglich, ob die PKC an EinfluB gewinnt, da ihre Konzentration
konstant bleibt.

Erklarung der Abkirzungen siehe Abb. 30/31




5.2.5 Pathophysiologische und klinische Konsequenzen

Festzuhalten ist anhand der im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen neuen
Erkenntnisse ein deutlicher Anstieg der PKC-Isoformen PKC-o und PKC-¢ im
Myokardgewebe bei langerfristiger Erhéhung der in-vivo-ET-1-Konzentrationen.
Im Gegensatz dazu jedoch reagiert die PKC-6 deutlich geringer. Die PKC-{
verzeichnet sogar einen geringen Abfall ihrer Konzentration. Informationen Uber
eine eventuell gleichzeitig erhdhte Aktivitat der untersuchten Enzyme liegen
noch nicht vor, so daB lediglich Hypothesen méglich sind. Mdgliche Folgen der
beobachteten Konzentrationsanderungen der PKC-Isoformen sollen im
folgenden dargestellt werden.

So kénnte die Uberexpression der PKC-a fiir eine Myokardhypertrophie im
Rahmen der chronischen Herzinsuffizienz oder der chronischen
Niereninsuffizienz, die  mit  erhdhten Plasma-ET-1-Konzentrationen
einhergehen, verantwortlich sein. Es existieren mehrere Studien Uber eine
erhéhte Aktivitdt der PKC-a bei manifester Myokardhypertrophie (386, 313).
Einen mdoglichen Beitrag zu dieser erhdhten PKC-a-Aktivitat kdnnte die
beobachtete Steigerung der PKC-a-Konzentrationen unter langzeitigem ET-1-
EinfluB im Rahmen dieser Arbeit darstellen. Zwar kénnte der direkte EinfluB von
ET-1 durch die Rezeptordesensibilisierung schwinden. Jedoch kdnnte Uber
andere G-Protein-abhangige Hormone wie PDGF oder AT-Il eine unabhangige
Aktivierung der PKC-a vermittelt werden, die somit auch die unter ET-1-Einflu
vermehrt  synthetisierte PKC-a erfassen wirde. Folglich ware die
Gesamtaktivitdt der PKC-a unter ET-1-Stimulation unter diesen Umsténden
gesteigert. Zudem berichtet die Literatur in neuesten Studien Uber die
Auswirkungen einer transgen gesteigerten L-Kalzium-Kanal-Expression in
neonatalen Mausen. Neben einem erhéhten myokardialen Kalziuminflux, einer
erhéhten basalen Kontraktilitdt und Defekten im B-adrenergen Signalweg (244)
gingen einer ausgepragten Myokardhypertrophie signifikant erhdhte
intrazellulare PKC-a Konzentrationen voraus, woraus die Autoren auf eine
Schlisselrolle der PKC-a bei der Triggerung der Myokardhypertrophie und

Fibrosierung schlossen (244). Eine &hnliche Rolle der PKC-a wéare auch in

111



unserem Modell vorstellbar. Die elevierten PKC-o-Konzentrationen kénnten
Uber unbekannte Signalproteine wahrscheinlich in Verbindung mit anderen
Hormonen wie PDGF oder AT-ll eine Umstellung des myokardialen
Stoffwechsels und damit eine Myokardhypertrophie verursachen. Die PKC-a
kénnte unter ET-1-EinfluB beispielsweise wie in glatten Muskelzellen die
Bindungsaktivitat von Transkriptionsfaktoren wie AP-1 an die DNA erhéhen und
somit die intrazellulare Proteinsynthese steigern, was letztlich zu einer
Hypertrophie der Kardiomyozyten beitragen kénnte. Dies postuliert auch Zhu et
al. (406). Die Hypertrophie verursacht im folgenden durch eine
Sauerstoffminderversorgung eine zunehmende Fibrosierung des Myokards und
férdert damit die Progression einer myokardialen Insuffizienz (289).

Die verstarkte Expression der PKC-e kdnnte in &hnlicher Weise zur Initiierung
und Progression myokardialer Fehlfunktionen beitragen. Die Literatur weist
dieser nPKC eine Schlisselfunktion bei der Vermittlung mitogener Prozesse zu,
die Uber eine indirekte Aktivierung der MAP-Kinasen, eine Hochregulierung und
Aktivierung der Transkriptionsfaktoren c-myc, c-jun, c-fos, NF-AT-1, AP-1 und
NF-x-B sowie Uber eine Aktivierung der PKC-{ durch die PKC-¢ mit
konsekutiver Direktaktivierung der MAP-Kinasen vermittelt werden kénnte. Die
Folge ware eine Umstellung intramyokardialer Prozesse auf einen hypertrophen
Stoffwechsel, der von einer erh6hten Produktion von Proteinen und damit einer
GroBenzunahme der Kardiomyozyten gepragt ware. Zu einer durch die
beobachtete PKC-e-Uberexpression bedingten Hypertrophie tragt auch die
mogliche Mehrinhibition der Natrium-Kalium-Pumpe bei. Dies fuhrt durch
Erhdhung des intrazellularen Natriums zur Aktivierung von Faktoren, die einen
hypertrophen Stoffwechsel beglnstigen. Ebenfalls von Bedeutung ist eine
erhdhte und effektivere Phosphorylierung intrazellularer Schllisselproteine wie
Caldesmon und Calponin in Kardiomyozyten. Dies fiihrt zu einer deutlich
gesteigerten Kontraktilitat der Kardiomyozyten. Zudem berichten neueste
Studien, daB eine transgen induzierte Hyperexpression von PKC-g in
Kardiomyozyten nicht nur die basale Kontraktilitat der Zellen signifikant erhéht,
sondern auch den intrazellularen Influx von Kalziumionen steigert (15). Die

erhohte Kontraktilitat fihrt Uber den erhdhten Sauerstoffverbrauch zum
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Untergang von Kardiomyozyten und initiiert damit eine kardiale Fibrosierung.
Dies mindet letztlich durch den Kontraktilitdtsverlust des Herzens zu einer
myokardialen Insuffizienz. Andererseits postulieren Zhu et al. einen
intrazellularen mitogenen Signalweg, der Uber erhdhte intrazellulare
Kalziumkonzentrationen vermittelt werden kénnte (406). So kénnte Uber
Kalziumionen eine Aktivierung des intrazelluldaren Proteins Calmodulin erfolgen.
Dieses aktiviert die intrazellularen Effektorproteine Calcineurin und Calmodulin-
Dependent-Kinase-Il. Beide Effektorproteine kénnten daraufhin im Zellkern an
Transkriptionsfaktoren wie NF-AT-3 und AP-1 binden und diese zur Bindung an
die DNA veranlassen. Da die PKC-¢ einen vermehrten Kalziumeinstrom bewirkt,
wird ihre quantitative Uberexpression wie im Rahmen unseres Modelles eine
verstarkte mitogene Signalgebung zur Folge haben. Dies bewirkt eine
Stimulation hypertropher myokardialer Prozesse. Zweifellos spielt die PKC-¢
auch als Aktivator der MAP-Kinasen eine groBe Rolle; diese kdnnten bei
vermehrter Prasenz der PKC-¢ effektiver in den Zellkern transloziert werden,
um dort auf genetischer Ebene Modifikationen und damit eine Hypertrophie der
Kardiomyozyten bewirken. SchlieBlich kénnte die Uberexpression der PKC-e
auch Veranderungen der Zellmorphologie und der Gewebetextur verursachen.
Neueste Studien beweisen Veranderungen hinsichtlich Zellgeometrie und
Zellform im Sinne eines kardialen Remodelings unter transgen induzierter PKC-
e-Uberexpression in kultivierten Rattenkardiomyozyten (351). Folglich liegt die
Annahme nahe, daB die Uberexpression der PKC-¢ unter ET-1-EinfluB zum
Remodeling des Myokards flhren kénnte, ein Prozess, der letztlich wesentlich
zur Progression der chronischen Herzinsuffizienz beitragen kdnnte.
Zusammenfassend erschliet sich aus diesen Ausfihrungen eine mdgliche
SchlUsselrolle der PKC-e¢ bei der Initierung und Progression Kkardialer
Krankheiten, besonders im Hinblick auf die Entwicklung von der eigentlichen
Krankheit vorangehenden hypertrophischen Veranderungen; ein Phanomen,
welches in Anbetracht der im Rahmen dieser Dissertation beobachteten
Hyperexpression dieses Enzyms von einer noch nicht abzuschatzenden

Bedeutung sein kdnnte.
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Schwieriger ist die Abschatzung der Bedeutung von erhdéhten Konzentrationen
der PKC-6 im Rahmen dieser Arbeit. Offensichtlich I1aBt sich ein Anstieg dieser
PKC-Isoform nach vierwdchiger Infusion von ET-1 feststellen. In der Literatur
scheint mehr oder weniger Unklarheit Uber die Bedeutung der PKC-§ im
Zusammenhang mit Herzkrankheiten zu bestehen. Maloney et al. beobachteten
in rat-liver-WB-Zellen, daB3 es unter Stimulation mit EGF und AT-Il zu einer
Aktivierung und Translokation der PKC-4 in den Zellkern kommt und vermuteten
ihre Beteiligung an mitogenen Prozessen tUber MAPK-abhangige und MAPK-
unabhangige Mechanismen (210). Eine nukleare Translokation konnte auch in
anderen Studien beobachtet werden (317). Insgesamt scheint die PKC-6 eine
regulierende Funktion innerhalb des myokardialen Stoffwechsels zu besitzen.
Dlugozs et al. beobachteten eine Aktivierung der PKC-8 bei Kurzzeitstimulation
mit ET-1 in mesangialen Zellen (66). Andererseits beobachteten Haller et al. in
langfristigen Stimulationsversuchen von glatten GefaBmuskelzellen mittels
fétalem Kaélberserum (FCS) keine Veranderung des Zustandes der PKC-9
(111). Wellner et al. beobachteten zwar eine Proliferation von Endothelzellen
nach Inkubation mit Vaskularem Endothelialem Wachstumsfaktor (VEGF), die
von der PKC-a abhéangig ist, allerdings scheint die PKC-6 unbeeinflusst zu sein
(380). Andere Studien beschreiben beispielsweise im Rahmen der
Diabetesforschung am Rattenmodell ein Konstantbleiben der Konzentrationen
an PKC-6 in Kardiomyozyten und anderem Gewebe, wohingegen
beispielsweise die PKC-a signifikant Gberexprimiert wird. Dennoch scheint die
Entwicklung kardialer diabetischer Komplikationen wesentlich von der PKC-3
abzuh&ngen, wobei sich diese am Zytoskelett zu konzentrieren scheint (4, 110).
Offensichtlich scheint also ein EinfluB der PKC-8 auf Kardiomyozyten mit
moglichen pathologischen Veranderungen auch bei geringen quantitativen
Erhéhung der PKC-8 denkbar. Mdglich ist dies beispielsweise Uber selektive
Interaktionen der PKC-8 mit dem Eukaryonten Elongationsfaktor 1o (eEF-1a)
oder Uber Interaktionen mit den Nukleoli. Dadurch kann die Translationsrate
diverser Proteine erhéht werden. Zudem kdnnte eine EinfluBnahme der PKC-3

auf zellulare Prozesse Uber die beschriebene Bindung an das Zytoskelett
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erfolgen. Mdglicherweise kénnte Uber diese Bindung eine Veranderung der
Morphologie der Kardiomyozyten und damit ein kardiales Remodeling erfolgen,
welches seinerseits einen Beitrag zur Entwicklung einer Myokardhypertrophie
leisten kdnnte. Dies kdnnte einen ersten Schritt hin zur Entwicklung einer
chronischen Herzinsuffizienz darstellen. Andererseits beobachteten einige
Studien bei Uberexpression der PKC-§ in glatter Muskulatur, Endothelzellen
und Fibroblasten ein Sistieren des Zellwachstums. lhre tumorprotektive
Eigenschaft, die zudem mit ihrer Uberexpression mehrfach nachgewiesen
werden konnten, stehen ebenfalls im Gegensatz zu den beschriebenen
proliferativen Effekten. Folglich weist die PKC-8 bei Uberexpression im Myokard
auch antimitogene und antiproliferative Wirkung auf. Somit kénnte eine relative
Abnahme der Konzentration dieser "bremsenden” PKC-Isoform im Verhaltnis zu
den stark proliferativ wirksamen PKC-lsoformen PKC-a und PKC-¢ indirekt zur
Myokardhypertrophie beitragen. Mitogene Prozesse kénnten nicht mehr
wirksam supprimiert werden und proliferative Effekte gewdénnen die Oberhand.

AbschlieBend sei die PKC-{ im Myokardgewebe und deren Reaktion auf eine
chronische vierwéchige ET-1-Stimulation betrachtet. Im Gegensatz zu allen
anderen untersuchten PKC-lsoformen im Myokard zeigt die PKC-C keinen
Konzentrationsanstieg, sondern eher einen leichten, in der statistischen
Auswertung jedoch nicht signifikanten Konzentrationsabfall. Interessanterweise
scheint auch die Literatur der PKC-{ in Myokardgewebe oder anderen
Gewebestrukturen eine Sonderrolle zuzuweisen. So blieb beispielsweise eine
Anderung der Enzymkonzentrationen nach Inkubation von Leberzellen der
Ratte mit 12-O-tetradecanoyl-phorbol-13-acetat (TPA) im Gegensatz zu allen
anderen PKC-lsoformen aus (4). Ebenso laBt sich auch bei diabetischer
Stoffwechsellage in Ratten im Gegensatz zum Anstieg proliferativer PKC-
Isoformen ein Absinken der PKC-{ auf 60 % des Ursprungsniveaus feststellen,
was eine interessante Parallele zu den hier diskutierten Ergebnissen darstellt
(448). Ebenso geht die ET-1-abh&ngige Aktivierung von PKC-Isoformen in
Mesangialzellen zwar mit einer Aktivierung der PKC-Isoformen PKC-a, PKC-¢
und PKC-$ einher, jedoch scheint die PKC-{ unbeeinfluBt zu bleiben (443), eine

weitere Gemeinsamkeit zu den Daten dieser Arbeit. Allerdings liefert die
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Literatur keine Erklarung fur dieses Phanomen. In Anbetracht der mdglichen
Bedeutung der PKC-{, wie sie Kapitel 1 beschrieben wurde, scheint dies
verwunderlich. SchlieBlich gilt sie als wesentlicher Mediator mitogener
Signalgebung durch intranukleare Translokation bei ihrer Aktivierung, férdert die
DNA-Synthese, aktiviert direkt die MAPK-Kaskade, phosphoryliert und aktiviert
das intranukleare mitogene Protein Nukleolin und stellt ein Substratprotein der
PKC-¢ dar, was angesichts des gleichzeitigen Konzentrationsanstieges der
PKC-e um so unverstandlicher scheint. So wird in Zellen ein angiogener Effekt
offensichtlich auch in wesentlichem MaBe Uber die PKC-{ vermittelt (380). Es
ware denkbar, daB proliferative Effekte auch durch eine PKC-{ vermittelt
werden konnte, die an Konzentration verliert. Andererseits beschreibt die
Literatur wie in Kapitel 1 ausgefihrt auch tumorsuppressive Eigenschaften der
PKC-C, die ihrerseits mit antimitogenen Eigenschaften dieses Enzyms
einhergehen kénnten. In Anbetracht der leicht abfallenden oder zumindest
gleichbleibenden Konzentrationen der PKC-C bei chronischer ET-1-Stimulation
kdnnte somit also auch der relative EinfluB der PKC- als antimitogenes Protein
im Vergleich zu den proliferativen PKC-Isoformen PKC-o und PKC-¢ geringer
werden. Die Folge ware ein Ubergewicht proliferativer Prozesse, das letztlich
eine Hypertrophie der Kardiomyozyten zur Folge haben kbénnte, was ihrerseits
der erste Schritt in der Pathogenese einer chronischen Herzinsuffizienz sein
kénnte. Um endglltige Klarheit tber die Rolle der PKC-C in pathologischen
Prozessen des Myokards zu erlangen, wird es jedoch aufgrund der
Unklarheiten in der Literatur sicherlich noch vieler Studien bedurfen.
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6. Zusammenfassung

Die Haupttodesursache in westlichen Gesellschaften stellen Krankheiten des
GefaBsystems und des Herzens dar. Diesen Krankheiten liegt eine
Arteriosklerose zugrunde, die mit einer arteriellen Hypertonie vergesellschaftet
sein kann. Sie kdnnen dann in eine chronische Herzinsuffizienz minden. Bei
diesen Erkrankungen scheint das Endothelinsystem eine groBe Rolle zu
spielen, denn es akkumuliert bereits im Anfangsstadium dieser Krankheiten
massiv in den GefaBen. Der Umfang dieser ET-1-Konzentrationserhdhungen
korreliert dabei positiv mit dem Schweregrad der Krankheitsauspragung und
somit mit der Prognose der einzelnen Patienten. Welche Auswirkungen
chronisch erhdhte lokale ET-1-Konzentrationen auf verschiedene intrazellulare
Schlisselenzyme haben, ist groBteils unbekannt. Die Proteinkinase C (PKC)
stellt ein sehr wichtiges Schlisselenzym dar, welches viele intrazellulare
Prozesse reguliert. Bei der PKC werden multiple Isoformen unterschieden,
unter anderem die PKC-a, PKC-8, PKC-¢ und die PKC-C. Bekannt ist, daB die
Kurzzeitinkubation von Zellkulturen mit ET-1 zu einer quantitativen Zunahme
der PKC-Isoformen flihrt. Es ist jedoch nicht bekannt, ob bei langfristig erhdhten
ET-1-Konzentrationen ebenfalls differenzierte Veranderungen der PKC-
Isoformen beobachtbar sind. Eine Untersuchung dieser Frage ist von Relevanz,
da erhdhte PKC-Konzentrationen bei chronisch erhfhtem ET-1 die Initiation
und Progression von kardialen und vaskularen Krankheiten wesentlich
mitverursachen und damit erklaren kdnnte.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher der EinfluB einer permanenten
Inkubation von glatten GefaBmuskelzellen in vitro mit ET-1 und
Herzmuskelzellen in vivo mit ET-1 durch die kontinuierliche Infusion von ET-1
am Rattenmodell auf die verschiedenen PKC-Isoformen in den Geweben
untersucht. So konnte die bei pathologischen Veranderungen beobachtete ET-
1-Konzentrationserh6hung simuliert werden. Neue Erkenntnisse konnten durch
die Durchfihrung quantitativer Western-Blots gewonnen werden. Mit der
Aktivierung der PKC kommt es zu einem Wechsel der Lokalisation der PKC.

Diese wurde mittels Immunfluoreszenz-Versuchen analysiert.
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Die relativen Proteinkonzentrationen der Proteinkinase-C-lsoformen PKC-a und
PKC-¢ in A-10-glatten-Muskelzellen steigen bei chronischer 96-stiindiger
Inkubation der Zellen mit ET-1 langsam an bis zu einem Maximum von 243 %
fir die PKC-a und 339 % fiir die PKC-¢, wohingegen die Konzentration der
PKC-C konstant bleibt. Bei der PKC-¢ 1aBt sich in der Immunfluoreszenz keine
Translokation in den Zellkern und somit wahrscheinlich auch keine Aktivitat
nach mehrstindiger ET-1-Inkubation feststellen. Eine Translokation und damit
wahrscheinlich auch eine Aktivierung laBt sich erst durch Zugabe von AT-lI
nach 15 Minuten erreichen. Die PKC-o befindet sich nach 18 Stunden
Dauerstimulation mit ET-1 im Zytoplasma, eine Translokation als Hinweis auf
eine mdgliche Aktivierung des Enzyms IaBt sich somit nicht beobachten.
Ebenso 1aBt sich bei Ratten nach vierwéchiger Infusion von ET-1 ein Anstieg
der Konzentrationen der Proteinkinase-C-lsoformen im Myokardgewebe
feststellen, und zwar bei der PKC-a auf 167,0 %, bei der PKC-§ auf 123,8 %
und bei der PKC-¢ auf 162,3 % feststellen, wohingegen die Konzentration der
PKC-C praktisch konstant bleibt (91,4 %).

Die Literatur spricht den PKC-Isoformen, v. a. der PKC-a und der PKC-¢, eine
wesentliche Rolle bei der Férderung pathologischer Veranderungen zu. Studien
beschreiben Verdnderungen der interzellularen Matrix von GefaBmuskulatur
wie die Aufweichung von Tight Junctions mit konsekutivem Einsickern
atherogener Plasmabestandteile oder die Inhibition von Apoptoseprozessen im
Zellverband glatter GefaBmuskulatur. Dies stellt wesentliche
Pathogeneseschritte bei der Entwicklung von Hypertonie und Atherosklerose
dar. Es |aBt sich unter der Stimulation mit ET-1 zwar eine quantitative Zunahme
der PKC-Isoformen beobachten, die Hauptvertreter der PKC in glatter
GefaBmuskulatur, ndmlich die PKC-a und die PKC-¢, verbleiben jedoch bei
langerfristiger Inkubation von Zellkulturen mit ET-1 in der Immunfluoreszenz im
Zytoplasma, sind also nicht in den Kern transloziert. Dies macht eine
Aktivierung wenig wahrscheinlich. Bei 30-minUtiger zusatzlicher Inkubation mit
Angiotensin-1l (AT-Il) jedoch ist die Translokation der gesamten PKC-¢, also
auch der Fraktion, die unter dem EinfluB von ET-1 gebildet wurde, in den

Zellkern beobachtbar, so daB eine Aktivierung der PKC zu vermuten ist.
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Ahnliche Prozesse kénnten auch in vivo stattfinden. Langfristig erhéhte ET-1-
Konzentrationen fihren zur erhdhten intrazellularen PKC-Konzentrationen.
Zwar liegt diese vermehrte quantitative Menge PKC wahrscheinlich nicht in
aktiver Form vor, kann aber durch andere Faktoren wie AT-Il vollstandig
transloziert und damit wahrscheinlich auch aktiviert werden und so vermehrten
EinfluB auf den Zellstoffwechsel bekommen, die Entwicklung der genannten
Krankheiten also férdern und ein Bindeglied zwischen den erhéhten ET-1-
Konzentrationen und der jeweiligen Krankheit darstellen.

Die Erhéhung der PKC-Konzentrationen in Kardiomyozyten ist &hnlich in ihrer
Bedeutung zu bewerten. Die Uberexpression besonders mitogen aktiver
Isoformen wie der PKC-a und der PKC-¢ bei relativ verminderter Expression
suppressiver PKC-lsoformen wie der PKC-8 und der PKC-{ kbénnten die
kardiale Hypertrophie erklaren. Die vorliegenden Daten schaffen somit eine
Verbindung zwischen langfristig erh6hten ET-1-Konzentrationen im Kdérper und
der eine chronische Herzinsuffizienz begleitenden Herzhypertrophie.

Nach den vorliegenden Daten |aBt sich schluBfolgern, daB chronisch erhdhte
ET-1-Konzentrationen das PKC-System differenziell regulieren. Dabei scheinen
sie die Konzentration der PKC-Isoformen zu erhdhen, jedoch ohne gleichzeitig
zu einer Aktivitatssteigerung der PKC zu flhren. Damit verandert die chronisch
erhéhte Konzentration an ET-1 die intrazellulare Komposition der PKC-
Isoformen, die dann wahrscheinlich von anderen Aktivatoren der PKC aktiviert
werden kénnen. Es ist seit einiger Zeit bekannt, daB ET-1 bereits in der
Frihphase der Arteriosklerose erhéht ist und hier adaptive Prozesse initiiert.
Diese Daten weisen also auch darauf hin, daB eine Blockade des
Endothelinsystems wahrscheinlich sehr frihzeitig erfolgen muB, bevor diese
Anpassungsvorgange stattfinden. Die Zukunft muB daher von dem Ziel
bestimmt sein, Medikamente zur Kontrolle des Endothelinsystems zu
verbessern, um eine effektive Behandlung chronischer Herz- und
GefaBkrankheiten zu ermdglichen und deren Progression zu verzégern.
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