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A. Einleitung

A.1 Hypertensive Schwanger schaftser krankungen: Préeklampsie und HEL L P-Syndrom
Hochdruckerkrankungen treten bel ca. 10-15 % aller Schwangeren auf und gefahrden Mutter
und Kind. Préeklampsie ist eine Form der hypertensiven Schwangerschaftserkrankungen.
Weltweit ist sie der Hauptgrund fiir miitterliche und perinatale Morbiditat!2. Die betroffenen
Patientinnen sind schwer krank und lagern unkontrolliert Wasser als Odeme ein. Daneben
entwickeln sie eine schwer beherrschbare Hypertonie und verlieren Uber den Urin Protein in
grofRen Mengen. In der Héalfte aller Falle kommt es infolge einer Plazentainsuffizienz zu einer
Mangelentwicklung des Feten. Selten kommt es bel der Mutter zusdtzlich zu einem
eklamptischen Krampfanfall, der ahnlich einem epileptischen Anfall zur Bewul3tlosigkeit der
Patientinnen und zum Tod des Feten fuhren kann. Obgleich sich bel der Praeklampsie nicht
immer dieselben Zeichen und Symptome manifestieren, wird das Syndrom bestehend aus den
Symptomen Hamolyse, erhthten Leberenzymen und erniedrigten Thrombozyten (HELLP-
Syndrom) als Variante der Praeklampsie®®*®>* petrachtet. Das HELLP-Syndrom kann die
Mutter durch diffuse Blutungen und Organschadigungen bis hin zur Leberruptur geféhrden.
Die Therapie von Préeklampsie und HELLP-Syndrom ist bisher nur symptomatisch mdglich
(Bettruhe, Blutdrucksenkung, = Hamodilution). Oft gelingt es nicht, die Erkrankung
konservativ zu beherrschen, so dal die unverzigliche Entbindung notwendig wird. Da sich
sowohl Préeklampsie a's auch das HELLP-Syndrom oft schon im 2. Trimenon manifestieren,
fuhrt die Entbindung haufig zur iatrogenen Frihgeburtlichkeit mit den entsprechenden
K omplikationen beim Neugeborenen (Atemprobleme, Infektion, Hirnblutung)*2.

Die Atiologie der hypertensiven Schwangerschaftserkrankungen ist noch immer ungeklart,
auch wenn Details aus der Pathogenese und pradisponierende Faktore® bekannt sind.
Folgende pathogenetische Mechanismen werden diskutiert: gestorte endovaskulare Invasion,
Uberempfindlichkeit gegeniiber vasopressorischen Substanzen, ein gestortes Gleichgewicht
zwischen vasoaktiven Prostaglandinen Thromboxan A2 und Prostazyklin oder eine
pathol ogische Immunreaktion der Mutter gegentiber der Frucht.

Ein grof3es Problem der Préeklampsie und vermutlich auch des HELLP-Syndroms ist die
Insuffizienz des uteroplazentaren Zirkulationsystems und chronische Hypoxie in der Plazenta,
herrihrend von der gestorten endovaskularen Invasion der Trophoblastzellen in die
miitterlichen Spiralarterient>®.

Zelluldre Invasionsprozesse in die extrazelluldre Matrix werden durch Proteasen vermittelt®;

wahrend der Implantation der Plazenta spielen Matrixmetalloproteinasen eine entscheidene

4



Rolle®®. Bei Préeklampsie /HELLP-Syndrom wurde eine verminderte Expression der
Metalloproteinase MM P-9 beobachtet'®2°** | aber auch eine ausbleibende Differenzierung der
Trophoblastzellen mit gestorter Anpassung ihrer Adhasionsmolekile wahrend dieses

| nvasi onsprozesses™*>°.

A.2 Uberblick tiber zellulare Signaltransduktionswege

Die Ubertragung von Signalen von der Zelloberfliche zum Zelkern ist eines der
grundsétzlichsten Vorgange lebender Zellen. 90 % aller eukaryontischen Gene werden auf
Transkriptionsebene reguliert'®?. Es erlaubt den Zellen, auf die Anforderungen der Umwelt
angemessen zu reagieren. Es werden viele verschiedene Signatransduktionswege
unterschieden, die aber nicht strikt getrennt sind, sondern ein kompliziertes, ineinander
verwobenes Signalnetzwerk bilden. Auf die Zelloberflache auftreffende Signale werden Uber
zahlreiche Signalmolekile (z.B. Rezeptoren, G-Proteine, "second messenger”-Molekile und
Enzyme (z.B. Kinasen, Phosphatasen, Lipasen) an den Zellkern weitergeleitet. Abbildung 1
gibt einen kleinen Uberblick (ber bekannte zelluldre Signaltransduktionswege, die im
folgenden Text erlautert werden.

Ein mdoglicher Weg ist der JAK/STAT-Sgnaltransduktionsweg (Janus kinase/signal
transducers and activators of transcription), der hauptséchlich Zytokin-vermittelte Signale an
den Zellkern weiterleitet'®. Nach Stimulierung von Zytokinrezeptoren an der Zellmembran
durch ihre Liganden kommt es zur Interaktion von JAK-Familienmitgliedern mit dem
intrazelluléaren Anteil des Rezeptors, die STAT-Proteine phosphorylieren.

STAT-Proteine sind latente Transkriptionsfaktoren im Zytoplasma, sie binden phosphorylierte
JAK's und werden dadurch aktiviert. Nach Homo- bzw. Heterodimerisierung wandern sie in
den Zellkern und binden an die DNA, wodurch die Transkription reguliert wird.

Uber die Aktivierung der Adenylatcyclase (AC) an der Plasmamembran durch ein aktiviertes
G-Protein kommt es zum cAMP-vermittelten Sgnaltransduktionsweg. Die Erhéhung des
zelluldren cAMP-Konzentration (second messenger) fuhrt zur Konformationsanderung der
Proteinkinase A (PKA), die wiederum an der Regulation der Genexpression beteiligt ist.

Uber die Aktivierung von Phospholipasen und -kinasen werden Signale von
Rezeptortyrosinkinasen (RTK) und siebenspannigen G-Proteinrezeptorerf® weitergeleitet.
Dabei werden Lipide gespalten, und kleine Signalmolekiile, sogenannte second messenger,
gebildet.



Die Plasmamembran enthdt verschiedene Signalmolekile, die in die Zelle gebracht werden,
wenn ein Signd auf die Zelle trifft*
Phospholipase C in der Zelle. Sie spaltet Phosphatidylinositol-4,5-Biphosphat (PIP2) in
Diacylglycerol (DAG) und Inositol-1,4,5-Triphosphat (IP3). DAG aktiviert Proteinkinase C

(PKC), die unter anderem den MAPKinase-Weg aktivieren kann. 1P3 mobilisiert

. Ein Hormon wie Adrenalin aktiviert eine spezifische

intrazellulares Ca®* (CA), das viele Enzyme aktivieren kann. Weitere second messenger-
vermittelte Signalwege sind neben  Phospholipase C die Phospholipase A2,
Phosphatidylinositol-3-Kinase und Phosphatidylinositol-4-Kinase.

. PDGF, Angiotensin, Adrenalin Interleukine,
LGANDEN: EGF GNRH, Histamin, TRH Prolaktin Melatonin

Rezeptor-

proteine

ras q
IDAG| [InsP3]

(e g'eal

Konsensussequenzen

Transkriptionsfaktoren
AP-1, myc, Sp1, etc.

Abbildung 1: Uberblick tiber wichtige zellul&re Signaltransduktionswege

A.3 Der MAPK-Signaltransduktionsweg

Ein wichtiger Signaltransduktionsweg zur Regulierung zellulérer Schitisselfunktionen ist der
MAPK-Signaltransduktionsweg?>>3.Nach Aktivierung von Rezeptortyrosinkinasen (RTK)®,
siebenspannigen Rezeptorerf® oder zytoplasmatischen Onkogenert® tbermittelt er mitogene
Signale ins Zellinnere. Es handelt sich um drel parallele Proteinkinasekaskaden (Abbildung

2), bezeichnet nach ihrer letzten Kinase: Jun aminoterminal kinase (Jnk), extracellular
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regulated kinase (Erk), und p38*+?*. Die Kaskaden greifen wie Zahnréder ineinander und
aktivieren Transkriptionsfaktoren. Wahrend Erk mitogene Signale weiterleitet, reagiert die
Zelle bel Stress infolge von Hitze und UV-Bestrahlung mit der Jnk-MAPK, die p38-MAPK
wird durch Zytokine oder osmotischen Stress aktiviert. Biochemische Studien haben gezeigt,
dai’ jeder dieser Signaltransduktionswege aus einer Kaskade von drei Proteinkinasen besteht,
einer Mitogen activated protein kinase kinase kinase (MAPKKK), einer Mitogen activated
protein kinase kinase (MAPKK) und einer Mitogen activated protein kinase ( Jnk-, Erk- und
p38-MAPK) (Abbildung 2). Die Ubermittlung der Signale wird durch aufeinanderfolgende
Phosporylierung und Aktivierung der Komponenten erreicht.

Stimulus = Wachstumsfaktor Zytokine, Wachstumsfaktoren,
Rezeptor = Rezeptor StrelRsignale = Rezeptor
v v v v
Kleine GTPase Ras Rac, Rho, CDC42 Rac, CDC42
\4 \4 \4 \
MKKK RAF PAK1 HPK1, PAK1
MKK MEK1 MKK4 MKK7
v v v \ 4
MAPK ERK 1& 2 JNK 1 & 2 P38aé&g
Tra”f:;tigrtions’ ELK-1, MEF2c JUN, ATF2 ELK1, ATF2

Abbildung 2. Zellul&re Signaltransduktionswege vom Rezeptor der Zellmembran zu den Transkriptionsfaktoren
im Zellkern Uber verschiedene MAPK Signaltransduktionsmodule. GTPase = Guanosintriphosphat; MAPKKK =
miogen-activated kinase kinase kinase; PAK = p21-activated kinase-1; MLK = mixed lineage kinase; MEKK =
mitogen-activated protein kinase kinase kinase-1; HPK = hematopoetic progenitor kinase-1; MAPKK =
mitogen-activated kinase kinase; MEK = mitogen-activated protein kinase/extracellular signal-regulated kinase
kinase-1; MKK = mitogen-activated protein kinase kinase-4; MAPK = mitogen-activated kinase; ERK =
extracellular regulated kinase; JNK = Jun aminoterminal kinase; MEF = myocyte enhancer factor-2c; ATF =
activated transciptions factor-2

Jeder Weg wird von einer "kleinen" Guanosin-Triphosphatase (GTPase), wie Ras oder Racl,
aktiviert. Zum Beispiel wird der Jnk-Signaltransduktionsweg dadurch aktiviert, dal3 Zellen
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osmotischen Anderungen, Wachstumsfaktoren oder proinflammatorischen Zytokinerr?
ausgesetzt werden. Dies fuhrt zur Aktivierung des "kleinen" Guanosintriphosphat (GTP)-
bindenden Proteins Rac?®, das dann die Drei-Komponenten-Kinasekaskade aktiviert, deren
dritte Komponente die Jnk-Mitogen-activated protein kinase ist. Die Aktivierung von Jnk
fahrt zur Phosphorylierung des Transskriptionsfaktors c-Jun, dieser erhoht das
transkriptionale Aktivierungspotential und beeinflul® damit die Expression verschiedener

Ge,]e43,42



B. Fragestellung

Préeklampsie und HELLP-Syndrom gehen auf molekularer Ebene mit Beeintréchtigungen
verschiedener  Zdllfunktionen der Trophoblastzellen wie Invasion, Moatilitéd und
Differenzierung einher™>®’. Es ist deshalb naheliegend, eine Stérung in einer gemeinsamen
Regulation dieser Zellfunktionen zu vermuten, z.B. in gestorten Signaltransduktionswegen.
Ziel der Arbeit war es, von Patientinnen mit Préeklampsie bzw. HELLP-Syndrom die
Signaltransduktionswege vom Rezeptor in den Zellkern ndher zu charakterisieren. Weil die
Wirkung der Mitogen-activated protein kinase auf zellulédre Regulationsprozesse durch ihre
Aktivitdt bestimmt wird, testeten wir die Aktivitdét der drei MAPK in Plazenten von
Patientinnen mit hypertensiven Schwangerschaftserkrankungen, verglichen mit normalen

Plazenten.



C. Material und Methoden

C.1 Materialien

Reagentien:
Amicon Millipore Corp., Bedford, USA: Centricon Filter (Nr. 4206)
Amresco, Solon, USA: Ammoniumpersulfat (APS)
Becton Dickinson, Bedford, USA: EGF (Nr. 40001)
Boehringer Mannheim, Penzberg: Anti-rabbit-1lgG-POD (Nr. 1238850), Protein-A-
Agarose (Nr. 85008821), Lysozym (Nr. 83525820-03)
Difco Laboratories, Detroit, Michigan, USA: Bacto Yeast Extract, Tryptone Peptone,
Bacto Agar
Gibco BRL Life Technology, Karlsruhe: Bench Mark Molekulargewichtmarker (Nr.
10748-010), Hepes (Nr. 15630-056)
ICN Biomedicals, Aurora, USA: [g-*P]-dATP, SDS (78541),
Kodak, Rochester, USA: X-OMAT AR Filme
Merck, Darmstadt: Bromphenolblau, Chloroform, Coomassie blue R250 (Nr. 1.12553),
DMSO, Essigsaure, Ethanol absolut z. A., Gelatine (Nr. 1.04070), Magnesiumdichlorid,
Natriumhydroxid, 2-Propanol
Pharmacia, Biotech: Glutathion Sepharose 4B beads (Nr. 17-0756-01)
Pierce, Rockford, USA: BCA Protein Reagent Kit (Nr. 23223/23224)
Roth, Karlsruhe: Glycerin, Methanol, Natriumchlorid (Nr. 3957.1), Polyacrylamid, Tris-
HCI, Triton X-100
Santa Cruz, Santa Cruz, USA: Antikorper gegen Erkl (C-16, SC-093), gegen Maus-1gG
(SC-2025), gegen Jnk1 (C-17, SC-474), gegen p38 (N-20, SC-728)
Schleicher& Schilll, Dassel: Nitrocellulose Optitran BA-S85 0,45um (Nr. 439194)
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim: p-Aminobenzamidin, Ampicillin, Aprotinin, ATP,
Dithiothreitol (D-8255), EDTA, Ethidiumbromid, Formaldehyd, Glutaradehyd, Glycin
(G-4392), IPTG (1-6758), Kaliumchlorid, [>-Mercaptoethanol, MBP (M-1891), p-
Nitrophenylphosphat, oONPG, PMSF, Proteinase K, RNAse freles Wasser, Natriumazid,
Natriumchlorid, Natriumfluorid, Natriumdihydrogenphosphat, di-
Natriumhydrogenphosphat, Natrium-ortho-vanadat (S-6508), Natriumpyrophosphat,
Sorbitol (S 6021), Temed (T-7024)
Upstate Biotechnology, Lake Placid, USA: monoklonaler Racl Antikorper
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Whatman, Maidstone, England: Dunnschichtchromatographie (TLC) Platten (Nr.
4410221), Whatman 3mm Filterpapier

Zellkultur:
Gibco BRL Life Technology, Karlsruhe: Fotales Kadlberserum (Nr. 10270-106), HEPES,
DMEM mit Glutamax, PBS
Falcon / Becton Dickinson, Plymouth, England: Gewebekulturplatten /£ 10cm, Gewebe-

kulturflaschen T175, Gewebekultur-flaschen T75, Gewebekulturflaschen T25, Gewebe-
kultur Sixwell, 96-well-Mikrotiterplatten

Seromed Biochrom KG, Berlin: BSA, EDTA (1%), Penicillin/Streptomycin, Trypsin
(2,5%)

Sigma- Aldrich GmbH, Steinheim: L-Arginin (Nr. A-3909), L-Asparagin (Nr. A- 4159)

Auswertung:
Die Western Blots wurden mit Hilfe eines Epson 9500-GT Scanners eingescannt. Die

Radioaktivitdt wurde mit Hilfe eines Phosphor Imager 445Sl von Molecular Dynamics
(Sunnyvale, USA) quantifiziert.

C.2 Zdlkultur

2.1 Zdlinien

Alle Versuche wurden unter Verwendung der NIH 3T3 Zellinie, die von der American Type

Culture Collection bezogen wurde, durchgefiihrt.

Medien und Losungen:

Komplettmedium DMEM mit Glutamax
10 MM HEPES
272 mM Aspargin
550 mM Arginin
1000 U Penicillin-Streptomycin
10 % fotales Kéberserum

Serumfreies Medium DMEM mit Glutamax
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10 MM HEPES
272 mM Aspargin
550 mM Arginin

Einfriermedium 95 % fotales KA berserum
5% DMSO

Trypsin/EDTA-L6sung 0,125 % Trypsin
0,02% EDTA

PBS 7,3 MM NgHPO4
1,47 mM KH2PO4
137 mM NaCl
2,7mM KCI; pH 7,2

2.2 Zdlkultivierung

Die Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO; im Brutschrank kultiviert und alle zwei bis drei
Tage passagiert. Dazu wurde das Kulturmedium abgesaugt, die Zellen einmal mit sterilem
PBS gewaschen und zum Ablésen 2,5 ml Trypsin/EDTA-L6sung fur 3- 5 min zugegeben. Die
abgelosten Zellen wurden in Komplettmedium resuspendiert, 5 min bei 1.600 rpm
abzentrifugiert, und der Uberstand abgesaugt. Das Pellet wurde in 1 ml frischem
Komplettmedium resuspendiert, um eine Einzelzellsuspension zu erhalten. Dann wurden die

Zellen auf neue Gewebekulturflaschen oder —platten in Komplettmedium verteilt.

2.3 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Die Zellen wurden bel 80 — 90 % Konfluenz von den Gewebekulturflaschen abgel6st. Dazu
wurde das Kulturmedium abgesaugt, die Zellen einmal mit sterilem PBS gewaschen und zum
Ablésen 2,5 ml Trypsin/EDTA-L6sung fir 3 - 5 min zugegeben. Die abgelosten Zellen
wurden in Komplettmedium resuspendiert, 5 min bei 1.600 rpm abzentrifugiert und der
Uberstand anschlieffend abgesaugt. Das Pellet wurde in 1 ml Einfriermedium resuspendiert,
schnell in Kryoréhrchen pipettiert und bei -80 °C eingefroren. Zur Lagerung wurden diese
Zellen nach 48 h in flUssigen Stickstoff Uberfuhrt.

Zum Auftauen wurden die tiefgefrorenen Zellen aus dem flUssigen Stickstoff genommen und
das Kryorohrchen kurzzeitig bei 37 °C erwéarmt. 10 ml Komplettmedium wurden in ein 15 ml
Rohrchen vorgelegt und die aufgetauten Zellen zupipettiert. Dann wurden die Zellen bei
1.600 rpm fir 5 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, die Zellen in frischem
Komplettmedium resuspendiert und in einer Gewebekulturflasche ausgesét.
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2.4 Zellstimulation mit EGF, Sorbitol und Anisomycin
Zur Standardisierung der plazentaren Jnk, Erk und p38 MAPK Aktivitdt wurden NIH3T3-
Zéellen durch jewells 0,5 M Sorbitol (15 min), 10 ng/ml EGF (30 min) und 10 ng/ml

Anisomycin (30 min) stimuliert.

C.3 Patientinnenkollektiv

32 Patientinnen aus der Abteilung fir Perinatalmedizin und Perinatalphysiologie der
Frauenklinik der Technischen Universitdt Minchen, Klinikum rechts der Isar, wurden im
Zeitraum von 1992 bis 1997 in die Studie eingebracht. Das schriftliche Einverstdndnis liegt
vor.

Acht Frauen hatten eine schwere Praeklampsie entsprechend den ACOG Kriterierf
(Bluthochdruck > 160/110 mmHg, Proteinurie mit 3+ im Urinschnelltest (Combur-9, Merck)
oder > 5 gin 24 Std., neurologische Symptome, Oligurie).

Acht Frauen zeigten die Symptome eines schweren HELLP- Syndroms®®, definiert durch
Thrombozyten < 100.000/m, GOT im Serum > 45 U/|, Laktat-Dehydrogenase im Serum >
600U/1, sowie rechtsseitigem Oberbauchschmerz und Kopfschmerzen.

Sieben von acht Frauen mit HELLP-Syndrom hatten einen Bluthochdruck von
>160/110 mmHg. Vier von acht Frauen zeigten eine sSignifikante Proteinurie. Alle
Patientinnen mit HELLP-Syndrom wurden per Kaiserschnitt entbunden, wie es den
therapeutischen Richtlinien unseres Hauses (Prof. KTM Schneider, Geburtshilfliches Manual,
Frauenklinik rechts der Isar) entspricht, alle Patientinnen mit Préaeklampsie aufgrund der
Schwere ihrer Erkrankung per sectionem entbunden.

Ausschlufkriterien waren Multiparitét, Mehrlingsschwangerschaften und Vorerkrankungen
wie chronischer Bluthochdruck, Nierenerkrankungen, Autoimmunerkrankungen oder
Diabetes.

Als Kontrollen wurden Frauen nach unauffalligem Schwangerschaftsverlauf mit normalen
vaginalen Entbindungen (n=8) oder elektivem Kaiserschnitt wegen Beckenendlage (n=8)
ausgewahlt. Niemand aus dieser Kontrollgruppe zeigte Hinweise auf Préeklampsie, HELLP-
Syndrom, schwangerschaftsinduzierten Hochdrucks, einer Chorioamnionitis oder eine
Pathologie der Plazenta, die in ener histologischen Untersuchung hétte erkannt werden

konnen.
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C.4.1 Gewebeextraktion
Verwendete Puffer:

Lysispuffer 50 mM HEPES,; pH 7,5
150 mM NaCl
1 mM EDTA
10 % Glycerin
1 % Triton X-100
frisch zugeben: 10 mM Natriumfluorid
1 mM Natriumorthovanadat
10 pg/ml Aprotinin
1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid

Plazentagewebe wurde unmittelbar nach der Geburt entnommen und etwa dreimal mit steriler
Kochsalzlésung auf Eis gewaschen. Die 0,5 x 0,5 cm grofen Gewebestiickchen wurden in
flussigem Stickstoff schockgefroren und bei einer Temperatur von -80 °C aufbewahrt. Zur
Aufarbeitung des Gewebes wurden die Plazentastlicke in fllssigen Stickstoff gegeben und nur
zur Bestimmung des Gewichtes kurz herausgenommen. Die Proben wurden in
stickstoffvorgekuhlten Gefdien im Mikrodismembrator pulverisiert (30 s, hochste Stufe).
Zum Pulver wurden entsprechende Mengen an kaltem Lysispuffer (4 °C) gegeben und bei

13.000 rpm 10 min zentrifugiert. Vom Uberstand wurden 15 pl zur Proteinbestimmung (BCA
Proteinassay””) entnommen. Die Lysate wurden aiquotiert, in flissigem Stickstoff

schockgefroren und bei -80 °C aufbewahrt.

4.2 Lyseder Zellen

Verwendete Ldsungen:

Lysispuffer 50 mM HEPES, pH 7,5
150 mM NaCl
1 mM EDTA

10 % Glycerin
1 % Triton X-100
frisch zugeben: 10 mM Natriumfluorid
1 mM Natriumorthovanadat
10 pg/ml Aprotinin
1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid

reduzierender Lammli-Puffer (2x) 62,5 % Tris-HCI; pH 6,8
4% (w/iv) SDS
10 % Glycerin
0,1 % (w/v) Bromphenolblau
5 % [3-Mercaptoethanol
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Zur Standardisierung der plazentaren Jnk-, Erk- und p38-MAPK Aktivitét wurden NIH3T3-
Zellen durch jewells 0,5 M Sorbitol (15 min), 10 ng/m EGF (30 min) und
10 mg/ml Anisomycin (30 min) stimuliert. Nach der Stimulation wurde das Medium
abgesaugt, zweima mit kaltem PBS auf Eis gewaschen, 5 min in Lysispuffer lysiert und dann
abgeschabt. Das Zellysat wurde bel 14.000 rpm, 4 °C, fur 10 min abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde aliquotiert, in  neue ReaktionsgefaRe Uberfuhrt, in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bei einer Temperatur von -80 °C eingefroren.

Zur Bestimmung des Proteingehalts wurde der BCA-Proteinassay”® eingesetzt. Die Proben
wurden auf gleichen Proteingehalt normalisiert und unter reduzierenden Bedingungen mit
reduzierendem Lammli-Puffer elektrophoretisch in einer 10 % SDS/PAGE aufgetrennt.

C.5.1 MAPKinase Assay

Mit Hilfe eines MAPKinase Assays lal3 sich die enzymatische Aktivitdt von MAPKinasen
(Erk, Jnk und p38) bestimmen. Der MAPK Assay*? besteht aus der Immunoprézipitation der
jewelligen Mitogen activated protein kinase mit einem Antikdrper und nachfolgender
Inkubation mit einem geeigneten Proteinsubstrat (MBP fur Erk, Glutathione S-Transferase
(GST)-c-dun fir Jnk und GST-ATF-2 fir p38) und radioaktivem ATP (g->°P] ATP). Die
Kinaseaktivitdt wird durch Messung der im Substrat gebundenen Radioaktivitét bestimmt®*.
Von gleichen Proteinmengen ausgehend, je aktiver die MAPK ist, umso mehr Substrat wird
phosphoryliert. Die Proben werden in einer SDS/PAGE aufgetrennt, und das radioaktiv
phosphorylierte Substrat wird autoradiographisch detektiert.

Verwendete Puffer und LAsungen:

Lysispuffer 50 mM HEPES; pH 7,5
150 mM NaCl
1 mM EDTA
10 % Glycerin
1 % Triton X-100
frisch zugeben: 10 mM Natriumfluorid
1 mM Natriumorthovanadat
10 pg/ml Aprotinin
1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid
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HNTG-Puffer

Waschpuffer

Kinasepuffer

reduzierender Lammli-Puffer (2x)

SDS/PAGE 15% Trenngel

Sammel gel

Laufpuffer

Tiefgeklhltes Plazentagewebe wurde pulverisiert, und das entstandene Pulver in Lysispuffer

20 mM HEPES

150 mM NaCl

10 % Glycerin

10 mM Natriumpyrophosphat

20 mM Hepes

10 mM MgCh

frisch zugeben: 400 UM Natriumorthovanadat
1mM DTT

Waschpuffer

frisch zugeben: 1 pg/ul MBP
50 uM ATP

1 uCi [g-*P] ATP
5 mM para-Nitrophenylphosphat

62,5 % Tris-HCI; pH 6,8
4% (w/v) SDS

10 % Glycerin

0,1 % (w/v) Bromphenolblau
5 % 3-Mercaptoethanol

40 % Total Bis Acrylamide, 2,67 % Crosslinker (BIS)
1,5M Tris, pH 8,8

0,1% SDS

0,01 % Temed

10 % APS

ad 50 ml HyOpidest.

40 % Total Bis Acrylamide, 2,67 % Crosdslinker (BIS)
0,5M Tris, pH 6,8

0,1% SDS

0,01 % Temed

10 % APS

ad 10 ml HyOpidest.

1,92 M Glycine
0,25M Tris
0,01 % SDS

suspendiert und durch Zentrifugieren gereinigt.

Nach einer BCA-Proteinbestimmung (C.7) und Normalisierung der Proben (Proteingehalt
jeweils 400 ng) wurden die Extrakte fir 4 h mit 30 m Protein A-Agarose (Boehringer
Mannheim, Nr. 85008821), die vor Gebrauch dreimal mit HNTG-Puffer gewaschen wurde
und jeweils 1 mg monoklonalen Antikorper gegen Erk-Protein (Sc-093), Jnk-Protein (SC-474)
oder p38-Protein (SC-728) auf einem Drehrad bel 4°C rotiert.
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Beads dreima mit 500 ml HNTG-Puffer gewaschen, jeweils bei 3.000 rpm abzentrifugiert,
und der Uberstand wurde vorsichtig mit einer diinnen Nadel abgesaugt. Pro Reaktion wurden
750 M Waschpuffer zugegeben, kurz gemischt, 10 min inkubiert und 3 min bei 3.000 rpm
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. AnschlieRend wurden die Beads mit
Kinasepuffer fir 15 min bei einer Temperatur von 30 °C inkubiert (Substrate fur Erk-, Jnk-
und p38-MAPK im Kinasepuffer waren jeweils basisches Myelin (MBP), GST-c-Jun
(Glutathione S-Transferase) und GST-ATF-2). Durch Zugabe von reduzierendem Lammli-
Puffer und Erhitzen auf 95 °C fur 3 min wurde die Reaktion gestoppt. Die
Reaktionsgefalideckel wurden durch Kappen gesichert. Nach 5 min Zentrifugation bel

14.000 rpm wurden die Beads entfernt und der Uberstand in einer 12-15 % (abhangig vom
MAPK-Protein) SDSPAGE aufgetrennt. Das Gel wurde getrocknet und bei -80 °C fir
mehrere  Stunden autoradiographiert. Die Radioaktivitdt wurde quantitativ - mittels
Phosphorimager (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA) bestimmt. Fir jeden Versuch
wurden Kontroll-Western Blots (C.7) mit einem Antikorper gegen das jeweilige MAPK-
Protein durchgefihrt.

Zur Standardisierung der plazentaren Jnk-, Erk- und p38-MAPK Aktivitét wurden NIH3T3-
Zéllen durch jeweils 0,5 M Sorbitol (15 min), 10 ng/mL EGF (30 min) und

10 nmg/ml Anisomycin (30 min) stimuliert. Jedes Gel enthielt eine Probe derselben
Zdlstimulation (C.2.4). Die MAPK-AKktivitét in der Plazenta wurde in Beziehung zu NIH3T3
MAPK-Aktivitat gleich 100 % gesetzt. Jedes Experiment wurde 3 mal zur Untersuchung von
Erk-, Jnk- und p38-MAPK Aktivitéat wiederholt.

5.2 Erk-Kontroll-Western Blot nach Kinasereaktion

Nach Auftrennung der radioaktiven Proben in einer 15 % SDS/PAGE wurde das Gel bel der
30 kDa Bande des Molekulargewichtsmarkers mit dem Skalpell durchtrennt. Der untere Tell
des Gels, in dem sich bel 21 kDa die Bande des radioaktiv phosphorylierten MBP befindet,
wurde getrocknet und bei -80 °C fir zwei Stunden autoradiographisch detektiert (s.0.).
Erk-Proteine (42-44 kDa), die im oberen nichtradioaktiven Teil des Gels liegen, wurden auf
Nitrocellulose geblottet (C.7) und entsprechend dem Western Blot Protokoll verfahren.
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C.6 Racl-Aktivitatsassay

Ein distaler Bindungspartner von Racl ist die Serinn-Threonine Kinase Pakl oder p21-
activated kinase, die den Jnk-Signaltransduktionsweg stimulieren kann. Pak1 wird aktiviert,
indem seine p21-Bindungsdoméne aktives Racl (aktives GTP-Racl) bindet. Die Racl
Aktivitdt wurde mittels Pull-down Assay bestimmt, indem aktives GTP-Racl spezifisch im
Plazentagewebe mittels der p2l1 proteinbindenden Doméne (GST-PBD) von PAKI,
prézipitiert wurde®®. AnschlieBend wurde aktives GTP-Racl mit einem Racl monoklonalen
Antikorper® im Western Blot bestimmt. Diese Methode wurde zum ersten Ma im Gewebe

angewandt.

Verwendete Puffer und Losungen:
Bindungspuffer 25 mM Tris-HCI, pH 8,0
1mM DTT
30 mM MgCh
40 mM NaCl
0,5 % Nonidet P-40

Waschpuffer mit NP-40 25 mM Tris-HCI, pH 8,0
1mM DTT
30 mM MgCh
40 mM NaCl
1 % Nonidet P-40

Waschpuffer ohne NP-40 25 mM Tris-HCl, pH 8,0
1mM DTT

30 mM MgChb
40 mM NaCl

Lammli-Puffer reduzierend (3x) 62,5 % Tris-HCI; pH 6,8
6 % (w/v) SDS
10 % Glycerin
0,1 % (w/v) Bromphenolblau
5 % 3-Mercaptoethanol

Durchfiihrung:

Plazentaextrakte (400 my) wurden mit 10 ng Glutathion S-Transferase (GST)-PBD und 15 m
gewaschene Glutathione Sepharose 4B-Beads in Bindungpuffer fur 1 Stunde bel 4° C auf
dem Drehrad inkubiert. Nach Zentrifugation fiir 3 min bei 3.000 rpm, wurde der Uberstand,
der das GDP-gebundene Racl enthalt, abgenommen und asserviert. Die Beads wurden 3 mal
in Bindungpuffer mit 1 % Nonident P-40 gwaschen, 2 ma mit demselben Puffer ohne
Nonidet P-40 und zum Schlul3 in 3 x reduzierendem Ladungspuffer resuspendiert. Sowohl die
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Proteine an den Beads mit aktivem GTP-Racl (mit Hilfe rekombinanter GST-PBD (PAK1)),
als auch ungebundenes inaktives GDP-Racl des Uberstandes wurde in einer 12.5 % SDS-
PAGE aufgetrennt.

Die Proteine wurden auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und mit einem
monoklonalen Racl-AntikOrper detektiert (Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY). Die
guantitative Auswertung von Racl erfolgte nach Einscannen (Epson GT-4000 Scanner) des
Blots mit der Scan Pack 3.0 Software (Biometra, Gottingen) und densitometrischer

Auswertung.

C.7 Western Blot Analyse

Der Western Blot*3! wird zur Detektionen von Proteinen angewandt. Die Proteine werden
nach ihrem Molekulargewicht in einer SDSPAGE aufgetrennt und auf eine
Nitrocellulosemembran (Optitran BA-S85 0,45um; Schleicher& Schill) geblottet. Auf der
Membran fixierte Proteine kénnen durch Inkubation mit spezifischen Antikérpern detektiert
werden. Folgende monoklonale Antikorper der Firma Santa Cruz, USA, wurden eingesetzt;
gerichtet gegen Erk- (SC-093), Jnk- (SC-474), und p38- (SC-728).

Verwendete Puffer und Lésungen:

Lysispuffer 50 mM HEPES; pH 7,5
150 mM NaCl
1 mM EDTA
10 % Glycerin
1 % Triton X-100
frisch zugeben: 10 mM Natriumfluorid
1 mM Natriumorthovanadat
10 pg/ml Aprotinin
1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid

Lammli-Puffer reduzierend (3x) 62,5 % Tris-HCI; pH 6,8
6 % (w/v) SDS
10 % Glycerin
0,1 % (w/v) Bromphenolblau
5 % 3-Mercaptoethanol

Transferpuffer 25 mM Tris-HCI

192 mM Glycin
20 % Methanol
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NET-Puffer (10x) 1,5M NaCl
0,05M EDTA
0,5M Tris-HCI
0,5 % Triton X-100

NET-Gelatine-Puffer (1x) 100 ml 10 x NET
0,25 % (w/v) Gelatine
ad 1 Liter HoOpjidest.

Durchfiihrung:
Die NIH3T3-Zellen wurden einmal mit kaltem PBS gewaschen, 5 min in Lysispuffer lysiert

und dann abgeschabt. Das Zellysat wurde bei 14.000 rpm, 4 °C, fur 10 min abzentrifugiert.
Der Uberstand wurde in ein neues Resktionsgefal uberfiihrt. Zur Bestimmung des
Proteingehalts wurde der BCA-Proteinassay” eingesetzt. Die Proben wurden auf gleichen
Proteingehalt normalisiert und unter reduzierenden Bedingungen mit reduzierendem Lammli-
Puffer elektrophoretisch in einer 10 % SDS/PAGE aufgetrennt.

Die aufgetrennten Proteine wurden unter Verwendung einer mit Transferpuffer gefillten
Kammer, einer sogenannten ,Wet-Blot“-Apparatur (Firma Biorad, Munchen), auf eine
Nitrocellulosemembran transferriert. Benttigt wurden vier Whatman Filterpapiere und eine
Nitrocellulosemembran, die mit Transferpuffer benetzt wurden. Zwischen den beiden
Schwamme der Transfertasche wurde wie folgt vorgegangen: Das Gel wurde auf zwei feuchte
Whatman Filterpapiere gelegt, darauf kam die Nitrocellulosemembran und wieder zwei
Whatman Filter als Abschluf3. Die Transfertasche wird so in die Transferkammer eingesetzt,
dai} die Nitrocellulosemembran in Richtung Anode orientiert ist. Der Proteintransfer wurde
bei 30 V Uber Nacht im Khlschrank durchgefihrt.

Die Nitrocellulosemembran wurde in NET-Gelatine-Puffer Uberfuhrt und dreimal 20 min
geblockt. Der Blot wurde anschlief3end mit dem Primérantikorper in NET-Gelatine-Puffer 1 h
bei Raumtemperatur inkubiert (oder Uber Nacht bei 4 °C inkubieren). Dann wurde die
Membran zweima 15 min mit NET-Gelatine-Puffer gewaschen. Anschlief3end erfolgt die
Inkubation des Blots mit einem Peroxidase-gekoppelten Zweitantikdrper in NET-Gelatine-
Puffer fir 1 h. Die Membran wurde erneut zweima 15 min mit NET-Gelatine-Puffer
gewaschen. Reaktive Proteine wurden mit ECL Reagenz nach Angabe des Herstellers sichtbar

gemacht.
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C.8 Western Blot nach ¢c-Jun Phosphorylierung

Die c-Jun Phosphorylierung wurde mit einem phosphospezifischen Antikérper, der nur an
Ser63 phosphoryliertes c-Jun (NEB, Beverly, MA) erkennt, detektiert. Nach Analyse der
c-Jun Phosphorylierung, wurde der Blot mit einem Antikorper gegen das gesamte c-Jun
(NEB, Beverly, MA) detektiert. Um die Erk-, Jnk- und p38-Expression zu bestimmen,
wurden jewells die Antikorper C16, C17 und N20 ( ale von Santa Cruz, CA) benutzt. Die

Proteinexpression wurde densitometrisch quantifiziert.

Verwendete Puffer und Lésungen:
Transferpuffer 25 mM Tris
0,2M Glycin
20 % Methanol, pH 8,5

SDS-L adungspuffer 62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8, 25 °C
2% SDS
10 % Glycerol
50mM DTT
0,1 % Bromphenolblau

Blocking-Puffer 1xTBS
0,1 % Tween-20 mit 5 % fettarme Trockenmilch

10x TBS 200mM Tris
1,4 M NaCl
pH 7,6 mit HCI

Erstantikdrper-L 6sung 1xTBS
0,1 % Tween-20 mit 5 % BSA

Waschpuffer 1xTBS
0,1 % Tween-20

Durchfihrung:

Die Zellen wurden in SDS-Ladungspuffer (4 °C) aufgenommen. Die Proben wurden fir 5 min
bei 95-100 °C gekocht und im Eis abgekihit. Nach 5 min Zentrifugation bei 14.000 rpm,
4°C, wurden die Proben auf eine SDS/PAGE aufgetragen und aufgetrennt. Nach dem
Transfer auf die Nitrocellulosemembran (Opttitran BA-S85 0,45 nm; Schleicher und Schull),
wurde diese mit 25 ml TBS einma bel Raumtemperatur 5 min gewaschen. Die Membran
wurde mit 25 ml Blocking-Puffer Uber Nacht bei 4 °C inkubiert, anschlief3end wurde dreimal
mit 15 ml TBST fur 5 min gewaschen und dann der Erstantikdrper (Phospho-specific ¢-Jun
Ak, New England Biolabs, Inc.) mit 10 ml Erstantikorper-Ldsung Uber Nacht bei 4 °C auf
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einer Wippe langsam geschiittelt. Am folgenden Tag wurde wieder dreimal mit 15 ml TBST
fUr jeweils 5 min gewaschen.

Im Anschlul® wurde die Membran mit HRP konjugiertem 2. Antikérper (1:2000) und
HRP-konjugiertem anti-Biotin Antikorper (1:1000) in 10 ml Blocking-Puffer fir 1 Stunde
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit jewells 15 ml TBST fir 5 min, wurde die
Membran mit 10 ml LumiGLO (New England Biolabs, Beverly, USA) inkubiert und nach
Angabe des Herstellers detektiert.

C.9 Préparation von pGEX-GST -Fusionsproteinen

Verwendete Puffer und Lésungen:

TS-Puffer 50 mM TrissHCL pH 8,0
25 % Saccharose
ad 25 ml HOpiges

Elutionspuffer 50mM TrissHCL pH 8
10mM DTT
15 mM reduziertes Glutathion
ad 10 ml HoOnigest

reduzierender Lammli-Puffer (2x) 62,5 % Tris-HCI; pH 6,8
4% (w/v) SDS
10 % Glycerin
0,1 % (w/v) Bromphenolblau
5 % 3-Mercaptoethanol

Durchfihrung:
Bakterienkultur:  Eine 50 ml-Ubernachtkultur der transformierten Bakterien (LB mit

entsprechendem Antibiotikum, 50 m Ampicillin (100 mg/ml), mit einer Spatelspitze
Bakterien (bei -80°C eingefroren)) wurde vorbereitet und angelegt.

Kontrollinduktion: Mit der 50 ml-Ubernachtkultur wurde eine 1000 ml LB-Kultur angeimpft,
mit ca. 1000 mi Ampicillin (100 mg/ml) versehen und bei 37 °C fur cal h im Schittler
inkubiert. Nach Zugabe von 500 mi 1 M IPTG-Stammldsung (500 nm) wurde weitere 4 h bei
37 °C im Schittler inkubiert. Es wurde bel 5.700 rpm und 4 °C fur 10 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und der Niederschlag in 20 ml eiskaltem TS-Puffer ohne
Blasenbildung bei 4 °C resuspendiert, danach in enen Zentrifugenbecher fir ene
Tischzentrifuge Uberfihrt. Nach Zugabe von 4 ml Lysozym (20 mg/ml), wurde das Ganze 2

mal vorsichtig geschwenkt (nicht schitteln!) und fir 15 min auf Eis inkubiert. Es wurden
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2 m EDTA (05 M, pH 8) und 100m Aprotinin-Stammiosung ( 2mg/ml) zugegeben,
wiederum 2 mal geschwenkt (nicht schitteln!) und fir 10 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe
von 4 ml 100 % Triton X-100 wurde wieder 2 mal vorsichtig geschwenkt (nicht schiitteln!)
und fur 1 weitere Stunde auf Eis inkubiert. Es wurde bei 15.000 rpm (Rotor FO685 der
Tischzentrifuge) und bei 4 °C fir 45 min abzentrifugiert, der Uberstand abgenommen und in
ein 50 ml Falcon-Réhrchen tberfihrt. Nach Zugabe von 1 ml Glutathion-Sepharose 4B-Beads
wurde Uber Nacht bel 4°C auf dem Rollrad inkubiert. Die Beads wurden in der
Tischzentrifuge (Rotor CO 650) mit 2.000 rpm fur 30 s abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und verwahrt, die Beads 3 mal mit eiskaltem PBS gewaschen, dabei wurden die
Beads jeweils in 40 ml eiskaltem PBS durch Schitteln resuspendiert und in der
Tischzentrifuge bei 2.000 rpm, 10 s abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und
fur Kontrollen auf dem Gel aufbewahrt.

Die Préaparation des Fusionsproteins erfolgte im Kiihlraum (4 °C): Die Beads wurden in

10 ml eiskaltem PBS resuspendiert und fir 10 min zum Sedimentieren in eine Kolumne
gefllt.

Zunéchst wurden 10 ml ausgelassen, wobei die Beads dabel nicht trockenlaufen durfen.
Danach erfolgte die Zugabe von 0,5 ml Elutionspuffer, um anschlief3end die ersten 500 pl als
1. Fraktion ( 30 pl fur Gelprobe 1 aufbewahren) aufzufangen, in der jedoch noch kein
Fusionsprotein enthalten ist. Die néchsten vier 1 ml-Fraktionen wurden durch jeweilige
Zugabe von 1 ml Elutionsfraktionen gewonnen.

Aus den einzelnen Proben wurden jeweils 30 pl fur die SDSPAGE aufbewahrt

(Gelproben 2-5)

Kontrollauftrag auf 10 % SDSPAGE: Fusionsproteine aus den unterschiedlichen Fraktionen,
Molekulargewichtsmarker, und ein Kontrollprotein (BSA) wurden in einer 10 % SDS/PAGE
aufgetrennt. Dazu wurde gleiche Menge Probe und Lammli-Puffer 10 min bei 100 °C
gekocht, 5 s bei 14.000 rpm zentrifugiert und 20 pl des Uberstandes zur Proteintrennung
aufgetragen. Das Gel wurde 30 min fixiert, etwa 10 min mit Coomassie gefarbt, 1 h entfarbt
und mit Wasser gespillt. Das Gel wurde im Geltrockner bei 80 °C fur 1 h 30 min getrocknet.
Zum Tiefgefrieren des Fusionsproteins wurden 1 ml Fusionsfraktion mit 1 ml 100 % Glycerin

(15 ul Probe entsprechen etwa 15 pg Protein) versetzt.
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C.10 Statistik

Die statistische Signifikanz der Daten wurden mit dem Programm SPSS 8.0 (SPSS Inc.,
Chicago, Illinois) berechnet. Um die Unterschiede der gesamten Niveaus der Jnk-, Erk- und
p38-MAPK, Racl und c-Jun in den unterschiedlichen Gruppen zu anaysieren, wurde ein
nicht-parametrischer Vergleich von mehr als 2 Gruppen mittels des Kruskal-Wallis Test
ausgefuhrt. Im Falle signifikanter Unterschiede wurde ein nicht-parametrischer Vergleich von

2 Gruppen mit dem Mann-Whitney U-Test ausgefuhrt. Es wurden nur Ergebnisse mit einer
Signifikanz von p < 0.05 berlicksichtigt.

24



D. Ergebnisse

D.1 Charakterisierung der Patientinnen

Demografische Daten der Frauen, die fur diese Studie als Tellnehmerinnen ausgewahlt
wurden, sind in Tabelle 1 zusammengefaldt. Es bestanden keine signifikanten Unterschiede
zwischen den untersuchten Gruppen, die das mtterliches Alter und die Paritét betreffen

Das Geburtstgewicht war in den Gruppen mit Préaeklampsie und HELL P-Syndrom signifikant
niedriger as in den Kontrollgruppen der vaginden  Entbindungen  und
Kaiserschnittentbindungen. Der Median des kindlichen Geburtsgewichtes von Mdttern mit
HELLP-Syndrom war 600 g hoher als das der Patientinnen mit Praeklampsie, was
zumindestens teilweise durch das fortgeschrittene Schwangerschaftsalter bel der Entbindung

(38,2 gegentiber 35,2 Wochen) zu erkléren ist.

Tabedle 1. Patientinnenchar akteristik

Praeklampsie HELLP Vaginde Kaiserschnitt
(n=8) (n=8) Entbindung (n=8) (n=8)

Median Bereich Median Bereich Median Bereich Median Bereich

Alter der Mutter (J) 30.5 19-39 29.1 24-37 31.2 22-34 32.9 26-38

SSW bei Geburt 35.2 28-41 38.2 29-41 38.8 37-42 38.2 38-39

Geburtsgewicht () 2045  910- 2650 1010 3360 2960 3220  2570-
3250 4250 3820 3810

Kaiserschnitt (n) 8 8 0 8

SSW = Schwangerschaftswoche, n = Anzahl, J = Jahre

D.2 Herunterregulierung des Jnk-M APK -Signaltr ansduktionsweges bei hypertensiven
Schwanger schaftser krankungen

Die Funktion des Mitogen activated protein kinase-Weges wird im wesentlichen Uber die

Aktivitdt, nicht Uber die Proteinexpression der entsprechenden Signaltransduktionsmolekile

reguliert*?. Deswegen untersuchten wir Jnk-, Erk- und p38-MAPK-Aktivitét.
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Die MAPK-AKktivitét wurde durch einen Immunoprézipitations-Kinase-Assay aus Biopsien
der Plazenta, die direkt nach vaginalen Entbindungen oder Kaiserschnittentbindungen
entnommen wurden, bestimmt. Die Jnk-MAPK Aktivitét war im Plazentagewebe von Frauen
mit Préeklampsie signifikant erniedrigt (Abbildung 3, obere Banden), verglichen mit
Kontrollplazenten von vaginalen Entbindungen (p = 0,001) oder Schnittentbindungen
(p=0,006). Jnk-MAPK-Aktivitdt in Plazenten von Frauen mit HELLP-Syndrom
unterschieden sich nicht von denen mit Praeklampsie, waren aber signifikant niedriger,
verglichen mit der Gruppe von Frauen mit vaginaen Entbindung (p = 0,002) oder
Schnittentbindungen (p = 0,027).

A

Normale Geburt Kontrolle Praeklampsie  Kontrolle
- - . - ’
40 22 25 39 100% 9 6 4 7 100%
= 1 1 1 -
JINK | JINK "'!
Kaiserschnitt Kontrolle HELLP-Syndrom Kontrolle
-opee @ w9
c-Jun
46 52 36 41 100 % 13 15 5 6 100%
—_— 1 b 1 1 1
el L1 el L1 L]
B p = 0,002
" p=0,001 v
2 60 0 " p =0,027
g ™D = 0,006 1
S 50+
¥
S 401
8\-0/
:§ 30 «
>
k- |
< 20
<
= 109
. , _mm ﬁ_,
-I- Normale Kaiser-  Praeklampsie HELLP-
+1 SEM Geburt schnitt Syndrom

Abbildung 3. "Downregulierung” der Jnk-MAPK-Aktivitét im Plazentagewebe von Patientinnen mit
Praeklampsie oder HELLP. Die Aktivitéat der Jnk-MAPK im Plazentagewebe der untersuchten Patientinnen
wurde mit rekombinantem c-Jun als Substrat durch den Immunoprézipitations-Kinase-Assay bestimmt (obere
Banden). Die Radioaktivitat wurde mit dem Phosphorimager quantifiziert und in Bezug zu Sorbitol-stimulierten
NIH3T3-Zellen as Kontrollen gesetzt. Jede Jnk-Proteinexpression wurde durch Immunoblots bestétigt (untere
Banden).
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Im Western Blot mit einem gegen Jnk-MAPK gerichteten Antikérper fanden sich in alen
untersuchten Geweben gleiche Mengen an Jnk-Protein (Abbildung 3, untere Banden). Diese
Daten zeigen, dald sich nur die Jnk-Aktivitét, nicht aber die Jnk-Proteinexpression, in den
analysierten Gruppen unterscheidet.

Die p38-MAPK-Aktivité war in Plazenten von Patientinnen mit HELL P-Syndrom signifikant
niedriger als bei Praeklampsie (p = 0,022), jewells unter und Uber dem Median der Aktivitét
in den Kontrollgruppen liegend und damit zu diesen nicht signifikant verandert (Abbildung
4). Es gab keine Unterschiede in der p38-MAPK-Proteinexpression zwischen allen
Untergruppen.

Die Erk-MAPK-Aktivitét war bei der Préeklampsie dhnlich dem HELLP-Syndrom und den
Kontrollgruppen; dafir konnte keine statistische Signifikanz gefunden werden (Daten nicht
aufgefiihrt).
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Abbildung 4: p38-Aktivitat im Plazentagewebe bei HEL L P-Syndrom und Praeklampsieim
Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Aktivitét ist angegeben in Prozent des mitgefiihrten Standards.
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D.3 Eingeschrankte c-Jun Phosphorylierung bei Praeklampsie und HEL L P-Syndrom
Um zu untersuchen, ob andere Mitglieder des Jnk-Signaltransduktionsweges (Abbildung 2)
im Plazentagewebe von Frauen mit Praeklampsie und HELLP-Syndrom herunterreguliert
sind, untersuchten wir ein dem Jnk-Signaltransduktionsweg Ubergeordnetes Protein, das Jnk
aktiviert Rac1®, und den durch Jnk-MAPK phosphorylierten Transkriptionsfaktor

c-Jun™#2, Durch die Phosphorylierung von c-Jun wird seine Transkriptionsfaktor-Aktivitét
reguliert. Daher wurde der Status der Phosphorylierung von endogenem c-Jun untersucht
(Abbildung 5).
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Abbildung 5. Eingeschrénkte c-Jun Phosphorylierung im Plazentagewebe von Patientinnen mit Préeklampsie
und HELLP-Syndrom, bestimmt durch Western Blot/Immunaoblotting mit einem Antikérper gegen
phosphoryliertes c-Jun. Ergebnisse bei Kaiserschnitt waren denen bei vaginalen Entbindungen éhnlich.
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Ubereinstimmend mit der "Downregulierung” der Jnk-Aktivitdt bei Praeklampsie und
HELLP-Syndrom, wurde kein phosphoryliertes c-Jun im Plazentagewebe dieser
Patientengruppen gefunden, konnte aber in Plazenten von Frauen mit vaginaler Entbindung
bzw. Schnittentbindung nachgewiesen werden (p = 0,001). Versetzt man auf dem Blot mit
einem Antikorper gegen phosphorylierte und unphosphorylierte Formen von c-Jun, so zeigt
sich eine dhnliche Proteinexpression fur c-Jun in allen Proben (Daten nicht gezeigt). Auch
hier liegt die aktivierte Form in vermindertem Umfang vor, die Expression des Proeins ist
nicht betroffen.
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D.4 Verminderte Racl-Aktivitat bei Praeklampsie und HEL L P-Syndrom

Die RaclAktivitdt wurde in einem "Pull-down"-Assay bestimmt, der die Bindung von
aktivem GTP-Racl an PAK1 (einem downstream effector von Racl, Abbildung 2) mifi,
gefolgt von einem Western Blot mit einem Racl spezifischem Antikdrper (Abbildung 6).
Racl im aktiven, GTP-gebundenen Zustand war in Plazenten von normaler Geburten und
Schnittgeburten stérker nachweisbar als in Plazenten von Patientinnen mit Praeklampsie

(p = 0,003) oder HELLP-Syndrom (p = 0,002). Im Gegensatz dazu war die Detektion von
nicht aktivem GDP-Racl (Abbildung 6) in allen Plazentageweben dhnlich (Abbildung 6,

untere Bande).
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Abbildung 6. Verminderte Racl-Aktivitat im Plazentagewebe von Patientinnen mit Préeklampsie und HELLP-
Syndrom. Gleiche Mengen Gewebeextrakt der Plazenta der gezeigten Patientinnen wurden im pull-down assay
mit Hilfe von GST-PAK1/PBD, das nur aktiviertes GTP-Racl bindet, untersucht. Die Beads (obere Banden)
enthalten aktives GTP-Racl und der Uberstand (untere Banden), inaktives GDP-Rac1 enthaltend, wurde auf ein
SDS/PAGE aufgetragen und anschlief3end mit einem gegen Racl gerichteten Antikdrper geblottet. Ergebnisse
bei Kaiserschnitt waren denen bei vaginalen Entbindungen dhnlich.
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E. Diskussion

Hypertensive Schwangerschaftserkrankungen sind Hauptursache maternaler und perinatal er
Morbiditd und Mortalitét in der westlichen Welt'>*°. Die Atiologie ist bisher ungeklart, es
gibt aber Hinweise, dal} verschiedene Funktionen (Invasion, Moatilitét, Adhésion) der
Trophoblastzellen gestért sind. Durch eine verminderte Invasion der Trophoblastzellen in den
Uterus kommt es zu einer gestérten Implantation der Plazenta und einer unzureichenden
Erweiterung der dezidualen Spiralarterien®* in der Friihschwangerschaft. Ferner ist die
ausbleibende Differenzierung der Trophoblastzellen beeintrachtigt, mit gestorter Anpassung
ihrer Adhasionsmolekiile wahrend dieses Invasionsprozesses***> Wichtige Prinzipien tber
die plazentare Entwicklung von Mausen sind durch von Cross et al. berichtet worden. Danach
koénnen verschiedene molekulare Wege die Differenzierung verschiedener Trophoblastzell-
Untertypen regulieren, was u.a. zu Veranderungen der Trophoblastinvasion filhren kann®®
Andere Untersuchungen zeigen Verdnderungen des Endothels; vasoaktive Systeme des
Endothels (vor allem Stickstoffmonoxid, Prostazyklin und Endothelin)®, fiihren bel
Préeklampsie zur Vasokonstriktion. Endothelveranderungen werden auch von Haller et al.
beschrieben; dabei erhdht die Zugabe von Serum von Frauen mit Praeklampsie die
endotheliale Permeabilitét im Laborversuch signifikant. Serum von préeklamptischen
Patientinnen enthalt Faktoren, die die Zellpermeabilitét erhdhen, ein Effekt, der durch
Proteinkinase-1soformen vermittelt sein konnte?!. Wieder andere Untersuchungen beschreiben
Praeklampsie as Zustand eines moglichen Stickstoffmonoxidmangels®. Es wird eingeraumt,
dal3 NO eines von verschiedenen Systemen sein kann, die in ihrer Gesamtheit wirken, um eine
symbiotische Beziehung zwischen Mutter und Kind aufrecht zu erhalten.

Die Regulierung von Vorgangen wie Differenzierung oder Invasion von Zellen kann in
Reaktion auf externe Stimuli Uber zelluldre Signaltransduktionswege erfolgen. Diese
Signaltransduktionswege vermitteln den Informationstransport von Signalen, die auf die
Zellmembran treffen, in den Zellkern, so dal3 eine spezifische Reaktion der Zelle auf Signale
von auf?en ermdglicht wird. So leitet der MAPK-Signaltransduktionsweg nach Aktivierung
von membranstandigen Rezeptortyrosinkinasen mitogene aber auch Stref3signale weiter, um
schliefllich Transkriptionsfaktoren und deren Zielgene zu aktiviererf?.

An Faktoren des MAPK-Signaltransduktionsweges ist vor alem im Zusammenhang mit der
Onkogenese geforscht worden; es finden sich bisher nur wenige Angaben in der Literatur Uber
entsprechende Vorgange in der Plazenta: In isolierten Trophoblastzellen aktiviert Placenta

Growth Factor (PIGF), ein Mitglied der VEGF-Familie, den Jnk- und in geringerem Umfang
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auch den p38-MAPK-Weg, bewirkt aber wenig bis keine Induktion von Erk-Aktivitét's. PIGF
ist bei Praeklampsien im miitterlichen Serum signifikant reduzier®®. Zur plazentaren
Expression von PIGF bel Praeklampsien finden sich keine Daten in der Literatur, nur der
indirekte Hinwels, dal3 PIGF unter hypoxischen Bedingungen, wie sie in Préeklampsie-
Plazenten herrschen, von kultivierten Trophoblastzellen vermindert exprimiert wird, im
Gegensatz zu VEGF, das hochreguliert wird*" %’

Experimente aus der Arbeitsgruppe von S. Fisher, San Francisco, zeigten, dal3 der
Wachstumsfaktor EGF, der zur Aktivierung des Jnk-Signaltransduktionsweges fihren kann,
die Invasion von Trophoblastzellen verstarkt®. In derselben Arbeitsgruppe wurde auch
gefunden, dal’ isolierte Trophaoblastzellen, die unter den Ublichen Kulturbedingungen mit

20 % Sauerstoff differenzieren und invadieren, unter hypoxischen Bedingungen, wie sie in
Plazenten bei Préeklampsie angenommen werden, ihr Integrinrepertoire nicht entsprechend
anpassen und nicht zur Invasion fahig sind; damit zeigen sie zum Teil Verénderungen wie bel
Praeklampsie'’. Es findet sich in der Literatur jedoch kein Hinweis auf Untersuchungen der
MAPK-Signaltransduktionswege in der Plazenta, mit Ausnahme der von unserer
Arbeitsgruppe im Oktober erschienen Publikatiorf?.

Unsere  Untersuchungen zeigen auf, dad  der Rac1/Jnk/c-Jun-abhéangige
Signaltransduktionsweg bel Préeklampsie und HELLP-Syndrom herunterreguliert wird. Der
Entbindungsmodus beeinfluf?t die MAPK-AKktivitét nicht; keine der drei untersuchten MAPK
(Ink-, Erk-, p38-MAPK) zeigte Unterschiede in der Proteinaktivitét oder Expression zwischen
den Untergruppen der Patientinnen vaginaler Entbindungen oder Kaiserschnittentbindungen.
Einige Signalproteine kdnnen die GTPase Racl an Jnk-MAPK binden und sind Teil der Jnk
Signalkaskade (Abbildung 2). Ein moglicher Effektor® von Racl ist die Serin-Threonin-
Kinase PAK1, die den Jnk-Signaltransduktionsweg stimulieren kann?® und durch Bindung
ihrer proteinbindenden Doméne an GTP-Racl aktiviert wird.

Andere mdgliche Briicken zwischen Racl und Jnk sind die mixed lineage kinase (MLK) und
MEKK, welche beide durch Bindung von GTP-Racl effektive Aktivatoren des Jnk-
Signaltransduktionsweges sind>*°. Die Aktivitét und das Expressionsniveau dieser Proteine
in der Plazenta sind momentan unbekannt, und weitere Studien sind notwendig, um die
vollstandige Jnk-Signalkaskade aufzukldren, die bei Préeklampsie und HELLP-Syndrom
beeintréchtigt ist.

Ein Hauptproblem bei Hochdruckerkrankungen in der Schwangerschaft ist die Insuffizienz
des uteroplacentaren Zirkulationssystems, die von elner mangelnden endovaskuldren Invasion

der Trophoblastzellen in  mutterliche Spiralarterien zwischen der 14. und 20.
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Schwangerschaftswoche herriihrt*®*°. Dies fiihrt zu chronischer Hypoxie in der Plazenta®’. In
einem Hypoxiemodell mit Rattennieren und -herzen konnte gezeigt werden, dal3 verlangerte
Ischdmie zur "Herunter-Regulierung” der Jnk-MAPK-Aktivitat fuhrt, wohingegen akute
Hypoxie zur "Hoch-Regulierung” der Jnk-MAPK-Aktivitat fihrt®=.

Eine Erklérung fur die verminderte Jnk-MAPK-AKktivitét in Plazenten von Patientinnen mit
Préeklampsie oder HELLP-Syndrom konnte der chronisch hypoxische Zustand dieser
Plazenten sein. Fur Préeklampsie ist eine gestérte Expression bestimmter Proteasen und ihrer
Inhibitoren in der Plazenta gezeigt worder?®. Eine Protease®®, die eine wichtige Rolle in der
Trophoblastinvasion spi€lt, ist die Matrixmetalloprotease-9 (MMP-9), deren Expression in der
Plazenta bei einer hypertensiven Erkrankung reduziert ist?®**. Bel der Invasion von
Tumorzellen wird die MMP-9 Expression (iber den Jnk-Signaltransduktionsweg reguliert®.
Deshab kann unser Befund, dal3 der Jnk-Signaltransduktionsweg bei Préeklampsie und
HELLP-Syndrom herunterreguliert wird, die reduzierte plazentare MMP-9-Expression bel
Préaeklampsie erklaren.

Da wir MAPK-Aktivitdt bei der Entbindung, bis zu 20 Wochen nachdem die
Trophoblastinvasion abgeschlossen war, gemessen haben, kénnen wir eigentlich noch keine
Aussagen dartber machen, ob Verénderungen der MAPK-AKktivitdt bereits friher in der
Schwangerschaft auftreten. Ein HELLP-Syndrom kann eine bereits bestehende Praeklampsie
komplizieren oder es kann unabhéngig davon ohne Hypertonie, Odeme und Proteinurie
auftreten’?. Es ist nach wie vor strittig, ob Praeklampsie und HELLP-Syndrom ein
gemeinsames Krankheitsbild mit gemeinsamen pathophysiologischen Ursprung darstellen,
oder ob sie voneinander vollstandig unabhangige Entitdten sind®®*®. Hinweise auf
unterschiedliche Pathomechanismen von Praeklampsie und HELLP-Syndrom finden sich in
der Literatur nicht'!. Unsere Ergebnisse zeigen, daR bei beiden Krankheitshildern eine
verminderte Aktivitdt des Jnk-Signaltransduktionsweges vorliegt, was auf Ahnlichkeiten in
der Pathophysiologie hindeutet. Jedoch unterscheiden sich die p38-MAPK-Aktivitéten in
diesen Krankheiten signifikant mit erhohter p38-MAPK-Aktivitét bei Praeklampsie
gegeniber dem HELLP-Syndrom. Die offensichtlichen Unterschiede der p38-MAPK-
Aktivitét bel Préeklampsie und HELLP-Syndrom konnten ein erster Hinwels auf die
Unterschiede in der Pathogenese der beiden Erkrankungen sein, die schliefdlich zur
Entwicklung unterschiedlicher Krankheitssymptome fuhren.

Wir konnten somit zeigen, dal3 die Aktivitdd enes Racl/Jnk/c-Jun-abhangigen
Signatransduktionsweges bei Praeklampsie und HELLP-Syndrom herunterreguliert ist?2.

Unter der Annahme, dal3 die Veranderungen bereits zu Beginn des 2. Trimenons vorliegen,

33



kann man spekulieren, dal? die verminderte Aktivitat des Jnk-Signaltransduktionsweges eine
verminderte Transkription der Gene, die fur Invasion, Proliferation und Adhdsion von
Trophoblastzellen wichtig sind, zur Folge hat. Hierin kdnnte die Ursache fir einige der
beobachteten Stérungen der Trophoblastzell-Funktionen zu finden sein, die lGber eine gestorte
Trophoblastinvasion in die miutterlichen Spiralarterien zur Hypoxie in der Plazenta und

letztlich zur Entwicklung der systemischen Erkrankung der Mutter fihren.

Ausblick

Da der MAPK-Signaltransduktinsweg viele Zellfunktionen reguliert, die bel Préeklampsie
oder HELLP-Syndrom in der Plazenta gestort sind, und wir nun eine Inaktivierung des Jnk-
MAPK-Weges zeigen konnten, liegt die Vermutung nahe, dal3 man mit einer iatrogenen
Aktivierung des Jnk-Signaltransduktionsweges Schwangerschaftshochdruckerkrankungen
behandeln konnte. Hierfir mifden jedoch noch genauere Kenntnisse Uber Zusammenhange
der Signaltransduktionswege, z.B. auch der Verdnderung der MAPK-spezifischen
Phosphatasen, erworben werden.

Eine neue Technik zur Erforschung differentieller Genexpression in Geweben ist die der
Gene-Microarrays, mit Hilfe derer die mRNA-Expression Hunderten oder Tausender von
Genen in einem Ansatz untersucht werden kann. In Weliterfihrung der vorliegenden Arbeit
wurden Untersuchungen in der Klinischen Forschergruppe der Frauenklinik der TU Minchen
mit dieser Technik durchgefihrt und bereits einige andere Gene, die in der Plazenta bel
Préeklampsie und HELLP-Syndrom in reduziertem oder gesteigertem Umfang exprimiert
werden (z.B. TIMP-2, VEGF-Rezeptor Typ-1 oder Integrin 34), identifiziert®’.

Da wir alerdings jene Frauen, die im Verlauf der Schwangerschaft eine Gestose entwickeln,
nicht friihzeitig identifizieren konnen, ist eine Uberfiihrung unserer Erkenntnisse in die Klinik
derzeit noch nicht mdglich. Unter der Leitung von GA Dekker, Adelaide, Australien, unter
Einschlul? unserer Frauenklinik, sollen in einer weltweiten Studie der WHO (mit einer
Fallzahl von ca. 6000 Frauen) aus deren Blut verschiedene Parameter mit dem Ziel der
Friherkennung der Praeklampsie bestimmt werden. Diese Untersuchungen sollen zur
weltweiten Etablierung von Screening-Tests zur Friherkennung geféhrdeter schwangerer

Frauen fuhren.



F. Zusammenfassung

Hintergrund: Mitogen aktivierte Protein Kinase (MAPK) Signaltransduktionswege
regulieren verschiedene Gene, die der Pathophysiologie der Préeklampsie und HELLP-
Syndrom involviert sind. Wir untersuchten, ob die Aktivitd der drei MAPK (jun-
aminoterminal kinase (Jnk), extracellular regulated kinase (Erk), und p38) im Plazentagewebe
von Frauen mit Préaeklampsie und HELL P-Syndrom veréndert ist.

Methoden: In der Plazenta wurde die Aktivitét (bestimmt mit dem Immunoprazipitation-
Kinase Assay) und die Proteinexpression (bestimmt durch Western Blot) der Jnk-, Erk- und
p38-MAPK in vier Gruppen von jeweils 8 Frauen mit Praeklampsie, HELLP-Syndrom,
normal vaginaler und Kaiserschnittentbindung bestimmt. Zur weiteren Charakterisierung des
Jnk-Signaltransduktionsweges wurde die Phosphorylierung von c-Jun, einem durch Jnk
phosphorylierten Transkriptionsfaktor, durch Western Blot analysiert, und die Aktivitdt von
Racl, einem Ubergeordneten Aktivator im Jnk-Signaltransduktionsweges, durch einen "pull-

down"-Assay bestimmt.

Ergebnisse: Die Aktivitdat der Jnk-Mitogen activated protein kinase ist in Plazenten von
Patienten mit Préeklampsie und HELLP-Syndrom signifikant erniedrigt, verglichen mit
normal vaginalen Entbindungen, Kaiserschnittentbindungen und Frihgeburten, wahrend die
Jnk-Proteinexpression ~ dhnlich  war. Auch die Phosphorylierung des c-Jun
Transkiptionsfaktors sowie die Racl-Aktivitat waren in den Falen mit Préaeklampsie und
HELLP-Syndrom signifikant niedriger als in den Kontrollgruppen. Die p38-MAPK Aktivitét
war signifikant hoher bei Praeklampsie und HELL P-Syndrom. Es gab keine Verénderungen

der Erk-Aktivitét und der Proteinexpression zwischen den Untergruppen.

Interpretation: In Plazenten von Patienten mit Préeklampsie oder HELLP-Syndrom ist der
Racl/Jnk/c-Jun-abhangige Signaltransduktionsweg herunterreguliert.
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MAPKKK
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extracellular regulated kinase

Guanosi ndiphosphat
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