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Einleitung

1. Einleitung

Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems zahlen zu den haufigsten Todesursachen
weltweit (Abb. 1). Diese Erkrankungen werden durch verschiedene Risikofaktoren
wie einen erhohten Blutzuckerspiegel, Fettleibigkeit, Hypercholesterindmie und
Bluthochdruck begunstigt (Thefeld, 2000). Treten alle vier Faktoren gleichzeitig auf,
spricht man auch vom metabolischen Syndrom (NIH, 2011), welches unmittelbar das
Risiko fur Herz-Kreislauf-Erkrankungen steigert und zu einer erhéhten Mortalitat fahrt
(Lakka et al., 2002).

World Deaths in millions % of deaths

Ischaemic heart disease 725 12.8%
Stroke and other cerebrovascular disease B.15 10.8%
Lower respiratory infections 346 5.1%
Chronic obstructive pulmonary disease 328 5.8%
Diarrhoeal diseases 2465 4.3%
HIVIAIDS 178 31%
Trachea, bronchus, lung cancers 1.29 2.4%
Tuberculosis 134 24%
Diabetes mellitus 126 22%
Road traffic accidents 1.21 21%

Abbildung 1. Die 10 haufigsten Todesursachen weltweit (2008). (WHO, 2011)

Der wohl bedeutendste Risikofaktor fur Herz-Kreislauf-Erkrankungen ist der
Bluthochdruck (Hypertonie). Nach Schatzungen der WHO leidet weltweit jeder dritte
Erwachsene an erhohtem Blutdruck (RKI, 2013). Selten erkannt und ohne direkte
Beschwerden, ist ein erhdhter Blutdruck die Ursache fur knapp mehr als die Halfte
aller Schlaganfalle und Falle von ischamischen Herzkrankheiten (Lawes et al., 2008).
Deshalb wird die Hypertonie auch als schleichender Tod bezeichnet (Strauer, 2004).
Allein in Deutschland leiden laut Robert-Koch-Institut ein gutes Viertel der Frauen (27
%) und Manner (26 %) wissentlich an einem erhdhten Blutdruck (RKI, 2012). Die
Entstehung eines Bluthochdrucks wird durch zahlreiche Faktoren begunstigt, unter
anderem auch durch einen unnatirlichen Lebensstil. Dieser &aufRert sich in
mangelnder Bewegung, Ubergewicht, ungesunder Ernahrung und erhohtem Tabak-

und Alkoholkonsum. Des Weiteren konnen hohe Cholesterin- und Blutzuckerwerte zu

11



Einleitung

einem Bluthochdruck fuhren. Aber auch Stress und eine genetische Pradisposition
sind mogliche Ursachen (UCB-Pharma, 2013).

Da viele der Risikofaktoren auf einen unnatirlichen Lebensstil zuriickzuftihren sind,
lasst sich das Risiko fir Bluthochdruck oft durch Anderung der Verhaltensweisen
deutlich reduzieren. Die Kooperations-Willigkeit (compliance) der Patienten bei dieser
Therapie ist erfahrungsgemald allerdings leider gering. Daher wird meist eine
medikamentose Therapie des Bluthochdrucks durchgefihrt, die das Risiko der
Mortalitat deutlich vermindert (Abb. 2).

Systolische-diastolische Hy pertonie |solierte systolische Hypertonie
Risikoreduktion J. Risikoreduktion J.
Letalitat
Alle Ursachen -14% < 0.01 -13% 0.02
Kardiovaskular 21% = (0.001 -18% 0.01
Micht-Kardiov askuldr 1% NS NS
Schlaganfall -42% =0.001 -30% =0.001
Herzinfarkt -14% = 0.01 -23% =0.001

Abbildung 2: Signifikante Abnahme der kardiovaskularen Letalitdt bei Patienten mit
systolischer-diastolischer bzw. isolierter systolischer Hypertonie unter antihypertensiver
Behandlung. (Hochdruckliga, 2008)

Durch fortlaufende Untersuchungen und Aufklarungen zellularer und molekularer
Mechanismen der Hypertonie konnen neue Therapiemoéglichkeiten entwickelt
werden. Daher beschéftigt sich die vorliegende Arbeit mit neuen molekularen

Mechanismen, die an der Regulation des Blutdrucks beteiligt sein kénnten.

1.1 Blutdruckregulation

Der Blutdruck wird durch die Herzfrequenz, das Herzschlagvolumen und den
peripheren Widerstand festgelegt (Seibt et al., 1998). Alle drei Parameter werden
durch Adrenalin Uber das sympathische Nervensystem gesteigert, um den Blutdruck
an physiologische Belastungen, wie z.B. die fight-or-flight Situation, anzupassen. Die
Herz-Parameter werden dabei Uber die B-adrenerge Signalkaskade, der periphere
Widerstand Uber die a-adrenerge Signalkaskade in der GefalBmuskulatur gesteigert.
Die Hauptwirkung der a-adrenergen Kaskade erfolgt in den Arteriolen, die auch als
WiderstandsgefalRe bezeichnet werden. Der periphere Widerstand wird durch den

12



Einleitung

Tonus der glatten Muskulatur in diesen Gefal3en bestimmt. Der Tonus wiederum wird
durch eine Vielzahl von Hormonen/Signalkaskaden, welche entweder zur Kontraktion
(a1-adrenerge Agonisten, Angiotensin I, Endothelin) oder zur Relaxation (NO/cGMP,
B2-adrenerge Agonisten, Prostaglandine) der Gefal3muskulatur fihren, reguliert.

1.2 Kontraktion der glatten Muskulatur

Calcium (Ca*") spielt bei der Regulation des Tonus der Muskulatur eine zentrale
Rolle (Berridge et al., 2000). Der kontraktile Tonus der glatten Muskulatur ist in der
Regel direkt proportional zur intrazellularen Ca®*-Konzentration ([Ca?'];). Ein Anstieg
der [Ca?'); fuhrt zur Kontraktion der glatten Muskulatur. Dieser Anstieg kann auf
zweifache Weise erfolgen: (1.) Ca®" wird aus intrazellularen Speichern freigesetzt
(endoplasmatisches Retikulum, ER) oder (2.) extrazellulares Ca®* strémt Uber
spannungsunabhangige und -abhangige Calcium-Kanéle in die Zelle ein. An diesen
Prozessen sind unterschiedliche zellulare Signalkaskaden beteiligt.

Agonisten wie Phenylephrin (PE) oder Angiotensin Il (Ang IlI) induzieren die
intrazellulare Ca®*-Freisetzung durch Bindung an ihren jeweiligen G-Protein
gekoppelten Rezeptor (GPCR). Im Falle des PE handelt es sich um einen a1l-
adrenergen Rezeptor (Chen et al., 2005), im Falle des Ang Il um einen Angiotensin Il
Rezeptor Typ | (Ang Il RI) (Crowley et al., 2004). Durch Agonisten-Bindung kommt es
zur Aktivierung von Gg11-Proteinen, welche die Phospholipase CB (PLCB) ansteuern.
Die aktivierte PLCB katalysiert die Hydrolyse von Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat (PIP2) zu Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG). IP3
bindet am IPs-Rezeptor Typ 1 (IPsRI) des ER. Die Aktivierung dieses Ca®*-Kanals
fihrt zu einer Ca®*-Freisetzung aus dem ER ins Zytosol (Abb. 3).

Das gleichzeitig mit IP; gebildete DAG aktiviert neben der Ca**-unabhangigen
Proteinkinase C-Signalkaskade (Lee et al., 1994) auch direkt Trpc3- und Trpc6-
Kandle (transient receptor potential cation channels) (Hofmann et al., 1999b),
wodurch es zu einem Rezeptor-aktivierten Ca®*-Einstrom (receptor-operated Ca?*
entry, ROCE) ins Zytosol kommt (Abb. 3) (Dietrich et al., 2010). Eine weitere
spannungsunabhangige Moglichkeit des Einstroms extrazellularen Calciums ist der
so genannte Speicher-aktivierte Ca**-Einstrom (store-operated Ca®" entry; SOCE)
(Abb. 3) (Dietrich et al., 2005a). Hierbei sind unter anderem die Trpc-Kandle 3, 6 und

7 beteiligt, welche durch die IPs-induzierte Entleerung der intrazellularen Ca*'-
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Speicher aktiviert werden und funktionell mit anderen Komponenten des SOCE
(STIM, Orail) interagieren konnen (Liao et al., 2009).

Eine letzte Mdglichkeit zur Erhdhung des intrazellularen Ca**-Spiegels, ist der
spannungsabhangige Einstrom durch L-Typ Ca?*-Kanale. Hierbei spielt vor allem der
Ca,1.2-Kanal eine wichtige Rolle (Hofmann et al., 1999a; Moosmang et al., 2003).
Der Anstieg der intrazellularen Ca®'-Konzentration fiihrt zur Aktivierung der
Ca?*/Calmodulin-abhéngigen Myosin-Leichte-Ketten-Kinase (myosin light chain
kinase, MLCK), welche die Myosin-Leicht-Kette (myosin light chain, MLC)
phosphoryliert. Dadurch kommt es zur Aktin-Myosin-Briickenbildung und letztlich zur
Kontraktion der glatten Muskulatur (Hofmann et al., 2000; Hofmann et al., 2006).
Abbildung 3 gibt einen Uberblick uber die zellularen Ablaufe wahrend der Kontraktion
der glatten Muskulatur.

Na*/Ca?*

Kontraktion

Abbildung 3: Rezeptor- und Speicher-aktivierter Ca**-Einstrom.

Agonisten wie PE oder Ang Il filhren durch Bindung am jeweiligen GPCR zur Aktivierung der PLCP
oder PLCy und somit zur Bildung von IP; und DAG. IP; fuhrt zum Ca®*-Ausstrom aus dem
endoplasmatischen Retikulum (ER) und somit letztlich zum Speicher-aktivierten Ca®*-Einstrom (store-
operated Ca”* entry, SOCE) tber STIM und Orai ins Zytosol. DAG hingegen aktiviert direkt den
Rezeptor-aktivierten Ca”*-Einstrom (receptor-operated ca® entry, ROCE) uUber Trpc-Kanéle, wodurch
es zum Einstrom von extrazellularem Ca®* und Na* kommt. Einstromendes Na® fiihrt sowohl zur
Depolarisation der Zelle und somit zur Offnung von spannungsabhéngigen Ca”*-Kanalen (voltage-
operated ca” channel, VOC), als auch zur Aktivierung von Na’/Ca’*-Austauschern (NCX).

Der erhohte intrazellulare Calcium-Spiegel fihrt letztlich zur Kontraktion der glatten Muskulatur.
(modifiziert nach Trebak, 2012)
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1.3 Trp-Kanale der klassischen Unterfamilie (Trpc)

Untersuchungen der Phototransduktion in der Fruchtfliege Drosophila melanogaster
fuhrten zur Identifizierung und Charakterisierung der Trp (transient receptor
potential)-Kanale. Cosens et al. (1969) beschrieben die urspringliche Drosophila Trp
Mutante als “a mutant strain of D. melanogaster which, though behaving
phototactically positive in a T-maze under low ambient light, is visually impaired and
behaves as though blind”. Weitere Untersuchungen zeigten, dass der Mutation ein
Defekt in einem Ca?-permeablen Kanal zugrunde liegt, welcher als Trp-Kanal
bezeichnet wurde (Hardie et al., 1992). Grundsatzlich lassen sich die Trp-Kanale in
sieben Unterfamilien gliedern: TrpC, TrpV, TrpM, TrpN, TrpA, TrpP und TrpML
(Venkatachalam et al., 2007). Die Benennung der einzelnen Unterfamilien bezieht
sich auf die Bezeichnung des Mitgliedes der jeweiligen Unterfamilie, welches als
erstes entdeckt wurde (Montell et al., 2002). Generell bestehen Trp-Kanale aus
sechs Transmembrandomanen (S1-S6) mit einem intrazellularen Carboxy- und
Aminoterminus (Clapham et al., 2001).

Kanale der Trpc-Unterfamilie wurden in der glatten Gefal3muskulatur beschrieben
und sollen durch die Kontrolle des peripheren Widerstands an der
Blutdruckregulation beteiligt sein (Abramowitz et al., 2009; Dietrich et al., 2010;
Watanabe et al.,, 2008). Diese Unterfamilie wird als ,klassische” (engl. classical,
canonical; C) Unterfamilie bezeichnet, da die Kanale dieser Unterfamilie die gréi3te
Homologie zu den an der Phototransduktion in Drosophila melanogaster beteiligten
Trp-Kanalen aufweisen. Innerhalb der Trpc-Unterfamilie gibt es sieben Untergruppen
(Trpcl-Trpc7). Abbildung 4 zeigt den schematischen Aufbau der Trpc-Kanale. Neben
den sechs Transmembrandomanen (S1-S6), welche allen Unterfamilien gemein sind,
findet sich eine konservierte Trp-Domaéne, vier N-terminale Ankyrin-Wiederholungen
und eine putative Porenregion zwischen S5 und S6. Des Weiteren sind Trpc3-Kanéle
einfach und Trpc6-Kanéale doppelt glykosyliert (Dietrich et al., 2010). Trpc-Kanéle
kénnen als Homo- und Heterotetramere auftreten (Watanabe et al., 2008), so zum
Beispiel Trpc4/5 oder Trpc3/6/7 (Hofmann et al., 2002).
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Abbildung 4: Schematischer Aufbau der Trpc-Kanal-Unterfamilie.
Trpc-Kandle bestehen aus vier N-terminalen Ankyrin-Wiederholungen, sechs
Transmembrandomanen, einer Porenregion und einer konservierten Trp-Domane. Trpc3-Kanale

besitzen eine, Trpc6-Kanale zwei Glykosylierungsstellen (nach Dietrich et al., 2010).

Trpc-Kanédle werden in einer Vielzahl von Zellen exprimiert, so auch in
Endothelzellen (endothelial cell; EC) (Senadheera et al., 2012; Weissmann et al.,
2012) und glatten GefalBmuskelzellen (vascular smooth muscle cell; VSMC) (Dietrich
et al., 2010). Vor allem in der Gefalmuskulatur nehmen die Trpcl-, Trpc3- und
Trpc6-Kanéle eine zentrale Rolle ein (Abramowitz et al., 2009; Schmidt et al., 2010).
So konnte gezeigt werden, dass eine a1l-adrenerg-induzierte Kontraktion durch
Unterdrickung der Trpc6-Expression mittels Antisense-Oligonukleotide in Myozyten
der Pfortader blockiert werden konnte (Inoue et al., 2001). Dies verdeutlicht, dass fur
die Kontraktion der Muskulatur der Trpc6-vermittelte Ca®*-Einstrom (ROCE, SOCE)
essentiell ist (Dietrich et al., 2010). Ausgehend von diesem Befund generierten
Dietrich et al. (2005b) eine Trpc6-Knockoutmaus und stellten zu ihrer Verwunderung
einen erhohten Blutdruck fest. Erklart wurde diese Beobachtung mit einem
Kompensationsmechanismus, bei dem Trpc3-Kanéle die Aufgabe der Trpc6-Kandle
ubernehmen. Uberdies hinaus beobachteten sie, dass Glattmuskelzellen dieser
Knockoutmduse hohere Membranpotentiale und verstarkte Agonisten-induzierte
Ca?*-Einstréme aufwiesen.

Auch sind Trpc6-Kanédle an der Regulation des myogenen Tonus der glatten
GefalBmuskulatur kleiner Widerstandsgefal3e beteiligt (Voets et al., 2009). Ein

Anstieg des Drucks in diesen Gefal3en fuhrt zur Erhdhung des myogenen Tonus.
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Dieses Phanomen wird auch als Bayliss-Effekt bezeichnet (Bayliss, 1902). Trpc6-KO-
Mause zeigten diesen Effekt nur stark vermindert (Welsh et al., 2002).

Neuere Studien weisen darauf hin, dass Trpc-Kandale in glatten Muskelzellen durch
die cGMP-abhangige Proteinkinase | (cGKI) gehemmt werden (Chen et al., 2009;
Takahashi et al., 2008). Die cGKI ist ein Schlisselenzym fur die Einleitung der
Relaxation der glatten Gefal3muskulatur. Im Folgenden soll zunéchst auf die cGKI-
vermittelte Relaxation der Muskulatur eingegangen werden, ehe unter 1.5 der eben
erwahnte funktionelle Zusammenhang néher betrachtet wird.

1.4 Relaxation der glatten Muskulatur

Der kontraktile Status der glatten Muskulatur wird durch das Wechselspiel zwischen
kontraktionsfordernden und kontraktionshemmenden Signalkaskaden bestimmt. Die
kontraktionsfordernden Kaskaden werden meist durch intrazellulares Ca®* ausgelost,
wahrend die kontraktionshemmenden, d.h. muskelerschlaffenden (-relaxierenden)
Kaskaden auf verschiedene zellulare Mechanismen zurlckgreifen.

Die Relaxation der glatten GefalBmuskulatur kann auf vierfache Weise erfolgen: (1.)
durch aktive Reduktion der intrazellularen Ca**-Konzentration, (2.) durch Hemmung
der Ca*-Freisetzung/des Ca®'-Einstroms, (3.) durch Desensitisierung des
kontraktilen Apparates und (4.) durch die Offnung von Kalium-Kanalen, was zu einer
Hyperpolarisation und nachfolgend zur Blockierung des spannungsvermittelten Ca**-
Einstroms fuhrt (Knox et al., 1995).

Diese Mechanismen gibt es sowohl bei der B-adrenerg-, als auch bei der NO-
induzierten Relaxation (Torphy et al., 1994).

1.4.1 NO/cGMP/cGK Signalweg

Der gasformige Botenstoff Stickstoffmonoxid (NO) ist ein wesentliches Signalmolekul
im Korper von Saugetieren. Mit einer Halbwertszeit von nur wenigen Sekunden in
Sauerstoff-haltigen wassrigen Losungen (Ignarro et al., 1993), kommt NO besonders
bei schnellen und raumlich begrenzten Signalweiterleitungen zum Einsatz (Cohen et
al.,, 1997). Dabei sind die Regulation des Blutdrucks, der Hamostase und der
kardialen und vaskularen Umgestaltung (Feil et al., 2003; Pfeifer et al., 1999), die

Inhibierung der Blutplattchenfunktion und der Proliferation glattmuskularer Zellen
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(Lloyd-Jones et al., 1996), sowie die cytotoxischen Eigenschaften bei der Abwehr
von Bakterien durch Makrophagen zu nennen (Wang et al., 1994). Die Entdeckung
dieses Signalmolekuls fuhrte 1998 zur Verleihung des Nobelpreises fur Physiologie
oder Medizin an die Herren Robert F. Furchgott, Louis J. Ignarro und Ferid Murad
»or their discoveries concerning nitric oxide as a signalling molecule in the
cardiovascular system* (Nobelprize.org, 2013).

Generell katalysieren NO-Synthasen (NOS) die Bildung von NO aus L-Arginin (Lloyd-
Jones et al.,, 1996; Palmer et al., 1988). Dabei gilt es drei Formen der NOS zu
unterscheiden: (1.) endotheliale NOS (eNOS), (2.) induzierbare NOS (iNOS) und (3.)
neuronale NOS (nNOS) (Daff, 2010).

Die Entdeckung des endothelium-derived relaxing factor (EDRF), welcher spater als
NO identifiziert wurde (Fleming et al., 1999), verdeutlicht die Notwendigkeit der
eNOS fiur die Relaxation der glatten Muskulatur. Nach Bindung von Acetylcholin oder
eines anderen muskarinergen Agonisten an den entsprechenden Rezeptor der
Endothelzelle kommt es zum Ca*-Einstrom (Vanhoutte, 2004). Der intrazellular
ansteigende Ca**-Spiegel fiihrt zur Aktivierung der eNOS und nachfolgender NO
Produktion (Dudzinski et al., 2006).

Das gebildete NO kann frei diffundieren und sehr leicht Uber die Zellmembran in
benachbarte Zellen gelangen (Abb. 7). In Zielzellen kann NO Uber mehrere
Signalkaskaden wirken. Dabei unterscheidet man prinzipiell zwischen zwei
Moglichkeiten: (1.) direkte Effekte von NO, die zu einer Anderung der Aktivitat von
Zielproteinen fuhren (z.B. Nitrosylierung von Cysteinen) und (2.) die NO-abhéangige
Aktivierung der l6slichen Guanylylzyklase (sGC) (Hanafy et al., 2001; Schlossmann
et al., 2003).

Die sGC katalysiert die Bildung von zyklischem Guanosin-3’,5-monophosphat
(cGMP) aus Guanosin-5'-triphosphat (GTP) (Friebe et al., 2003).
Phosphodiesterasen (PDEs), besonders die PDES5, sind in der Lage intrazellulares
cGMP zu hydrolysieren und somit einem cGMP-Anstieg entgegenzuwirken (Rybalkin
et al., 2003; Sonnenburg et al., 1994). Neben der Aktivierung der sGC durch NO
kénnen auch Hormon-aktivierte GC zur Bildung von intrazellularem cGMP fihren. Ein
Beispiel ist der Rezeptor fir ANP, der eine membran-gebundene GC darstellt
(Hamad et al., 1997) (Abb. 5).

cGMP, als sekundéarer Botenstoff, hat eine Vielzahl von Zielproteinen in der Zelle. So

reguliert es die intrazellulare Konzentration von zyklischem Adenosin-3',5'-
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monophosphat (cAMP), indem es cAMP-spezifische PDEs aktiviert oder hemmt
(Sonnenburg et al., 1994). Des Weiteren ist cGMP in der Lage zyklische Nukleotid-
aktivierte Kationenkanale (CNG) zu 6ffnen, wodurch Ca®" in die Zelle einstromen
kann (Biel et al., 1998). Uberdies hinaus werden auch cGMP-abhangige
Proteinkinasen (cGK) durch cGMP aktiviert (Pfeifer et al., 1999; Ruth, 1999).
Abbildung 5 fasst die Aktivierung des NO/cGMP/cGK Signalweges zusammen.

L-Arginin

GTP

Citrullin NO NP
< N\ rd

€20)

cGMP

/ 1\
CDICIICD,

Abbildung 5: Der NO/cGMP/cGK Signalweg.

NO-Synthasen (NOS) katalysieren die Oxidation von L-Arginin zu NO. Das gebildete NO vermittelt
sowohl cGMP-unabhéngige Effekte, als auch die Aktivierung der l8slichen Guanylylzyklase (sGC),
welche die Bildung von zyklischem Guanosin-3’,5'-monophosphat (cGMP) aus Guanosin-5'-
triphosphat (GTP) katalysiert. cGMP kann auch Uber die partikulare GC (pGC), welche durch
natriuretische Peptide (NP) aktiviert wird, gebildet werden. Zielproteine von cGMP sind zyklische
Nukleotid-aktivierte Kationenkandle (CNG), Phosphodiesterasen (PDE) und cGMP-abhangige
Proteinkinasen (cGK) (nach Lukowski, 2006).

Die cGK ist eine Serin/Threonin-Proteinkinase und kommt in Saugetieren in zwei
Formen vor: (1.) die zytosolische cGKI (75 kDa) und (2.) die membrangebundene
cGKIl (85 kDa). Beide Formen bilden Homodimere mit identischen Untereinheiten
aus. Jede Untereinheit besteht aus drei funktionellen Domanen: (1.) einer
regulatorischen Domane, welche zwei nicht-identische cGMP-Bindungsstellen
enthéalt, (2.) einer Kinasedoméne, welche fur die Phosphorylierung von Zielproteinen

verantwortlich ist und (3.) einer N-terminalen Domane, welche unter anderem die
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Homodimerisierung und die Interaktion mit Partnerproteinen vermittelt (Hofmann et
al., 2006).

Die cGKI ist vor allem in glatten Muskelzellen, Thrombozyten, im Herzen und im
zentralen und peripheren Nervensystem zu finden, die cGKIl Uberwiegend in
Nierenzellen, der Leber und Chondrozyten (Feil et al., 2003; Hofmann, 2005).

Die cGKlI ist im kardiovaskularen System an der Regulation des Blutdrucks beteiligt.
Es wurde anhand von cGKI-KO-Mausen gezeigt, dass die NO/cGMP-induzierte
Relaxation der glatten GefalBmuskulatur durch die cGKI vermittelt wird, da NO in
cGKI-KO-Méause keine Wirkung zeigte (Koeppen et al., 2004; Pfeifer et al., 1998).

1.4.2 cGKl-vermittelte Relaxation der glatten Muskulatur

Zwei Isoformen der cGKI sind bekannt: cGKla und cGKIf. Beide sind das Produkt
eines Gens und unterscheiden sich N-terminal in den ersten 100 Aminosauren, in der
zur Aktivierung notwendigen cGMP-Konzentration (Pfeifer et al.,, 1999), in der
Verteilung im Gewebe und in der Substratspezifitat (Feil et al., 2003; Hofmann et al.,
2000). Zur Aktivierung der cGKla-Isoform in vitro ist etwa 10 mal weniger cGMP
notwendig als zur Aktivierung der cGKIB-Isoform (Ruth et al., 1991), in vivo ist die zur
Aktivierung der beiden Isoformen erforderliche cGMP-Konzentration gleich (Weber et
al., 2007).

In der glatten GefalBmuskelzelle sind beide Isoformen der cGKI exprimiert
(Geiselhoringer et al., 2004; Keilbach et al., 1992). Diese sind in der Lage sowohl der
Hormonrezeptor-induzierten, als auch der Depolarisations-induzierten Kontraktion
entgegen zu wirken. So aktiviert die cGKla-Isoform das Protein RGS2 (regulator of G
protein signalling 2), welches den G4-gekoppelten Rezeptor inhibiert und damit eine
Signalweiterleitung verhindert (Tang et al., 2003). Ein weiteres Zielprotein dieser
Isoform ist MYPT1 (myosin phosphatase target subunit 1). Durch Bindung dieses
Proteins kommt es zur Aktivierung der MLCP (myosin light chain phosphatase),
welche die phosphorylierte MLC dephosphoryliert und somit die Relaxation induziert
(Surks et al., 1999). Ein Interaktionspartner der cGKIB-Isoform ist IRAG (inositol
1,4,5-triphosphate-associated cGMP kinase substrate). Durch Bindung dieses
Molekiils an den IPs;RI wird die IPs-induzierte Ca*-Freisetzung aus dem ER
verhindert (Schlossmann et al., 2000). Auch BKca-Kanéle (large-conductance Ca?*-

activated K* channel) kénnen durch die cGKI aktiviert werden. Dabei kommt es zur
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Hyperpolarisation der Membran, wodurch sich spannungsabhédngige Ca**-Kanale
schlieBen (Sausbier et al., 2000). Des Weiteren erhoht die cGKI durch
Phosphorylierung von SERCA  (sacroplasmic/endoplasmic  reticulum Ca*'-
ATPase)/Phospholamban die Ca®*-Aufnahme in das ER (Koller et al., 2003; Lalli et
al., 1999). Alle Relaxationsmechanismen kdénnen in einem Zelltyp vorkommen, dabei
aber unterschiedlich stark ausgepragt sein. So zeigte die cGMP/cGKI-vermittelte
Relaxation eine Ca®'-Abhangigkeit im glatten Muskel vom Colon, aber nicht im
Jejunum (Frei et al., 2009).

Abbildung 6 fasst die verschiedenen Relaxationsmechanismen der cGKI zusammen.
Wie bereits unter 1.3 erwahnt, zeigen neuere Studien, dass die cGKIl auch die
Aktivitat von Trp-Kanélen beeinflussen kann. Darauf soll im folgenden Punkt genauer

eingegangen werden.
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Abbildung 6: Zellulare Ablaufe der Kontraktion und Relaxation der glatten Muskulatur.
Die schwarzen Pfeile zeigen die Signalwege der Kontraktion, die roten die Signalwege der Relaxation

der glatten Muskelzellen an. Fir weitere Erklarungen siehe Text. (nach Hofmann et al., 2006)
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1.5 Funktioneller Zusammenhang zwischen Trpc-Kanalen und dem
NO/cGMP/cGKI Signalweg

Neuere Studien liefern Hinweise darauf, dass offenbar ein funktioneller
Zusammenhang zwischen Trpc-Kanalen, besonders Trpcl, Trpc3 und Trpc6, und
dem NO/cGMP/cGKI Signalweg besteht. So wurde in mit Trpc3-transfizierten
HEK293-Zellen gezeigt, dass die cGKI Trpc3-Kandle direkt (Kwan et al., 2004) oder
indirekt Uber die Proteinkinase C (PKC) (Kwan et al., 2006) durch Phosphorylierung
der Positionen T11 und S263 inhibiert. Auch Trpc6-Kanéle werden in kultivierten
Glattmuskelzellen durch den NO/cGMP/cGKI Signalweg negativ reguliert (Takahashi
et al., 2008). Chen et al. (2009) verwendeten frisch isolierte glatte Muskelzellen aus
der Arteria carotis der Ratte und zeigten einen funktionellen Zusammenhang
zwischen der cGKI (Proteinkinase G, PKG) und dem Heteromerkomplex Trpcl/Trpc3
(Abb. 7). Allerdings ist unklar, inwieweit diese Effekte physiologisch fir die
Blutdruckregulation im Gesamttier relevant sind. Daher sind weitere Untersuchungen
(in vivo) notwendig, um diesen funktionellen Zusammenhang in glatten

Gefallmuskelzellen genauer zur analysieren.
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Abbildung 7: Inhibierung des Trpcl/Trpc3-Heteromers durch cGK.

Nach Stimulation des GPCR (P2Y) kommt es unter anderem zur Bildung von DAG, welches den
Heteromerkomplex Trpcl/Trpc3 stimuliert und somit einen Ca”- und Na'-Einstrom bewirkt.
Einstromendes Na' fuhrt zur Depolarisation der VSMC und zur Offnung von spannungsabhéngigen
Ca**-Kanalen (VOC, voltage-operated channels). Die ansteigende intrazellulare Ca®*-Konzentration
fuhrt letztlich zur Kontraktion der Zelle. Endothelial gebildetes NO diffundiert in die VSMC und induziert
die Bildung von cGMP, welches die Proteinkinase G (PKG, cGKI) aktiviert. Diese wiederum

phosphoryliert den Heteromerkomplex und inhibiert diesen somit. (nach Chen et al., 2009)
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es einen moglichen funktionellen Zusammenhang
zwischen Trpc-Kandlen, vor allem Trpc3 und Trpc6, und dem cGMP/cGKI Signalweg
in der glatten Muskulatur und im Endothel zu analysieren. Hierzu wurden Trpc3-KO-
und Trpc6-KO-, Trpc3/Trpc6-KO- und Trpcl/Trpc3/Trpc6-KO-Mause verwendet. Die
Doppel-KO-Mause dienten der Untersuchung der Hypothese, dass Trpc3-Kanéle in
Trpc6-KO-Mausen lberexprimiert werden (Dietrich et al., 2005b), die Dreifach-KO-
Méause als zusatzliche Kontrolle.

Mittels Aortenkraftmessung bzw. Hinterbein-Perfusion wurde der Effekt von PE in
den verschiedenen Mauslinien untersucht. Der cGMP/cGKI Signalweg wurde durch
das membrangéngige cGMP-Analogon 8-Br-cGMP aktiviert.

Zusatzlich wurde die Expression von cGKI, Trpc3 und Trpc6 in frisch isolierten
Glattmuskelzellen und Endothelzellen aus der Aorta der jeweiligen KO-Méause und
Kontrolltiere bzw. von WT-Mausen untersucht. Hierbei kamen immunocytochemische
Experimente bzw. RT-PCR-Analysen zum Einsatz.

Uberdies hinaus wurde der Einfluss des cGMP/cGKI-Signalwegs auf Agonisten-
induzierte intrazellulare Ca**-Konzentrationen in frisch isolierten EC und VSMC aus
der Aorta von Ctr-, Trpc3-KO- und Trpc6-KO-Mausen mit Hilfe eines
Fluoreszenzfarbstoffs gemessen.
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2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Alle Chemikalien

und Verbrauchsmaterialien wurden,

sofern

nicht

anders

angegeben, bei Sigma-Aldrich, Carl Roth, Sarstedt, Biochrom oder TPP AG

bezogen.

Beschreibung

4-Br-A23187

5/0 Seide

8-Br-cGMP

12-Lochplatte

Agarose

Carbogen

Collagenase Typ I

DMEM (high glucose)
DNAse I, Amplification Grade
DNS-Standard (1 kb ladder)

Einbettmedium (Large Volume Vision Mount)

Foetales Kalberserum (FBS)

Fura-2

Fura-2 Calcium Imaging Calibration Kit
gestopfte Spitzen (20, 200, 1000 pl)
Glasplattchen (20 mm. 22 mm)

GoTaq® Flexi DNA Polymerase Kit
Kandlen (Gr. 16)

OneStep RT-PCR kit

PCR-Tubes

PegqGOLD RNApure

Petrischale (Collagen I-beschichtet, 35 mm)
Petrischale (Gelatine-beschichtet, 100 mm)
Proteinase K

ReagiergefalRe (1,5 ml, 2,0 ml)
Rundbodenrdhrchen (14 ml)

Spritzen (1 ml, 10 ml)

Thermopapier (K65HM-CE/KP65HM-CE)

Hersteller

Enzo Life Sciences
Resorba

Biolog

Corning Incorporated
Biozym

Sauerstoffwerk Friedrichshafen

Worthington

PAA Laboratories
Invitrogen
Invitrogen
Thermo Scientific
Gibco

Invitrogen
Invitrogen
Sorenson BioScience
Menzel Glaser
Promega

Braun

Qiagen

Biozym

Peqglab

BD

BD

Roche Applied Science

Eppendorf

BD

Braun bzw. BD
Mitsubishi
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2.2 Gerate

Beschreibung

4 °C Kuhlschrank

-20 °C Tiefkuhler

-80 °CTiefkihler HERAfreeze
Akku-Pipettierhilfe Pipetboy
Analysenwaage Sartorius CP225D
Autoklav (Systec 3850 ELVC)
Brutschrank Binder CB53

Druckmesser

Elektrophoresekammer (Maxi horizontal)
Fluoreszenz-Mikroskop Axiovert 35M
Geldokumentation (Dark Hood DH-40/50)
Heizblock (Thermostat 5320)
Heiz-Thermomixer HLC HTMR-133-2
Homogenisierungssystem Miccra D-8
Kaltlichtquelle KL1500 LCD

Laser Scanning Microscope LSM510
Leistungs- und Steuerungsgeréat (ICU)
Lichtmikroskop Axiovert 25
Lichtmikroskop Stemi 2000-C
Magnetruhrer (Combimag RCH/RCT)

MCCD Kamera (Qimaging RETIGA-2000RV)

Membran-Dosier-Pumpe Simdos 10
Messkammern (Metall)

Mikrowelle

Minipumpe Laboport

Monochromator (Polychrome V)

Multi Myograph 610M

NanoDrop 2000

Peristaltikpumpe minipuls2

pH-Meter (766 Calimatic)

Pipettierhilfe Pipetman (20, 200, 1000)

Préaparationsbesteck (Pinzette, Prazisionsschere)
Reinstwasseranlage (Gen Pure Pro UV/UF)

Schuttler (KS250 basic)

Spannungsquelle Standard Powerpack P25

Temperierte feuchte Kammer Typ 834/1
Thermocycler pegstar

Hersteller

Liebherr

AEG

Thermo Fisher Scientific
INTEGRA Biosciences
Data Weighing Systems
tuttnauer

Binder

Hugo Sachs Elektronik (HSE)
Neolab

Carl Zeiss

biostep

Eppendorf

neolLab

ART Prozess- & Labortechnik
Carl Zeiss

Carl Zeiss

TILL Photonics

Carl Zeiss

Carl Zeiss

IKA Labortechnik

TILL Photonics

KNF Lab

Werkstatt IPT, TU Miinchen
Privileg

KNF Lab

TILL Photonics

Danish Myo Technology
Peqglab

Gilson

Knick

Gilson

World Precision Instruments
Thermo Scientific

IKA Labortechnik

Biometra

HSE

Peqglab
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Thermocycler UNO Thermoblock Biometra
Thermomixer Compact Eppendorf
Thermoprinter (P93D) Mitsubishi
Vortex-Mixer Reax 2000 Heidolph
Waage Explorer Pro EP612CM Ohaus
Wasserbad ministat Huber uk
Zentrifugen

Eppendorf Centrifuge 5804R Eppendorf

SIGMA Compact Centrifuge 2-16 SciQuip

Tischzentrifuge (Micro Centrifuge) Roth

2.3 Versuchstierhaltung

Alle Versuchstiere wurden am Institut fir Pharmakologie und Toxikologie der
Technischen Universitat Minchen gemal3 den deutschen Tierschutzbestimmungen
gezichtet und versorgt. Die Tiere wurden bei einem 12h/12h Hell-/Dunkelzyklus in
Typ Il oder Typ lll (5 bzw. 10 adulte Tiere) Makrolon Kéfigen gehalten und erhielten
Futter und Wasser ad libitum. Fir die Zucht wurden weibliche Tiere im Alter von 6-30
Wochen und ménnliche Tiere mit einem Mindestalter von 8 Wochen verwendet. Zur
Genotypisierung der Jungtiere wurde 7-9 Tage nach der Geburt Schwanzgewebe fir
eine PCR-Analyse (2.7.5) entnommen. Im Alter von vier Wochen wurden die
Nachkommen von ihren Mittern separiert und entsprechend ihres Geschlechtes

gehalten.
2.4 Versuchstiere

Folgende Mauslinien wurden fiir die vorliegende Arbeit verwendet: Wildtyp (WT, +/+)-
Méause, konventionelle cGKI-Knockoutmause (cGKI-KO, cGKI™) (Genotyp: cGKI ")
(Pfeifer et al., 1998), glattmuskel-spezifische cGKI-Knockoutmause (sm-cGKI-KO,
sm-cGKI™) (Genotyp: SM22a-Cre 9" ¢GKI “*) und ihre Kontrollen (sm-cGKI*)
(Genotyp: SM22a-Cre '9* c¢GKI **?) (Lukowski et al., 2008), Trpc6-Knockoutméause
(Trpc6-KO) (Genotyp: Trpc6™) und ihre Kontrollen (Genotyp: Trpc6™) (Dietrich et al.,
2005b), Trpc3-Knockoutméause (Trpc3-KO) (Genotyp: TRPC3™) und ihre Kontrollen
(Genotyp: TRPC3*) (Hartmann et al., 2008), Trpc3/Trpc6 Doppel-Knockoutméause
(Trpc3/6-KO) (Genotyp: Trpc3”/6™) und ihre Kontrollen (Genotyp: Trpc3*/6), und
Trpcl/Trpc3/Trpcé Dreifach-Knockoutmause (Trpcl/3/6-KO)(Genotyp: Trpcl” /37167
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und ihre Kontrollen (Genotyp: Trpcl*/3"/6") (Liu et al., 2007). Der genetische
Hintergrund der Mause war Sv129 oder BI6. Da die heterozygoten Kontrollen (Ctr)
der verwendeten Mauslinien keine Unterschiede in den untersuchten Effekten zu den
WT-Mausen aufwiesen, wurden alle WT- und Kontrollmduse fir die statistische
Auswertung zusammengefasst. Abbildung 8 zeigt dies exemplarisch fur die PE-
induzierte Kontraktion in Aortenringen mit unbeschadigtem Endothel von WT-Mausen
und den heterozygoten Kontrolltieren. Versuchstiere beider Geschlechter waren zum

Zeitpunkt der Experimente mindestens 8 Wochen alt.

Effekt PE auf WT and Ctr Aorta

2.01 n.s.
B
g 15' -
pd
E 104 T
S
v 0.5 %
000 ST 30 12 11 19
Y Y Y X
NI B CHRG O
K& o 0
NS
N

Abbildung 8: PE-induzierte Kontraktion in Aortenringen von WT-Mausen und heterozygoten
Kontrolltieren mit intaktem Endothel.

Die Saulen zeigen die Mittelwerte + SEM. Die Zahlen geben die Anzahl an Experimenten an (Anzahl
Versuchstiere: Anzahl Experimente / 4). Die Daten wurden mittels one way ANOVA (Bonferroni Test)
ausgewertet. Es bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den WT-Mausen und den

heterozygoten Kontrolltieren nach PE-Stimulation. n.s., nicht signifikant

2.5 Praparation der murinen Aorta abdominalis und Aorta thoracalis

Fur die Versuche der vorliegenden Arbeit wurde entweder das Gefal3system der
Hinterbeine oder die thorakale Aorta der Maus bendétigt.
Fur die Perfusion der Hinterbeine (2.6.1) wurde nach kranialer Dislokation die
Bauchhohle des Tieres gedffnet und die Aorta abdominalis unter dem Lichtmikroskop
freiprapariert. Dabei wurde zusétzlich die Vena cava inferior langs aufgeschnitten,
um einen moglichen Blutstau zu vermeiden. Nach Uberfiilhrung der Maus in die
feuchte Kammer der Perfusionsanlage, wurde eine Metallkantle (Durchmesser: 0,8
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mm, ohne Korb, schrager Schliff) in die A. abdominalis eingefihrt und mit 5/0 Seide
fixiert.

Die A. thoracalis wurde sowohl fur die Kraftmessung am glatten Muskel (2.6.2), als
auch fur die molekularbiologischen (2.7.2) und zellbiologischen (2.8) Experimente
verwendet. Nach bereits erwahnter kranialer Dislokation wurde der Brustkorb des
Tieres gedffnet, die thorakale Aorta freiprapariert und unter Vermeidung von Zug-
und Druckkraften in Carbogen-begaste CO,-Tyrode (Pufferlésung, 37 °C) (Tab. 1)
(2.6.2; 2.7.2) oder in Kulturmedium (DMEM, 37 °C) (2.8) uberfuhrt. Anschliel3end
wurde diese unter dem Lichtmikrospkop mit der jeweiligen Lésung vorsichtig, um
eine Beschadigung des Endothels zu vermeiden, gespilt (Spritze und Kanule) und
von umliegendem Fettgewebe mittels Pinzette und Prazisionsschere befreit, ehe sie
fur die folgenden Versuche verwendet wurde.

Fur die Isolierung der Gesamt-RNS (2.7.2) wurden die gesauberten Aorten
umgehend im Eppendorf-Reaktionsgefald in flissigen Stickstoff transferiert und
entweder direkt weiterverarbeitet oder bei -80° C gelagert. Bei einem Teil der Aorten
wurde vorher das Endothel entfernt. Dazu wurden die Aorten der Lange nach

aufgeschnitten und das Endothel mit einem Skalpell vorsichtig abgeschabt.

Substanz Molare Masse [g/mol] Konzentration [g/l]
NaCl 58,44 8
KCI 74,56 0,4
CaCl, 147,02 0,265
MgCl,*6H,0 203,30 0,2
NaHCO; 84,01 1
NaH,PO, 137,99 0,058
D(+)-Glucose 180,16 1

Tabelle 1: Pufferlésung fur Hinterbein-Perfusion (CO,-Tyrode).

2.6 Physiologische Methoden

2.6.1 Hinterbein-Perfusion

Mit Hilfe des Hinterbein-Perfusionsmodells lasst sich der periphere Gefal3widerstand

in den Hinterbeinen der Maus messen. Nachstehend wird diese Methode

beschrieben.
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2.6.1.1 Apparativer Aufbau und Durchfiihrung

Abbildung 9 zeigt den apparativen Aufbau der Anlage fir die Hinterbein-Perfusion.
Die Anlage besteht aus einer Pumpe, einem Wasserbad, einer temperierten,
feuchten Kammer, einem Druckmesser und einem Computer. Die Pumpe war Uber
ein Schlauchsystem mit dem Gefal3system der Hinterbeine verbunden und pumpte
Carbogen-begaste CO,-Tyrode (Pufferlosung, 37 °C) (Tab. 1), mit oder ohne
vasoaktive Pharmaka, durch das System. Des Weiteren war in diesem
Schlauchsystem ein Drucksensor Uber eine T-Verbindung angeschlossen, welcher
mit dem Druckmesser/Computer verbunden war. Zur digitalen Erfassung des
mittleren Drucks wurde die Software HSE-BDAS W (Version 1.1.1.202) verwendet.

Pumpe zurRegulation der

Perfusat-Geschwindigkeit Druckmesser
b

Wasserbad Temperierte. feuchte Kammer Computer

Abbildung 9: Apparativer Aufbau der Hinterbein-Perfusionsanlage.

Gezeigt ist der apparative Aufbau der Messanlage im Uberblick. Beschreibung siehe Text.

Die feuchte Kammer besteht aus zwei Teilen, die beide mit dem Wasserbad auf 37°C
geheizt wurden. Um das Austrocknen der Praparate zu verhindern, blieb der Deckel
der Kammer wahrend des Experiments geschlossen.

Mit Hilfe der Pumpe wurden die Hinterbeine zunachst mit begaster CO,-Tyrode mit
konstanter Flussrate (5 bis 8 ml/min) perfundiert. Dies fiihrte zu einem systemischen
Druck von etwa 40-70 mmHg (Abb. 10), welcher leicht hypoton, dennoch im
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physiologischen Bereich war. Fur den Blutdruck der Maus wird ein Bereich von 70-
100 mmHg angegeben (Bonsmann, 1934). Die Basaldriicke der Knockoutméause und
ihrer zugehdrigen Kontrollen unterschieden sich nicht signifikant. Die Schwankungen
im Basaldruck zwischen den einzelnen Mauslinien lassen sich durch die Verwendung
zweier unterschiedlicher Pumpen erklaren: mit der 1. Pumpe wurde ein Basaldruck
von etwa 50-70 mmHg eingestellt, mit der 2. Pumpe wurde die Durchflussrate auf
5ml/min gestellt und ein Basaldruck zwischen 40 und 50 mmHg erhalten. Die
unterschiedlichen Basaldriicke hatten allerdings keinen Einfluss auf die Effekte der

a1-adrenergen Stimulation.

Basaldruck

100

Druck (mmHg)

Abbildung 10: Systemischer Druck der einzelnen Mauslinien bei der Hinterbein-Perfusion.

Basaldruck in den Hinterbeinen der verschiedenen Mauslinien. Die Zahlen reprasentieren die Anzahl
der Versuche (= Anzahl verwendeter Versuchstiere). Die Saulen stellen die Mittelwerte + SEM dar. Die
Daten wurden mittels Student's t-Test ausgewertet. Es bestand kein signifikanter Unterschied
zwischen den heterozygoten Kontrolltieren und ihren jeweiligen homozygoten KOs. n.s., nicht

signifikant

Nach Erreichen eines stabilen Basaldrucks wurde der Versuch gestartet. Die
vasoaktiven Pharmaka (Tab. 2) - Carbachol (CCh; 10 uM), Phenylephrin (PE; 10
MM), Ng-Nitro-L-Arginin  Methyl Ester Hydrochlorid (L-NAME; 100 M), 8-
Bromoguanosin-3',5’-zyklisches Monophosphat (8-Br-cGMP) (300 pM) und 3-
Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX) (100 uM) - wurden in CO,-Tyrode geldst und durch
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entsprechenden Wechsel der verschiedenen Pufferlosungen nacheinander und
jeweils nach Einstellung eines stabilen Tonus verabreicht. Die daraus resultierenden
Druckanderungen wurden mittels Computer visualisiert.

Als muskarinerger Agonist (van Zwieten et al., 1995) fuhrt Carbachol, bei intaktem
Endothel des Gefal3systems, Uber die Aktivierung der NO-Kaskade zur Relaxation
(Furchgott, 1984; Furchgott et al., 1980).

Das GefalRendothel ist empfindlich gegentber mechanischer Belastung. So konnte
Ralevic et al. (1989) zeigen, dass kleinste Luftblasen im Perfusionsmedium zu einer
Zerstorung des Endothels fihren. Deshalb wurden bei der Durchfihrung der
Versuche Luftblasen im Schlauchsystem vermieden. Zusatzlich wurde der Effekt von
CCh in drei Experimenten im WT untersucht (Abb. 11). CCh (10 uM) reduzierte den
PE-Tonus um 33,7+10,2 %. Mit diesem Experiment wurde sichergestellt, dass das

Endothel wahrend der Hinterbein-Perfusion nicht beschadigt wird.

Effekt CCh (10 uM)
10

Effekt (% von Max.)
i

Abbildung 11: Relaxation des PE-Tonus durch CCh im WT-Hinterbein.

Effekt von Carbachol - Statistik. Die Saule stellt den Mittelwert + SEM dar. Die Zahl gibt die Anzahl an
Méausen wieder. Carbachol (10 uM) fuhrte zu einer Reduktion des PE-Tonus (10 pM) von 33,7+10,2
%.

Phenylephrin zahlt zu den ol-adrenergen Agonisten (Langer et al., 1984) und fihrt
zur Kontraktion der glatten Muskulatur der GeféalRe und somit zu einem erhdhten
peripheren Widerstand (Hein et al.,, 2007). Zur Ermittlung der optimalen
Applikationsdosis wurde eine Konzentrations-Wirkungs-Kurve fur PE (Abb. 12 A) im
WT-Hinterbein-Gefal3system erstellt. Dabei wurden steigende Konzentrationen an
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PE (0,3 puM - 100 pupM) kumulativ appliziert. Nach Einstellung eines
Gleichgewichtszustandes wurde die nachsthéhere Konzentration verabreicht. Aus
diesem Versuch ergab sich ein ECso-Wert von 4,5 pM. Fur die folgenden Versuche
wurde PE mit einer Konzentration von 10 pM eingesetzt. Dies entspricht etwa 75 %
der maximalen Kontraktionskraft von PE. Moosmang et al. (2003) verwendeten flr

die Hinterbein-Perfusion 1 mM PE, was fir die Versuche dieser Arbeit zu hoch war.

A PE KWK - WT B 8-Br-cGMP KWK - WT
Om
100+
3 3
5 w0 3
5 i
[ |
o ECso=4,5 uM 100+ ECsq=11 uM
L 3 3 3 y I T
log (PE) [M] log (8-Br-cGMP) [M]

Abbildung 12: Konzentrations-Wirkungs-Kurven von PE und 8-Br-cGMP auf den systemischen
Druck im Hinterbeinmodell der WT-Maus.

A) Konzentrations-Wirkungs-Kurve von Phenylephrin (PE). Punkte représentieren Messwerte aus
einer Messung. Die Punkte wurden mit einer sigmoidalen Kurve beschrieben. Der ECso-Wert lag bei
einer Konzentration von 4,5 uM.

B) Kumulative Applikation verschiedener 8-Br-cGMP Konzentrationen (0,1 pM - 3 mM) bei
gleichzeitiger Gabe von PE (10 uM). Punkte reprasentieren Messwerte aus 1-5 Messungen. Die
Punkte wurden mit einer sigmoidalen Kurve beschrieben. Der ECso-Wert lag bei einer Konzentration

von 11 uM.

Bei L-NAME handelt es sich um ein L-Arginin-Derivat, welches die endotheliale
Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) hemmt und somit den vaskuldren Tonus erhdht
(Rees et al., 1990).

Das verwendete 8-Br-cGMP ist ein cGMP-Analogon, welches durch Aktivierung der
cGMP-abhéngigen Proteinkinase zur Relaxation der glatten Gefaldmuskulatur fahrt.
(s. Einleitung 1.4). Dabei weist das Derivat drei Vorteile auf: 8-Br-cGMP 1.) ist
membrangangig, 2.) ist schlecht abbaubar durch Phosphodiesterasen und 3.) eignet
sich besser als Stickstoffmonoxid (NO) zur Aktivierung der cGMP-abhangigen
Proteinkinase, da NO auch cGMP-unabhéngig wirken kann (Hanafy et al., 2001).
Auch fur 8-Br-cGMP wurde eine Konzentrations-Wirkungs-Kurve (s. Abb. 12 B) im
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WT-Hinterbein erstellt. 8-Br-cGMP reduzierte den PE-vermittelten Druckanstieg
konzentrationsabhangig. Es ergab sich ein ECsp-Wert von 11 pM. Fir die folgenden
Versuche wurde mit einer submaximalen Konzentration an 8-Br-cGMP von 300 uM
gearbeitet. Bei dieser Konzentration ist keine Kreuz-Aktivierung der PKA zu erwarten
(Worner et al., 2007).

Zur vollstandigen Relaxation wurde IBMX appliziert. Dabei handelt es sich um einen
Phosphodiesterase (PDE)-Inhibitor. Diese Hemmung fihrt unter anderem zur
Akkumulation von cAMP und cGMP in den glatten Gefalmuskelzellen (Pan et al.,
1994; Souness et al., 1992) und zur Aktivierung der cAMP-abh&ngigen Proteinkinase
(PKA) (Standen et al.,, 1998), welche an der Vasodilatation beteiligt ist (Ko et al.,

2008).
) Carbachol-Stammldsung (-20 °C)

Carbachol 100 mM
in bidest. H,O geldst

Phenylephrin-Stammldsung (-20 °C)
Phenylephrin 100 mM
in bidest. H,O geldst

L-NAME-Stammldsung (-20 °C)
L-NAME 100 mM
in bidest. H,O geldst

8-Br-cGMP-Stammldsung (-20 °C)
8-Br-cGMP 100 mM
in bidest. H,O geldst

IBMX-Stammlésung (-20 °C)
IBMX 100 mM
in DMSO gelost
Tabelle 2: Stammldsungen der vasoaktiven Pharmaka.

2.6.1.2 Auswertung der Hinterbein-Perfusion

Fur die Auswertung der Druckanderungen wurde Microsoft Office EXCEL 2003
verwendet. Die Balkendiagramme und Graphiken wurden mit Hilfe des Programms
GraphPad Prism 5.0 erstellt. Zur Bestimmung des PE-induzierten Druckanstiegs in
den Hinterbeinen wurde die Amplitude zwischen dem maximalen Druckwert nach
Stimulation und dem Wert des Ausgangsdruck verwendet (Abb. 13 A). Zur
Bestimmung des Effektes von 8-Br-cGMP wurde nachfolgende Formel verwendet:

((Wert (100 % Kontraktion) — Wert (0 % Kontraktion)) - Wert (Effekt 8-Br-cGMP)) x 100%
Wert (100 % Kontraktion) — Wert (0 % Kontraktion)
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Da sich oft durch Odembildung der Druck nicht auf den Ausgangswert vor der PE-
Stimulation absenken liel3 - die in das umliegende Gewebe einlaufende Pufferlésung
drickt auf das Gefal3system (BDI, 2013) - wurde flir die Auswertung der Wert ,0 %
Kontraktion“ (= Nullbezugspunkt; Relaxationsminimum nach IBMX-Stimulation) an
das Ende der Messung gesetzt (Abb. 13 B, roter Pfeil rechts). Des Weiteren wurde
darauf geachtet, dass der Versuch nicht langer als 60 min dauerte, da die
Odembildung zeitabhangig ist (Bomzon et al., 1985). Innerhalb kiirzerer Zeitintervalle
(<10 min) war der Effekt von PE auf den Druckwert vollstandig reversibel (Abb. 13 A).

A B Effekt 8-Br-cGMP (300 pM) - Ctr
Effekt PE (10 uM) - Ctr 8-Br-cGMP
PE Puffer 1501 =
2001 100 % Kontraktion
S—
. =) IBMX
fm I
c E Effekt 8-Br-cGMP
£ 100 < 1001
x S
s =
a a ,
0 % Kontraktion
0 50
10 55 20 0 20 40 60
Zeit (min) Zeit (min)

Abbildung 13: Graphische Auswertung der Hinterbein-Perfusion.

A) Originalaufzeichnung Effekt PE in Kontrolltier - Der Effekt von PE wurde als Differenz aus den
Werten des Maximaldrucks und des Ausgangsdrucks dargestellt.

B) Originalaufzeichnung Effekt 8-Br-cGMP in Kontrolltier - Der Effekt von 8-Br-cGMP wurde durch
Festlegung der Werte ,100 % Kontraktion“ und ,0 % Kontraktion“ (=Nullbezugspunkt) aus oben

angefiihrten Quotienten bestimmt (=verbleibender Druck vom Maximaldruck).
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2.6.2 Kraftmessung am glatten Muskel (Aorta thoracalis)

Eine weitere Mdoglichkeit, zur Untersuchung der vaskularen Kontraktilitat, ist die
isometrische Kraftmessung an Aortenmuskelpraparaten. Diese wird im Folgenden

naher erlautert.

2.6.2.1 Versuchsapparatur und Durchfuhrung

Fur die isometrische Kraftmessung unter physiologischen Bedingungen wurden
folgende Gerate benotigt: Myograph mit Organbadern (Abb. 14 A), eine Carbogen-
Begassungsanlage, eine Pumpe und ein Computer. Uber ein Schlauchsystem wurde
die in den konstant beheizten Organbadern (37 °C) vorgelegte CO,-Tyrode (5 ml,
Tab. 1) begast, um einen stabilen pH-Wert von 7,00 zu gewdahrleisten. Aul3erdem
wurden die Organbader mit Deckeln versehen, um eine Verdunstung der
Pufferlésung so gering wie mdglich zu halten. Zur digitalen Erfassung der Messdaten
wurde die Software Myodaq 2.01 verwendet.

Abbildung 14: Apparativer Aufbau fiur die Kraftmessung am glatten GeféalBmuskel unter
physiologischen Bedingungen.

A) Darstellung des Myograph601-Kraftmessers mit vier Organb&dern. Detaillierte Beschreibung siehe
Text.

B) VergroRerte Darstellung eines konstant beheizten (37 °C) Organbades mit vorgedehntem
Aortenring. Einer der Haken ist fixiert, der andere dient als Kraftaufnehmer. Als Verdunstungsschutz

wurde jedes Organbad mit einem Deckel abgedeckt. (Quelle: www.dmt.dk)
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Die, wie unter 2.5 beschrieben, freipraparierten und gesauberten thorakalen Aorten
der unterschiedlichen Mauslinien wurden in ein bis vier Segmente zerschnitten.
Diese wurden in die vorbereiteten Organbader Uberfihrt, vorsichtig Uber zwei Haken
gezogen (Abb. 14 B) und vermessen. Einer der Haken war fixiert, der andere diente
als Kraftaufnehmer. Es ist darauf zu achten, dass das Endothel beim Einspannen
nicht beschadigt wird. Anschlie3end wurden die vier einzelnen Organbader mit dem
System verbunden und die Aortenringe konnten sich fir 10 min an die Bedingungen
adaptieren. Vor jeder Messung war eine Vordehnung der Aortenringe zur
Kalibrierung dieser notwendig. Die Vordehnung hat einen entscheidenden Einfluss
auf die Kraftentwicklung der Muskelpraparate nach al-adrenerger Stimulation
(Mulvany, 1988). Hierzu wurde zunéchst einmalig eine Kraft-Dehnungskurve erstellt.
Dabei wurden die eingespannten Praparate mehrmals abwechselnd um 0,85 mN/mm
vorgedehnt, bei Erreichen des basalen Tonus mit 3 uM PE stimuliert und nach
Einstellung einer konstanten Kontraktion sechsmal mit CO,-Tyrode gespiilt. Der
Vorgang wurde beendet, sobald die maximale Kraftentwicklung durch PE erreicht
war. Daraus ergab sich fur die Vordehnung ein Wert von 3,33 mN pro mm
Aortenlange, mit welcher die eingesetzten Aortenringe, entsprechend ihrer Lange,
vor Versuchsbeginn vorgedehnt wurden, um eine fir die maximale Kontraktion
optimale Vorspannung zu erhalten. AnschlieBend wurden die Praparate flir 45 min
aquibriliert. Nach Einstellung eines stabilen Basalniveaus wurde mit den
Kontraktionsstudien begonnen.

Zur Ermittlung der optimalen Applikationsdosen wurden Konzentrations-Wirkungs-
Kurven fir PE und Carbachol (kumulative Applikation) erstellt. Die ECso-Werte von
PE im WT (EC50=0,19 uM) und Trpc6-KO (EC50=0,20 uM) unterschieden sich nicht
signifikant (Abb. 15 A). Der ECso-Wert von Carbachol im WT betrug 1,1 uM (Abb. 15
B).

Fur die folgenden Versuche wurde PE mit einer Konzentration von 3 pM (80 % der
maximalen Kontraktionskraft) und CCh mit einer submaximalen Konzentration von 10
bzw. 30 uM eingesetzt (2.6.2 bzw. 2.8.3).

Fur 8-Br-cGMP wurde die Konzentration so gewdahlt, dass es nicht zur
Kreuzaktivierung der PKA kam (300 uM) (Worner et al., 2007).
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Abbildung 15: Konzentrations-Wirkungs-Kurven von PE in Aortenringen von WT und Trpc6-
KO-Mausen bzw. von CCh in Aortenringen von WT-Mausen.

A) Konzentrations-Wirkungs-Kurve von Phenylephrin (PE) im WT und Trpc6-KO. Punkte
reprasentieren Messwerte aus je zwei Messungen (je ein Versuchstier). Die Punkte wurden mit einer
sigmoidalen Kurve beschrieben. Der ECso-Wert lag im WT bei einer Konzentration von 0,19 yM, im
Trpc6-KO bei einer Konzentration von 0,20 uM. Die ECso-Werte unterschieden sich nicht signifikant.

B) Kumulative Applikation verschiedener Carbachol (CCh) Konzentrationen (10 nM — 300 uM) bei
gleichzeitiger Gabe von PE (3 uM). Punkte reprasentieren Messwerte aus 4-46 Messungen (1-12

Versuchstiere). Die Punkte wurden mit einer sigmoidalen Kurve beschrieben. Der ECso-Wert lag bei

einer Konzentration von 1,1 uM.
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Um zu Uberprufen, ob das Endothel beim Einspannen beschadigt worden ist, wurde
der Effekt von Carbachol untersucht (Abb. 16). CCh (10 uM) reduzierte den PE-
Tonus um 37,05+£2,74 %. Mit diesem Experiment wurde bestatigt, dass das Endothel

beim Einspannen der Aorta nicht beschadigt wurde.

Effekt CCh (10 uM)
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Abbildung 16: Relaxation des PE-Tonus (3 uM) durch CCh in der Aorta von Kontrolltieren.
Effekt von Carbachol - Statistik. Die Saule stellt den Mittelwert + SEM dar. Die Zahl gibt die Anzahl an
Experimenten (7 Versuchstiere) wieder. Carbachol (10 uM) fuhrte zu einer Reduktion des PE-Tonus

von 37,05 £ 2,74 %.

Es folgten die eigentlichen Experimente. Hierbei wurden die Aortenringe
nacheinander mit Phenylephrin (3 uM), L-NAME (100 uM), 8-Br-cGMP (300 uM) und
IBMX (100 pM) (s. 2.6.1.1), jeweils nach Einstellung eines Gleichgewichtszustandes,
stimuliert. Die daraus resultierenden Kraftanderungen wurden mittels Computer

visualisiert.

2.6.2.2 Auswertung der Kraftmessung an Aortenringen

Fur die Auswertung der Kraftanderungen wurde Microsoft Office EXCEL 2003 und
die Software Origin 6.1 verwendet. Die Balkendiagramme und Graphiken wurden mit
Hilfe des Programms GraphPad Prism 5.0 erstellt. Die Auswertung erfolgte analog
zur Auswertung der Druckédnderungen im Gefal3system der Hinterbeine. Das
Maximum der erzeugten Kontraktion nach PE oder PE+L-NAME Stimulation wurde
100 %, das Relaxationsminimum nach IBMX-Stimulation als 0 % (Nullbezugspunkt)

gesetzt. Der Effekt von PE oder PE+L-NAME wurde als Amplitude aus
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Kontraktionsmaximum und Relaxationsminimum ausgedrickt. Fur die Bestimmung
des Effekts von 8-Br-cGMP ist die Formel unter 2.6.1.3 verwendet worden. Graphisch

dargestellt wurde die verbliebene PE-induzierte Spannung der Maximalspannung.

2.7 Molekularbiologische Methoden

2.7.1 Isolierung genomischer DNS aus Mausgewebe

Zur Genotypisierung der Mausnachkommen st die Isolation genomischer
Desoxyribonukleinsdure (DNS) notwendig. Hierzu wurde 7-9 Tage nach der Geburt
eine Gewebebiobsie (Schwanzspitze) der zu genotypisierenden Nachkommen
durchgefuhrt.

Die gewonnenen Gewebeproben wurden in einem Gemisch aus autoklaviertem,
doppelt-destilliertem Wasser, Detergens-haltigem Puffer (5x Colorless GoTag® Flexi
Buffer) und Proteinase K (50 mg/ml) im Verhaltnis 79:20:1 tber Nacht bei 58 °C
verdaut. Mit Hilfe des Detergens-haltigen Puffers wurde die Zellmembran solubilisiert.
Dies ist notwendig, da ein Aufschluss durch Pipettieren oder Zentrifugation zum
Auftreten von Scherkréaften fuhrt, welche die gro3en genomischen DNS-Molekile
zerstoren. Des Weiteren werden die Proteine denaturiert und durch die zugegebene
Proteinase K abgebaut. Diese wurde am folgenden Tag durch 15 minutiges Kochen
bei 95 °C inaktiviert. Fur die folgende Genotypisierungs-Polymerase-Kettenreaktion

(PCR) wurde 1 ul des Verdaus verwendet.

2.7.2 Isolierung von Gesamt-RNS aus Mausgewebe

Um eine Kontamination mit den weit verbreiteten und aul3erordentlich stabilen
RNasen, die zum Abbau der Ribonukleinsdure (RNS) fuhren, zu vermeiden, sollten
einige VorsichtsmalRnahmen vor Beginn und wahrend der Arbeit bertcksichtigt
werden. Zu diesen zahlt, ein mit Ethanol (80 %) gereinigter Arbeitsplatz, die
Verwendung von gestopften Pipettenspitzen und gebackenen (250 °C) Glasgefalien
und eine strikte Trennung aller Gebrauchslésungen, die fir die RNS-Praparation
bendtigt werden, von den (brigen Lésungen im Labor. Uberdies hinaus wurde
ausschlief3lich Diethylpyrocarbonat-Wasser (DEPC-H,0) verwendet. DEPC hemmt
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durch kovalente Bindung an primare und sekundéare Amine u.a. RNasen (Milhardt,
2003).

DEPC-H,0O (Raumtemperatur)
Diethylpyrocarbonat 1 mi
bidest. H,O ad 1000ml
Uber Nacht riihren, gebackenes Gefal3 (250 °C), autoklavieren

Tabelle 3: Herstellung von Diethylpyrocarbonat-Wasser (DEPC-H,0).

Fur die Gesamt-RNS-Isolation wurden pro Versuch 12-15 isolierte und freipraparierte
Aorten von WT-Mausen (s. 2.5) in ein 14 ml Rundbodenrdéhrchen uberfuhrt, mit 0,9
ml PeqGOLD RNApure (Trizol) versetzt und homogenisiert (Miccra D-8).
Anschlieend wurde das Homogenisat in ein Eppendorf-Reaktionsgefald pipettiert,
0,2 ml Chloroform zugegeben und mit dem Vortex gemischt. Nach 5-minttiger
Inkubation bei Raumtemperatur (RT) wurde die Probe fir 5 min bei 13000 rpm
zentrifugiert, um eine Phasentrennung zu erhalten. Die RNS sammelte sich in der
oberen, farblosen, wassrigen Phase, wahrend DNS und Protein in der Inter- oder
Phenolphase zuriickblieben. Die RNS-haltige Phase wurde abgetrennt, mit 350 pl
Isopropanol versetzt und die RNS lber Nacht bei 4 °C prazipitiert. Am folgenden Tag
wurde die ausgefallene RNS bei 13000 rpm und 4 °C fur 10 min abzentrifugiert und
das verbleibende Pellet mit 800 pl 75% Ethanol (EtOH)-DEPC-H,O gewaschen.
Diese Schritte wurden zweimal wiederholt, wobei die Zeit auf 5 min reduziert und
nach der dritten Zentrifugation das Pellet bei Raumtemperatur fir 5 min getrocknet
wurde. AnschlieRend wurde das RNS-Pellet in einem adaquaten Volumen an DEPC-
H,O fir 10 min bei 56 °C und 500 rpm geldst, ehe die RNS-Losung bei -20 °C

gelagert wurde.

2.7.3 Konzentrationsbestimmung der RNS

Zur Konzentrationsbestimmung der wassrigen Nukleinsdurelésungen wurde das
Nanodrop-Verfahren angewandt. Hierbei wird die optische Dichte der Ldosung bei
einer Wellenlange von 260 nm, angegeben in pg/ul, gemessen. Je Messung wurden
2 ul Probe eingesetzt. Zusatzlich mali das Gerat das Verhaltnis der Absorptionen von
RNS zu Protein (OD2s0/280), Welches Aufschluss tber die Reinheit der Probe gibt. Das
Verhaltnis sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen, was auf eine geringe

Proteinverunreinigung hinweist.
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2.7.4 DNS-Verdau

Bei der unter 2.7.2 beschriebenen Methode wird theoretisch nur RNS isoliert, da
durch das enthaltene Phenol der pH-Wert sinkt und sich kleine DNS-Fragmente im
sauren Phenol |6sen. Die grol3eren Fragmente finden sich nach Zentrifugation in der
Interphase wieder (Mulhardt, 2003). Um dennoch sicherzustellen, dass die Proben

DNS frei sind, wurde zusatzlich ein DNS-Verdau durchgefuhrt.

RNS in DEPC-H,0O 47
10x Reaktionspuffer ohne dNTPs 6 ul
DNAse (RNase-frei; 10 u/ul) 6 pl

Tabelle 4: Ansatz fir DNS-Verdau.

Substanz Molare Masse [g/mol] Konzentration [mM]
KCI 74,56 500
Tris, pH 8,0 121,14 100
MgCl, 203,30 15

ad. 5 ml bidest. H,O

Tabelle 5: Ansatz fur 10x Reaktionspuffer-Puffer ohne dNTPs.

Fur den Verdau wurde das PCR-Reaktionsgefal3? mit dem DNAse-Ansatz in einen

Thermocycler gestellt und folgendes Programm gestartet:

30 min 37 °C
5 min 80 °C
4°C

Bei 37 °C findet der DNS-Verdau, bei 80 °C die Inaktivierung der DNAse statt.
Anschlie3end wurde die RNS auf eine Konzentration von 0,25 pg/ul - 0,4 pg/ul mit 1x
Reaktionspuffer ohne Desoxyribonukleosidtriphosphate (1xXRT-Puffer ohne dNTPS)
eingestellt und bei -20 °C gelagert.
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2.7.5 Polymerase-Kettenreaktion

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) ist es
maoglich, bestimmte DNS-Sequenzen in vitro gezielt zu vervielfaltigen (Saiki et al.,
1988). Das Verfahren lasst sich grundsatzlich in drei Schritte untergliedern: 1.)
Denaturierung, 2.) Annealing und 3.) Elongation. Wahrend der Denaturierung wird
die doppelstrangige DNS bei 95 °C aufgeschmolzen. An die entstandenen DNS-
Einzelstrange lagern sich spezifische Oligonukleotid-Primer an (Annealing). Die
Primer werden so gewahlt, dass sie das zu amplifizierende DNS-Fragment von
einem Ende her auf dem nicht-kodierenden, vom anderen Ende her auf dem
kodierenden DNS-Strang flankieren. Dabei wird die Annealing-Temperatur so
gewahlt, dass sie etwa 5 °C niedriger als die Schmelztemperatur der Primer (55-65
°C) ist. Beim dritten Schritt der PCR, der Elongation, synthetisiert die DNS-
Polymerase ausgehend von dem kurzen, doppelstrangigen Primer-DNS-Hybrid den
fehlenden komplementaren DNS-Strang in 5'—3'-Richtung. Elongationstemperatur
und -zeit hangen von der verwendeten Polymerase (meist 72 °C) und der Lange des
zu amplifizierenden DNS-Fragments ab. Durch mehrmaliges Wiederholen dieser
Abfolge (Denaturierung, Annealing und Elongation) entstehen im lIdealfall bei x
Zyklen pro Ausgangsfragment 2** Amplifikate, da rein rechnerisch in jedem Zyklus

eine Verdoppelung des Amplifikats stattfindet.

2.7.5.1 Amplifikation genomischer DNS (Genotypisierung)

Zur genomischen Charakterisierung der Mausnachkommen wurde, jeder Mauslinie
entsprechend, eine PCR mit dem Ansatz aus Tabelle 6 durchgefihrt. Die Sequenzen
der verwendeten Primer befinden sich im Anhang. Tabelle 8 zeigt das PCR-Protokoll.
Die Temperaturen und Zeiten hangen von den Amplifikaten und den dazugehérigen
Primern ab. Nach Zusammenpipettierung des PCR-Reaktionsansatzes wurde das
PCR-Reaktionsgefal3 in den Thermocycler gestellt und das jeweilige Programm

gestartet.

42



Material und Methoden

bidest. H,O (autoklaviert) ad. 25 ul

Primer forward (10 pM) 0,3 ul
Primer reverse (10 pM) 0,3 ul
5x Reaction Green Buffer 7,0 pl
GoTaq ® Polymerase 0,3 ul
DNS (2.7.1) 1u

Tabelle 6: PCR-Reaktionsansatz zur Genotypisierung.

A B

dNTP Mix (-20 °C
5x Reaction Green Buffer (-20 °C) X ( )

5x G GoTag ® Flexi Buff 500 ul bidest. H,O (autoklaviert) 600 pl
xoreen ©otaq - iHext Butter W dNTP (je 100mM) e 100 pl

MgCl, (25 mM) 150 pl

dNTP Mix (je 10 mM) 50 ul

Tabelle 7: Ansatz fiir (A) 5x Reaction Green buffer und (B) dNTP Mix.

94 °C 5 min.
94 °C 10-30 sek.
55-65 °C 20-45 sek. 35 x
72 °C 30-45 sek.
72 °C 5 min.

Tabelle 8: PCR-Protokoll in Abhéngigkeit der zu untersuchenden Amplifikate und der

dazugehdorigen Primer.

Eine anschlieBende Zugabe des 6x DNS-Ladepuffers (Tab. 11) zu den Proben war
nicht erforderlich, da bereits Farbmarker (s. 2.7.5.3) im 5x Reaction Green Buffer

enthalten waren.

2.7.5.2 Semiquantitative Reverse Transkriptase-PCR

Mit Hilfe der Reversen Transkription (RT) lasst sich die Transkription eines
bestimmten Gens spezifisch in bestimmten Geweben oder Zellen nachweisen. Da
einzelstrangige RNS fur eine Amplifikation mittels PCR nicht geeignet ist, muss diese
zunachst in komplementdre DNS (cDNS), ein zur RNS komplementarer DNS-
Einzelstrang, umgeschrieben werden. Dieser Schritt wird durch die Reverse
Transkriptase katalysiert und deshalb als Reverse Transkription bezeichnet. Im

Rahmen dieser Arbeit wurden die Sensiscript and Omniscript Reverse
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Transkriptasen (zusammen mit HotStarTaq DNS Polymerase: QIAGEN Enzym Mix)
aus dem Qiagen OneStep RT-PCR Kit verwendet. Diese besitzen ein
Temperaturoptimum von 50 °C. Anwendung findet die RT mit anschlieRender PCR
(s. 2.7.5) (RT-PCR) unter anderem bei der semiquantitativen Bestimmung einer
spezifischen RNS-Sequenz. Bei dieser Art der Bestimmung ist es notwendig, dass
bei jedem Zyklus ein interner Standard, ein sogenanntes Haushalts-Gen,
koamplifiziert wird. Dabei handelt es sich um ein Gen, welches in Theorie keinerlei
Regulation unterliegt und somit in jedem Gewebe oder in jeder Zelle zu jeder Zeit in
gleicher Menge exprimiert wird. In dieser Arbeit wurde Hypoxanthin-Phosphoribosyl-
Transferase (HPRT) als interner Standard verwendet (Malhardt, 2003).

Die cDNS-Synthese und die Amplifikation (mittels HotStarTag DNS Polymerase)
wurden in einem Schritt durchgefihrt. Dazu wurde nach dem Protokoll des QIAGEN
OneStep RT-PCR Kits verfahren. In Tabelle 9 ist der Reaktionsansatz fur die RT-
PCR dargestellt, in Tabelle 10 das RT-PCR Protokoll. Die Sequenzen der jeweiligen
Primer (Trpc3, Trpc6, HPRT (= interner Standard), PECAM-1 (= spezifischer
Endothelzell-Marker) (Kondo et al., 2007) und a-SMA (=spezifischer Glattmuskelzell-
Marker) (Sousa et al, 2007) finden sich im Anhang wieder. Nach
Zusammenpipettierung aller Komponenten wurde die RT-PCR

(Endpunktbestimmung) gestartet.

RNase-freies H,O ad. 50 pl
5x QIAGEN OneStep RT-PCR Buffer 10
dNTP Mix (je 10 mM) 2 pl
Primer forward final 0,6 pM
Primer reverse final 0,6 UM
QIAGEN Enzym Mix 2 pl
RNS (2.7.3+2.7.4) final 1pg

Tabelle 9: Reaktionsansatz RT-PCR nach QIAGEN OneStep RT-PCR Kit.
50 °C (Reverse Transkription) 30 min.
95 °C (Aktivierung der DNS Polymerase) 15 min.

94 °C (Denaturierung) 30 sek.
55 °C (Annealing) 30 sek. 35 x
72 °C (Elongation) 1 min.
72 ° C (finale Extension) 10 min.

Tabelle 10: RT-PCR-Protokoll nach QIAGEN OneStep RT-PCR Kit.

44



Material und Methoden

Anschliel3end wurden die Proben mit 6x DNS-Ladepuffer (1:6; Tab. 11) versetzt und

mittels Gelelektrophorese analysiert.

Ficoll Typ 400 18 ¢
10x TBE 60 ml
0,5 M EDTA (pH 8,0) 24 ml
Bromphenolblau (50 mg/ml) 3ml
Xylencyanol FF (50 mg/ml) 3ml
H,O ad. 100 ml

Tabelle 11: Zusammensetzung 6x DNS-Ladepuffer.

2.7.5.3 Agarose-Gelelektrophorese

Fur die Analyse der PCR-Produkte, wurde die Agarose-Gelelektrophorese
verwendet. Nukleinsduren sind aufgrund ihres Zucker-Phosphat-Rickgrates negativ
geladen und bewegen sich im elektrischen Feld Richtung Anode. Dabei werden die
einzelnen DNS-Fragmente entsprechend ihres Molekulargewichtes und ihrer
Konformation aufgetrennt. Die Wanderungsgeschwindigkeit im Agarosegel sinkt mit
zunehmender Masse. Zur Verfolgung des Elektrophoreseverlaufs mit bloRem Auge
dienen Farbmarker wie Bromphenolblau und Xylencyanol FF. Zur Sichtbarmachung
der aufgetrennten DNS-Fragmente, verwendet man den Fluoreszenzfarbstoff
Ethidiumbromid. Dieser interkaliert mit Nukleinsauren und verandert dabei sein
Anregungsspektrum. Dadurch lassen sich die PCR-Produkte als diskrete Banden im
UV-Licht sichtbar machen. Als Referenz wurde neben den Proben ein DNS-Standard
(1 kb Leiter; Tab. 12 B) aufgetragen.

Da alle PCR-Produkte kleiner als 1000 kb waren, wurden ausschlieBlich 2 %
Agarosegele verwendet. Dazu wurde die entsprechende Menge an Agarose mit 1x
Tris-Borat-EDTA (TBE; Tab. 12 A) in der Mikrowelle bei 1000 W aufgekocht, auf ca.
50 °C abgekuhlt, mit 0,8 pug/ml Ethidiumbromid versetzt und Luftblasen-frei in einen
Gelschlitten mit eingesetzten Gelkdmmen gegossen. Nach Festwerden des Gels
wurde es in die Elektrophoresekammer gelegt und mit 1x TBE uberschichtet.
Anschlie3end wurden die Kamme entfernt, der DNS-Standard und die Proben in die
Geltaschen pipettiert und eine Spannung von 200 V angelegt. Daraufhin erfolgte die

Auswertung des Gels mittels Geldetektor.
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A B
10x Tris-Borat-EDTA (TBE) DNS-Standard (-20 °C)
TFIS'HC| 540 g 1 kb Plus DNA Ladder 280 pl
Borséure 2759 H,O bidest. 3800 pl
EDTA_ 379 6x DNS-Ladepuffer 800 pl
H,O (bidest.) ad. 5l

Tabelle 12: Zusammensetzung (A) 10x Tris-Borat-EDTA (TBE, Raumtemperatur) und (B) DNS-
Standard (1 kb Leiter).

2.7.5.4 Auswertung der Agarosegele

Die Auswertung der Gele, sowohl die der Genotypisierung, als auch die der RT-PCR,
erfolgte digital. Dazu wurde das entsprechende Gel auf die UV-Lampe des
Geldetektors gelegt und fotografiert.

Fur die semiquantitative Bestimmung der RT-PCR-Produkte wurde die Software
EZQuant-Gel verwendet. Mit Hilfe dieser Software lieRen sich die Intensitaten der
einzelnen Banden ermitteln. Dazu wurden die Banden markiert und manuell
ausgefillt. Da die Gele zum Teil unterschiedlich lange belichtet wurden, und somit
die Helligkeit der Hintergrinde variierte, wurde zusatzlich fir jedes Gel ein
Hintergrund definiert, dessen Wert automatisch durch die Software vom Wert der
Banden abgezogen wurde. Fir die statistische Auswertung wurde jeweils der
Quotient aus dem Bandenwert des Zielgens und dem des internen Standards

gebildet.

2.8 Zellbiologische Methoden

2.8.1 Isolierung endothelialer und glattmuskularer Zellen aus muriner

Aorta thoracalis

Sowohl fur die immunocytochemischen Experimente (ICC), als auch fir die Calcium-
Messungen (Fura-2) wurden frisch isolierte Endothelzellen (EC) und glatte
GefalBmuskelzellen (VSMC) aus der thorakalen Aorta von Kontroll-, Trpc3-KO-,
Trpc6-KO- und sm-cGKI-KO-Mausen isoliert. Fur die ICC wurden zusatzlich Zellen
aus cGKI-KO-Mausen gewonnen. Fur die Isolation der ECs wurde das Protokoll von

Kobayashi et al. (2005) in abgewandelter Form verwendet. Die gespiilten,
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gesauberten und in Kulturmedium (DMEM) gelagerten Aorten (3 Aorten pro
Experiment) wurden auf der einen Seite unter dem Lichtmikroskop mit 5/0 Seide
verschlossen und von der anderen Seite mit Kollagenase Typ II-Losung (2 mg/ml in
serumfreiem Medium) geflllt, ehe auch diese Seite zugebunden wurde.
Anschlie3end wurden die Aorten in einem Eppendorf-Reaktionsgefal3 fir 42 min bei
37 °C und 250 rpm im Heizblock inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Aorten
geoffnet und die ECs mit 5 ml 20%FBS-DMEM herausgespult (Spritze mit Kanile)
und in einer Glaspetrischale gesammelt. Die restliche Aorta wurde voriubergehend in
vorgewarmter nominell Ca®*-freier Tyrode (Tab. 13) bei 37 °C gelagert. AnschlieBend
wurden die Zellen fir 5 min bei 1200 rpm in einem glasernen Zentrifugenréhrchen
abzentrifugiert, der Uberstand vorsichtig abgekippt und das klare Zellpellet in 2 ml
(ICC) bzw. 0,8 ml (Fura-2) 20%FBS-DMEM resuspendiert. Fur die ICC wurde die
Zellsuspension zu gleichen Teilen auf zwei Collagen-I-beschichtete Petrischalen (35
mm), fir FURA-2 auf zwei bis drei Glasplattchen in speziellen Messkammern unter
der Sterilbank ausgebracht. Diese Messkammern sind so konstruiert, dass einerseits
Plattchen eingespannt werden kdnnen, andererseits kbnnen sie in das Mikroskop
eingesetzt werden. Die Zellen wurden fur 2,5 h im Brutschrank bei 37 °C und 5,0 %
CO; inkubiert.

Zur Isolierung der Glattmuskelzellen wurden die Aorten in kleine Stlcke zerschnitten,
in ein Eppendorf-Reaktionsgefald mit Losung A (Tab. 14) gegeben und fir 42,5 min
bei 34 °C und 500 rpm im Heizblock verdaut. Anschlielend wurde mittels
Tischzentrifuge zentrifugiert, der Uberstand abpipettiert und Losung B (Tab. 15)
zugegeben. Fur die Calcium-Messungen wurden den Losungen A und B 0,1 mM
CaCl, hinzugeflgt. Es folgten drei Inkubationsschritte, einmal 9 min bei 34 °C und
500 rpm und zweimal 9 min bei 34 °C und 1000 rpm. Zwischen den Schritten wurden
die Proben mit einer Pipette resuspendiert. Daraufhin wurden die Proben erneut
abzentrifugiert, der Uberstand abgenommen, die Gewebereste mit 360 pl nominell
Ca?*-freier Tyrode und 40 pl BSA (10 mg/ml) gemischt und fir 10 min auf Eis
gelagert. Unter der Sterilbank wurde der Uberstand (mit VSMCs) fiir die ICC auf zwei
Gelatine-beschichtete Petrischalen (100 mm) aufgeteilt, fir die Calcium-Messung in
drei Locher einer 12-Lochplatte mit Deckglaschen ausgebracht. Daraufhin wurden
die Zellen bei 37 °C und 5 % CO, fur 50 min inkubiert. AnschlieRend wurde die
Ausbeute unter einem Lichtmikroskop bewertet.
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Substanz Molare Masse [g/mol] Konzentration [mM]
NacCl 58,44 60
L-Glutaminséaure 147,13 85
KCI 74,56 5,6
MgCl,*6H,0 203,30 1
HEPES 238,31 10

pH 7,4 (NaOH)

Glucose 180,16 10

Tabelle 13: Zusammensetzung nominell Ca**-freier Tyrode (VSMC-Praparation).

Substanz Volumen [ul]
nominell Ca**-freie Tyrode 350
Albumin Fraktion V (BSA) (10 mg/ml) 50
Collagenase Typ Il (20 mg/ml) 17,5
Dithiothreitol (DTT) (10 mg/ml) 50

Tabelle 14: Ldésung A zur Isolation von VSMCs.

Substanz Volumen [ul]
nominell Ca**-freie Tyrode 300
Albumin Fraktion V (BSA) (10 mg/ml) 50
Collagenase Typ Il (20 mg/ml) 75
Trypsininhibitor (10 mg/ml) 50

Tabelle 15: Lésung B zur Isolation von VSMCs.

2.8.2 Immunocytochemische Untersuchung

Mit Hilfe fluoreszenzmarkierter Antikérper lassen sich spezifisch bestimmte Proteine
in einzelnen Zellen detektieren. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Expression der
cGKIl, sowie die Expression der Trpc-Kandle 3 und 6 in frisch isolierten Endothel- und
Glattmuskelzellen der thorakalen Aorta von WT-, Kontroll-, cGKI-KO-, sm-cGKI-KO-,
Trpc3-KO- und Trpc6-KO-Mausen untersucht. Dazu wurden Doppelfarbungen
durchgefuhrt. Zunachst wurde mit Antikdrpern fur Endothelzell- bzw. Glattmuskelzell-
spezifische Marker gefarbt. Darauf folgte die Farbung des gewinschten Zielproteins
oder des jeweils anderen Markers als Kontrolle. Eine Liste der verwendeten priméren

und sekundaren Antikorper befindet sich im Anhang (Tab. 20+21).
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2.8.2.1 Durchfuihrung des Versuches

Die unter 2.8.1 gewonnenen Zellen mussten zunachst nach Inkubation im
Brutschrank fixiert werden. Dazu wurden beide Zelltypen vorsichtig einmal mit
phosphatgepufferter Salzlésung (PBS; Tab. 16) gewaschen und fur 10 min mit
Paraformaldehydlésung (PFA; 4 %; Tab. 17) inkubiert. PFA fuhrt zu einer reversiblen
Vernetzung der Proteine. Danach wurde das PFA abgesaugt und die Zellen wurden
dreimal mit je 1 ml PBS gewaschen. Um den Antigenzugang zu verbessern, wurden
die Zellen mit einem Detergens-haltigen Puffer (blocking buffer; 1 % BSA, 0,1 %
Triton X, 1 % FBS in PBS) fur 30 min bei RT auf dem Schittler permeabilisiert.
AnschlieBend wurde der erste primare Antikorper (anti-PECAM-1/CD31:
Endothelzellmarker (2,5 pg/ml, Ratte), anti-a-SMA: Glattmuskelzellmarker (0,5 pg/ml,
Kaninchen oder 1/100, Maus)) in blocking buffer verdinnt, auf die Zellen pipettiert
und Uber Nacht bei 4 °C inkubiert.

Substanz Molare Masse [g/mol] Masse [g]
NacCl 58,44 40
KCI 74,56 1
Na,HPO,*2H,0 177,99 7,2
KH,PO, 136,09 1,2

pH 7,40 (NaOH oder HCI)
dest. H,O ad. 4,51 -> autoklavieren
Tabelle 16: Zusammensetzung phosphatgepufferte Salzlésung (PBS).

4 % Paraformaldehydlésung (4 ° C)
Paraformaldehyd 8¢
PBS 200 ml
I6sen im Wasserbad bei 60 °C

Tabelle 17: Zusammensetzung Paraformaldehydlésung (4 %).

Am folgenden Tag wurden die Antikbrper abgenommen und die Zellen wurden 3x 10
min mit Waschpuffer (0,1 % BSA, 0,1 % Triton X in PBS) gewaschen. Daraufhin
wurde der erste sekundare Antikorper (Alexa Fluor 488, 1/300, anti-Ratte; Alexa
Fluor 594, 1/300, anti-Kaninchen; Cy2-gekoppelt, 1/500, anti-Maus) in blocking buffer
verdunnt, auf die Zellen gegeben und diese im Dunkeln fur 1 h bei RT inkubiert. Der
sekundare Antikérper wurde abgenommen und es wurde erneut dreimal mit

Waschpuffer gewaschen. Fur die Kolokalisationsfarbungen des Zielproteins, wurden
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die oben beschriebenen Schritte mit den entsprechenden priméren (anti-cGKI, 1/500,
Kaninchen; anti-Trpc3, 1/200, Kaninchen; anti-Trpc6, 1/200, Kaninchen; anti-
PECAM-1/CD31, 2,5 ug/ml, Ratte; anti-a-SMA, 0,5 pg/ml, Kaninchen) und
sekundaren Antikérpern (Cy3-gekoppelt, 1/500, anti-Kaninchen; Alexa Fluor 488,
1/300, anti-Ratte; Alexa Fluor 594, 1/300, anti-Kaninchen) nach einstindiger
Inkubation mit blocking buffer wiederholt. Es wurde immer darauf geachtet, dass die
sekundaren Antikorper nicht durch Lichteinstrahlung ausbleichten. Um die Zellen
nach der Doppelfarbung zuséatzlich vor dem Ausbleichen zu schitzen wurden diese
mit dem Einbettmedium Large Volume Vision Mount und einem Glasplattchen
Luftblasen-frei eingebettet. Das Glasplattchen war nétig, da der Kunststoff der
Petrischalen kaum UV-Licht durchlésst. Die eingebetteten Zellen wurden tber Nacht
bei 4 °C im Dunkeln gelagert. Die Analyse der Doppelfarbungen erfolgte mit Hilfe
eines konfokalen Laser-Scan Mikroskops (LSM510). Zur Anregung der fluoreszenz-
markierten Antikorper wurden ein Krypton-Argon Laser (Cy2, Alexa Fluor 488;
Wellenlange 488 nm) bzw. ein Helium-Neon Laser (Cy3, Alexa Fluor 594;
Wellenlange 543) verwendet. Die Bilder wurden mit einem 20x Objektiv und
verschiedenen Zoomfaktoren aufgenommen. Es wurde bei allen Versuchen stets
darauf geachtet, dass die Einstellungen der Lochblende (pinhole) und die

Empfindlichkeit des Restlichtverstarkers konstant waren.

2.8.2.2 Auswertung des Versuches

Zur Auswertung und Nachbetrachtung der Zellaufnahmen wurde die Software Zeiss
LSM Image Browser Version 4.2.0.121 verwendet. Auch der GréRenmalistab liel3
sich damit einblenden.

2.8.3 Bestimmung der intrazellularen Calcium-Konzentration [Ca?"];

Mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes Fura-2 lassen sich Calcium-Anderungen in
einzelnen Zellen verfolgen (Moore et al., 1990). Fur die Messungen wurden frisch
isolierte ECs und VSMCs der thorakalen Aorta von Kontroll-, Trpc3-KO- und Trpc6-
KO-Mausen verwendet. Im Folgenden soll der Farbstoff kurz vorgestellt werden, ehe
der apparative Aufbau und die Durchfiihrung beschrieben werden.
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2.8.3.1 Fluoreszenzfarbstoff Fura-2

Der Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 bildet mit Calcium-Kationen Chelatkomplexe im
Verhéltnis 1:1. Dadurch wird das Maximum der Fluoreszenzintensitat zu einer
anderen Anregungswellenlange verschoben. Somit lassen sich Messungen der
Fluoreszenzintensitat bei zwei verschiedenen Anregungswellenlangen durchfiihren
(Moore et al., 1990). Die Emission erfolgt stets bei 510 nm.

Durch die Bindung von Calcium kommt es zu einer Anderung des elektronischen
Ernergieniveaus und somit zu einem veranderten Absorptionsverhalten. Nach
Grynkiewicz et al. (1985) liegt der isobetische Punkt bei 357 nm. Wird der Farbstoff
bei dieser Wellenlange angeregt, bleibt trotz Anderung der [Ca®'] die
Fluoreszenzintensitat konstant. Anregung mit einer kirzeren Wellenlange fuhrt bei

2+]i

zunehmender [Ca“']; zu einer Verstarkung der Intensitat bei 510 nm, wahrend diese

bei langeren Anregungswellenlangen mit zunehmender [Ca?*]; abnimmt (Abb. 17).
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Abbildung 17: Prinzip der intrazellularen Calcium-Messung.
Fluoreszenzintensitat von Fura-2 bei einer Emissionswellenlange von 510 nm in Abhangigkeit von
verschiedenen Calcium-Konzentrationen und Anregungswellenlangen (modifiziert nach http://www-

user.tu-chemnitz.de/~awill/diplom/Bilder/abb3_3.gif, aufgerufen am 18.04.2013).

Zur Bestimmung der Konzentration wird das Verhéltnis der Intensitaten Fss5o und Fzgo,
welche durch Anregung mit den Wellenlangen 350 nm und 380 nm bei 510 nm
emittiert werden, gebildet. Dieser Quotient (R=Faso/Fsg0) ist proportional zur [Ca®];
und unabhangig von Zelldicke und Farbstoffkonzentration (Grynkiewicz et al., 1985).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fura-2-AM
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(membrangangiges Derivat) beladen. Die Kopplung von Acetoxymethylester (AM) an
den Farbstoff erleichtert die Diffusion in die Zelle. Durch Abspaltung der Estergruppe
durch intrazellulare Esterasen entsteht ein aktiver, membranimpermeabler Farbstoff
(Moore et al., 1990).

2.8.3.2 Versuchsapparatur

Abbildung 18 zeigt den apparativen Aufbau der Anlage zur Bestimmung von
intrazellularen Calcium-Konzentrationen in frisch isolierten ECs und VSMCs. Die
Anlage besteht aus einem Monochromator mit integrierter Lichtquelle, einem
Leistungs- und Steuerungsgerat, einem inversen Fluoreszenz-Mikroskop, einer
gekuhlten, hochauflosenden MCCD Kamera und einem Computer. Mit Hilfe der
Kamera werden die Fluoreszenzsignale detektiert. Sowohl die Steuerung, als auch

die Messungen erfolgten mit der Software TILLvislon v4.5.50.

Gekihlte, hochauflésende
MCCD Kamera Computer

Monochromator Leistungs- und inverses Fluoreszenz-Mikroskop
Steuerungsgerat

Abbildung 18: Apparativer Aufbau der Anlage zur Bestimmung der [Ca2+]i.

Gezeigt ist der apparative Aufbau der Messanlage im Uberblick. Beschreibung siehe Text.
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2.8.3.3 Durchfuihrung des Versuches

Da der Farbstoff sehr lichtempfindlich ist, wurde stets im Dunkeln gearbeitet. Eine
weitere Schwierigkeit bestand darin, dass die Endothelzellen nicht adh&arent waren.
Deshalb wurde bei den folgenden Schritten &ulRerst vorsichtig vorgegangen.

Die Zellen wurden jeweils mit 5 uM Fura-2-AM in den Messkammern bzw. in der 12-
Lochplatte fur 1 h im Dunkeln beladen. AnschlieBend wurden diese 3x 7 min mit
Ca**-haltiger HEPES-Tyrode (Tab. 19) steigender Konzentration (0,5 mM, 1,0 mM,
1,8 mM Ca?") gewaschen. Fir die Messungen an den VSMCs wurden die
Glasplattchen mit den Zellen ebenfalls in spezielle Messkammern eingespannt und
mit HEPES-Tyrode (1,8 mM Ca®") uberschichtet. Nach dem Transfer der
Messkammern unter das Mikroskop, konnte mit den Versuchen begonnen werden.
Zunachst war es notwendig ein Messprotokoll zu erstellen, welches stets vor
Versuchsbeginn geladen wurde. Entscheidend hierbei waren die
Anregungswellenlangen, Belichtungsdauer und Anzahl an Wiederholungen. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden die Zellen 1x pro Sekunde fir 30 ms mit den
Anregungswellenlangen 350 nm und 380 nm belichtet. Diese Schritte wurden 240x
wiederholt.

Um mit den Messungen beginnen zu konnen, wurden geeignete Zellen als
sogenannte ,Regions of interest® (ROI) ausgewdahlt. Dadurch konnten die
Fluoreszenzintensitaten mehrerer Zellen pro Bildausschnitt ermittelt werden.

Nach Erreichen eines konstanten Verhaltnisses der Intensitdten erfolgte die
Applikation der Pharmaka wahrend der Messung uber eine Pipette. Aufgrund der
mangelnden Adhasion, vor allem der ECs, musste auf die Verwendung einer
Superfusion verzichtet werden. Daher wurden die Pharmaka nacheinander ohne
Auswaschen verabreicht. Appliziert wurden PE (VSMC, 30 uM), CCh (EC, 30 uM), 8-
Br-cGMP (300 uM) und 4-Br-A23187 (Erdahl et al., 1994) (10 uM). Bei 4-Br-A23187
handelt es sich um ein nicht-fluoreszierendes Derivat des Calcium lonophors A-
23187. lonophore sind in der Lage lonen durch eine Membran zu transportieren.
Durch die Schlusszugabe von 4-Br-A23187 wurde sichergestellt, dass die
untersuchten Zellen gleich stark beladen waren und somit in die Auswertung
aufgenommen wurden. Die Messung der VSMCs erfolgte durchgehend, die der ECs
nicht. Nach jeder Applikation wurden Zellen aus verschiedenen Bildausschnitten
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gemessen. Dies war aufgrund der bereits angesprochenen mangelnden Adhasion

notwendig. Die Messdaten wurden auf der Festplatte des Computers gespeichert.

A Fura-2 (AM)-Stammldsung (-20 °C)
Fura-2 (AM) 1mM
in DMSO geldst

B

4-Br-A23187-Stammldsung (-20 °C)
4-Br-A23187 1 mM
in DMSO gelost

Tabelle 18: Stammlésung des (A) Fluoreszenzfarbstoffes Fura-2 (AM) und (B) Calcium
lonophors 4-Br-A23187.

Substanz Molare Masse [g/mol] Konzentration [mM]
NaCl 58,44 137
KCI 74,56 54
CaCl, 147,02 1,8,15,1,0,05
MgCl,*6H,0 203,30 1
HEPES 238,31 10
Glucose 180,16 5,6

pH 7,40 (NaOH)

Tabelle 19: Zusammensetzung HEPES-Tyrode fiir Calcium-Bestimmung.

2.8.3.4 Auswertung des Versuches

Die auf der Festplatte des Computers abgespeicherten Messdaten wurden mit Hilfe
von Microsoft Office Excel 2003 und GraphPad Prism 5.0 analysiert. Fir die
statistische Auswertung wurden die Absolutwerte verwendet. Es wurden ECs mit
einem Ausgangsverhaltnis (Fsso/F3g0) von 0,30-0,45 und VSMCs mit einem von 0,30-
0,60 zugelassen. Das Ausgangsverhaltnis entsprach in etwa einer Ruhe-Ca?*-
Konzentration von 100-200 nM (Eichkurve, Abb. 19). Zellen mit niedrigeren Werten
wurden als nicht vollstdandig mit Fura beladen (tote Zellen), Zellen mit héheren
Werten als ,Uberbeladen® angesehen und daher nicht fur die Experimente

bericksichtigt.
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Eichkurve Fura-2 (AM)
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Abbildung 19: Eichkurve Fura-2 (AM) aus dem Verhaltnis F350/F380

Eichkurve fur Fura-2 (AM) nach Fura-2 Calcium Imaging Calibration Kit von life technologies. Punkte
reprasentieren Messwerte aus einer Messung. Die Punkte wurden mit einer sigmoidalen Kurve
beschrieben. Die verwendeten Ausgangsverhdltnisse der untersuchten Zellen entsprachen in etwa

einer Ruhe-Ca**-Konzentration von 100-200 nM.

2.9 Statistische Methoden

In dieser Arbeit sind alle Ergebnisse als Originalaufzeichnungen, -aufnahmen oder
als Mittelwerte + Standardabweichungen der Mittelwerte (SEM) dargestellt. Fur die
Berechnung der statistischen Signifikanz der Daten wurde der one way ANOVA
(Bonferroni Test) Test bzw. der Student's t-Test fur ungepaarte/gepaarte Daten
verwendet. Hierbei steht ein Sternchen (*) fir einen statistisch signifikanten
Unterschied zwischen zwei Mittelwerten. p gibt die Irrtumswahrscheinlichkeit an,
wobei p<0,05 signifikant (*), p<0,01 sehr signifikant (**) und p<0,001 extrem
signifikant (***) bedeutet. Die Zahlen in den Saulen/Abbildungen stehen fir die
Anzahl der untersuchten Tiere bzw. der durchgefuhrten Experimente bzw. der
untersuchten Zellen je Genotyp. Fur die Berechnung der Mittelwerte, der
Standardabweichungen und der Signifikanzen, sowie flur die Erstellung der

Abbildungen wurde die Software GraphPad Prism 5.0 verwendet.
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3. Ergebnisse

Zur Untersuchung eines funktionellen Zusammenhangs zwischen dem cGMP/cGKI-
Signalweg und Trpc-Kanéalen, speziell Trpcl, Trpc3 und Trpc6, in glatten
Gefallmuskel- und Endothelzellen, wurden in der vorliegenden Arbeit physiologische
(Hinterbein-Perfusion, Kraftmessung an intakten Aorten), molekularbiologische (RT-
PCR) und zellbiologische (Immunocytochemie, Calcium-Messung) Methoden

angewendet.

3.1 Effekte vasoaktiver Pharmaka auf die Kontraktilitdt der Aorta thoracalis und
des Gefal3systems der Hinterbeine verschiedener Mausmodelle

In der GefalBmuskulatur sollen Trpcl- (Schmidt et al., 2010), Trpc3- und Trpc6-
Kanale (Abramowitz et al., 2009) eine bedeutsame Rolle einnehmen. Vor allem der
Trpc6-Kanal und seine Regulation des glattmuskuldren Tonus (Dietrich et al., 2010;
Voets et al., 2009) stehen dabei im Focus.

Mit Hilfe von Kraftmessungen an Aortenringen bzw. des Hinterbein-
Perfusionsmodells, welches das gesamte Gefal3system der Hinterbeine und somit
die Widerstandsgefalle berucksichtigt, wurde der Effekt vasoaktiver Pharmaka auf
die vaskulare Kontraktilitat intakter thorakaler Aorten bzw. des Gefal3systems der
Hinterbeine untersucht. Hierbei wurden folgende Mausmodelle verwendet: Ctr-, sm-
cGKI-KO-, Trpc3-KO-, Trpc6-KO-, Trpc3/6-KO- und Trpcl/3/6-KO-Mause.

3.1.1 Effekt von PE+L-NAME auf die Kontraktilitat der Aorta thoracalis

Die Aortenringe der unterschiedlichen Mauslinien wurden mit dem a1-adrenergen
Agonisten Phenylephrin (3 uM) und dem NO-Synthase (NOS)-Inhibitor L-NAME (100
pMM) stimuliert. Durch Verwendung des Inhibitors wurde die endotheliale NO-
Produktion, welche zur Vasodilatation fuhrt (Furchgott et al., 1980; Moncada et al.,
2006), verhindert. Die Stimulation mit PE und L-NAME fUhrte zu einer Kontraktion in
den Aortenringen aller verwendeten Mauslinien, die GréRe dieser Kontraktionen war
statistisch nicht unterschiedlich. (Abb. 20 A+B)
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Somit scheint eine a1-adrenerg-induzierte Kontraktion der thorakalen Aorta, in
Anwesenheit eines NOS-Inhibitors, unabhéngig von Trpcl-, Trpc3- und Trpc6-

Kanalen abzulaufen.
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H
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Abbildung 20: PE-induzierte Kraft in murinen Aorten in Anwesenheit von L-NAME.

A) Originalaufzeichnungen des PE+L-NAME-induzierten Kraftanstieges in Aortenringen von Ctr-, sm-
cGKI-KO-, Trpc3-KO- und Trpc6-KO-Mausen. Die Balken geben Zugabezeitpunkt und -dauer von PE
(3 UM) und L-NAME (100 pM) an.

B) Statistik der PE+L-NAME-induzierten Kraft in den Aorten der untersuchten Mauslinien. Saulen
reprasentieren die Mittelwerte + SEM, Ziffern geben die Anzahl an Versuchen an (Anzahl
Versuchstiere: Anzahl Versuche / 4). Die Daten wurden mittels one way ANOVA (Bonferroni Test)
analysiert. Es besteht kein statistisch signifikanter Unterschied im Kraftanstieg zwischen den

verschiedenen Mausmodellen.

3.1.2 Effekt von Phenylephrin auf den systemischen Druck

Die Stimulation des Gefal3systems der Hinterbeine mit PE (10 puM) zeigt in allen
Mauslinien einen vergleichbar grol3en Druckanstieg (Abb. 21 A+B).

Eine zusatzliche Stimulation mit L-NAME fihrt im WT zu keinem weiteren
signifikanten Druckanstieg (Abb. 22 A+B). Dies deutet daraufhin, dass bei a1l-
adrenerger Stimulation der Hinterbeingefal3e die NO-Produktion unter diesen

Bedingungen nicht signifikant zur Relaxation der Gefal3e beitragt.
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Abbildung 21: PE-induzierter Druckanstieg im GefaRsystem muriner Hinterbeine.

A) Originalaufzeichnungen des PE-vermittelten Druckanstieges im Hinterbein-GefaRRsystem von Ctr-,

sm-cGKI-KO-, Trpc3-KO- und Trpc6-KO-Mausen. Die Balken geben Zugabezeitpunkt und -dauer von

PE (10 uM) an.

B) Statistik des PE-vermittelten Druckanstieges im GeféaRsystem der Hinterbeine der verschiedenen

Mauslinien. Saulen représentieren die Mittelwerte + SEM, Ziffern geben die Anzahl an Versuchstieren

wieder. Die Daten wurden mittels one way ANOVA (Bonferroni Test) analysiert. Es besteht kein

statistisch signifikanter Unterschied im Druckanstieg zwischen den unterschiedlichen Mauslinien.
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Abbildung 22: Effekt von L-NAME auf den PE-induzierten Druckanstieg im murinen Hinterbein.
A) Originalaufzeichnung des PE+L-NAME-vermittelten Druckanstiegs im Hinterbein-Gefal3system von
WT-Mausen. Die Balken geben Zugabezeitpunkt und -dauer von PE (10 uM) und L-NAME (100 uM)
an.

B) Statistik des PE-vermittelten Druckanstieges im GeféaRsystem der Hinterbeine von WT-Mausen in
An- bzw. Abwesenheit von L-NAME. Saulen repréasentieren die Mittelwerte + SEM, Ziffern geben die
Anzahl an Versuchstieren wieder. Die Daten wurden mittels Student’s t-Test (gepaart) analysiert. Es
besteht kein statistisch signifikanter Unterschied im Druckanstieg mit oder ohne L-NAME. n.s., nicht

signifikant.
Die bisherigen Ergebnisse lassen darauf schlie3en, dass, bei inhibierter NO-

Produktion, Trpcl-, Trpc3- und Trpc6-Kandle nicht an der al-adrenerg-vermittelten

Kontraktion der glatten GefalRmuskulatur beteiligt sind.
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Aktuelle Studien weisen darauf hin, dass offenbar ein funktioneller Zusammenhang
zwischen Trpc-Kanalen, insbesondere Trpcl, Trpc3 und Trpc6, und dem
NO/cGMP/cGKI Signalweg besteht (Chen et al., 2009; Kwan et al., 2004; Takahashi
et al., 2008). Diese Hypothese wurde mittels Kraftmessung an Aortenringen und
Hinterbein-Perfusion an den oben erwdahnten Mausmodellen untersucht. Zur

Aktivierung der cGKI wurde 8-Br-cGMP verwendet.

3.1.3 Effekt von 8-Br-cGMP auf die PE+L-NAME-induzierte Kontraktion

der A. thoracalis

Die Aortenringe wurden mit PE (3uM) und L-NAME (100 pM) kontrahiert und
anschlieend mit dem Membran-permeablen cGMP-Analog, 8-Br-cGMP (300 uM),
relaxiert. 8-Br-cGMP verringert die Kontraktionskraft in allen Mausmodellen im

gleichen Ausmal3, ausgenommen in den sm-cGKI-KO-Mausen (Abb. 23 A+B).
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Abbildung 23: Reduktion des PE-induzierten Kraftanstiegs durch 8-Br-cGMP in murinen
Aorten.

A) Originalaufzeichnungen der 8-Br-cGMP-vermittelten Relaxation nach PE-induziertem Kraftanstieg
in Aortenringen von Ctr-, sm-cGKI-KO-, Trpc3-KO- und Trpc6-KO-Méausen. Die Balken geben
Zugabezeitpunkt und -dauer von PE (3 pM), L-NAME (100 puM), 8-Br-cGMP (300 puM), Isradipin (1 uM)
und IBMX (100 pM) an.

B) Statistik des relaxierenden Effektes von 8-Br-cGMP auf den PE-induzierten Kraftanstieg in den
Aortenringen der unterschiedlichen Mauslinien. Dargestellt ist die PE-induzierte Kraft nach 8-Br-
cGMP-Stimulation in % der maximalen Kontraktilitat. Die Stimulation mit IBMX zur vollstédndigen
Relaxation definiert den Nullwert. Saulen reprasentieren die Mittelwerte £+ SEM, Ziffern geben die
Anzahl an Experimenten an (Anzahl Versuchstiere: Anzahl Experimente / 4). Die Daten wurden mittels
one way ANOVA (Bonferroni Test) analysiert. 8-Br-cGMP relaxiert die Aorten der verschiedenen
Mausmodelle im selben Ausmalf3, ausgenommen die der sm-cGKI-KO-Méausen. ***, p < 0,001.
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3.1.4 Effekt von 8-Br-cGMP auf den PE-vermittelten systemischen
Druckanstieg

Das Gefal3system der Hinterbeine wurde mit PE (10 uM) kontrahiert. Die Relaxation
der glatten Muskulatur wurde mit 8-Br-cGMP (300 uM) induziert. Ahnlich wie bei den
Aortenringen, reduziert 8-Br-cGMP den PE-vermittelten Druckanstieg in allen

Mausmodellen in gleichem Ausmal, jedoch nicht in den sm-cGKI-KO-Mausen
(Abb. 24 A+B).
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Abbildung 24: Reduktion des PE-induzierten Druckanstieges durch 8-Br-cGMP im murinen
Hinterbein.

A) Originalaufzeichnungen der 8-Br-cGMP-vermittelten Relaxation nach PE-induziertem Druckanstieg
im Hinterbein-GefalRsystem von Ctr-, sm-cGKI-KO-, Trpc3-KO- und Trpc6-KO-Mausen. Die Balken
geben Zugabezeitpunkt und -dauer von PE (10 pM), 8-Br-cGMP (300 puM), IBMX (100 pM) an.

B) Statistik des relaxierenden Effektes von 8-Br-cGMP auf den PE-induzierten Druckanstieg in den
Hinterbeinen der unterschiedlichen Mauslinien. Dargestellt ist der PE-induzierte Druck nach 8-Br-
cGMP-Stimulation in % des maximalen Drucks. Die Stimulation mit IBMX zur vollstdndigen Relaxation
definiert den Nullwert. Saulen reprasentieren die Mittelwerte =+ SEM, Ziffern geben die Anzahl an
Versuchstieren an. Die Daten wurden mittels one way ANOVA (Bonferroni Test) analysiert. 8-Br-
cGMP relaxiert das Gefal3system der Hinterbeine der verschiedenen Mausmodelle im selben Ausmal3,

ausgenommen den sm-cGKI-KO-Mausen. ***, p < 0,001.

Diese Beobachtungen zeigen, dass (1.) die cGKIl fur die 8-Br-cGMP-vermittelte
Relaxation von GefalRen (Aorta, Gefal3e des Hinterbeins) essentiell ist und (2.) der
Effekt von 8-Br-cGMP unabhangig von Trpc-Kanélen, speziell Trpcl, Trpc3 und
Trpco, ist.
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3.1.5 Effekt von Phenylephrin auf die Kontraktilitat der A. thoracalis

Zusétzlich wurde der Effekt von PE auf die Kontraktion intakter Aortenringe, ohne
Blockierung der eNOS durch L-NAME, untersucht. Durch die Abwesenheit von L-
NAME bleibt ein relaxierender Tonus aufrechterhalten (Furchgott et al., 1980). Die
PE-induzierte Kontraktionskraft (3 pM) in Aortenringen von Ctr- und Trpc3-KO-
Mausen unterscheidet sich nicht signifikant, wahrend die von sm-cGKI-KO-Mausen
signifikant erhoht ist (Abb. 25 A+B). Interessanterweise erhéht PE auch die
Kontraktilitat der Aortenringe von Trpc6-KO-, Trpc3/6-KO- und Trpcl/3/6-KO-Mausen
signifikant (Abb. 25 B). Dieser Befund steht im Widerspruch zur Hypothese von
Dietrich et al. (2005b), wonach die erhdhte Kontraktilitdt in der Aorta von Trpc6-KO-
Mausen auf eine erhdhte Expression von Trpc3 zurickzufuhren ist. Fuhrt man eine
gepaarte Analyse durch, indem man jeweils die Kontraktionskraft von PE und PE+L-
NAME einer Aorta ins Verhéltnis setzt, erhalt man dieselben signifikant
unterschiedlichen Resultate (Abb. 26).
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Abbildung 25: PE-induzierte Kraft in intakten murinen Aorten.

A) Originalaufzeichnungen des PE-induzierten Kraftanstiegs in Aortenringen von Ctr-, sm-cGKI-KO-,
Trpc3-KO- und Trpc6-KO-Mausen. Die Balken geben Zugabezeitpunkt und -dauer von PE (3 uM) an.
Die Spuren stammen aus Abbildung 20 A ohne L-NAME-Stimulation.

B) Statistik der PE-induzierten Kontraktion in unbeschéadigten Aorten der untersuchten Mauslinien.
Saulen reprasentieren die Mittelwerte + SEM, Ziffern geben die Anzahl der Versuche an (Anzahl
Versuchstiere: Anzahl Versuche / 4). Die Daten wurden mittels one way ANOVA (Bonferroni Test)
analysiert. Sm-cGKI-KO-, Trpc6-KO-, Trpc3/6-KO- und Trpcl/3/6-KO-Mause zeigen eine signifikant
erhohte Kontraktionskraft nach PE Stimulation im Vergleich zur Kontrolle, Trpc3-KO-Mause nicht. ***,
p <0,001; **, p <0,01; *, p < 0,05; n.s., nicht signifikant.

Quotient Kraft (PE)/Kraft (PE+L-NAME)
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60

40
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Abbildung 26: Relative PE-induzierte Kraft in intakten murinen Aorten.

Die Bildung des Quotienten aus PE-induzierter (3 puM) Kraft und PE+L-NAME (100 pM) induzierter
Kraft fir jede untersuchte Mauslinie, liefert dieselben signifikanten Resultate wie in Abbildung 24.
Saulen reprasentieren die Mittelwerte + SEM, Ziffern geben die Anzahl der Versuche an (Anzahl
Versuchstiere: Anzahl Versuche / 4). Die Daten wurden mittels one way ANOVA (Bonferroni Test)

analysiert. n.s., nicht signifikant; ***, p < 0,001; **, p < 0,01.
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Zusammenfassend lassen sich die bisherigen Resultate wie folgt interpretieren:
(1.) in der intakten Aorta gibt es einen relaxierenden Faktor, der von der
glattmuskuléren cGKI abhangig ist und (2.) die cGKI und Trpc-Kanale (Trpcl, Trpc3
und Trpc6) sind im glatten Gefalimuskel nicht funktionell gekoppelt.

3.1.6 Effekt von Carbachol auf die PE-vermittelte Kontraktion der A.
thoracalis

Die unterschiedliche Kontraktionskraft nach PE-Stimulation der Aortenringe der
verschiedenen Mauslinien deutet auf eine unterschiedlich starke endotheliale NO-
Produktion, unter der Beteiligung des Trpc6-Kanals, hin. Um diese Hypothese zu
bestéatigen, wurde der Effekt von CCh auf die PE-induzierte (3 pM) Kontraktion von
Aortenringen aus Ctr-, Trpc3-KO-, Trpc6-KO- und Trpc3/6-KO-Mausen untersucht.
CCh, als muskarinerger Agonist, fuhrt in Endothelzellen tber die Produktion von NO
zur Relaxation (Furchgott et al., 1980). Abbildung 27 zeigt deutlich, dass CCh die PE-
vermittelte Kontraktion in Trpc6-KO- und Trpc3/6-KO-M&usen weniger relaxiert als in
Ctr- und Trpc3-KO-Mausen.

Dieses Ergebnis verdeutlicht, dass endotheliale Trpc6-Kanéle teilweise an der CCh-

induzierten Relaxation glatter Gefal3muskelzellen beteiligt sind.
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Abbildung 27: Konzentrations-Wirkungs-Kurven von CCh in Aortenringen unterschiedlicher
Mauslinien.

Kumulative Applikation steigender CCh-Konzentrationen bei gleichzeitiger Gabe von PE (3 uM).
Verwendet wurden Aortenringe aus Ctr-, Trpc3-KO-, Trpc6-KO- und Trpc3/6-KO-Mausen. Punkte
reprasentieren Mittelwerte + SEM. Ziffern geben die Anzahl an Versuchen an (Anzahl Versuchstiere:
Anzahl Versuche / 4). Die Punkte wurden mit sigmoidalen Kurven beschrieben. Datenpunkte der
Kontrollen und Trpc6-KOs bei 100 uM wurden mittels Student’s t-Test analysiert. ***, p < 0,001.
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3.2 Immunocytochemische Analyse der Expression von cGKI, Trpc3 und Trpc6

Abbildungen 25+27 zeigen, dass fur eine vollstandige Vasodilatation cGKI und Trpc6
notwendig sind. Um dies weiter aufzuklaren, wurden immunocytochemische
Experimente durchgefihrt. Hierbei wurde die Expression von cGKI, Trpc3- und
Trpc6-Kanélen in frisch isolierten Endothelzellen und glatten GefaBmuskelzellen von
Ctr-, cGKI-KO-, sm-cGKI-KO-, Trpc3-KO- und Trpc6-KO-Mausen mit Hilfe von
fluoreszenz-markierten Antikérpern untersucht. Eine Liste der verwendeten priméaren

und sekundéren Antikorper befindet sich im Anhang.

3.2.1 Expression zellspezifischer Marker

Zur Identifizierung frisch isolierter glatter Muskelzellen und Endothelzellen wurden
zellspezifische Marker verwendet. Bei dem EC-Marker handelte es sich um CD31,
bei dem VSMC-Marker um a-Aktin. Abbildung 28 zeigt frisch isolierte EC (A) und
VSMC (B) aus der Aorta von WT-Mausen. Die Zellen wurden sowohl mit anti-CD31,
als auch mit anti-a-Aktin inkubiert, um die Spezifitit der Marker zu bestétigen
(Doppel-Farbung). Die VSMC zeigt ein deutliches Signal (rot) fur a-Aktin, keines fur
CD31 (grun) (Abb. 28 B). Bei den EC verhélt es sich genau andersherum (Abb. 28
A). Aus der Beobachtung, dass es keine Doppelmarkierungen in den untersuchten
Zelltypen gab, wurde gefolgert, dass die verwendeten Zellmarker jeweils selektiv
VSMC und EC markieren. Dieses Ergebnis wurde in drei voneinander unabhéangigen

Experimenten bestatigt.
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Abbildung 28: Analyse der Spezifitat des Endothelzell- und Glattmuskelzell-Markers mittels
Immunocytochemie.

A) Immunocytochemische Farbung einer frisch isolierten Endothelzelle aus der Aorta einer WT-Maus
mit einem VSMC-Marker-spezifischen Antikdrper (anti-a-Aktin) und einem EC-Marker-spezifischen
Antikorper (anti-CD31) (Doppel-Farbung). Deutliches Signal fir CD31 (griin), kein Signal fir -Aktin
(=Endothelzell-spezifisch). Ergebnis wurde in drei voneinander unabhéngigen Experimenten bestatigt.
B) Immunocytochemische Farbung einer frisch isolierten Glattmuskelzelle aus der Aorta einer WT-
Maus mit einem VSMC-Marker-spezifischen Antikérper (anti-a-Aktin) und einem EC-Marker-
spezifischen Antikérper (anti-CD31) (Doppel-Farbung). Deutliches Signal fira -Aktin (rot), kein Signal
fur CD31 (=Glattmuskelzell-spezifisch). Ergebnis wurde in drei voneinander unabhé&ngigen
Experimenten bestétigt.

3.2.2 Expression von cGKI, Trpc3 und Trpc6 in frisch isolierten

Endothelzellen der A. thoracalis

Fur die Analyse der Expression von cGKIl, Trpc3 und Trpc6 in frisch isolierten EC
wurden Ctr-, cGKI-KO-, Trpc3-KO- und Trpc6-KO-Mause verwendet. Dabei wurden
Doppel-Farbungen mit dem EC-Marker-Antikérper (CD31; grin) und dem jeweiligen
Zielprotein-Antikorper (rot) durchgefuhrt. Die Ergebnisse wurden durch drei
unabhéngige Experimente bestatigt. Abbildung 29 zeigt deutliche Signale (rot) fur die
Expression von cGKI (A), Trpc3 (C) und Trpc6 (E) in den Endothelzellen (CD31-
positiv) der Kontrolltiere. Endothelzellen aus den jeweiligen Knockoutmausen zeigen
keine Signale fur das entsprechende Zielprotein (Abb. 29 B+D+F). Dies bestatigte
die Spezifitat der verwendeten Antikorper.
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Abbildung 29: Expression von cGKI, Trpc3 und Trpc6 in Endothelzellen muriner Aorten.

A+B) Immunocytochemische Farbung isolierter EC aus je drei Ctr- und cGKI-KO-Mausen

Antikérpern gegen CD31 und cGKI.

mit

C+D) Immunocytochemische Farbung isolierter EC aus je drei Ctr- und Trpc3-KO-Mausen mit

Antikérpern gegen CD31 und Trpc3.

E+F) Immunocytochemische Farbung isolierter EC aus je drei Ctr- und Trpc6-KO-Mausen mit

Antikérpern gegen CD31 und Trpc6.

Die Ergebnisse wurden in drei voneinander unabhangigen Experimenten bestatigt.
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3.2.3 Expression von cGKI, Trpc3 und Trpc6 in frisch isolierten glatten

Muskelzellen der A. thoracalis

Fur die Analyse der Expression von cGKI, Trpc3 und Trpc6 in frisch isolierten VSMC
wurden Ctr-, cGKI-KO-, sm-cGKI-KO-, Trpc3-KO- und Trpc6-KO-Mause verwendet.
Dabei wurden Doppel-Farbungen mit dem VSMC-Marker-Antikérper (@-Aktin; grin)
und dem jeweiligen Zielprotein-Antikorper (rot) durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden
durch dreimalige Wiederholung der Experimente bestatigt. Abbildung 30 zeigt
deutliche Signale (rot) fur die Expression von cGKI (A+C) und Trpc3 (E) in den
glatten Muskelzellen der Kontrolltiere, jedoch kein Signal fir die Expression von
Trpc6 (G). Glattmuskelzellen aus den jeweiligen Knockoutmausen zeigen keine
Signale fur das jeweilige Zielprotein (Abb. 30 B+D+F+H), wodurch die Spezifitat der

verwendeten Antikorper bestétigt wurde.
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Abbildung 30: Expression von cGKI, Trpc3 und Trpc6 in glatten GefaBmuskelzellen muriner
Aorten.

A+B) Immunocytochemische Farbung isolierter VSMC aus je drei Ctr- und cGKI-KO-Mausen mit
Antikérpern gegen a-Aktin und cGKI.

C+D) Immunocytochemische Féarbung isolierter VSMC aus je drei Ctr- und sm-cGKI-KO-Mausen mit
Antikorpern gegen a-Aktin und cGKI.

E+F) Immunocytochemische Farbung isolierter VSMC aus je drei Ctr- und Trpc3-KO-Mausen mit
Antikdrpern gegen a-Aktin und Trpc3.

G+H) Immunocytochemische Farbung isolierter VSMC aus je drei Ctr- und Trpc6-KO-Mausen mit
Antikérpern gegen a-Aktin und Trpc6.

Die Ergebnisse wurden in drei voneinander unabhangigen Experimenten bestatigt.
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Diese Beobachtungen zeigen, dass der Trpc3-Kanal sowohl in frisch isolierten
Endothelzellen, als auch in frisch isolierten glatten GefalBmuskelzellen exprimiert
wird, wohingegen der Trpc6-Kanal nur in frisch isolierten Endothelzellen exprimiert

wird.

3.3 RT-PCR Analyse der Gesamt-RNS intakter und Endothel-befreiter Aorten
von WT-Mausen

Um das Ergebnis aus der immunocytochemischen Untersuchung zu bestatigen,
wurde eine semiquantitative RT-PCR durchgefiihrt. Hierbei handelt es sich um eine
aul3erst sensitive Methode um die RNS bestimmter Gene nachzuweisen. Hierbei
wurde Gesamt-RNS aus intakten und Endothel-befreiten WT-Aorten isoliert. Es
wurden spezifische Primer gegen Trpc3, Trpc6, HPRT (Standard), PECAM-1/CD31
(Endothelzell-Marker) und a-Aktin (Glattmuskelzell-Marker) eingesetzt. Das a-Aktin-
Amplifikat ist sowohl in den intakten, als auch in den Endothel-befreiten Aorten zu
sehen, wahrend das PECAM-1-Amplifikat nur in den intakten Aorten detektierbar ist
(Abb. 31 A). Dies lasst darauf schliel3en, dass das Endothel vollstdndig entfernt
wurde. Trpc3 lasst sich in intakten und in Endothel-befreiten Aorten detektieren,
Trpc6 ausschliel3lich in intakten Aorten (Abb. 31 A+B). HPRT zeigt in beiden Féallen
ein deutliches Signal (Abb. 31 A). Diese Ergebnisse wurden mit drei voneinander
unabhangigen Experimenten belegt.

Somit werden die Beobachtungen aus den immunocytochemischen Untersuchungen

- Trpc3 wird in beiden Zelltypen, Trpc6 nur in Endothelzellen exprimiert - bestatigt.
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Abbildung 31: Analyse der Gesamt-RNS aus intakten und Endothel-befreiten WT-Aorten mittels
RT-PCR.

A) Analyse der PCR-Produkte aus intakter bzw. Endothel-befreiter WT-Aorta mittels Agarose-
Gelelektrophorese. Fir die PCR wurden Primer-Paare gegen HPRT (Standard), a-SMA (Glattmuskel-
Marker), PECAM-1 (Endothelzell-Marker), Trpc3 und Trpc6 eingesetzt. Die Sequenzen befinden sich
im Anhang. In der intakten Aorta sind Signale fur a-SMA und PECAM-1 zu sehen, wahrend in der
Endothel-befreiten Aorta das PECAM-1-Signal fehlt. Dies bestétigt die vollstandige Entfernung des
Endothels. Die intakte Aorta zeigt auBerdem Signale fiir Trpc3 und Trpc6. In der Endothel-befreiten
Aorta ist lediglich Trpc3 nachweisbar. Das Experiment wurde dreimal wiederholt.

B) Semiquantitative Bestimmung. Die Werte berechnen sich als Verhéltnis aus den Signalen von
Trpc3 bzw. Trpc6 und HPRT. Saulen reprasentieren die Mittelwerte + SEM, Ziffern geben die Anzahl

der Versuche (je Versuch 12-15 Versuchstiere) an.
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2+]i

3.4 Intrazellulare Calcium-Messung [Ca“']; nach Stimulation mit vasoaktiven

Pharmaka

VSMC und EC zeigen nach Stimulierung mit Hormonen einen Anstieg der
intrazellularen [Ca**], der im Falle der VSMC zur Kontraktion fithrt und im Falle der
EC die eNOS und somit die NO-Produktion (Dudzinski et al., 2006) aktiviert. Die
bisherigen Ergebnisse deuten darauf hin, dass der Trpc6-Kanal an der Regulation

") in Endothelzellen und somit an der NO-

der intrazellularen Ca?*-Konzentration [Ca
Synthese beteiligt ist. Zur Stitzung dieser Hypothese wurden Anderungen in
intrazellularen [Ca®'] in frisch isolierten Endothel- und Glattmuskelzellen nach
Stimulation mit vasoaktiven Stoffen (CCh, PE) untersucht. Zusatzlich wurde erneut
eine mogliche funktionelle Kopplung zwischen Trpc6-Kanalen und dem cGMP/cGKI-
Signalweg analysiert. Dabei wurde der Effekt von 8-Br-cGMP auf Agonisten-
induzierte Anderungen der intrazellularen [Ca?'] gemessen. EC und VSMC wurden

aus den Aorten von Ctr-, Trpc3-KO- und Trpc6-KO-Mausen isoliert.

3.4.1 Calcium-Messung in frisch isolierten glatten Gefallmuskelzellen der

A. thoracalis

Die Stimulation frisch isolierter VSMC mit PE (30 pM) erhoht signifikant die
intrazellulare [Ca®'] in allen untersuchten Mausmodellen (Abb. 32 A+B). Die
unmittelbar folgende Applikation von 8-Br-cGMP (300 uM) - zur Aktivierung der cGKI
- fihrt zu einer vergleichbaren Reduktion der intrazellularen [Ca?'] in den drei
Mauslinien (Abb. 32 A+B).

Diese Befunde deuten darauf hin, dass sowohl Trpc3, als auch Trpc6 keinen Einfluss
auf den a1-adrenerg-vermittelten intrazellularen Calcium-Anstieg in VSMC haben

und diese beiden Kanéle auch nicht durch die cGKI reguliert werden.
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Abbildung 32: Intrazellulare [Ca®] in glatten GefaRmuskelzellen muriner Aorten.

A) Originalaufzeichnungen der Messungen intrazellularer [Ca2+] in glatten Muskelzellen der Aorta von
Ctr-, Trpc3-KO- und Trpc6-KO-Mausen. Balken geben Zugabezeitpunkt und -dauer von PE (30 uM)
und 8-Br-cGMP (300 uM) an.

B) Statistik - Dargestellt ist das Verhaltnis der Fluoreszenzintensitat (bei 510 nm; F350/F380) bei
wechselnden Anregungswellenlangen (350 nm und 380 nm). Gemessen wurde die [Ca®"]; in glatten
GefaBmuskelzellen von Ctr-, Trpc3-KO- und Trpc6-KO-Méausen unter Kontrollbedingungen, in
Anwesenheit von PE bzw. von PE und 8-Br-cGMP. Saulen repréasentieren die Mittelwerte + SEM,
Ziffern geben die Anzahl an untersuchten Zellen an. Die Zellen stammen aus 18-27 M&ausen. Die
Daten wurden mittels one way ANOVA (Bonferroni Test) analysiert. PE fiihrt in Glattmuskelzellen aller
Mausmodelle zu einem vergleichbaren, signifikanten Anstieg der [Ca®‘];, 8-Br-cGMP reduziert diesen

in allen Mauslinien im selben Ausmalf3 signifikant. ***, p < 0,001; n.s., nicht signifikant.
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3.4.2 Calcium-Messung in frisch isolierten Endothelzellen der A.

thoracalis

Die Stimulation endothelialer Zellen von Ctr-, Trpc3-KO- und Trpc6-KO-Mausen mit
dem muskarinergen Agonist CCh (30 uM) fihrt zu einem signifikanten Anstieg der
intrazellularen Ca®*-Konzentration, jedoch ist die [Ca®'] in den Zellen des Trpc6-KOs,
im Vergleich zu den Kontrollen und Trpc3-KOs, signifikant geringer (Abb. 33 A+B).
Nach unmittelbar folgender Aktivierung der cGKI durch 8-Br-cGMP (300 uM) sinkt die
intrazellulare Ca®*-Konzentration signifikant in Ctr- und Trpc3-KO-Mé&usen, jedoch
nicht in den Zellen der Trpc6-KO-Méause (Abb. 33 A+B).
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Abbildung 33: Intrazellulare [Ca*"] in Endothelzellen muriner Aorten.

A) Originalaufzeichnungen der Messungen intrazellularer [Ca2+] in Endothelzellen der Aorta von Ctr-,
Trpc3-KO- und Trpc6-KO-Mausen. Balken geben Zugabezeitpunkt und -dauer von CCh (30 uM) und
8-Br-cGMP (300 puM) an.

B) Statistik - Dargestellt ist das Verhaltnis der Fluoreszenzintensitat (bei 510 nm; F350/F380) bei
wechselnden Anregungswellenlangen (350 nm und 380 nm). Gemessen wurde die [Ca®] in
Endothelzellen von Ctr-, Trpc3-KO- und Trpc6-KO-Mausen unter Kontrollbedingungen, in Anwesenheit
von CCh bzw. von CCh und 8-Br-cGMP. Saulen reprasentieren die Mittelwerte + SEM, Ziffern geben
die Anzahl an untersuchten Zellen an. Die Zellen stammen aus 18-24 M&usen. Die Daten wurden
mittels one way ANOVA (Bonferroni Test) analysiert.

CCh fiuhrt in Endothelzellen aller Mausmodelle zu einem signifikanten Anstieg der [Ca2+]i, jedoch ist
die [Ca2+] in den Zellen des Trpc6-KOs im Vergleich zu den Kontrollen und Trpc3-KOs signifikant
geringer. Die unmittelbar folgende Stimulation mit 8-Br-cGMP fiuihrt zu einer signifikanten Reduktion
der [Ca®"] in den Zellen von Ctr- und Trpc3-KO-Mausen, jedoch nicht in den Zellen der Trpc6-KO-

Mause. *** p < 0,001; n.s., nicht signifikant.

Diese Ergebnisse schlagen vor, dass fir einen vollstandigen, CCh-induzierten,
intrazellularen Ca®*-Anstieg der Trpc6-Kanal in Endothelzellen der thorakalen Aorta
exprimiert sein muss und, aufgrund des fehlenden Effektes von 8-Br-cGMP in EC
von Trpc6-KO-Mausen, ein moglicher funktioneller Zusammenhang zwischen dem
cGMP/cGKI Signalweg und Trpc6-Kandlen in Endothelzellen der thorakalen Aorta
besteht.
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Trpc-Kanéle 1,3 und 6 keine Rolle
sowohl bei der a1l-adrenerg-induzierten Kontraktion, als auch bei der cGKI-
vermittelten Relaxation im glatten Muskel der Aorta und der Geféal3e der Hinterbeine
der Maus haben. Uberraschenderweise lassen die Ergebnisse vermuten, dass der
Trpc6-Kanal an dem Agonisten-vermittelten Ca**-Anstieg in EC und somit an der

endothelialen NO-Produktion beteiligt sein kann.

4.1 Effekte von PE, L-NAME und CCh auf die Kontraktilitdt der Aorta thoracalis
und des Gefal3systems der Hinterbeine in den verschiedenen Mausmodellen

Bei der Kontraktion der glatten Gefalimuskulatur sollen Trpc-Kanale sowohl den
Rezeptor-aktivierten, als auch den Speicher-induzierten Ca**-Einstrom (ROCE,
SOCE; Abb. 3) vermitteln (Gonzalez-Cobos et al., 2010) und somit die intrazellulare
Ca?*-Konzentration erhéhen, welche fiir die Kontraktion bzw. fiir die Wiederauffiillung
intrazellularer Ca?*-Speicher notwendig ist (Earley et al., 2010). Besonders Trpcl,
Trpc3 und Trpc6 sind an Rezeptor-aktivierten Ca*-Einstromen in Glattmuskelzellen
der Mesenterialarterie (Saleh et al., 2006), der Gehirnschlagader (Reading et al.,
2005) oder der Pfortader (Inoue et al., 2001) beteiligt. In diesen in vitro- und
Zellkulturstudien wurden Anti-Sense- bzw. Antikorper-Techniken eingesetzt, um Trpc-
Kanale auszuschalten.

In der vorliegenden Arbeit wurden Aortenringe bzw. das Gefal3system der
Hinterbeine von Ctr-, sm-cGKI-KO-, Trpc3-KO-, Trpc6-KO, Trpc3/Trpc6-KO- und
Trpcl/Trpc3/Trpc6-KO-Mausen fiur Kontraktionsstudien verwendet, um den Einfluss
der Trpc-Kanale auf die Kontraktion zu untersuchen.

Die Stimulation der Aortenringe mit dem a1l-adrenergen Agonisten PE und dem
NOS-Inhibitor L-NAME bzw. des Gefal3systems der Hinterbeine mit PE zeigte keinen
signifikanten Unterschied zwischen den einzelnen Mauslinien. Schmidt et al. (2010)
zeigten dies ebenfalls fur die PE-induzierte Kontraktion von Aortenringen aus Trpcl-
KO-Mausen. Eine erhohte Kontraktilitat in Trpc6-KO-Mausen nach PE-Stimulation

konnte unter diesen Bedingungen nicht bestatigt werden (Dietrich et al., 2005b).
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Die bisherigen Ergebnisse lassen darauf schlieRen, dass, in Abwesenheit einer NO-
vermittelten Relaxation, Trpcl-, Trpc3- und Trpc6-Kandale nicht an der al-adrenerg-
vermittelten Kontraktion der glatten Gefalmuskulatur beteiligt sind.

Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu friheren Studien, in denen die
Beteiligung von Trpc-Kandlen an der a1l-adrenergen Kontraktion der glatten
Muskulatur gezeigt wurde (Watanabe et al., 2008). Fur diesen Widerspruch kommen
folgende Erklarungsmaoglichkeiten in Betracht: (1.) Einer der ausgeschalteten Trpc-
Kanale wird durch Uberexpression eines anderen Trp-Kanals im glatten Muskel
funktionell ersetzt. In der Trpcl-KO-Maus konnte jedoch keine Hochregulierung von
Trpc2-7 gezeigt werden (Dietrich et al., 2007). (2.) In der vorliegenden Arbeit wurde
der a1-adrenerge Agonist PE zur Kontraktion der glatten Muskulatur verwendet und
nicht etwa Ang Il, fir welches auch eine Beteiligung von Trpcl und Trpc6 an der
Kontraktion beschrieben wurde (Saleh et al., 2006). (3.) In dieser Arbeit wurden in
vivo Experimente und in vitro Experimente mit Muskelzellen aus der Aorta der
entsprechenden Knockout-Mauslinien und nicht etwa mit Muskelzellen aus der
Mesenterialarterie (Saleh et al., 2006), der Gehirnschlagader (Reading et al., 2005)
oder der Pfortader (Inoue et al., 2001) durchgefihrt. (4.) Es wurden gentechnisch-
veranderte Mauslinien, in denen das Gen des jeweiligen Proteins gezielt
ausgeschaltet wurde, verwendet. Dies hat den Vorteil, dass das Gen erst gar nicht
transkribiert und anschlie@end translatiert werden kann. Beim Einsatz von
Antikdrpern kann es zu unspezifischen oder unvollstandigen Bindungen kommen.
Der Einsatz von siRNA birgt die Gefahr, dass das Experiment langer dauert, da die
SiRNA erst an ihren Wirkort gelangen und dort aktiv werden muss. Wéhrend dieser
Zeit konnen kultivierte VSMC ihren Phénotyp andern (Gomez et al., 2012), wobei

sich auch das Expressionsmuster von Trpc-Kanélen andern kénnte.

Endothelial gebildetes NO fuhrt zur Relaxation der glatten Gefal3muskulatur und wirkt
somit der Hormon-induzierten Kontraktion entgegen (Furchgott et al., 1980; Moncada
et al., 2006). In Aortenringen von glattmuskel-spezifischen cGKI-KO-Mausen mit
intaktem Endothel und ohne Inhibierung der NO-Produktion kontrahiert PE den
Muskel starker als in der Kontrolle. Ahnliches konnte furr die a-adrenerge Stimulation
der Aortenringe von eNOS-KO-Mausen gezeigt werden (Kojda et al., 1999).

Interessanterweise erhohte PE, in Abwesenheit von L-NAME, auch die
Kontraktionskraft der Aortenringe von Trpc6-KO-, Trpc3/6-KO- und Trpcl/3/6-KO-
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Mausen signifikant, jedoch nicht im selben Umfang wie in den sm-cGKI-KO-Mausen.
Die erhthte Kontraktilitat steht im Widerspruch zur Hypothese von Dietrich et al.
(2005b), wonach die erhdhte Kontraktilitat in der Aorta von Trpc6-KO-Mausen auf
eine erhdhte Expression von Trpc3 zurtickzufuhren ist.

Mogliche Erklarungen dafir, dass PE in Trpc6-KO-Mausen nicht dieselbe
Kontraktionskraft hervorruft wie in den sm-cGKI-KO-Mausen, sind (1.) das
Vorhandensein der glattmuskulédren cGKI (Pfeifer et al., 1998) in Trpc6-KO-Mausen
und (2.) eine zusatzliche durch mechanische Dehnung der Aortenringe induzierte
NO-Produktion (Balligand et al., 2009).

Um zu belegen, dass der Trpc6-Kanal an der Endothel-vermittelten Vasodilatation
beteiligt ist, wurde der Effekt von CCh auf die PE-induzierte Kontraktion von
Aortenringen aus Ctr-, Trpc3-KO-, Trpc6-KO- und Trpc3/6-KO-Mausen untersucht.
CCh, als muskarinerger Agonist, fuhrt in Endothelzellen tber die Produktion von NO
zur Relaxation (Furchgott et al., 1980). Es konnte gezeigt werden, dass CCh die PE-
vermittelte Kontraktion in Trpc6-KO- und Trpc3/6-KO-Mausen schwacher relaxiert als
in Ctr- und Trpc3-KO-Mausen. Dieser Befund bestarkt die Aussage, dass
endotheliale Trpc6-Kanale teilweise an der CCh-induzierten Relaxation glatter

Gefallmuskelzellen beteiligt sind.

Uberraschenderweise wurde nur in der Aorta, nicht aber im GefaRsystem der
Hinterbeine ein Einfluss von systemisch-generiertem NO beobachtet. Diese
Beobachtung kann durch den unterschiedlichen Versuchsaufbau erklart werden. Im
Myograph wird die Aorta vorgedehnt, um den maximalen Effekt der a1-adrenergen
Stimulation zu erfassen. Im Perfusionssystem war eine entsprechende ,Vordehnung*
aufgrund eines unterschiedlichen Ruhedrucks (d.h. Ruhe-Durchfluss) nicht
notwendig, da die maximale Antwort auf die a1-adrenerge Stimulation in diesem
System unabhangig vom Anfangsdruck war (Abb. 10). In Untersuchungen, in denen
im GefalRsystem der Hinterbeine der myogene Tonus registriert wurde, d.h. bei
entsprechendem Perfusionsdruck von etwa 100 mmHg und ohne a1-adrenerge
Stimulation, konnte ein Einfluss von systemisch-generierten NO gezeigt werden
(Brandes et al., 2000). Die Agonisten-induzierte Aktivierung der NO-Produktion

(Relaxation) im Hinterbein-System und in der Aorta war dagegen in etwa gleich (Abb.
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11 + 16). Diese Befunde lassen vermuten, dass im Hinterbein nach a1-adrenerger
Stimulation die spontane NO-Produktion im Vergleich zur Aorta stark vermindert ist.
Die bisherigen Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die glattmuskulare cGKI und
Trpc6-Kanéle an der Regulation der NO-vermittelten Relaxation beteiligt sind.

4.2 Untersuchung eines maoglichen funktionellen Zusammenhangs von Trpc-

Kanalen und dem cGMP/cGKI Signalweg in glatten Gefallmuskelzellen

Neuere Studien postulieren, dass der cGMP/cGKI Signalweg die Aktivitdt von Trpc-
Kanalen, speziell Trpcl, Trpc3 und Trpc6, reguliert (Chen et al., 2009; Kwan et al.,
2004; Takahashi et al., 2008). Zur Bestatigung dieses Zusammenhangs wurde der
Effekt von 8-Br-cGMP auf PE-stimulierte Aortenringe bzw. Gefalie der Hinterbeine
von Ctr-, sm-cGKI-KO-, Trpc3-KO-, Trpc6-KO-, Trpc3/Trpc6-KO-  und
Trpcl/Trpc3/Trpc6-KO-Mausen untersucht.

Die Konzentration fir 8-Br-cGMP wurde so gewdahlt, dass es nicht zur
Kreuzaktivierung der Proteinkinase A (PKA) kam (Worner et al., 2007). 8-Br-cGMP
reduzierte die PE+L-NAME-induzierte Kontraktionskraft bzw. den PE-vermittelten
Druckanstieg in allen Mausmodellen im selben Ausmal3, ausgenommen in den sm-
cGKI-KO-Mausen. Diese Beobachtungen verdeutlichen, dass (1.) die cGKI fir die 8-
Br-cGMP-vermittelte Relaxation von Gefal3en (Aorta, Hinterbeingefalie) essentiell ist
(Pfeifer et al., 1998) und (2.) der Effekt von 8-Br-cGMP unabhangig von Trpc-
Kanalen, speziell Trpcl, Trpc3 und Trpc6, ist. Somit besteht kein funktioneller
Zusammenhang zwischen Trpc-Kandlen und dem NO/cGMP/cGKI Signalweg in
glatten Muskelzellen. Dieses Postulat steht im scheinbaren Widerspruch zu den oben
angefuhrten Untersuchungen. Dieser Widerspruch kénnte damit erklart werden, dass
der cGKI-Signalweg nur in einzelnen untersuchten Muskeltypen (zum Beispiel der
Karotis (Chen et al., 2009)) abhangig von Trpc-Kanélen ist, die aber offenbar keinen
signifikanten Anteil an der Regulation des peripheren Widerstandes im Hinterbein

oder des Tonus der Aorta haben.

Zur Bestatigung dieser Ergebnisse wurde die Proteinexpression von cGKIl, Trpc3 und
Trpc6 in frisch isolierten Glattmuskel- und Endothelzellen aus der Aorta von cGKI-
KO-, sm-cGKI-KO-, Trpc3-KO- und Trpc6-KO-Mausen und den jeweiligen
Kontrolltieren immunocytochemisch untersucht. Abramowitz et al. (2009) zeigen in
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ihrem Trpc-Kanal Uberblicksartikel, dass Trpc3 und Trpc6 sowohl in glatten
Muskelzellen, als auch in Endothelzellen exprimiert werden. Auch die cGKI kommt in
beiden Zelltypen vor (Draijer et al., 1995; Feil et al., 2002).

Zur ldentifizierung der beiden Zelltypen wurden spezifische Marker verwendet. Die
VSMC wurden mit Hilfe von a-Aktin (Skalli et al., 1989), die EC mit Hilfe von PECAM-
1 (Muller et al., 2002) ausgemacht. Interessanterweise liel3 sich Trpc6 nur in
Endothelzellen nachweisen, jedoch nicht in glatten Muskelzellen. Die cGKI und Trpc3
konnten in beiden Zelltypen nachgewiesen werden. Die verschiedenen Proteine
lieRen sich nicht in den jeweiligen KOs nachweisen, was fur eine hohe Spezifitat der
Antikdrper spricht.

Somit verdeutlicht dieses Ergebnis, dass es in glatten Muskelzellen keinen
funktionellen Zusammenhang zwischen Trpc, genauer Trpc6, und der cGKI geben
kann, da Trpc6 nicht in Glattmuskelzellen der Aorta exprimiert wird. Die Analyse von
Gesamt-RNS aus intakten und Endothel-befreiten Aorten aus WT-Mausen bestétigte
diese Aussage. In intakten Aorten waren auf RNS-Ebene sowohl Trpc3, als auch
Trpc6 detektierbar, wahrend in Aorten, in welchen das Endothel vorsichtig

mechanisch entfernt wurde, nur Trpc3 nachweisbar war.

Des Weiteren zeigten Untersuchungen der Anderung der [Ca®']; in VSMC von Ctr-,
Trpc3-KO- und Trpc6-KO-Méausen keine Unterschiede zwischen den Mauslinien nach
der Stimulation mit PE und PE+8-Br-cGMP. Die Stimulation glatter Muskelzellen mit
PE fuhrte in allen drei Mausmodellen zu vergleichbaren signifikanten Anstiegen der
[Ca®'];, welches fiir die Kontraktion der Muskulatur notwendig ist (Berridge et al.,
2000). Dies verdeutlicht erneut, dass die Trpc3-und Trpc6-Kanéle nicht an der a1-
adrenerg-vermittelten Kontraktion der glatten GefalBmuskulatur beteiligt sind. Die
anschlieBende Stimulation mit 8-Br-cGMP fuhrte in allen Mausmodellen zu
vergleichbaren, signifikanten Reduktionen der [Ca®'];. Die durch 8-Br-cGMP aktivierte
cGKI fiihrt unter anderem zur SchlieBung spannungsabhangiger Ca?*-Kanéle
(Sausbier et al., 2000) und zur Blockierung der Ca®'-Freisetzung aus dem ER
(Schlossmann et al., 2000), wodurch letztlich die intrazellulare Ca?*-Konzentration

sinkt.

83



Diskussion

4.3 Untersuchung eines maoglichen funktionellen Zusammenhangs von Trpc-

Kanélen und dem cGMP/cGKI Signalweg in Endothelzellen

Die bisherigen Ergebnisse lassen vermuten, dass der Trpc6-Kanal an der Regulation
der NO-Synthese im GefaRendothel der Aorta beteiligt ist. Die Aktivierung des Trp-
Kanals in EC durch Rezeptor-Stimulation oder Dehnung fiihrt zu einem Ca*-
Einstrom. Dieses Ca®’ steuert als sekunddre Botenstoff die endotheliale NO-
Synthase, welche die Produktion von NO katalysiert (Dudzinski et al., 2006). Eine
ahnliche Regulation konnte bereits fir den Trpc4-Kanal gezeigt werden (Freichel et
al., 2001). Sowohl die Acetylcholin (ACh)-induzierte Erhéhung der [Ca®']; in murinen,
kultivierten Endothelzellen von Trpc4-KO-Mausen, als auch die ACh-vermittelte
Vasodilatation der Aortenringe von Trpc4-KO-Mausen waren, im Vergleich zur
Kontrolle, signifikant reduziert. Auch der TrpV4-Kanal scheint an der Ca*-
vermittelten NO-Produktion, welche letztlich zur Relaxation fuhrt, beteiligt zu sein
(Sonkusare et al., 2012).

Um die Beteiligung von Trpc6-Kanalen zu bestatigen, wurden Anderungen in der
intrazellularen [Ca®'] in frisch isolierten Endothelzellen nach Stimulation mit CCh
untersucht. Zusatzlich wurde erneut eine moégliche funktionelle Kopplung zwischen
Trpc-Kanélen und dem cGMP/cGKI Signalweg analysiert. Dazu wurde der Effekt von
8-Br-cGMP auf Agonisten-induzierte Anderungen der intrazellularen [Ca?®']
gemessen. EC wurden aus den Aorten von Ctr-, Trpc3-KO- und Trpc6-KO-Mausen
isoliert. Die Stimulation von Endothelzellen mit CCh fuhrt in allen Mausmodellen zu
einem signifikanten Anstieg der [Ca®'], jedoch war der Anstieg in den Trpc6-KO-
Mausen, im Vergleich zu den Ctr und Trpc3-KOs, signifikant geringer. Dies bestatigt
die Hypothese, dass der tber DAG aktivierte Trpc6-Kanal (Hofmann et al., 1999b) fur
den Calcium-Einstrom in Endothelzellen notwendig ist.

Die Stimulation der ECs mit 8-Br-cGMP fluhrte in den Trpc6-KOs nicht zu einer
Reduktion des Ca**-Signals, was einen funktionellen Zusammenhang zwischen der
cGKIl und dem Trpc6-Kanal in Endothelzellen vermuten lasst. Frihere Arbeiten
zeigten bereits, dass in Endothelzellen der Aorta ein mechano-sensitiver, nicht-
selektiver Kationen-Kanal am Speicher-aktivierten Ca®*-Einstrom beteiligt ist und
dieser durch die cGMP-aktivierte cGKI negativ reguliert wird, wodurch letztlich
weniger das fur die Relaxation notwendige NO gebildet wird (Kwan et al., 2000; Yao
et al., 2000) (Abb. 34).
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Abbildung 34: Rolle des cGMP/cGKI Signalweges und des endothelialen Trpc6-Kanals in der
Regulation des vaskularen Tonus.

Die Aktivierung des muskarinergen Rezeptors durch CCh fuhrt zur Bildung von DAG, welches
endotheliale Trpc6-Kanale aktiviert. Das einstromende Ca®" aktiviert die eNOS, welche die Bildung
von NO katalysiert. Dieses induziert die Produktion von cGMP sowohl in der EC, als auch in der
VSMC. In der EC aktiviert cGMP die cGKI, welche hemmend auf Trpc6-Kanéle wirkt. Dadurch kommt
es zu einem verminderten Ca**-Einstrom, wodurch die Relaxation gehemmt wird.

In der VSMC wird ebenfalls die cGKI aktiviert, welche die Relaxation der VSMC einleitet. Dieser steht
die a1-adrenerg-induzierte Kontraktion gegenuber.

Im glatten Muskel sind Trpcl-, Trpc3- und Trpc6-Kanale nicht an der ol-adrenerg-vermittelten
Kontraktion beteiligt und auch nicht mit der cGKI funktionell gekoppelt. Uberdies hinaus wird der
Trpc6-Kanal nicht in VSMC exprimiert (modifiziert nach Yao et al., 2000).

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass die Trpc-Kanéale 1, 3 und 6 fur die a1l-
adrenerge Kontraktion nicht notwendig sind und es in frisch isolierten glatten
Muskelzellen keinen funktionellen Zusammenhang zwischen dem cGMP/cGKI
Signalweg und Trpc-Kandlen gibt. Des Weiteren wird deutlich, dass die

glattmuskulare cGKI fur die Vasodilatation essentiell ist, Trpc6-Kanéle fur den fur die
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endotheliale NO-Produktion wichtigen intrazellularen Calcium-Anstieg - durch CCh-
Stimulation induziert - notwendig sind und diese durch die endotheliale cGKiI
gehemmt werden. Somit ist ein moglicher funktioneller Zusammenhang zwischen der
cGKI und dem Trpc6-Kanal in Endothelzellen der Aorta durchaus denkbar.
FortfUhrende Untersuchungen, wie die Messung der endothelialen NO-Produktion
nach muskarinerger Stimulation der EC von Trpc6-KO-Mausen mittels NO-Meter
oder Chemilumineszenz (Guo et al., 1996; Hart et al., 2005), konnten eine direkte
Beteiligung der Trpc6-Kanéle an der NO-Produktion belegen.

Ebenso kdnnten weitere Versuche den funktionellen Zusammenhang zwischen der
cGKI und Trpc6 in ECs direkt belegen. Méglichkeiten hierbei waren die Analyse einer
direkten Protein-Protein-Interaktion mittels Messung des Forster-
Resonanzenergietransfers (Siegel et al., 2000) oder die Untersuchung des
Phosphorylierungsstatus (Nashida et al.,, 2010) von Trpc6 in EC nach cGMP-

Stimulation .
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5. Zusammenfassung

Der cGMP/cGMP-abhangige Proteinkinase | (cGKI) Signalweg aktiviert verschiedene
Relaxationsmechanismen in der glatten Gefalimuskulatur. Neuere Studien erweitern
diese Mechanismen dahingehend, dass auch Trpc (canonical transient receptor
potential)-Kandle in der glatten Muskulatur negativ durch die cGKI reguliert werden.
Um diese Hypothese zu bestatigen, wurden verschiedene Mausmodelle verwendet,
denen zentrale Elemente dieses Signalweges fehlen. So wurde die Rolle des
cGMP/cGKI Signalweges auf den vaskularen Tonus und den peripheren
GefalRwiderstand unter Verwendung von Trpc3-KO-, Trpc6-KO-, Trpc3/6-KO-,
Trpcl/3/6-KO- und glattmuskel-spezifischen sm-cGKI-KO-Mausen untersucht.

Eine a1-adrenerge Stimulation fihrte in NOS-gehemmten Aortenringen zu
vergleichbaren Kraftanstiegen, sowie im Hinterbeinmodell zu &hnlichen
Druckanstiegen in den untersuchten Mausmodellen. Die anschlieBende Stimulation
der cGKI mit 8-Br-cGMP reduzierte sowohl den Tonus der Aorta, als auch den
peripheren Druck in allen Mausmodellen im selben Ausmald, ausgenommen in den
sm-cGKI-KO-Mausen. Die a1-adrenerge Stimulation von isolierten VSMC fihrte in
Ctr-, Trpc3-KO- und Trpc6-KO-Mausen zu vergleichbaren Anstiegen der
intrazellularen Calcium-Konzentration ([Ca®*']). 8-Br-cGMP reduzierte die [Ca?']
vergleichbar in den VSMCs dieser Mauslinien. Somit scheinen die Trpcl,3,6 Kandale
nicht an der a1-adrenerg-induzierten Kontraktilitdét oder der cGMP/cGKI-vermittelten
Relaxation im GefaRmuskel beteiligt zu sein.

Die a1-adrenerge Stimulation von intakten Aortenringe zeigte starkere Kraftanstiege
in den sm-cGKI-KO-, Trpc6-KO-, Trpc3/6-KO- und Trpcl/3/6-KO-Mausen, als in den
Ctr- und Trpc3-KO-Mausen. Dies deutet daraufhin, dass in der intakten Aorta ein
vasorelaxierender Tonus existiert, an dem die cGKI und der Trpc6-Kanal beteiligt
sind. Der dominante vasorelaxierende Faktor in GefalR3en ist die endotheliale NO-
Produktion, die hormonell oder durch Dehnung des Endothels durch einen Anstieg
der [Ca®']; und nachfolgender Stimulation der NOS aktiviert wird. Die Stimulation von
isolierten EC der untersuchten Mausmodelle mit Carbachol (CCh) erhthte den
intrazellularen Ca?*-Spiegel, jedoch war dieser Anstieg in EC von Trpc6-KOs
signifikant geringer im Vergleich zur Kontrolle. 8-Br-cGMP reduzierte die [Ca®"]; in
den EC von Ctr- und Trpc3-KO-Mausen, jedoch nicht in den EC von Trpc6-KO-

Mausen.
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Zusammenfassung

Sowohl immunocytochemische Experimente, als auch RT-PCR-Analysen zeigten,
dass Trpc3 sowohl in frisch isolierten Endothel- (EC), als auch in frisch isolierten
Glattmuskelzellen (VSMC) exprimiert wurde, wohingegen Trpc6 nur in EC detektiert
werden konnte.

Diese Resultate zeigen, dass (1.) Trpcl-, Trpc3- und Trpc6-Kanale nicht an der a1-
adrenerg-vermittelten Kontraktion der glatten GefaBmuskulatur beteiligt sind, (2.) in
der glatten Muskulatur Trpc-Kanale, speziell Trpcl, Trpc3 und Trpc6, mit der cGKI
nicht funktionell gekoppelt sind und (3.) Trpc6-Kanale an der cGKI-vermittelten
Reduktion von Agonisten-induzierten Ca®*-Signalen in EC beteiligt sind und eine
Deletion dieses Kanals einen vasodilatatorischen Tonus der intakten Aorta

vermindert.
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Abstract

6. Abstract

Signaling via cGMP-dependent protein kinase | (cGKIl) is the major pathway in
vascular smooth muscle (VSM), by which endothelial NO regulates vascular tone.
Recent evidence suggests that canonical transient receptor potential (Trpc) channels
are targets of cGKI in VSM and mediate the relaxant effects of cGMP signaling.

This hypothesis was tested by investigating the role of cGMP/cGKI signaling on
vascular tone and peripheral resistance using Trpc3-Knockout(KO)-, Trpc6-KO-,
Trpc3/6-KO-, Trpcl/3/6-KO-, and smooth muscle-specific (sm)-cGKI-KO-mice.
a-adrenergic stimulation induced similar contractions in L-NAME-treated aorta and
comparably increased peripheral pressure in hind limbs from all mouse lines
investigated. After a-adrenergic stimulation, 8-Br-cGMP, a cGMP analogue,
diminished similarly aortic tone and peripheral pressure in control(Ctr)-, Trpc3-KO-,
Trpc6-KO-, Trpc3/6-KO-, Trpcl/3/6-KO-mice but not in sm-cGKI-KO mice. In
untreated aorta, a-adrenergic stimulation induced larger contractions in sm-cGKI-KO,
Trpc6-KO, Trpc3/6-KO, and Trpcl/3/6-KO aorta than in those from control and Trpc3-
KO-mice indicating a functional link between cGKI and TRPC6 channels. Trpc3
channels were detected by immunocytochemistry in both isolated aortic vascular
smooth muscle cells (VSMC) and aortic endothelial cells (EC), whereas Trpc6
channels were detected only in EC. Phenylephrine-stimulated Ca** levels were
similar in VSMC from Ctr and Trpc6-KO-mice. Carbachol-stimulated Ca** levels were
reduced in EC from Trpc6-KO-mice. Stimulated Ca** levels were lowered by 8-Br-
cGMP in Ctr but not in Trpc6 EC.

These results suggest that cGKI and Trpcl,3,6 channels are not functionally coupled
in vascular SM. Deletion of Trpc6 channels impaired endothelial cGKI signaling and

the vasodilator tone in aorta.
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Anhang

8. Anhang

8.1 Verwendete Primer

8.1.1 Primer flr Genotypisierung

cGKIl
RF 125 5-GTCAAGTGACCACTATG -3
RF 53 5 -CCTGGC TGT GATTTC ACT CCA -3
RF 118 5-AAATTATAACTT GTC AAATTCTTG -3
SM22 Cre
Cre 800 5 -GCT GCCACGACCAAGTGACAGCAATG -3
Cre 1200 5 -GTAGTT ATT CGG ATC ATC AGC TACAC -3

Trpcl (Dietrich et al., 2007)

C1-E8F 5-GGC AAC CTT TGC CCT CAA AGT GGT GGC -3
C1l-I8R1 5- AGT GAA TAT ATA TAT ATC AGA CAT AGA TTT GGG -3’
bPolyAF 5-TCT ATG GCT TCT GAG GCG GA -3’
C1-I8R2 5-GCATTATTAATATCT GAG TCATTT TCT TAT TGG
CAA AAT GAG G -3

Trpc3
C3lox R 5 - GGT GGA GGT AACACACAGCTAAGCC-3
C3lox F2 5-GAATCCACCTGCTTACAACCATGTG-3

Trpc6
TRPC6 01 | 5- ACG AGA CTA GTG AGA CGT GCT ACT TCC -3’
TRPC6 02 | 5- GGG TTT AAT GTC TGT ATC ACT AAAGCC TCC -3’
TRPC6 03| 5- CAG ATC ATC TCT GAA GGT CTT TAT GC -3
TRPC6 04 | 5- TGT GAATGC TTCATTCTG TTT TGC GCC -3
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Anhang

8.1.2 Primer fur RT-PCR

a-SMA

sma-1 5 -GCATCC ACG AAACCACCTA-3

sma-2 5 - CAC GAG TAA CAAATC AAAGC -3
PECAM-1

for 5 -TGC TCT CGA AGC CCAGTATT -3

rev 5 - CGC TGA ACA CCG CGG GGT GGG AAT GGC -3
HPRT

QG 197 5’ -GTAATG ATC AGT CAACGG GGG AC -3
QG 198 5'-CCAGCAAGCTTG CAACCTTAACCA-3

Trpc3
EHTSLES |5 CAG CAT TCT CAA TCA GCC AAC ACG - 3
P 752 C3 | 5 _ AAG ATG GCT AAT TCC TCC GTC GC - 3
Trpcé
CHTSTES 5 TCC AGG AAA TTG AGG ATG ATG CG - 3
P ISTEY |5 1TG GAA GCC TTG CTT TTG ACC C - 3
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8.2 Verwendete Antikdrper

8.2.1 Priméare Antikorper

Antikorper Herkunft Referenz Verdinnung
BD Pharmingen
CD31/PECAM-1 Ratte 2,5 pg/ml
(550274)
_ Kaninchen abcam (ab5694) 0,5 pug/ml
a-Aktin __
Maus Millipore (CBL171) 1/100
Prof. Dr. F.
cGKiI Kaninchen Hofmann (TU 1/500
Minchen)
Prof. Dr. V.
Trpc3 Kaninchen Flockerzi (Uni 1/200
Saarland)
Prof. Dr. V.
Trpc6 Kaninchen Flockerzi (Uni 1/200
Saarland)
Tabelle 20: Verwendete priméare Antikérper fir die Immunocytochemie.
8.2.2 Sekundare Antikérper
Antikorper Herkunft Firma Verdinnung
Anti-Ratte, Life Technologies
Esel 1/300
AlexaFluor 488 (A21208)
Anti-Kaninchen, _ Life Technologies
Ziege 1/300
AlexaFluor 594 (A11012)
Anti-Maus, Cy2- . Dianova (115-225-
Ziege 1/500
gekoppelt 164)
Anti-Kaninchen, _ Dianova (111-165-
Ziege 1/500
Cy3-gekoppelt 008)

Tabelle 21: Verwendete sekundare Antikérper fur die Immunocytochemie.
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