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Abstract

Canonical Transient Receptor Potential (TRPC) Kanéle sind nicht-selektive Kationen-Kanile und
in viele Signaltransduktionsprozesse eingeschaltet. Die Bedeutung von TRPC Kanélen bei der
essentiellen Hypertonie ist bislang noch nicht untersucht worden.

TRPC-Kandle wurden bei 51 Patienten mit essentieller Hypertonie und 51 altersgleichen
normotensiven Kontrollpersonen untersucht. Die Expression von TRPC-Kanidlen wurde mit
Reverser-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR), mit Immunoblotting und mit
quantitativem in-cell Western Assay bestimmt. Gen-silencing erfolgte mit spezifischer small-
interfering RNA (siRNA). Der Calcium- und der Gadolinium-Einstrom in Monozyten wurden
mittels Fluoreszenz-Spektrophotometrie bestimmt.

In humanen Monozyten wurden die Transkripte fiir TRPC3 und TRPCS5 mittels RT-PCR
nachgewiesen. TRPC3- und TRPCS5-Kanal-Proteine wurden in Monozyten mittels Immunoblots
nachgewiesen. Es zeigte sich eine gesteigerte Expression von TRPC3 und TRPCS bei Patienten mit
essentieller Hypertonie im Vergleich mit normotensiven Kontrollpersonen (normalisierte TRPC3
Expression: 3,21 +0,59 versus 1,36 +0,07 jeweils n=20; p<0,01; normalisierte TRPC5
Expression: 2,10 + 0,28 versus 1,40 = 0,52; jeweils n = 12; p < 0,05). Bei Monozyten von Patienten
mit essentieller Hypertonie ergab sich ein signifikant gesteigerter Kationen-Einstrom im Vergleich
mit normotensiven Kontrollpersonen (Gadolinium/Calcium-Einstrom, 125 + 14% versus 80 £ 7%;
jeweils n=51; p<0,01). Nach dem Einsatz von small interfering RNA gegen TRPCS5 kam es zu
einer signifikanten Verminderung der TRPC5-Kanal-Expression und zur Verminderung des
Calcium- und des Gadolinium-Einstroms. Weiterhin zeigte sich auch eine gesteigerte Expression
von TRPC3 sowie ein gesteigerter Calcium-Einstrom in Monozyten von spontanhypertensiven
Ratten im Vergleich mit normotensiven Wistar-Kyoto-Ratten.

Diese Ergebnisse weisen auf eine wesentliche Bedeutung von TRPC-Kanilen in der Pathogenese

der essentiellen Hypertonie hin.



Abstract

Canonical transient receptor potential (TRPC) channels are nonselective cation channels which are
involved in cellular signal transduction. The role of TRPC channels has not yet been investigated in
the pathogenesis of essential hypertension.

We studied TRPC channels in 51 patients with essential hypertension and 51 age-matched and sex-
matched normotensive control subjects. The expression of TRPC was measured using reverse
transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR), immunoblotting, and quantitative in-cell
western assay. Gene silencing by small interfering RNA for specific TRPC knockdown was also
performed. The influx of calcium and gadolinium into monocytes was determined using the
fluorescent dye technique.

TRPC3 and TRPC5 mRNA was detected in human monocytes using RT-PCR. The expression of
TRPC3- and TRPC5-channel protein in human monocytes was confirmed using immunoblotting.
We observed a significant increase of TRPC3 and TRPCS5 protein expression in essential
hypertensive patients compared with normotensive control subjects (normalized TRPC3 expression,
3.21 + 0.59 versus 1.36 £0.07; each n=20; p < 0.01; normalized TRPCS5 expression, 2.10 + 0.28
versus 1.40 &+ 0.52; each n=12; p < 0.05). We observed an increased gadolinium/calcium-influx
ratio in essential hypertensive patients compared with normotensive control subjects
(gadolinium/calcium influx ratio, 125 + 14% versus 80 + 7%; each n=51; p <0.01). Knockdown
of TRPCS5 using small interfering RNA reduced channel expression and caused a significant
attenuation of calcium and gadolinium influx. The calcium-influx was significantly increased in
monocytes from spontaneously hypertensive rats compared to normotensive Wistar-Kyoto-rats.

This study points to an important role of TRPC channels in essential hypertension.



Einleitung

Verdnderungen der intrazelluldren Calcium-Konzentration sind beteiligt an der Signaltransduktion,
Kontraktion, Sekretion und vielen anderen lebenswichtigen Regulationsvorgdngen. Eine Erhhung
der intrazelluldren Calcium-Konzentration ist ein Signaltransduktionsweg, der von einer Vielzahl
von Hormonen, Wachtsumsfaktoren oder Mediatoren genutzt wird. Damit die verschiedenen
Prozesse adequat ablaufen konnen, muss die intrazelluldre Calcium-Konzentration sehr eng
eingeregelt werden. Eine Reihe von Systemen mit unterschiedlichen Transportproteinen und
Rezeptoren regeln die intrazellulire Calcium-Konzentration. Eine Erhohung der intrazelluldren
Calcium-Konzentration kann durch die Freisetzung von Calcium aus den intrazelluldren Speichern
oder  durch  transplasmamembrandsen Calcium-Einstrom  bewirkt = werden. Der
transplasmamembrandse Calcium-Einstrom erfolgt unter anderem {iber unterschiedliche Calcium-
Kanile (Berridge et al., 2000; Halling et al., 2005; Hofmann et al., 2000; Montell et al., 2002;
Ramsey et al., 2006; Wambhoff et al., 2006). Zu den nicht-selektiven Kationen-Kanélen, liber die es
zu einem Calcium-Einstrom kommt, gehdren die Transient Receptor Potential (TRP)-Kanile
(Clapham et al., 2003; Montell, 2005; Owsianik et al., 2006). Aufgrund ihres molekularen Aufbaus
und ihrer Funktionen werden unter anderem Canonical (TRPC), Vanilloid (TRPV) und Melastatin
(TRPM) TRP-Kanile unterschieden. Diese TRP-Kanéle stellen eine Familie von Kanélen dar, die 6
transmembrandre Dominen und eine Porenbildung zwischen der flinften und sechsten Domine
aufweisen. TRP-Kandle wurden in einer Vielzahl von Geweben nachgewiesen, sowohl in
erregbaren Zellen (excitable cells) als auch in nicht-erregbaren Zellen (nonexcitable cells). TRP-
Kanéle wurden im Zentralnervensystem, in Herz, Lunge, Endothel, glatten Muskelzellen und auch
in peripheren Blutzellen nachgewiesen (Albert & Large, 2003; Freichel et al, 2001; Gamberucci et
al., 2002; Groschner et al., 1998; Riccio et al., 2002; Vazquez et al., 2004).

Grundsitzlich konnen TRP-Kanile iiber verschiedene Mechanismen aktiviert werden, und zwar
nach Rezeptor-Aktivierung oder durch Liganden-Aktivierung. Die Aktivierung von G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren oder von Rezeptor-Tyrosin-Kinasen fithrt zur Aktivierung der
Phospholipase C mit Bildung von Phosphatidylinositol-(4,5)-bisphosphat und Diacylglycerol.
Endogene Substanzen, wie beispielsweise Diacylglycerol, Eicosanoide, Anandamide,
Adenosindipospho-Ribose, und auch exogene organische Molekiile, wie beispielsweise Capsaicin,
konnen TRP-Kanile aktivieren. Viele Befunde in der Literatur zeigen, dass Diacylglycerol oder
dessen membran-permeables Analogon 1-Oleyl-2-acetyl-sn-glycerol TRPC3 oder TRPC5-Kanile
aktivieren konnen (Hofmann et al., 1999; Kanaki et al., 2001; Lee et al., 2003; Okada et al., 1999;
Schaefer et al., 2000). Weitere Befunde in der Literatur sprechen dafiir, dass einzelne TRP-Kanal-
Subtypen Speicher-aktivierte Calcium-Kanéle (store-operated channels, SOC) sind (Ambudkar et
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al., 2006; Birnbaumer et al., 2000; Kiselyov et al., 1998; Liu et al., 2005; Vazquez et al., 2003).
Speicher-aktivierte Calcium-Kanidle sind verantwortlich fiir den sogenannten kapazitativen
Calcium-Einstrom. Der kapazitative Calcium-Einstrom sorgt fiir den lang-anhaltenen Calcium-
Einstrom nach Entleerung der intrazelluliren Speicher und ermoglicht damit deren
Wiederauffiillung (Parekh & Putney, 2005; Putney & Ribeiro, 2000). Die Entleerung der
intrazelluldren Speicher wird experimentell typischerweise durch eine Hemmung der sarco-
endoplasmatischen Calcium-ATPase (SERCA) durch Thapsigargin hervorgerufen (Neusser et al.,
1999). TRPC3 und TRPCS5 wurden als Speicher-aktivierte Calcium-Kanile beschrieben (Groschner
et al., 1998; He et al.,, 2005;; Kiselyov et al., 1998; Liu et al., 2005; Trebak et al., 2002;
Venkatachalam et al., 2003; Warnat et al., 1999; Wu et al., 2000; Xu et al., 2005; Yoshida et al.,
2005; Zagranichnaya et al., 2005).

TRP-Kanidle sind nicht-selektive Kationen-Kanile. Sowohl ein Calcium- als auch ein Natrium-
Einstrom durch TRP-Kanéle wurde fiir eine Reihe von verschiedenen Geweben beschrieben (Kunze
et al., 1997; Lapointe et al., 2003). Zur Charakterisierung von TRP-Kanilen wurden auch
Lanthanide, wie z.B. Gadolinium, héufig eingesetzt (Halaszovich et al., 2000). Jung et al. konnten
kiirzlich zeigen, dass TRP-abhédngige lonenstrome durch Gadolinium Dosis-abhdngig gesteigert
werden konnen (Jung et al., 2003). Als typische Hemmstoffe der TRP-Kanidle werden 1-[B-[3-(4-
Methoxyphenyl) propoxy]-4-methoxyphenethyl]-1H-imidazol (SKF-96365; Takenada et al., 2002;
Thebault et al., 2003) oder auch 2-Aminoethoxydiphenyl-boran (2-APB; Dobrydneva et al., 2001;
Ma et al., 2001; Prakriya et al., 2001) eingesetzt.

Es ist lange bekannt, dass Verdanderungen der Calcium-Regulation bei der Entstehung der arteriellen
Hypertonie eine Rolle spielen. Beschrieben wurden Verdanderungen der zytoplasmatischen Calcium-
Konzentation, der intrazelluliren Calcium-Speicher, des Calcium-Natrium-Austauschers, der
membranstidndigen Calcium-ATPase oder von Calcium-Kanélen (Blaustein et al., 1986; Resnick,
1992; Touyz & Schiffrin, 1997; Wilde et al., 1994; Zhu et al., 2005). Aufgrund ihrer Funktionen
sind TRP-Kanile mogliche Kandidaten, um diese Verdnderungen der Calcium-Regulation bei der
arteriellen Hypertonie zu erkldren, Weitergehende Untersuchungen stehen dazu aber bislang noch
aus. Eine Vielzahl von Literatur-Befunden bestétigt das Vorkommen von préaktivierten Monozyten
mit gesteigertem Calcium-Einstrom bei Patienten mit essentieller Hypertonie (Dorffel et al., 1999;
Rivera et al., 1996; Touyz & Schiffrin, 1993; Wirtz et al., 2004). Daher erscheinen Monozyten aus
geeignete Modellzellen, um Verdnderungen von TRP-Kanilen bei der arteriellen Hypertonie

aufzukléren,



Zielstellung

Verdnderungen der Calcium-Homeostase sind in der Pathogenese der essentiellen Hypertonie lange
bekannt. Aufgrund ihrer funktionellen Eigenschaften konnen die neuerlich beschriebenen nicht-
selektiven Kationen-Kanéle aus der Familie der Canonical Transient Receptor Potential (TRPC)-
Kanéle eine wesentliche Rolle in der Pathogenese der essentiellen Hypertonie spielen. Bislang
wurden noch keine Untersuchungen iiber die Bedeutung von TRPC-Kanidlen bei essentieller
Hypertonie durchgefiihrt. Fiir die jetzt erfolgten Untersuchungen ergab sich somit die Frage, ob
Verdanderungen der Expression und / oder der Funktion von TRPC-Kanélen bei Patienten mit
essentieller Hypertonie oder bei Tiermodellen der primdren Hypertonie bestehen. Die jetzt erfolgten
Untersuchungen ergaben eine signifikant gesteigerte Expression von TRPC3- und TRPC5-Kanilen

und einen signifikant gesteigerten Kationen-Einstrom bei Patienten mit essentieller Hypertonie



Methoden

Patienten-Charakterisierung

Die Untersuchungen wurden bei 51 Patienten mit essentieller Hypertonie und 51 normotensiven
Kontrollpersonen durchgefiihrt. Fiir die Untersuchung liegt ein positives Votum der zustindigen
Ethik-Kommission vor. Alle Patienten gaben ihr schriftliches Einverstindnis. Bei den Patienten
wurde die arterielle Hypertonie festgestellt, wenn bei mehrfacher Messung unter Ruhebedingungen
ein systolischer Blutdruck >140 mmHg und/oder ein diastolischer Blutdruck >90 mmHg gemessen
wurde. Die Blutdruckmessung erfolgte dabei im Sitzen nach einer Ruhephase von 10 Minuten am
Oberarm in Herzhohe mit einer an den Oberarmumfang angepassten Manschette. Der systolische
Blutdruck wurde als Manschettendruck beim ersten Korotkoff-Gerdusch (Phase 1) und dem
Nachweis eines palpablen Pulses im Bereich der Arteria radialis bestimmt. Der diastolische
Blutdruck wurde als Manschettendruck beim Verschwinden des Korotkoff-Gerdusches (Phase V)
bestimmt. Sekundédre Hypertonieursachen wurden durch entsprechende klinische Untersuchungen
ausgeschlossen. Die klinischen und biochemischen Charakteristika der gesunden Kontrollpersonen
und der Patienten mit essentieller Hypertonie sind in der Tabelle 1 aufgefiihrt. Die Gruppen wiesen
hinsichtlich Alter und Geschlecht und der biochemischen Parameter keine signifikanten

Unterschiede auf.

Tabelle 1. Klinische und biochemische Charakteristika von normotensiven gesunden
Kontrollpersonen und Patienten mit essentieller Hypertonie. Die Daten sind Mittelwerte + SEM.
*#p<0,01 fiir den Vergleich zwischen den beiden Gruppen. (Mann-Whitney-Test).

Charakteristikum Normotensive Patienten mit essentieller
Kontrollpersonen Hypertonie
Alter (Jahre) 65+3 66 £ 2
n (Mann/Frau) 27/24 26 /25
Systolischer Blutdruck (mmHg) 123 +2 158 + 2%*
Diastolischer Blutdruck (mmHg) 70 £ 1 84 £ 2**
Body mass index (kg/m?) 26+ 1 28 &+ [ **
Himoglobin (g/L) 126 +3 134+3
Leukozyten (G/L) 8,8+0,6 8,0+04
Serum Calcium (mmol/L) 2,3+0,0 2,3+0,0
Serum Natrium (mmol/L) 137 +1 138 £1
Serum Kalium (mmol/L) 4,2+0,0 4,1+0,0
Kreatinin (umol/L) 86+4 84+3

Messungen an Monozyten und Human Embryonic Kidney (HEK)-293-Zellen
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Monozyten wurden aus dem Blut von normotensiven Kontrollpersonen und von Patienten mit
essentieller Hypertonie mittels CDI14-gekoppelter superparamagnetischer Polystyrenkiigelchen
(Dynal Biotech, Hamburg) isoliert und in Hanks balanced salt solution (Zusammensetzung: NaCl
136 mmol/L, KCl 5,40 mmol/L, KH,;PO4 0,44 mmol/L, Na,HPO, 0,34 mmolL, D-glucose
5,6 mmol/L, CaCl, 1 mmol/L, N-2-hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesulfonic acid 10 mmol/L,
pH 7.4) resuspendiert. TRPC3-transfizierte Human Embryonic Kidney (HEK)-293-Zellen
(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig) wurden
freundlicherweise von Privatdozent Dr. C. Harteneck, Berlin, zur Verfiigung gestellt. Weiterhin
wurde die Expression von TRP-Kandlen in Monozyten von spontanhypertensiven Ratten und
normotensiven Wistar-Kyoto-Ratten, die freundlicherweise von Professor Dr. Kreutz, Berlin, zu

Verfligung gestellt worden waren, untersucht.

Fluoreszenz-spektrophotometrische Bestimmungen des Kationen-Einstroms

Fiir die Messung des Calcium- oder Gadolinium-Einstroms wurden die Zellen mit 2 umol/L des
Membran-géngigen Fluoreszenz-Farbstoffs 1-[2-(5-Carboxyoxazol-2-yl)-6-aminobenzo-furan-5-
oxy]-2-(2'-amino-5"-methyl-phenoxy)-ethane-N,N,N'N'-tetraacetic acid penta acetoxymethyl ester
(fura2-AM, Merck Biosciences, Schwalbach) bei Raumtemperatur fiir 60 Minuten inkubiert,
gewaschen und in Calcium-freier Hanks balanced salt solution resuspendiert. Die Fluoreszenz-
Messungen erfolgten entsprechend der hier etablierten Methodik mit einem 96well-fluorescent plate
reader (Fluoroskan Ascent Fluorometer/Luminometer mit Ascent software 2.4.2; Thermo
LabSystems Oy, Helsinki, Finnland) bei 510 nm Emission mit Exzitationswellenldngen von 340 nm
(Calcium-sensitive Wellenldnge) und 480 nm (Calcium-insensitive Wellenldnge) und die
Fluoreszenz-Ratio (F340 nm / F480 nm) wurde gebildet. Die Messungen erfolgten nach Zugabe
von Calcium (1 mmol/L) oder Gadolinium (50 umol/L) bei Abwesenheit oder Anwesenheit von 1-
[B-[3-(4-Methoxyphenyl)propoxy]-4-methoxyphenethyl]-1H-imidazole (SKF-96365; 10 umol/L;
Merck Biosciences). Um den Speicher-abhingigen Kationen-Einstrom zu untersuchen, wurde der
Einstrom von Calcium- oder Gadolinium in Fura2-beladene Monozyten bei Anwesenheit von

Thapsigargin zur Entleerung der intrazelluldren Calcium-Speicher gemessen.

Immunoblotting von TRPC3 und TRPCS aus Monozyten

In Monozyten wurden TRPC3- und TRPC5-Kanile mittels Immunoblotting nachgewiesen. Dazu
wurden Monozyten mit Phosphate-buffered saline gewaschen und mit eiskaltem Lyse-Puffer
(25 mmol/L Tris-HCI, pH 8; 1 mol/L NaCl, 200 mmol/L Ethylenediaminetetraacetic acid, 1 mol/L
3-Mercaptoethanol, 1 mol/L Sodium fluoride, Complete mini protease inhibitor cocktail; Roche

Diagnostics) versetzt, durch eine diinne Spritzenkaniile mehrfach aspiriert und fiir 3 Minuten bei
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90°C erhitzt. Die Proteine wurden durch 10% Sodium-dodecyl-sulfate-polyacrylamide-
Gelelectrophorese (SDS-PAGE) bei 150V iiber 90 Minuten aufgetrennt und dann auf
Nitrozellulose Membranen (NEN Life Sciences Products, Boston) bei 100mA {iiber 3 Stunden
transferiert. Nach Blockierung mit blocking buffer (Licor biosciences, Bad Homburg, Germany) fiir
24 Stunden bei 4°C erfolgte die Inkubation mit dem primédren Antikorper (rabbit-anti-TRPC3-
Antikdrper oder rabbit-anti-TRPC5-Antikorper, 1:500 Losung mit 0,1% Tween 20; alomone labs,
Jerusalem) fiir 60 Minuten. Nach 3 Wasch-Schritten mit Puffer und 0.1% Tween 20 erfolgten die
Inkubation mit dem sekundédren Antikérper (IRDye800CW-infrared fluorescent dye-labelled sheep-
anti-rabbit-Antikorper (1:1000 Losung mit 0,1% Tween 20; biomol, Hamburg) fiir 60 Minuten und
erneute 3 Wasch-Schritte. Die Fluoreszenz wurde bei 810 nm bei einer Exzitationswellenldnge von
780 nm gemessen. Das Molekulargewicht von TRPC3 mit 848 Aminosduren betrigt 97 kDa. Das
Molekulargewicht von TRPCS mit 973 Aminosduren betrdgt 111 kDa. Der Immunoblot bestétigte
diese Molekulargewichte fiir TRPC3 und TRPCS5 und zeigte dariiber hinaus, dass mit den genutzten

Antikorpern diese Kanéle spezifisch auf Monozyten nachgewiesen werden kdnnen.

Quantifizierung der TRPC3 und TRPCS5 Expression mittels in-cells Western Assay

Weiterhin wurden TRPC3 und TRPCS5 Kanile in humanen Monozyten mittels in-cell Western
Assay und spezifischen Antikdrpern quantifiziert. Dazu wurden die Monozyten nach
Permeabilisierung mit einem rabbit-anti-TRPC3-Antikdrper oder rabbit-anti-TRPCS-Antikérper
(primdrer Antikorper, 1:1000, alomone labs, Jerusalem) und einem IRDye800CW-infrared
Fluoreszenz-markierten goat-anti-rabbit-Antikorper (sekundirer Antikorper, 1:1000, biomol,
Hamburg) inkubiert und die Fluoreszenz mit einem infrared imaging system (Licor biosciences,
Bad Homburg) bei 810 nm Emission und einer Exzitationswellenldnge von 780 nm bestimmt.
Kontroll-Experimente wurden ohne Zell-Permeabilisierung oder in Abwesenheit der primédren
Antikorper durchgefiihrt. Monoklonale rat-anti-CD11a (anti-leukocyte-function-associated antigen-
1; 1:1000; Serotec Diisseldorf) wurden immer als interne Referenz mitgefiihrt. Die Fluoreszenz-
Messungen erfolgten mit Alexa Fluor680-allophycocyanin-Fluoreszenz-markiertem goat-anti-rat-
Antikorpern (1:1000; MoBiTec, Géttingen) bei 700 nm Emission und einer Exzitationswellenldnge

von 680 nm.

Small interfering RNA (siRNA) knock-down von TRPC5
Um nachzuweisen, dass TRP-Kanile fiir den Kationen-Einstrom in humane Monozyten eine

wesentliche Rolle spielen wurde die Expression von TRPCS mittels spezifischer small interfering
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RNA knock-down Technik herabgesetzt. Dazu wurden 1 pL pre-designed siRNA (final
concentration, 20 nmol/L; Ambion, USA) mit doppelstringiger RNA (TRPCS5; sense:
5-GGAGGCUGAGAUCUACUAULtt-3; antisense: 5-AUAGUAGAUCUCAGCCUCCtg-3) und
siPort Amine (1:10) des Silencer siRNA transfection kits (Ambion) fiir 20 Minuten versetzt und
dann die Monozyten fiir 20 Stunden transfiziert. Verdnderungen von TRPCS5 oder von TRPC6 in
den Kontrollzellen und in den siRNA-transfizierten Zellen wurden mittels in-cell Immunoblotting

gemessen.

Nachweis von TRPC3 und TRPC5-Transkripten in Monozyten

Mittels RT-PCR wurden die Transkripte von TRPC3, TRPC5 und GAPDH (als Referenz) in
humanen Monozyten nachgewiesen. Die RNA wurde aus den Monozyten mit RNeasy mini kit und
RNase-free DNase set (Qiagen, Hilden, Germany) isoliert. Die RNA wurde zur Synthese von
cDNA mit Transcriptor first strand cDNA synthesis kit (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)
eingesetzt. Dazu wurden 300 ng der mRNA revers transkribiert in Anwesenheit von oligo dT (12 to
18) und 5 U AMYV reverse transcriptase bei 42°C fiir 60 Minuten, danach Erhitzung auf 99°C fiir 5
Minuten. Zu 2 pL der 1:10 verdiinnten single stranded cDNA wurden 20 uLL PCR mix und Fast start
DNA masterplus SYBR green I (Roche Diagnostics) zugegeben. Die PCR begann mit
Denaturierung bei 95°C flir 10 Minuten. Dann folgten 40 Zyklen mit Denaturierung bei 95°C fiir
100 Sekunden, Annealing bei 54°C fiir 120 Sekunden und Extension bei 72°C fiir 105 Sekunden.
Die eingesetzten Primer waren fiir TRPC3 (NM_003305; forward,
CAAGAATGACTATCGGAAGC; reverse, GCCACAAACTTTTTGACTTC), fir TRPCS
(NM _012471) forward, CCACCAGCTATCAGATAAGG; reverse,
CGAAACAAGCCACTTATACCG; und fir GAPDH (NM_002046; forward,
AACTGCTTAGCACCCCTGGC; reverse, ATGACCTTGCCCACAGCCTT). Die PCR Produkte
wurden auf 1.5% Agarose Gel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid in einen imaging analyzer (Gel
Doc 2000, BioRad) dargestellt. Die Grofle der Produkte waren 203 bp fiir TRPC3, 161 bp fiir
TRPCS und 202 bp fiir GAPDH. Die PCR wurde durchgefiihrt mit RNA plus reverse Transkription
(TRPC3; TRPCS5 oder GAPDH), RNA ohne reverse Transkription (-RT) und ohne RNA plus
reverse Transkription (-RNA). Um die Identitdt der PCR Produkte mit den GenBank Sequenzen
nachzuweisen, erfolgte die Sequenzierung der PCR Produkte. Die Sequenzierung erfolgte von
beiden Seiten mit DYEnamic ET-terminator cycle sequencing kits und ABI Prism 377 DNA
sequencer (Applied Biosystems, Weiterstadt). Die Analyse der Sequenzdaten erfolgte mit
Lasergene software package (Lasergene, Madison, USA). Die Sequenzierung bestétigte die Identitét

der PCR-Produkte mit den GenBank Sequenzen fiir TRPC3, TRPC5 und GAPDH.
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Statistik
Die Daten wurden als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben. Der

Vergleich zwischen den Gruppen erfolgte mit dem Mann-Whitney-Test. Ein p-Wert kleiner als 0,05

wurde als signifikanter Unterschied erachtet. Alle p-Werte wurden im zweiseitigen Test ermittelt.
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Resultate

Die Abb. 1 zeigt den Kationen-Einstrom in TRPC3-transfizierte Human Embryonic Kidney
(HEK)-293-Zellen. Im Vergleich zu Kontrollzellen war in TRPC3-transfizierten Zellen ein
signifikanter stirkerer Calcium- oder Gadolinium-Einstrom nachweisbar. Diese Versuche
bestdtigen, dass TRPC3-Kanile nicht-selektive Kationen-Kanile darstellen. Da der Gadolinium-
Einstrom im Vergleich zum Calcium-Einstrom stirker ausgeprigt ist, deuten die Untersuchungen

weiterhin darauf, dass Gadolinium besonders die TRPC3-Kanile nutzt.
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Abb. 1. Calcium-Einstrom und Gadolinium-Einstrom in Fura2-beladene Canonical Transient
Receptor Potential Kanal Typ 3 (TRPC3)-transfizierte Human Embryonic Kidney (HEK)-293-
Zellen. TRPC3-transfizierte HEK-293-Zellen oder HEK-Kontroll-Zellen wurden mit dem
Fluoreszenz-Farbstoff Fura2 inkubiert und in Calcium-freier Losung resuspendiert. Nach Zugabe
von 1 mmol/L Calcium (linke Abbildung) oder 50 umol/L Gadolinium (rechte Abbildung) kam es
in den TRPC3-transfizierten HEK-293-Zellen zu einem deutlich stirkeren Anstieg der Fluoreszenz
im Vergleich mit den Kontroll-Zellen. Daten sind Mittelwerte = SEM aus 8§ Messungen.

Jetzt wurde der Nachweis von TRPC3 und TRPCS in humanen Monozyten gefiihrt. Die Transkripte
fiir TRPC3 und TRPCS5 wurden in humanen Monozyten mittels Reverse-Transkriptase-Polymerase-
Kettenreaktion nachgewiesen (Abb. 2). Die TRPC3- und TRPCS5-Kanal-Proteine wurden in
humanen Monozyten mittels Immunoblotting nachgewiesen (Abb. 3). Der Immunoblot bestitigte
das Molekulargewicht von TRPC3 mit 97 kDa und von TRPCS5 mit 111 kDa. Weiterhin bestitigten
diese Versuche, dass diese TRPC-Kandle mit den eingesetzten AntikOrpern spezifisch auf

Monozyten nachgewiesen werden kdnnen.

Marker -RT TRPC5 -RNA -RT Marker
TRPC3 -RNA -RT GAPDH -RNA
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Abb. 2. Reprisentative PCR Produkte von TRPC3, TRPC5 oder GAPDH (als Referenz) in
humanen Monozyten. Die PCR wurde durchgefiihrt mit RNA plus reverse Transkription (TRPC3
oder TRPC5 oder GAPDH), RNA ohne reverse Transkription (-RT) und ohne RNA plus reverse
Transkription (-RNA). Marker bezeichnet die 100-bp ladder. Die Untersuchung bestitigt die Grofie
des TRPC3-Produkts mit 203 bp, des TRPC5-Produkts mit 161 bp und des GAPDH-Produkts mit
202 bp.

220 =y
2
TRPC3 |#4~ 100 -W¥|TRPC5

50

10

M M

Abb. 3. Nachweis von TRPC3 und TRPCS5 in humanen Monozyten mittels Immunoblotting. M
zeigt die Auftragung des Proteinmarkers. Der Immunoblot bestétigt das Molekulargewicht von
TRPC3 mit 97 kDa und von TRPCS5 mit 111 kDa.

Mittels quantitativem in-cell Western Assay wurden jetzt die Expression von TRPC3- und TRPC5-
Kanilen bei Patienten mit essentieller Hypertonie und normotensiven Kontrollpersonen verglichen.
Als interne Referenz wurde dabei immer das Leucocyte-Function-Associated Antigen-1 (CD11a)
mitgefiihrt. Die AbDb. 4 zeigt ein typisches Beispiel fiir den in-cell Western Assay bei einer
normotensiven Kontrollperson und bei einem Patienten mit essentieller Hypertonie. Es zeigte sich
eine gesteigerte Expression von TRPC3 und TRPCS bei Patienten mit essentieller Hypertonie im
Vergleich mit normotensiven Kontrollpersonen (normalisierte TRPC3 Expression: 3,21 + 0,59
versus 1,36 + 0,07 jeweils n=20; p <0,01; normalisierte TRPCS5 Expression: 2,10 + 0,28 versus
1,40 £ 0,52; jeweils n=12; p < 0,05; Abb. 5).
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Blank  TRPC3 TRPC5

Reference

ADbD. 4. Quantitativer in-cell Western Assay zum Nachweis von TRPC3- und TRPC5-Kanilen im
humanen Monozyten bei einer normotensiven Kontrollperson (NT) und bei einem Patienten mit
essentieller Hypertonie (HT). Die Monozyten in einer 96well Mikrotiterplatte (Ausschnitt) wurden
mit einem spezifischen rabbit-anti-TRPC3-Antikorper oder rabbit-anti-TRPCS5-Antikorper
(primérer Antikorper) und dem Fluoreszenz-markierten goat-anti-rabbit-Antikdrper (griine
Fluoreszenz) versetzt. Als Referenz wurde das Leukocyte-function-associated antigen-1 (CD11a)
mit einem spezifischen rat-anti-CD11a (primdrer Antikorper) und Fluoreszenz-markiertem goat-
anti-rat-Antikorpern (rote Fluoreszenz) gemessen. Die Fluoreszenz wurde mit einem Infrared
fluorescence imaging system gemessen und zusétzlich auch als Overlay dargestellt. Blank bedeuten
Messungen bei Abwesenheit des primédren Antikorpers. Dargestellt sind jeweils Vierfach-
Bestimmungen pro Probe und TRPC-Kanal.

v

**

@
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Normalized TRPC
expression (arbitrary units)

TRPC3 TRPCS

Abb. 5. Expression von TRPC3 und TRCPS5 bei Monozyten von normotensiven Kontrollpersonen
und Patienten mit essentieller Hypertonie. Dargestellt ist die Expression von TRPC bezogen auf die
Expression von CDI11a als Referenz (normalisierte TRPC-Expression). Jeweils n =20 fiir TRPC3
und jeweils n = 12 fiir TRPCS. *p < 0,05; **p < 0.01 zwischen den Gruppen.

Diec Abb. 6 =zeigt den typischen Calcium- und Gadolinium-Einstrom in Monozyten. Bei

Anwesenheit des Blockers SKF-96365 war der Anstieg der Fluoreszenz in den Monozyten nach
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Zugabe von Calcium auf 43 + 8% des Kontrollwertes und nach Zugabe von Gadolinium auf

56 + 7% des Kontrollwertes signifikant reduziert (jeweils n=12; p <0.01).

O Ca2+ 'Gd3+

Fluorescence ratio
(arbitrary units)

T 30s

Abb. 6. Calcium- und Gadolinium-Einstrom in Fura2-beladene Monozyten von einer
normotensiven Kontrollperson. Monozyten wurden mit dem Fluoreszenz-Farbstoff Fura2 inkubiert
und in Calcium-freier Losung resuspendiert. Nach Zugabe (Pfeil) von 1 mmol/L Calcium oder
50 umol/L Gadolinium kam es zu einem Anstieg der gemessenen Fluoreszenz. Die Daten sind
Mittelwerte £ SEM aus 4 Messungen.

Um den Kationen-Einstrom zwischen Patienten mit essentieller Hypertonie und normotensiven
Kontrollpersonen zu vergleichen, wurde immer das Verhéltnis von Gadolinium-Einstrom zu
Calcium-Einstrom gebildet. Dazu wurden Fluoreszenz-Veranderungen des Plateau-Wertes nach
Zugabe von Gadolinium im Verhéltnis zu den Verdnderungen nach Zugabe von Calcium als
Gadolinium/Calcium-Einstrom in Prozent berechnet. Bei Monozyten von Patienten mit essentieller
Hypertonie ergab sich ein signifikant gesteigerter Gadolinium/Calcium-Einstrom im Vergleich mit
normotensiven Kontrollpersonen (Gadolinium/Calcium-Einstrom, 1254 14% versus 80 £ 7%;
jeweils n=51; p<0,01; Abb. 7). Zusammen mit dem Nachweis der gesteigerten Expression von
TRPC3 und TRPCS5 bei Patienten mit essentieller Hypertonie deutet der gesteigerte
Gadolinium/Calcium-Einstrom auf die funktionelle Bedeutung der TRPC-Kanéle bei essentieller
Hypertonie hin.

Auch in Anwesenheit des L-Typ Calcium-Kanal-Blockers Nimodipin war bei Patienten mit
essentieller Hypertonie ein signifikant gesteigerter Gadolinium/Calcium-Einstrom im Vergleich mit
normotensiven Kontrollpersonen nachweisbar (Gadolinium/Calcium-Einstrom, 91 +20%, n=19;
versus 36+ 6%, n=14; p<0,05). Dagegen war in Anwesenheit von SKF-96365 der
Gadolinium/Calcium-Einstrom bei Patienten mit essentieller Hypertonie und normotensiven
Kontrollpersonen nicht signifikant unterschiedlich (Gadolinium/Calcium-Einstrom, 12+ 23%,
n=6; versus 7+ 33%, n=6; p = n.s.). Diese Befunde weisen darauf hin, dass fiir die essentielle
Hypertonie Verdnderungen an TRPC-Kanélen mehr bedeutsam sind als Verdnderungen an L-Typ

Calcium-Kanilen.
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Abb. 7. Gesteigerter Gadolinium/Calcium-Einstrom in Fura2-beladene Monozyten von Patienten
mit essentieller Hypertonie. Monozyten von Patienten mit essentieller Hypertonie (Hypertension,
n=>51, gefiillte Sdule) und von normotensiven Kontrollpersonen (Normotension, n =51, offene
Sdule) wurden mit dem Fluoreszenz-Farbstoff Fura2 inkubiert, in Calcium-freier Losung
resuspendiert, 1 mmol/L Calcium oder 50 umol/L Gadolinium zugegeben und die Verdanderungen
der Fluoreszenz gemessen. Die Fluoreszenz-Verdnderungen des Plateau-Wertes nach Zugabe von
Gadolinium im Verhiltnis zu den Verdnderungen nach Zugabe von Calcium wurde als
Gadolinium/Calcium-Einstrom in Prozent berechnet. **p<0,01 zwischen den Gruppen.

Um den Zusammenhang zwischen TRPC-Kanilen und dem Kationen-Einstrom weiter zu priifen,
erfolgte der Einsatz von small interfering RNA. Nach TRPCS5 knock-down mittels TRPCS small
interfering RNA kam es zu einer signifikanten Verminderung der TRPC5-Kanal-Expression auf
71 + 3% des Kontrollwertes (n=16; p <0.01), wohingegen die TRPC6-Kanal-Expresssion nicht
verdndert war (92 + 4% des Kontrollwertes; n = 11: p =n.s.). Nach TRPCS knock-down kam es zu
einer signifikanten Verminderung des Calcium-Einstroms auf 54 + 2% des Kontrollwertes und des

Gadolinium-Einstroms auf 24 + 4% des Kontrollwertes (jeweils n = 12; p < 0,05; Abb. 8).

61 6
o

S0 =
LS o > —
o > — c :
S > |1min g g4ilm|n
o 84 o2
$3 5<
5% z ¢
[

2. Tca2+ 2 TGd3+

-o-Control - TRPC5 siRNA -o-Control -o- TRPC5 siRNA

Abb. 8. siRNA-Gen-knock-down von TRPC5 vermindert den Kationen-Einstrom in Monozyten.
Dargestellt ist der Calcium-Einstrom (linke Abbildung) und der Gadolinium-Einstrom (rechte
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Abbildung) in Fura2-beladene Monozyten unter Kontrollbedingungen (offene Kreise) oder nach
Transfektion mit small interfering RNA gegen TRPCS (gefiillte Kreise). Die Monozyten wurden
mit dem Fluoreszenz-Farbstoff Fura2 inkubiert und in Calcium-freier Losung resuspendiert. Nach
Zugabe (Pfeil) von 1 mmol/L Calcium oder 50 umol/L Gadolinium kam es zu einem Anstieg der
gemessenen Fluoreszenz. Die Daten sind Mittelwerte + SEM aus 4 Messungen.

Weiterhin wurden die Befunde fiir TRP-Kanédle bei einem Tiermodell der primidren Hypertonie
iberpriift. Die Expression von TRPC3 war signifikant gré8er in  Monozyten von
spontanhypertensiven Ratten im Vergleich mit Wistar-Kyoto-Ratten (7,7 = 0,3 vs. 2,9 £ 0,5; jeweils
n=4; p<0,05). Weiterhin war ein gesteigerter Calcium-Einstrom in Monozyten von
spontanhypertensiven Ratten im Vergleich mit normotensiven Wistar-Kyoto-Ratten nachweisbar

(Fluoreszenz-Anstieg, 0,81 £ 0,13; n=9; versus 0,34 = 0,10; n= 8; p <0,05).
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Diskussion

Der Hauptbefund der vorliegenden Arbeit ist der Nachweis einer gesteigerten Expression von
Canonical Transient Receptor Potential (TRP)-Kanilen der Subtypen 3 (TRPC3) und 5 (TRPCS)
bei Patienten mit essentieller Hypertonie (Liu et al., 2006). Die gesteigerte Expression von TRPC-
Kandlen ist assoziiert mit einem gesteigerten Kationen-Einstrom bei essentieller Hypertonie. Ein
weiterer Hauptbefund ist der Nachweis einer gesteigerten Expression von TRPC3 auch bei einem
Tiermodell der primédren Hypertonie, ndmlich bei spontanhypertensiven Ratten im Vergleich mit
normotensiven Wistar-Kyoto-Ratten (Liu et al., 2005). Eine Reihe von Befunden in der Literatur
unterstiitzen die Ergebnisse, dass ein erhohter Calcium-Einstrom {iber TRP-Kandle mit der
primiren Hypertonie assoziiert ist.

a) Sowohl Cox et al. als auch Wellmann et al. zeigten kiirzlich einen gesteigerten Calcium-Einstrom
in Cerebralarterien und kleinen Mesenterialarterien von hypertensiven Ratten (Cox et al., 2003;
Wellman et al., 2001).

b) Der Speicher-aktivierte Calcium-Einstrom war erhoht in glatten GefaBmuskelzellen der Arteria
carotis oder Arteria femoralis bei hypertensiven Ratten (Nomura et al., 1997; Segikuchi et al.,
1996).

c) Kumar et al. zeigten, dass eine Hyperplasie von glatten GefidBmuskelzellen durch TRPCl1
aktiviert wird (Kumar et al., 2006).

d) Kiirzlich berichteten Welsh et al., dass es durch TRPC6-Antisense-Oligonucleotide zu einer
Verminderung der TRP-Kanalexpression, der Druck-induzierten Depolarisation und zur
Verminderung der Vasokonstriktion in Hirngefden der Ratte kommt, was wiederum auf die
Bedeutung von TRP-Kanilen fiir die Gefdlregulation hindeutet (Welsh et al., 2002).

e) Bei TRPC6 -/- Méusen, die eine gesteigerte Expression von TRPC3 aufweisen, waren eine
gesteigerte Kontraktilitdit von glatten GefiaBmuskelzellen, gesteigerte Kontraktilitit von
Aortenringen und erhdhter Blutdruck mit der gesteigerten TRPC3-Aktivitét assoziiert (Dietrich et
al., 2005).

Die jetzigen Befunde wurden an Monozyten erhoben. Es zeigte sich eine gesteigerte Expression von
TRPC3 und TRPCS zusammen mit einem gesteigerten Kationen-Einstrom bei Monozyten von
Patienten mit essentieller Hypertonie im Vergleich mit normotensiven Kontrollpersonen. Aufgrund
der Bedeutung von Monozyten fiir die Pathogenese der Atherosklerose, der Rekrutierung von
Monozyten in atherosklerotische Plaques und der Aktivierung und Umwandlung in Gewebe-
Makrophagen, erscheint eine gesteigerte Aktivierung dieser Zellen fiir die bekannten

Gefialkomplikationen bei der essentiellen Hypertonie bedeutsam zu sein. Die jetzigen Befunden
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ergidnzen frithere Beobachtungen iiber prédaktivierte Monozyten bei Patienten mit essentieller
Hypertonie (Dorffel et al., 1999).
Zusammenfassend weisen diese Ergebnisse auf eine wesentliche Bedeutung von TRPC-Kanélen in

der Pathogenese der essentiellen Hypertonie hin.
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