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EINLEITUNG

1. Einleitung

Weltweit tragen kardiovaskulare Erkrankungen als signifikanter Risikofaktor zur hohen
Morbiditadt und Mortalitét bei. Die Anzahl der an Hypertonie Erkrankten liegt bei der
Gesamtbevolkerung etwa zwischen 30 und 40 % (Mancia et al. 2013).

Der NO/cGMP Signalweg ist ein sehr wichtiger Regulator fur die Funktion des Herz-Kreislauf-
Systems. So ist bekannt, dass die Bioverfligbarkeit von NO (Stickstoffmonoxid) bei
pathophysiologischen Zustanden wie Bluthochdruck, Diabetes Typ II und koronarer
Herzerkrankungen abnimmt (Kojda und Harrison 1999). Diesbezglich spielen Therapien mit
ACE-Hemmern, die die Verfligbarkeit von NO verbessern kénnen, eine wichtige Rolle fir die
Behandlung von Bluthochdruck, Herzinsuffizienz mit reduzierter Ejektionsfraktion, Diabetes
und teilweise auch der koronaren Herzkrankheit. Sie haben eine sehr breite Wirkung: Sie
reduzieren das Risiko fur Mortalitédt, Schlaganfall, Herzinfarkt, Diabetes und
Nierenfunktionsstérungen (White 2003).

In der Pathophysiologie des nicht allergischen Angioddems koénnte der NO/cGMP Signalweg
eine wesentliche Rolle spielen. Der erste Bericht von Angioddem durch ACE-Hemmer-
Therapie stammt von Wilkin et al. im Jahr 1980 (Wilkin et al. 1980). Tierexperimentelle Befunde
zeigten, dass ACE-Hemmer auch das Bradykinin-induzierte FuBsohlen-Odem bei der Ratte

verstarken (Jouquey et al. 1988).

Bei Patienten unter ACE-Hemmer-Therapie ist vermutlich die Bradykininkonzentration erhéht
(Regoli und Barabe 1980;Bo6nner et al. 1990). Dennoch tritt ein Angio6dem nur gelegentlich
(0,1 bis 0,4 %) bei diesen Patienten auf (Vleeming et al. 1998). Daher missen noch weitere
Faktoren existieren, die die Bradykininwirkung beeinflussen oder mdglicherweise unabhéngig
davon wirksam werden kdnnen. Bas et al. haben beispielsweise berichtet, dass Fibrinogen
und C-reaktives Protein bei Patienten mit Angioddem signifikant erhoht waren (Bas et al.
2005).

In dieser Arbeit werden nun die Effekte des NO/cGMP-Signalweges und Fibrinogen auf die
Bradykinin B2-Rezeptorexpression intensiver erforscht und eine mdgliche Beteiligung des
NO/cGMP-Signalweges Uberprft.

Seite 1



LITERATURUBERSICHT

2. Literaturubersicht

2.1 NO/cGMP-Signalweg

Der Fokus dieser Arbeit liegt auf der Untersuchung des durch Stickstoffmonoxid Gbermittelten
Sighalweges, welcher letztlich zur Aktivierung der loslichen Guanylylcyclase (sGC) und
zyklischem Guanosinmonophosphat (cGMP) fihrt. Die Basis dieses Signalwegs ist, dass die
Guanylylcyclase (GC) Guanosintriphosphat (GTP) in cGMP umwandelt. Die Guanylylcyclase
wird dabei durch NO, Peptidliganden und die Hohe der intrazellularen Ca*?*Konzentration
aktiviert.

2.1.1. Endogenes NO

Robert F. Furchgott fand 1980 heraus, dass Acetylcholin nur Blutgefalle mit intakter
endothelialer Schicht dilatieren konnte (Furchgott und Zawadzki 1980). Es deutete auch
einiges daraufhin, dass das Endothel eine Substanz freisetzte, welche fir diese Wirkung
zustandig ist. Er benannte diese Substanz Endothelium-derived relaxing factor (EDRF). Spater
konnten Robert Furchgott, Louis Ignarro und Salvador Moncada, unabhangig voneinander,
EDRF als Stickstoffmonoxid (NO) identifizieren (Vanhoutte et al. ;Palmer et al. 1987;Furchgott
1988;Ignarro 1988). Palmer und Moncada identifizierten spater das verantwortliche Enzym als
endogene Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) (Palmer und Moncada 1989). Endogenes NO
ist an vielen verschiedenen Koérperfunktionen beteiligt. Es hat Einfluss auf die Regulation des
Vasotonus, den Tonus der glatten gastrointestinalen und urogenitalen Muskulatur, die
Thrombozytenaggregation, Funktionen des Immunsystems und die neuronale
Erregungstibertragung im zentralen und autonomen Nervensystem (Moncada und Higgs
1991;Snyder und Bredt 1992;Moncada und Higgs 1993;Forstermann et al. 1994;Nathan und
Xie 1994).

2.1.2. Stickstoffmonoxid Synthase (NOS)

Stickstoffmonoxid Synthase (NOS) ist auch in den Hamozyten des amerikanischen
Pfeilschwanzkrebses (Limulus Polyphemus) (Abb. 2.1) aufzufinden. Die Pfeilschwanzkrebse
existieren seit 500 Millionen Jahren, dieser Umstand verdeutlicht, dass die NOS auch einen

frheren evolutionaren Ursprung besitzt (Radomski et al. 1991a).

Seite 2



LITERATURUBERSICHT

Abbildung 2.1: A, Beispielbild eines Pfeilschwanzkrebses (Von Shubham Chatterjee -
Eigenes Werk, CC BY-SA 3.0, https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=27667459).
B, Bild eines Pfeilschwanzkrebs-Fossils (Von Ghedoghedo - Eigenes Werk, CC BY-SA 3.0,
https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=11260866).

Es sind bis zu diesem Zeitpunkt drei verschiedene Isoenzyme der NO-Synthase identifiziert
worden. Die induzierbare (iNOS oder NOS II), die neuronale (nNOS oder NOS 1) und die
endotheliale NOS (eNOS oder NOS lll). Wenn iINOS exprimiert wird, ist sie dauerhaft aktiv
(konsekutiv). Die nNOS und eNOS dagegen werden konstitutiv exprimiert und ihre Aktivitat ist

dabei abhangig von der Ca?* Konzentration und von Calmodulin (Forstermann et al. 1994).

Alle NO-Synthasen verwenden L-Arginin als Substrat, molekularen Sauerstoff sowie das
reduzierte Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH) als Co-Substrat. Cofaktoren aller
Isoenzyme sind Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD), Flavinmononukleotid (FMN) und
(6R)-5,6,7,8-Tetrahydro-L-Biopterin (BH4). Sie fungieren auch als Oxygenasen und
Reduktasen (Forstermann et al. 1991). Elektronen von NADPH in der Reduktase-Domane
werden durch die FAD und FMN zu dem Ham in die Oxygenase-Domaéne transferiert. Die
Oxygenase-Doméane bindet auch den essenziellen Kofaktor Tetrahydrobiopterin (BH4),
molekularen Sauerstoff und das Substrat L-Arginin (Crane et al. 1998;Alderton et al. 2001). Im
Prinzip wird NO durch die NOS Uber zwei Stufen synthetisiert. In der ersten Stufe wird durch
die NOS L-Arginin zu N*—hydroxy-L-Arginin hydroxyliert, die zweite Stufe stellt die Oxidation
von N®-hydroxy-L-Arginin zu L-Citrullin und NO durch die NOS dar (Stuehr et al. 1991b;Noble
et al. 1999;Stuehr et al. 2001) (Abb. 2.2). Das durch die NOS synthetisierte NO kann auf
verschiedene Proteine und Enzyme wirken, aber der bedeutendste physiologische Signalweg
ist dabei der NO/cGMP Signalweg.
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Abbildung 2.2: Schema der NO-Synthese durch die NOS. Enzymkatalysierte Reaktionen:
Hydroxylierung des L-Arginin zu N*—hydroxy-L-Arginin und Oxidierung zu L-Citrullin und NO
(Stuehr 1999).

2.1.2.1. Induzierbare NO-Synthase (iNOS)

In der Zelle wird die induzierbare NOS (iNOS) in der Regel nicht dauerhaft exprimiert, sondern
durch bakterielle Lipopolysaccharide, Zytokine und andere Substanzen induziert. Urspriinglich
wurde die induzierbare NO in Makrophagen identifiziert (Stuehr und Marletta 1985;Stuehr et
al. 1991a). Nach Beginn der Expression ist die iNOS nicht von der intrazellularen Ca?*
Konzentration abhangig und ist dauerhaft aktiv (Forstermann et al. 1994). Durch die iINOS
produzieren Makrophagen grofRe Mengen von NO, welches einen hohen antimikrobiellen
Effekt aufweist (Nathan und Hibbs 1991). Zusatzlich zu der zuvor beschriebenen Reaktion
kann NO auch direkt mit der DNA von Zielzellen interagieren und diese so schadigen. Auf
diese Weise konnen z. B. auch Tumorzellen zerstort werden (Wink et al. 1991;Fehsel et al.
1993). Nicht nur Immunzellen, sondern auch andere Zellarten kdnnen die induzierbare NO
bilden. Zum Beispiel nutzen Hepatozyten die induzierbare NO, um Malaria-Sporozoiten zu
bekampfen und unschadlich zu machen (Green et al. 1990). Die hohe Menge von NO,
produziert durch Immunzellen, ist nicht nur letal fir Tumorzellen, Mikroben oder Parasiten,
sondern auch fur gesunde Zellen. Inflammationen und Autoimmunlasionen sind von aktivierten
Makrophagen und neutrophilen Granulozyten umgeben, welche hohe Mengen an NO
produzieren. Dies fihrt zur Schadigung des Gewebes (Kroncke et al. 1991;Fehsel et al.
1993;Kroncke et al. 1993). Beim septischen Schock hat die Produktion von NO durch die iNOS
ebenfalls einen entscheidenden Einfluss auf den Krankheitsverlauf und die
Blutdruckregulation. Die hohe Menge des produzierten NO fiihrt zur arteriellen Hypotonie, da
NO die Vasodilatation induziert, ebenso kommt es durch das NO zu mikrovaskularen
Schadigungen. Hauptgrund fir die Entstehung der arteriellen Hypotonie ist also der Effekt von

NO, welcher zur Vasodilatation fiihrt (Macmicking et al. 1995;Lange et al. 2009).
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2.1.2.2. Neuronale NO-Synthase (nNOS)

Ende der 80er-Jahre haben Forschungen gezeigt, dass in zerebralen Geweben und in
neuronalen Zellen nach Stimulation mit Agonisten ein Wirkstoff freigesetzt wird, welcher die
Guanylylcyclase stimuliert und NO &hnliche Eigenschaften aufweist (Garthwaite et al.
1988;Forstermann et al. 1989;Knowles et al. 1989;Bredt et al. 1990;Fo6rstermann et al. 1990).

Die nNOS wird in spezifischen Neuronen konstitutiv exprimiert und durch die intrazellulare
Ca?* Konzentration und durch Calmodulin reguliert. Dabei liegt sie in den zerebralen Zellen in
I6slicher und membrangebundener Form vor und befindet sich an verschiedenen subzellularen
Lokalisationen (Zhou und Zhu 2009). Zusétzlich befindet sich die nNOS auch im Riickenmark,
sympathischen Ganglien, Nebennieren, peripheren Nerven, in Epithelzellen verschiedener
Organe, in Zellen der renalen Macula-Densa, Pankreas-Inselzellen und in vaskularen glatten
Muskelzellen (Forstermann et al. 1994). In Bezug auf die Gewebemasse befindet sich
mengenmallig die meiste nNOS in der Skelettmuskulatur (Nakane et al. 1993).

Die nNOS spielt auch eine Rolle bei weiteren physiologischen Funktionen, so z. B. beim
Lernen, der Erinnerung und der Neurogenese (Zhou und Zhu 2009). Es konnte gezeigt
werden, dass die NOS-Inhibition das Lernen beeintréchtigte und Amnesie in Tiermodellen
verursachte (Holscher und Rose 1992;Bohme et al. 1993).

NO, welches durch die nNOS im zentralen Nervensystem produziert wird, ist auch an der
zentralen Blutdruckregulation beteiligt (Sakuma et al. 1992;Togashi et al. 1992;El Karib et al.
1993). Die Inhibition der nNOS-Aktivitat in der Medulla oblongata und im Hypothalamus
verursachte systemischen Bluthochdruck (Toda et al. 2009). nNOS und eNOS kdnnen in vivo
auch verschiedene Rollen in der Regulation des humanen mikrovaskularen Tonus spielen
(Melikian et al. 2009).

So konnte bereits gezeigt werden, dass die nNOS in vaskularen glatten Muskelzellen nur in
sehr geringer Menge exprimiert wird. Ein Funktionsverlust der eNOS zeigt, dass diese geringe
Menge jedoch einen gewissen Grad an Vasodilatation aufrechterhalt. Die NO-Bildung der
NNOS Ubt also eine kompensatorische Funktion aus, indem sie die NO-Bildung der fehlenden

eNOS teilweise ersetzt (Schwarz et al. 1999).

2.1.2.3. Endotheliale NO-Synthase (eNOS)

Zwischen dem Blut und der GefaBwand befindet sich eine Schicht aus Endothelzellen
(Endothelium), welche das Gewebe mit dem Blut verbindet. Dabei wird die endotheliale NOS
(eNOS) dauerhaft in den Endothelzellen exprimiert. Die eNOS besteht aus zwei identischen
Monomeren und bildet somit ein Homodimer aus (Abb. 2.3). H&m ermdglicht dabei die

Dimerisierung der Monomere (Klatt et al. 1996;List et al. 1997) und ist ebenfalls fir den
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Elektronentransfer von Flavinen zu dem gegenuberliegenden Ham-Monomer notwendig (Abu-
Soud und Stuehr 1993;Brunner et al. 1998).

Durch die NOS wird L-Arginin in einer Redoxreaktion zu L-Citrullin umgewandelt (Palmer und
Moncada 1989;Forstermann et al. 1994). Die endotheliale NOS wird dabei u. a. auch in
Kardiomyozyten, Blutplattchen, bestimmten zerebralen Neuronen, im Epithelium der Plazenta
(Synzytiotrophoblast) und in tubularen Epithelzellen der Schweineniere (LLC-PK1) exprimiert

(Forstermann et al. 1994;Fdrstermann 2000).

Ca?* aktiviertes Calmodulin ist wie bei der nNOS, auch fur die eNOS-Aktivitat essenziell. Die
NO-Produktion der eNOS ist abhangig von der Ca?“Konzentration in der Zelle (>100 nM)
(Forstermann et al. 1991;Nathan und Xie 1994). Durch Erh6hung der Ca?"Konzentration wird
die Aktivitat der eNOS erhoht und es wird vermehrt NO gebildet. Ca?* induziert ebenfalls die
Bindung von Calmodulin an die NOS (Stuehr 1999).

Verschiedene weitere Proteine interagieren ebenfalls mit der eNOS und regulieren so ihre
Aktivitat, wie zum Beispiel das Hitzeschockprotein 90 (Hsp90) (Garcia-Cardefa et al. 1998).
Auch kann die in Caveolae lokalisierte eNOS mit dem Caveolae Hullprotein (Caveolin-1)
interagieren. Dies fuhrt zur Inhibition der eNOS. Diese Inhibition wurde von Drab et al. erstmals
beschrieben. Sie haben in BlutgefdlRen von Caveolin-1 defizienten Mausen eine verbesserte
endothelabhéngige Relaxation, als Folge der fehlenden eNOS-Inhibition, durch das
Caveolin-1 detektieren kdnnen (Drab et al. 2001).

Dass NO in vaskularen Endothelzellen standig produziert wird, konnte durch den
Mengenunterschied von cGMP in intaktem Endothelium und in von Endothelium befreiten
GefalRen ebenfalls gezeigt werden (Ignarro 1989). Spéatere Studien mit Tieren zeigten
auRRerdem, dass die Hemmung der NO-Produktion durch NO-Synthese-Inhibitoren eine direkte
Blutdruckerhthung zur Folge hat (Aisaka et al. 1989;Rees et al. 1989b;Vargas et al. 1991).
Dazu passend konnte in eNOS defizienten Tieren ein konstant erhdhter Blutdruck gezeigt

werden (Huang et al. 1995).

Durch Aktivierung der NOS kann eine Konzentration von circa 500 nM NO pro Zelle gemessen
werden (Malinski und Taha 1992). Die basale NO-Produktion ist dabei auch abhéangig von der
Art des GefalRes (Arterie/Vene) und ist selbst im gleichen Gefal? unterschiedlich hoch. Sie
hangt vom Durchmesser des betrachteten GefalRes ab. In bovinen Lungenarterien und
Lungenvenen ist die basale NO-Bildung in schmalen Gefalien grofRer, als in weiten Gefalien
(Ignarro 1989).

Die eNOS kann auch durch tangentiale Scherkraft oder Scherspannung, welche aus dem
Blutfluss resultieren, aktiviert werden. Die Scherkraft auf der Endothelzelloberflache 16st dann
die NO-Bildung in den Endothelzellen aus (Hintze und Vatner 1984;Holtz et al. 1984;Hull et al.
1986;Kaiser et al. 1986;Rubanyi et al. 1986;Buga et al. 1991). Diese Aktivierung wird durch
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die Phosphorylierung der eNOS vermittelt (Fulton et al. 1999;Fleming und Busse 2003)
(Dimmeler et al. 1999). Das eNOS-Protein wird dabei an verschiedenen Serin (Ser), Threonin
(Thr) und Tyrosin (Tyr) Resten phosphoryliert. Der Elektronenfluss wird durch die
Phosphorylierung des Ser1177 stimuliert, auch die Ca?* Empfindlichkeit der eNOS wird so
gesteigert. Dies stellt auch einen zuséatzlichen unabhangigen Mechanismus der eNOS
Aktivierung dar (Mccabe et al. 2000;Fleming und Busse 2003).

Reduktase-Domane

Homodimer Oxygenase-Domane

Abbildung 2.3: Struktur der eNOS und das Schema der NOS enzymkatalysierten Reaktionen
(Abbildung aus Dissertationsschrift von Stephanie Han-Whei Pick (https://docserv.uni-
duesseldorf.de/serviets/DerivateServlet/Derivate-49326.xml), modifiziert nach (Forstermann
und Sessa 2012).

Es wurde bereits diskutiert, ob vaskularer oxidativer Stress ein weiterer pathophysiologischer
Faktor ist, welcher kardiovaskulare Erkrankungen fordert, ebenso wie z. B. die
Herzinsuffizienz, koronare Herzkrankheit, Bluthochdruck und Diabetes mellitus (Kojda und
Harrison 1999;Ghiadoni et al. 2012). Risikofaktoren wie das Rauchen, Bluthochdruck,
Diabetes mellitus, hohe Lipidwerte flihren bekanntermalBen zur Superoxidbildung
(Forstermann und Muinzel 2006). Das gebildete Superoxid reagiert mit NO und bildet
Peroxynitrit (Beckman und Koppenol 1996). Auf diese Weise wird die NO-Konzentration
erniedrigt und zusatzlich Peroxynitrit gebildet, welches u. a. in der Lage ist BH4 zu oxidieren.
Dies fuhrt zur eNOS-Entkopplung (Milstien und Katusic 1999;Laursen et al. 2001). So wird der
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gewunschte vaskular-protektive Effekt der eNOS umgekehrt und vaskularer Stress erzeugt.
Mittels einer eNOS-Mutante, die zu einer Destabilisierung des Dimers, verminderter BH4-
Bindung, verminderter NO-Bildung sowie vermehrter Superoxidbildung fiihrt, konnte jedoch in
einem transgenen Tiermodell mit endothelspezifischer Expression dieser Mutante auf einem
eNOS-defizienten Hintergrund gezeigt werden, dass der entstehende oxidative Stress nur
einen geringfigigen Einfluss auf BlutgefaRschaden wie pathologisches vaskulares

Remodeling ausibt (Suvorava et al. 2015).

2.1.3. Guanylylcyclase (GC)

Guanylylcyclasen (GC) synthetisieren cGMP, induziert durch verschiedene Signale wie NO,
Peptid-Liganden und intrazellulare Kalzium-Durchflisse. Die Aktivierung der GC durch diese
Signale initiert die Umwandlung des zytosolischen Purin-Nukleosid GTP zu cGMP.
Intrazellulares cGMP reguliert die zellulare Physiologie durch Aktivierung von Proteinkinasen,
direkte Steuerung spezieller lonenkanéle oder durch Regulation von Phosphodiesterasen
(PDEs). Dies fuihrt zu Anderungen der zyklischen Nukleotid-Konzentration (Lucas et al. 2000).
Es gibt zwei Arten der GC, die membrangebundene Guanylylcyclase (pGC) und die l6sliche
Guanylylcyclase (sGC).

Guanylylcyclasen werden auch durch atriales natriuretisches Peptid (ANP) aktiviert, welches
die cGMP-Konzentration in Sdugetiergeweben erhdht (Hamet et al. 1984;Waldman et al.
1984;Winquist et al. 1984). Die ersten geklonten pGCs aus Saugetiergewebe waren
natriuretische Peptid Rezeptoren A (GC-A) und B (GC-B) (Chang et al. 1989;Lowe et al.
1989;Schulz et al. 1989). Danach wurde die DNA-Sequenzen der sGC a und 3 Untereinheiten
und 5 pGC: Guanylylcyclase C (GC-C), Guanylylcyclase D (GC-D), Guanylylcyclase E (GC-
E), Guanylylcyclase F (GC-F) und Guanylylcyclase G (GC-G) entdeckt bzw. dechiffriert
(Harteneck et al. 1990;Yuen et al. 1990).

GC-C ist dabei der Rezeptor fur das bakterielle hitzestabile Enterotoxin (ST) (Schulz et al.
1990;De Sauvage et al. 1991) und fir die endogenen Peptide Guanylin und Uroguanylin
(Currie et al. 1992;Hamra et al. 1993). Es wird in der Darmschleimhaut (Li und Goy 1993) und
in der Leber (Laney et al. 1994) exprimiert. Das GC-D wird im olfaktorischen Neuroepithel
exprimiert (Fulle et al. 1995). GC-E und GC-F werden in der Retina und die GC-E auch in der
Zirbeldrise exprimiert (Yang et al. 1995). GC-G kommt im Darm, der Niere, der Lunge und in
der Skelettmuskulatur vor (Schulz et al. 1998).
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2.1.3.1. L6sliche Guanylylcyclase (sGC)

Im Zytoplasma fast aller Saugetierzellen wird die sGC exprimiert. Sie vermittelt wichtige
physiologische Funktionen, wie z. B. die Hemmung der Aggregation von Thrombozyten,
Vasodilatation durch Relaxation glatter Muskelzellen, neuronale Signallbertragung und
Immunmodulationen (Collier und Vallance 1989). Dartiber hinaus weist NO auch antiadhasive,
antiproliferative, antioxidative und anti-apoptotische Eigenschaften auf (Gewaltig und Kojda
2002). Das Enzym selbst ist ein Heterodimer und besitzt eine a- und B-Untereinheit. Die
Expression der beiden Untereinheiten ist notwendig fiir die katalytische Aktivitat des Enzymes
(Kamisaki et al. 1986;Harteneck et al. 1990;Buechler et al. 1991). sGC besitzt eine N-terminale
regulatorische Doméne und eine C-terminale katalytische Domane (Abb. 2.4). Die sGC hat
auch Sequenzhomologien mit den Domé&nen des pGC und der Adenylylcyclase (Chinkers et
al. 1989;Krupinski et al. 1989;Thorpe und Morkin 1990). Die am weitesten verbreitetet
Untereinheit der sGC ist die a1p1-Heterodimer-lsoform (Evgenov et al. 2006;Cerra und
Pellegrino 2007;Tsai und Kass 2009;Montfort et al. 2017).

Funktionell kdbnnen wir die sGC in drei verschiedene Domanen einteilen: Ham-bindende,
dimerisierende und katalytische Doméne. Die Ham-bindende Doméne befindet sich am N-
Terminus und ist notwendig fir die Aktivierung der sGC durch NO (Gerzer et al. 1982;Ignarro
et al. 1982;0hlstein et al. 1982;Craven und Derubertis 1983).

Zur Bestimmung der Funktion der Untereinheiten wurden die Sequenzen der a1-Untereinheit
und der B1-Untereinheit entfernt. Nach Entfernung der B1-Untereinheit verlor die sGC ihre
Sensibilitdit zu NO. Dieser Umstand verdeutlichte auch die Bedeutung von NO bei der
Aktivierung der sGC. Die Entfernung der a1-Untereinheit beeinflusste die NO-Sensibilitat der
sGC nicht (Foerster et al. 1996). Dennoch bendétigt die sGC fir ihre Funktion beide
Untereinheiten, auch weil die a1-Untereinheit das Ham koordiniert (Stone und Marletta 1994).
Jedes Heterodimer der sGC beinhaltet ein Ham Molekll mit hoher Affinitat zu NO (Gerzer et
al. 1981a). Anders als Hamoglobin und Myoglobin bindet, auch in aeroben Umgebungen, sGC
besser an NO als an Sauerstoff (Gerzer et al. 1981a;Gerzer et al. 1981b). Das NO aktiviert die
sGC durch eine direkte Bindung an das Ham und bildet dabei einen Eisen-Nitrosyl-Ham-
Komplex aus (Abb. 2.4). Dieser Eisen-Nitrosyl-Ham-Komplex hat dabei eine Halbwertzeit von
4 Minuten bis 3 Stunden bei 20°C (Sharma et al. 1978;Hille et al. 1979).

Kohlenmonoxid (CO) ist ein weiterer Aktivator der sGC (Abb. 2.4), hat aber eine schwéachere
Affinitat als NO fur sGC. Experimente mit gereinigten sGC Enzymen haben gezeigt, dass es
durch NO 100 bis 200-fach und durch CO nur 4-fach aktiviert wird (Stone und Marletta 1994).
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sGC Aktivierung sGC

N-Terminal

Ham bindende
Domane

Dimerisierungs =
Doméne

Guanylylcyclase
katalytische
Domane

C-Terminal

Abbildung 2.4: A, Struktur der sGC Domane. B, Schema der sGC Aktivierung. sGC-
Aktivierung durch Kohlenmonoxid, Stickstoffmonoxid und Protoporphyrin IX.(Lucas et al.
2000).

cGMP cGMP

Protoporphyrin IX (PPIX) ist ein natirlich vorkommender Stoff und der Vorlaufer des Hams. Es
wird aus Glycin synthetisiert. PPIX aktiviert bei Him-Mangel die Ham-freie und auch die Ham-
enthaltende sGC Form, unabhangig von der Anwesenheit von Ham und NO (Abb. 2.4)
(Ignarro et al. 1982;Wolin et al. 1982). sGC braucht fiir das Erreichen seiner maximalen
Aktivitat als Cofaktor auch Mn?* und Mg?* (Waldman und Murad 1987).

2.1.4. Cyclisches Guanosinmonophosphat

cGMP ist ein weit verbreiteter intrazellularer sekundarer Botenstoff, der an vielen verschiedene
physiologische Prozessen wie dem Zellwachstum, der Apoptose, der Kontraktilitat, der
Leitfahigkeit von lonenkanalen etc. beteiligt ist. Der cGMP-Signalweg ist fiir die Funktion des
Herzmuskels, des Endothels und der glatten Muskeln lebenswichtig (Tsai und Kass 2009). So
konnte gezeigt werden, dass sGCR1-defiziente Mause wegen einer tédlichen
gastrointestinalen Obstruktion nur eine Lebensspanne von 3-4 Wochen aufweisen (Friebe et
al. 2007). Daruiber hinaus zeigten diese transgenen Tiere nicht nur einen Bluthochdruck,
sondern auch keine durch NO induzierte Vasodilatation und Hemmung der

Thrombozytenaggregation.

Es gibt mindestens zwei verschiedene cGMP Entstehungswege: durch NO und durch
natriuretische Peptide (NPs) (Chinkers et al. 1989;Baxter 2004). Es gibt drei Effektorproteine,
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die von cGMP aktiviert werden: Zyklisch-Nukleotid gesteuerte lonenkanale, Proteinkinasen
und Phosphodiesterasen (PDE) (Abb. 2.5) (Tsai und Kass 2009).

2.1.4.1. Proteinkinasen

Zwei verschiedene Proteinkinasen, cGMP-abhdngige Proteinkinase (PKG) und cAMP-

abhangige Proteinkinase (PKA), werden von cGMP aktiviert.

cGMP-abhéangige Proteinkinase

PKG ist, intrazellular, der primare Mediator von cGMP. Es gibt eine PKG | mit zwei Isoformen
(la und IB) (Sandberg et al. 1989;Tamura et al. 1996) und eine PKG Il (Orstavik et al. 1996).
PKG | wird weit verbreitet in S&ugetiergewebe, besonders in Blutplattichen, glatten Muskeln
und im Kleinhirn exprimiert (Lohmann et al. 1997). PKG Il ist nicht im kardiovaskularen System
vorhanden, aber wird in Lungen, Gehirn, Nieren, Darm und in Knochen exprimiert (Uhler
1993;Jarchau et al. 1994;Lohmann et al. 1997). Beide PKG sind Homodimere und haben
identische Strukturen. Sie besitzen drei funktionelle Domanen: eine N-Terminale Domane,
eine Regulatorische Doméne und eine Kinase-Doméne. Sobald cGMP an der regulatorischen
Doméne von PKG bindet, beginnt die Aktivierung der Kinase-Doméane und diese katalysiert
die Phosphorylierung von Serin/Threonin des Zielsubstratproteins (Tsai und Kass 2009).

Phosphorylierung des Inositoltrisphosphat (IP3)-Rezeptors und Phospholambans durch PKG
fuhrt in glatten Muskelzellen zur Entspannung (Raeymaekers et al. 1990;Komalavilas und
Lincoln 1996). Durch Phosphorylierung des Vasodilatator-stimulierenden Phosphoproteins
(VASP) und Vimentins sind sie auch an der Aktivierung der Blutplattchen und Neutrophiler
beteiligt (Pryzwansky et al. 1995;Aszddi et al. 1999). Aktivierung des G-Substrates, das in den
Kleinhirn-Purkinje-Zellen stark exprimiert wird, wirken als Phosphatase-Hemmer (Endo et al.
1999). PKG-vermittelte Phosphorylierung hemmt die Aktivierung der Thromboxan A;
Rezeptoren in Thrombozyten (Wang et al. 1998). PKG phosphoryliert ebenfalls Kalzium-
Kanale mit hoher Leitfahigkeit (BKca) so dass der extrazellulare Kalzium-Durchfluss reduziert
wird. Diese BKca Aktivierung ist an der Entspannung verschiedener Arten von glatten
Muskelzellen beteiligt (Peng et al. 1996;Carrier et al. 1997).

Wegener et al. zeigten durch Herz-spezifische PKG-I defiziente Mause, dass die cGMP-PKG
Signalubertragung fur die Herzkontraktilitat sehr wichtig ist. (Wegener et al. 2002) Die cGMP-
Modulation der Myozytenkontraktilitdt kann entweder durch NO oder natriuretisches Peptid
(NP) eingeleitet werden (Kojda et al. 1996;Mohan et al. 1996;Kojda und Kottenberg
1999;Zhang et al. 2005).
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Abbildung 2.5: Eine schematische Darstellung der PKG-Aktivitdt. IRAG=IP3-Rezeptor
assoziiertes cGMP-Kinase-Substrat (Gewaltig und Kojda 2002).

cAMP-abhangige Proteinkinase

Die Nukleotidbindungs-Doméane der PKA hat eine bedeutsame signifikante Homologie zu der
PKGs Nukleotidbindungs-Doménen. Dies erméglicht auch die Aktivierung durch cGMP. Dies
geschieht jedoch mit einer 50-fach niedrigeren Selektivitat als cAMP (Pfeifer et al. 1999). PKG
und PKA induzieren die Relaxation der Magenmuskelzellen von Kaninchen und
Meerschweinchen durch Inhibition der IP; abhangigen Freisetzung von Ca*? (Murthy und
Makhlouf 1995). cGMP und cAMP hemmen die Blutplattchen-Aktivierung, relaxieren vaskulare
glatte Muskeln und regulieren Chlorid und Wasser-Sekretion im Darm bei Wirbeltieren. cAMP
kreuzaktiviert PKG in verschiedenen vaskuldaren Geweben wie Rattenaorta und
Schweinekoronararterien (Jiang et al. 1992;Eckly-Michel et al. 1997). Kreuz-Aktivierung von
PKA durch cGMP, das von ST verursacht wird, vermittelt die Sekretion von Flussigkeit in

humanen Darmzellen (Forte et al. 1992;Chao et al. 1994).

Seite 12



LITERATURUBERSICHT

2.1.4.2. Zyklische Nukleotid-gesteuerte Kandle

Zyklische Nucleotid-gesteuerte (CNG) Kanale sind lonenkanéle, die durch Bindung von cGMP
und cAMP aktiviert werden. CNG Kanale sind Tetramere und haben vier Untereinheiten, die
rundherum liegen und eine zentral lokalisierte Pore bilden (Higgins et al. 2002). Die Kanéle
sind wichtige zellulare Schalter, welche die intrazellulare cGMP- oder cAMP-
Konzentrationsveranderungen in ein Membranpotential und Veranderungen der Ca?*-
Konzentration umwandeln (Biel und Michalakis 2009). CNG Kanale gehoéren strukturell zur
Familie der Porenschleifen-Kationenkanale (Yu et al. 2005). Es wurden drei zyklische
Nukleotid-bindende Domanen innerhalb der Kanéle identifiziert: Die CNG, die
hyperpolarisationsaktivierten (HCN; hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated)
Kationenkanale und EAG-dhnliche (ELK; Eag-Like) K* Kanéle (Kaupp und Seifert
2002;Hofmann et al. 2005;Craven und Zagotta 2006). CNG Kandle leiten hauptséchlich Na*,
K* und Ca?*. Die Kanéle sind auch streng Liganden-gesteuert weil die Offnung die Bindung
von cGMP oder cAMP bendtigt (Kaupp und Seifert 2002). Die cGMP-abhangige Regelung der
HCN-Stréme wurde nur in einigen Arten von nativen Neuronen gezeigt (Pape und Mager
1992;Ingram und Williams 1996). CNG Kanéle wurden ausdriicklich in Photorezeptoren und
in Geruchsrezeptor Neuronen exprimiert. Die Kandale in diesen Zellen spielen eine
grundlegende Rolle bei der Verarbeitung der Signale von Sinneswahrnehmungen. CNG
Kanéle wurden auch in anderen Zellarten und Geweben identifiziert, wie in Nieren, Gehirn,

endokrinem Gewebe und in Spermazellen (Kaupp und Seifert 2002).

2.1.4.3. Phosphodiesterasen

Elf Phosphodiesterase (PDE) Familien sind in Séugetieren Zellen vorhanden (PDE 1-11)
(Conti und Beavo 2007;Francis et al. 2009). Diese spalten die Phosphodiesterbindungen von
cGMP oder cAMP auf und bilden AMP oder GMP. Die Isoenzyme werden in unterschiedlichen
Geweben exprimiert und je nach Gewebetyp selektiv oder nicht selektiv. Sie werden auch
durch diese aktiviert oder gehemmt. Funf von elf PDEs (PDE1A, PDE1B, PDE5, PDE6 und
PDE9) hydrolysieren ausdriicklich cGMP. PDE1C, PDE2, PDE3, PDE10 und PDE1ll
hydrolysieren cGMP und cAMP. cGMP reguliert die Aktivitdten von PDE2, PDE3, PDES5 und
PDE9. PDE2, PDE3 und PDE5 werden in Herzmuskelzellen, in vaskularen Endothelzellen,
PDE3 und PDES5 in vaskularen glatte Muskelzellen exprimiert (Pauvert et al. 2002;Maurice
2005;Netherton und Maurice 2005).

cGMP aktivierte PDE2 erhoht seine Aktivitat fir cAMP. Diese Doppelselektivitat Ubermittelt ein
negatives Crosstalk zwischen cGMP und cAMP (Martins et al. 1982). Durch PDE2-Aktivierung
ist cGMP in der Lage, das Signal von cAMP zu reduzieren und die Herzfunktion zu
beeinflussen (Vandecasteele et al. 2001;Fischmeister et al. 2005;Leroy et al. 2008). Wie PDE2
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ist PDE3 auch ein Doppelsubstrat-Enzym und kann sowohl cAMP als auch cGMP
hydrolysieren. Im kardiovaskularen System ist PDE3 an der Regulierung der Kontraktilitat von
Herzmuskelzellen und glatten GefalBmuskeln tUber L-Typ-Kalziumkanale beteiligt (Malecot et
al. 1986;Verde et al. 1999;Vandecasteele et al. 2001).

PDES5 kann in drei Varianten (PDE5AL-3) vorliegen. PDES5 wird meistens durch PKG aktiviert
und hydrolysiert selektiv cGMP. Hierdurch wird die vaskulare glatte Muskelkontraktion von
PDES5 reguliert. PDE5 wird in der Lunge und im Schwellkdrper in hohen Mengen exprimiert.
Daher werden auch PDE5 Hemmer in der Therapie der pulmonalen Hypertonie und der
erektilen Dysfunktion eingesetzt (Rosen und Kostis 2003;Croom und Curran 2008;Driscoll und
Chakinala 2008). PDE 1, das cAMP und cGMP hydrolysiert, wird durch die Bindung von Ca?*
an Calmodulin aktiviert. Es degradiert das meiste cGMP in Herzmuskelzellen (Lukowski et al.
2010). PDE9 wird primar im Zentralnervensystem exprimiert und ist hochspezifisch fur cGMP
(Menniti et al. 2006). Die Aktivierung der PDEG6 in der Retina fuhrt zu einer Degradierung von
cGMP und SchlieBung von CNG Kanéle. (Zhang et al. 2008).

2.2. Kallikrein-Kinin-System

Das Kallikrein-Kinin-System (KKS) besteht aus 4 Komponenten: Kininogene, Kininogenasen,
Kinine und Kinasen. Kininogene (Kallikrein-Substrate) sind die Vorlauferproteine der Kinine.
Im Plasma gibt es zwei Hauptformen, niedermolekulares Kininogen (LMWK) und
hochmolekulares Kininogen (HMWK) (Jacobsen 1966b;Jacobsen 1966a). Das HMWK ist an
den frihen Phasen der oberflachen-aktivierten Koagulation beteiligt (Kluft et al. 1987).
Kininogenasen sind Enzyme, die sich im Gewebe als Gewebs-Kallikrein und im Plasma als
Plasma-Kallikrein befinden. Sie generieren Kinine durch Hydrolysierung der Kininogene und

die Kinine werden von Kininasen abgebaut.

Vaskulare glatte Muskelzellen in Kultur geben sowohl Kallikrein als auch Kininogen ab (Oza
et al. 1990). Sowohl vaskulares Gewebe als auch glatte Muskelzellen in Zellkultur enthalten
Kallikrein-mRNA (Nolly et al. 1985;Saed et al. 1990). Somit sind die Komponenten des KKS
im vaskularen Gewebe vorhanden, wo sie eine wichtige Rolle bei der Regulation des
GefalRwiderstandes spielen kdnnten. Es gibt auch Hinweise darauf, dass das KKS sowohl im
Herz-Kreislauf-System als auch in der Niere eine schiitzende Rolle spielt (Scicli und Carretero
1986).

Plasma-Kallikrein Plasma-Kallikrein wird hauptsachlich in Leber und Plasma exprimiert. Es
liegt im Proenzym-Form als Prakallikrein vor, unterscheidet sich von Gewebs-Kallikrein und

bildet hauptséchlich Bradykinin aus hochmolekularem Kininogen (Fitzgerald-Faktor, HMWK).
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Neben dem HMWK und dem Hageman-Faktor ist auch Plasma-Prakallikrein an der

Blutgerinnung, der Fibrinolyse und der Aktivierung des Komplementsystems beteiligt.

Kinine sind pharmakologisch aktive und nur kurzlebige Peptide, die durch Kallikreine aus
Kininogenen abgespalten werden. Im Plasma erfolgt die Synthese von Bradykinin und Kallidin
(lysyl-Bradykinin) durch Plasma-Kallikrein aus hochmolekularem Kininogen (HMWK) (Kaplan
und Joseph 2014). Kallidin wird durch die Aminopeptidase N sehr schnell zu Bradykinin
umgewandelt (Qadri und Bader 2018). An der Synthese von Bradykinin ist auch der
Gerinnungsfaktor Xl (Hageman Faktor) entscheidend beteiligt (Abb. 2.6).
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Abbildung 2.6: Schematische Darstellung der plasmatischen Synthese von Bradykinin auf
der Oberflache von vaskularen Endothelzellen. Nach der initialen Aktivierung von Pra-
Kallikrein zu Kallikrein, beispielsweise durch entziindliche Bedingungen, entwickelt sich eine
Verstarkungsschleife mit starker Bildung von Bradykinin, denn Kallikrein aktiviert den
Gerinnungsfaktor Xll, welcher dann wieder Kallikrein aktiviert (rote Pfeile). Dies wird jedoch
durch den Serin-Protease-Hemmer C1-INH, der Kallikrein und Faktor Xlla hemmt, gebremst
(nicht dargestellt ist die Hemmung der Komplementproteine C1r und C1s, Plasmin sowie
Faktor Xla). Deshalb fiihrt ein Mangel an C1-INH zu einer Destabilisierung des Systems und
dem Krankheitsbild hereditdres Angioddem. Gebildetes Bradykinin aktiviert den G-Protein
gekoppelten (Gq) Bradykinin-Rezeptor Typ 2 (B2), der die zellularen Wirkungen von
Bradykinin vermittelt. Viele Wirkungen von Bradykinin werden nach heutigem Verstandnis
hauptséchlich durch die Aktivierung von B2 auf Endothelzellen vermittelt, wodurch es zu einer
Freisetzung von NO, PGI2 und des endothelialen Hyperpolarisations-Faktor (EDHF) kommt
(1Endothelialer Membran-Multiprotein-Rezeptor-Komplex: Clqg Globular Head Receptor-
Cytokeratinl-Complex, Cytokeratinl und Urokinase-Plasminogen-Aktivator Receptor-
Cytokeratin1-Complex, aus Kojda G. ACE-Hemmer induzierte nicht-allergische Angioddeme:
https://www2.hhu.de/kojda-pharmalehrbuch/FortbildungstelegrammPharmazie/Fortbildungsartikel.html#2019).
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Préa-Kallikrein und HMWK zirkulieren im Plasma als bi-molekularer Komplex und binden auf
der Oberflache von Endothelzellen an einen endothelialen Membran-Multiprotein-Rezeptor-
Komplex. Nach der initialen Aktivierung von Pra-Kallikrein zu Kallikrein, beispielsweise durch
entziindliche Bedingungen, entwickelt sich eine Verstarkungsschleife mit starker Bildung von
Bradykinin (Abb. 2.6). Dies wird jedoch durch den Serin-Protease-Hemmer C1-INH gebremst.
Das Kallikrein-Kinin-System ist eng mit dem Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)

verbunden und antagonisiert teilweise dessen Wirkungen.

Die funktionelle Kopplung zwischen diesen beiden Systemen beruht auf der Aktivitat von ACE
(Bernstein et al. 2013) welches sowohl Angiotensin Il bildet als auch das Kinin Bradykinin zu
inaktiven Peptiden abbaut (Yang et al. 1970). Daneben kdnnen auch andere Proteasen
Bradykinin abbauen (Abb. 2.7). Hierzu gehéren hauptsachlich die neutrale Endopeptidase
(Neprilysin) sowie Aminopeptidase P und die Carboxypeptidase N (Qadri und Bader 2018).

ACE, NEP

CPN

RS

Bradykinin

. DPP1IV /)

R—

SISSI S

Abbildung 2.7: Schematische Darstellung der Proteolyse von Bradykinin. Das Angiotensin
Converting Enzym (ACE) und die neutrale Endopeptidase (NEP, auch Neprilysin) sind die
wichtigsten Bradykinin abbauenden Proteasen. Dariiber hinaus kdnnen weitere Proteasen
Bradykinin spalten. Hierzu gehéren Aminopeptidase P (APP), und Carboxypeptidase N (CPN).
Im Gegensatz dazu kann die Dipeptidylpeptidase IV (DPP [IV) wegen der
Bindungseigenschaften an die Aminosduren Bradykinin nicht direkt, sondern erst das nicht
mehr aktive Restpeptid nach Abspaltung des N-terminalen Arg weiter hydrolysieren (Kato et
al. 1978) aus Kojda G. ACE-Hemmer induzierte nicht-allergische Angioddeme:
https://iwww2.hhu.de/kojda-pharmalehrbuch/FortbildungstelegrammPharmazie/Fortbildungsartikel.html#2019).

Seite 16


https://www2.hhu.de/kojda-pharmalehrbuch/FortbildungstelegrammPharmazie/Fortbildungsartikel.html#2019

LITERATURUBERSICHT

Auch das Membranprotein Prolylcarboxypeptidase (PRCP) aktiviert Prakallikrein in
Endothelzellen (Moreira et al. 2002;Shariat-Madar et al. 2002;Shariat-Madar et al. 2004) und
verursacht anhaltende Entziindungsreaktionen auf Stimuli wie Lipopolysaccharid (Ngo et al.
2009). Wenn HMWK und Plasma-Prakallikrein an die Endothelzellmembran binden, wandelt
PRCP Plasma-Prakallikrein rasch in Kallikrein um und setzt dabei Kinine frei (Shariat-Madar
et al. 2004).

Gewebs-Kallikrein Kallikrein gehort zu einer Familie von Serinproteasen. Gewebs-Kallikrein
kann Kinine aus LMWK und HMWK freisetzen. Das Kallikrein-Gen wird vor allem in der
Unterkieferdrise, der Bauchspeicheldrise und der Niere exprimiert. Saed et al. haben kleine
Mengen Kallikrein-mRNA im Herz, im GefaRgewebe und in den Nebennieren mittels
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) nachgewiesen (Saed et al. 1990;Nolly et al. 1993).
Kallikrein und &hnliche Enzyme wurden im Gehirn und der Hypophyse (Chao et al. 1987), in
den Arterien und Venen (Nolly et al. 1985), in den Blutzellen (Nolly et al. 1993), in der Milz
(Chao et al. 1984), im Herz (Nolly et al. 1994) und in den Nebennieren (Scicli et al. 1989)

nachgewiesen.

2.2.1 Bradykinin

In den 1940er-Jahren fallen die Kinine mit der Identifizierung von Bradykinin (BK) durch Rocha
e Silva und seine Kollegen auf (Rocha et al. 1949). BK war in signifikanten Mengen aus Plasma
isoliert worden (Elliott et al. 1961). Seine Primarstruktur wurde durch die Gruppen von

Boissonnas und Elliott aufgeklart (Boissonnas et al. 1960;Elliott et al. 1960b).

Kinine sind Oligopeptide, die die Sequenz von Bradykinin enthalten und hauptsachlich als
lokale Hormone wirken, da sie in sehr niedrigen Konzentrationen (1-50 fmol/ml) zirkulieren und
durch Kininasen schnell hydrolysiert werden. Die Kinin-Konzentrationen sind in Niere, Herz
und Aorta héher (100-350 fmol/g) (Carbini et al. 1993), was die Hypothese weiter stlitzt, dass
sie dort hauptséchlich als lokale Hormone wirken. Gleichzeitig wirken sie aber auch als
Mediatoren von Entziindungen (Dela Cadena et al. 1991) bei Atherosklerose, Bluthochdruck
und Organschaden (Rhaleb et al. 2011).

Kininasen sind Peptidasen, die im Blut und anderen Geweben vorkommen und Kinine und
andere Peptide hydrolysieren. Als erste Kinase wurde in menschlichem Plasma die
Carboxypeptidase N (Kinase ) dargestellt (Erdos und Sloane 1962). Die bekannteste Kinase
ist das Angiotensin-Converting-Enzym (ACE) oder Kininase IlI, das Angiotensin | in I
umwandelt und Kinin inaktiviert (Yang et al. 1971). Eine weitere wichtige Kininase ist die
neutrale Endopeptidase 24.11 (NEP-24.11), die auch als Neprilysin bekannt ist (Erdés und
Skidgel 1988).
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2.2.2 Bradykinin Rezeptoren

Mindestens zwei Subtypen von Kinin-Rezeptoren wurden unter Verwendung von Analoga von
Bradykinin gut charakterisiert: B1 und B2 (Regoli 1986). Beide wurden geklont und gehéren
zur Familie der 7-Transmembran-Rezeptoren, die mit G-Proteinen in Verbindung stehen
(Mceachern et al. 1991).

B1-Rezeptoren sind in normalem Gewebe in sehr geringer Menge (oder gar nicht) vorhanden,
werden aber de novo bei Gewebeverletzungen, Entziindungen und der Verabreichung von
Lipopolysacchariden wie Endotoxin exprimiert und synthetisiert. Ihre wichtigsten Agonisten
sind das Arg9-Bradykinin und des-Arg10-Kallidin.

B2-Rezeptoren sind fir die meisten Wirkungen von Bradykinin verantwortlich und sind die
Hauptrezeptoren fur Bradykinin und Kallidin (Lys-Bradykinin) Beim Menschen wird der B2-
Rezeptor wie bereits erwéhnt durch die Aktivitat der Kallikreine und anderer Serinproteasen
mit konsekutiver Bildung des Liganden-Bradykinins aktiviert. Diese Wirkung kann durch einen
spezifischen Bradykinin B2-Rezeptor-Antagonisten (Icatibant) blockiert werden (Hecquet et al.
2000).

2.2.3 Physiologische und pathophysiologische Funktionen von Bradykinin und
Bradykinin-Rezeptoren

Synthetisches BK, das in menschliches oder tierisches Gewebe injiziert wird, reproduziert die
vier klassischen Hauptanzeichen einer Entziindung: Rétung, lokale Hitze, Schwellung und
Schmerz (Elliott et al. 1960a).

Kinine spielen eine wichtige Rolle bei der lokalen Regulation des Blutflusses in Organen, die
einen hohen TK-Wert aufweisen, wie die submandibulare Driise, der uteroplazentare Komplex
und die Niere (Seino et al. 1982;Roman et al. 1988;Berg et al. 1989). Endogen erzeugte Kinine
helfen, die Durchblutung der Skelettmuskulatur, der Gebarmutter und des Gehirns zu
regulieren, entweder direkt oder durch die Freisetzung von Prostaglandinen (Rhaleb et al.
2011). Die zirkulierenden Kininkonzentrationen im Blut reichen von 5 bis 50 pg/ml Blut (Scicli
et al. 1982). Diese Konzentrationen missen auf mindestens 100 pg beim Menschen (Bénner
et al. 1990) und 1000 pg bei Ratten (Salgado et al. 1986) erhoht werden, um den Blutdruck
akut zu senken. Mause mit einem Mangel an B1, B2 oder beiden sowie M&use mit niedriger
TK zeigten Blutdruckwerte, die denen von Wildtyp-Kontrollen ahnlich waren, was bestatigt,

dass Kinine keine wichtige Determinante des Blutdrucks sind (Trabold et al. 2002).

Gainer et al. testeten Icatibant und stellten fest, dass die kurzfristigen Blutdruckwirkungen von
ACE-Hemmern sowohl bei normotensiven als auch bei hypertensiven Probanden

abgeschwacht wurden (Gainer et al. 1998), was darauf hindeutet, dass die akute Wirkung von
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ACE-Hemmern zum Teil durch Kinine vermittelt wird, die entweder direkt oder durch
Freisetzung von Prostaglandinen und NO den lokalen und peripheren GefalRwiderstand

beeinflussen.

Bei spontan hypertensiven Ratten (SHR) und Koronararterien von Hunden wird die von
Bradykinin hervorgerufene endothelabhangige Relaxation durch ACE-Hemmer verstarkt
(Clozel 1991;Mombouli et al. 1992). Die Wirkung von ACE-Hemmern auf die lokale
Verstarkung der Kinin-induzierten Vasodilatation scheint teilweise auf ihre Inhibition des
Bradykinin-Abbaus und die erhdhte Produktion von aus dem Endothel stammende
Relaxationsfaktoren (EDRFs) wie NO und Prostaglandinen zurlickzufiihren zu sein (Rhaleb et
al. 2011).

Sowohl Human- als auch Tierstudien haben gezeigt, dass bei einer Ischamie Kinine aus dem
Herzen freigesetzt werden (Hashimoto et al. 1978;Noda et al. 1993). Diese wirken auch tber
die Freisetzung von NO auf den B2-Rezeptor und spielen eine wichtige Rolle bei der
kardioprotektiven Wirkung von ACE-Hemmern (Loke et al. 1999;Liu et al. 2002).

Wie bereits erwéahnt (siehe Abschnitt 1), ist die erhdhte Bradykininkonzentration fur die
Entstehung von nicht-allergischen Angioddemen verantwortlich. Das nicht-allergische
Angioddem besteht aus finf Subtypen: dem RAAS-induzierten Angioédem (RAE), dem
hereditdren Angioddem (HAE), dem erworbenen Angioddem (AAE), dem idiopathischen
Angioddem (IAE) und dem pseudoallergische Angioédem (PAE) (Bas et al. 2007). Am
haufigsten ist das RAAS induzierte Angioédem durch ACE-Hemmer oder AT1-Blocker
Therapien (Hellebrand et al. 2005). Bei diesen Therapien tritt das Angioédem nicht nur am
Anfang der Therapie auf, sondern kann es auch Jahre dauern, bis sich ein nicht-allergisches
Angioddem entwickelt (Bas et al. 2004;Hellebrand et al. 2005). Die Entstehung vom
Angiobdem am Kopf-Hals-Bereich kann bei Lokalisation im Larynx zu einem
lebensbedrohlichen Zustand fiihren (Bas et al. 2004).

Ursache fir das hereditare Angioddem (HAE) ist ein Mangel des C1-Esterase-Inhibitors (C1-
INH), der genetisch bedingt ist (Agostoni et al. 2004). Beim erworbenen Angioddem (AAE)
liegt oft ein gesteigerter Verbrauch von C1-INH mit erniedrigter C1-INH-Plasmakonzentration
zugrunde. Dies kann durch Autoantikdrper, B-Zell-Lymphome (Markovic et al. 2000;Cicardi et
al. 2003) oder durch Leberzellkarzinome und Leberzirrhose verursacht werden (Danielsson et
al. 1990;Cohen et al. 1993). Das pseudoallergische Angioddem (PAE) ist ein u. a. durch
Medikamente entstehendes Angio6dem und kann z. B. nach Acetylsalicylsaure-Einnahme
beobachtet werden (Morwood et al. 2005). Eine andere Form von Angioddem ist das

idiopathische Angioédem (IAE). Der Ausléser vom IAE ist noch nicht bekannt.

Bei der Behandlung von nicht-allergischen Angio6demen hat sich Icatibant als wirkungsvoll fur
die HAE-Falle (Cicardi et al. 2010) und auch fiur die RAE-Falle gezeigt (Bas et al. 2010;Bas et
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al. 2015). Fur die Behandlung von HAE wird dariiber hinaus seit mehr als 30 Jahren ein C1-
INH Konzentrat erfolgreich eingesetzt (Longhurst und Bork 2006;Bork et al. 2008).
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3. Material und Methoden

3.1. Substanzen und Lésungen

Demineralisiertes und frisch und destilliertes Wasser wurde zur Herstellung der Puffer und der
Losungen benutzt. Die Chemikalien, deren Hersteller nicht spezifisch angegeben wird, wurden
in bester verfugbarer Qualitat von den Firmen Sigma-Aldrich (Minchen), Merck (Darmstadt)
oder Roth (Karlsruhe) bezogen.

40 mM Tris 10 mM EDTA
TAE-Puffer
0,1 % Essigsaure pH 8,0
Tabelle 3.1
10 mM Tris pH 8,0
TE-Puffer
1 mM EDTA
Tabelle 3.2
890 mM Tris 89 mM Borséaure
10 X TBE-Puffer
20 mM EDTA
Tabelle 3.3
50 % Glycerin 50 mM EDTA
DNA-Auftragspuffer
0,1 % Bromphenolblau 10 % 10x TBE-Puffer
Tabelle 3.4
TAE-Puffer 0,75 % bis 2 % Agarose
Agarosegel 0,5 pl/ml Ethidiumbromid
(Die Agarose wurde durch Aufkochen gel6st)
Tabelle 3.5
OD-Mess-Puffer 50 mM Tris-HCI pH 7,5 1 mM EDTA pH 8,0
Tabelle 3.6
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RIPA-Lysis-Puffer

150 mM NacCl

0,1 % NP-40 (Igepal)

50 mM Tris

0,04 % Proteinase Inhibitor Coctail Set 3 (Calbiochem,

Darmstadt)

Tabelle 3.7

Bradford-Reagenz

5 % Ethanol

10 % Phosphoséaure

0,02 % Coomassie Blue G 250

Tabelle 3.8

150 mM Tris/HCI 0,4 % SDS
4X Trenngelpuffer
pH 8,8
Tabelle 3.9
250 mM Tris/HCI 0,2 % SDS
Sammelgelpuffer
pH 6,8
Tabelle 3.10
5 mM Tris 1 mM EGTA
1 mMEDTA 2,5 mM NazP204
Lysispuffer fur 1 mM NazVO, 1 mM PMSF
Proteinpraparationen (mit
5 mM NaF pH 7,6

Phosphataseinhibitoren)

Proteaseinhibitor Cocktail
Tablete (Roche

Biochemicals, Manheim)

Aprotinin, Leupeptin und

Benzamidin

Tabelle 3.11
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Krebs-HEPES Puffer

99 mM NacCl

1,87 mM CaCl,

4,69 mM KClI

1,2 mM MgSO.

25 mM NaHCOs

20 mM Na-HEPES

1,03 mM KzHPO4

11,1 mM Glucose

pH 7,35

Tabelle 3.12

Krebs-Henseleit Puffer

(modifiziert)

Hydrogencarbonat 25 mM

Sulfat 1,18 mM

Natrium 145,85 mM

Kalzium 1,6 mM

Chlorid 127,14 mM

Dihydrogenphosphat 1,18
mM

lonenzusammensetzung
Kalium 5,87 mM Magnesium 1,18 mM
pH 7,35 5,5 mM Glucose
Tabelle 3.13
50 mM Tris 10 % Glycerin
SDS-Probenpuffer
2 % SDS 0,005% Bromphenolblau

Tabelle 3.14

250 mM Tris/HCI 1% SDS
10x SDS-Laufpuffer
1,92 M Glycin pH 8,6
Tabelle 3.15
25 mM Tris 20 % Methanol
Transfer Puffer
200 mM Glycin pH 8,5
Tabelle 3.16
20 mM Tris 0,1 % Tween 20
TBST-Puffer
150 mM NacCl pH 7,6

Tabelle 3.17
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5 mM Tris 2 % SDS
Stripping-Puffer

0,75 % 3-Mercaptoethanol pH 7,6

Tabelle 3.18
50 mM Tris 100 mM EDTA
Lysis-Puffer fur
_ 100 mM NacCl 1% SDS
Mausschwanzspitzen
pH 8,0

Tabelle 3.19

3.2. Western-Blot
3.2.1. Lysierung der Organe

Aus Lunge, Herz und Aorta der Spezies Maus und Schwein wurden Proteinfraktionen isoliert
(siehe Abschnitt 3.4.3.), um damit mittels Western-Blot die Proteinexpression untersuchen zu
konnen. Die in Stickstoff gefrorenen Gewebe wurden mit einem ebenfalls in Stickstoff
gefrorenen Metallmoérser pulverisiert, schnellstens in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefald Gberfuhrt
und direkt danach mit einer entsprechenden Menge eiskaltem Lysis-Puffer (Tabelle 3.11)
versetzt. GrolRere Gewebeteile wie Herz, Lunge und Schweineaorta) wurden anschlieRend
mittels eines Ultra-Turrax (T8, lka Labortechnik, Staufen) auf hdchster Stufe homogenisiert.
Kleinere Gewebeteile wie Mausaorta und Koronararteriensegmente aus dem Schweineherz
wurden auf Eis im Kihlraum fir 10 Minuten bei 50 Hz einem Ultraschallgerat ausgesetzt
(Labson 200, Bender & Hobins, Gera). Danach wurden die Homogenate bei 4 °C und 100 x g
fur 20 Minuten zentrifugiert (Heraeus Cryofuge 8500i, Thermo Scientific, Schwerte) und der
Uberstand in 2 bis 6 verschiedene Eppendorf-GefaRe aliquotiert.

3.2.2. Bestimmung der Proteinkonzentration

Fur die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde die Methode von Marion Bradford
(Bradford 1976) verwendet. Die Methode basiert auf einer Absorptionsverschiebung des
Farbstoffs Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma, Minchen), von rotbrauner (ungebundener
kationischer Zustand) bis blau (Komplexbildung mit Proteinen). Kationische und unpolare
hydrophobe Seitenketten der Proteine werden von den Farbstoffen unspezifisch angebunden.
Das Absorptionsmaximum verschiebt sich dadurch von 470 nm auf 595 nm. Die
Proteinkonzentration in der Probe wurde bei einer Wellenlange von 595 nm gemessen (DU640

Spektrophotometer, Beckman, Krefeld). Vor jeder Messung wurde eine Kalibrierung mit einem
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Standard-Protein durchgefuhrt. Hierzu wurde Serumalbumin vom Rind (BSA, Sigma,
Minchen) in Konzentrationen von 10 pg/ml bis 140 pug/ml in 5 mM Tris (pH 7,6) als Standard
verwendet. Aus den Messwerten wurde mittels linearer Regression eine Kalibrationsgerade
errechnet. Mithilfe der Steigung dieser Gerade war es dann méglich die Messwerte, die fur die
unterschiedlichen Verdinnungen der Proteinfraktionen (1:20, 1:50, 1:100, 1:200, 1:400)
ergaben, in die jeweilige Proteinkonzentration umzurechnen. Es wurden nur diejenigen
Messwerte zur Berechnung verwendet, die sich im mittleren Bereich der Kalibrationsgerade

befanden.

Fur die Messungen wurden Standard-VIS-Kivetten (Sarsted, NuUmbrecht) benutzt. Einer
Mischung aus 100 pl Proteinldsung der Verdiinnungsreihen werden 400 pl Bradford-Reagenz
zugesetzt (Tabelle 3.8). Ein Blankwert mit 100 pl Tris und 400 pl Bradford-Reagenz wurde vor

Beginn der Messreihe vermessen, um das Hintergrundrauschen zu Ausschlief3en.

3.2.3. Deglykosylierung

Einige Proben wurden mit N-Glucosidase F (PNGase F; Sigma-Aldrich, Minchen)
deglykosyliert. Dazu wurde ein Aliquot aus der Probe entnommen, dass 50 pg Protein
entsprach und mit destilliertem Wasser bis auf 35 pl aufgefillt. Dann wurden 10 pl eines
250 mM Phosphat-Puffer (pH 7,5) und 2,5 pl einer Mischung von SDS (2 %) und
3-Mercaptoethanol (1 M) zusammen pipettiert. Das Gemisch wurde 5 Minuten bei 95 °C
denaturiert. Nach dem Kihlen auf Eis wurden zusatzlich 2,5 pl Triton® X-100 (15%) und 2 ul
N-Glucosidase F (0,5 Unit/ul) zugegeben. Es wurde mit der Hand geschiittelt, kurz zentrifugiert
und fur 3 Stunden bei 37 °C inkubiert. Das Inkubat wurde dann fiir die Western-Blot-Analyse

verwendet.

3.2.4. Allgemeines Western-Blot-Protokoll

Die Auftrennung der Proteine erfolgte mittels denaturierender, diskontinuierlicher SDS-
Gelelektrophorese (Laemmli 1970;Maizel et al. 1970). Die Proben wurden 1:1 mit SDS-
Probenpuffer (Tabelle 3.14) vermischt und bei 95 °C fir 5 Minuten denaturiert, um mogliche
Fragmentierungen auszuschliel3en und allen Proteinen die gleiche negative Ladung zu geben.
In allen Proben wurden die gleiche Proteinmenge (in pug) verwendet, um sie miteinander
vergleichen zu kdnnen. Die Gelmatrix wurde zweigeteilt. Zuerst wurde ein Trenngel, je nach
der untersuchten Proteingrof3e, mit 8 % bis 12 % Acrylamid/Bisacrylamid 37,5:1 (Merck,
Darmstadt) in Trenngel-Puffer (Tabelle 3.9) gegossen und mit 0,6 ul/ml TEMED (N,N,N',N'-
tetramethylethylenediamine) (Merck, Darmstadt) und 0,8 ug/ml APS (Ammonium persulfat)

(Sigma, Minchen) polymerisiert. Nach Abschluss der Polymerisation wurde auf das Trenngel
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ein Sammelgel mit 4,5 % Acrylamid/Bisacrylamid 37,5:1 in Sammelgel-Puffer (Tabelle 3.10)
gegossen und mit 0,6 pl/ml TEMED und 0,8 pg/ml APS polymerisiert. Wahrend der
Polymerisation des Sammelgels sorgte ein oben eingesteckter Kamm dafir, dass die
Einfulltaschen flr die Proteinproben genau dieselbe GroRRe aufwiesen. Fir die Gelherstellung

und die Elektrophorese wurden Apparaturen von der Firma Bio-Rad, Minchen, verwendet.

Pro Gel wurde eine Tasche mit einem farbmarkierten Protein-Grélienstandard (Page RulerTM
Fermentas, St. Leon-Rot) beladen. Die maximale Proteinmenge pro beladene Tasche durfte
100 pg nicht Gberschreiten, um eine ordnungsgemafe Trennung zu gewahrleisten. Der Gellauf
erfolgte mit SDS-Laufpuffer (Tabelle 3.15) bei 150 V fur ca. 75 Minuten. Dabei wurde darauf
geachtet, dass die durch das Bromphenolblau markierte Startlinie der Proteinfraktionen nicht
aus dem Gel hinauslief. In einigen Fallen wurde jedoch zur besseren Trennung der
Proteinfraktion solange gewartet, bis der Standardproteinmarker fur 25 kD bis an das Ende
des Gels migriert war. Vor dem vollendeten Gellauf wurden die Apparaturen (Bio-Rad,
Munchen) und der Transferpuffer (Tabelle 3.16) vorbereitet und der Puffer wurde kaltgestellt.
Die PVDF-Membran (Polyvinylidene Fluoride) (Porengrof3e 0,45 pm; Millipore, Schwalbach)
wurde kurz im MeOH (Methanol) (Merck, Darmstadt) aktiviert, anschlielend 2 Minuten im
destillierten Wasser gewaschen und danach fiir mindestens 5 Minuten im Transferpuffer
inkubiert. Die aufgetrennten Proteine wurden vom Trenn-Gel auf die PVDF-Membran in die
Blotting-Apparatur Ubertragen. Der Transfer erfolgte fir 90 Minuten bei 100 V in gekihlten
Transferpuffer, welcher mittels Akkus kalt blieb. Die Membran wurde nach dem Transfer

getrocknet.

Um unspezifische Bindungen zu sattigen wurde die Membran mit 6 % Magermilchpulver
(Sigma, Minchen) in TBST (Tris-Buffered Saline plus Tween 20) (Tabelle 3.17) fur 1 bis
3 Stunden oder mit 2 % ECL Advanced Blocking Agent (AmershamTM ECL Advance Western-
Blotting Detection Kit; GE Healthcare, Miinchen) blockiert. AnschlieBend wurde die Membran
mit dem ersten Antikdrper, entweder suspendiert in 1 % Magermilchpulver oder 2 % ECL
Advanced Blocking Agent mit TBST, fir 3 Stunden bei Raumtemperatur oder alternativ bei 4
°C Uber Nacht inkubiert. Hierfir wurden monoklonale Antikérper aus der Maus oder
polyklonale Antikdrper aus dem Kaninchen verwendet (Tabelle 3.20). Nach der ersten
Antikdrperinkubation wurde die Membran erneut 4-mal 5 Minuten gewaschen. Anschliel3end
wurde die Membran flr eine Stunde mit Peroxidase—gekoppeltem anti-IgG-Antikérper (1:5000)
inkubiert. Fir monoklonale Antikdrper wurde hierfir Maus-lgG- (Bio-Rad, Minchen) und fur

die polyklonalen Antikérper Kaninchen-IgG-Antikdrper (Calbiochem, Darmstadt) verwendet.

Nach Ende der Inkubationszeit wurde die Membran erneut 4 mal 5 Minuten mit TBST
gewaschen, danach fur 5 Minuten mit dem Lumi-Light Western-Blotting-Substrat (Roche
Biochemicals, Manheim) oder mit LumigenTM TMA-6 (AmershamTM ECL Advance Western-

Blotting Detection Kit; GE Healthcare, Miinchen) inkubiert. Durch die Peroxidase-Aktivitat des
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sekundaren Antikorpers entstand ein Chemilumineszens-Signal, welches durch Belichtung
eines Rontgenfiims (HyperfimTM ECL, Amersham, GE Healthcare, Miinchen) sichtbar
gemacht werden konnte. Der Film wurde in unterschiedlicher Lange, von Sekunden bis
Minuten, belichtet und danach entwickelt. Ein polyklonaler anti-Aktin-Antikérper wurde als
Ladekontrolle benutzt. Um die Antikérperbindungen und Blockierungs-Reagenzien zu
(Tabelle 3.18) mit

3-Mercaptoethanol bei 50 °C fir 20 Minuten in 5-minitigen Abstédnden geschuttelt und

entfernen, wurde die Membran mit einem Stripping-Puffer
anschlieend 4-mal fir 5 Minuten mit TBST gewaschen. Die Membran stand nach dieser
Stripping-Prozedur fiir eine erneute Antikdrperinkubation, beispielsweise den Antikdrper

gegen Aktin, zur Verfiigung.

Bezeichnung Quelle Verdinnung Hersteller
anti-B2 Bradykinin Receptor Kaninchen  1:1000 Affinity BioReagents, Bonn.
anti-B2 Bradykinin Receptor Kaninchen 1:1000 Biozol, Eching
anti-B2 Bradykinin Receptor Kaninchen  1:1000 Sigma, Miinchen
_ o _ Acris Antibodies,

anti-B2 Bradykinin Receptor Kaninchen  1:1000 _

Hiddenhausen

BD
anti-B2 Bradykinin Receptor Maus 1:1000

Biosciences, Heidelberg
anti-B2 Bradykinin Receptor Maus 1:200 R&D Systems, Minneapolis
anti-VASP Kaninchen 1:1000 Alexis, Lorrach
Anti-P-Ser239-VASP Maus 1:1000 Alexis, Lorrach
Anti-Aktin Kaninchen  1:2500 Sigma, Miinchen

Tabelle 3.20: Verwendete Antikdrper.

Mit Hilfe eines Densitometers (Gel Doc 1000, Bio-Rad, Miinchen) wurden die entwickelten
Filme vermessen. Die Auswertung der optischen Dichte der Banden geschah mit der
Herstellersoftware ,Quantity One* (Version 4.1.1). Nur die Banden desselben Blotes wurden

vermessen und auf die jeweilige Kontrolle auf 100 % standardisiert.
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3.3. Praparation und Analyse der RNA
3.3.1. RNA-Isolierung

Die RNA-Isolierung erfolgte durch Hilfe des RNeasy Mini Kit (Quiagen, Hilden). Die zu 80 bis
90 % konfluent kultivierten Zellen wurden mit PBS (Gibco, Karlsruhe) gewaschen und mit
700 ul kaltem Lysispuffer, bestehend aus 693 pl RLT-Puffer® (Quiagen, Hilden) und 7 ul
3-Mercaptoethanol (99 %), versetzt. Die Zellen wurden mit einem Zellschaber (Neolab,
Heidelberg) abgeschabt und sofort in ein 1,5 ml Eppendorf Gefal3 Uberfuhrt. Die Suspension
wurde gut homogenisiert, um alle Zellklumpen zu lésen. Die komplette Zellsuspension wurde
auf eine QlAshredler® (Quiagen, Hilden) Saule gegeben und 2 Minuten bei 15.000 x g
(Heraeus Biofuge Pico, Heraeus) Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit
700 pl 70 % Ethanol versetzt und grundlich suspendiert. Anschliel3end wurden 700 pl davon
auf RNeasy® Saule (Quiagen, Hilden) gegeben und bei Raumtemperatur 15.000 x g fur eine
Minute zentrifugiert. Danach wurde der Durchlauf verworfen, die restliche Probe wurde auf die
RNeasy-Saule gegeben, bei Raumtemperatur 15.000 x g fir eine Minute zentrifugiert und
erneut wurde der Durchlauf verworfen. Anschlie3end wurde 350 pul RW1 Puffer® (Quiagen,
Hilden) auf die Séaule gegeben, bei Raumtemperatur 15.000 x g fir eine Minute zentrifugiert
und der Durchlauf wurde verworfen. Ein DNase mix, der aus 10 pl DNase und 70 pl RDD
Puffer® (RNase-Free DNase Set; Quiagen, Hilden) besteht, wurde vorher vorbereitet. Von
diese DNase mix wurden 80 pl auf die Saule gegeben und bei Raumtemperatur fir 15 Minuten
inkubiert. Anschlieend wurden 350 ul RW1 Puffer auf die Saule gegeben, bei 15.000 x g fur
eine Minute zentrifugiert und der Durchlauf wurde erneut verworfen. Die Saule wurde auf ein
neues Auffanggefall gegeben. Danach wurde 500 pl RPE Puffer® (Quiagen, Hilden) auf die
Saule pipettiert, bei Raumtemperatur 15.000 x g fiir eine Minute zentrifugiert und der Durchlauf
wurde verworfen. Dieser Schritt wurde nochmals durchgefiihrt und zuséatzlich noch bei
Raumtemperatur 15.000 x g fir 2 Minuten zentrifugiert. Die Saule wurde auf ein 1,5 ml
Eppendorf Gefald gesetzt, 50 ul RNase freies Wasser (RNase-Free DNase Set; Quiagen,
Hilden) hinzugegeben, bei Raumtemperatur 2 Minuten inkubiert und anschlieBend bei
15000 x g fiir eine Minute zentrifugiert. Danach wurde das Eluat erneut auf die Séaule gegeben
und bei 15.000 x g fur eine Minute zentrifugiert. Letzter Schritt erfolgte zur Erh6hung der
Ausbeute.

3.3.2. Konzentrationsbestimmung der RNA

Das Photometer (Eppendorf BioPhotometer; Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg)
wurde auf RNA eingestellt (UV 260 und 280 nm). In einem 0,5 ml Eppendorf Gefal? wurden
45 ul OD-Messpuffer (Tabelle 3.6) vorgelegt und zuséatzlich 5 pl von der Probe zugefluigt. Ein

Blankwert mit 50 pl OD-Messpuffer wurde vor Beginn der Messung vermessen. Der
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Verdinnungsfaktor von 1:10 wurde im Photometer eingegeben und die Proben wurden dann

gemessen.

3.3.3. RNA-Analyse

Eine Synthese der cDNA wurde fir die Untersuchung der mRNA-Expression verschiedener
Gene, bendtigt. FUr die cDNA-Synthese wurde ein Aliquot aus der Probe entnommen, das
2 ug RNA entsprach. Danach wurden 1 ul Random Hexamer Primer (RevertAid™ H Minus
First Strand cDNA Synthesis Kit, Fermentas, St. Leon-Rot) zugefiigt und mit DEPC
behandelten Wasser (RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit, Fermentas, St.
Leon-Rot) bis auf 12 pl aufgefillt. AnschlieBend wurde es mit der Hand vorsichtig gemischt,
fur 3 bis 5 Sekunden zentrifugiert und bei 70 °C fur 5 Minuten inkubiert. Nach der Inkubation
wurde die Probe direkt auf Eis gelegt und erneut fir 3 bis 5 Sekunden zentrifugiert. Danach
wurden 4 pl eines 5-fach Reaktionspuffers (RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis
Kit, Fermentas, St. Leon-Rot), 1 ul RiboLock™ Ribonuclease Inhibitor (RevertAid™ H Minus
First Strand cDNA Synthesis Kit, Fermentas, St. Leon-Rot) und 2 pl dNTP mix (10 mM)
(RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit, Fermentas, St. Leon-Rot)
zusammengefiigt. Anschlielend wurde die Probe vorsichtig gemischt, fur 3 bis 5 Sekunden
zentrifugiert und bei 25 °C fur 5 Minuten inkubiert. Nach der Inkubation wurden zusétzlich noch
1 pl RevertAid™ H Minus M-MuLV Reverse Transcriptase (200u/pl) (RevertAid™ H Minus
First Strand cDNA Synthesis Kit, Fermentas, St. Leon-Rot) zugefiigt. Diese Lésung wurde erst
bei 25 °C fur 10 Minuten und anschlieRend bei 42 °C fur 60 Minuten inkubiert. Diese Reaktion
wurde dann durch Inkubation bei 70 °C fir 10 Minuten gestoppt und die Probe auf Eis gekihlt.

3.3.4. Bradykinin-Rezeptor-Expessionsanalyse

Zur Bestimmung der Bradykinin B2-Rezeptorexpression wurden die unten beschriebenen

Primer fuir humane und porcine cDNA-Proben verwendet.
Human

1. Primer Sense 5CAC ATCCCACTCTGAGTCCA3JZ
2. Primer Antisense 5' CAG CAC AAC CAG GAC TAGCA 3
Programm fur die PCR

Denaturierung: 94°C 3

Denaturierung: 94°C 307
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Annealing: 60 °C 30
Elongation: 72°C 1
Zyklen: 44

Porcin

1. Primer Sense: 5 GCCTCTTTTCCGCTTTCTTT 3
2. Primer Antisense: 5" GTG TCC AGG AAG GTG CTG AT 3

Programm fir die PCR

Denaturierung: 94°C 3
Denaturierung: 94 °C 307
Annealing: 63°C 307
Elongation: 72°C 257
Zyklen: 44

3.4. Versuchstiere

Die Gewebe der Tiere nach Futterungsversuchen wurden von Dr. rer. nat. Marc Oppermann
(PETN) (Oppermann et al., 2009; Oppermann et al., 2008) und Dr. rer. nat. Thao-Vi Dao
(L-NA) (Dao et al, 2010) zur Verfugung gestellt. Diese Versuche wurden von der
Bezirksregierung Dusseldorf genehmigt (AZ 23.05-230-3-77/99, AZ 23.05-230-3-52.99, AZ
50.05-230-3-65/99, AZ 50.05-230-3-94/00, AZ 50.05-230-18/06). Alle anderen Versuche
wurden mit Geweben von unbehandelten 3-6 Monate alten méannlichen Mausen verschiedener
Stamme (siehe unten) durchgefiihrt. Die Zucht und Haltung dieser Tiere unter standardisierten
Bedingungen (20°C Raumtemperatur, relative Luftfeuchtigkeit 55% +-5 %, 12 h-Tag-Nacht
Rhythmus durch Kunstlicht) gewahrleistete die Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine-
Universitat unter der Leitung von Frau Dr. Annemarie Treiber bzw. ihres Nachfolgers Herrn PD
Dr. med. vet. Martin Sager. Die Tiere erhielten keimfreies Trinkwasser und standen unter
tierarztlicher Kontrolle. Fir die Versuche wurden folgende Spezies und Linien verwendet: C57
Black 6 Mause (C57BI/6), transgene Mause mit endothelspezifischer Uberexpression der
eNOS (eNOSY), eNOS-defiziente Mause (eNOS™) sowie die jeweiligen transgen-negativen

Geschwistertiere.
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3.4.1. Fltterungsversuche
3.4.1.1. Futterungsversuch mit dem organischen Nitrat PETN

Fur die Fuotterungsstudie mit PETN wurden mannliche Mause des C57Bl/6-Stammes
verwendet. Es erfolgte eine Einteilung in verschiedene Gruppen. Die Mause bekamen
Standardfutter (PETN-0) oder Futter, das mit 6 mg (PETN-6) oder 60 mg (PETN-60) PETN
(Actavis, Langenfeld) / Kérpergewicht/ d versetzt war. Das Futter wurde von der Firma Harlan
Winkelmann GmbH (Borchen) geliefert und basierte auf der ,,Global Diet 2016 for rodents®. Die
entsprechenden Mengen von PETN wurden so homogenisiert, dass bei einem
durchschnittlichen Kérpergewicht von 25 g pro Maus, eine tagliche Futteraufnahme von 5 g
angenommen wurde. Der Plasmakonzentration der PETN Metaboliten PETN-Dinitrat (PEDN)
und -Mononitrat (PEMN) wurden in PETN-behandelten Mausen gemessen. Die
Konzentrationen der beiden Metaboliten nahmen mit steigender PETN-Dosis in direkt
proportionaler-weise zu (Oppermann et al. 2008). Kojda et al. haben die NO-Freisetzung und
die Aktivierung der loslichen Guanylylcyclase durch PETN gezeigt und bestétigten
reproduzierbar die Wirkung durch Vasorelaxations-Experimente (Kojda et al. 1998a).

3.4.1.2. Futterungsversuch mit L-Nitroarginin

Eine Gruppe C57Bl/6 Mause erhielt eine Behandlung mit dem eNOS-Inhibitor N-Nitro-L-
Arginin (L-NA, Sigma, Minchen). Hierzu wurde im Trinkwasser der Mause eine Konzentration
von 1,5 mg/ml L-NA eingestellt. Diese Dosierung entspricht ungefahr 100 mg/kg/d bei etwa
2 ml taglich aufgenommener Flissigkeitsmenge (Kojda et al. 1999). Die Behandlung dauerte
3 Wochen und die Trinkwasser-Lésungen wurden jeden Tag erneuert. Die Effektivitat der
Behandlung wurde in verschiedenen Arbeiten unsere Arbeitsgruppe untersucht (Oppermann
et al. 2011;Suvorava et al. 2015).

3.4.2. Genotypisierung transgener Tiere

Zur Untersuchung, ob endogen gebildetes NO einen Einfluss auf die Expression des
Bradykinin B2-Rezeptors hat, wurden Gewebe von transgenen Tieren untersucht, die durch
eine endothelspezifische Uberexpression der eNOS charakterisiert sind. Dieser Tierstamm
war im Institut fir Pharmakologie der Universitat Disseldorf bereits etabliert worden (Suvorava
et al. 2005;0ppermann et al. 2011). Bovine eNOS DNA (4,1 kb) wurde zwischen dem murinen
Tie-2-promotor und einem Tie-2-Intron Fragment (wird als Tie-2-Enhanced verwendet)
kloniert, um spezifisch eine zusatzliche eNOS-Genexpression in arteriellem und vendsem

GefalRgewebe zu erzielen (Abb. 3.1).
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Abbildung 3.1: Schematische Darstellung des Tie-2-eNOS-Plamids mit markierten
Schnittstellen flr ausgewahlte Restriktionsenzyme (Abbildung aus Dissertationsschrift von
Martina Weber) (https://docserv.uni-duesseldorf.de/servlets/DocumentServlet?id=2197).(Weber et
al. 2002).

Der genetische C57BI/6-Hintergrund der eNOS"Y -Mause, wurde durch mehr als zehnmalige
Ruckkreuzung mit C57BI/6 Mausen erhalten. Transgen-negative Geschwistertiere (eNOS"),
die genetisch grundsatzlich den C57BI/6-Mausen entsprechen, dienten fir die Experimente
als Kontrollen. Zur Untersuchung, ob der Verlust von NO einen Einfluss auf die Bradykinin B2-
Rezeptorexpression hat, wurden eNOS defiziente Mausen verwendet. In der vorliegenden
Arbeit wurden zwei verschiedene eNOS”-Stamme benutzt. Der als eNOS-KO-S bezeichnete
Stamm wurde von Shesely et al. generiert (Shesely et al. 1996), wahrend der als eNOS-KO-
G bezeichnete Stamm von Gddecke et al. etabliert wurde (Gddecke et al. 1998).

Die Schwanzspitzenbiopsien der Mause wurden im Alter von etwa 3 Wochen gewonnen und
zur Praparation der genomischen DNA verwendet. Zu diesen Schwanzspitzenbiopsien wurden
750 pl eines Puffers bestehend aus 750 pl Lysis-Puffer (Tabelle 3.19) und 17,5 pl (0,5mg/ml)
Proteinase K gegeben. Diese Proben wurden tiber Nacht bei 56 °C inkubiert und geschuttelt
(Thermomixer; Eppendorf, Wesseling-Berzdorf). Anschlieend wurden die Proteine durch
Aussalzen mit 250 pl NaCl-Losung (6M) geféllt, fur 5 Minuten geschiittelt und danach fur
15 Minuten bei 15.000 x g zentrifugiert. Der groRte Teil des Uberstandes (710 ul) wurde in ein

neues 1,5 ml Eppendorf-Gefal? tberfihrt und mit 500 pl eiskaltem Ethanol versetzt, einige
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Male geschwenkt und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend erfolgte eine
weitere Zentrifugation fiir 30 Minuten bei 15.000 x g und 4 °C. Der Uberstand wurde verworfen,
der Rickstand mit 750 pl kaltem 70 % Ethanol gewaschen und erneut flr 5 Minuten bei 4 °C
15.000 x g zentrifugiert. Nun wurde der Uberstand vorsichtig abgeschiittet, die Restflissigkeit
abpipettiert und das Pellet getrocknet. Zuletzt wurde in 100 ul TE-Puffer (Tabelle 3.2)
zugegeben und tber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Diese Lésung wurde als Template

fur die anschlieBende PCR verwendet.

Jede PCR-Probe enthielt 1-2 pl der DNA-haltigen Losung, 2,5 yl Mastermix (Qiagen, Hilden)
und 0,4 uM Primer. Die DNA wurde in Mastercycler (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf)
vervielfaltigt. Die Proben wurden mit DNA-Auftragspuffer (Tabelle 3.4) im Verhéltnis 1:1
gemischt und in den Geltaschen der Agarose gel (Tabelle 3.5) mit positiven und negativen
Kontrollen (DNA bereits charakterisierter Mause) aufgetragen und als GréRenstandard eine
100-oder 1000-Basenpaarleiter (Invitrogen, Karlsruhe; Thermo Fisher Scientific, Schwerte)
verwendet. Anschliel3end erfolgte die Gelelektrophorese in TAE Puffer (Tabelle 3.1) in einer
Kammer von Bio-Rad (Minchen) bei 90 V fir etwa 30 min. die Auswertung wurde unter UV-
Licht (254 nm) durchgefunhrt.

Der unten beschriebene Primer wurden fir die PCR verwendet.
Genotypisierung der eNOS" Mause
1. Primer Sense: 5 GGG AAG TCG CAA AGT TGT GAG 3

2. Primer Antisense: 5 GCTCCC AGT TCTTCACGC CAG 3

Programm fir die PCR

Denaturierung: 95°C 3’
Denaturierung: 95°C1 10
Annealing: 54°C1 15~
Elongation: 72°C2' 7T
Zyklen: 35

Genotypisierung der eNOS” Mause
1. Primer: eNOS Mu Sense 5 CTC GACGTT GTCACT GAAGC ¥

2. Primer: eNOS Mu Antisense 5 TCA AGA AGG CGATAG AAG GC Y
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3. Primer: Neo Sense 5 GCATCACCAGGAAGAAGACCYX

4, Primer: Neo Antisense 5 GAG CCATACAGATGG TTGCC 3

Programm fir die PCR:

Denaturierung: 95°C 3’
Denaturierung: 94°C1 10
Annealing: 55°C1 15°
Elongation: 72°C1 77
Zyklen: 35 Zyklen

3.4.3. Praparation und Entnahme der Gewebe

Die Mause wurden mittels CO,-Inhalation euthanasiert und anschlieRend auf eine
Praparationsapparatur (Abb. 3.2) fixiert. Fur die anschlieBende Praparation wurde Krebs-
Hepes-Puffer (Tabelle 3.12) verwendet. Das Fell wurde entfernt und mit Hilfe einer Schere
wurden seitlich der Rippen eingeschnitten. Das Diaphragma wurde vom Brustkorb entfernt. So
gelang es, den thorakalen Bereich freizulegen. Die Lungen, das Herz und die thorakale Aorta
wurden sorgfaltig entfernt und mit Krebs-Hepes-Puffer (KHP) gewaschen. Beim Praparieren
der Aorta wurde darauf geachtet, dass diese nicht zu stark gedehnt oder zusammengedriickt
wurde, sodass die Endothelzellen unbeschadigt blieben. Das Durchspulen der Aorta mit KHP
erfolgte langsam und mit wenig Druck noch in-situ nach Punktion des linken Ventrikels im
Bereich des Apex. Das Schockgefrieren erfolgte in flissigem Stickstoff und die anschlie3ende
Einlagerung der Gewebeproben erfolgte bei -80 °C.

3.5. Zellkultur
3.5.1. Isolierung der Schweine-Aorten-Endothelzellen

Die Aorten frisch geschlachteter Schweine, die zur Préaparation der Endothelzellen bendtigt
wurden, stammten aus dem Duisburger Schlachthof ,Frische Kontor GmbH*®. Zur Vermeidung
der Kontamination mit Mikroorganismen wurden die Aorten in autoklavierten Kunststoffbeuteln
(VWR, Langenfeld) auf Eis transportiert. Im Gegensatz zu der Ublichen Transportweise in
gekuhltem PBS oder Nahrmedium kam es deutlich seltener zu einer Kontamination der
Primérkulturen der Endothelzellen. Die Methode zur Isolierung und Anzucht der
Endothelzellen der Schweineaorten wurden zun&chst anhand der Zell-Ausbeute evaluiert.
Hierzu wurden 3 verschiedene Methoden miteinander verglichen und die effektivste Methode

ausgewahlt.
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Abbildung 3.2: Ein Bild der Praparationsapparatur.

Methode 1:

Zu Beginn der Préparation wurden die Aorten von allem anhangenden Gewebe mit Hilfe einer
Schere gereinigt (Abb. 3.3-A, B). Die aul3eren Teile der Aorta wurden danach mit 80 % Alkohol
desinfiziert. Aus der Aorta wurden unter dem ,Laminar Air-Flow" auf der sterilen Arbeitsflache
in viereckige Stucke prapariert, die dann zur weiteren Bearbeitung in speziell angefertigten
Préaparationsapparat gespannt wurden (Abb. 3.3-C+D). Nur auf diese Weise lie3en sich die
Aortenstiicke sorgfaltig in dem Apparat platzieren und befestigen. AnschlieRend wurden 2 ml
Dispase-Losung (55 Unit/ml, Roche Biochemicals, Mannheim) gleichmaRig auf die
endotheliale Oberflache der Aortenstiicke verteilt und fir 15 Minuten in einem Brutschrank bei
37 °C inkubiert. Zur weiteren Isolierung erfolgte die Zugabe von 8 ml Nahrmedium (siehe
Abschnitt 3.5.7.1) und das Absaugen der gesamten Flussigkeit in ein steriles 15 ml Falkon-
Rohrchen (BD Falkon-RéhrchenTM, BD, Heidelberg). Nach einer Zentrifugation bei 200 x g
fir 5 Minuten wurde der Uberstand bis auf 1 ml abgesaugt und erneut 14 ml Nahrmedium
zugeflgt und in eine 75 cmz2 Zellkulturflasche (BD, Heidelberg) abpipettiert. Die Lagerung der

Flaschen erfolgte bei 37 °C im Brutschrank. Nach 24 h wurde das Nahrmedium gewechselt.
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Abbildung 3.3: Beispiel Bilder A) Ungereinigte Schweineaorta, B) Gereinigte Schweineaorta
(Abbildung aus  Dissertationsschrift ~von  Sawsan  Agouri,  https://docserv.uni-
duesseldorf.de/servlets/DocumentServlet?id=34363) C+D) Apparaturen zur Fixierung der
Aortensegmente.

Methode 2:

Die &uf3eren Seiten der Aorta wurden mit 80 % Alkohol desinfiziert. Mit einer sterilen Schere
wurde die Aorta durchgeschnitten und mit einem sterilen Wattestabchen Abstriche genommen
und in eine Zellkulturschale vorsichtig Ubertragen. Es wurden danach 20 ml Nahrmedium
zugegeben und die Zellen bei 37 °C fur 24 h inkubiert. Nach einem weiteren Nahrmedium-
Wechsel wurde bis zur Konfluenz des Zellwachstums gewartet, wobei alle 2 Tage ein Wechsel

des Nahrmediums erfolgte.

Methode 3:

Alle Ausgange und Verzweigungen der Arteria intercostalis wurden mit Hilfe von Klammern
(Abb. 3.4-B) oder Nahmaterials (Abb. 3.4-A) verschlossen. In den vorderen Teil der Aorta
wurde ein steriler Mikrosauger (1,0 x 60 mm, Spiggle&Theis, Overath) geklemmt. Dann wurde
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mit 20 ml PBS durchgespult und das andere Ende der Aorta mit einer Klemme verschlossen,
10 ml Dispase-L6sung eingespritzt und fir 20 Minuten im Brutschrank inkubiert. Die
Zellsuspension wurde in einem 50 ml Falkon-Réhrchen aufgefangen und zusatzlich noch mit
20 ml Nahrmedium nachgesplilt. Dieses GefalR wurde mit 200 x g fur 5 Minuten zentrifugiert
und der Uberstand wurde abgesaugt. Das Pellet wurde mit 15 ml Nahrmedium resuspendiert.
Die Zellsuspension wurde in eine 75 cm? Zellkulturflasche pipettiert. Nach Auswertungen der

Zellausbeute wurde diese Methode fir die weiteren Zellisolierungen ausgewahit.

A B

Abildung 3.4: Beispielbilder von Schweineaorten A) Arteriae intercostalis mit Nahmaterial
verschlossen, B) Arteriae intercostalis mit Klammern verschlossen (Abbildung aus

Dissertationsschrift von Sawson Agouri, https://docserv.uni-
duesseldorf.de/serviets/DocumentServiet?id=34363).

3.5.2. Isolierung der glatten Muskelzellen

Auch fir die Etablierung der Isolierung glatter Muskelzellen aus der Schweineaorta sind
verschiedene Methoden durchgefuhrt worden, um die effektivste diese Methoden auswéahlen

zu koénnen.

Methode 1:

Die Aorten wurden mit dem im Kapitel 3.5.1.1. vorgestellten Apparat fixiert (Abb. 3.3 C, D).
Um die Endothelzellen zu entfernen wurde die Aorta mit einem Skalpell abgekratzt und mit

PBS durchgesplult. Dieses Verfahren wurde 2-mal wiederholt.

Danach wurde mit 2 ml Dispase-Ldsung 20 Minuten im Brutschrank inkubiert. Anschlie3end
wurden 8 ml Nahrmedium zusatzlich zugefugt und alles in ein 15 ml Falkon-Réhrchen tberfuhrt
und mit 200 x g fir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet mit
15 ml Nahrmedium resuspendiert. Die Zellsuspension wurde hiernach in eine 75 cm2
Zellkulturflasche tberfihrt.
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Methode 2:

Die Aorten wurden fixiert, abgekratzt und anschlie3end gewaschen (siehe Abschnitt 3.5.2.1).
Aus den Aorten wurden mit Hilfe eines Skalpells kleine Stiickchen entnommen und in eine
Schale gleichméaRig platziert. Danach wurde 20 ml Nahrmedium vorsichtig zugefiigt und fir
eine Woche inkubiert. Nach Auswertungen der Zellausbeute wurde diese Methode fiur die

weiteren Zellisolierungen ausgewahlt.

3.5.3. Isolierung der humanen vendsen Endothelzellen der Nabelschnire

Die Nabelschnire wurden mit Alkohol &uferlich desinfiziert. AnschlieRend wurde der
Mikrosauger in die Vene eingefiihrt und mit Hilfe einer Klemme befestigt. Es wurde 2-mal mit
PBS durchgespult und das andere Ende von der Nabelschnur eingeklemmt. Danach wurde
10 ml Dispaselosung eingespritzt und fur 15 Minuten im Brutschrank inkubiert. Die
Zellsuspension wurde in einem 50 ml Falkon-Roéhrchen aufgefangen und mit 20 ml
Nahrmedium das Gefal3 nachgespult. AnschlieRend mit 200 x g fur 5 Minuten zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abpipettiert, mit 15 ml Nahrmedium das Pellet suspendiert und in eine
75 cmz Zellkulturflasche Gberfihrt.

3.5.4. Aufreinigung der Zellen

Nach der Isolierung der Zellen wurde vor der Fitterung unter einem Mikroskop (Phase-
Kontrast, Nikon) kontrolliert, ob eine Kontamination mit anderen Zellen vorliegt. Die
kontaminierten Zellkulturflaschen wurden 2-mal mit PBS gewaschen. Unter einem Mikroskop
wurden die gewlnschten Zellen (z. B. Endothelzellen) mit einem Zellschaber (Neolab,
Heidelberg) abgeschabt. AnschlieRend wurden 10 ml Nahrmedium zugefiigt und abschlieBend

wieder abgesaugt und in eine neue Zellkulturflasche tberfiihrt.

3.5.5 Isolierung von DNA aus Zellkulturen

Aus der Zellkulturflasche oder —schale wurde das Medium abgesaugt, mit PBS gewaschen
und Trypsin zugegeben. Das Trypsin (Gibco, Karlsruhe) wurde mit dem Nahrmedium
inaktiviert, anschlieRend mit einer 5 ml Pipette suspendiert und in ein 50 ml Falkon-Rohrchen
eingefiihrt. AnschlieRend wurde es bei 200 x g fur 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgesaugt, mit 10 ml PBS das Pellet suspendiert und 200 x g fir 5 Minuten zentrifugiert.
Der Uberstand wurde erneut abgesaugt und mit 200 pl PBS in ein 1,5 ml Eppendorf Gefal
Uberfuhrt. AnschlieRend wurde 20 pl Quiagen Protease oder Proteinase K und zusétzlich noch
200 pl Puffer AL (QlAamp® Mini Kit, Qiagen, Hilden) zugefligt, danach fir 10 Minuten bei
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56 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurde 96 bis 100 %iger Ethanol zugegeben, fir
15 Sekunden mit einem Vortex geschiittelt und kurz zentrifugiert. Das Lysat wurde zentral auf
die QlAamp® Mini Spinsaule, die in einem Auffanggefald war, pipettiert, ohne die Membran zu
bertihren und bei 6000 x g fur eine Minute zentrifugiert die Saule wurde in ein frisches
Auffanggefal? gestellt, danach ohne die Ringe nass zu machen 500 pl Puffer AW1 (Qiagen,
Hilden) zugegeben und bei 6000 x g fir eine Minute zentrifugiert. Die Saule wurde erneut in
ein frisches AuffanggefaR gestellt, anschlieRend, ohne die Ringe nass zu machen 500 ul Puffer
AW?2 (Qiagen, Hilden) zugegeben und bei 15000 g fir 3 Minuten zentrifugiert. Die Saule wurde
erneut in ein frisches Gefal3 gestellt, bei 15000 g fir eine Minute zentrifugiert und danach in
ein 1,5 ml Eppendorf Gefalie gestellt. AnschlieBend wurde 200 ul Puffer AE, oder RNA- und
DNA-freies destilliertes Wasser (Qiagen, Hilden) auf die Sdule gegeben fiir 2 Minuten inkubiert
und fir 1 Minute bei 6000 x g zentrifugiert. Danach wurde das Eluat im Eppendorf-Gefaf

eingefroren.

3.5.6. Geschlechtsspezifische PCR

Far die Experimente wurden mannliche Schweine benutzt, um geschlechtsspezifische
Phanomene auszuschlielRen. Amylogeninein ist ein gewebespezifisches Protein, das im
Zahnschmelz-Epithel der Zéhne zu finden ist (lkawa et al. 2005). Es wird durch zwei Gene
codiert, Amel X und Amel Y. Diese unterscheiden sich in ihrer Sequenz im 5-UTR. Die auf den
X- oder Y- Chromosom des Amylogenin-Gens bindenden Primerpaare wurden entworfen, um
das Geschlecht der Tiere herauszufinden. Die Amel Y Fragmentgréf3e betrug 277 bp und die
Amel X 245 bp.

1. Y-Chromosom Primerpaar:

Sense: 5- ACCACAGCTGATGGCAAAGC -3
Antisense: 5- CCGGGAACCTTTTGAGAGTCC -3
2. X-Chromosom Primerpaare:

Sense: 5- TGGGCAACATTAGTACGACACG -3

Antisense: 5 - GCTGTGATTAGTCCATGCAGTTTG -3

Aus den porcinen Aorten-, Endothel- oder Muskelzellen wurde die DNA isoliert (siehe
Abschnitt 2.5.5). Danach wurden DNA, Mastermix, Sense und Antisense Primer zusammen

gemixt und in Mastercycler vervielfaltigt.
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1. Denaturierung: 94 °C 3 min

2. Denaturierung: 94 °C 30 sec

3. Annealing: 63°C 30 sec
4. Elongation: 72 °C 30 sec
Zyklen: 44

3.5.7. Handhabung der Zellen
3.5.7.1. Fitterung der Zellen

Fur die Futterung der Zellen wurden zu 500 ml Medium 50 ml FCS Gold (PAA, Cdlbe) und 5,5
ml 100-fachen Penicilline Streptomycin (PAA, Célbe) zugefligt. Fir die Fitterung der porcinen
Aorten-Endothelzellen (PAEC) und porcinen Aorten-glatten Muskelzellen (PSMC)) wurde
Medium M199 und fiur die Tumor-Zellen Medium MEM (PAA, Cdlbe) verwendet. Fir die
Fatterung der primaren menschlichen dermalen Blut-Endothelzellen (HDBEC) (Promocell,
Heidelberg) wurden zu Endothelial Cell Growth Medium MV (Promocell, Heidelberg)
mitgelieferte Supplement-Mix zugefligt. Vor der Fitterung der Zellen wurde dieses Gemisch
mithilfe eines Wasserbades (GFL, Burgwedel) auf 37 °C erwarmt. Das Medium in der
Zellkulturflasche oder —schale wurde abgesaugt und eine entsprechend grol3e Menge frisches
Medium zugefiigt.

3.5.7.2. Passagierung der Zellen

Trypsinieren: Das Medium wurde abgesaugt, mit PBS gewaschen und danach eine
entsprechende Menge Trypsin zugefiigt (fiir d100 Petrischale 1 ml, 75cm?2 Zellkulturflasche
2 ml und 175 cm? Flasche 4 ml). Unter einem Mikroskop wurden die Zellen beobachtet und
nach der Zusammenziehung und Aufldsung des Zellverbandes wurde das Trypsin mit dem
Nahrmedium inaktiviert, anschlieBend mit einer 5 ml Pipette suspendiert und in ein 50 ml

Falkon-Rohrchen Uberfuhrt.

Bei den Endothelzellen dauerte diese Trypsininkubation ungefahr 3 bis 5 Minuten und bei den
Tumor-Zellen dauerte es 5 bis 15 Minuten. Um die Zellen zu Idsen klopften wir nach der

Inkubationszeit an der Flasche.

Die Zellsuspension wurde bei 200 g fiur 5 Minuten zentrifugiert, anschlieRend der Uberstand
abgesaugt und mit Nahrmedium suspendiert. Die Zellsuspension wurde in gewilnschte

Mengen von Flaschen oder Schalen geteilt und noch reichlich Nahrmedium zugeftigt.
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Schaben: Das Medium wurde abgesaugt und mit PBS gewaschen, danach entsprechende
Menge PBS zugefigt (fir d100 Petrischale 2 ml, 75cmz2 Zellkulturflasche 4 ml und 175 cmz?
Flasche 8 ml) und anschlieend mit einem Zellschaber abgeschabt. Die Zellsuspension wurde
in ein 50 ml Falkon-Rdhrchen mit einer 5 ml Pipette pipettiert und suspendiert und dem noch
frischen Nahrmedium zugefigt. AnschlieBend wurde die Zellsuspension in gewlnschte

Mengen in Flaschen oder Schalen verteilt und noch reichlich Nahrmedium zugeflgt.

3.5.7.3. Zellzahl-Bestimmung

Das Nahrmedium aus der Zellkulturschale oder —flasche wurde abgesaugt und 2-mal mit PBS
gewaschen. Mit Trypsin wurden die Zellen abgeldst, in ein 50 ml Falkon-Réhrchen abpipettiert
und mit der 7-fachen Menge Nahrmedium inaktiviert. Die Vereinzelung der Zellen wurde durch
Re-Suspendierung der Losung erzielt. Das Rohrchen wurde bei 200 x g fir 5 Minuten
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 5 ml PBS geldst. Von dieser
Suspension wurde 50 pl abgenommen und mit 50 pl Trypanblue stain versetzt. Dieses
Gemisch wurde in der Neubauer Zahlkammer verwendet. Auf dem Z&hlfeldern wurden alle
vier groRen Quadrate (je 1 mm?) ausgezahlt und mit der Formel (siehe Abbildung 2.5)
berechnet. Die Zellzahl wurde auch mit einem Zellzahlgerat (CountesTM; Invitrogen,
Darmstadt) bestimmit.

Abbildung 3.5: Zellzahl-Bestimmungs-Formel (der Verdunnungsfaktor bei einer 1:1
Verdiinnung betragt z. B. 2).

Zellzahl + 10000 * Verdinnungsfaktor=Zellzahl/ml

3.5.7.4. Lysierung der Zellen

Das Nahrmedium wurde aus der Flasche abgesaugt und 2-mal mit PBS gewaschen,
anschliel3end eine entsprechende Menge Ripalysispuffer (Tabelle 3.7) auf die Zellen pipettiert
und mit einem Zellschaber abgeschabt. Das Proteinlysat wurde in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefald
Uberfuhrt und aufs Eis gelegt. Zusatzlich wurde es 15 Minuten bei 4 °C im Ultraschalbad
beschallt. Danach wurde es bei 100 x g zentrifugiert und den Uberstand in mehrere 0,5 ml
Eppendorf-Gefalie verteilt. Dies wurde dann in -80 °C gelagert. Zur Aufbewahrung wurden die

Eppendorf-Gefalie langsam auf -80 °C abgekdihlt.
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2.5.7.5. Inkubation der Zellen

Nach Erreichen einer 80 % Konfluenz, wurden die Zellen mit den aufgefihrten Substanzen zu
festgelegten Zeiten und Konzentrationen (Tabelle 3.21) inkubiert. Die Substanzen wurden fur
jede Charge gleichzeitig mit einer Kontrolle, die das Losungsmittel (PBS, DMSO) in der die

Substanz aufgeltst war darstellte, behandelt.

Nach der Inkubation wurden die Schalen oder Flaschen 2-mal mit PBS gewaschen und
entsprechende Menge (d100 Petrischale und 75 cmz2 150 ul, 175 cm2 250 ul) Ripalysispuffer
auf die Zellen pipettiert und anschlieend mit einem Zellschaber geschabt (siehe
Abschnitt 3.5.7.4.).

Inkubationszeiten 5 min 1h 3h 6h 12 h
SNAP 10 pM 1-100 pM | 10 uM
Deta-NO 100 pM 100 pM 100 pM 100 pM
L-NAME 10 pM 10 uM 10 uM -
Kalzium lonophor 5 uM 5 uM 5 uM
Fibrinogen 15uM 10-15pM [ 10-15uM [ 10-15uM | 15 pM
Melagatran 1pM 1puM 1pM 1uM 1uM
Moexipril 1-10 uM
Bradykinin 100nM-

100uM

Tabelle 3.21: Inkubation der Zellen mit verschiedenen Substanzen.

Die Freisetzung der NO aus den NO-Donatoren wurde von Kojda et al. gemessen (Kojda et
al. 1998b) und die Wirkungen wurden durch verschiedene Experimente gezeigt (bestatigt)
(Oppermann et al. 2008;0ppermann et al. 2011;Suvorava et al. 2015;Dao et al. 2016) DETA-
NO hat eine Halbwertszeit von etwa 20 Stunden (Mooradian et al. 1995).

3.6. Immunzytochemie

Die Zellen aus der Zellkulturflasche wurden gel6st und die Zellzahl der Zellsuspension wurde
mittels eines Zellzahlgerates bestimmt. Glasplattchen mit 12 mm Durchmesser wurden in eine
12 Well Kultur Platte (Greiner Bio-one, Frickenhausen) platziert. Die Zellen wurden auf die
Glasplattchen so verteilt, dass je Glasplattchen 100k Zellen hatten. Am néchsten Tag wurden

die Zellen inkubiert und danach mit PBS 3-mal gewaschen. Die Zellen wurden unter dem
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Abzug fur 15 Minuten mit der 4%igen phosphatgepufferte Formaldehydlésung (ROTI®Histofix
4 %, Carl Roth, Karlsruhe) unter Lichtschutz fixiert. Nach 3-fach Waschung mit PBS je
5 Minuten wurden die Zellen fir 30 Minuten mit 5 % BSA in PBS inkubiert. Nach 3-fach
Waschung mit PBS je 5 Minuten wurden die Zellen mit dem ersten Antikérper (1:100)
(Tabelle 3.20) in 2,5 % BSA PBS-L6sung lUber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am néchsten Tag
wurden die Zellen mit PBS 4-mal je 5 Minuten gewaschen und wurde fiir die nachste Schritte
unter Lichtschutz gearbeitet. Die Zellen wurden fir eine Stunde mit einem fluoreszierenden
Farbstoff (Fluorochrome) markierten anti-lgG-Antikorper (Alexa Fluor® 568, Abcam, Berlin)
(1:1000) in PBS inkubiert. Nach 3-maligen je 5 Minuten waschen wurde fir die Kernfarbung
Hoechst 33342 (1:1000) (Fisher Scientific, Schwerte) in PBS fur 5 Minuten inkubiert und
anschlielend mit PBS fir 5 Minuten gewaschen. Auf dem Objekttrager wurde 20 pl
Eindeckmittel (VECTASHIELD® Antifade Mounting Medium, Vector Laboratories, Burlingame)
pipettiert, anschlielend darauf die Glasplattchen platziert und mit dem Fluoreszenzmikroskop
(Zeiss Axio Imager M2, ZEISS, Oberkochen) mikroskopiert. Fir die Bearbeitung wurde die
Software Zen Blue (Zeiss, Oberkochen) benutzt.

3.7. Funktionelle Untersuchungen
3.7.1. Praparation der Schweinekoronarien

Nach dem Entfernen des Fettgewebes aus der Umgebung des Sulcus Coronarius erfolgte die
Praparation der ersten gréReren Abgange. GemaR der Bestimmung des GefaRdurchmessers
wurde der Abgang ausgewabhlt, der in dem Versuch verwendet wurde. Dieser Teil der Arterie
wurde in eine Petrischale, die mit KHP gefillt war, hineingelegt. Die Feinpraparation wurde im
KHP durchgefiihrt.

3.7.2. Praparation der Mausaorten

Nach der Entnahme der Aorta aus dem Brustkorb wurde es im KHP mit Pinzette und Schere

von anhaftendem Gewebe befreit.

3.7.3. Entfernung des Endothels

Das Endothel wurde mechanisch mit Hilfe eines Holzstdbchens von einem Durchmesser von
ca. 0,5 mm durchgefiihrt. Dies wurde vorsichtig in das Gefal3lumen eingefiuhrt und
anschliel3end vor und zurtickgezogen. Das Wichtigste war eine gré3tmoégliche Schonung der

glatten Muskulatur. Dies wurde durch Kontraktionstests tberpruft.
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3.7.4. Apparatur und Kalibrierung

Die Organbad-Messapparatur bestand aus sechs 11 ml fassenden doppelwandigen
GlasgefaRen (Abb. 3.6-A). Die GefaBe wurden mit 10 ml Krebs-Henseleit-Puffer
(Tabelle 3.13) geflllt und mit Hilfe der Glasfritten stromte Carbogengas (95 % Sauerstoff, 5 %
Kohlendioxid; Linde, Pullach) in den Puffer. Die Puffertemperatur wurde bei 37 °C mit Hilfe
einer Umwalzthermostat-Wasserbadkombination (Haake Kies NB22) konstant gehalten. In
dieser Apparatur wurde zusatzlich ein 1 | Glasbehalter mit Krebs-Henseleit-Puffer konstant bei

37 °C gehalten und begast. Es diente als Reservoir fir den vorgewarmten Puffer.

An einem Verstarker (Abbildung 2.6-B) waren Kraftaufnehmer (Gould Statham®, Elk. Grove,
USA) (Abb. 3.6-C) angeschlossen, die die Kontraktionen registrierten. Mittels eines
Schreibers (Linear Corder mark V; Watanabe. Instruments, Tokyo, Japan) (Abb. 3.6-D)
wurden die weitergeleiteten Daten registriert.

Eine Kalibrierung der Messapparatur erfolgte vor jedem Versuch mit Standardgewichten (1 g
und 2 g). Bei den Schweinekoronarien entsprach der Nullwert einer Gewichtskraft von 2 g und
jeweils 2 Gramm wurden fur die weiteren Belastungen verwendet. Bei den Mausaorten wurde

fur den Nullwert 1 g und fur die weitere Belastungen je 1 g benutzt.

A

Abbildung 3.6: Beispielbilder von A) Organbad, B) Verstarker (im Haus gefertigt),
C) Kraftaufnehmer, D) Schreiber.
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3.7.5. Einhéngen

Die Schweinekoronarringe und die Mausaortenringe wurden zwischen zwei dreieckig
geformten und gebogenen Drahten (Durchmesser bei Schweinekoronarringen 0,2 mm und bei
Mausaortenringe 0,1 mm) aus Edelstahl eingespannt, ohne das Endothel zu beschadigen.
Das untere Dreieck befestigte ich an einer Halterung, das obere dagegen an einen
Kraftaufnehmer mittels Polyesterfaden. Dabei war zu beachten, dass die Dreiecke nicht

ineinander verhakten.

3.7.6. Aquilibrierung

Diese Phase dauerte 60 bis 120 Minuten. Nach Einbringen der GefalRe in das mit Krebs-
Henseleit-Puffer gefillte Organbad, wurde (alle 15 Minuten) der Puffer gewechselt. Der
Spannungsaufnehmer wurde vorgedreht, um eine optimale Vorspannung zu erhalten. Diese
Nulllinie bezog sich auf die vorhergegangene Kalibrierung. Bei konstanter Vorspannung
wurden weitere Versuchsschritte durchgefuhrt.

3.7.7. Kontraktionstest

Um die glatten Muskelzellen zu kontrahieren, wurde KCI (Endkonzentration 80 mM) zugeflgt.
Nach positivem Kontraktionstest wurde erneut A&quilibriert und die Vorspannung
wiedereingestellt. Danach wurde nochmals KCI hinzugefuigt (Endkonzentration 80 mM) und
mehrmals mit Krebs-Henseleit-Puffer ausgewaschen, dies war notwendig, um zur
vollstandigen Relaxation der Arterien und zur Einstellung der optimalen Vorspannung zu

gelangen.

3.7.8. Endothel-Test

Die Intaktheit des Gefal3endothels zeigt das Ausmald der endothelabhangigen Relaxation und
ermdglicht dadurch eine quantitative Aussage Uber eventuelle Funktionsveranderungen.
Durch eine cGMP-Produktion Uber verschiedene Signalwege wurde die Vasodilatation
ermittelt. Substanz P und Acetylcholin induziert Gber die Aktivierung der eNOS eine endogene
NO-Produktion.
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3.7.8.1 Endothel-Test der Schweinekoronarien

Der Endotheltest begann mit der Vorkontraktion der Gefalde durch Zugabe von Prostaglandin
F.a (5 uM Endkonzentration). Die Relaxation erfolgte endothelabhéngig nach Zugabe von
Substanz P (3 nM Endkonzentration). Nach Erreichen des Plateaus erfolgte erneut eine
Aquilibrierungsphase, zur Wiedereinstellung der Vorspannung.

3.7.8.2 Endothel-Test der Mausaorten

Die Gefal3e wurden durch Zugabe von Phenylephrin (10 uM Endkonzentration) vor kontrahiert
und nach Zugabe von Acetylcholin (10 nM Endkonzentration) relaxiert. Nach Erreichen des

Plateaus erfolgte erneut eine Aquilibrierungsphase, zur Wiedereinstellung der Vorspannung.

3.7.9. Inkubationsversuch der Schweinekoronarien

Fur den Inkubationsversuch wurde Fibrinogen aus Rinderplasma (Fluka, Minchen)
verwendet. Eine Stammldsung (35 uM) wurde in Krebs-Henseleit-Puffer bei 37 °C geschiittelt.
Aufgrund der starken Schaumentwicklung im Organbad, wurde zum Entschdumen Pluronic
F68 (0,8 mg/ml) (Sigma, Miinchen) und Dimeticon 100 (12 uM) (Caelo, Hilden) benutzt. Nach
Vorinkubation mit Fibrinogen wurden die Gefal3e mit 5 uM Prostaglandin F,q vorkontrahiert,
und eine kumulative Dosierung von SNAP (1 nM bis 10 uM) zugefiigt. So wurde die Sensitivitat
gegen NO Uberpruft.

3.8. Statistik

Die Statistik-Software GraphPad Prism (Version 6, GraphPad Software, San Diego)
ermdglichte uns, die Ergebnisse statistisch und grafisch auszuwerten. Die Einzelergebnisse
wurden als arithmetisches Mittel+S.E.M dargestellt. Mit dem ungepaarten Student’s t-Test
wurden zwei Gruppen verglichen. Eine Varianzanalyse (One-way ANOVA) mit nachfolgendem
Newman-Keuls-Test wurde zum Vergleich der Mittelwerte mit mehr als zwei Gruppen benutzt.
Fur die Prifung signifikanter Unterschiede zwischen Dosis-Wirkungskurven wurde eine Two-
way ANOVA verwendet. Die Irrtumswahrscheinlichkeit wurde als P angegeben und ein P<0,05

als signifikanter Unterschied festgelegt (*).
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4. Ergebnisse

Die zentrale Fragestellung der Arbeit bestand darin zu untersuchen, ob die endotheliale
Bildung von NO die Expression des Bradykinin-B2-Rezeptors beeinflussen kann. Hierfur
wurden Expressionsanalysen des Bradykinin-B2-Rezeptors mittels Western-Blot in
verschiedenen endothelialen und glattmuskularen Zellkulturen nach Inkubation mit dem NO-
Donator SNAP und dem eNOS-Inhibitor L-Nitroarginin-Methylester (L-NAME), in Geweben
aus transgenen Mausen mit verénderter eNOS-Expression sowie in Wildtypmé&usen nach
Futterung mit dem NO-Donator PETN und dem eNOS-Inhibitor
L-Nitroarginin (L-NA) durchgefuhrt.

4.1. Evaluierung der gegen den Bradykinin B2-Rezeptor gerichteten Antikérper
4.1.1. Bradykinin B2-Rezeptorexpressionsanalyse mittels PCR

Die Evaluierung der Spezifitdt und Sensitivitdt verschiedener gegen den Bradykinin
B2-Rezeptor gerichteteten Antikorper erfolgte zunéchst mittels verschiedener Tumorzelllinien,
die von Frau Dr. Vera Balz aus der hiesigen Klinik fir Hals-Nasen-Ohrenheilkunde zur
Verfiigung gestellt wurden. Ziel der Expressionsanalyse war die Identifizierung einer Zelllinie,
die keine nachweisbare mRNA fur den Bradykinin-B2-Rezeptor exprimiert. Die Tumorzellen
wurden wie in Abschnitt 3.3 beschrieben behandelt und die PCR wurde mit der cDNA und
Primern, die die Erkennungsstelle fir den humanen Bradykinin B2-Rezeptor enthélt,
durchgefuhrt. Mehrere Tumor-Zelllinien des Kopf-Hals-Bereiches wurden nach der Bradykinin
B2-Rezeptorexpression untersucht. Von diesen zeigten die Plattenepithel-Karzinomzellen
UDSCC 2 (University Duesseldorf Squamous Carcinoma Cells 2) eine Bradykinin
B2-Rezeptorexpression, wahrend die UDSCC 3 (University Duesseldorf Squamous
Carsinoma Cells 3) keine Bradykinin B2-Rezeptorexpression aufwiesen (Abb. 4.1). Daher
wurden diese beiden Zelllinien zur Evaluierung der Antikdrper ausgewahlt. Zur Validierung
dieses Ergebnisses wurde derselbe experimentelle Ansatz auch an Endothelzellen und glatten
Muskelzellen aus Schweineaorten durchgefiihrt. Diese Zellen wurden wie in Abschnitt 3.3
beschrieben behandelt und die PCR wurde mit der cDNA und Primern, die die
Erkennungsstelle fir den Bradykinin B2-Rezeptor des Schweins enthalt, durchgefuhrt. Das
Ergebnis zeigt erwartungsgemafd in beiden Zelltypen eine nachweisbare Expression des
Bradykinin B2-Rezeptors (Abb. 4.2).
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Abbildung 4.1: Beispiel einer Analyse der mRNA-Expression des Bradykinin B2-Rezeptors.
Das zu erwartende 848 bp grol3es PCR-Fragment konnte nur in UDSSC 2 jedoch nicht in
UDSSC 3 nachgewiesen werden. Dargestellt ist die Fluoreszenzléschung der DNA-Banden
im 1 %-igen Agarosegel unter UV-Licht.

Abbildung 4.2: Beispiel einer Analyse der mRNA-Expression des Bradykinin B2-Rezeptors in
porcinen Aorten-Endothelzellen (PAEC) und in porcinen glatten Muskelzellen (PSMC) im
Vergleich zu den beiden Tumorzell-Linien. Das zu erwartende 750 bp grof3e PCR-Fragment
konnte in beiden porcinen Zelllinien nachgewiesen werden. Dargestellt ist die
Fluoreszenzloschung der DNA-Banden im 2 %-igen Agarosegel unter UV-Licht.

4.1.2. Die Bradykinin B2-Rezeptor Antikérper Auswabhl

Die nicht deglykosylierten Proteinfraktionen der UDSCC 2 Zellen zeigten mit allen polyklonalen
Antikdrpern (siehe Abschnitt 4.2.4, Tabelle 3.20) verschiedene nicht spezifische Signale mit
Molekulargewichten zwischen 37 kD — 70 kD, wie an den Doppelbanden in den Ausschnitten
der SDS-Gele beispielhaft zu sehenist (Abb. 4.3A). Im Vergleich dazu zeigte der monoklonale
Antikdrper ein spezifisches Signal. Fur die Trennung der Signale wurden die SDS-
Konzentrationen von 7,5 % bis 12 % veréndert. Die beste Trennung ergab sich bei der
12 %-igen Veranderung. Bei den weiteren Versuchen fiel auf, dass die deglykosylierten
Proteinfraktionen der UDSCC 2 Zellen nur ein spezifisches Signal bei 48 kD mit allen
polyklonalen Antikorpern (Abb. 4.3B) und nur ein spezifisches Signal bei 42 kD mit dem
monoklonalen Antikorper (Abb. 4.3C) zeigten.
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Abbildung 4.3: Dargestellt sind Beispiele von den Western-Blots mit der Detektion der
Bradykinin-B2-Rezeptor-Proteinexpression in Tumorzellen. Die Experimente wurden mit
verschiedenen Antikorpern durchgefuhrt. A, die nicht deglykosylierten Proben zeigten mehrere
Signale in Western-Blots mit den polyklonalen Antikérpern (AK1, Acris Antibodies; AK2,
Sigma; AKS3, Affinity BioReagents; AK4, Biozol (siehe Abschnitt 3.2.4, Tabelle 3.20).
B, die deglykosylierten Proben zeigten nur ein Signal im Western-Blot mit den polyklonalen
Antikérpern. C, der monoklonale Antikdrper (BD Tansduction Laboratories (siehe
Abschnitt 3.2.4, Tabelle 3.20) zeigte im Western-Blot bei der deglykosylierten und nicht
deglykosylierten Proben ein spezifisches Signal bei ca. 42 kD sowie ein unspezifisches Signal
bei ca. 37 kD.

Diese Signale waren in allen Proteinfraktionen der UDSCC 3 Zellen nicht zu sehen, was auf
die Bradykinin-B2-Rezeptor Spezifitdt dieser Signale hindeutet. In dieser Arbeit wurde fiir die
Bradykinin B2-Rezeptor-Analyse der monoklonale Antikorper ausgewabhilt. Die damit erzielten
Ergebnisse konnten spater mit einem weiteren monoklonalen Antikérper der Firma ABCAM
bestatigt und werden (Khosravani et al. 2015). Mit diesem Antikorper kann auch der
glykosylierte Bradykinin-B2-Rezeptor sicher und spezifisch nachgewiesen werden. Die
Ergebnisse zu dessen Evaluierung sind in den ergadnzenden Informationen der
Veroffentlichung detailliert beschrieben. So liel3en sich in Gewebeproben aus Lungen von der
eNOS-defizienten Mausen (eNOS™) unspezifische Signale detektieren, welche aber in
anderen Lungen der Mausproben-Analysen nicht vorkamen (siehe Abschnitt 4.2.3). Beide
Antikoper zeigten in Bradykinin B2’ Lungenproben stark reduzierte bis nicht mehr
nachweisbare Signale. Dies belegt eine grof3e, aber nicht vollstandige Spezifitat der beiden

gepruften monoklonalen Antikorper (Khosravani et al. 2015).
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4.2. Transgene Tiere
4.2.1. Die Bradykinin B2-Rezeptor Antikérper Auswabhl

eNOSY Mause: Die Primer amplifizieren nur das transgene Konstrukt, sodass Wildtyp DNA
nicht vervielfaltigt wird (Abb. 4.4). Die mit Schwanzspitzen-DNA durchgefihrten
Genotypisierung-PCRs, zeigten bei transgenpositiven Mausen die erwartete Bande bei
351 Basenpaaren und bei transgennegativen Mausen keine Bande (Abb. 4.4). Die
Genotypisierung-PCR diente der Einordnung der Mause in die Gruppen eNOS'" und eNOS".

Bp Leiter

S
N

351bp

Abbildung 4.4: Beispiel fur die Genotypisierung-PCR der transgenen Mauslinie eNOS"Y. Die
Visualisierung der 351 Basenpaare grolien PCR-Fragmente in 2 %-igem Agarosegel unter
UV-Licht. Dargestellt ist der Vergleich von eNOS" (97-99) mit eNOS" (100-102), bei welchen
die PCR kein Signal ergibt.

eNOS defiziente Mause (eNOS'): Mit der DNA, die man aus den Mausschwanzspitzen
gewonnen hat (siehe Abschnitt 3.4.2), wurde ebenfalls eine Genotypisierung-PCR
durchgefuhrt. Die Primer-paare erfassen ein Teil der murinen eNOS (256 bp) und das
Neomycin-Resistenz-Gen (542 bp), welcher Bestandteil des inkorporierten Plasmids ist. Als
Kontrolle diente die Amplifizierung beider Gene aus einer DNA-Praparation einer vorher
identifizierten heterozygoten Maus (Abb. 4.5).

134 135 136 137 138 Kontrolle
Bp Leiter

" —500bp

S <100bp

Abbildung 4.5: Ausschnitt aus einem Agarosegel mit Genotypisierung-PCR Produkten von
funf Mausen und einer vorher bereits genotypisierten heterozygoten Kontroll-Maus. Die
heterozygoten Mause 134, 137 und 138 zeigen beide PCR-Produkte, wahrend bei den
Wildtyp-Méausen 135 nur das 256 bp Fragment und bei der homozygoten Maus 136 nur das
542 bp Fragment amplifiziert wird.
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4.2.2. Bradykinin B2-Rezeptorexpression in eNOS' Mausen

Die hier verwendeten eNOSY sind durch eine etwa 3,5-fache endothelspezifische
Uberexpression der eNOS charakterisiert (Kolonie 2)(Oppermann et al. 2011). Die transgenen
Mause weisen gegenlber den Wildtyp-Mausen einen deutlich niedrigeren Blutdruck auf und
dieser Unterschied kann durch den eNOS-Inhibitor L-NA vollstandig aufgehoben werden.
Somit bilden diese Tiere deutlich mehr vaskulares NO. Die Bradykinin B2-Rezeptorexpression
wurde in Homogenaten aus Lungen- und Herzgewebe der eNOS" Mause mittels Western-Blot
mit jeweils 80 pg Gesamtproteinen pro Spur untersucht. Die densitometrischen Auswertungen
der Western-Blots ergaben, dass die Bradykinin B2-Rezeptorexpression in den eNOSY
Mausen keine signifikante Veranderung aufweist. Fir die Expression in der Lunge ergaben
sich Werte von 101,2 + 12,14 % (n=9, P>0,05) (Abb. 4.6A) und im Herz 106,7 + 13,7 % (n=4,
P>0,05) (Abb. 4.6B) im Vergleich zur Kontrolle (100 %). Eine Uberprifung dieses Befundes
zeigte dann, dass die 42 kD Bande in den Homogenaten der Gewebe aus eNOS' nicht mehr
zu sehen war, wenn der Blot nicht mit dem Anti-B2 Antikdrper inkubiert wurde (nicht
dargestellt). Dieses Ergebnis zeigt, dass die vermehrte Bildung von endothelialem NO in-vivo
keinen Einfluss auf die Expression des Bradykinin B2-Rezeptors aufwies.

200~ 200
£ 1501 §0150-] ]
< £ .
e o - H
ey ry B
g 1004 ——mm g 100
g % oe®
[ - = L
%5 501 g' 50
~ v
2 I

) J
0 = 0
it T 4
eNOS eNOS NOS™ eNOS'®
Herz Lunge
B BR
1D * — 0>
eNOS* eNOSE ADRAS B

Abbildung 4.6: Expression des Bradykinin B2-Rezeptors in transgenen Mausen mit einer
endothelspezifischen Uberexpression der eNOS (eNOSY) im A, Ventrikelgewebe und B, im
Lungengewebe des der eNOSY Mause im Vergleich zu den transgen negativen
Geschwistertieren (eNOS", 100 %, dargestellt als horizontale Linie). C, reprasentative
Western-Blot Beispiele der Bradykinin B2-Rezeptorexpression in Herz und Lungen. In beiden

Féallen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede (P>0,05, Herz n=4, Lunge n=8, two tailed
Student's t-test).

4.2.3. Bradykinin B2-Rezeptor Expression in eNOS-defizienten Mausen

Die Expression der Bradykinin-B2-Rezeptoren wurde zunachst in Homogenaten von Aorta,
Lunge und Herz von transgenen eNOS-defizienten Mausen (eNOS™) untersucht, die kein

vaskulares NO bilden und durch eine deutliche Erhéhung des Blutdrucks charakterisiert sind
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(Shesely et al. 1996). Die Bradykinin B2-Rezeptorexpression war in diesen Geweben
signifikant erhdht. Aufgetragen wurden 50 pug Gesamtproteine aus Aortenhomogenat bzw.
80 ug Gesamtproteine aus Herz- oder Lungenhomogenaten. In der Aorta lie3 sich eine
Erhéhung auf 297,5 + 67,6 % gegeniiber C57BL/6 Wildtyp-Mause feststellen (n=5, P<0,05).
In den Lungen und Herzen war die Expression nicht so stark erhdht. In der Lunge waren
132,7+7,7% (n=6, P<0,05) und in dem Herz 174,3 + 24,2 % messbar (n=5, P<0,05)
(Abb. 4.7).
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Abbildung 4.7: A, quantitative Evaluierung der Western-Blots zeigt eine signifikante erhdhte
Bradykinin B2-Rezeptorexpression in A, Herz-(*P<0,05, n=5, two tailed Student’s
t-test), B, Aorten- (*P<0,05, n=6, two tailed Student's t-test) und C, Lungenhomogenate
(*P<0,05, n=5, two tailed Student's t-test) der eNOS”-Mause (Shesely et al. 1996)
(* signifikanter Unterschied zur Kontrolle)(Linie am Mittelwert). D, reprasentative Western-Blot
Beispiele fur die Bradykinin B2-Rezeptorexpression in eNOS™ Maus.

Eine weitere Uberpriifung dieses eher tiberraschenden Befundes zeigte dann, dass die 42 kD
Bande in den Homogenaten der Gewebe aus eNOS™ auch dann zu sehen war, wenn der Blot
nicht mit dem Anti-B2 Antikérper inkubiert wurde (nicht dargestellt). Das deutet auf ein Artefakt
hin, das moglicherweise eine Folge der homologen Rekombination in embryonalen
Stammzellen von Mausen beruhen konnte, die fur die Etablierung der transgenen eNOS™-
Mé&use erforderlich war. Um diesen Umstand weiter zu untersuchen, wurden die Experimente
an Gewebehomogenaten eines anderen Stamms von eNOS”-Mausen wiederholt, die von

Axel GOodecke an der hiesigen Universitat generiert wurden (Godecke et al. 1998).

Die Western-Blot-Untersuchungen an diesem Stamm von eNOS” Mausen zeigten ganz
ahnliche signifikante Erhéhungen in den Homogenaten aus Lungengewebe (182,6 + 23,86 %,
P<0,05) und Aortengewebe (254,9 + 61,5 %, P<0,05) (Abb. 4.8), wahrend die Homogenate
aus Herzgewebe keine signifikante Erhéhung aufwiesen (104,7 + 16,7 %, P>0,05, Abb. 4.8).
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Auch hier zeigten Kontrollexperimente in Homogenaten aus Lungen- und Aortengewebe ohne

Vorinkubation der Blots mit dem Anti-B2 Antikorper eine deutliche unspezifische Bande bei
42 kD (nicht dargestellt).
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Abbildung 4.8: A, die Ergebnisse der Bradykinin B2-Rezeptorexpression in Herz- (P>0,05,
n=14, two tailed Student's t-test), B, Aorten- (*P<0,05, n=10, two tailed Student's t-test) und
C, Lungenhomogenate (*P<0,05, n=6, two tailed Student's t-test) der eNOS’-Mausen
(Godecke et al. 1998) zeigten nur in Herzhomogenaten keine signifikante Erhdhung
(* signifikanter Unterschied zur Kontrolle) (Linie am Mittelwert). D, Beispiel fir Western-Blots
mit Detektion der Bradykinin B2-Rezeptorexpression.

Diese Ergebnisse bestatigen die Befunde aus Homogenaten des zuerst verwendeten eNOS™
-Stamms und lassen ebenfalls vermuten, dass es sich bei der unspezifischen Bande
wahrscheinlich um 1gG-Protein handelt, welches offenbar infolge der homologen
Rekombination detektiert wurde. Daher werden die in diesen eNOS”-Mausen erzielten
Ergebnisse als Artefakt eingestuft. Spater durchgefiihrte Untersuchungen mit einem weiteren
monoklonalen Anti- B2 Antikdrper der Firma ABCAM (Cambridge, UK), der zurzeit der
Untersuchungen dieser Dissertation noch nicht zur Verfligung stand und der den glykosylierten
Bradykinin-B2-Rezeptor mit einer Bande bei 78 kD detektiert, bestatigten diese
Schlussfolgerung. Mit diesem Antikérper wurden in Homogenaten aus Lungen-, Haut- oder

Herzgewebe keine Verédnderung der Expression des Bradykinin-B2-Rezeptors beobachtet
(Khosravani et al. 2015).

Seite 53



ERGEBNISSE

4.2.4. Funktionalitat der Bradykinin B2-Rezeptor in eNOS defizienten Mausen

Bradykinin bewirkt nach Stimulation des Bradykinin B2-Rezeptors nicht nur die Bildung von
NO, sondern fuhrt auch zu einer Freisetzung von Prostaglandinen und EDHF (Endothelium-
Derived Hyperpolarizing Factor). Um den jeweiligen Effekt einer Blockade der Bildung von NO
sowie von Prostaglandinen zu untersuchen, wurden Organbadversuche mit Aorten-Ringen
von C57BI/6 und eNOS”-Mausen durchgefiihrt. Die Vorinkubation mit Diclofenac hemmt die
Cyclooxygenase und damit die Bildung von Prostaglandinen. Es zeigte sich, dass Bradykinin
in der Aorta der Maus eine Vasokonstriktion auslést, die durch die gleichzeitige Bildung von
NO durch die eNOS abgeschwacht wird (Abb. 4.9). Darlber hinaus ist aber die Konstriktion

selbst direkt abhéangig von der Bildung eines vasokonstriktorischen Prostaglandins, welches
bislang nicht identifiziert wurde.

-~ C57Bl/6 —4- (C57Bl/6+Diclofenac

O

1254 ~© eNOS : -4 eNOS’ +Diclofenac

Spannung [%]
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Abbildung 4.9: Auswirkung der Hemmung der Bildung von NO (eNOS™), von
Prostaglandinen (C57BI/6+Diclofenac) und von Prostaglandinen und NO (eNOS”+Diclofenac)
auf die Bradykinin-induzierte Vasokonstriktion isolierter muriner Aorten mit Endothel. Wahrend
die Blockade der NO-Bildung die Vasokonstriktion deutlich verstérkte, wurde durch Blockade
der Prostaglandin-Bildung die Vasokonstriktion durch Bradykinin vollstandig gehemmt (n=3,
P<0,0001, Two-Way ANOVA, *P<0,0001 vs. eNOS”, Tukey’s multiple comparison test).

4.3. Futterung mit PETN

Ein weiterer experimenteller Ansatz, den Einfluss von NO auf die Expression des Bradykinin
B2-Rezeptors zu bestimmen, bestand darin Gewebe von Wildtyp-Mausen zu untersuchen, die
fur 4 Wochen mit dem NO-Donator PETN gefluttert wurden. Die taglich verwendeten
Dosierungen betrugen 6 mg/kg (PETN-6) oder 60 mg/kg Korpergewicht (PETN-60). Die
densitometrische Bestimmung des Bradykinin B2-Rezeptors in den Herzhomogenaten zeigte,
dass dessen Expression in der PETN-6 (99,6 + 11,8 %) und PETN-60 (96 + 15,2 %) sich nicht
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von der in der Kontrollgruppe PETN-0 unterschied. Auch die Expression in der Lunge war nicht
signifikant verschieden in den beiden Gruppen (PETN-6 107,0+5,7%; PETN-60
115,2 + 15,8 %) (Abb. 4.10). Aufgetragen worden war jeweils 80 ug Gesamtprotein. Somit
ergab dieses Experiment, dass auch eine pharmakologisch induzierte eine Erhéhung der

vaskularen Bildung von NO keinen Einfluss auf die Expression des Bradykinin B2-Rezeptors
hatte.
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Abbildung 4.10: Expression des Bradykinin-B2-Rezeptors in Geweben von Wildtyp-Mausen
die fir 4 Wochen mit dem NO-Donator PETN in den Dosierungen 6 mg/kg (PETN-6) oder
60 mg/kg Korpergewicht (PETN-60) gefittert wurden. A, Quantitative Auswertung der
Western-Blots im Lungengewebe und B, im Herzgewebe im Vergleich zur Kontrolle
(PETN-0). Weder im Lungengewebe (P>0,05; PETN-6 n=6, P>0,05; PETN-60 n=5) noch im
Herzgewebe (P>0,05; PETN-6 n=5; P>0,05; PETN-60 n=5) konnte ein Unterschied
beobachtet werden (One-way ANOVA) (Linie am Mittelwert).C, Reprasentative Western-Blots

fir die Bradykinin B2-Rezeptorexpression im Lungengewebe (links) und im Herzgewebe
(rechts).

4.4, Bradykinin B2-Rezeptorexpression in L-Nitroarginin behandelten Tieren

Um zu untersuchen, ob eine pharmakologische Hemmung der eNOS moglicherweise einen
Einfluss auf die Expression des Bradykinin B2-Rezeptors hat, wurden C57BL/6 Wildtyp-Mause
fur 3 Wochen oral mit dem NOS-Inhibitor L-NA behandelt. Zur Untersuchung der Bradykinin
B2-Rezeptorexpression wurden Aorten, Lungen und Herzhomogenate der L-Nitroarginin
behandelten M&use verwendet. Im Vergleich mit unbehandelten Kontrolltieren lagen die Werte
bei den Lungen 82,7 + 15, 5 %, bei der Aorta 94,9 + 21 % und bei den Herzen 109,7 £ 19,4 %

(Abb. 4.11). Die Ergebnisse zeigten somit keine signifikante Veranderung und bestétigen
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daher die in den eNOS”-Mausen mit dem ABCAM-Anti-B2 Antikorper erzielten Befunde (siehe
Abschnitt 4.2.3).
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Abbildung 4.11: Effekt des NOS-Inhibitors L-NA auf die Bradykinin B2-Rezeptorexpression
in vivo. A, Quantitative Evaluierung der Expression des Bradykinin B2-Rezeptors mittels
Western-Blot in den verschiedenen angegebenen Geweben der C57BI/6 Mause. Weder im
Lungengewebe (P>0,05, n=6, two tailed Student’s t-test), B, im Aortengewebe (P>0,05, je n=7,
two tailed Student's t-test) noch C, im Herzgewebe (P>0,05, je n=5, two tailed Student's t-test)
lieBen sich signifikante Unterschiede gegentber den nicht behandelten C57BL/6
Kontrollmédusen beobachten (Linie am Mittelwert). D, reprasentative Western-Blots der
Bradykinin B2-Rezeptor Proteinexpression in den angegebenen Geweben.

4.5. Einfluss von NO auf die Bradykinin B2-Rezeptorexpression in Zellen

Da die In-vivo-Untersuchungen in Wildtyp-Mausen und transgenen Mausen keinerlei Hinweise
dafur erbracht haben, dass NO einen Einfluss auf die Expression des Bradykinin B2-Rezeptors
hat, wurden Untersuchungen an Endothelzellkulturen verschiedener Spezies durchgefiihrt.
Hintergrund dieser Untersuchungen war die Frage, ob sich die Befunde an M&usen auch bei
anderen Saugerspezies bestatigen lassen. Weiterhin sollte untersucht werden, ob es
Unterschiede zwischen Endothelzellen und glatten Muskelzellen gibt. Hierfir wurden

Endothelzellen und glatte Muskelzellen aus Schweineaorta isoliert und kultiviert.

4.5.1. SNAP Inkubation der PAECs

Um die Effekte von NO auf die Expression der Bradykinin B2-Rezeptoren zu studieren, wurde
der spontane NO-Donator SNAP verwendet. Die Zellen wurden mit 10 uM fir eine, 3 und
6 Stunden oder mit 100 uM SNAP fur 3 Stunden inkubiert. Die Bradykinin
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B2-Rezeptorexpression wurde mittels Western-Blot untersucht. Die Expression der Bradykinin
B2-Rezeptoren nach der Inkubation mit 10 uM SNAP gegenlber der Kontrolle (100 %) zeigte
keine Veranderung. Nach 1 Stunde Inkubation wurden 87,5+ 7,6 %; nach 3 Stunden
Inkubation 104 + 15,1% und 6 Stunden Inkubation 116,4 + 13,4 % gemessen (P>0,05). Auch
die Inkubation mit 100 uM SNAP fur 3 Stunden, die einen Wert von 104,1 + 10,6 % ergab,
zeigte keinen signifikanten Unterschied (Abb. 4.12).
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Abbildung 4.12: Effekt des NO-Donators SNAP auf die Bradykinin B2-Rezeptorexpression in
PAEC in vitro. A, Quantitative Evaluierung der Bradykinin B2-Rezeptorexpression nach
Inkubation mit 10 uM SNAP fir eine Stunde (P>0,05; n=10), drei Stunden (P>0,05; n=8) und
sechs Stunden (P>0,05; n=9, jeweils One-way ANOVA,) und B, nach Inkubation mit 100 uM
SNAP fur drei Stunden (P>0,05, n=7, two tailed Student's t-test) (Linie am Mittelwert).
C; représentative Western-Blots der Bradykinin B2-Rezeptor Proteinexpression in PAEC.

4.5.2. DETA/NO Inkubation der PAECs

Um die Langzeitwirkung von NO zu untersuchen wurde eine 12-stiindige Inkubation mit dem
NO-Donator DETA/NO ausgewahlt, welcher NO Uber 20 Stunden kontinuierlich freisetzt
(Mooradian et al. 1995). Die Zellen wurden, wie im Abschnitt 3.5.7.5 beschrieben, mit 100 uM
DETA/NO fir 1, 3, 6 und 12 Stunden inkubiert. Je 50 ug Protein der Zellhomogenate, wurden
mittels Western-Blot untersucht. Die Ergebnisse zeigten bei einer Stunde (111,6 £ 26,1 %,
n=7), bei 3 Stunden (110,2 + 15 %, n=8), bei 6 Stunden (106,5 + 17 %, n=8) und 12 Stunden
(105,8 £9,8 %, n=5) Inkubationen keinen signifikanten Unterschied in Bradykinin
B2-Rezeptorexpression (Abb. 4.13).

Seite 57



ERGEBNISSE

4.5.3. L-NAME Inkubation der PAECs

Um eventuelle Effekte der stimulierten endogenen NO-Bildung in den Endothelzellen auf die
Expression des Bradykinin B2-Rezeptors zu untersuchen, liel3 sich die Verwendung des NO-
Synthase-Hemmers L-NAME nutzen. Gleichzeitig erfolgte die Stimulation der NO-Synthase
durch den Calcium-lonophor A23187, welcher einen vermehrten Einstrom von extrazellularem
Kalzium in das Zytosol induziert und auf diese Weise die NO-Bildung durch die NO-Synthase
deutlich steigert. Die Zellen wurden mit L-NAME (10 uM), und Calcium-lonophor (5 uM)
inkubiert, wahrend die alleinige Inkubation der Zellen mit Calcium-lonophor als Kontrolle
diente. Diese Interventionen hatten jedoch keinen Einfluss auf die Bradykinin
B2-Rezeptorexpression. So ergaben die Inkubationen zwar Schwankungen der mittels
Western-Blot erfassten Dichte der Bradykinin B2-Rezeptor, jedoch erreicht keiner dieser
Unterschiede eine statistische Signifikanz, sowohl nach einer Stunde (135,5 = 17,7 %, n=6),
nach 3 Stunden (111,4 + 21,6 %, n=7) als auch nach 6 (105,3 £ 22,8 %, n=6) Inkubation
(Abb. 4.14).
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Abbildung 4.13: Die Wirkung von DETA/NO auf den Bradykinin B2-Rezeptorexpression in
PAECs. A, quantitative Auswertung der Bradykinin B2-Rezeptorexpression in 100 uM
DETA/NO inkubierten PAEC fir eine Stunde (P>0,05; n=7), drei Stunden (P>0,05; n=8), sechs
Stunden (P>0,05; n= 8) und zwolf Stunden (P>0,05; n=5; One-way ANOVA, Linie am
Mittelwert). B, ein Beispiel aus einem Western-Blot der DETA/NO inkubierten PAEC.
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Abbildung 4.14: Einfluss der endogenen NO-Bildung auf die Expression der Bradykinin B2-
Rezeptoren. A, quantitative Auswertung der Western-Blots der inkubierten Schweineaorten
Endothelzellen fur eine Stunde (P>0,05; n=6), drei Stunden (P>0,05; n=7) und sechs Stunden
(P>0,05; n=6) (P>0,05; two tailed Student's t-test und One-way ANOVA) (Linie am Mittelwert).
B, ein Beispiel Bild von Western-Blot Ergebnissen.

4.5.4. SNAP Inkubation der PSMC

Zur Klarung der Fragestellung, ob es Unterschiede hinsichtlich des Effektes von NO auf die
Expression von Bradykinin B2-Rezeptoren zwischen Endothelzellen, die selbst NO bilden
koénnen, und glatten Muskelzellen, die kein endogenes NO bilden kénnen, gibt, wurden einige
der an Endothelzellen durchgeflihrten Experimente mit glatten Muskelzellen durchgefihrt, die
aus Schweineaorten kultiviert worden waren. Zunachst wurden die Muskelzellen mit 10 uM
SNAP (ber unterschiedliche Zeitraume und in einem zweiten experimentellen Ansatz fir
3 Stunden mit unterschiedlichen Konzentrationen von SNAP inkubiert. Keine dieser
Interventionen zeigte einen Einfluss auf die Bradykinin B2-Rezeptorexpression. So war die
Dichte der Bradykinin B2-Rezeptoren nach einer Stunde (68,97 + 30,6 %), nach 3 Stunden
(87,3 £28,9 %) und nach 6 Stunden (77,60 + 66,5 %) Inkubation mit 10 uM SNAP nicht
signifikant verschieden von dem Kontrollsignal. Der gleiche Befund ergab sich nach 3 Stunden
Inkubation mit 1 uM SNAP (92,2 + 10,4 %), 10 uM SNAP (87,3 + 28,9 %) und 100 uM SNAP
(216,8 £ 89,7 %). Somit zeigten die glatten Muskelzellen hinsichtlich des Effektes von NO auf
die Bradykinin B2 Expression keinen Unterschied zu den Endothelzellen (Abb. 4.15).
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Abbildung 4.15: Einfluss von exogenem NO auf die Expression der Bradykinin B2-
Rezeptoren in glatten Muskelzellen aus Schweineaorta. A, quantitative Evaluierung der
Bradykinin B2-Rezeptorexpression nach Inkubation mit 10 pM SNAP 1 Stunde (n=3),
3 Stunden (n=4) und 6 Stunden (n=3) (P>0,05; One-way ANOVA), und B, nach 3 Stunden
Inkubation fir mit 1 uM (n=4), 10 uM (n=4) und 100 uM SNAP (n=3) (P>0,05; One-way
ANOVA) (Linie am Mittelwert). C, Darstellung von ausgewéhlten reprasentativen Western-
Blots.

4.6. Einfluss von Moexipril und Bradykinin auf den Bradykinin B2-Rezeptorexpression
in Zellen

Da Bradykinin nach Stimulation des Bradykinin B2-Rezeptors nicht nur zur Aktivierung der NO-
Bildung in Endothelzellen fihrt, sondern auch die Expression verschiedener Gene verandern
kann, sollte ebenfalls der Effekt von Bradykinin selbst auf die Expression des Bradykinin B2-
Rezeptors evaluiert werden. Um den Abbau von Bradykinin durch die membranstandige ACE
der Endothelzellen und damit die Proteolyse von Bradykinin zu hemmen, war dem
Inkubationsmedium der ACE-Hemmer Moexipril hinzugefiigt worden. Dabei variierten die
Konzentrationen von Moexipril und Bradykinin.

4.6.1 Einfluss von Moexipril und Bradykinin auf den Bradykinin B2-Rezeptorexpression
in PAEC

Die Zellen wurden jeweils entweder mit 1 pM Moexipril und 100 nM Bradykinin, 1 pM Moexipril
und 1 pM Bradykinin, 10 uM Moexipril und 10 puM Bradykinin oder 10 uM Moexipril und 100 uM

Bradykinin fur 3 Stunden inkubiert. Die Bradykinin B2-Rezeptorexpression wurde wieder
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mittels Western-Blot untersucht und es konnten keine signifikanten Veranderungen
beobachtet werden (Abb. 4.16). Dies galt fur alle verwendeten Kombinationen: 100 nM
Bradykinin/l uM  Moexipril (151,9 £ 39,8 %, n=6), 1uM Bradykinin/1 uM Moexipril
(100,2 + 13,1 %, n=6), 10 uM Bradykinin/1L0uM Moexipril (100,2 = 13,7 %, n=7) und 100 uM
Bradykinin/10 uM Moexipril (79,7 £ 7,8 %, n=5).
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Abbildung 4.16: Effekt verschiedener Kombinationen von Moexipril und Bradykinin auf die
Expression der Bradykinin B2-Rezeptoren in Endothelzellen aus Schweineaorten:
A, quantitative Evaluierung der Bradykinin B2-Rezeptorexpression in Gegenwart von 100 nM
Bradykinin und 1 yM Moexipril (P>0,05, je n=6, two tailed Student's t-test) (Linie am
Mittelwert), B, in Gegenwart von 1 pM Bradykinin und 1 pM Moexipril (P>0,05, je n=6, two
tailed Student's t-test) (Linie am Mittelwert), D, in Gegenwart von 10 uM Bradykinin und 10 pM
Moexipril (P>0,05, je n=7, two tailed Student's t-test) (Linie am Mittelwert) und
E, in Gegenwart von 100 uM Bradykinin und 10 uM Moexipril (P>0,05, je n=5, two tailed
Student's t-test) (Linie am Mittelwert). C, F, ausgewahlte reprasentative Western-Blots zur
Bradykinin B2-Rezeptorexpression.
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4.6.2 Einfluss von Moexipril und Bradykinin auf den Bradykinin B2-Rezeptorexpression
in HDBEC

Um die Effekte von Braydkinin auf die Expression der Bradykinin-B2-Rezeptoren in
menschlichen Zellen zu studieren, wurde HDBEC mit 1 uM Moexipril und 10 uM Bradykinin fir
3 Stunden inkubiert. Die Bradykinin B2-Rezeptorexpression wurde wieder mittels
Immunzytochemie untersucht (111,7 + 10,42 %, n=5) und es konnten keine signifikanten
Verédnderungen beobachtet werden (Abb. 4.17). Diese Ergebnisse legen nahe, dass auch hier
Bradykinin keinen Effekt auf die Expression der Bradykinin-B2-Rezeptoren aufwies.
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Abbildung 4.17: Effekt von Moexipril und Bradykinin auf die Expression der Bradykinin B2-
Rezeptoren in Endothelzellen aus menschlichen dermalen BlutgefaBen (HDBEC).
A, quantitative Evaluierung der Bradykinin B2-Rezeptorexpression in Gegenwart von 1y M
Bradykinin und 10 uM Moexipril (P>0,05, je n=5, two tailed Student's t-test) (Linie am
Mittelwert) B, ausgewahlte reprasentative Bilder zur Bradykinin B2-Rezeptorexpression.

4.7. Einfluss von Fibrinogen auf die Bradykinin B2-Rezeptorexpression

Eine Studie der Arbeitsgruppe hatte gezeigt, dass Patienten mit nicht allergischem
Angioddem, welches durch Bradykinin Uber eine Aktivierung von Bradykinin B2-Rezeptoren
vermittelt wird (Bas et al. 2015), signifikant héhere Plasmaspiegel von Fibrinogen aufweisen
(Bas et al. 2008). Ebenfalls konnte an Segmenten menschlicher Arteria mammaria interna
sowie kleiner porciner Koronararterien erstmals eine konzentrationsabhangige Vasodilatation
durch Fibrinogen nachgewiesen werden. Dieser vasodilatatorische Effekt war teilweise
abhangig von der NO-Bildung im vaskuldren Endothel. Dariber hinaus zeigte sich, dass die
bei den Patienten gemessene mittlere Plasmakonzentration von Fibrinogen von
481 + 22 mg/dl (14,15 pM) zu einer nahezu 10-fachen Verstarkung der vasodilatatorischen

Wirkung von Bradykinin fuhrte. Daher wurde hier untersucht, ob eine Inkubation von

Seite 62



ERGEBNISSE

menschlichen und porcinen Endothelzellen mit 15 pM Fibrinogen zu einer Anderung der
Expression von Bradykinin B2-Rezeptoren fiuhrt und auch auf diese Weise zur
Pathophysiologie der Entwicklung nicht allergischer Angioddeme beitragen kann. Um
herauszufinden, ob die Fibrinbildung im Inkubationsmedium mdglicherweise beteiligt ist,
wurden Kontrollexperimente mit einer Kombination aus 15 uM Fibrinogen und 1 puM
Melagatran durchgefuhrt. Melagatran ist ein nicht klinisch verwendeter direkter und
spezifischer Thrombininhibitor und der aktive Metabolit von Ximelagatran, welches wegen
hepatotoxischer Effekte nicht mehr als therapeutisches Antikoagulanz verwendet werden darf
(Bauer 2006).

4.7.1. Fibrinogen Inkubation der HUVECs

Um die Effekte von Fibrinogen auf die Expression an humanen Endothelzellen zu untersuchen
wurden Kulturen aus humanen Umbilikalvenen-Endothelzellen (HUVEC) angelegt. Zellen der
zweiten Passage wurden mit einer Kombination aus 15 pM Fibrinogen und 1 pM Melagatran
fur 1, 3 und 6 Stunden inkubiert. Zur Quantifizierung der Bradykinin B2-Rezeptorexpression
mittels Western-Blot dienten Homogenate der inkubierten Zellen. Die Expression der
Bradykinin B2-Rezeptoren zeigt bei einer Stunde (108,6 + 27,1 %), 3 Stunden Inkubation
(196,8 + 38,3 %) und 6 Stunden (102,0 + 27,8 %) keine signifikante Erhéhung. (Abb. 4.18).
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Abbildung 4.18: Effekt einer Inkubation von HUVEC mit einer Kombination aus 15 pM
Fibrinogen und 1 pM Melagatran auf die Expression von Bradykinin B2-Rezeptoren. A, die
guantitative Evaluierung der Western-Blot Signale zeigte nur bei 3 Stunden Inkubation (n=11)
eine Erhéhung der Bradykinin B2-Rezeptorexpression, wahrend nach 1 Stunde (n=6) und
6 Stunden Inkubation (n=4) die Bradykinin B2-Rezeptorexpression unverandert blieb. Die
statistische Analyse mittels One-way ANOVA ergab jedoch keine signifikanten Unterschiede
zwischen den verschiedenen Gruppen (P=0,0681) (Linie am Mittelwert). B, reprasentativer
Western-Blot der Bradykinin B2-Rezeptorexpression nach 3 Stunden Inkubation.
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4.7.2. Fibrinogen Inkubation der PAEC

Um die Effekte von Fibrinogen auf die Expression an porcinen Endothelzellen zu untersuchen
wurden Kulturen aus porcinen Aorten-Endothelzellen (PAEC) angelegt und ebenfalls Zellen
der zweiten Passage mit der Kombination aus 15 uM Fibrinogen und 1 pM Melagatran fir 1,
3 und 6 Stunden inkubiert. Dartiber hinaus wurde auch das Geschlecht der Zellen festgestellt
(siehe Abschnitt 3.5.6) und PAEC aus méannlichen und weiblichen Schweinen miteinander
verglichen. Schlielich wurden bei gleicher Konzentration von Melagatran auch
Konzentrationen von 3 uM und 10 pM Fibrinogen dber 3 Stunden bei PAEC aus ménnlichen
Schweinen verwendet. Die Quantifizierung der Bradykinin B2-Rezeptorexpression erfolgte
mittels Western-Blot. Die Ergebnisse zeigten fir keinen der Vergleiche einen signifikanten
Unterschied (One-way ANOVA). Es ergaben sich fur die ménnlichen PAEC folgende Werte
nach einer Stunde 102,6 + 15,9 %; nach 3 Stunden 94,9 + 11,6 % und nach 6 Stunden
106,0 £ 13,1 % (P>0,05). Die Ergebnisse bei weiblichen PAEC betrugen nach einer Stunde
116,2 £ 29,8 %; nach 3 Stunden 129,6 +31,8 % und nach 6 Stunden 119,1 +19,6 %
(P>0,05). Das Ergebnis anderte sich auch nicht, wenn die Daten aus weiblichen und
mannlichen PAEC zusammengefihrt wurden (P>0,05). Auch die Inkubation mannlicher PAEC
mit verschiedenen Konzentrationen von Fibrinogen zeigte keine signifikanten Unterschiede
(P>0,05) (Abb. 4.19).

4.7.3. Fibrinogen Inkubation der UDSCC 2

Um die Effekte von Fibrinogen auf die Expression in Tumorzellen zu untersuchen wurden
Zellkulturen aus Tumoren des Kopf-Hals-Bereiches (UDSCC 2) angelegt. Auch bei diesen
Experimenten wurden die Zellen mit einer Kombination aus 15 uM Fibrinogen mit und ohne
1 uM Melagatran fir unterschiedliche Zeitraume inkubiert. Die Ergebnisse zeigten, dass die
allein mit Fibrinogen inkubierten Tumorzellen bereits nach 1 Stunde eine signifikante Erh6hung
der Bradykinin B2-Rezeptorexpression aufwiesen (239,1 + 63,6 %, P=0,0038, One-way
ANOVA, P<0,05, Newman-Keuls multiple comparisons test, Abb. 4.20A). Dagegen wurde
nach 6 Stunden mit 121,2 + 27,6 % kein signifikanter Effekt beobachtet, wahrend die
Bradykinin B2-Rezeptorexpression nach 12 Stunden gegeniiber den Werten nach 1 Stunde
und nach 6 Stunden stark reduziert war (32 + 2,3 %, P=0,0038, One-way ANOVA, P<0,05,
Newman-Keuls multiple comparisons test). Dabei zeigte sich ein hemmender Effekt auf
Zellwachstum und Zelliberleben, weil das Fibrinogen in dem Inkubationsmedium zunehmend
zu Fibrin umgesetzt worden war und so offenbar die Versorgung der Zellen mit Sauerstoff
behinderte. Aus diesem Grund kdnnen die signifikanten Veréanderungen der Bradykinin B2-
Rezeptorexpression nicht als spezifische Effekte von Fibrinogen angesehen werden. Wurden

die Zellen zusatzlich mit dem Thrombin-Inhibitor Melagatran inkubiert und auf diese Weise die
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Bildung von Fibrin verhindert, ergab sich fur keine der untersuchten Inkubationszeiten ein
signifikanter Unterschied zur Kontrolle (P=0,2181, One-way ANOVA).
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Abbildung 4.19: Effekt einer Inkubation von PAEC mit einer Kombination aus verschiedenen
Konzentrationen von Fibrinogen und 1 pM Melagatran auf die Expression von Bradykinin B2-
Rezeptoren. Bei keinem der durchgefuhrten Untersuchungen ergaben sich signifikante
Unterschiede hinsichtlich der Bradykinin B2-Rezeptorexpression gegentber der Kontrolle
(One-way ANOVA). A, Quantitative Evaluierung der Ergebnisse mit weiblichen PAECs nach
1 Stunde (n=6), 3 Stunden (n=8) und 6 Stunden (n=7, P>0,05), B, Quantitative Evaluierung
der Ergebnisse mit mannlichen PAEC nach 1 Stunde (n=7), 3 Stunden (n=7) und 6 Stunden
(n=9, P>0,05), C, Darstellung der in A und B dargestellten Ergebnisse (P>0,05) (Linie am
Mittelwert). D, Quantitative Evaluierung der Ergebnisse mit mannlichen PAEC nach 3 Stunden
Inkubation mit 3 uM (n=6), 10 uM (n=6) und 15 pM (n=6) Fibrinogen (P>0,05) (Linie am
Mittelwert). E; Beispiele fir Western-Blot-Signale des Bradykinin B2-Rezeptor unter
verschiedenen Bedingungen.
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Im Einzelnen wurden folgende Werte gemessen: nach 5 Minuten 168,6 + 34,6 %, nach einer
Stunde 159,3 + 40,9 %, nach 6 Stunden 122,9 + 39,1 % und nach 12 Stunden 73,8 + 3,7 %
(Abb. 4.20B). Damit konnten die an HUVEC und PAEC in Gegenwart von Melagatran erzielten
Ergebnisse an Tumorzellen bestétigt werden.
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Abbildung 4.20: Effekt von Fibrinogen ohne und mit Melagatran auf die Expression des
Bradykinin B2-Rezeptors in UDSSC 2 Zellen. A, Bei Abwesenheit von Melagatran zeigte
Fibrinogen einen biphasischen und signifikanten Einfluss auf die Expression des Bradykinin
B2-Rezeptors (P=0.0038, je n=6, One-way ANOVA). Wahrend bereits nach 1 h die Bradykinin
B2-Expression signifikant anstieg (*P<0,05, Newman-Keuls multiple comparisons test), zeigte
sich dieser Unterschied nach 6 h und nach 12 h nicht. Im Vergleich mit der Bradykinin B2-
Expression nach 1 h war jedoch eine signifikante Verminderung gegentber 6 h (#, P<0,05,
Newman-Keuls multiple comparisons test) und gegentber 12 h Inkubation (#, P<0.01,
Newman-Keuls multiple comparisons test) zu beobachten. B, Bei Anwesenheit von
Melagatran zeigte Fibrinogen bei keiner Inkubationszeit eine signifikante Verminderung der
Bradykinin B2-Rezeptorexpression (je n=3, P=0,2181, One-way ANOVA) (Linie am Mittelwert).
C, reprasentative Beispiele der Western-Blots bei Abwesenheit (links) und Anwesenheit von
Melagatran (rechts).

4.8. Einfluss von Fibrinogen auf die Aktivitat der Bradykinin B2-Rezeptoren

Um die Effekte von Fibrinogen auf die Aktivitat der Bradykinin B2-Rezeptoren zu studieren,
wurde Bradykinin (siehe Tabelle 3.21) verwendet. Die Zellen wurden mit 15 uM Fibrinogen

und 1 pM Melagatran fir 3 Stunden inkubiert und anschlieBend mit 10 nM oder mit 100 nM
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Bradykinin fir 5 min aktiviert. Die Bestimmung der Bradykinin B2-Rezeptor Aktivitat der
porcinen Endothelzellen beruhte auf der gut bekannten Stimulation der NO-Bildung durch die
eNOS und wurde mittels Western-Blot untersucht. Das so gebildete endogene NO fihrt Gber
die Stimulation der léslichen Guanylylzyklase zur Synthese von cGMP und konsekutiver
Aktivierung der Proteinkinase G. Diese Kinase phosphoryliert verschiedene Proteine in den
Zellen (siehe Abschnitt 2.1.3.1.). Gemessen wurde das Ausmald der Phosphorylierung von
VASP (P-Ser239-VASP) im Verhaltnis zur Gesamtmenge von detektierbarem VASP.

Dieses Verhdltnis war in Fibrinogen inkubierten PAECs die mit 100 nM Bradykinin aktiviert
waren gegeniber mit nicht Fibrinogen inkubierten Zellen signifikant erhdoht (Abb. 4.21). Die
PAECs, die mit 10 nM Bradykinin aktiviert waren, haben keine signifikante Erh6hung der
Aktivitat gezeigt. Dieser leicht verstarkende Effekt von Fibrinogen auf die Aktivitdt von
Bradykinin konnte auch an isolierten kleinen porcinen Koronararterien nachgewiesen werden
(Bas et al. 2008).
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Abbildung 4.21: Effekt von Fibrinogen auf die Aktivitat von Bradykinin in porcinen
Endothelzellen. Gemessen wurde das Ausmal} der Phosphorylierung von VASP (P-Ser239-
VASP) durch die Proteinkinase G im Verhdltnis zur Gesamtmenge an detektierbarem VASP.
A, Wahrend sich bei Inkubation mit 10nM Bradykinin keine Veranderung dieses Verhéltnisses
ergab (n=7), war die VASP-Phosphorylierung nach Inkubation mit 100 nM Bradykinin
signifikant erhoht (n=6, P=0,0232, One-Way ANOVA, P<0.05, Newman-Keuls multiple
comparisons test) (Linie am Mittelwert). B, Beispiel fur Western-Blot mit Detektion der Signale
fur phosphoryliertes VASP und gesamtes VASP.
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4.9. Einfluss von Fibrinogen auf die Funktionalitat der Koronararterien durch NO

Wegen der in porcinen Endothelzellen am Beispiel der Bradykinin B2-Rezeptor induzierten
NO-Bildung nachweisbaren Steigerung der Aktivitdt von Bradykinin, wurde an isolierten
porcinen Koronararterien untersucht, ob Fibrinogen die Sensitivitat der glatten Muskulatur in
einem intakten Blutgefal® verandert. Hierzu wurden die Gefaliringe wie im Abschnitt 3.6.2
beschrieben von den Endothelzellen entfernt, sodass die alleinige Reaktion der glatten
Muskelzellen gegentiber aufsteigenden Konzentrationen des NO-Donators SNAP untersucht
werden konnte. Die GefaRRringe wurden mit 15 pM Fibrinogen und 1 pM Melagatran fir
3 Stunden inkubiert. Als Vergleichsprotein diente 15 pM bovines Serumalbumin und 1 pM
Melagatran. Im Anschluss wurden Konzentrations-Wirkungskurven fur SNAP in einem Bereich
von 1 nM bis 5 uM aufgenommen. Die Relaxation durch den NO-Donator SNAP (1 nM-10 uM)
in GefalRen ohne Endothel zeigten keinen Unterschied zwischen Fibrinogen und BSA
inkubierten Schweine Koronararterien (P=0,1296, Two-way ANOVA, Abb. 4.22).
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Abbildung 4.22: Auswirkung von Fibrinogen auf die NO-induzierte Vasorelaxation isolierter
porciner Koronararterien mit mechanisch entferntem Endothel. Nach einer Vorinkubation tber
3 Stunden mit je 15 pM Fibrinogen oder dem Vergleichsprotein bovines Serumalbumin (BSA)
zeigte sich kein Unterschied der konzentrationsabhdngigen Vasodilatation durch den NO-
Donator SNAP (je n=4, P=0,1296, Two-way ANOVA).
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5. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, verschiedene Aspekte des Bradykinin/NO-Signalweges zu
untersuchen. Es soll der Einfluss einer Erh6hung oder Erniedrigung der Bioverfligbarkeit von
sowohl exogenem als auch endogenem NO auf die Expression des Bradykinin B2-Rezeptors

bestimmt werden.

5.1. Aktivierung des NO/cGMP-Signalweg in vivo

Das erste wesentliche Teilziel dieser Studie bestand darin, zu untersuchen, ob es durch eine
erhohte NO-Bioverfugbarkeit, entweder bedingt durch eine eNOS-Uberexpression oder durch
einen therapeutisch eingesetzten NO-Donator, einen Einfluss auf die Bradykinin B2-
Rezeptorexpression gibt. Zusatzlich sollte bestimmt werden, ob eine fehlende NO-
Bioverfugbarkeit, entweder durch eine komplette eNOS-Defizienz oder durch eine
pharmakologische NOS-Inhibition, in Mausen einen Einfluss auf die Bradykinin B2-

Rezeptorexpression hat.

5.1.1. Aktivierung des NO/cGMP-Sighalweges durch genetische Veranderung der eNOS

in Mausen

Mittels des Tie-2-Promotors wurde ein Mausmodell generiert welches die eNOS
Uberexprimiert (Oppermann et al. 2011). Dieser Promotor wurde aufgrund einer Arbeit von
Schlager et al. benutzt, in welcher mithilfe des LacZ-Gens gezeigt wurde, dass der Tie-2
Promotor eine endothelspezifische Expression induziert (Schlaeger et al. 1997). Dieser
Promotor wurde bereits zur Uberexpression verschiedener Proteine verwendet, wobei die
Spezifitat der Expression ausschlieflich in vaskularen Endothelzellen bestétigt werden konnte
(Lauer et al. 2005;Suvorava et al. 2005). Inzwischen sind eine Reihe von transgenen Tierlinien
publiziert worden, die unter Verwendung des Tie-2 Promotors etabliert wurden (Suvorava und
Kojda 2009). In dem in dieser Arbeit verwendeten transgenen Tiermodell wurde die bovine
eNOS zur Uberexpression verwendet, weil auf diese Weise mittels PCR eine Unterscheidung
zwischen der Expression der murinen eNOS und dem Transgen ermoglicht wird. So hat sich
in einer anderen transgenen Tierlinie mit Tie-2 gesteuerter eNOS Uberexpression gezeigt,
dass das Transgen die Expression der murinen eNOS hemmen kann (Suvorava et al. 2017).
Die Sequenzen der murinen und der bovinen eNOS stimmen zu 90,9 % Uberein. Wir haben
verschiedene Kolonien auf die eNOS-Expression hin mittels Western-Blot untersucht. Von den

3 etablierten Kolonien zeigten zwei eine deutliche Uberexpression der eNOS. Diese betrug bei
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Kolonie 2 das 3,3-Fache und bei Kolonie 5 das 2,3-Fache (Oppermann et al. 2011). Der fur
die Western-Blots verwendete Antikdrper erkennt sowohl die murine als auch die bovine
eNOS, sodass eine Unterscheidung beider Proteine mit dieser Methode nicht méglich ist. Fur
die Experimente wurden Tiere der Kolonie 2 verwendet.

Die Erhéhung der eNOS-Expression in den transgenen positiven Tieren ist auch funktional
aktiv. Dies konnte beispielsweise durch Blutdruckmessungen und VASP Phosphorylierung
gezeigt werden (Suvorava et al. 2005;0ppermann et al. 2011). Die transgen positiven Tiere
hatten im Vergleich zu transgen negativen Geschwistertieren einen um etwa 15 mm/Hg
reduzierten systolischen Blutdruck. Da dieser Unterschied zwischen transgen-negativen und
transgen-positiven Mausen durch eine dreiwdchige Behandlung mit einem NOS-Inhibitor L-NA
aufgehoben wurde (Oppermann et al. 2011) lie sich nachweisen, dass die Senkung des
Blutsdrucks tatséachlich auf der vermehrten vaskuléren Aktivitdt der eNOS beruht. Eine
ahnliche Reduktion des Blutdrucks wurde auch von einer japanischen Arbeitsgruppe
beschrieben (Ohashi et al. 1998), obwohl bei diesem Modell eine etwa 8-Fache
Uberexpression der eNOS vorlag. Dariiber hinaus verwendete diese Arbeitsgruppe zur
endothelspezifischen Uberexpression den Preproendothelin-Promotor. In starkem Gegensatz
zu dem hier verwendeten Mausmodell, zeigte das Modell der japanischen Arbeitsgruppe eine
deutliche Einschréankung der endothelabhangigen Vasodilatation durch Acetylcholin, die auch
als endotheliale Dysfunktion bezeichnet wird und sich regelmafiig bei Patienten mit koronarer
Herzkrankheit, Herzinsuffizienz, Bluthochdruck oder Diabetes mellitus Typ 2 nachweisen lasst
(Kojda und Harrison 1999). Die Autoren vermuten, dass dieser negative vaskulare Effekt durch
nitrosativen Stress ausgeldst wurde, der auf der sehr starken Uberexpression der eNOS
beruht. Ein solcher Effekt wurde bei dem in dieser Arbeit verwendeten Mausmodell nicht
beobachtet. Darliber hinaus konnten auch keine Anzeichen von nitrosativem Stress
nachgewiesen werden, denn die messbaren Konzentrationen von Peroxynitrit und Superoxid,
beides Indikatoren fir oxidativen und nitrosativen Stress, unterschieden sich nicht zwischen
den transgen-positiven und den transgen-negativen Mausen. Insofern stellt die eNOSY-Maus
ein Modell dar, welches sich zum Studium der Effekte von endogenem NO auf
Organfunktionen und Expressionsmuster in verschiedenen Geweben sehr gut eignet.
Insbesondere die vollstdndig erhaltene Funktion des vaskuldren Endothels erscheint im
Zusammenhang mit dieser Dissertation von besonderer Bedeutung, denn Storeffekte, die
durch oxidativen bzw. nitrosativen Stress vermutlich ausgeldst werden, treten in diesem Modell
nicht auf (Oppermann et al. 2011).

Die Funktion der eNOS in eNOSY konnte nicht nur Uber die Senkung des Blutdrucks
nachgewiesen werden. Es zeigte sich auch eine deutliche Zunahme der Phosphorylierung von
Vasodilatator-stimuliertem Phosphoprotein (VASP). Das VASP gehdrt zu einer Familie Prolin-

reicher Proteine und wird in Endothelzellen, Thrombozyten, vaskularen glatten Muskelzellen
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und Fibroblasten exprimiert (Jarchau et al. 1998). Fur raumlich begrenzte Aktinfilamente ist es
ein wichtiger Faktor und stellt so unter anderem einen Faktor zur Beeinflussung der
Zellmotilitat dar (Reinhard et al. 2001). Durch unterschiedliche Enzyme wird VASP an drei
verschiedenen Aminosauren phosphoryliert. Die Proteinkinase G (PKG) phosphoryliert
Serin239, wahrend Serin157 hauptsachlich durch die PKA phosphoryliert und Threonin278
unspezifisch phosphoryliert wird (Smolenski et al. 1998). Die beiden Isoformen der PKG
werden im Rahmen der NO-Signaltransduktion durch Bindung von cGMP aktiviert, sodass die
VASP Serin-Phosphorylierung Veranderungen der NO-Konzentration bzw. NO-Aktivitat
zuverlassig anzeigt. Die Messung der Aktivitat der PKG wird durch eine Bestimmung der
VASP-Phosphorylierung an Serin239 mittels eines spezifischen Antikorpers ermittelt. In dem
hier verwendeten Modell eNOS"Y war die VASP-Phosphorylierung 1,6-fach erhéht. Diese
Erhdhung wurde durch eine Behandlung mit dem NOS-Inhibitor L-Nitroarginin aufgehoben.
Dies zeigt, dass die erhohte VASP-Phosphorylierung von der eNOS-Aktivitat abhing. Auch
weitere Untersuchungen bestatigten die erhéhte NO-Aktivitat in eNOS'9. So waren in der
Lunge der eNOSY -Mause auch die cGMP-Werte erhoht. SchlieBlich konnte auch mittels
Elektronenspin-Resonanz gezeigt werden, dass sich in eNOSY die NO-Konzentration
gegenuber den eNOS"-M&usen in etwa verdoppelt war (Oppermann et al. 2011). Trotz der
nachweisbaren verstarkten Aktivierung des NO/cGMP Signalweges blieb die Bradykinin B2-
Rezeptorexpression in Herz, Lunge und Aorta der Mause unverdndert. Dies lasst vermuten,
dass endogenes NO die Expression des Bradykinin-B2-Rezeptors unter normalen

physiologischen Bedingungen nicht reguliert.

5.1.2. Aktivierung des NO/cGMP-Signalweges durch Behandlung von Mausen mit dem
NO-Donator PETN

Zur Behandlung der koronaren Herzkrankheit setzt man seit langer Zeit organische Nitrate ein.
Die therapeutische Anwendung von Glyceroltrinitrat wurde erstmals im Jahr 1879 beschrieben
(Murrel 1879). Es hat jedoch mehr als 100 Jahre gedauert, bis der Mechanismus der
antiischamischen bzw. antiangindsen Wirkung organischer Nitrate aufgeklart werden konnte
(Ignarro et al. 1981). Etwa zeitgleich wurde beschrieben, dass sich in Ringpraparationen von
Kaninchenaorten eine durch Acetylcholin induzierbare Relaxation nachweisen lasst, die strikt
endothelabhangig ist (Furchgott und Zawadzki 1980). Der von den beiden Forschern als
,=Endothelium-derived relaxing factor* bezeichnete endogene Mediator wurde bereits 7 Jahre
spater als NO identifiziert (Palmer et al. 1987). Somit konnte gezeigt werden, dass der NO-
cGMP Signalweg eine wichtige Rolle fiir die vaskuldre Homdostase spielt. Darliber hinaus
wurde deutlich, dass organische Nitrate einen Signalweg aktivieren, der auch endogen

stimuliert wird.
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Die organischen Nitrate Glyceroltrinitrat, Isosorbid-2,5-dinitrat, Isosorbit-5-mononitrat und das
langwirksame Pentaerythrityltetranitrat zahlen noch heute zu wichtigen Arzneistoffen zur
symptomatischen Behandlung der koronaren Herzkrankheit. Allerdings findet sich in den
Leitlinien der Europaischen kardiologischen Gesellschaft zur Behandlung der stabilen Angina
pectoris (Montalescot et al. 2013) und des Myokardinfarktes mit (STEMI) (Ibanez et al. 2018)
und ohne ST-Streckenhebung (non-STEMI) (Roffi et al. 2016) nur noch Glyceroltrinitrat als
Spray zur kurzfristigen Akutbehandlung als Mittel der ersten Wahl. Alle anderen organischen
Nitrate gelten als Mittel der zweiten Wahl, da sie im Gegensatz zu beispielsweise 3-Blockern
keine prognostisch gunstigen Wirkungen aufweisen. Nach heutigen Erkenntnissen beruht der
antiangindse Effekt vorwiegend auf einer Senkung der Vorlast (Gewaltig und Kojda 2002),
aber auch eine Dilatation von kleinen Koronararterien mit Umverteilung des kardialen
Blutflusses hin zu ischamischen Arealen tragt dazu bei (Winbury et al. 1971). Die praferenzielle
venose Dilatation konnte darauf beruhen, dass die Bioaktivierung organischer Nitrate durch
die endogene NO-Produktion gehemmt wird, denn die vaskulare NO-Bildung ist Arterien
wegen der deutlich starkeren physikalische Kréafte wie Druck und Pulsation deutlich starker
ausgepragt als in Venen (Kojda et al. 1998b).

Mechanistisch gesehen werden organische Nitrate bioaktiviert, indem enzymatisch
Nitratgruppen abgespalten und zu Stickstoffmonoxid reduziert werden (Bennett et al.
1992;Chung und Fung 1992). Analysen mit Spin-Traps haben die NO-Bildung aus
Glyceroltrinitrat in vendsen und arteriellen GefalRen gezeigt (Milsch et al. 1995). Aber ob NO
das pharmakologisch aktive Prinzip organischer Nitrate ist, wird erstaunlicherweise immer
wieder diskutiert (Kleschyov et al. 2003). An der enzymatischen Bioaktivierung organischer
Nitrate unter Bildung von NO sind vermutlich mehrere Enzyme beteiligt. Es konnte erst 2002
gezeigt werden, dass Glyceroltrinitrat durch die mitochondriale Aldehyd-Dehydrogenase 2
(ALDH-2) zu NO bioaktiviert wird (Chen et al. 2002). Der gleiche Weg der Bioaktivierung gilt
wahrscheinlich auch fir PETN und den Metabolit PETriN (Wenzel et al. 2007). Wahrscheinlich
werden die beiden anderen Metaboliten PEDN und PEMN durch andere enzymatische
Reaktionen bioaktiviert. In-vitro kénnen organische Nitrate in Anwesenheit von hohen
Konzentrationen von Cystein (5 mM) ebenfalls NO bilden. Im Fall von PETN lie3 sich
nachweisen, dass die so freigesetzte Menge von NO und die Aktivierung isolierter léslicher
Guanylylcyclase sehr gut korrelierte (Kojda et al. 1998a). Dabei zeigte sich auch, dass die
gebildeten Mengen von NO mit der Anzahl der Nitratgruppen korrelierte und von PETN uber
PETriN, PEDN und PEMN schrittweise abnahm.

Eine Einzeldosis intragastrales PETN (50 mg) senkt bei anasthesierten Kaninchen den
mittleren Aortendruck um etwa 20 %. Nach intravendser Gabe von PEDN und PEMN wurde
die gleiche Wirkung in Abh&angigkeit von der jeweiligen Dosis gemessen. Dies zeigt, dass

PEDN einer der wichtigsten vasoaktiven Metaboliten ist (Mullenheim et al. 2001). Beim
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Menschen lassen sich PETN und PETTrIN, im Gegensatz dazu die beiden Metaboliten PEDN
und PEMN nach oraler Gabe nicht im Plasma nachweisen (Weber et al. 1995). Dies beruht
auf dem hohen ,first-pass® Effekt, dem PETN unterliegt. Daher wird davon ausgegangen, dass
die therapeutische Wirksamkeit von PETN auf der vaskularen Bildung von NO aus den
Metaboliten PEDN und PEMN beruht. Bei therapeutischer Dosierung findet eine Dilatation der
Widerstandsgefalle kaum statt. Deshalb kommt es auch nicht zu einer Blutdrucksenkung.
Mdglicherweise ist das auch ein Grund dafur, dass PETN im Vergleich zu Isosorbid-5-
Mononitrat deutlich weniger Kopfschmerz verursacht (Pfaffenrath et al. 1998).

Trotz der nachweisbaren verstarkten pharmakologischen Aktivierung des NO/cGMP
Signalweges durch verschiedene Dosierung von PETN blieb die Bradykinin B2-
Rezeptorexpression in Herz, Lunge und Aorta der Mause unverdndert. Dies lasst vermuten,
dass auch exogenes NO die Expression des Bradykinin-B2-Rezeptors unter normalen
physiologischen Bedingungen nicht reguliert.

5.2. Hemmung des NO/cGMP-Signhalwegs in vivo

Um die Ergebnisse, die nach Stimulation des NO/cGMP Signalwegs erhalten wurden weiter
abzusichern, sind weitere In-vivo-Experimente durchgefuhrt worden. Im Zentrum dieser
Untersuchungen stand die Frage, ob eine Hemmung des NO/cGMP Signalwegs ebenfalls
keine Auswirkungen auf die Expression von Bradykinin-B2-Rezeptoren hat.

5.2.1. Hemmung des NO/cGMP-Signalwegs durch genetische Veranderung der eNOS in
Méausen

Um den Effekt einer chronischen Inhibition des NO/cGMP-Signalwegs auf den Bradykinin B2-
Rezeptor zu untersuchen, wurden zwei verschiedene eNOS-defiziente Mausstamme benutzt.
Die eNOS-defizienten Mause von Shesely et al. wurden durch den Ersatz von Exon 12 des
eNOS-Gens, welches fiir die Calmodulin-Bindungsstelle codiert, durch die Neomycin-Kassette
generiert (Shesely et al. 1996). Sie hatten einen im Durchschnitt um 18 mmHg erhdhten
Blutdruck gegeniber Wildtyp-Mausen. Auflerdem hatten sie ein um ungefahr 7,5 %
niedrigeres Kdrpergewicht und zusatzlich eine signifikant niedrigere Herzfrequenz. Obwonhl die
Mause einen erhdhten Blutdruck und eine niedrigere Herzfrequenz haben, war das Verhaltnis
aus Herzgewicht und Korpergewicht nicht anders als die Wildtyp-Mausen (Shesely et al.
1996). In einer anderen Studie, in der an Ratten eine Langzeit L-NAME Behandlung
durchgefuhrt wurde, zeigte sich eine Hypertrophie des Herzens (Moreno et al. 1996). Die
Resultate beider Studien zu vergleichen ist schwierig, weil bei den Ratten auRer der eNOS
auch die nNOS und die iINOS inhibiert wurden. Die Renin-mRNA-Expression war in den eNOS-

defizienten Mausen leicht reduziert, aber die Plasma-Renin Konzentration war doppelt so hoch
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gegen uber Wildtyp-Mausen (Shesely et al. 1996). Zusatzlich haben Kurihara et al. weitere
Untersuchungen an diesen Mausen durchgefthrt. Bei ihrer Arbeit geht es darum, ob die nNOS
einen Einfluss auf den Blutdruck der eNOS-defizienten Mé&use hat. Dazu haben sie
7-Nitroindazole (7-NI) verwendet, der aufgrund der fehlenden Wirkung auf den Blutdruck bei
Mausen als nNOS-selektiver Inhibitor bezeichnet wird (Moore et al. 1993). Nach einer Bolus-
Injektion von 7-NI sah man eine Senkung des Blutdrucks in eNOS-defizienten Méausen
wohingegen die Kontroll-Tiere keine statistisch signifikante Erhéhung zeigten (Kurihara et al.
1998). In einer getrennten Gruppe von 129/SvEv Mausen wurden die NOS-Aktivitaten im
Kleinhirn nach 7-NI-Injektion gemessen, da dieses Gewebe sehr reich an nNOS ist. Die
Ergebnisse zeigten eine niedrigere Aktivitat der NOS im Kleinhirn. Der maximale Effekt trat
15 bis 60 Minuten nach der Injektion auf und nach zwei Stunden stieg die Aktivitat wieder auf
Normalwerte an. Nach einer akuten Behandlung mit L-NAME hatten die eNOS-defizienten
Mé&use, wie auch nach der Behandlung mit 7-NI, eine niedrigere NOS Aktivitat im Kleinhirn und
einen niedrigeren Blutdruck. Eine Langzeitbehandlung (Gabe tber das Trinkwasser oder
zweimalige intraperitoneale Injektion taglich) mit dem Inhibitor 7-NI hat allerdings nicht die
Kleinhirn NOS-Aktivitat inhibiert (Kurihara et al. 1998).

Ein anderer Stamm eNOS-defizienter Mause stammt von Gédecke et al. (Gédecke et al.
1998). Diese wurden durch einen Ersatz der Adeninnukleotid-Bindungsstelle von der NADPH-
Bindungsstelle an Exon 24 bis zu einem Teil des Exons 25 des eNOS Gens durch die
Neomycin-Kassette generiert. Diese Stelle wurde gewahlt, weil die NOS-Reaktion streng von
diesem Kofaktor abhéangt. Um zu beweisen, dass die eNOS auch funktional inaktiv war, haben
die Autoren Aorten-Endothelzellen kultiviert und auf NO hin untersucht. Die Zellen zeigten nur
Hintergrundwerte an NO\-Bildung. Das Endothel zeigt auerdem keine NADPH-
Diaphorasefarbung, welche man zu den Nachweisen der Funktionalitat der NOS benutzt. Die
eNOS-defizienten Mause haben auch 50 % geringere Plasma NO2-/NOs; Werte. Wie bei den
Mausen von Shesely et al. hatten auch diese Tiere keine Herzhypertrophie, aber ebenfalls
einen erhdhten Blutdruck (im Durchschnitt um 28 mmHg) und eine niedrigere Herzfrequenz.
Die Tiere zeigten auch keinen Unterschied hinsichtlich des basalen Koronarflusses, ebenso

war die koronare ventse Freisetzung von Adenosin identisch (Godecke et al. 1998).

Die erste eNOS-defizient Maus wurde von Huang et al. kreiert (Huang et al. 1995). Wir haben
diesen Stamm nicht fir unsere Experimente benutzt. Fir das Generieren der Maus haben sie
die Ribose- und Adeninnukleotid-Bindungsstelle der NADPH-Bindungsstelle durch die
Neomycin-Kassette ersetzt. Wie bei den zwei bereits beschriebenen Stammen haben diese
eNOS-defizienten Mause auch einen signifikant hoheren Blutdruck (im Durchschnitt um
20 mmHg). Die Ergebnisse waren auch unter Narkose &hnlich. Bei einer Mausmutante der
neuronalen NOS von Huang et al. (Huang et al. 1993) war der Blutdruck ungefahr gleich wie

der der Wildtyp-Maus (Huang et al. 1994). Die eNOS-defizienten Mause dieses Stammes
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zeigten in Experimenten einen niedrigeren Blutdruck als Antwort auf L-NA, was in unser
Arbeitsgruppe mit den Mausen von Shesely et al. nicht bestatigt werden konnte (Kojda et al.
1999). Um die Aktivitat zu kontrollieren, wurden Organbadversuche mit Aortenringen der Tiere
durchgefuhrt. Die Wildtyp-Méause haben eine dosisabhdngige Dilatation auf Acetylcholin
gezeigt, nicht aber eNOS-defizienten Mause (Huang et al. 1995).

Untersuchungen der Mause des Shesely-Stamms haben ergeben, dass der heterozygote
Genotyp eNOS*" sich nicht von den transgen negativen Geschwistertieren unterschied.
Dementsprechend weisen diese Tiere trotz der Depletion des eNOS Gens auf einem Allel
keinerlei Verminderung der eNOS Expression in der Aorta und keinen Phanotypus auf (Kojda
et al. 1999). Dies lasst vermuten, dass fur den Einfluss der eNOS auf die Regulation des
Blutdrucks und die endothelialen Funktionen die Expression eines eNOS-Gens ausreicht. Es
zeigte sich jedoch etwas spater, dass eNOS*" Maus nicht in der Lage ist die eNOS Expression
nach korperlichem Training zu erh6hen (Kojda et al. 2001).

In dieser Arbeit wurde anhand des Shesely-Stamms wie auch des Gddecke-Stamms der
Einfluss einer Defizienz der eNOS auf die Expression des Bradykinin B2-Rezeptors
untersucht. Weder in Homogenaten von Herzen noch bei denen der Lunge konnte mittels
Western-Blot eine Verdnderung der Expression festgestellt werden. Demnach bestatigen
diese Ergebnisse die Ergebnisse, die durch dauerhafte Aktivierung des NO/cGMP-Weges
erhalten wurden und stitzen die Schlussfolgerung, dass NO in vivo keinen messbaren Einfluss

auf die Expression des Bradykinin B2-Rezeptors aufweist.

5.2.2. Einfluss der Deaktivierung des NO/cGMP-Signalwegs auf die Bradykinin B2-
Rezeptorexpression in vivo

Um den Effekt einer pharmakologischen Inhibition des NO/cGMP-Signaltransduktionswegs
auf den Bradykinin-B2-Rezeptor zu untersuchen, wurden C57BL/6 Mause fur drei Wochen mit
dem NOS-Inhibitor L-NA behandelt. Palmer et al. hatten im Jahr 1988 beschrieben (Palmer et
al. 1988), dass die Biosynthese von NO durch die eNOS aus der Aminoséaure L-Arginin erfolgt.
Zu gleichen Ergebnissen fur alle Isoformen der NOS kamen auch weitere Untersuchungen in
Endothelzellen (Sakuma et al. 1988;Schmidt et al. 1988), Nebennieren (Palacios et al. 1989),
Gehirn (Knowles et al. 1990), neutrophilen Granulozyten und Makrophagen (Mccall et al.
1989;Salvemini et al. 1989;Wright et al. 1989) sowie in Hepatozyten (Curran et al. 1989). Diese
Entdeckung fuhrte zur Entwicklung von pharmakologischen Inhibitoren der NOS, die durch
Substitution der Guanidino-Struktur von L-Arginin erzielt wurde. Bei dem ersten publizierten
NOS-Inhibitor handelte es sich um das substituierte Arginin-Derivat N®-Monomethyl-L-Arginin
(L-NMMA)(lyengar et al. 1987). Weitere haufig verwendete NOS-Inhibitoren sind u. a.
N-Iminoethyl-L-ornithin (L-NIO), N®-Nitro-L-arginin (L-NA) und NC¢-Nitro-L-argininmethylester
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(L-NAME). Die Effekte der L-Arginin Inhibitoren wurden an vielen verschiedenen Geweben
von unterschiedlichen Tieren untersucht. Hierzu zahlen beispielsweise Anococcygeus-
Muskulatur der Maus (Gibson et al. 1990), Thrombozyten (Radomski et al. 1991b), Neutrophile
und Makrophagen (Mccall et al. 1989;Salvemini et al. 1989;Stuehr et al. 1989) (Wright et al.
1989) sowie Hepatozyten (Curran et al. 1989), Gehirngewebe (Knowles et al. 1990;Dwyer et
al. 1991), Nebenniere (Palacios et al. 1989) und BlutgefaRen (Palmer et al. 1988;Sakuma et
al. 1988;Rees et al. 1989a;Kobayashi und Hattori 1990;Milsch und Busse 1990;Kojda et al.
1999). Ebenfalls wurden die Effekte dieser NOS-Inhibitoren auf das Herz-Kreislaufsystem
untersucht, sowohl die akuten (Rees et al. 1990;Huang et al. 1995;Gddecke et al. 1998) als
auch die chronischen Effekte (Kobayashi et al. 1991;Moreno et al. 1996;Kurihara et al.
1998;Kojda et al. 1999).

Untersuchungen zum Effekt von L-NA auf den Blutdruck durch Kobayashi et al. (Kobayashi et
al. 1991) und von L-NAME durch Moreno et al. (Moreno et al. 1996) zeigten keine
Unterschiede hinsichtlich der Steigerung des Blutdrucks in Ratten. Diese Daten weisen darauf
hin, dass kaum eine Spezifitat der verschiedenen NOS-Inhibitoren gegenuber einer der NOS-
Isoformen existiert, jedoch L-NAME und L-NA die effektivsten NOS-Inhibitoren im Herz-
Kreislauf-System sind. Daher wurden sie auch in unseren Untersuchungen zum Einfluss der
endogenen NO-Synthese auf die Expression des B2-Rezeptors in vivo und in vitro verwendet.
Darlber hinaus konnte davon ausgegangen werden, dass es mit diesen NOS-Inhibitoren
mdoglich ist, die endogene NO-Synthese vollstandig zu blockieren. Ein direkter Vergleich der
Blutdruck-steigernden Wirkung von L-NA in C57BL/6 Méausen zeigte keinen Unterschied zur
Hypertonie, die in eNOS”Tieren gemessen wurde und bei Behandlung der eNOS™ hatte L-NA
keinen weiteren Effekt auf den Blutdruck (Kojda et al. 1999) Trotz der nachweisbar starken
Wirkung der NOS-Inhibitoren konnte in dieser Arbeit in C57BL/6 kein Einfluss von L-NAME auf
die Bradykinin B2-Rezeptorexpression in vivo beobachtet werden. Diese Befunde sind
deckungsgleich mit den Ergebnissen, die in eNOS™ -Tieren erzielt wurden und erlauben daher
den Schluss, dass die endogene Bildung von NO in Mausen die Expression von B2-

Rezeptoren nicht beeinflusst.

Untersucht wurde auch die Funktionalitéat des Bradykinin B2-Rezeptors in eNOS-defizienten
Méausen. Die Ergebnisse in der Aorta der Maus zeigten, dass Bradykinin zwei Signalwege
unterschiedlicher Wirkung, die Vasokonstriktion die durch Prostaglandin und die
Vasorelaxation, die durch NO ausgeldst wird, aktiviert. Die vasokonstriktorische Wirkung des
Prostaglandins wurde durch die gleichzeitige Bildung von NO abgeschwécht. Die Wirkung von
Prostaglandinen bei der Pathogenese nicht-allergischer Angioédeme wird durch unsere

Arbeitsgruppe derzeit weiter untersucht.
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5.3. Einfluss des NO/cGMP-Signalwegs auf die Bradykinin B2-

Rezeptorexpression in-vitro
Ein Teilziel dieser Arbeit bestand darin zu untersuchen, ob in vitro eine Erhéhung oder
Erniedrigung der Bioverflgbarkeit von exogenem oder endogenem NO einen Einfluss auf die

Bradykinin B2-Rezeptorexpression hat.

Zunachst wurde cAMP, das auch an den Signalwegen der Vasodilatation beteiligt ist, Ende
der 50er Jahre aus verschiedenen Geweben isoliert (Sutherland und Rall 1957;Rall und
Sutherland 1958;Sutherland und Rall 1958). Spater haben Ashman et al. im Urin von Ratten
cGMP detektiert und zum ersten Mal bewiesen, dass cGMP im biologischen System existiert
(Ashman et al. 1963). Hardman und Sutherland haben nach Untersuchungen am bovinen Herz
die Hypothese aufgestellt, dass es mehr als eine Phosphodiesterase im Gewebe existieren
kénnte (Hardman und Sutherland 1965). Price, Ashman und Mellicow haben zum ersten Mal
das Enzym Guanylylcyclase erwahnt und die Katalyse von GTP zu cGMP diskutiert (Price et
al. 1967). Ishikawa et al. haben viele verschiedene Gewebe der Ratte und auch andere
Tierarten als S&ugetiere auf cGMP untersucht und dabei entdeckt, dass es weit verbreitet war.
Es wurde auch bestétigt, dass Adenylylcylase und Guanylylcyclase zwei verschiedene
Enzymsysteme sind und dass Guanylylcyclase membranstandig ist (Ishikawa et al. 1969).
Schulz, Bohme und Munske haben ebenfalls in verschiedenen Geweben von Ratten
Guanylycyclase detektiert und aus ihren Ergebnissen gefolgert, dass Guanylylcyclase l6slich
ist und diese nur GTP und nicht ATP als Substrat erkennt (Schultz et al. 1969). White und
Aurbach haben bestatigt, dass Guanylylcyclase sich von Adenylylcylase unterscheidet und
das Adenylylcylase membranstandig, wohingegen das Guanylylcyclase l6slich ist und
spezifisch GTP und nicht ATP zyklisiert (White und Aurbach 1969). Auch Hardman und
Sutherland haben gezeigt, dass Guanylylcylase in zwei verschiedenen Formen existiert, eine
I6sliche und eine membransténdige, wobei in vielen Geweben meistens die I6sliche Form
exprimiert wird. Auch sie haben gesehen das Guanylylcyclase nur GTP katalysiert (Hardman
und Sutherland 1969). Den ersten Befund eines Anstiegs der Gewebespiegel von cGMP
wahrend einer Verénderung einer Organfunktion zeigten George et al. anhand der Erhdhung
der cGMP Werte in Acetylcholin inkubierten Rattenherzen (George et al. 1970). Es dauerte
dann weitere zehn Jahre bis Furchgott und Zawadzki entdeckten, dass aus dem vaskularen
Endothel ein Faktor freigesetzt wird, der Arterien dilatiert und nannten diesen Endothelium-
derived relaxing factor (EDRF) (Furchgott und Zawadzki 1980). Nur wenige Jahre spéater
wurde von Ignarro und Furchgott wahrend des ,4. International Symposiums of Mechanisms
of Vasodilatation in Rochester diskutiert, dass sich es bei EDRF mdglicherweise um NO
handelt (Vanhoutte et al. ;Furchgott 1988;Ignarro 1988). Ignarro et al. haben durch Versuche
dargestellt, dass die Wirkungseigenschaften von EDRF und NO nicht zu unterscheiden waren

und haben erkannt, dass es sich bei EDRF um NO oder ein instabile Nitrose-Verbindung wie
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S-Nitrosothiol handeln muss (Ignarro et al. 1987). Palmer et al. konnten im gleichen Zeitraum
dann mittels Chemilumineszenz den EDRF als NO identifizieren (Palmer et al. 1987). Nur ein
Jahr spater berichteten Palmer et al., dass das endogene NO in Endothelzellen aus der
Aminoséaure L-Arginin gebildet wird und vermuteten, dass ein Enzym fir diese oxidative
Umwandlung verantwortlich ist. Dazu wurden fir die Untersuchungen Calcium-lonophor und
Bradykinin an Endothelzellen aus Schweineaorta benutzt (Palmer et al. 1988). Cocks et al.
und Gryglewski et al. haben auch fiur ihre Experimente Calcium-lonophor und Bradykinin an
Endothelzellen benutzt. Wie bei Palmer et. al. waren die Endothelzellen auf Mikrotragerperlen
angehaftet. Die Perlen waren mit einem Durchfluss-System mit Arterien ohne Endothelzellen
verbunden. So konnten sie zeigen, dass EDRF nur von Endothelzellen freigesetzt wurde. Es
wurden Zellen verschiedener Passagen benutzt (von 2. bis 18. Passage) und gezeigt, dass
manche Agonisten, die EDRF oder Prostaglandine freisetzen, bei héheren Passagen ihre
Wirkung verlieren, wahrend dies fir Bradykinin und Calcium-lonophor nicht galt (Cocks et al.
1985;Gryglewski et al. 1986). Infolgedessen haben wir die priméaren Endothelzellen nur bis zur
4. Passage verwendet.

Die Zellen wurden mit NO-Donatoren und NO Inhibitoren inkubiert, Giber deren Wirkung bereits
in Abschnitt 4.5 berichtet wurde. Fir akute Wirkung wurde flr unsere In-vitro-
Untersuchungen SNAP benutzt. Dabei handelt es sich um ein ungewohnlich stabiles und
kristallines Nitrosothiol, welches in wassriger Losung bereits durch Spuren von
Schwermetallen unter Bildung von NO zerfallt (Barnett et al. 1994) und in Gegenwart von
Zellen oder Geweben NO nach einer Transnitrosierung, vermutlich unter Bildung des
instabilen Nitroso-Glutathion freisetzt. (Mcaninly et al. 1993). Um die zeitabhangige Wirkung
Zu untersuchen, haben wir eine Dosierung von 10uM SNAP eingesetzt, die keine
Desensibilisierung der sGC auslost (Kojda et al. 1998b). Die Zytotoxizitat von SNAP wurde
von Garg und Hassid untersucht und als sehr gering eingestuft (Garg und Hassid 1989). Die
Halbwertszeiten von SNAP ist relativ kurz, sodass bereits nach 10 Minuten der Zerfall soweit
beendet ist, dass kein weiteres NO mehr entsteht (Kojda et al. 1998b). Fur die Untersuchung
der Langzeitwirkung von NO wurde daher das NONOate DETA/NO benutzt, welches eine
Halbwertszeit von etwa 20 Stunden aufweist (Mooradian et al. 1995). Mooradian et. al.
untersuchten ebenfalls die Zytotoxizitdt des DETA/NOs und sahen eine geringe Wirkung auf
die Uberlebensfahigkeit von glatte Muskelzellen der Aorta von Ratten (Mooradian et al.
1995;Kimura et al. 1998). Nach der Inkubation wurde die die hier verwendeten PAEC unter
dem Mikroskop untersucht. Es wurden keine im Medium schwimmenden Zellen detektiert und

keine Deformation der Zellen festgestellt.

Die Untersuchungen an Schweine-Aorten Endothel- und glatten Muskelzellen sowie
Endothelzellen aus der humanen Nabelschnurvene mit aktiviertem NO/cGMP-Signalweg

zeigten mittels Western-Blot keine Wirkung auf die Bradykinin B2-Rezeptorexpression. In
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gleicher Weise reagierten auch Zellen mit aktivierter eNOS, die mit L-NA behandelt waren,
denn auch hierbei lieR sich kein Einfluss auf die Expression des Bradykinin B2-Rezeptors
nachweisen. Ahnliche Ergebnisse wurden auch bei immortalisierten Endothelzellen aus

zerebralen Blutgefalien von Mausen erzielt (Khosravani et al. 2015).

Demnach bekraftigen diese Ergebnisse die In-vivo-Daten, die durch Aktivierung und
Hemmung des NO/cGMP-Signalweges erhalten wurden und stiitzen die Schlussfolgerung,
dass die Verfugbarkeit von NO keinen messbaren Einfluss auf die Expression des Bradykinin

B2-Rezeptors aufweist.

5.4. Einfluss von endogenem und exogenem Bradykinin auf die Bradykinin B2-
Rezeptorexpression in vitro

Rocha et al. entdeckten das Bradykinin, indem sie Plasma Globulin mit dem Gift der
brasilianischen Lanzenotter-Schlange (Bothrops Jararaca) versetzten. Dabei entdeckten sie,
dass das Gift im Meerschweinchendarm eine langsame Bewegung ausloste, daher nannten
sie die Substanz Bradykinin (Rocha et al. 1949). Nach weiteren Untersuchungen fanden sie
auch heraus, dass es sich bei der Substanz um ein Polypeptid handelte (Andrade et al. 1953).
Elliot, Lewis und Horton untersuchten das Bradykinin ebenfalls, um die Struktur weiter zu
erforschen und zu klaren. Dazu haben sie die Struktur mit Proteinabbauenden Arbeiten
bestétigt (Elliott et al. 1960b). Nach einer Diskussion mit Dr. Boissonass konnte ein Konsens
Uber die Struktur des Bradykinin erzielt werden. Nachdem die Struktur des Bradykinin bekannt
war, konnte es durch Dr. Boissonnas et al. synthetisch in beliebigen Mengen hergestellt
werden (Boissonnas et al. 1963). Dies hat die weitere Forschung mit Bradykinin erleichtert und

vorangetrieben, denn nun konnten zahlreiche weitere Experimente durchgefiihrt werden.

Moexipril war eine in unseren Experimenten eingesetzte Substanz. Moexipril ist ein ACE-
Hemmer, der in Phosphatpuffer (pH 6,8) eine Haltbarkeit von 38 Tagen hat (Gu und Strickley
1990). Im Meerschweinchen Serum waren durchschnittlich 2,6 nmol/L Moexipril notwendig,
um eine Inhibition der ACE-Aktivitat von 50 % (ICso) zu erzielen (Friehe und Ney 1997).

Faussner et al. transfizierten Ovarialzellen des chinesischen Hamsters mit Genen des
humanen Bradykinin B2-Rezeptor (Faussner et al. 1998) und inkubierten diese Zellen mit
Bradykinin 24 Stunden lang. Sie berichteten, dass diese Langzeit-Inkubation die
Bindungsaktivitat der B2-Rezeptoren fur Bradykinin in den transfizierten Ovarialzellen stark

verringert hat (Faussner et al. 1999).

Um die Effekte des Bradykinins an humanen Vorhaut-Fibroblasten zu untersuchen, haben
Blaukat et al. 2003 diese bis zu 24 Stunden lang mit Bradykinin inkubiert. Um Effekte der
Bradykinin-Inkubation genauer zu untersuchen, fuhrten sie anschlieBend verschiedene

Experimente durch. Fiur die Western-Blot-Analyse wurden unterschiedliche kommerzielle
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anti-B2 Antikorper eingesetzt. Da sie aber mit den Versuchsergebnissen nicht zufrieden
waren, haben sie selbst einen monoklonalen anti-B2 Antikdrper entwickelt. Nach einer
12-stiindigen Inkubationsdauer zeigte sich eine maRige Verringerung der Bradykinin B2-
Rezeptorexpression und nach einer 24-stiindigen Inkubation war diese um maximal 50 %
reduziert. Mittels Northern-Blotting wurde die mRNA des Bradykinin B2-Rezeptors analysiert,
es konnte aber keine Veranderung der Menge gezeigt werden. Sie postulierten daher, dass
die Syntheserate des Bradykinin B2-Rezeptor durch die Inkubationen reduziert wurde (Blaukat
et al. 2003).

Kalatskaya et al. haben in HEK293 Zellen (human embryonic kidney 293 cells [menschliche
embryonale Nierenzellen]) die Wirkung von grin fluoreszierendem Protein (enhanced green
fluorescent protein (EGFP)), welches an das C-terminale Ende des Bradykinin B2-Rezeptor
fusioniert wurde und mit Wildtyp B2-Rezeptoren verglichen (untersucht). Sie berichteten, dass
EGFP keinen Einfluss auf die Expression des Bradykinin B2-Rezeptor hat und die Expression
des Wild-Typ B2-Rezeptors und der des mit EGFP-markierten B2-Rezeptors identisch waren
(circa 10.4 pmol/mg B2-Rezeptor Protein). Beide Konstrukte zeigten nach einer 10-minutigen
Inkubation mit [3H]-Bradykinin in den Zellen eine fast 80%ige Konzentration des [3H]-
Bradykinins. Dieser Umstand lasst darauf schlieBen, dass das EGFP die
Internalisierungsmechanismen des B2-Rezeptors nicht beeinflusst. Bei Wild-Typ B2-
Rezeptoren, hat man nach einer 5-stiindigen Inkubation mit 10 uM Bradykinin eine
Verminderung der Oberflachenbindung beobachten kénnen. Bei den EGFP-markierten B2-
Rezeptoren zeigte sich allerdings sogar nach einer 8-stliindigen Inkubation mit Bradykinin kein
Verlust der Oberflachenbindung. Lediglich nach einer 24-stiindigen Inkubation mit Bradykinin

konnte eine reduzierte B2-Rezeptorexpression detektiert werden.

In weiteren Experimenten wurden HEK-Zellen, welche eine auf 60 % reduzierte B2-Rezeptor-
Expression aufweisen (4,4 pmol/mg Protein) mit 10 uM Bradykinin inkubiert. Hier zeigte sich
eine deutlich verminderte Oberflachenbindung des Bradykinin an den B2-Rezeptor. Die
gleichen Ergebnisse konnten bei den mit EGFP-markierten B2-Rezeptoren erzielt werden. Die
Rate der Oberflachenbindung des Bradykinins an den B2-Rezeptor ist daher abhangig vom
Expressionsniveau des B2-Rezeptors. Auch dokumentierten diese Daten, dass das EGFP
nicht die Internalisierung des Rezeptors beeinflusst, allerdings reduziert es die
Herunterregulation des B2-Rezeptors (Kalatskaya et al. 2006). Ein Nachteil ist, dass die HEK
293 Zellen im Vergleich mit den Endothelzellen keine eNOS exprimieren und kein NO

produzieren.

Bawolak et al. haben die Wirkung des B2-Rezeptor Agonisten B-9972 untersucht. Dieser
Agonist kann nicht inaktiviert werden. In dieser Studie wurden HEK293-Zellen (human
embryonic kidney 293 cells [menschliche embryonale Nierenzellen]) mit B2-Rezeptoren aus

Kaninchen transfiziert, welche mit dem grin-fluoreszierenden Protein (GFP) markiert waren.
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Die transfizierten Zellen wurden fur 3 Stunden und fir 12 Stunden entweder mit B-9972 oder
mit Bradykinin + Captopril (ACE-Hemmer) inkubiert. Die Ergebnisse nach 3-stindiger
Inkubation zeigten keinen Unterschied in der B2 Expressionsrate. Nach 12-stiindiger
Inkubation konnte aber eine erniedrigte Expressionsrate des B2-Rezeptor-GFP detektiert
werden (Bawolak et al. 2007). Bawolak et al. haben daher ergdnzend auch Experimente mit
einem weiteren inaktivierungsresistenten B2-Rezeptor Agonist Verbund 47a durchgefihrt.
Auch hier zeigte sich nach einer 12-stiindigen Inkubation eine reduzierte Expression des B2-
Rezeptor-GFP (Bawolak et al. 2009). Die oben benannten Zellen besitzen keine eNOS und

dadurch ist der NO/cGMP Signalweg in diesen Zellen nicht vorhanden.

Tarseviciene-Stewart et al. haben ein Tiermodell in Ratten generiert, welches eine schwere
pulmonale Hypertonie aufweist. In diesen Ratten wurde der vaskuldre endotheliale
Wachstumsfaktor Rezeptor (Vascular Endothelial Growth Factor (VEGFR)) mit SU5416
blockiert. Daraus resultiert eine chronische Hypoxie und vaskuldre Lasionen der Lunge,
welche humanen pulmonalen Gefal3erkrankungen sehr &hnelt (Taraseviciene-Stewart et al.
2001). Sie berichteten, dass in diesen Ratten nach einer vierwochigen Behandlung mit dem
inaktivierungsresistenten B2-Rezeptor Agonist B-9972 eine reduzierte B2-Rezeptorexpression
in den pulmonalen GefalRen auftrat (Taraseviciene-Stewart et al. 2005).

Kuoppala et al. haben humane Endothelzellen aus Koronararterien fir 18 Stunden mit
Bradykinin und einem ACE-Hemmer inkubiert. Eine veranderte B2-Rezeptor mRNA
Expression konnte dabei nicht gezeigt werden (Kuoppala et al. 2002). Diesbezlglich wurde
aber in primaren Endothel Zellen keine Anderung der B2-Rezeptorexpression detektiert.
Kongruent dazu sind auch die Ergebnisse der mit Bradykinin und Moexipril inkubierten
porcinen aortalen Endothelzellen (PAEC). Khosravani et al. haben Wildtyp-Mause C57BI/6
entweder mit Icatibant, einem B2-Rezeptor Antagonisten oder mit C1-Esterase-Inhibitor einem
Kallikrein-Hemmer behandelt. Eine Veranderung der Bradykinin B2-Rezeptorexpression
konnte aber nicht detektiert werden (Khosravani et al. 2015). Bisha et al. haben in einem
Endothel-spezifisch humanen B2-Rezeptor-exprimierenden transgenen Mausmodell die B2-
Rezeptorexpression untersucht und konnten ebenfalls keine Veréanderung der murinen B2-

Rezeptorexpression in den B2-Rezeptor-transgenen Mausmodell zeigen (Bisha et al. 2018).

In dieser Arbeit wurden auch menschliche dermale Blut-Endothelzellen mit Bradykinin und
Moexipril inkubiert und fir die Immunzytochemie geeigneten anti-B2-Rezeptor-Antikorper, der
durch Kempe et al. validiert wurde, untersucht (Kempe et al. 2020). Die Ergebnisse stimmen

mit den Ergebnissen der inkubierten PAEC Uberein.
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5.5. Einfluss von Fibrinogen auf die Bradykinin B2-Rezeptorexpression und
—Aktivitat in vitro

Sobald Bradykinin freigesetzt wird, wirkt es durch die Bindung an Bradykinin-Rezeptoren, B1
und B2 als vasoaktives Peptidhormon im Gefal3endothel und induziert die klassischen
Entzindungssymptome, d. h. Schwellung und Roétung (Maurer et al. 2011). Die Bildung von
Bradykinin flhrt zur Freisetzung verschiedener Zytokine, z. B. Interleukin 6 (IL-6). CRP und
Fibrinogen sind Akute-Phase-Proteine, die nach Stimulation durch IL-6 aus der Leber
freigesetzt werden. Ein gemeinsames Merkmal von CRP und Fibrinogen, welche auf eine
geringgradige Entzindung hinweisen, war das vermehrte Auftreten von Bradykinin-
Metaboliten im Plasma der Probanden (Pietzner et al. 2017).

Das priméare Ziel unserer Arbeit war daher, die molekularbiologischen Ursachen des nicht
allergischen Angioddems weiter zu untersuchen, denn zum jetzigen Zeitpunkt sind die
vorhandenen Erkenntnisse noch unzureichend. Es ist zwar bereits bekannt, dass das nicht
allergische Angioddem durch erhéhte Bradykinin-Spiegel verursacht wird, den genauen
Signalweg kennt man aber noch nicht (Bas et al. 2007). Eine unserer Vermutungen war, dass
der durch Bradykinin aktivierte NO/cGMP-Signalweg einen Einfluss auf die B2-
Rezeptorexpression hat. Wie bereits erwahnt konnten wir aber in unseren Experimenten
keinen direkten Einfluss auf B2-Rezeptorexpression detektieren. Bas et al. konnten bereits
erhdhte Plasmaspiegel von CRP und Fibrinogen bei Patienten mit einem ACE-Hemmer
induzierten Angio6dem nachweisen (Bas et al. 2008). Der haufigste Ausloser eines
Angioddems bei HEA-Patienten ist ein leichtes Trauma, das die Aktivierung der extrinsischen
Gerinnungskaskade auslost (lwamoto et al. 2014). Wahrend der Angioddem-Attacke bei
Patienten mit HAE wurde Uber hohe Konzentrationen von Prothrombinfragment F1 + 2 und D-
Dimer (Fibrin Degradation) berichtet (Cugno et al. 2009).

Daher haben wir den Effekt von Fibrinogen auf die B2-Rezeptorexpressionsrate in porcinen
aortalen Endothelzellen (PAEC), Tumorzellen aus dem Plattenepithelkarzinom (UDSCC2),
Endothelzellen aus humanen Umbilikalvenen (HUVEC) und die B2-Rezeptor-Aktivitat in
PAECs und Koronararterien ohne Endothelschicht untersucht. Die Expressionsrate des
Bradykinin B2-Rezeptors des PAECs war nicht signifikant verandert, auch die B2-Rezeptor-
Aktivitat war erst ab von 100 nM Bradykinin Inkubation signifikant verandert. In porcinen
Koronararterien ohne Endothelschicht konnte nach einer Inkubation mit Fibrinogen kein Effekt

auf die B2-Rezeptor Aktivitdt gezeigt werden.

Bradykinin B2-Rezeptor-defiziente Mause zeigten im Plasma erhdhte Konzentrationen von NO
und Prostazyclin (Fang et al. 2013). Bradykinin B2-Rezeptor- und Pra-Kallikrein-defiziente
Mause haben eine verlangerte Blutungszeit. Aber mit der Behandlung mit dem COX-2-

Hemmer Nimesulid verklrzt sich die Verschluf3zeit sowohl bei Pra-Kallikrein-defizienten als
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auch bei Bradykinin B2-Rezeptor-defizienten Mausen signifikant (Fang und Schmaier 2020).
In der Studie ABRASE hat man festgestellt, dass COX-Hemmer, wenn sie vor der Bradykinin-
Injektion verabreicht wurden, dessen Extravasation erheblich verringerten (Gholamreza-
Fahimi et al. 2020). Gleichzeitig konnte nachgewiesen werden, dass der NO/cGMP Signalweg
im Gegensatz zu COX-Signalwegen bei nicht allergischen Angioédemen keinen Einfluss hat.
Derzeit ist die Identifizierung der oder des Prostaglandins, welches durch Bradykinin in kleinen
BlutgefaRen der Haut gebildet wird, Gegenstand laufender Forschungsarbeiten in unserer
Gruppe.
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6. Zusammenfassung

Einfluss des NO/cGMP-Signalwegs auf die Bradykinin B2-Rezeptorexpression

Das primare Ziel dieser Arbeit war es, die molekularbiologischen Ursachen des nicht-
allergischen Angioddems zu untersuchen. Es ist bekannt, dass das nicht-allergische
Angioddem durch einen erhdhten Bradykininspiegel verursacht wird, jedoch ist der genaue

Sighalweg noch unklar.

Leider gibt es nur wenige Studien Uber Veranderungen der Bradykinin B2-Rezeptor-
Expression im kardiovaskularen System. Uber die Wirkung von Bradykinin auf die eNOS-
Expression wurde bereits berichtet, aber bis zum Beginn meiner Arbeit hat keine Studie tber
die Wirkung von eNOS auf die B2-Rezeptorexpression berichtet.

In dieser Arbeit wurde der Einfluss des NO/cGMP-Signalweges auf Bradykinin B2-Rezeptoren
untersucht. Eine Langzeit-Wirkung des NO/cGMP-Signalwegs auf die B2-Expression wurde in
Vivo in genetisch veranderten Mausen untersucht. Der Mangel an eNOS-abgeleitetem NO im
kardiovaskularen System wurde in eNOS-defizienten M&usen untersucht, die Auswirkungen
der erhghten Aktivitat der vaskularen eNOS wurden in Mausen mit endothelspezifischer
Uberexpression von eNOS untersucht. Die Ergebnisse zeigten keine signifikanten Effekte von
NO auf die Bradykinin B2-Rezeptorexpression.

Um die akuten Effekte der Abwesenheit oder Aktivierung des NO/cGMP-Signalweges zu
untersuchen, wurden Wildtyp (WT) Mause mit NOS-Inhibitoren oder NO-Donatoren
entsprechend behandelt. Fur In-vitro-Studien wurden porcine Aortenendothelzellen (PAEC)
und porcine aortale glatte Muskelzellen mit NO-Donatoren oder PAEC mit NOS-Inhibitor
behandelt. Auch in dieser Untersuchung wurden keine signifikanten Verdnderungen der
Bradykinin B2-Rezeptorexpression festgestellt. Bradykinin-inkubierte Endothelzellen zeigten
ebenfalls keine signifikante Veranderung der Bradykinin B2-Expression. Zuséatzlich wurde die
Wirkung von Fibrinogen auf Bradykinin B2-Rezeptoren untersucht und es wurden keine

signifikanten Veranderungen festgestellt.

Diese Ergebnisse zeigten eine Uberraschende Stabilitat der Bradykinin B2-Rezeptoren und
keinen Hinweis auf die molekularbiologischen Ursachen, die das nicht-allergische Angioddem

auslosen.

Funktionstests des Bradykinin B2-Rezeptors in eNOS-defizienten und Wildtyp-Mausen
zeigten, dass Bradykinin eine Vasokonstriktion in der Aorta der eNOS-defizienten und Wildtyp-
Maus induziert. Die Hemmung der Prostaglandinbildung zeigte, dass im Wildtyp diese
Vasokonstriktion durch gleichzeitige Bildung von NO abgeschwacht wurde. Diese NO-
abhangigen Veranderungen der Aortenverengung von Mausen legen nahe, dass NO zwar

wichtig fur die B2-Rezeptorfunktion ist, aber keinen Einfluss auf die B2-Rezeptor
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Proteinexpression hat. Diese Mechanismen kdnnten Relevanz fur die Bradykinin-vermittelten

molekularbiologischen Ursachen des nicht-allergischen Angioddems haben.
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SUMMARY

/. Summary

Influence of the NO/cGMP pathway on bradykinin B2 receptor expression
The primary aim of this work was to investigate the molecular biological causes of non-allergic
angioedema. It is known that non-allergic angioedema is caused by an increased level of

bradykinin, however the exact signaling pathway is still unclear.

Unfortunately, there are just few studies on changes in bradykinin B2 receptor expression in
cardiovascular system. The effect of bradykinin on eNOS expression has already been
reported, but until the beginning of my work no study has reported the effect of eNOS on B2

receptor expression.

In this work the influence of NO/cGMP signaling pathway on bradykinin B2 receptors was
investigated. A long-term effect of NO/cGMP signaling pathway on B2 expression was studied
in vivo in genetically modified mice. Lack of eNOS-derived NO in cardiovascular system was
studied in eNOS deficient mice, effects of increased activity of vascular eNOS were
investigated in mice with endothelial-specific overexpression of eNOS. The results showed no

significant effects of NO on bradykinin B2 receptor expression.

To investigate acute effects of absence or activation of NO/cGMP signaling pathway, wild-type
(WT) mice were treated with NOS inhibitors or NO donors accordingly. For in vitro studies
porcine aortic endothelial cells (PAEC) and porcine aortic smooth muscle cells were treated
with NO donors or PAEC with NOS inhibitor. Likewise, no significant changes of bradykinin B2
receptor expression could be detected in this investigation. Bradykinin-incubated endothelial
cells also showed no significant change of bradykinin B2 expression. In addition, the effect of
fibrinogen on bradykinin B2 receptors was also examined and no significant changes were
detected.

These results showed a surprising stability of bradykinin B2 receptors and no indication of the

molecular biological causes that trigger non-allergic angioedema.

Functional testing of the bradykinin B2 receptor in eNOS-deficient and wild-type mice showed
that bradykinin induces vasoconstriction in the aorta of the eNOS-deficient and WT mouse.
Inhibition of prostaglandin formation showed that in the wild-type, this vasoconstriction was
attenuated by simultaneous formation of NO. This NO-dependent changes of mouse aortic
constriction suggest that although NO is important for B2R function, it has no effect on B2R
protein expression. These mechanisms may have relevance to the bradykinin-mediated

molecular biological causes of non-allergic angioedema.
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