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1. Einleitung

1.1. Bedeutung kardiovaskularer Erkrankungen als Folge der Arteriosklerose

Kardiovaskulare Erkrankungen stellen eine der fihrenden Ursachen der Morbiditéat
und Mortalitét in unserer Gesellschaft dar. Zu den kardiovaskularen Erkrankungen
gehoren die koronare Herzerkrankung, zerebrovaskulare Erkrankungen, die periphere
arterielle Verschlusskrankheit, die aortale Arteriosklerose sowie die thorakalen und
abdominellen Aneurysmen. Kardiovaskulare Erkrankungen werden in erster Linie
durch Arteriosklerose verursacht, fur die Risikofaktoren etabliert sind, zu denen
Rauchen, Dyslipidamie, Hypertonie, Diabetes mellitus, abdominelle Adipositas, aber
auch psychosozialer Stress, seltener Verzehr von Frichten und Gemise,
Alkoholgenuss und physische Inaktivitat zahlen (1). Auch die chronische
Niereninsuffizienz stellt einen unabhangigen Risikofaktor fur die Arteriosklerose dar.
Zur Pathogenese der Arteriosklerose gehoéren die endotheliale Dysfunktion, die
Dyslipidamie ebenso wie die Entziindung (2). Auf zellularer Ebene spielen bei der
Arteriosklerose Monozyten, Endothelzellen, aber auch glatte Gefal3muskelzellen eine
entscheidende Rolle. All diese Zellen veradndern ihre Funktion wé&hrend des

Krankheitsprozesses.

1.2. Bedeutung der Monozyten, Endothelzellen und glatten GefalRmuskelzellen

bei der Arteriosklerose

In der Entwicklung der Arteriosklerose spielen Monozyten eine ganz entscheidende
Rolle (3). Die Aktivierung der Monozyten stellt einen wichtigen Schritt in der friihen
Pathogenese der Arteriosklerose dar. Der erste Gefal3schaden wahrend der Pathogenese
der Arteriosklerose ist rein entzindlicher Natur und besteht aus von Monozyten
abgeleiteten Makrophagen und T-Lymphozyten. Im weiteren Verlauf der Erkrankung
vermitteln diese Zellen die Ubermaflige Entzindungsreaktion des Endothels, die die
Arteriosklerose ganz wesentlich mitbestimmt. Es entsteht eine endotheliale
Dysfunktion. Diese ist mit oxidativem Stress assoziiert und wird durch oxidierte Low

Density Lipoproteine (LDL) hervorgerufen. Bei Patienten, bei denen Arteriosklerose



und endotheliale Dysfunktion auftritt, scheint auch die Funktion der glatten
Gefallmuskelzellen eingeschrankt zu sein, und zwar unabhangig von der endothelialen
Dysfunktion (4). Die arteriosklerotische  Entzindung stimuliert glatte

GefalRmuskelzellen zur Migration und Proliferation, und es entsteht eine Fibrose.

1.3. Bedeutung der Transient Rezeptor Potential (TRP) Kationen Kandle ftr
die Zellfunktion

Transient Rezeptor Potential (TRP) Kationen Kanéle sind nicht-selektive Kationen
Kandale, die in zahlreichen Zellen unterschiedlicher Spezies exprimiert werden. Die
TRP Uberfamilie beinhaltet Uber zwanzig verwandte Kationen Kanéle, die eine
wichtige Rolle in solch diversen Funktionen wie der sensorischen Physiologie, der
Relaxation von Gefallen oder der mannlichen Fertilitat spielen (5). Wichtige
Unterfamilien der TRP Kanale stellen die TRPC, TRPV und TRPM Unterfamilie dar.

Ziel der vorgelegten Arbeit war es, die Bedeutung der TRP Kandle bei Erkrankungen
wie der Hypertonie, dem Diabetes mellitus und der chronischen Niereninsuffizienz zu
untersuchen, Erkrankungen, die Risikofaktoren fur die Entwicklung einer
Arteriosklerose und kardiovaskularer Erkrankungen darstellen. Es wurde die
Transkript- und Protein-expression der TRP Kanale in Monozyten, Endothelzellen und
glatten GefalBmuskelzellen, in vivo und in vitro, im Menschen sowie im Tiermodell
analysiert. Dahinter lag die Hoffnung, molekulare Zielstrukturen fir eine
pharmakologische Intervention des arteriosklerotischen Prozesses identifizieren zu

kdnnen.



2. Expression der TRP Kationen Kanale bei kardiovaskularen
Erkrankungen

2.1. TRP Kanal Expression bei arterieller Hypertonie

2.1.1. TRP Kanal Expression in Monozyten von Patienten mit arterieller

Hypertonie

TRPC ist mit der primaren Hypertonie in Tiermodellen und beim Menschen assoziiert
(6,7,8). Bei spontan hypertensiven Ratten ist die Expression des TRPC3 Proteins
gesteigert (6). Dietrich et al. zeigten, dass konstitutiv aktivierte TRPC3 Kanale, die bei
TRPC6-defizienten Mausen vermehrt exprimiert werden, fur einen erhdhten Blutdruck
und eine gesteigerte Kontraktilitat isolierter Aortenringe bzw. zerebraler Arterien
verantwortlich sind (8). Zahlreiche Untersucher haben bei Patienten mit essentieller
Hypertonie angeregte Monozyten und einen gesteigerten Calciumeinstrom in Zellen
des peripheren Blutes beschrieben (9,10,11,12). Allerdings ist nicht bekannt, ob eine
gesteigerte Expression von TRPC3 gleichbedeutend mit einer vermehrten Aktivierung
von Monozyten ist. Bekannt ist dagegen, dass proinflammatorische Zytokine wie
Interleukin-13 (IL-13) und Tumornekrosefaktor (THF-von aktivierten Monozyten

gebildet werden.

Mit quantitativer RT-PCR wurde nun die Expression von TRPC3, IL-113, undaT NF-
Monozyten bei 15 Patienten mit essentieller Hypertonie und 16 Kontrollpatienten

analysiert.

Bei den Untersuchungen fand sich ein signifikanter Anstieg der Transkripte von
TRPC3, IL-13, und TNF+ in Monozyten von Patienten mit essentieller Hypertonie im
Vergleich zu normotensiven Kontrollpatienten. Dieser signifikante Unterschied blieb
bestehen, wenn verschiedene Haushaltsgene, z.B. GAPDH, ACTB und TBP, als

Referenz verwendet wurden.

In den Monozyten korrelierte die Expression der TRPC3 Transkripte signifikant mit der



Expression der Transkripte der proinflammatorischen Zytokine IL-13 undal NF-

Weiterhin wurde eine signifikante Korrelation zwischen TRPC3 Transkripten und dem

systolischen Blutdruck, aber nicht dem diastolischen Blutdruck beobachtet.

Die vorliegende Arbeit stellt die erste Untersuchung bei Menschen dar, in der die
funktionelle Bedeutung einer gesteigerten TRPC3 Expression in Monozyten bei
Patienten mit essentieller Hypertonie ausgewertet wurde. Monozyten sind unmittelbar
an entzundlichen Prozessen wie z.B. der Arteriosklerose beteiligt. Die in der Arbeit
beobachtete gesteigerte TRPC3 Expression sowie der nachfolgend vermehrte Calcium
Einstrom konnte fir die Aktivierung der Monozyten verantwortlich zeichnen, der bei
Patienten mit essentieller Hypertonie beschrieben wurde (9,12). Die vorliegende
Arbeit deutet auch darauf hin, dass proinflammatorische Zytokine bei Patienten mit
essentieller Hypertonie gesteigert sind. Gudipaty et al. berichteten, dass Calcium die
Expression von IL-1 in Monozyten, Makrophagen und HEK-293 Zellen steigert (13).
Zhou et al. zeigten, dass Calcium die Bildung von ToNifR- Makrophagen steigert

(14).

Zusammenfassend stltzen die beschriebenen Ergebnisse die These, dass ein
gesteigerter Calcium Einstrom durch vermehrt exprimierte TRPC3 Kanale bei
Patienten mit essentieller Hypertonie zu einer besseren Aktivierung von Monozyten
fuhrt.



Seite 8 — 13: Thilo F, Scholze A, Liu DY, Zidek W, Tepel M. Association of transient
receptor potential canonical type 3 (TRPC3) channel transcripts with proinflammatory
cytokines. Archives of Biochemistry and Biophysics. 2008;471:57-62.



2.1.2. TRP Kanal Expression im Gefaliendothel von Patienten mit maligner

Hypertonie

Aufgrund der vielversprechenden Ergebnisse, die eine gesteigerte Expression von
TRPC3 Kanal Transkripten in Monozyten von Patienten mit essentieller Hypertonie
im Vergleich zu normotensiven Kontrollpatienten zeigten, wurde eine Studie
durchgefihrt, um die Expression des TRPC3 Kanals in humanem Gefaliendothel bei

Hypertonie Zu untersuchen.

Hierzu wurde mit Hilfe der Immunhistochemie die Expression des TRPC3 Kanals in
humanem Gefallendothel in praglomerularen Arteriolen aus Nierenbiopsien von
Patienten mit maligner Hypertonie mit der von Patienten mit Diarrh6-assoziiertem

Hamolytisch-uramischen Syndrom verglichen.

Die maligne Hypertonie stellt einen hypertensiven Notfall mit schwerer
Blutdruckerh6hung, einer Keith-Wagener-Barker Grad Il oder IV hypertensiven
Retinopathie, und in den meisten Féllen auch einer akuten
Nierenfunktionseinschrankung dar. Bei Kaukasiern bedingt die essentielle Hypertonie
ungefahr 30 % der malignen Hypertonie, wahrend bei Afroamerikanern die essentielle
Hypertonie den tUberwiegenden Teil, namlich ungefahr 82 %, aller Falle von maligner
Hypertonie ausmacht. Die charakteristische pathologische Veranderung bei der
malignen Hypertonie ist der Endothelschaden. Die Pathophysiologie der malignen
Hypertonie beinhaltet mechanischen Stress auf die GefalRwand, eine proliferative
Endarteriitis in kleinen Arterien und Arteriolen sowie eine fibrinoide Nekrose mit
hyalinen Thromben (15,16).

Das Diarrho-assoziierte Hamolytisch-uramische Syndrom wird definiert durch das
Vorhandensein von (17,18) prodromaler Diarrhd, mikroangipathischer hamolytischer
Anamie, d.h. einer Hamoglobin Konzentration unter 10 g pro Deziliter und einer
nicht-immunogenen Hamolyse mit fragmentierten Erythrozyten oder Schistozyten im
peripheren Blutausstrich, einer erhthten Laktatdehydrogenase, einem reduzierten

Haptoglobin, einer Thrombozytopenie mit einer Thrombozytenzahl von weniger als
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150 pro Nanoliter sowie einer akuten Niereninsuffizienz mit einer reduzierten

glomeruldren Filtrationsrate von weniger als 30 ml pro Minute pro 1,72 m2 ohne

vorangegangene chronische Niereninsuffizienz. Nach Daten aus der Literatur
entwickelt sich ein Hamolytisch-uramisches Syndrom meist 14 Tage nach Einsetzen
der Diarrhden (18).

In der vorliegenden Studie wurden Patienten mit maligner Hypertonie und Patienten
mit Diarrh6-assoziiertem Hamolytisch-uramischen Syndrom verglichen. Diese
Erkrankungen sind mit akutem Nierenversagen und einem Endothelschaden in den
renalen Arteriolen assoziiert. Die beiden Erkrankungen zugrunde liegende
Pathogenese ist allerdings verschieden. Die maligne Hypertonie wird in der Regel
durch eine schwere Blutdruckerhéhung ausgel6st, wahrend das Diarrhd-assoziierte
Hamolytisch-uramische Syndrom in erster Linie durch bakterielle Endotoxine
verursacht wird (19,20).

Die schwere systolische Blutdruckerhthung sowie die hoheren Thrombozytenzahlen
sind als Kiriterien vorgeschlagen worden, um die maligne Hypertonie vom

Hamolytisch-uramischen Syndrom unterscheiden zu kénnen (20).

In der vorliegenden Studie zeigte sich, dass Patienten mit maligner Hypertonie eine
starkere Expression von TRPC3 in praglomeruléren Arteriolen aufweisen als Patienten
mit Hamolytisch-urdmischen Syndrom. Die Expression des TRPC6 Kanals war

zwischen den Gruppen nicht unterschiedlich.

Bei der malignen Hypertonie scheint die essentielle Hypertonie einen wichtigen
zugrunde liegenden Faktor darzustellen. Demzufolge kdnnte die Beobachtung, dass
die Expression des TRPC3 Kanals im Gefalendothel von Patienten mit maligner
Hypertonie gesteigert ist, darauf hindeuten, dass eine hohere TRPC3 Kanal
Expression eine wichtige Rolle bei der essentiellen Hypertonie spielt, insbesondere, da
der akute Calcium Einstrom durch TRPC3 Kanale einen entscheidenden
Signalmechanismus fir die Calcium-abhéngige Freisetzung zahlreicher vom Endothel
abgeleiteter vasokonstriktiver Wirkstoffe wie Endothelin, Urotensin oder
Epoxyeicosatrien-Sauren (EET) darstellt (21,22,23).
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Last but not least stellt die Beobachtung einer gesteigerten TRPC3 Expression in
humanem GeféalRendothel von Patienten mit maligner Hypertonie ein diagnostisches
Hilfsmittel dar, um die teilweise schwierig voneinander zu differenzierenden

Krankheitsbilder der malignen Hypertonie und des Diarrhg-assoziierten Hamolytisch-

uramischen Syndroms trennen zu kénnen.
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Seite 17 — 21: Thilo F, Loddenkemper C, Berg E, Zidek W, Tepel M. Increased
TRPC3 expression in vascular endothelium of patients with malignant hypertension.
Modern Pathology. 2009;22:426-30.
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2.1.3. TRP Kanal Expression im Nierenkortexgewebe von Patienten mit

Hypertonie

Die bisher geschilderten Studienergebnisse und neuere Literatur (24) deuten darauf
hin, dass TRPC3 Kanéle eine wichtige Rolle bei der Blutdruckregulation spielen. Die
Expression des TRPC3 Kanals in humanem Nierenkortexgewebe wurde bisher

allerdings nicht mit der Blutdruckregulation in Verbindung gebracht.

Deshalb wurden Transkripte des TRPC3 Kanals, des von Willebrand Faktors, und des
vaskularen endothelialen Wachstumsfaktor Rezeptors Typ 2 (VEGFR-2) in humanem
Nierenkortexgewebe von 50 konsekutiven Patienten, die sich einer

Tumornephrektomie unterzogen, mit Hilfe der RT-PCR quantifiziert.

Dabei zeigte sich eine signifikante positive Korrelation zwischen der Expression von
VEGFR-2 und TRPC3. Weiterhin fand sich, dass die Expression der TRPC3
Transkripte bei Patienten mit einem systolischen Blutdruck von mehr als 140 mmHg
signifikant hoher lag als bei Patienten mit einem systolischen Blutdruck von

140 mmHg oder weniger. Ein Sachverhalt, der sich wie 0. a. dadurch erklaren koénnte,
dass ein gesteigerter Calcium Einstrom durch TRPC3 Kanéle die Ausschittung
zahlreicher vom Endothel gebildeter vasokonstringierender Wirkstoffe auslost, wie

z.B. Endothelin, Urotensin oder Epoxyeicosatrien-Sauren (EET) (21,22,23).

Eine Beschrankung der Studie besteht darin, dass das GefalRendothel moglicherweise
nicht die einzige Quelle fur die TRPC3 Expression im Nierenkortexgewebe darstellt.
Es sollte deshalb in Betracht gezogen werden, dass die Expression des TRPC3 Kanals
in anderen Zellen, z.B. in Tubuluszellen, ebenfalls zur Blutdruckregulation beitragt,

z.B. durch eine Interaktion mit dem Natriumchlorid Haushalt.

Zusammenfassend wurden in der vorliegenden Studie erstmals unmittelbare Belege
dafur gefunden, dass die TRPC3 Expression in humanem Nierenkortexgewebe mit der

Blutdruckregulation vergesellschaftet ist.
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Seite 23 — 29: Thilo F, Baumunk D, Krause H, Schrader M, Miller K, Loddenkemper
C, Zakrzewicz A, Krueger K, Zidek W, Tepel M. Transient receptor potential
canonical type 3 channels and blood pressure in humans. Journal of Hypertension.
2009;27:1217-23.
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2.1.4. TRP Kanal Expression in zerebralen GefdRen von Patienten mit

Hypertonie

Jungste Studien in Tiermodellen deuten darauf hin, dass TRP Kanéle auch bei der
Vasokonstriktion von zerebralen Arterien beteiligt sind. Beobachtungen an Hunden
zeigen, dass ein gesteigerter Calcium Einstrom durch TRP Kanéle einen Vasospasmus
nach Subarachnoidal Blutung hervorrufen kann (25). Xi et al. (26) zeigten, dass IP3
zerebrale Arterien durch eine IP3 Rezeptor-vermittelte TRPC3 Kanal Aktivierung

konstringiert.

Nun wurde die Hypothese geprtft, dass die TRPC3 Expression in humanen zerebralen
GefalRen, die von 11 konsekutiven Patienten gewonnen wurden, die sich einer
routinemafigen neurochirurgischen Operation unterzogen, verdndert ist. Sieben
Patienten litten dabei an einer hypertensiven intrazerebralen Blutung und vier

normotensive Patienten an einem Gehirntumor (Glioblastom).

Zwischen der TRPC3 Expression und dem systolischen Blutdruck wurde eine
signifikante negative Korrelation gefunden. Die TRPC3 mRNA Expression war in den
zerebralen Gefallen der Patienten nach hypertensiver intrazerebraler Blutung
signifikant vermindert. Die gewonnen Daten kdnnten auf Mechanismen und Faktoren
hindeuten, durch die die TRPC3 Expression in zerebralen Arterien reguliert wird.
Einer dieser Faktoren scheint die Hypoxie zu sein. Um den Effekt der Hypoxie auf die
Expression der TRP Kandle zu untersuchen, wurde die Expression des Hypoxie
induzierten Faktors (HIF) in den zerebralen Gefal3en analysiert. Dabei zeigte sich eine
signifikante Verminderung des HIF in der Gruppe der Patienten nach hypertensiver
intrazerebraler Blutung. Folglich koénnte die Hypoxie in den Patienten mit
Gehirntumor starker ausgepragt sein als in Patienten nach hypertensiver intrazerebraler
Blutung. Es wurde auf3erdem eine signifikante positive Korrelation zwischen der
Expression der HIF mRNA und der Expression der TRPC3 mRNA beobachtet. Diese
Ergebnisse entsprechen friheren Untersuchungen, die zeigten, dass HIF die
Expression des TRPC1 und des TRPC6 Kanals als Reaktion auf eine chronische

Hypoxie in glatten Gefalimuskelzellen in Pulmonalarterien steigert (27). Vor kurzem
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berichteten Yang et al. (28), dass in HEK-293 Zellen, die einer akuten Hypoxie tber
10 min ausgesetzt waren, die elektrophysiologische Aktivitat der TRPC3 Kanéle

gesteigert ist, die TRPC3 Protein Expression aber nicht verandert ist.

Zusammenfassend stitzen die gewonnenen Daten die Hypothese, dass TRPC3 mit

dem Blutdruck und der Hypoxie vergesellschaftet ist.
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Seite 32 — 36: Thilo F, Suess O, Liu Y, Tepel M. Decreased Expression of Transient
Receptor Potential Channels in Cerebral Vascular Tissue from Patients After

Hypertensive Intracerebral Hemorrhage. Clinical and Experimental Hypertension.
2011;33:533-7.
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2.2. TRP Kanal Expression bei Diabetes mellitus
2.2.1. TRP Kanal Expression in Monozyten von Patienten mit Diabetes mellitus

Kardiovaskulare Erkrankungen durch Arteriosklerose bilden eine héufige Ursache fur
Morbiditat und Mortalitéat bei Patienten mit Diabetes mellitus (29). Studien haben
gezeigt, dass Hyperglykdmie einen unmittelbaren und unabhéngigen Risikofaktor fur
die Arteriosklerose darstellt (30). Die Arteriosklerose ist eine entzindliche
Erkrankung, bei der es zu einer Akkumulation von Monozyten in der Arterienwand
kommt (3). Monozyten sind Ubergangszellen, die eine kurze Halbwertszeit aufweisen
weil sie sich rasch in Makrophagen weiter differenzieren, und die zlgig zu
Entztindungsherden rekrutiert werden (31,32). Die Aktivierung der Monozyten, deren
Adhasion ans Endothel und deren Auswanderung in den subendothelialen Raum
stellen wesentliche Schritte wahrend der friihen Pathogenese der Arteriosklerose dar.
Die Mechanismen, durch die die beim Diabetes mellitus vermehrte Glukose die
Monozyten-assoziierte Arteriosklerose unterstitzt, sind nur teilweise bekannt.
Monozyten von Patienten mit Diabetes mellitus bilden aufgrund chronisch erhdhter
Glukose-Spiegel auch verstarkt reaktive Sauerstoffspezies (33,34,35). Zusatzlich ist
eine verstarkte Aktivierung der Monozyten bei Patienten mit Diabetes mellitus mit
einer erhdhten Aktivitat der Protein Kinase C und gesteigerten zytosolischen Calcium
Konzentrationen vergesellschaftet (36,37,38). Nur wenige Studien haben bisher die
Expression der TRPC Kanéle unter diabetischen Bedingungen untersucht. Eine Studie
berichtet tber die Regulation von TRPC1, TRPC4 und TRPC6 Kanéalen und einem
beeintrachtigten kapazitativen Calcium Einstrom in GefaRen von diabetischen

Patienten im Vergleich zu Gefal3en von nicht-diabetischen Patienten (39).

Es wurde nun eine Studie durchgefuhrt, bei der humane Monozyten unter
Kontrollbedingungen (5.6 mmol/L D-Glukose), unter erhéhter Glukose (30mmol/L D-
Glukose oder L-Glukose), unter 100 pumol/L Peroxynitrit (ONOO), oder unter erhdhter
Glukose in Anwesenheit des Superoxiddismutase Mimetikums Tempol (TMP;
100 pmol/L) kultiviert wurden. Die Expression der TRPC mRNA und der TRPC

Proteine wurde mit Hilfe der quantitativen real-time RT-PCR bzw. des quantitativen
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in-cell Western Assays untersucht. Der Calcium Einstrom und intrazelluléare reaktive

Sauerstoffspezies wurden mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoffen bestimmt.

Die dabei gefundenen Daten zeigen, dass durch oxidativen Stress, der durch erhdhte
D-Glukose induziert wird, die Expression der TRPC3 und TRPC6 mRNA und die
Expression des TRPC3 und TRPC6 Kanal Proteins in Monozyten gesteigert wird. Der
stimulierende Effekt der erhdhten Glukose konnte durch gleichzeitige Gabe von TMP
geblockt werden, was die Bedeutung des verstarkten oxidativen Stresses durch erhohte
D-Glukose noch unterstreicht. Kirzlich zeigten Shanmugam et al., dass erhohte
Glukose die Expression von zahlreichen inflammatorischen Zytokinen in Monozyten

in einer vom oxidativen Stress abhangigen Weise steigert (40). Die hun gewonnenen
Ergebnisse unterstiitzen die Daten von Shanmugam et al., indem sie zeigen, dass die
durch erhéhte Glukose gesteigerte Expression der TRPC Kandale mit einer Vermehrung
des inflammatorischen Zytokins Tumornekrosefaktor einhergeht. Erhdhte Glukose
steigert die Expression des Tumornekrosefaktors sogar noch starker als ONOO. Dies
konnte darauf hindeuten, dass unabhéngig vom oxidativen Stress auch andere
Signalwege, wie z.B. der Polyol Signalweg, zur verstarkten Entziindungsreaktion bei

Diabetes mellitus beitragen (41).

Es lasst sich also festhalten, dass oxidativer Stress, der durch erhthte Glukose
induziert wird, Monozyten aktiviert, und zwar einerseits durch vermehrte
inflammatorische Zytokine und andererseits durch gesteigerte TRPC Kanal Expression

mit konsekutiv verbessertem transmembranaren Calcium Einstrom.

Um aul3erdem abschatzen zu kdnnen, ob eine gesteigerte TRPC mRNA Expression ein
Charakteristikum des Diabetes mellitus darstellt, wurde die TRPC mRNA Expression
in Monozyten von Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 und Kontrollpatienten
gemessen. Dabei wurde beobachtet, dass die Expression der TRPC6 mRNA in
Monozyten von Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 im Vergleich zu

Kontrollpatienten gesteigert ist.

Zusammenfassend zeigt die beschriebene Studie also, dass oxidativer Stress, der durch

erhohte Glukose induziert wird, die Expression des TRPC3 und TRPC6 Kanals sowie
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den Calcium Einstrom in humanen Monozyten steigert. Die gewonnenen Ergebnisse
weisen auf einen neuen Signalweg zur Aktivierung der Monozyten und damit der

Arteriosklerose bei Patienten mit Diabetes mellitus hin.
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2.2.2. TRP Kanal Expression in Podozyten von Patienten mit Diabetes mellitus

Podozyten sind von entscheidender Bedeutung fir die glomerulare Filterfunktion der
Niere. Anderungen der Podozytenfunktion sind von pathogenetischer Relevanz bei
proteinurischen Nierenerkrankungen des Menschen. Die Ful3fortsatze der Podozyten
formen die Schlitzmembran, die ein komplexes Gitter mit Schlitzen darstellt, die durch
extrazellulare Protein-Protein Kontakte uberbrickt werden (42). TRPC6 Kanéle
werden in den FuRfortsatzen der Podozyten exprimiert. Anderungen der TRPC Kanal
Expression werden mit Gefal3- und Nierenerkrankungen assoziiert (43). Als
orientierende Regel, scheint eine gesteigerte TRPC Kanal Expression mit einem
vermehrten Calcium Einstrom und einer erhdhten Zell-Aktivitat vergesellschaftet zu
sein. Bei der familiaren fokal-segmentalen Glomerulosklerose (FSGS) wurden sieben
verschiedene Mutationen im TRPC6 Kanal in sieben unterschiedlichen Familien
identifiziert. Vier dieser sieben Mutationen (R895C, E897K, P112Q und Q889K)
zeichnen fir einen signifikant héheren Calcium Einstrom im Vergleich zum TRPC6
Wildtyp verantwortlich (44). Diese gain-of-function Mutanten des TRPC6 Kanals in
Podozyten waren mit Proteinurie und chronischer Niereninsuffizienz vergesellschaftet
(45,44). Mutationen des TRPC6 Kanals scheinen jedoch eine grofe Ausnahme
darzustellen. Santin et al. analysierten TRPC6 Mutationen bei 130 spanischen
Patienten aus 115 nicht-verwandten Familien mit FSGS. Dabei fanden sich nur drei
Falle einer missense-Mutation, also einer Mutation bei der eine andere Aminosaure
kodiert wird, was darauf hindeutet, dass in einer Kohorte von Patienten mit
proteinurischer Nierenerkrankung TRPC6 Kanal Mutationen nur in ungefahr 2 % der
betroffenen Patienten zu finden sind (46).

In einer Studie wurde nun die Expression der TRPC Kanale in Nierengewebe und
insbesondere in Nierenglomerula und Podozyten bei Patienten mit diabetischer
Nierenerkrankung und Kontrollpatienten mit Hilfe der Immunfluoreszenz und
Immunhistochemie untersucht.

Dabei fand sich eine gesteigerte Expression des Wildtyp TRPC6 Kanal Proteins in

46



Podozyten von Patienten mit diabetischer Nephropathie im Vergleich zu
Kontrollpatienten. Die in der Studie gewonnen Ergebnisse stiitzen die Hypothese, dass
die Expression des TRPC6 Kanals bei der diabetischen Nierenerkrankung verandert

ist.
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2.3. TRP Kanal Expression bei chronischer Niereninsuffizienz

2.3.1. TRP Kanal Expression als Funktion der extrazellularen Calcium
Konzentration

Alterationen der extrazellularen Calcium Konzentration treten bei Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz (CNI) héufig auf. Dabei lassen sich z.B.
Veranderungen im Vitamin D Metabolismus, ein erniedrigter Calcitriol Spiegel oder
eine verminderte Calcium Konzentration im Serum beobachten (47). Eine erniedrigte
Calcium Konzentration im Serum verandert die Calcium Homd@ostase und kann an der
Pathogenese der Hypertonie, der Arteriosklerose, an GefalRkalzifikationen und an
kardiovaskularen Erkrankungen beteiligt sein, die bei Patienten mit Uramie haufig
auftreten (48,49,50). Die zytosolische freie Calcium Homoostase wird engmaschig
reguliert. Zytosolisches Calcium kann durch Freisetzung von Calcium aus
intrazellularen Speichern und den Calcium Einstrom Uber die Zellmembran gesteigert
werden (51). Der Calcium Einstrom wiederum kann Uber nicht-selektive Kationen
Kanale vermittelt werde, zu denen die TRP Kandle gehdren (43). Kirzlich
veroffentlichte experimentelle Ergebnisse zeigen, dass die Aktivierung des
Calciumsensitiven Rezeptors die Expression des TRPC3 Kanals in Kardiomyozyten in
Ratten erhoht (52).

Mithilfe des quantitativen in-cell Western Assays wurde nun die Expression des
TRPC3 Kanals in Monozyten von 20 Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz und
19 Kontrollpatienten gemessen. Dabei wurden die TRPC3 Kanale durch
Immunoblotting unter Verwendung spezifischer Antikorper identifiziert und die

Identitat der TRPC3 Kanéle zuséatzlich durch Massenspektrometrie bestatigt.

Die in der vorliegenden Studie erhobenen Daten in vivo und in vitro deuten darauf hin,
dass extrazellulares Calcium die Expression des TRPC3 Kanals in humanen
Monozyten steigert. So war einerseits in vivo der Anstieg des Serum Calciums
wahrend der Hamodialyse Sitzung tber 4 h mit einem Abfall der TRPC3 Kanal

Expression vergesellschaftet. Andererseits reduzierten in vitro hohere extrazellulare
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Calcium Konzentrationen uber 4 h die TRPC3 Kanal Expression in dhnlicher Weise
wie zuvor in vivo untersucht. Dabei lasst sich allerdings nicht ausschliel3en, dass auch

andere Faktoren die TRPC3 Kanal Expression beeinflussen kdnnten.

Wieso steigert eine niedrige extrazellulare Calcium Konzentration die Expression des
TRPC3 Kanal Proteins?

Es mag spekuliert werden, dass das verminderte extrazellulare Calcium eine rasche
Translokation der TRPC Kanéle aus direkt unter der Plasmamembran in Reserve
gehaltenen Vesikeln initiiert. Immerhin sind gegenwartig die Mechanismen des
intrazellularen Transports der TRPC Kanéle in einigen Geweben bekannt (53,54). Eine
rasche Translokation von TRPC Kanélen ist nach Aktivierung von HEK-293 Zellen
oder Neuronen durch Wachstumsfaktoren beobachtet worden (55). Die These, dass
vermindertes extrazellulares Calcium eine schnelle Translokation von TRPC Kanalen
aus direkt unter der Plasmamembran befindlichen Vesikeln bedingt, wird durch die
Kirze des Zeitabschnitts gestiutzt, wahrend dessen die extrazellulare Calcium
Konzentration die TRPC3 Expression beeinflusst. So deuten die in vivo wie in vitro
erhobenen Daten darauf hin, dass extrazellulares Calcium die TRPC3 Expression in
humanen Monozyten innerhalb von 4 h beeinflusst. Eine gesteigerte TRPC3 Kanal
Protein Expression wirde den Calcium Einstrom fordern und ein Wiederauffillen der

intrazellularen Calciumspeicher bedingen (56).

Wie konnte die Erkenntnis, dass erniedrigtes extrazellulares Calcium mit einem
Anstieg der TRPC3 Expression in Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz

vergesellschaftet ist, bei der Behandlung von Patienten helfen?

Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass eine gesteigerte Expression des TRPC3 Kanals
mit Erkrankungen wie der arteriellen Hypertonie in Verbindung steht. MalRnahmen um
eine Steigerung der Expression des TRPC3 Kanals zu verhindern, z.B. durch strenge
Kontrolle des Calcium-Spiegels und ggf. adaquater Therapie eines niedrigen Calcium-

Spiegels, kdnnten eine wichtige Ursache fur hohen Blutdruck beseitigen.
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2.3.2. TRP Kanal Expression als Funktion des zellularen Redox-Zustands

Es ist bekannt, dass Homocystein (HC) bei Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz signifikant erhéht ist und die Arteriosklerose fordert (57). Bislang
ist unklar, ob HC die Arteriosklerose durch etwaige Effekte auf die Expression des
TRPC6 Kanals in Monozyten fordert. HC und ACC sind dafir bekannt, die Funktion
der Monozyten zu beeinflussen (58,59), und beide enthalten Cysteinreste, die den

intrazellularen Redox-Zustand beeinflussen.

Es wurde nun untersucht, ob HC oder ACC die TRPC6 Expression in Monozyten von
Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz im Vergleich zu Monozyten von

Kontrollpatienten verandert. Um zu beurteilen, ob vermehrte Cysteinreste mit einem
Anstieg der TRPC6 Transkripte assoziiert sind, wurde zunachst die TRPC6 mRNA in
Monozyten von 17 Patienten mit CNI und 19 Patienten ohne CNI verglichen. Dabei
stellte sich heraus, dass Patienten mit CNI signifikant hohere HC Spiegel im Vergleich
zu Patienten ohne CNI aufweisen. Die Expression der TRPC6 mRNA war signifikant

hoher in Monozyten von Patienten mit CNI im Vergleich zu Patienten ohne CNI.

Anschliel3end wurden die Effekte von HC und ACC auf die TRPC6 Kanal Expression
in vitro untersucht. Dabei steigerte HC und ACC signifikant die Expression des
TRPC6 Kanal Proteins in Monozyten von Patienten mit CNI im Vergleich zu

Kontrollbedingungen. In Monozyten von Patienten ohne CNI liel3 sich ein ahnlicher
Effekt beobachten.

Dabei war der Effekt zumindest von ACC auf die TRPC6 Kanal Expression Zeit- und
Konzentrations-abhangig.

Mdoglicherweise wird die posttranslationale Prozessierung von TRPC6 durch die im
HC und ACC enthaltenen Cysteinreste beeinflusst. In der Literatur finden sich
Hinweise, dass HC und ACC unterschiedliche Redox Aktivitaten aufweisen, in
Abhangigkeit vom lokalen Redox-Zustand (60). Der lokale Redox-Zustand des

zellularen Milieus héangt z.B. davon ab, wieviel Serum das Zellkulturmedium enthélt.
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Zusammenfassend deuten die Ergebnisse an, dass Cysteinreste die TRPC6 Kanal
Expression beim Menschen steigern. Bei zukinftigen Untersuchungen an TRPC6 und
anderen TRP Kanélen gilt es diesen Sachverhalt zu bertcksichtigen, wenn verénderte

Expressionsmuster vor dem Hintergrund von Unterschieden im zellularen Redox-
Zustand interpretiert werden.
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3. Diskussion

Die Forschung an Transient Rezeptor Potential (TRP) Kationen Kanélen begann mit
der Entdeckung der TRP Kanale in Drosophila. Eine der ersten Entdeckungen war,
dass eine Spontanmutation im TRP Gen zu einer blinden Mutante wéahrend
verlangertem intensiven Lichteinfluss fuhrte (61). Spater wurde herausgefunden, dass
die TRP Kanéle in sehr vielen Spezies konserviert sind. Es stellte sich heraus, dass
TRP Kandale eine wichtige Rolle u.a. bei der Initierung von Schmerzreizen, der
Thermoregulation, der Speichelsekretion, aber auch bei der Vermittlung von
Entziindungsreaktionen spielen und mit kardiovaskuldaren Erkrankungen

vergesellschaftet sind. Letzteres stellt den Fokus der vorgestellten Arbeiten dar.

Die Uber die TRP Kanale bei verschiedenen Erkrankungen und in unterschiedlichen
Zelltypen gesammelten Daten, unterstreichen die Bedeutung der TRP Kanéle durch
die schiere Vielzahl der Prozesse, bei denen diese Kanéle beteiligt sind (43). Die
Studien verdeutlichen auch, dass eine krankheitsspezifische Uberexpression der TRP
Kanale ein diagnostisches Kriterium darstellen kann. So hat sich in der Arbeit tber die
maligne Hypertonie gezeigt, dass die gesteigerte Expression des TRPC3 Kanals in
praglomerularen Arteriolen bei der malignen Hypertonie ein nutzliches Kriterium
darstellt, um diese Erkrankung vom H&amolytisch-uramischen Syndrom zu

differenzieren.

Da TRP Kanale sich in Form von Homo- oder Heterotetrameren organisieren, geht die
veranderte Expression einer TRPC Kanal Klasse wohl Hand in Hand mit der
gednderten Expression einer anderen. In dieser Hinsicht deuten die gewonnenen
Ergebnisse z.B. auf eine inverse Beziehung zwischen der Expression des TRPC3
Kanals und des TRPC6 Kanals, zumindest beim Krankheitsbild der Hypertonie und in
Hinblick auf die Stimulierung durch VEGF. Tatsachlich bildet die heterotetramere
Erscheinungsform der TRPC Kanéle ein Charakteristikum, das die Forschung an
TRPC Kanalen herausfordernd und die Interpretation der experimentellen Daten
schwierig macht.

Das Wissen um spezifische Aktivatoren oder Inhibitoren der TRP Kandle ist bislang
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rar. In den durchgefiihrten Studien wurde als spezifischer Aktivator des TRPC6 Kanals
z.B. nur Hyperforin verwendet (62). In dieser Hinsicht sind dringend mehr Studien
erforderlich. Aufgrund der vorgestellten Ergebnisse bietet sich dabei insbesondere das

Krankheitsbild des Diabetes mellitus als attraktives Forschungsgebiet an.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass, obgleich die vorgelegten Arbeiten einen
eindeutigen Imperativ zur Aktivierung oder Hemmung der TRP Kandale bei
verschiedenen Krankheiten schuldig bleiben missen, sie nichtsdestoweniger wichtige
experimentelle Daten zur Planung zukunftiger Studien auf dem Gebiet der TRP Kanal

Forschung bieten.
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4. Zusammenfassung

Die zusammenfassende Hypothese der vorliegenden Arbeit ist, dass eine veranderte
Transkript- und Protein-Expression der Transient Rezeptor Potential (TRP) Kationen
Kanale einen Einfluss auf die Pathogenese der Hypertonie, des Diabetes mellitus und

der chronischen Niereninsuffizienz hat.

Bei Patienten mit essentieller Hypertonie verbessert ein gesteigerter Calcium Einstrom
durch vermehrt exprimierte TRPC3 Kandle die Aktivierung der Monozyten. Die
seltene maligne Hypertonie ist beim Menschen mit einer gesteigerten Expression des
TRPC3 Kanals in praglomeruléren Arteriolen vergesellschaftet und grenzt sich
dadurch vom Diarrh6-assoziierten Hamolytisch-uramischen Syndrom ab. Die TRPC3
Expression in Nierenkortexgewebe und in zerebralen GefalRen ist eine Funktion des
Blutdrucks.

Beim Diabetes mellitus steigert der durch erhdhte D-Glukose induzierte oxidative
Stress die Expression der TRPC Kanéle und den Calcium Einstrom in Monozyten.
Dies stellt einen neuen Signalweg zur Aktivierung der Monozyten und zur
Pathogenese der Arteriosklerose bei Patienten mit Diabetes mellitus dar. Bei Patienten
mit Diabetes mellitus und proteinurischer Nierenerkrankung ist die Expression des
TRPC6 Kanals in Podozyten gesteigert und wird durch den vaskuléren endothelialen
Wachstumsfaktor (VEGF) reguliert.

Vermindertes extrazellulares Calcium, wie es z.B. bei Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz auftritt, steigert die Expression des TRPC3 Kanal Proteins in
Monozyten. Acetylcystein und Homocystein erhdhen die Expression der TRPC6

Kandle in Monozyten, insbesondere bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass eine veranderte Transkript- und Protein-
Expression der TRP Kanale in der Tat die Pathogenese der Hypertonie, des Diabetes

mellitus und der chronischen Niereninsuffizienz beeinflussen.
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