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Zusammenfassung

Gegenstand der hier vorgestellten Arbeit war es, die Bedeutung von TRPM4- und
TRPC1/C4-Kanélen fir die Regulation des Blutdrucks und der Herz-/Kreislauf-

Regulation, die Glukosehomoostase und die Entstehung von Allergien zu identifizieren.

TRPM4, bildet Calcium-aktivierte Kationenkanale, die unter physiologischen Bedingun-
gen Natrium in die Zelle leiten und die Zellmembran depolarisieren. Nach Stimulation
des Fce-Rezeptors in Mastzellen und nachfolgender Aktivierung des Phospholipase C
Signalweges wird der Calcium-Einstrom durch CRAC (calcium release activated chan-
nels) Kanéle entscheidend durch TRPM4 Kanale vermindert. TRPM4-defiziente Mast-
zellen setzen deshalb nach Fce-Rezeptor Stimulation vermehrt Histamin, Leukotriene
und TNFa frei. Um zu zeigen, dass diese Befunde, die alle in Knochenmarksmastzel-
len erhoben wurden, auch in reifen Bindegewebsmastzellen der Haut von Bedeutung
sind, habe ich die Entstehung von anaphylaktischen Reaktionen untersucht. Diese Er-
gebnisse weisen darauf hin, dass die Inaktivierung von TRPM4 zu einer erhéhten mi-
krovaskularen GefalRpermeabilitat flihrt, die auf einer Freisetzung von Entziindungs-
mediatoren inklusive Histamin und Serotonin aus Bindegewebsmastzellen beruht. Im
Gegensatz zu dieser allergischen Reaktion vom Soforttyp, konnte ich in Anaphylaxie-
experimenten, in denen eine Mastzell-vermittelte Entziindungsreaktion (Spat-Phase-
Reaktion) mit Aktivierung der Gewebeinfiltration von Lymphozyten untersucht wurde,
keinen Unterschied in TRPM47~ Mausen im Vergleich zu Wildtyp-Kontrolltieren fest-

stellen.

TRPM4 wird neben Mastzellen auch im Herz, Darm, Endothelzellen, Niere, Pankreas
und Plazenta exprimiert. In glatten Muskelzellen der Hirnarterie soll TRPM4 als Me-
chanosensor den myogenen Tonus von GefalRen regulieren. Durch telemetrische Blut-
druckmessungen an TRPM4-defizienten Mausen habe ich festgestellt, dass diese Tie-
re im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrolltieren unter Ruhebedingungen einen signifikant
erhdhten Blutdruck aufweisen. Der mittlere arterielle Blutdruck ist bei TRPM4™ Tieren
unter Ruhebedingungen nach Rekonvaleszenz vom operativen Eingriff im Vergleich zu
Wildtyp-Tieren um 11 mmHg erhdht. Dieser Unterschied ist wahrend des gesamten
Tagesverlaufes vorhanden, wobei der gréfte Unterschied zwischen den beiden Geno-
typen in den diastolischen Blutdruckwerten besteht, vor allem bei geringer kérperlicher
Aktivitat. TRPM4™~ Mause weisen im Alter von 6 Monaten eine maRiggradige Myo-
kardhypertrophie ohne Zeichen von Herzinsuffizienz auf, die durch den dauerhaft er-

hohten Blutdruck erklart werden kénnte. Untersuchungen zur Blutdruckregulation in
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vivo durch intraperitoneale Injektion von L-NAME oder verschiedener Dosen Phenyle-
phrin ergaben keinen Unterschied im mittleren arteriellen Blutdruck und der Herzfre-
quenz. Kontraktilitdtsmessungen von Aorten-Segmenten im Organbad zeigen, dass die
Phenylephrin-induzierte Kontraktion und die Endothel-abhdngige Relaxation unveran-
dert ist. Untersuchungen der Kontraktilitdt von WiderstandsgefaRen im Gefalbett der
Hinterpfoten von Mausen haben gezeigt, dass die Anderungen der GefaRkontraktilitat
nach Stimulation mit Phenylephrin, Epinephrin bzw. Isoproterenol sowie die myogene
kontraktile Antwort nach stufenweiser Erhéhung des intravasalen Perfusionsdrucks der
peripheren Arterien der TRPM4-defizienten Mause nicht verandert ist, so dass die Hy-
pertonie in TRPM4~~ Mausen nicht durch Veranderungen der GefaRkontraktilitat erklart
werden kann. Weiterhin sind die renale Elektrolyt-Ausscheidung sowie die Plasmakon-
zentration aller relevanten Elektrolyte unverandert. Die Plasma Aldosteronkonzentrati-
on und die renale Reninsekretion sind ebenfalls nicht verandert. Nach Injektion von
Hexamethonium, einem Antagonisten am nikotinergen Acetylcholin-Rezeptor an vege-
tativen Ganglien, kommt es bei TRPM4™~ Mausen zu einer stirkeren Reduktion des
Blutdrucks, so dass der Blutdruckunterschied zwischen den beiden Genotypen aufge-
hoben ist. Ein ahnliches Ergebnis ergibt sich nach Applikation des a;-
Adrenozeptorblockers Prazosin. TRPM4 ist in Chromaffinzellen der Nebenniere expri-
miert. Die signifikante Erh6hung der Spiegel von Adrenalin im Plasma sowie von Meta-
nephrin und Vanillinmandelsaure im Urin TRPM4-defizienter Tiere deuten darauf hin,
dass die Hypertonie in TRPM4” Mausen auf einer gesteigerten Catecholaminfreiset-

zung aus Neuronen des symapthischen Nervensystems beruht.

TRPC1 und TRPC4 bilden, wie andere TRPC Proteine, Untereinheiten von Agonist-
aktivierten Kationenkanalen. Die Expression der TRPC1-, TRPC4-, TRPC5- und
TRPC6-mRNA Uberlappt z.B. in glatten Muskelzellen von GefalRen, so dass TRPC-
Proteine in diesen Zelltypen maoglicherweise als heterooligomere Kanalkomplexe vor-
liegen. TRPC Kanale leiten neben Na* auch Ca?* und in glatten Muskelzellen von Ge-
faRen konnte der Ca?*-Einstrom wesentlich zur Kontraktion beitragen. Ich habe des-
halb Untersuchungen zur Regulation der Gefaltkontraktilitdt und der Blutdruckregulati-
on in TRPC1™~ und TRPC1/C4~"2 Mausen durchgefiihrt. Telemetrische Messungen

-2 Mausen

ergaben einen erniedrigten mittleren arteriellen Blutdruck in TRPC1/C4
sowohl wahrend der Erholung vom operativen Eingriff als auch nach Rekonvaleszenz.
TRPC17~ Mause zeigen dagegen keine Blutdruckveranderungen und es war bekannt,
dass bei TRPC47~ Mausen der mittlere arterielle Blutdruck nur an den ersten vier post-
operativen Tagen erniedrigt ist. Offensichtlich kann das Fehlen einer Untereinheit kom-

pensiert werden. Die Hypotonie in TRPC1/C4™? Mausen geht mit einer signifikant
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erhdhten Herzfrequenz und einer geringeren korperlichen Aktivitat einher. Unabhangig
davon ist auch die motorische Aktivitdt der TRPC1/C4-defizienten Mause im ,open
field* Test, in dem das Erkundungsverhalten untersucht werden kann, vermindert. Zu-
satzlich ergaben Kontraktilititsmessungen von Aortensegmenten eine signifikante
Rechtsverschiebung der Konzentrations-Wirkungskurve flr Phenylephrin. Die intraperi-
toneale und intravendse Applikation von steigenden Phenylephrin-Dosen zeigte in den
TRPC1/C4™92 Mausen im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrolltieren eine verminderte
Reflexbradykardie als Folge des durch aj-adrenozeptor-Stimulation induzierten Blut-
druck-Anstiegs. Insgesamt zeigen meine Untersuchungen, dass Mause nur bei gleich-
zeitiger Inaktivierung beider TRPC-Proteine, TRPC1 und TRPC4, eine Hypotonie ent-
wickeln, die durch eine geringere motorische Aktivitdt, eine verminderte Baroreflex-
Sensitivitdt oder eine verminderte GefalRkontraktilitdt erklart werden koénnte. Unter-

schiede in der kardialen Kontraktilitat kdnnen bislang nicht ausgeschlossen werden.

Klrzlich konnte gezeigt werden, dass TRPM3-Kanale, durch die divalente Kationen
permeiren, schnell und reversibel durch extrazellulares Pregnenolon-Sulfat, einem neu-
roaktiven Steroid, aktiviert werden. Pregnenolon-Sulfat aktiviert TRPM3-ahnliche Kana-
le in Insulin-produzierenden beta-Zellen des Pankreas, was zu einem rapiden Calcium-
Einstrom und verstarkter Insulin-Freisetzung fuhrt. Zur Untersuchung der Bedeutung
von TRPM3 Kanélen fur die Glukosehomdostase habe ich Glukosetoleranztests an
TRPM3-defizienten Mausen durchgefiuhrt. Weder nach oraler noch nach intraperito-
nealer Glukose-Applikation konnten Unterschiede im Zeitverlauf des Blutglukosespie-
gels festgestellt werden. Aulierdem wird der Blutglukosespiegel auch nach Applikation
maximaler Pregnenolon-Sulfat-Dosierung in Glukosetoleranztests an Wildtypmausen
nicht beeinflusst. Auch in TRPC1-, TRPM4-, TRPM5- und TRPM4/M5-doppel-
defizienten Mausen konnte ich in Glukosetoleranztests keinen Unterschied im Verlauf
der Plasma-Glukosekonzentration feststellen, obwohl TRPC1-, TRPM4- und TRPM5-

Proteine in beta-Zellen des Pankreas detektiert werden konnen.
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Abstract

The aim of this study was to identify the importance of TRPM4- and TRPC1/C4-
channels for the regulation of blood pressure and the cardiovascular system, of glu-

cose homeostasis and for the development of allergic reactions.

One member of the TRPM family, TRPM4, forms calcium-activated cation channels,
which conduct sodium and depolarize the cell membrane under physiological condi-
tions. After stimulation of the Fce-receptor in mast cells and activation of the phospholi-
pase C pathway the calcium entry through CRAC channels is critically limited by
TRPM4. TRPM4-deficient mast cells release more histamine, leukotriene and TNFa
upon FceRI-stimulation. To test whether the alterations in FceRIl mediated activation of
TRPM4™~ mast cells are equally relevant in connective tissue mast cells in vivo, we did
two types of experiments with passive cutaneous anaphylaxis, addressing both imme-
diate- and late-phase anaphylactic responses. In response to antigen stimulation,
TRPM4~~ mice showed considerably more fluid extravasation in tissue than wildtype
mice. These data indicate that vessel permeability induced by release of inflammatory
mediators from mast cells such as histamine is increased in the skin of TRPM4~~ mice
In contrast to the immediate-type allergic reaction, the late-phase reaction to an allergic

stimulus was not altered in TRPM4~~ mice.

In addition to mast cells TRPM4 is expressed in heart, intestine, endothelial cells, kid-
ney, pancreas and placenta and also in smooth muscle cells, where TRPM4 was sup-
posed to act as a mechanosensor regulating myogenic tone. Telemetric blood pressure
measurements reveal that mean arterial blood pressure averaged from day 9 to 13
after implantation of the transmitter is elevated in TRPM4-/- mice by 11 mmHg under
basal conditions compared to wildtype controls. Blood pressure elevation is observed
during the complete circadian period and most notable under resting conditions. At an
age of more than 6 month TRPM4-/- mice exhibit a moderate hypertrophy of the heart
which could be due to hypertension. There are no differences in blood pressure re-
sponse to application of phenylephrine and L-NAME. Since TRPM4 is expressed in
endothelial and smooth muscle cells | performed contractility measurements of aortic
rings. There were no differences in phenylephrine induced contraction or endothelial-
dependent relaxation. Contractillity measurements of peripheral resistance vessels of
the hindlimb vesselbed from wildtype and TRPM4™~ mice showed that changes in vas-
cular contractility induced by phenylephrine, epinephrine or isoproterenol as well as the
myogenic response induced by intraarterial pressure steps is not different in TRPM4™"~

mice, indicating that elevated blood pressure cannot be explained by alterations in vas-
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cular contractility. Furthermore, renal electrolyte excretion, plasma sodium, potassium
and aldosterone concentrations as well as renal renin secretion rate are unchanged. By
contrast inhibition of ganglionic transmission with hexamethonium abolishes the blood
pressure difference between both genotypes similarly like application of the a4-
adrenergic antagonist prazosin, and plasma epinephrine concentration as well as uri-
nary metanephrine and vanillic mandelc acid excretion are elevated in TRPM4™~ mice
indicating that hypertension in TRPM4~~ mice depends on an elevated release of cate-

cholamines from sympathetic neurons.

TRPC1 and TRPC4 are, like the other TRPC proteins, subunits of agonist-activated
cation channels. The expression of TRPC1, C4, C5 and C6 mRNA overlaps in different
cell types, including smooth muscle cells, and therefore these proteins are supposed to
built heteromultimeric channel complexes. TRPC channels conduct sodium and cal-
cium ions. In smooth muscle cells the calcium-influx could contribute to vessel contrac-
tion. For that reason | performed experiments to analyse the regulation of vessel con-
tractility and blood pressure in TRPC1~~ and TRPC1/C4™7? mice. Telemetric meas-

2

urements revealed a decreased mean arterial pressure in and TRPC1/C42 mice

~~ mice do not

during recovery from surgery as well as under basal conditions. TRPC1
show any changes in basal blood pressure and in TRPC4™~ mice mean arterial pres-
sure is decreased only during the first 4 days after implantation of the transmitters. Ob-
viously the lack of one of these TRPC-proteins can be compensated. Hypotension in
TRPC1/C492 mice is accompanied by a significantly increased heart rate and a de-
creased physical activity, which could be independently confirmed in an open field test.
Contractility measurements of aortic rings showed a right shift in phenylephrine-
induced contraction. Intraperitoneal and intravenous injections of phenylephrine re-
sulted in a decreased reflex bradycardia following blood pressure increase. These re-
sults show that the deletion of both TRPC proteins, TRPC1 and TRPC4, causes hy-
potension in mice which may be explained by a decreased physical activity, baroreflex-
sensitivity and vessel contractility. Alterations in cardiac contractility cannot be ruled out

until now.

Recently, we could show that TRPM3, a divalent-permeable cation channel, is rapidly
and reversibly activated by extracellular pregnenolone sulphate, a neuroactive steroid.
Pregnenolone sulphate activates TRPM3-like channels in insulin-producing beta cells,
which leads to a rapid calcium influx and enhanced insulin secretion from pancreatic
islets. To test the importance of TRPM3 in glucose homeostasis | performed glucose
tolerance tests with TRPM3™~ and control mice. After application of either intraperito-

neal or oral glucose challenges there were no changes in blood glucose between both
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genotypes. In addition, blood glucose levels are also not affected by maximal doses of
pregnenolone sulphate in glucose tolerance tests performed in wildtype mice. Also in
TRPC1-, TRPM4-, TRPM5- and TRPM4/M5-deficient mice | could not detect any dif-
ferences in changes of blood glucose after glucose challenge, although these proteins

are also found in pancreatic beta-cells.
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1  Allgemeine Einleitung

1.1 Blutdruckregulation

Der Blutdruck ist definiert als der in den Gefalten des Korper- und Lungenkreislaufs
bestehende Druck, der die treibende hamodynamische Kraft fir die Blutzirkulation bil-
det. Der mittlere arterielle Blutdruck (MAP), welcher auch in der vorliegenden Arbeit bei
den Blutdruckmessungen ermittelt wurde, stellt den im arteriellen System auf Herzhdhe
gegen den Atmospharendruck ermittelten Druck dar. An der Regulation des Blutdrucks
sind vor allem die Gefalte, das Herz, das autonome Nervensystem, die Niere und die
Nebenniere beteiligt. Uber das Zusammenspiel dieser Organe werden das Herzzeitvo-
lumen (HZV) und der totale periphere Widerstand (TPR) geregelt. Als Produkt dieser
beiden GroRen ist der mittlere arterielle Blutdruck definiert: MAP = HZV x TPR.

1.1.1 Mechanismen der kurzfristigen Blutdruckregulation

Kurzfristige Regulationsmechanismen sind dadurch charakterisiert, dass sie auf veran-
derte Kreislaufanforderungen innerhalb weniger Sekunden reagieren, jedoch bei dau-
ernder Beanspruchung innerhalb von Tagen ihre Wirksamkeit teilweise oder vollstandig
verlieren (Thews, 1999). Diese Regulation geschieht im bulbdren Kreislaufzentrum der
Medulla oblongata sowie in Ubergeordneten hypothalamischen und kortikalen Zentren.
Diese Zentren erhalten Informationen zur aktuellen Blutdruckhdhe Uber die Barorezep-
toren im Karotissinus, Aortenbogen und den Herzhoéhlen. Die kreislaufregulierenden
Neurone beantworten eine arterielle Drucksenkung mit einer Aktivierung des Sympa-
thikus und einer Hemmung des Parasympathikus. Hierdurch wird am Herzen eine posi-
tive inotrope und chronotrope Wirkung hervorgerufen und der periphere Widerstand
durch Vasokonstriktion erhoht. Aullerdem werden aus dem sympathisch innervierten
Nebennierenmark vermehrt Katecholamine ausgeschittet. Norepinephrin (Noradrena-
lin) wirkt hauptsachlich auf a-adrenerge Rezeptoren und bewirkt so eine Kontraktion
der glatten GefalRmuskelzellen. Epinephrin (Adrenalin) wirkt in geringen Konzentratio-
nen auf B-adrenerge Rezeptoren und in hdheren Konzentrationen bewirkt es Gber die
Bindung an a-adrenerge Rezeptoren eine Kontraktion. Einer arteriellen Druckerhéhung
kann durch Hemmung des Sympathikus und Aktivierung des Parasympathikus entge-

gengewirkt werden.
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1.1.2 Mechanismen der mittelfristigen Blutdruckregulation

Mittelfristig greift vor allem das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) in die
Blutdruckregulation ein. Ein Blutdruckabfall oder eine renale Minderperfusion flihren zu
einer Freisetzung des Hormons Renin aus dem juxtaglomerularen Apparat der Niere.
Renin wandelt das in der Leber synthetisierte Angiotensinogen in Angiotensin | um,
das durch das im Blut befindliche Converting-Enzym in Angiotensin Il umgewandelt
wird. Angiotensin Il wirkt direkt blutdrucksteigernd, indem es Uber eine Bindung an An-
giotensin-Rezeptoren der Widerstandsgefalle eine Vasokonstriktion bewirkt. Aulierdem
fordert es die Freisetzung von antidiuretischem Hormon und steigert das Durstgefihl.
Eine Blutdrucksteigerung flihrt zu einer Zunahme des effektiven Filtrationsdrucks, wo-
durch das intravasale Blutvolumen und sekundar auch der arterielle Blutdruck abneh-
men (Thews, 1999).

1.1.3 Mechanismen der langfristigen Blutdruckregulation

Die langfristige Regulation des arteriellen Blutdrucks erfolgt vor allem durch die Anpas-
sung des Blutvolumens an die jeweilige Kreislaufsituation (Thews, 1999). Ein wichtiges
Stellglied dieses Regelsystems ist die Niere. Dort wird Uber die renale Ausscheidung
bzw. Retention von Natrium und Wasser das Extrazellularvolumen beeinflusst. Eine
Erhéhung des arteriellen Blutdrucks flhrt zu einer verstarkten renalen Flissigkeitsaus-
scheidung. Hierdurch nehmen das extrazellulare Flussigkeitsvolumen und damit auch
das Blutvolumen ab. Aufgrund des verminderten vendsen Rickstroms kommt es zu
einer Abnahme des Herzzeitvolumens und konsekutiv zu einer Senkung des Blut-
drucks. Entsprechend kann ein erniedrigter Blutdruck durch Reduktion der renalen
FlUssigkeitsausscheidung normalisiert werden. Die druckabhangige Reninausschit-
tung, die zur Bildung von Angiotensin Il fihrt, beeinflusst auch die Harnausscheidungs-
rate der Niere. Angiotensin |l stimuliert die Aldosteronsekretion durch die Nebenniere
und unter dem Einfluss von Aldosteron wird die Natrium-Rickresorption der Niere ge-
fordert und weniger Wasser ausgeschieden. AuRerdem verstarkt Aldosteron die Erreg-
barkeit der GefaBmuskulatur gegeniiber vasokonstriktorischen Einflissen und bt da-
mit auch durch Veranderung des peripheren Gefallwiderstandes eine blutdruckregulie-

rende Wirkung aus.
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1.1.4 Stoérungen der Blutdruckregulation

1.1.4.1  Hypertonie

Unter Berucksichtigung der Ergebnisse groRer epidemiologischer und interventioneller
Studien wird in den aktuellen nationalen und internationalen Richtlinien ein Blutdruck
oberhalb von 140/90 mmHg als manifeste Hypertonie definiert. Die arterielle Hyperto-
nie zahlt zu den Risikofaktoren erster Ordnung bei der Entstehung von Arteriosklerose
und koronarer Herzkrankheit (KHK) und ist zentraler Risikofaktor fur die zerebrale
Ischamie. In den westlichen Industrielandern zahlen die KHK und die zerebrale Ischa-
mie zu den haufigsten Todesursachen und es leiden bis zu 25% aller Menschen an
einer arteriellen Hypertonie (Schélmerich J., 2006). Die Folgeschaden der unbehandel-
ten Hypertonie umfassen Myokardinfarkt, Linksherzhypertrophie, Herzinsuffizienz, Nie-
renfunktionseinschrankungen, Arteriosklerose, zerebrale Blutungen und Gefalkaneu-

rysmen.

Unter atiologischen Aspekten unterscheidet man die primare/essentielle Hypertonie
und die sekundaren Hypertonien. Bei der essentiellen Hochdruckform, welche in etwa
90% der Falle vorliegt, ist die Krankheitsentstehung noch unbekannt. Die sekundare
Hypertonie (etwa 5-10%) stellt lediglich ein Symptom einer anderen renalen, endokri-
nen, neurogenen oder kardiovaskuldren Primarerkrankung dar oder ist iatrogen, z.B.
Nebenwirkung einer Pharmakotherapie mit Glukokortikoiden. Obwohl bei Patienten mit
essentieller Hypertonie mittlerweile einzelne Veranderungen im Genom identifiziert
werden konnten, bleibt der Mechanismus zur Bluthochdruckentstehung meistens un-
klar. Als mogliche Ursachen wurden u.a. Mutationen im Bereich von Genen des NO-
Synthase Gens (Miyamoto et al., 1998), des Renin-Angiotensin-Aldosteron Systems
(Jeunemaitre et al., 1997), des B,-Adrenozeptor Gens (Pereira et al., 2003) und des
ANP-Guanylatzyklase Systems (Rahmutula et al., 2001) diskutiert. Soziale und psychi-
sche Faktoren inklusive Ernahrungsgewohnheiten sowie Stress mit erhdhtem Sympa-
thikotonus haben ebenfalls einen grofien Anteil an der Entwicklung einer Hypertonie
(Esler et al., 2008; Sever and Poulter, 1989; Shannon et al., 2000).

1.1.4.1.1 Bluthochdruckmodelle in Mausen

Zur Untersuchung der Atiologie des Bluthochdrucks, der Pathogenese des Endorgan-
schadens oder zur Entwicklung neuer Therapieformen wurden verschiedene Tiermo-
delle generiert und analysiert. Neben der Ratte als Modellorganismus, werden, vor
allem durch die Mdglichkeit der Herstellung von Knockout-Mausen mittels Gentarge-

ting, murine Modelle der Hypertonie verwendet. Die Mausmodelle des Bluthochdrucks
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kénnen in pharmakologische, chirurgische und genetische Modelle eingeteilt werden
(Lerman et al., 2005).

Die pharmakologischen Modelle werden durch subkutane oder orale Applikation von
Deoxycorticosteron-Acetat (DOCA)-Salz, Angiotensin Il oder dem Stickstoffmonoxid-
Synthase-Hemmer Nw-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) induziert. Bei der DO-
CA-Salz Methode wird die linke Niere entfernt, ein DOCA-Salz-Pellet subkutan implan-
tiert und eine Hochsalzlésung als Trinkwasser verwendet. Unter diesen Bedingungen
kann eine Erhdhung des systolischen Blutdrucks von 20-35 mmHg erreicht werden.
Diese Hochdruckform ist durch Volumenerhdhung, Steigerung der Herzauswurfleistung
und Kollagenisierung des linken Ventrikels, endothelialer Dysfunktion, Proteinurie und
Glomerulosklerose charakterisiert (Lerman et al., 2005). Bei der Behandlung mit Angio-
tensin Il Uber osmotische Minipumpen wird ein Anstieg des Blutdrucks von etwa 45
mmHg beschrieben (Landmesser et al., 2002). Die Angiotensin ll-induzierte Hypertonie
geht mit Herzhypertrophie und Fibrose (Johar et al., 2006) einher und aktiviert Signal-
wege, die an oxidativem Stress sowohl im Herzen, als auch in Gefalten und im Gehirn
beteiligt sind (Matsuno et al., 2005; Zimmerman et al., 2004). Bei der L-NAME-
induzierten Hypertonie kommt es zu einer verminderten Produktion von Stickstoffmo-
noxid in der GefalBwand und erhdohtem Gefaldtonus. Verstarkt werden kann dieses Mo-
dell durch zusatzliche Behandlung der Mause mit einer Hochsalz-Diat (Obst et al.,
2004). Diese induzierte Hypertonieform ist mit kardialer Hypertrophie und Fibrose as-
soziiert (Gross et al., 2004).

Die chirurgischen Modelle beruhen im Wesentlichen auf renalen Modellen des Blut-
hochdrucks. Im Jahre 1934 entwickelten Goldblatt et al. das erste Modell einer renal-
bedingten Hypertonie in Hunden durch unilaterale Konstriktion der Nierenarterie mit
einem Silber-Clip (Goldblatt et al., 1934). Dieses Modell wurde entsprechend ,2K, 1C
(2 Kidneys-1 Clip)“ genannt und anschlieftend erfolgreich bei Kaninchen, Affen, Ratten
und spater auch Mausen angewendet (Wiesel et al., 1997). Bei einer weiteren Methode
wird eine unilaterale Konstriktion mit einer kontralateralen Nephrektomie kombiniert
(1K, 1C). Diese beiden Hypertonieformen unterscheiden sich durch ihre pathophysio-
logischen Mechanismen. Bei dem 2K, 1C-Modell 16st die Reduktion der glomerularen
Filtrationsrate, durch die stark eingeschrankte Durchblutung der geclipsten Niere, eine
andauernde Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron Systems (RAAS) aus, wo-
durch eine fortschreitende Hypertonie mit einer Blutdruckerh6hung von etwa 20 mmHg
in Mausen erzielt wird, was mit einer Linksherzhypertrophie, Fibrose und einem An-
stieg des kardialen oxidativen Stresses und der Matrix-Metalloproteasen einhergeht
(Tyagi et al., 2005). Das 1K, 1C-Modell induziert ebenfalls eine Aktivierung des RAAS,
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fuhrt aber durch die zuséatzliche Reduktion der funktionsfahigen renalen Masse zu einer
akuten Niereninsuffizienz mit Natrium- und Wasser-Retention. Der erhdhte Blutdruck

ist dann hauptsachlich Volumen-bedingt.

Die Entschliusselung des humanen und murinen Genoms erlaubt die gezielte Generie-
rung von Gen-veranderten Tiermodellen zur Untersuchung kardiovaskularer Erkran-
kungen. Zum Einen kénnen bei Maus- und Rattenstdmmen, die durch Spontanmuta-
tionen eine Hypertonie entwickeln, durch die Identifikation der entsprechenden Genmu-
tationen die zugrunde liegenden Mechnismen aufgeklart werden. In einem alternativen
Ansatz kann durch Einbringen gezielter Mutationen in einzelne Gene deren Beitrag zur
Funktion der Blutdruck regulierenden Organe in Mausen und Ratten untersucht wer-
den. Anhand der Generierung von Knockout-Mausen der endothelialen Stickstoffmo-
noxid-Synthase (eNOS) konnte die Bedeutung bei der Regulation des Gefaltonus, des
systemischen Blutdrucks und damit eine Rolle bei der endothelialen Dysfunktion ge-
zeigt werden. Diese eNOS-defizienten Mause weisen, wie bei der pharmakologischen
Induktion einer Hypertonie mit L-NAME, eine moderate, spontane Hypertonie auf
(Huang et al., 1995; Shesely et al., 1996). Ein Fehlen der endothelialen NO-Synthase
fuhrt zu einer Aktivierung der Plasma-Renin Aktivitat und nachfolgender Steigerung der
Superoxid Produktion in der Gefallwand (Landmesser et al., 2003). Isolierte Arterien
von diesen Mausen zeigen eine beeintrachtigte Relaxation nach Acetylcholin Stimulati-
on und eine verdickte GefalRwand (Faraci et al., 1998). Bei Mausen, bei denen die B4-
Untereinheit des spannungsgesteuerten und Calcium-aktivierten Kaliumkanals grofer
Leitfahigkeit (BK-Kanalen ,big conductance®) ausgeschaltet wurde (Brenner et al.,
2000; Jaggar et al., 2000; Pluger et al., 2000), wurde durch einen Hyperaldosteronis-
mus begleitet von erniedrigten Serum-Kalium Konzentrationen und einer Erhéhung des
Gefaltonus von kleinen Arterien eine Blutdruckerhéhung beschrieben (Kotlikoff and
Hall, 2003; Patterson et al., 2002; Sausbier et al., 2005). Ein Beispiel fir die Enstehung
einer Hypertonie, welche neben einer veranderten Gefaltkontraktilitat auf zentrale Me-
chanismen zurtickgeflinrt werden konnte, ist die Inaktivierung des Regulators des G-
Protein Signalweges (RGS) 2, welcher die G-Protein Deaktivierung durch Stimulation
der GTP Hydrolyse beschleunigt (Gross et al., 2005; Heximer et al., 2003; Tang et al.,
2003). Die a,-Adrenozeptoren spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation der Neu-
rotransmitter-Freisetzung im zentralen und peripheren sympathischen Nervensystem.
Eine Deletion des aa-Adrenozeptors in Mausen fuhrt durch eine Erhéhung der sympa-
thischen Aktivitat zu Bluthochdruck und einem hyperadrenergen Status (Altman et al.,
1999; Makaritsis et al., 1999). Auch die Deletion des K-Cl Kotransporters KCC3 fihrt

zu einer Hypertonie infolge eines erhéhten sympathischen Tonus mit erhdhten Epine-
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phrin- und Norepinephrin-Konzentrationen im Urin (Rust et al., 2006). Eine andere Ur-
sache von erhdhten Catecholamin-Spiegeln kann ein Phdochromozytom im Rahmen
einer multiplen endokrinen Neoplasie (MEN) darstellen. Bei einem Phaochromozytom
handelt es sich um ein Catecholamin-produzierenden Tumor der chromaffinen Zellen
vor allem im Nebennierenmark. Man unterscheidet zwei Hauptformen, die MEN Typ1,
sowie die MEN Typ2 (Komminoth, 1997). Das Ausschalten beider Men1 Allele in der
Maus fuihrt zu embryonaler Lethalitat (Bertolino et al., 2003; Crabtree et al., 2001). Fir
MEN2 sind verschiedene Mausmodelle beschrieben; einerseits filhren Mutationen im
verantwortlichen RET Gen zu multifokalem C-Zell Karzinom (Cranston and Ponder,
2003; Michiels et al., 1997), andererseits findet sich keine Tumorbildung in Mausen
nach Expression des humanen mutanten Allels (Skinner et al., 2005). Die Expression
einer des humanen Allels entsprechenden murinen Mutation in Mausen flihrt zu C-Zell
Hyperplasie und Phaochromozytom (Smith-Hicks et al., 2000). Bisher sind fir diese
Mausmodelle der multiplen endokrinen Neoplasie keine Studien zur Blutdruckregulati-

on veroffentlicht.

1.1.4.2 Hypotonie

Als Hypotonie wird ein dauerhaft unterhalb des Normbereiches liegender Blutdruck
bezeichnet. Wie bei der Hypertonie wird die Hypotonie grob in zwei Formen unter-
schieden: die arterielle Hypotonie und die orthostatische Hypotonie. Die arterielle Form
unterteilt sich nochmals in die essentielle/primare Hypotonie unklarer Genese und die
sekundare Form, die medikamenteninduziert, endokrin, kardiovaskular oder durch Hy-
povolamie bedingt sein kann. Zu den Medikamenten mit unerwiinschter Blutdrucksen-
kung gehoéren neben Antihypertonika auch beispielsweise Diuretika, Antiarrhythmika
oder Psychopharmaka. Wichtigste endokrine Ursachen sind Nebennierenrindeninsuffi-
zienz, Hypoaldosteronismus und Hypothyreose. Zu den kardiovaskularen Faktoren

zahlen Herzinsuffizienz, Aortenstenose oder Herzrhythmusstoérungen.

Durch die Generierung von Gen-defizienten Mausen konnte die Rolle von Angiotensi-
nogen, Renin, dem Angiotensin konvertierenden Enzym (ACE) und der Angiotensin-
Rezeptoren im Hinblick auf die Blutdruckregulation beschrieben werden. Angiotensino-
gen-defiziente Mause weisen genauso wie ACE-defiziente Mause einen erniedrigten
Blutdruck auf (Esther et al., 1996; Krege et al., 1995b; Tanimoto et al., 1994). Die Ur-
sache der Hypotonie in diesen beiden Mausmodellen ist durch das Fehlen von Angio-
tensin Il bedingt. Im Gegensatz dazu sind Mause, in denen eines der beiden Renin-

Gene ausgeschaltet ist, aufgrund eines kompensatorischen Effektes normotensiv
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(Bertaux et al., 1997; Sharp et al., 1996). Angiotensin Il vermittelt seine Effekte Uber
zwei Rezeptorsubtypen, den Angiotensin Il Typ1 (AT1)- und Angiotensin Il Typ2 (AT2)-
Rezeptor (Jones et al., 2008). Mutante Mause hetero- oder homozygot flr das AT1a-
Rezeptor-Gen zeigen sowohl eine Blutdruckerniedrigung als auch gestorte tubuloglo-
merulare Feedbackmechanismen (Ito et al., 1995; Schnermann et al., 1997), wohinge-
gen die alleinige Deletion des AT1b-Rezeptors durch eine Kompensation des AT1a-
Rezeptors keine Auswirkung auf den Blutdruck hat (Chen et al., 1997). Bei Ausschal-
tung beider Proteine in der Maus ergibt sich wieder ein erniedrigter Blutdruck (Oliverio
et al., 1998; Tsuchida et al., 1998). Im Gegensatz hierzu, flhrt eine Deletion des AT2-
Rezeptors in Mausen zu einer Blutdruckerhéhung (Gross et al.,, 2000; Hein et al.,
1995). Der basolaterale Natrium-Kalium-2 Chlorid-Kotransporter (NKCC1) spielt eine
Rolle bei der Aufrechterhaltung der zellularen Elektrolyt- und Volumen-Homdéostase.
Untersuchungen an NKCC1-defizienten Mausen im Hinblick auf das kardiovaskulare
System ergaben einen signifikant erniedrigten Blutdruck dieser Mause, welcher auf
eine Fehlregulation der Aufrechterhaltung des Gefal3tonus zurlckzuflhren ist (Meyer
et al.,, 2002). a-Adrenozeptoren Ubernehmen ebenfalls wichtige Funktionen in vielen
physiologischen Prozessen wie beispielsweise bei der glattmuskularen Kontraktion und
spielen deshalb eine grof’e Rolle in der Blutdruckregulation. Die a-Adrenozeptoren
werden in drei Subtypen unterteilt: a4,, a4, Und a44. Die vaskulare Lokalisation der a,-
Adrenozeptoren ist auf Widerstandsgefalle beschrankt, daher haben a4,-Adrenozeptor-
defiziente Mause einen erniedrigten Blutdruck (Rokosh and Simpson, 2002). aq,-
Adrenozeptor knockout Mause sind normotensiv, weisen aber eine eingeschrankte
Blutdruckantwort nach Phenylephrin-Stimulation auf und sind dadurch gegen eine Ca-
techolamin-induzierte Hypertension und kardiale Hypertrophie besser geschitzt
(Cavalli et al., 1997). Ebenfalls zeigen a,4-Adrenozeptor-defiziente Mause eine vermin-
derte Kontraktilitdt der Aorta und dem mesenterialen Gefalibett nach a-Adrenozeptor-
Stimulation und sind hypotensiv (Tanoue et al., 2003; Tanoue et al., 2002). Neben den
a-Adrenozeptoren umfasst die Familie der adrenergen Rezeptoren drei [-
Adrenozeptoren. Die meisten B4-Adrenozeptor-defizienten Mause sterben pranatal, die
Uberlebenden Tiere weisen im adulten Alter keine Beeintrachtigung der basalen Herz-
frequenz und des Blutdrucks aufgrund eines kompensatorisch erhéhten Sympathikoto-
nus auf, die postiv chronotrope und inotrope Antwort auf einen B-Agonisten fehlt aber
(Rohrer et al., 1996; Rohrer et al., 1998). Auch bei ,-Adrenozeptor-defizienten Mau-
sen findet sich zwar kein Unterschied in der basalen Herzfrequenz und dem Blutdruck,
unter Stress neigen diese Tiere durch das Fehlen der B,-vermittelten Vasodilatation

eher zu einer Hypertension (Chruscinski et al., 1999).
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1.2 Methoden der Blutdruckmessung an Mausen

Die Messung physiologischer Parameter in kleinen Labortieren wie Mausen spielt in
der modernen biomedizinischen Forschung eine wichtige Rolle. Fir die Untersuchung
des arteriellen Blutdrucks und der Herzfrequenz wird in der Literatur zwischen indirek-
ten und direkten Bestimmungsmethoden unterschieden (Kramer et al., 2001). Zu den
indirekten Verfahren zur Blutdruckmessung zahlt hauptséachlich die ,tail-cuff Plethys-

mographie®. Direkte Methoden setzten immer eine Katheterisierung voraus.

1.2.1 Indirekte Methoden

Die plethysmographische Blutdruckmessung an der Schwanzarterie (sog. tail-cuff
Plethysmographie) stellt eine nicht-invasive Methode dar, bei welcher der systolische
Blutdruck der Maus mittels einer Blutdruckmanschette an der Schwanzarterie gemes-
sen wird, so dass keine arterielle Punktion bzw. Kannulierung notwendig ist (Butz and
Davisson, 2001; Krege et al., 1995a; Van Vliet et al., 2000). Durch Auszahlen der ge-
messenen Druckmaxima kann dartber hinaus die Herzfrequenz bestimmt werden. Der
Vorteil dieser Methode ist neben einer nicht-invasiven Blutdruckbestimmung die, im
Vergleich zu den direkten Methoden, kostenglinstige Durchflihrung (Van Vliet et al.,
2000). Allerdings ergeben sich bei der indirekten Methode einige Probleme, welche zu
fehlerhaften und unzuverldssigen Ergebnissen flihren kdonnen. Einerseits muss das
Tier zur Vermeidung von Messartefakten durch zu starke Bewegung fixiert werden.
Dadurch eignet sich dieses System auch nur wenig fur Langzeitmessungen, welche ein
Training der Tiere voraussetzen (Brooks et al., 1996). Die erhaltenen Messwerte fur
den Blutdruck stellen daher auch nur Momentaufnahmen dar (Krege et al., 1995a).
Andererseits wird dem Tier meistens Warme zugefuhrt, um einen ausreichenden Blut-
fluss am Schwanz zu gewahrleisten. Da sowohl die Fixierung als auch die Warmezu-
fuhr eine erhebliche Stresssituation fir die Tiere darstellen, werden die Blutdruckwerte
signifikant in die Hohe getrieben (Van Vliet et al., 2000). Die Genauigkeit der Blut-
druckmessung bei diesem Messsystem wird also bei kleinen Labortieren stark durch

Umgebungsfaktoren beeinflusst.

1.2.2 Direkte Methoden

Bei den direkten Methoden wird das Blutdrucksignal durch einen intravasalen Katheter
Uber einen daran angeschlossenen elektronischen Druckaufnehmer erfasst. Bei Mau-
sen werden als Zugange meist die Carotiden oder die Femoralarterien (Mattson, 1998),

aber auch die abdominale Aorta gewahlt (Mills et al., 2000). Die Kannulation der A.
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carotis communis und damit des Arcus aortae weist jedoch Vorteile gegeniber den
anderen Lokalisationen auf, da es seltener zu Thrombusbildung und Verschluss der
Katheter kommt und auch keine Komplikationen durch eine Ischamie der hinteren Ex-
tremitaten auftreten. Ein grof3er Vorteil bei den invasiven Messmethoden besteht in der
Méglichkeit der kontinuierlichen Beurteilung des systolischen und diastolischen Blut-

drucks und sie spiegeln den physiologischen Verlauf wieder.

1.2.2.1 Blutdruckmessung mittels fliissigkeitsgefiilltem Kathetersystem

Die direkte intraarterielle Blutdruckmessung ist ein haufig angewendetes Verfahren.
Diese erlaubt eine direkte und kontinuierliche Aufzeichnung der Blutdruckwerte, aus
denen der systolische, diastolische und mittlere Blutdruck sowie die Herzfrequenz ab-
geleitet werden konnen. Mit diesem System sind Langzeitmessungen unter Ruhebdin-
gungen an wachen Mausen uber Tage bis Wochen durchfihrbar. Durch einen chirurgi-
schen Eingriff wird ein flissigkeitsgeflliter Katheter in eine der Hauptarterien der Maus
eingefihrt, dieser nach aulen geleitet und mit einem externen Druckaufnehmer ver-
bunden (Mattson, 1998). Die erforderliche Verbindung zwischen dem Tier, dem Druck-
sensor und -aufnehmer ergibt einige Nachteile (Van Vliet et al., 2000). Zum Einen sind
die Tiere in ihrer Beweglichkeit durch den duferen Katheter deutlich eingeschrankt,
wodurch es zusatzlich zu einer Stress-induzierten Verfalschung der Messwerte kom-
men kann. Zum Anderen besteht die Notwendigkeit, das System standig mit heparini-
sierter FlUssigkeit zu spulen, um einen thrombotischen Verschluss zu vermeiden; dies
beinhaltet auRerdem ein erhdhtes Infektionsrisiko (Brooks et al., 1996). Der wesentli-
che Vorteil dieses Messystems sind die gegentber den telemetrischen Messungen

geringeren Materialkosten (Van Vliet et al., 2000).

1.2.2.2 Telemetrische Blutdruckmessung

Die Entwicklung von minituarisierten, implantierbaren, radiotelemetrischen Messeinhei-
ten erdffnet die Moglichkeit einer Langzeit-Blutdruckmessung bei Mausen, welche in

ihren Kafigen ohne merkliche Beeintrachtigung leben.

Dieses Messystem beinhaltet einen Blutdrucksensor, einen Druckaufnehmer und
Druckubertrager und die Elektronik in einer Einheit zusammengefasst. Unter Narkose
wird der Katheter intravasal platziert und die daran angeschlossene Messeinheit ent-
weder in die Bauchhohle oder subkutan an der Flanke platziert. Da sich das Empfan-
gersystem unter dem Kafig des Tieres befindet und der Sensor zusammen mit dem
Druckaufnehmer als eine Einheit in das Tier implantiert wird, ist keine Verbindung zum
Aufnehmer erforderlich. Somit wird die Bewegung des Tieres in keinster Weise einge-

schrankt und es entstehen auch keine Bewegungsartefakte (Brooks et al., 1996). Der
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grol’e Vorteil dieser Methode besteht darin, die Blutdruckdaten an frei-beweglichen,
wachen Mausen unter minimaler Stressbelastung zu messen (Kramer and Kinter,
2003). So kénnen exakte und zuverldssige Langzeitmessungen kontinuierlich Uber
Wochen bis Monate durchgefuhrt werden. Diese Methode ist effizienter, exakter und
verlasslicher als die Tail-cuff Plethysmographie oder die Messung mit flissigkeitsgefull-
ten Kathetersystemen. Ein Nachteil besteht in einer langeren, zeitaufwandigen Implan-
tation der Messeinheit und gréReren Materialkosten. Besonders bei einer Implantation
des Katheters in die A. abdominalis besteht die Gefahr einer Ischamie der hinteren
Extremitaten. Butz und Davisson erzielten bessere Erfolge bei der Implantation des
Katheters Uber die A. carotis in den Aortenbogen (Butz and Davisson, 2001). Trotz
einer Blutflussunterbindung einer der beiden Carotiden besteht bei Mausen aufgrund
eines sehr stark ausgepragten Circulus Willisii eine ausreichende Blutversorgung aller
Hirnareale. Weiterhin ist bei dieser Anwendung das subkutane Platzieren der Messein-
heit an der rechten Flanke besser vertraglich, als die abdominale Anwendung und in-

traperitoneale Platzierung.
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1.3 Die TRP- Kanalfamilie

1.3.1 Grundlagen

Der erste TRP-Kanal wurde bei Untersuchungen an Photorezeptoren von der Frucht-
fliege Drosophila melanogaster beschrieben. Eine spontan aufgetretene Mutante rea-
gierte auf einen langer anhaltenden Lichtreiz mit einem fortschreitenden Abfall der an
den Photorezeptoren abgeleiteten Spannung (Cosens and Manning, 1969). Dieses
Phanomen wurde als ,voribergehendes Rezeptorpotential® und die Tiere als trp-
Mutanten (englisch: transient receptor potential) bezeichnet (Minke et al., 1975). In der
Folge konnte gezeigt werden, dass die beschriebenen atypischen Spannungsverlaufe
des Membranpotentials auf eine verminderte intrazellulare Calcium-Konzentration zu-
rickzufihren sind (Hardie, 2001). Durch Klonieren und Sequenzieren des frp-Gens
konnte gezeigt werden, dass es sich bei diesem TRP-Protein um einen Calcium-Kanal
handelt (Montell and Rubin, 1989). Basierend auf diesen Genen wurde die neue Fami-
lie der TRP-Kanale identifiziert. Die TRP-Familie gehort zu der Gruppe der nicht-
selektiven Kationenkanale. Zu dieser Familie zahlen ebenfalls die spannungsabhangi-
gen Kalium-, Natrium- und Calcium-Kanale, die Calcium-aktivierten Kaliumkanale, die
einwarts-rektifizierenden- und two-pore Kaliumkanale, die durch zyklische Nukleotide
gesteuerten (cyclic nucleotide gated, CNG) und die durch Hyperpolarisation aktivierten,
zyklischen Nukleotid-Kanale (HCN) (Yu and Catterall, 2004).

A

extrazellular

intrazellular

Abbildung 1: Modell der TRP-Proteinstruktur. (A) Ein TRP-Protein besteht aus 6 Transmem-
bransegmenten (S1-S6), welche die Zellmembran durchspannen und einer Porenregion zwi-
schen dem flinften und sechsten Transmembransegment. (B) Es wird angenommen, dass vier
TRP-Proteine zusammen einen homo-oligomeren oder auch hetero-oligomeren Kanal bilden.

Bisher ist noch keine Kristallstruktur von TRP-Kanalen verfligbar. Mittels Hydropathie-

blot-Analysen ist es moglich, ausgehend von der Aminosauresequenz des Genproduk-
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tes die Sekundarstruktur von TRP-Proteinen vorauszusagen. Nach dem gegenwartigen
Modell weisen alle TRP-Proteine sechs Transmembrandomanen auf. Diese stellen
apolare a-Helices mit einer Lange von jeweils 20 bis 25 Aminosauren dar und durch-
queren die Zytoplasmamembran und gleichen damit der Transmembranarchitektur der
spannungsabhangigen Kalium-Kanale (Sokolova et al., 2001). Hierbei wird angenom-
men, dass bei samtlichen TRP-Kanalen die Amino- und Carboxytermini jeweils im Cy-
tosol der Zelle lokalisiert sind (Abbildung 1). Kirzlich veréffentlichte Studien mittels
Kryoelektronen- und Rasterkraft-Mikroskopie haben die tetramere Symmetrie mit einer
im Zentrum liegenden Pore bestatigt (Barrera et al., 2007; Mio et al., 2007). Die kanal-
bildende Porenregion wird zwischen dem flinften und sechsten Transmembranseg-
ment angenommen. In dieser Region finden sich auch die am hochsten konservierten

Bereiche innerhalb der TRP-Familie.

TRPML
iy hTRPC1
(mukolipin) .. > hTRPML3 hTRPC4 TRPC
/ hTRPC5 :
hTRPML1 | (canonical)
/ hTRPC3
hTRPC7
hTRPP5 ‘ f NTRPCO
hTRPP3
TRPP  hTRPP2 — S\ e TR T2
(polycystin)
hTRPM5 —7’ TRPV
hTRPM4 pIREVS
hTRPM8 | it
hTRPM2 / \ ‘ hTRPYA
TRPM . f hTrevs T RPV
(melastatin) ~ hTRPM7 illoi
hTRPM6 ’ hTRPV6  (vanilloid)
hTRPM1 hTRPA1
hTRPM3
TRPA
(ankyrin)

Abbildung 2: Phylogenetischer Stammbaum der TRP-Kanal Superfamilie. Modifiziert nach
Nilius et al. (Nilius et al., 2007)

Basierend auf der Aminosauresequenz werden die TRP-verwandten Proteine in sieben
Unterfamilien eingeteilt (siehe Abbildung 2): die klassischen TRPCs, welche die grofite
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Ahnlichkeit zu den Drosophila TRPs aufweisen; die Vanilloid-Rezeptor TRPVs, die
Melastatin TRPMs, die Mucolipin-ahnlichen TRPMLs, die Polycystin-ahnlichen TRPPs
und das Ankyrin-Transmembranprotein 1 TRPA1 (Montell, 2005). Die siebte Unterfami-
lie, TRPN, beinhaltet Proteine in Tunicaten, Fliegen und Wirmern; Mitglieder dieser
Unterfamilie konnten bisher nicht in Sdugern oder Fischen identifiziert werden. Abwei-
chend zu anderen Klassen von lonenkanalen werden TRP-Kanale nicht aufgrund ihrer
biologischen Funktion, ihrer biophysikalischen Eigenschaften oder ihrer Liganden ein-
geteilt. Die bisherige Klassifizierung erfolgt ausschlieRlich aufgrund der Homologie ih-
rer Aminosauresequenz, die zwischen einzelnen Mitgliedern unterschiedlicher Subfa-
milien weniger als 20% betragt. Entsprechend heterogen sind die Eigenschaften, Re-
gulationsmechanismen und physiologischen Funktionen von TRP-Proteinen (Minke
and Cook, 2002; Montell, 2005; Nilius et al., 2007; Pedersen et al., 2005). Es wird an-
genommen, dass funktionelle TRP-Kanale aus heteromultimeren und/oder homomulti-
meren TRP-Proteinen bestehen (Goel et al., 2002; Hofmann et al., 2002; Strubing et
al.,, 2003), was eine grof3e Varabilitat biophysikalischer und funktioneller Kanaleigen-
schaften zur Folge hat. Beispielsweise kdnnen die Mitglieder einer TRPC-Untergruppe
miteinander interagieren. Eine funktionelle Untergruppe bilden TRPC1, TRPC4 und
TRPCS5, die zweite Untergruppe bilden TRPC3, TRPC6 und TRPC7. TRPC2 Proteine
bilden nur Homotetramere. Fur eine Multimerisierung innerhalb der verschiedenen Un-

terfamilien gibt es bisher nur sehr wenige Hinweise.

Die Haupteigenschaften, die die Proteine der TRP-Familie definieren, sind die 6
Transmembran Architektur/Homologie und die Kationenpermeabilitat. Wovon TRPM4
und TRPMS5, welche impermeabel fir Calcium sind, und TRPVS5 und TRPV6, welche

hoch-permeabel fir Calciumionen sind, Ausnahmen darstellen.

1.3.2 Physiologische Bedeutung von TRP-Kandlen

TRP-Kanale vermitteln den transmembrandsen Strom von Kationen entlang ihres elek-
trochemischen Gradienten in die Zelle, wodurch die intrazellulare Ca®'- und Na'-
Konzentration erhoht wird ([Ca*];; [Na']). Zytosolische Calcium-Signale kontrollieren
zahlreiche zellulare Funktionen, von kurzzeitigen Antworten wie Kontraktion und Sekre-
tion hin bis zu Langzeit-Regulationen wie Transkription, Wachstum und Zellteilung
(Berridge and Irvine, 1989). Unter Ruhebedingungen ist die intrazelluldre Ca®'-
Konzentration vergleichsweise niedrig und betragt nur etwa 100 nM. Extrazellular be-
tragt diese etwa 2 mM, sodass die Offnung eines Ca®*-Kanals in der Plasmamembran

zu einem Einstrom von Ca*-lonen ins Zellinnere fiihrt. Es sind etliche Effektorproteine
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bekannt, die in Abhangigkeit von [Ca*"]

eine Vielzahl von zellularen Ablaufen regulie-
ren (Berridge et al., 2003). Zudem wird die Zelle durch den elektrogenen Einstrom von
Kationen depolarisiert. Anderungen des Membranpotentials bedingen in elektrisch er-
regbaren Zellen, wie z.B. Neuronen, die Generierung von Aktionspotentialen. In der
quergestreiften Muskulatur fihren diese wiederum zur Kontraktion. In nicht-erregbaren
Zellen spielt das Membranpotential ebenfalls eine wichtige Rolle, da es z.B. die trei-
bende Kraft fir den Ca®*-Einstrom (ber die Plasmamembran beeinflusst. Es wurde
beispielsweise gezeigt, dass TRPM4-Proteine als Ca**-aktivierte, nichtselektive Katio-
nenkanale agieren und somit in Mastzellen die treibende Kraft fiir den Ca®*-Influx be-
einflussen koénnen. TRPM4-defiziente Mastzellen werden durch das Fehlen des
TRPM4-lonenkanals in einem geringeren Male depolarisiert als Wildtyp-Kontrollzellen.
Nach FceRezeptor-Stimulation kommt es daher in TRPM4-defizienten Mastzellen zu
einem gesteigerten Ca®"-Influx, der mit einer erhéhten Histamin-Freisetzung einhergeht
(Vennekens et al., 2007). In primaren glatten Muskelzellen des lleums konnten kirzlich
TRPC4- und TRPC6-vermittelte Kationenstréome identifiziert werden. Die resultierenden
Strdme beider Kanale sind notwending, um die Zellmembran zu depolarisieren und

spannungsabhangige Calcium-Kanale zu aktivieren (Tsvilovskyy et al., 2009).

Eine besondere Eigenschaft der TRP Superfamilie betrifft die Vielfaltigkeit der Selekti-
vitdten und Aktivierungsmechanismen dieser Kanale. Eine Abhangigkeit ihrer Aktivie-
rung von der Phospholipase C trifft flir einige Kanale, vor allem aus der TRPC Familie,
zu, andere werden Uber Mechanismen wie zum Beispiel TRPV4 Uber Zellvolumenan-
derung, wie TRPM4 und TRPM5 durch Calcium direkt oder wie TRPV1 und TRPM8
Uber Temperaturdnderungen aktiviert. Darlber hinaus kann ein TRP-Kanal in vielen
Fallen durch eine Vielzahl von Stimuli aktiviert werden (Montell et al., 2002). Die ei-
gentlichen biologischen Funktionen von TRP-Kanalen erweisen sich, soweit bereits
bekannt, als ebenso vielfaltig wie ihre Aktivierungsmechanismen. TRP-Kanale sind
beteiligt an visuellen, auditiven, Geschmacks- und Schmerz- Signaltransduktionspro-
zessen, an der Regulation der Blutzirkulation, der Darmtatigkeit, der Mineralaufnahme,
der Aufrechterhaltung das Flissigkeitshaushaltes, Atemwegs- und Blasen-
Hypersensitivitaten sowie Zellfortbestand und -wachstum (Inoue et al., 2006; Nilius et
al., 2007).
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1.3.3 Bekannte Funktionen von TRP-Kanalen bei der Regulation des

GefaBtonus und des systemischen Blutdrucks

Die Prozesse und Funktionen, die durch Calciumsignale vermittelt werden, sind von
den jeweiligen Zelltypen abhangig, z.B. Auslésung der Gefalirelaxation, der Aktin-
Myosin-Interaktion in Muskelzellen oder Freisetzung von Catecholaminen aus dem

Nebennierenmark.

Die Erh6éhung der intrazellularen Calciumkonzentration erfolgt primar Uber zwei Wege:
dem Einstrom von extrazelluldarem Calcium Uber lonenkanéle in der Plasmamembran
oder der Freisetzung von Calcium aus intrazellularen Kompartimenten. Wichtige Calci-
umspeicher sind das endoplasmatische Retikulum und die Mitochondrien. Calciumka-
nale, die in der Plasmamembran lokalisiert sind, werden aufgrund ihrer Aktivierung in
spannungsabhangige und -unabhangige unterschieden (Inoue et al., 2006). Die span-
nungsabhangigen Kanale, die sich hauptsachlich in elektrisch erregbaren Zellen wie
Muskelzellen und Neuronen finden lassen, 6ffnen direkt bei Depolarisation des Mem-
branpotentials und tragen beispielsweise zur Aktionspotentialbildung oder der elektro-
mechanischen Kopplung bei (Hofmann et al., 1999). Unter den spannungsunabhangi-
gen Kanalen gibt es solche, die auf Rezeptorstimulation reagieren, solche, die auf Cal-
ciumdepletion der intrazellularen Speicher, mechanische Reize, oder andere Stimuli
wie Temperatur oder Osmolaritat reagieren. Diese Einteilung fundiert jedoch eher auf
experimentellen Versuchen als auf der physiologischen Funktion und spiegelt sich
auch nicht im molekularen Aufbau der Kanale vollkommen wider. Da Calcium nicht wie
andere ,second messenger‘ metabolisiert werden kann, mussen Zellen durch ver-
schiedene Regulationsmechanismen die intrazellulare Calciumkonzentration auf Werte
von etwa 40-100 nM halten. Extrazelluldr betragt diese etwa 2 mM, sodass die Offnung
eines Ca?-Kanals in der Plasmamembran zu einem Einstrom von Ca?*-lonen ins Zell-
innere fuhrt. Aber auch in intrazelluldaren Kompartimenten wie dem ER oder den Mito-
chondrien herrscht eine hohe Calciumkonzentration vor, da die Senkung der intrazellu-
laren Calciumkonzentration hauptsachlich durch Wiederaufnahme in die intrazellularen
Speicher oder dem Transport von Calcium nach Extrazellular erfolgt. An der Membran
der intrazellularen Kompartimente und der Zellmembran existieren Calcium-ATPasen
und Natrium/Calcium-Antiporter, die Calcium energieabhangig aus dem Intrazellular-
raum transportieren und so das Gleichgewicht der intrazellularen Calciumkonzentration

aufrechterhalten (Berridge et al., 2003).

Fur die Blutdruckregulation ist die Regulation der Calcium-Homd&ostase vor allem in
Endothelzellen, in glatten Muskelzellen, in Kardiomyozyten und in Neuronen von be-

sonderer Bedeutung.
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Die intrazelluléare Calciumkonzentration in Endothelzellen ist entscheidend fir die Re-
gulation des Gefaldtonus. Der von Furchgott und Zawadski beschriebene endothelab-
hangige relaxierende Faktor (Furchgott and Zawadzki, 1980), der die glatte GefalRmus-
kulatur relaxiert, wurde als Stickstoffmonoxid (NO) identifiziert (Ignarro et al., 1987).
NO wird in Gegenwart von Sauerstoff und NADPH unter Bildung von L-Citrullin enzy-
matisch aus der Aminosaure L-Arginin hergestellt (Palmer et al., 1988). Diese Reaktion
wird von einer Gruppe von Enzymen katalysiert, die als NO-Synthasen bezeichnet
werden. Die endotheliale Nitroxidsynthase (eNOS) kann Uber rezeptorabhangige Ago-
nisten wie Acetylcholin und Bradykinin oder durch mechanische Stimulation aktiviert
werden. Die Rezeptorstimulation fiuhrt durch Erhéhung der intrazellularen Calcium-
Konzentration und Bindung an Calmodulin zur transienten Enzymaktivierung, wahrend
die Schubspannung durch Aktivierung der Proteinkinase B und Phosphorylierung der
eNOS zu langanhaltender NO-Produktion flihrt. Langfristig schiitzt NO die Gefalkwand
vor arterosklerotischen Veranderungen und wirkt der endothelialen Dysfunktion entge-
gen, wobei kurzfristige Funktionen u.a. die lokale Regulation des Gefaltonus, die Or-
gandurchblutung und die Endothelpermeabilitdt umfassen (Nilius and Droogmans,
2001; Yao and Garland, 2005). NO diffundiert aus den Endothelzellen in die benach-
barten glatten Muskelzellen und aktiviert die Guanylatzyklase. Dies fuhrt durch Erho-
hung der intrazellularen cGMP- (zyklisches Guanosinmonophosphat) Konzentration zu

einer Relaxation und damit zur Vasodilatation der GefalRe (Yao and Garland, 2005).

Die Kontraktion und Relaxation der glatten Gefalmuskulatur wird durch den Anstieg
und Abfall der intrazelluldaren Calciumkonzentration reguliert (Somlyo and Somlyo,
1994). Der Anstieg der [Ca?"]; verursacht (iber die Aktivierung der Calcium/Calmodulin-
abhangigen Myosin-Leichtketten-Kinase (MLCK) eine Kontraktion der glatten Muskel-
zellen. Die MLCK phosphoryliert die Leichtketten des Myosins und aktiviert die kontrak-
tile Myosin-Adenosin-Triphosphatase (ATPase) (Berridge, 2008). Im glatten Muskel
wird die Sensitivitat des kontraktilen Apparates gegentiber Calcium durch intrazellulare
Botenstoffe, welche die Aktivitat der MLCP beeinflussen, reguliert. Kontraktile Agoni-
sten agieren Uber Signalmolekiile wie Proteinkinase C, Arachidonsadure und Rho-
Kinase und steigern somit die Empfindlichkeit der glatten Muskelzellen gegentiber kon-
traktilen Stimuli durch Hemmung der Myosin-Leichtketten-Phosphatase (Kimura et al.,
1996; Kitazawa et al., 1991).

Der Mechanismus der elektromechanischen Kopplung in Kardiomyozyten beruht auf
einer Calcium-induzierten Calcium-Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retiku-
lum (SR). Durch Depolarisation der Zellmembran stromt wahrend des Aktionspotentials

Calcium Uber spannungsabhéangige Calcium-Kanale ins Zellinnere; in geringem Malde



1 Allgemeine Einleitung 34

geschieht dies auch tber den Natrium/Calcium-Austauscher. Dieser transmembrandse
Calcium-Einstrom aktiviert die Ryanodin-Rezeptoren und triggert somit die Freisetzung
von Calcium aus dem SR ins Zelinnere. Zytosolisches Calcium wiederum stimuliert
weitere sarkolemmale Calcium-Kanale, die einen weiteren Anstieg des [Ca®'] hervor-
rufen. Durch Bindung von Calcium an Troponin C erfolgt die Querbrickenaktivierung
und damit die Kontraktion. Die Calcium-Entfernung aus dem Zytosol erfolgt hauptsach-
lich Uber die SERCA ins SR und Uber den NCX.

Adrenalin und Noradrenalin werden durch Exozytose aus dem Nebennierenmark und
noradrenergen postganglionaren Neuronen freigesetzt und aktivieren in ihrer Funktion
als Neurotransmitter und Hormone Adrenozeptoren. Auf diese Weise regulieren sie
z.B. den Blutdruck Gber den Tonus der glatten Muskelzellen oder die Herztatigkeit. Die
Exozytose unterliegt komplexen Regulationsmechnismen. Eine zentrale Rolle nimmt
dabei eine Maschinerie von Fusionsproteinen, den SNARE-Proteinen (soluble NSF
attachment protein receptor) ein (Sutton et al., 1998). Es wird angenommen, dass die-
se Proteine die Fusion beider Membranen und die Ausbildung der Fusionspore kataly-
sieren (Jahn and Sudhof, 1999; Sudhof and Rothman, 2009). Zentraler Trigger der
Freisetzung ist die Erhéhung der [Ca?];, die v.a. durch Offnung spannungsabhangiger
Calcium-Kanale induziert wird. Zusatzlich konnten zahlreiche andere lonenkanéale, wie

TRP-Kanale, an der Modulation der Freisetzung beteiligt sein.

Die Peptidase Renin ist das Schlisselenzym des RAAS, welches ebenfalls u.a. eine
bedeutende Rolle fir die Regulation des arteriellen Blutdrucks spielt. Erstaunlicherwei-
se und anders als in anderen sekretorischen Zellen hemmt eine Erhdhung der zytosoli-
schen Calcium-Konzentration in juxtaglomerularen Zellen der Niere die Freisetzung
von Renin (,Calcium-Paradoxon®). Der inhibierende Effekt von Calcium auf die Renin-
sekretion scheint gesichert, aber der Wirkmechanismus ist noch weitgehend unbekannt

(Castrop et al.).

1.3.3.1 Funktionen von TRPC-Kandlen im GefaBsystem und im Herzen

Es wird angenommen, dass Kanale der TRP-Superfamilie eine wichtige Rolle bei den
durch Calcium-Einstrom beeinflussten Signalkaskaden in Endothelzellen und glatten
Muskelzellen spielen und damit eine Aufgabe bei der Regulation des systemischen und
pulmonalen Blutkreislaufs einnehmen. Unter Verwendung verschiedenster Techniken
wie RT-PCR, Westernblot und Immunhistochemie konnten viele der TRP-Kanéale so-
wohl in Endothelzellen als auch in glatten Muskelzellen unterschiedlicher Spezies de-
tektiert werden (Watanabe et al., 2008).
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Bisher konnte eine Beteiligung der TRPC1, -3, -4, -5 und -6 Kanéle an kontraktilen und
proliferativen Prozessen in der Gefalimuskulatur, welche bedeutend fir kardiovaskula-
re Erkrankungen sein kdnnten, beschrieben werden (Beech, 2005). TRPC1-Proteine
werden u.a. im Herz, in glatter Muskulatur und Endothel exprimiert (Beech et al., 2003)
und es konnte eine Expression in verschiedenen Gefalten von Mensch, Maus, Ratte
und Kuh nachgewiesen werden (Ahmmed and Malik, 2005). Heterologe Expression
von TRPC1 in menschlichen Endothelzellen der Umbilikalvene verstarkt die Thrombin-
induzierte Endothelzellpermeabilitdt (Ahmmed et al., 2004). Es konnte gezeigt werden,
dass TRPC1 in glatten Muskelzellen von menschlichen Pulmonalarterien und Bron-
chialasten exprimiert wird und bei deren Proliferation von Bedeutung sein konnte
(Golovina et al., 2001; Sweeney et al., 2002). Eine Hochregulation von TRPC1 in glat-
ten Muskelzellen mit experimentell induzierter Gefallverletzung kénnte auf eine Rele-
vanz von TRPC1 bei arterieller GefalRverschlusskrankheit hindeuten, da durch Antikor-
perbehandlung gegen TRPC1 und damit dessen Blockade die Proliferation von glatten
Muskelzellen in vitro gehemmt werden kann (Kumar et al., 2006). Weiterhin konnte
eine Beteiligung von TRPC1 bei der pulmonaren Hypertonie (Zhang et al., 2007) und
der damit zusammenhangenden chronischen Hypoxie (Lin et al., 2004) gezeigt wer-
den. Interessanterweise zeigten TRPC1-defiziente Mause, entgegen aller postulierten

Funktionen, keine Veranderungen in der Gefal3kontraktilitat (Dietrich et al., 2007).

Obwohl TRPC3 in glatten Muskelzellen exprimiert ist, konnte bisher keine physiologi-
sche Rolle direkt mit dessen Expression korrelliert werden. Eine spontane und Agonist-
induzierte Aktivierung von TRPC3 wurde in Myozyten aus Cerebralarterien von Ratten
(Reading et al., 2005), aus Ohrarterien von Kaninchen (Albert et al., 2006) und aus
Koronararterien von Kaninchen (Peppiatt-Wildman et al., 2007) beschrieben. Reading
et al. konnten zeigen, dass nach Antisense-Behandlung gegen TRPC3 von Cerebralar-
terien die durch UTP, nicht aber die durch intraluminalen Druck, hervorgerufene Depo-
larisation und Konstriktion inhibiert ist. Xi und Koautoren konnten eine IP3-induzierte
Aktivierung von TRPC3 in Cerebralarterien von Ratten zeigen (Xi et al., 2008). Eine
erhohte Expression von TRPC3 wurde bei Patienten mit Hypertonie und hypertensiven
Ratten im GefalRendothel und Monozyten gefunden (Liu et al., 2009; Thilo et al., 2009).
Auch bei Patienten mit idiopathischer pulmonaler arterieller Hypertonie konnte eine
verstarkte Expression von TRPC3 in pulmonalen arteriellen glatten Muskelzellen detek-
tiert werden (Yu et al., 2004). Hinweise fur eine Rolle von TRPC3 bei der Regulation
des basalen und Agonist-induzierten Kationenstroms, des Membranpotentials und da-
mit der Kontraktilitdt von glatten GefaRmuskelzellen geht aus einer Studie hervor, in

welcher die Eliminierung der TRPC6 Expression in Mausen zu einer erhdhten TRPC3
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Expression in glatten Muskelzellen aus Aorta und Cerebralarterie fuhrt (Dietrich et al.,
2005).

Obwohl gezeigt werden konnte, dass TRPC4 in glatten GefaRmuskelzellen exprimiert
ist, ist dessen biologische Funktion in diesen Zellen noch unklar (Inoue et al., 2004).
Dagegen kann TRPC4 auch im vaskuldaren Endothel detektiert werden und in Endo-
thelzellen von TRPC4~~ Mausen ist der durch Acetylcholin, ATP oder Thrombin indu-
zierte zytosolische Anstieg der Calciumkonzentration drastisch vermindert. Als Folge
davon ist sowohl die Relaxation von Aortenringen als auch die Regulation der Gefaf3-
permeabilitat in isolierten Endothelzell-Layern und auch in intakten Lungengefallen
stark eingeschrankt (Freichel et al., 2001; Tiruppathi et al., 2002). Weiterhin konnte an
TRPC4-defizienten Mausen eine Fehlfunktion der Aktivierung des CFTRs (cystic fibro-
sis fransmembrane conductance regulator) in vaskularen Endothelzellen gezeigt wer-
den (Wei et al., 2001).

Neben TRPC4 konnte fir TRPC5 und TRPC6 durch Untersuchung TRPC6-defizienter
Mause gezeigt werden, dass eine Aktivierung von TRPC5 den durch Lysophosphati-
dylcholin induzierten Calcium-Einstrom und damit die Migration der Endothelzellen
beeinflusst (Chaudhuri et al., 2008). Eine wichtige Funktion von TRPC6 beinhaltet die
Endothezellpermeabilitat (Singh et al., 2007) und die Migration von Endothelzellen
(Chaudhuri et al., 2008). Dartberhinaus fihrt eine Unterdriickung der TRPCG6-
Expression in Cerebralarterien von Ratten zu einer verminderten myogenen Vasokon-
striktion (Welsh et al.,, 2002). Im Gegensatz dazu zeigte sich in TRPCG6-defizienten
Mausen keine verminderte myogene Antwort, sondern eine erhdhte Kontraktion von
Aortenringen und eine Hypertonie (Dietrich et al., 2005). Zusétzlich wurde in TRPC67
Mausen beschrieben, dass TRPC6 eine entscheidende Rolle bei der durch Hypoxie

ausgeldsten pulmonaren Vasokonstriktion einnimmt (Weissmann et al., 2006).

Hormone wie Noradrenalin, Adrenalin und Angiotensin Il fiihren zu einer Aktivierung G-
Protein-abhangiger Signalwege, die am Einstrom von Calcium, an Calcium-abhangigen
Prozessen und der Entwicklung einer Herzhypertrophie beteiligt sind und zu kardialem
Remodeling und Herzinsuffizienz flihren kénnen (Heineke and Molkentin, 2006). Ne-
ben dem Zusammenspiel von spannungsabhangigen L-Typ Calcium-Kanalen,
Na*/Ca?*-Austauschern, Ryanodin-Rezeptoren und der SERCA-ATPase kdnnen anhal-
tende Calcium-Antworten durch die o0.g. neuroendokrinen Faktoren nach Stimulierung
von Gqg/11-gekoppelten Rezeptoren und Aktivierung der Phospholipase C ausgeldst
werden. TRP Proteine kénnten Bestandteile dieser Kanalkomplexe sein. Da, wie ge-
zeigt werden konnte, in glatten Muskelzellen eine enge funktionelle Kopplung von

TRPC-Kanalen und spannungs-abhangigen Calcium-Kanalen besteht (Tsvilovskyy et
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al., 2009), kénnte eine entsprechende Kopplung auch in Kardiomyozyten eine Rolle
spielen. Vorliegende Arbeiten zur Rolle von TRPC-Proteinen bei kardialer Hypertrophie
beruhen auf Knock-Down Experimenten an neonatalen Kardiomyozyten oder auf
Uberexpression von TRPC-Transgenen unter Kardiomyozyten-spezifischen Promoto-
ren in Mausmodellen, in denen TRPC-Proteine die Kontraktilitdt von Kardiomyozyten
regulieren kdnnen. So zeigen Mause, bei denen ein TRPC3-Transgen in Kardiomyozy-
ten Uberexprimiert ist, eine Herzhypertrophie und — in Abhangigkeit von der Expressi-
onsstarke des Trangens — eine verminderte Lebenserwartung (Nakayama et al., 2006).
Eine ahnliche Rolle bei der Enstehung einer Angiotensin ll-induzierten Herzhypertro-
phie wurde auch fir TRPC6-Kanale postuliert (Kuwahara et al., 2006; Onohara et al.,
2006). Dass TRPC-Proteine tatsachlich eine Rolle bei der Entwicklung einer Herzhy-
pertrophie spielen, ergibt sich aus einem Tiermodell, bei dem TRPC1 inaktiviert wurde.
TRPC1-defiziente Mause zeigen eine verminderte Druck-induzierte Hypertrophie und
einen verminderten durch Membranschwellung bzw. Angiotensin Il induzierten Katio-

neneinstrom in Kardiomyozyten der hypertrophierten Herzen (Seth et al., 2009).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die beschriebenen TRPC-Kanale unter
anderem eine wichtige Rolle bei der Kontraktion und Proliferation von glatten Gefal3-
muskelzellen, bei der Permeabilitdt und NO-Freisetzung von Endothelzellen und wo-
mdglich bei der Entstehung der Herzhypertrophie spielen. Ein direkter kausaler Zu-
sammenhang zwischen TRPC-Kanalen und einer Beeinflussung der Herzkontraktilitat
ist bisher nicht beschrieben. Aus diesem Grund kdnnten diese Kanale in der Zukunft
moglicherweise neue Zielstrukturen im kardiovaskularen System fur Arzneimittel dar-

stellen.

1.3.3.2 Funktionen von TRPM-Kanalen im GefaRsystem und im Herzen

TRPM4 ist ein nicht-selektiver Kationenkanal, der durch hohe intrazellulare Calcium-
Konzentrationen aktiviert wird (auch CAN-Kanal, fiir Ca*-activated non-selective).
CAN-Kandle mit TRPM4-ahnlichen Eigenschaften wurden erstmals in kultivierten
Herzmuskelzellen beschrieben (Colguhoun et al., 1981) und wurden seitdem in vielen
Geweben, wie z.B. Neuronen, exokrinen Geweben, Niere und Endothel gefunden
(Partridge and Swandulla, 1987; Siemen, 1993; Teulon et al., 1987). Das TRPM4 Gen
liegt beim Menschen auf Chromosom 19 und bei der Maus auf Chromosom 7. Es be-
steht aus 25 Exons und beinhaltet eine Gréle von 54kb beim Menschen und 31kb im
Mausgenom. In menschlichem Gewebe konnten TRPM4-Transkripte u.a. in Herz, Nie-

re und der Lunge detektiert werden (Launay et al., 2002; Nilius et al., 2003; Xu et al.,
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2001). Northern-Blot Analysen von unterschiedlichen Mausgeweben zeigen TRPM4
u.a. in Herz, Endothel der Aorta und Niere (Nilius et al., 2003). Zusatzlich gibt es Hin-
weise, dass TRPM4 auch in der glatten Muskulatur exprimiert wird (Earley et al., 2004).
Die Einzelkanalleitfahigkeit liegt bei etwa 23 pS, wobei unterschiedliche Sensitivitaten
des Kanals fur intrazellulare Calcium-Konzentrationen beschrieben werden. Durch He-
runterregulation der TRPM4-Expression mittels Antisense-Oligonukleotiden zeigten
Earley et al., dass TRPM4 womdglich an der Druck-induzierten Depolarisation und der
myogenen Vasokonstriktion von Cerebralarterien beteiligt sein kénnte. Weiterhin gibt
es Hinweise daflir, dass TRPM4 in Zellen des Sinusknoten exprimiert wird und damit
dort eine Funktion bei der Schrittmacheraktivitat einnehmen kénnte (Demion et al.,
2007). TRPM4-Transkripte wurden im Ventrikel, Sinusknoten und in Purkinjefasern
nachgewiesen. In Kardiomyoyzyten kdnnten TRPM4 Kanale bei pathologischer Erho-
hung der myokardialen Calcium-Konzentration aktiviert werden und verzogerte Nach-
depolarisationen gefolgt von Tachyarrhytmien auslésen. TRPM4-ahnliche Stréme sind
in ventrikularen Kardiomyozyten von spontan hypertensiven Ratten (SHR) hochregu-
liert (Guinamard et al., 2006). Dabei ist unklar, ob eine Aktivierung von TRPM4-
Kanalen Ursache oder Folge der Hypertrophie ist. Kirzlich wurde dartber hinaus eine
»gain of function® Mutation in Exon1 des TRPM4-Gens von Patienten mit progressiv
familidrem Leitungsblock Typ 1 (PFHB1) identifiziert (Kruse et al., 2009). Nach Ruc-
kenmarksverletzung wird die Expression von TRPM4 in Endothelzellen des das Trau-
ma umgebenden Kapillaren hochreguliert und es kommt zu Einblutungen und neurolo-
gischen Ausfallen; in Abwesenheit von TRPM4 sind die Einblutungen und neurologi-
schen Ausfallen drastisch vermindert (Gerzanich et al., 2009). Neben den beschriebe-
nen Funktionen von TRPM4 im GefalRsystem oder im Herzen gibt es bisher nur wenige
veroffentlichte Studien Uber TRP-Kanale der Melastatin-Familie im Herz-/Kreislauf-
System. Fir TRPM2 konnte gezeigt werden, dass dieser Kanal den durch H,O, indu-
zierten Anstieg der Endothelzellpermeabilitdt tGber einen Calcium-Einstrom vermittelt
(Hecquet et al., 2008). Zusatzlich wurde kuirzlich eine funktionelle Relevanz von
TRPMS3 bei kontraktilen und proliferativen Eigenschaften von glatten Muskelzellen be-
schrieben (Naylor et al.) und bis auf eine Beteiligung von TRPM7 bei der Magnesium-
Homoostase in glatten Muskelzellen (He et al., 2005) gibt es bisher keine weiteren Stu-

dien Uber Funktionen von TRPM Kanalen im Herz/Kreislauf-System.
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Untersuchungen war es, die Bedeutung von TRPM4 und
TRPC1/C4-Kanalen fiur die Blutdruckregulation mittels radiotelemetrischer Messungen
an TRPM4- bzw. TRPC1/TRPC4-defizienten Mausen zu charakterisieren. Da postuliert
wird, dass diese TRP-Kanale eine wichtige Rolle bei der Kontraktion von glatten Ge-
faBmuskelzellen, der NO-Freisetzung aus Endothelzellen, der neuronalen und
Mastzell-vermittelten Regulation des Gefaldtonus sowie bei der Regulation der renalen
Reninfreisetzung spielen kénnten, sollte die Bedeutung von TRPM4 bzw. TRPC1/C4 in
diesen Blutdruck-regulierenden Organsystemen untersucht werden. Dazu sollten Kon-
traktilitatsmessungen an isolierten Aortensegmenten durchgefiihrt werden und Mes-
sungen des peripheren Gefallwiderstandes im isolierten Gefallbett der Hinterpfoten zur
Beurteilung der Kontraktilitdt von Widerstandsgefalien etabliert werden. Darlberhinaus
sollte durch Applikation vasoaktiver Pharmaka der Beitrag dieser TRP-Kanale zur Blut-
druckregulation durch das autonome Nervensystem, die Endothel-abhangige bzw.
glattmuskulare Gefallkontraktilitat und die Herzfunktion analysiert werden. Weiterhin
sollte der Einfluss der Gendeletionen auf den Flissigkeits- und Elektrolythaushalt unter

Einbeziehung des Renin-Angiotensin-Aldosteron Systems untersucht werden.

Neben der Analyse des Blutdrucks sollte eine Methode zur Analyse der Degranulation
von Bindegewebsmastzellen in der Haut von TRPM4-defizienten Mausen etabliert und
angewendet werden und die Auswirkung der Inaktivierung mehrerer in Betazellen des
Pankreas exprimierter TRP-Kanale auf die Glukosehomdostase mittels Glukosetole-

ranztest untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Reagenzien

Aceton

Acetylcholin, acetylcholine chloride
Agarose, peqGOLD Universal
Albumin, Dinitrophenyl (DNP)

[Pro", DAla'?] Angiotensin |

Avertin (2-2-2 Tribromoethanol)
Braunol®

Calciumchlorid, CaCl,*2H,0
Dexmedetomidin

EDTA, Ethylendiamintetraessigsaure

EGTA, ethylene glycol-bis(2-aminoethyl-
ether)-N,N,N",N’-tetraacetic acid

Eosin

Epinephrin, epinephrine hydrochloride

Ethidiumbromid, Ethidiumbromidlésung
1%

Eukitt, Eindeckmedium

Evans Blue

1-Fluoro-2,4-dinitrobenzen (DNFB)
Formamid

Gewebekleber, Vetbond

Glukose

Glutaraldehyd, 25 wt.% in H,O
Hamalaun, Lésung nach Mayer
Heparin

Hexamethonium, Hexamethonium bro-
mide

IgE anti-DNP-HSA
Isofluran
Isopropanol

Isoproterenal,
chloride

DL-Isoproterenol hydro-

Fischer Scientific, Schwerte
Sigma-Aldrich, Deisenhofen (A6625)
PegLab, Erlangen (35-1020)
Sigma-Aldrich, Deisenhofen (A6661)
Bachem, Weil am Rhein (4039942)
Fluka/Sigma-Aldrich, Deisenhofen (90710)
Braun, Melsungen

Roth, Karlsruhe (5239.1)

Orion Pharma, Finnland

Applichem, Darmstadt (A1104)
Sigma-Aldrich, Deisenhofen (E4378)

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen (E4642)
Roth, Karlsruhe (2218.2)

Fluka/Sigma-Aldrich, Deisenhofen (03989)
Sigma-Aldrich, Deisenhofen (E2129)
Fluka/Sigma-Aldrich, Deisenhofen (42080)
Roth, Karlsruhe (6749.2)

3M, World Precision Instruments, USA
Roth, Karlsruhe (X997.2)

Sigma-Aldrich, Deisenhofen (G4004)
Roth, Karlsruhe (T865.2)

Braun, Melsungen

Sigma-Aldrich, Deisenhofen (H0879)

Sigma-Aldrich, Deisenhofen (clone SPE-7)
Baxter, Unterschleil3heim

VWR, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Deisenhofen (15627)
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L-NAME, hydrochloride
Kaliumchlorid, f. anal. Zwecke
Kaliumhydrogenphosphat
Magnesiumsulfat, MgSO4*7H20
1Kb

Molekulargewichtsmarker, DNA

Ladder

Natriumchlorid

NaCl 0.9%, isotone Losung
Natriumhydrogencarbonat
Natrium-Pyruvat
Norepinephrin

dNTP-Set, peqGOLD
Paraffin, Paraplast® regular
Paraformaldehyd

PGF2a,

Phenylephrin,
chloride

L-phenylephrine hydro-

Prazosin, prazosin hydrochloride

Pregnenolon-Sulfat, pregnenolone sulfa-
te sodium salt

Proteinase K
Sonnenblumendl
Terg-A-Zyme
Tween 80

Xylol

2.2 Puffer und Losungen

Tabelle 1: TBE-Puffer (1x)

Komponente
Tris

Borséure
EDTA

Sigma-Aldrich, Deisenhofen (N5751)
Grissing GmbH (6331)

Roth, Karlsruhe (P018.1)

Merck, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe (15615-024)

VWR, Darmstadt

Braun, Melsungen
Grissing GmbH (12143)
Roth, Karlsruhe (8798.2)
Sigma-Aldrich, Deisenhofen (A7257)
PeqgLab, Erlangen (20-2010)
Sigma-Aldrich, Deisenhofen (76257
P6148
Sigma-Aldrich, Deisenhofen (P0424
Sigma-Aldrich, Deisenhofen (P6126

~

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

(
(
(
(

~— ~— ~—

Sigma-Aldrich, Deisenhofen (P7791)
Sigma-Aldrich, Deisenhofen (P162)

Applichem, Darmstadt (A3830)
Sigma-Aldrich, Deisenhofen (S5007)
Alconox Inc.

Sigma-Aldrich, Deisenhofen (P8074)
VWR, Darmstadt

Konzentration
89 mM

89 mM

2 mM

pH-Wert 8.3
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Tabelle 2: PBS (1x)

Komponente
NaCl

KClI

Na,PO,
KH,PO,

Konzentration
137 mM
2.7mM

10 mM

2mM
pH-Wert 7.4

Tabelle 3: modifizierte Krebs-Henseleith-Pufferlosung

Komponente

Natriumchlorid

Kaliumchlorid
Caliumchlorid-Dihydrat
Magnesiumsulfat-Heptahydrat
Natriumhydrogencarbonat
Kaliumhydrogenphosphat
Glucose

Natrium-Pyruvat

Konzentration
118 mM

4.7 mM

252 mM

1.64 mM
24.88 mM

1.18 mM

5mM

1 mM

pH-Wert 7.4

Tabelle 4: Hoch-Kalium Krebs-Heinseleith-Pufferlésung (40mM)

Komponente

Natriumchlorid

Kaliumchlorid
Caliumchlorid-Dihydrat
Magnesiumsulfat-Heptahydrat
Natriumhydrogencarbonat
Kaliumhydrogenphosphat
Glucose

Natrium-Pyruvat

Konzentration
85 mM

40 mM

2.52 mM

1.64 mM
24.88 mM

1.18 mM

5mM

1 mM

pH-Wert 7.4

Tabelle 5: Calcium-freie Krebs-Henseleith-Pufferlosung

Komponente
Natriumchlorid

Kaliumchlorid

Konzentration
118 mM
4.7 mM
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Magnesiumsulfat-Heptahydrat 1.64 mM
Natriumhydrogencarbonat 24.88 mM
Kaliumhydrogenphosphat 1.18 mM
Glucose 5mM
Natrium-Pyruvat 1mM
EGTA 1TmM
pH-Wert 7.4

Tabelle 6: Tribromethanol (Avertin) Stocklésung

Komponente Konzentration
2,2,2-Tribromethanol 1g
Tertiarer-Amylalkohol (2-Methyl-2-butanol) 0.63 ml

Unter Rihren bei 65°C |6sen

Gebrauchsldsung:

600ul der Avertin-Stockldsung bei 65°C in 50ml 0.9% NaCl-Lésung unter Ruhren

I6sen. Die Gebrauchsldsung lichtgeschutzt im Kihlschrank aufbewahren.

2.3 In der Studie verwendete Mauslinien

Die Versuche wurden - falls nicht anders angegeben - an mannlichen, zwei bis funf
Monate alten, Wildtyp- und TRP-defizienten Méausen (TRP™") durchgefiihrt.

Die Mauslinien mit definierten Mutationen im TRPC4- (Freichel et al., 2001) und
TRPM4- (Vennekens et al., 2007) Gen wurden in unserem Labor hergestellt; die
TRPC1- (Dietrich et al., 2007) defiziente Linie wurde im Labor von Prof. Dr. L. Birn-

baumer (NIEHS) hergestellt und stehen im Rahmen einer Kooperation zur Verfligung.

Die Versuchstiere sind adulte Mause aus Inzucht- oder Auszuchtlinien, bei denen ein
einzelnes oder gleichzeitig zwei Gene von Kationenkandlen TRPC1, TRPC4 oder
TRPM4 inaktiviert sind (Tabelle 7). Um mégliche genetische Einflisse zu minimieren,
wurden die Gen-defizienten Tiere durch Verpaarung mit Mausen eines entsprechenden
Inzuchtstammes auf einen definierten genetischen Hintergrund zuriickgekreuzt. Bei
den Tieren mit Deletionen in mehreren Genen, bei denen diese Riickkreuzungen einen
Zeitraum von mehreren Jahren erfordert, wurden Nachkommen der ersten Generation
(F1) aus Verpaarungen von Tieren der Inzuchtlinien 129SvJ und C57BI6/N als Kontroll-

tiere verwendet. Die 129SvJ-Mause (Stock Nummer 129/SvJlbm) wurden von der Fir-
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ma BRL Biological Research (Fullinsdorf, Schweiz) bezogen und in der institutseigenen
SPF-Tierhaltung weitergeziichtet. Die C57BI6/N-Mause wurden von Charles River
(Sulzfeld) bezogen.

Die Tabelle 7 gibt eine Ubersicht (iber die in der vorliegenden Arbeit untersuchten

Mauslinien und der entsprechenden Kontrolltiere:

Tabelle 7: In der Arbeit verwendete Mauslinien

Gendeletion(en) Genetischer Hintergrund Kontrolltiere
TRPM4™ 129SvJ (N < 6) 129SvJ
TRPM4™~ C57BI6/N (N <_6) C57BI6/N
TRPC1™" /[TRPC4™ gemischt 129SvJ/C57BI6** 129 BI6_F1*
TRPC1™" gemischt 129SvJ/C57BI6** 129 BI6_F1*

* Nachkommen aus der ersten Generation (F1) von Verpaarungen der 129SvJ- mit C57BI6-
Inzuchtmausen

** gemischter genetischer Hintergrund 129SvJ x C57BI6

Die Tiere wurden bei einer Raumtemperatur von 22 + 2°C, einer relativen Luftfeuchtig-
keit von 60 + 5% und einem 12-stlindigen Tag-Nacht-Rhythmus in durchsichtigen Ma-
krolonkafigen (Fa. Techniplast) des Types |l auf staubfreiem Weichholzgranulat gehal-
ten. Zur Beschaftigung der Tiere wurden die Kafige zusatzlich mit einigen Blattern Zell-
stoff ausgestattet. Die Ernahrung der Tiere erfolgte mit standardisiertem, pelletiertem
Trockenfutter (Ssniff, V1534R/M-H) und Leitungswasser ad libidum. Das Futter war wie
folgt zusammengesetzt: Rohprotein 19%, Rohfett 4%, Rohfaser 6%, Asche 7%, um-

setzbare Energie 11.9MJ/kg (Angaben in % des Trockengewichtes).

Eine Woche vor Beginn der Versuche wurden die Mause aus der zentralen Tierhaltung
in ihren Einzelkafigen in das Versuchslabor transportiert, um durch eine vollstandige
Erholung von dem Transport und Eingewdhnung an die Laborumgebung eine stress-
bedingte Beeinflussung der Messergebnisse auszuschlieRen. Die Haltung und Futte-
rung der Tiere im Mauslabor erfolgte unter den gleichen Bedingungen wie zuvor be-
schrieben. Die Genotypen der Tiere waren dem Untersucher wahrend der Durchfih-
rung der jeweiligen Experimente und der Datenanalyse nicht bekannt. Die Auflésung
der Genotypen erfolgte erst im Anschluss an die Auswertung der gesamten Versuchs-

reihe.

Die Tierversuchsgenehmigungen wurden von der zustdndigen Behdrde des Saar-

Pfalz-Kreises erteilt.
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2.3.1 Genotypisierung

Die Bestimmung des Genotyps der Versuchtiere erfolgte mittels Polymerase-
Kettenreaktion an genomischer DNA. Eine Ohr- bzw. Schwanzbiopsie wurde in einem
Eppendorf-Gefal® mit 200ul einer Proteinase K-Lésung der Konzentration 0.2 mg/ml
versetzt und Uber Nacht in einem Thermoschttler bei 55°C und 600 rpm inkubiert. Im

Anschluf3 wurde die Proteinase flr 20 min bei 95°C denaturiert und der Ansatz gege-

benenfalls bei 4°C gelagert.

Tabelle 8: Primer, Amplifikatlange und PCR-Bedingungen

Allel

TRPM3

TRPM4

TRPM5

TRPC1

Primer & Amplifikat

A: 5'-GGCAGAGTGAGGGGAGAAAC-3’
B: 5'-AGGATAGAGCTTAAGTTCTCCC-3’
C: 5'-CGCAGCAACATTGTCATTTCC-3’

161bp Amplifikat fir das WT Allel (B&C) und 235bp
Amplifikat fir das KO Allel (A&B)

A: 5-TCCACCTTTCTTAGTTCACC-3

B: 5-GTTTGATGTCTCCTTCAGTCG -3

C: 5-CCAAAGCCTAGACTTAATTTCC-3

D: 5-GAGTTCCTGTCCTCCTAAAG-3

523bp Amplifikat fir das WT Allel (A&B) und 550bp
Amplifikat fir das KO Allel (C&D)

A: 5-TTCACCTGCCCAGCCCTCATCTAC-3’

B: 5-GGTGCCTCTGTTAGCTTCTCC-3’

C: 5-GCCTGCTCTTTACTGAAGGCTCT-3’

651bp Amplifikat fir das WT Allel (A&B) und 350bp
Amplifikat fir das KO Allel (A&C)

A: 5°- GAGACTGTTGTCACAAGATGC-3’

B: 5'-ACTTTGAGGGCAAAGGTTGCC-3’

C: 5'-AGAGGCCACTTGTGTAGCGC-3’

549bp Amplifikat fur das WT Allel (A&B) und 617bp
Amplifikat fir das KO Allel (A&C)

PCR-Bedingungen

1.5min bei 94°C
10 Zyklen:
30s bei 94°C
30s bei 65°C

(-0.5°C pro Zyklus)

30s bei 72°C
26 Zyklen:

30s bei 94°C

30s bei 60°C

30s bei 72°C
5min bei 72°C
2min bei 94°C
35 Zyklen:

30s bei 94°C

30s bei 58°C

30s bei 72°C
5min bei 72°C
3min bei 95°C
32 Zyklen:

30s bei 95°C

60s bei 65°C

60s bei 72°C
7min bei 72°C

Siehe Bedingungen

TRPM3
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TRPC3 A:5-GAATCCACCTGCTTACAACCATGTG-3’ 1.5min bei 94°C
B: 5-GGTGGAGGTAACACACAGCTAAGCC-3’ 10 Zyklen:
30s bei 94°C

800bp Amplifikat fir das WT Allel und 300bp Amplifikat 30s bei 67°C
fur das KO Allel (-0.5°C pro Zyklus)
30s bei 72°C
26 Zyklen:
30s bei 94°C
30s bei 62°C
30s bei 72°C
5min bei 72°C
TRPC4 A:5-ACAGTGCTCTGAACCCACGG-3° Siehe Bedingungen
B: 5-CTCGCACCGGATGCCTTTGC-3' TRPMS3
C: 5"-GCCTGCTCTTTACTGAAGGCTCT-3"

290bp Amplifikat fir das WT Allel (A&B) und 364bp
Amplifikat fir das KO Allel (A&C)

TRPC6 A 5-CAGATCATCTCTGAAGGTCTTTATGC-3" Siehe Bedingungen
B: 5-TGTGAATGCTTCATTCTGTTTTGCGCC -3’ TRPMS3
C: 5-ACGAGACTAGTGAGACGTGCTACTTCC-3"
D: 5-GGGTTTAATGTCTGTATCACTAAAGCCTCC3'’

234bp Amplifikat fur das WT Allel (A&B) und 339bp
Amplifikat fir das KO Allel (C&D)

Die Auftrennung von DNA-Amplifikaten erfolgte duch Elektrophorese in 2%igen Agaro-
segelen. Hierzu wurde die entsprechende Menge Agarose in 1x TBE-Puffer suspen-
diert, in der Mikrowelle erhitzt bis sie geldst war und unter leichtem Rihren etwas ab-
gekihlt. 300 ml der noch warmen Lésung wurden in Gelschlitten mit entsprechenden
Kammen ausgegossen und 15 pl Ethidiumbromid-Lésung (2%ige Lésung) eingeruhrt.
Als Groflenstandard wurde der selbst hergestellie pUC18/Hinfl (resultierende Banden-
grélen: 1412, 517, 396, 220, 75, 65 bp) verwendet. Die zu trennenden DNA-Proben
wurden vor der Beladung des Gels mit 5yl 1/10 DNA Ladepuffer versetzt. Die elek-
trophoretische Trennung erfolgte bei einer konstanten Spannung von 180V. Die mit
Ethidiumbromid angefarbten DNA-Amplifikate wurden mit Hilfe von UV-Licht sichtbar

gemacht und zur Dokumentation mit einer CCD-Kamera fotographiert.
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2.4 Inhalationsnarkose

2.41 Aufbau der Anasthesieeinrichtung

Die Einleitung der Narkose erfolgte in einem Plexiglasbehalter, der mit einer weichen

Unterlage gepolstert war.

Absaugung

1

- > OP-Tisch I
[T %
—_Isofluran__4 A
02 P [ |

Verdampfer
( \ . .
Plexiglasbehalter

Abbildung 3: Schematischer Aufbau der verwendeten Narkoseeinheit

Als Narkosegas wurde ein Gasgemisch aus Sauerstoff (Fa. Messer Griesheim, Nr.
0034), Lachgas (Stickoxydul pro narcosi, Fa. Messer Griesheim, Nr. 1200) und Isoflu-
ran verwendet. Der Sauerstoff (hausinterner O,-Wandanschluss) und das Lachgas
(externe Gasflasche) wurden Uber ein Schlauchsystem durch einen mit Isofluran gefull-
ten Verdampfer (Forane, Firma Abbott) in den Plexiglasbehalter oder zum OP-Tisch
geleitet. Durch Verwendung eines Dreiwegehahns kann der Fluss des Narkosegases
zwischen Plexiglasbehalter und OP-Tisch umgeschaltet werden. Als Beatmungsmaske
wurde eine abgeschnittene 10 ml Injektionsspritze verwendet. Die Absaugung des
Narkosegases erfolgte Uber das hausinterne Beliftungssystem (schematische Darstel-
lung in Abbildung 3).

2.4.2 Durchfihrung der Narkose

Zur Narkoseeinleitung wurden die Mause in ein luftdichtes Plexiglasgefall transferiert.

Uber einen daran angeschlossenes Schlauchsystem wurde das Gasgemisch beste-
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hend aus Sauerstoff (1 I/min), Lachgas (0.05 I/min) und Isofluran (1.75%) eingeleitet.
Die Mause wurden einzeln in die mit dem Narkosegas gesattigte Kammer gesetzt. So-
bald eine ausreichende Narkosetiefe erreicht ist, kann die Maus auf den OP-Tisch
transferiert und fixiert werden. Uber eine Maske wurde nun ein Narkose-Gasgemisch
bestehend aus Sauerstoff (0.25 I/min), Lachgas (0.05 I/min) und Isofluran (1.2 - 1.5 %)

eingeleitet.

Alle invasiven Eingriffe wurden unter einem Stereomikroskop (Zeiss) durchgefihrt.

2.5 Telemetrische Blutdruckmessung

2.5.1 Versuchsaufbau

Die Moglichkeit hamodynamische Langzeitmessungen am wachen Tier durchzufuhren,
besteht in der Verwendung radiotelemetrischer Blutdrucktransmitter der Firma Data
Sciences International. Hierbei ist der Drucktransducer in ein Implantat integriert, wel-
ches zusatzlich zum Drucksensor eine Batterie und einen Sender enthalt. Durch die
vollstdndige Implantation dieser Drucksensor- und Sendeeinheit ist es mdglich, die
intraarteriellen Druckwerte telemetrisch und dadurch ohne Beeintrachtigung der Tiere
Uber einen Zeitraum von mehreren Wochen bis Monaten zu registrieren. Das Signal
wird Uber einen speziellen Empfanger (Receiver) empfangen und per Computer aufge-

zeichnet.

2.5.1.1 Aufbau der Transmitter

Fir die Versuche in dieser Arbeit wurden Miniatur-Drucktransmitter des Typs TA11PA-
C10 verwendet. Der Aufbau eines solchen Blutdruck-Transmitters fir Mause ist sche-
matisch in Abbildung 4 dargestellt. Der Transmitter beinhaltet einen Drucksensor einer
Grofie von 1.5 x 1.5 mm. Dieser Sensor ist an Pyrex, einem Borosilicatglas, befestigt,
um ihn von thermischem und mechanischem Stress zu isolieren. Auf diese Weise ist
eine hohere Stabilitat der Blutdruckmessungen gewabhrleistet. Die Elektronik zur Ver-
starkung des Sensorsignals, zur Abstimmung der Radiofrequenz und zur Weiterleitung
der Informationen, ist auf einem mehrschichtigen Keramik-Hybrid lokalisiert und wird

durch eine Batterie angetrieben.
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flussigkeitsgefiliter
Katheter

Drucksensor
Batterie
%+ Elektronik
 S—— Antenne
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dinnwandige Spitze mit antithrombogener Beschichtung

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Maus-Blutdruck-Transmitters. Ein 5 cm lan-
ger, flussigkeitsgefillter Katheter mit einer dinnwandigen Spitze (VergréRerung) leitet den in-
traarteriellen Druck zu einem Sensor, welcher in dem intraperitoneal-gelegenen Implantat loka-
lisiert ist. Diese Einheit beinhaltet ebenfalls die Elektronik fir die Signalverarbeitung und die
Frequenz-Weiterleitung (modifiziert nach Mills et al., 2000).

Der arterielle Druck wird Uber einen 0.4 mm Durchmesser und 5 cm langen, flissig-
keitsgefullten Katheter zu dem Sensor fortgeleitet. Der Katheter besteht aus zwei ver-
schiedenen Abschnitten. Die distalen 4 mm bestehen aus dunnwandigem und flexi-
blem Urethan mit einer antithrombogenen Oberflachenbeschichtung. Die Funktion die-
ser dinnwandigen Spitze ist es, die hochfrequenten Komponenten des Drucksignals in
das Lumen des Katheters weiterzuleiten. Aus diesem Grund ist es notwendig, dass die
Spitze des Katheters innerhalb des Blutgefalles lokalisiert ist. Der Ubrige Teil des Ka-
theters ist aus Urethan konstruiert, bestehend aus einer 0.1 mm dicken Wand und ei-
nem 0.2 mm starken Lumen, um eine Kombination aus geringer Dehnbarkeit und
Knickbestandigkeit zu gewahrleisten. Das Lumen ist mit einer gering-viskosen Flussig-
keit gefillt, wobei die distalen 2 mm der diinnwandigen Spitze mit einem biokompati-
blen Gel gefiillt sind, welches das Eindringen von Blut in das Katheterlumen und eine
Thrombosebildung verhindert. Weiterhin weist der Katheter 1.5 cm von der Spitze ent-
fernt eine Orientierungsmarke auf, die das korrekte Einflhren in die Arterie erleichtert.
Es war bekannt, dass diese Marke am Katheter bei einer 30 g schweren Maus etwa 4

mm weit in die linke A. carotis eingeschoben werden muss, damit die Katheterspitze im
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Aortenbogen platziert ist. Die Elektronik, der Sensor und die Batterie sind in einem Ge-
hause verpackt, welches mit Silicon-Elastomer beschichtet ist um die Biokompatibilitat
zu erhdhen. Das Gehause ist 13 mm lang und 9 mm breit. Das Gesamtgewicht des
Implantates betragt 1.4 g und das Volumen 1.1 ml. Die Einheit besitzt eine standige
Laufzeit von etwa 6 Wochen; es besteht jedoch die Mdglichkeit mittels eines Magneten
den Transmitter an- und wieder abzuschalten um gegebenenfalls auch ber einen lan-
geren Zeitraum nach Implantation messen zu kénnen. Wahrend der Batterielaufzeit
wurden die Sender nach enzymatischer Reinigung wiederholt verwendet. Zusatzlich
zur Druckmessung kann mit dem hier verwendeten Transmitter-Modell auch die kor-
perliche Aktivitat der Maus registriert werden. Die Detektion der Aktivitdt beruht auf
einem Mechanosensor im Inneren des Transmitters, welcher ein Signal an den Recei-

ver sendet, wenn dieser durch Bewegung des Tieres einen mechanischen Stol} erfahrt.

2.5.1.2 Anordnung der Gerate

Die registrierten Druck- und Aktivitdts-Daten werden nach Konvertierung in ein analo-
ges Radiowellensignal zu einem Receiver (RPC-1, Data Sciences Int.) weitergeleitet,
der sich unterhalb des Kafigs befindet. Der Receiver leitet die Signale an einen Com-
puter weiter. Dort werden die Daten gespeichert und kénnen mit Hilfe der Dataquest
A.R.T. Aquisition-Software analysiert werden. Zusatzlich wird Giber eine weitere an die
Matrix angeschlossene Einheit (Ambient Pressure Reference, APR-1) der Umge-
bungsdruck registriert, so dass fir jeden Messwert ein Referenzdruck vorhanden ist,

mit welchem die aufgezeichneten Gefalidricke abgeglichen wurden.

2.5.1.3 Kalibrierung der Messgerate

Die Gerate werden bereits vom Hersteller kalibiriert. Es wird dennoch empfohlen vor
Beginn der Experimente die Eichung zu Uberprifen und neu durchzufihren. Zunachst
wurde Uber einen Zeitraum von mehreren Tagen taglich der Umgebungsdruck aufge-
zeichnet und mit den Messwerten des deutschen Wetterdienstes verglichen. Da hierbei
keine groRen Diskrepanzen auftraten, wurde die Druckreferenz gemafl Hersteller als

korrekt kalibriert erachtet.

Einen Tag vor der Implantation wurde der jeweilige Transmitter zur Stabilisierung der
Elektronik mit einem Magneten eingeschaltet. Die von dem Transmitter ausgesendeten
elektromagnetischen Wellen wurden zur Uberpriifung mit einem Radio, welches die

betreffende Frequenz empfangt, hoérbar gemacht. Unmittelbar vor der Implantation
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wurde dann die Abweichung des Messignals von Null aufgezeichnet und registriert. Bei
einer Abweichung von mehr als 1.5 mmHg wurde der Transmitter nicht verwendet.
Nach Explantation des Transmitters wurde diese Abweichung, um eine eventuelle Ab-

weichung der Messwerte feststellen zu kdnnen, erneut kontrolliert.

2.5.2 Implantation des Blutdrucksensors

2.5.2.1 OP-Vorbereitung und Narkose

Nach der Narkoseeinleitung wurde die Maus gewogen und auf eine vorgewarmte
Heizplatte (37°C) Uberflhrt. Wenn der Schutzreflex der Maus, getestet durch Berthren
der Hinterpfote mit einer Pinzette, erloschen war, wurde eine aus einer 2 ml Spritze
hergestellte, schrdg angeschnittene Inhalationsmaske unterhalb der Unterlippe festge-
naht. Das Uber diese Maske applizierte Narkose-Gasgemisch wurde von dem Ver-
suchstier eingeatmet (Abbildung 5A). Zum Schutz vor Austrocknung der Augen wurde

eine Salbe (Bepanthen, Roche) appliziert.

2.5.2.2 OP-Durchflihrung

Grundsatzlich wurde auf keimarme Arbeitsbedingungen geachtet. Es wurden sowohl
sterile LOsungen als auch autoklaviertes Besteck verwendet. Die Operation erfolgte mit

sterilen Handschuhen, Atemschutzmaske und Kittel.

Die gesamten nun folgenden Arbeitsschritte erfolgten unter stereomikroskopischer Be-
trachtung. Zu Beginn wurde die Maus im Halsbereich mit einem elektrischen Haar-
schneider rasiert und dieser Bereich zur gesamten Haarentfernung mit einer Enthaa-
rungscreme behandelt. Der Hals wurde im Bereich des Zungenbeins nach caudal bis
zum Manubrium sterni in der Median-Linie erdffnet (Abbildung 5B). Mit einer stumpfen
Schere wurde eine subkutane Tasche flir das Transmittergehduse an der rechten
Flanke prapariert und diese mit steriler, physiologischer Kochsalzldsung gespllt. Die
Speicheldriisen wurden mittels Wattestabchen in ihre beiden Halften geteilt und da-
durch die Luftrohre freigelegt. Die beiden Drisenhalften und die anliegenden Fettkor-
per wurden auf jeder Seite mittels Haltenahten fixiert (Abbildung 5C). Wahrend der
gesamten Operation wurde die Wunde mit steriler Kochsalzlosung feucht gehalten. Die
A. carotis communis sinistra wurde vorsichtig mit feinen Pinzetten (FST Dumont
forceps, Nr. 11251-35) von Fett- und Bindegewebe freiprapariert und zusatzlich von

dem parallel verlaufendem N. vagus getrennt (Abbildung 5D).
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A. carotis®

A

Abbildung 5: Fotographien zur Darstellung des mikrochirurgischen Eingriffes. (A) OP-
Lagerung und Inhalationsnarkose, OP-Bereich enthaart. (B) Medianer Hautschnitt von Larynx
bis Oberrand Sternum. (C) Lateralisierung der driisigen Anteile und Fixierung mittels Haltenah-
ten. (D) Nahaufnahme des OP-Bereiches mit Sicht auf die linke A. carotis.

AnschlieRend wurde die A. carotis communis sinistra mit einem Faden angeschlungen
(Seide 7-0, Braintree Scientific, Inc.) und kranial mdglichst nahe der Bifurkation ligiert.
Dadurch konnte die A. carotis unter wenig Spannung fixiert werden (Abbildung 6A&B).
Mittels eines Doppel-Gleitknotens wurden zwei weitere kaudale Ligaturen zur spateren
Fixierung des Katheters vorgelegt. Zum Stoppen des Blutflusses wurde eine feine Ge-
fakklemme (Aesculap, Anpressdruck 0,25 N, Nr. FD562R) kaudal auf die Carotis ge-

setzt.
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Vor der Implantation des Transmitters wurde dieser mit physiologischer Kochsalzl6-
sung benetzt und das Vorhandensein des biokompatiblen Gels in der Katheterspitze
kontrolliert.

Abbildung 6: Fotographien zur Darstellung des mikrochirurgischen Eingriffes. (A) An-
schlingen der linken A. carotis mit Faden (B) Leichtes Mobilisieren der Carotis durch kraniale
Ligatur (C) Kaudales Abklemmen des Gefalles und Vorbereitung von 2 Faden fir die spatere
Katheterfixierung (D) T-férmiger Anschnitt des Gefalies mittels einer Mikroschere (E) Vergleich
der Durchmesser von Gefal und Katheter (F) Einfiihren des Katheters in die A. carotis. (G)
Schliel®en der Katheterligaturen. (H) Subkutanes Platzieren des Transmitters in eine stumpf
praparierte ventrolaterale Hauttasche.

Mit Hilfe einer Mikroschere (FST Mini-Vannas straight, Nr. 15000-00) wurde die unter
Spannung stehende A. carotis T-formig angeschnitten (Abbildung 6D). Das Kathete-
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rende wurde darauf mit einer speziellen Gefal3-Pinzette (FST Vessel cannulation
forceps, Nr. 00608-11) in die Arterie bis hin zur angelegten Gefalklemme eingeflhrt
(Abbildung 6E&F). Nach Offnen der GefaRklemme konnte der Katheter bis zur Orien-
tierungsmarke (siehe Transmitter-Aufbau) in das Gefald vorgeschoben werden. Nach
Kontrolle der Blutdruckamplitude wurde der Katheter jetzt mit den vorgelegten Ligatu-
ren und Gewebekleber (Vetbond 3M Tissue Adhesive, WPI) in der Arterie fixiert. Das
Transmittergehdause wurde — wie in Abbildung 7 dargestellt - in der dafir vorbereiteten
subkutanen Tasche platziert, so dass der Katheter nun in einem Bogen von der linken
Halsschlagader Uber die Trachea, entlang der rechten Flanke der Maus bis zum

Transmittergehause lag.

B

Katheter

Transmitter-
gehduse

Aorta

\ A
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Abbildung 7: Subkutane Platzierung des Transmitter-Gehduses. (A) Erstellung einer subku-
tanen Tasche (B) Schematische Darstellung der Lage des Transmitters.

Der Transmitter wurde zusatzlich in dieser Tasche mit Gewebekleber befestigt. Nach
der Entfernung der Haltenahte an den Drisen und deren Repositionierung wurde der
gesamte OP-Situs nochmals mit physiologischer Kochsalzlésung gesplilt. Die Hautnaht
erfolgte durch dichte Einzelknopfnahte (Mersilene 4-0). Die Wunde wurde mit Braunol®
(Fa. Braun) desinfiziert und mit Gewebekleber abermals versiegelt. Zum Ausgleich des

Flissigkeitsverlustes wurde der Maus physiologische Kochsalzlésung (0.15 ml/10g
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Kdrpergewicht) intraperitoneal injiziert. Zur postoperativen Analgesie wurde der Maus
zusétzlich etwa 20 Minuten vor Beendigung der Narkose Carprofen (Rimady!® Injekti-
onsldésung, 5 mg/kg Kérpergewicht in 100 pl NaCl 0.9 %) subkutan in den Abdominal-
bereich injiziert.

Das Narkosegas wurde abgedreht, die Atemmaske entfernt und die Maus in ihren Ka-
fig zurlickgelegt. Bis zum vollstandigen Aufwachen war die Maus noch unter Beobach-

tung und wurde dann auf den entsprechenden Receiver transferiert.

2.5.2.3 Erholungsphase

Wahrend der postoperativen Erholungsphase und auch an samtlichen anderen Tagen
wurden die Tiere hinsichtlich Beweglichkeit, Vigilanz, Pflegezustand des Fells sowie
ihres Allgemeinzustandes untersucht. Die Operationswunde wurde taglich mit Brauno-
vidon Salbe (B. Braun, Melsungen AG) versorgt und die Wundheilung beobachtet. Die
Mause wurden taglich gewogen. Jeweils anschliefend erfolgte eine Kontrolle der Lage
der Implantate sowie der Amplitude des Blutdrucksignals. Einmal in der Woche wurden
Kafige, Trinkwasser, Einstreu und Nistmaterial ausgewechselt. Wahrend der gesamten
Rekonvaleszenzphase lief die Messung in einem zeitlich definierten Messplan, wobei
von jeder Maus alle drei Minuten der Blutdruck und die Aktivitat Gber einen Zeitraum

von zehn Sekunden aufgezeichnet wurden.

2.5.2.4 Wiederverwendung der Transmitter

Je nach Batteriezustand kénnen die Transmitter mehrere Male wieder verwendet wer-
den. Nach der Explantation wurden sie zunachst manuell von groben Gewebe- und
Gewebekleber-Resten befreit und anschlieRend flir 24 Stunden in eine enzymatische
Reinigungsflissigkeit (Terg-A-Zyme, Alconox Inc.) eingelegt. Nach der Reinigung von
Nahtresten und kleineren Verschmutzungen wurden die Transmitter Gber Nacht in 2%
Glutaraldehydlésung (Sigma) desinfiziert. Ebenfalls war es wichtig, das biokompatible
Gel in der Katheterspitze zu erneuern, um eine weitere Signalweiterleitung zu gewahr-
leisten. Zu diesem Zweck wurde mit einer speziellen, vom Hersteller bezogenen Kani-
le, unter dem Stereomikroskop neues Gel in die Spitze des Katheters injiziert. Trans-
mitter, deren Batterielebensdauer abgelaufen war, konnten durch den Hersteller aus-

getauscht werden.
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2.5.3 Datenaufzeichnung und Datenanalyse

Die Dataquest A.R.T. Software beinhaltet zwei unterschiedliche Programme. Mit Hilfe
des Datenakquisitionsmodules werden die eingehenden Rohdaten aufgenommen und
gespeichert. Das Analysemodul dient der Auswertung aufgezeichneter Daten unab-
hangig von der Aktivitdt des Akquisitionsmodules. Das Analyseprogramm berechnet
aus den Rohwerten die Herzfrequenz, den systolischen (SBP) und diastolischen (DBP)
Blutdruck, die Blutdruckamplitude (Differenz zwischen systolischem und diastolischem
Blutdruck) sowie den mittleren arteriellen Druck nach folgendem Algorithmus
MAP=DBP+1/3 (SBP-DBP). Die Aufzeichnung der Drucksignale erfolgte mit einer Ab-
tastrate von 500 Hz. Dabei wurden zusatzlich zur wellenformigen Druckkurve die Si-
gnalstarke als Mal} fur den Ladezustand der Batterie sowie die Aktivitat der Tiere regi-

striert.

Die Software beinhaltet acht Eingangskanale fir die Datenaufzeichnung. Dies bedeu-
tet, dass acht Tiere gleichzeitig kontinuierlich gemessen werden kénnen. Alternativ
kann ein zeitlich definierter Messplan zugeordnet werden. Nach dem operativen Ein-
griff bis zu Beginn der intraperitonealen Pharmaka-Applikationen wurden die Daten alle
3 Minuten fir 10 Sekunden aufgezeichnet. Zur Analyse des Zeitverlaufes der Kreis-
laufparameter wurden jeweils Stunden-Mittelwerte gebildet, und daraus wiederum ein
Tagesmittelwert berechnet. Die gemessenen Parameter unter Basalbedingungen stel-
len wiederum einen Mittelwert der Tagesmittelwerte an den jeweilig angegebenen Ta-
gen dar. Wahrend der Pharmaka-Applikation wurde, entsprechend der Wirkdauer des
jeweiligen Pharmakons, kontinuierlich gemessen. Die gemessenen Werte wurden nach
Genotyp-Gruppen geordnet und Minutenmittelwerte gebildet, um anschlieRend fur jede
Gruppe den Gruppenmittelwert flir systolischen, diastolischen und mittleren arteriellen
Blutdruck, sowie flir die Herzfrequenz und die Aktivitat bilden zu kénnen. Zur Analyse
der zirkadianen Rhythmik der Kreislaufparameter wurden Mittelwerte fur jede Stunde
gebildet. Um den durchschnittlichen Tagesverlauf darzustellen, wurden die korrespon-
dierenden Mittelwerte fir MAP, HF und Aktivitdt an den jeweiligen Tageszeitpunkten
gemittelt und auf einer Zeitachse aufgetragen. Um die Kreislaufparameter unter kérper-
licher Aktivitat und bei Inaktivitat bzw. bei nur geringer koérperlicher Aktivitat zu verglei-

chen, wurde ein Schwellenwert von ,9 counts pro Minute® festgelegt.

Zur Uberpriifung der Signifikanz wurde ein zweiseitiger t-Test fiir unverbundene Stich-
proben durchgefiihrt, wobei ein p-Wert kleiner als 0.05 als signifikant erachtet wurde.

Als Fehlermarker wurde stets der Standardfehler des Mittelwertes (SEM) verwendet.
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2.5.4 Intraperitoneale Applikation von Pharmaka

Zur Untersuchung der Bedeutung der TRP-Proteine fur die Regulation des systemi-
schen Blutdrucks und der Herzfrequenz wurden den Mausen diverse Pharmaka intra-

peritoneal verabreicht (siehe Tabelle 9). Das Injektionsvolumen betrug immer 150 pl.

Vor der jeweiligen Injektion wurde zunachst Uber einen Zeitraum von 20 Minuten der
Basalwert kontinuierlich aufgezeichnet. AnschlieRend wurde das betreffende Pharma-
kon intraperitoneal injiziert und die Maus sofort wieder in ihren Kafig zurticktransferiert.
Die Dauer der kontinuierlichen Messung betrug je nach verwendeter Substanz zwi-
schen 60 und 600 Minuten. Die Auswertung erfolgte durch Erstellung von Minuten-
Mittelwerten der unterschiedlichen Parameter. Im Ergebnisteil werden jeweils die Abso-
lutwerte oder die Anderungen der entsprechenden Parameter nach der Verabreichung
der Medikamente und vorheriger 10-minutiger Baseline dargestellt. Zur Darstellung der
Anderungen der Parameter wurde von jedem Messwert nach der Injektion der Uber

den Zeitraum von 10 Minuten vor der Injektion berechnete Mittelwert subtrahiert.

Tabelle 9: Intraperitoneal applizierte Pharmaka

Wirkstoff (Substanz) Dosis [mg/kg KG] Referenz Wirkdauer (~min)

Dexmedetomidin 0.01 (Davies et al., 2003) 100

Hexamethonium 20 (Zarrindast et al.,, 80
2001)

Isoproterenol 0.02 (VanderBrink et al.,, 60
1999)

L-NAME 25 (Brandes et al., 600
2000)

Norepinephrin 0.1,0.3,1.0 (Murata et al., 1995) 100

Phenylephrin 0.1,0.3,1.0 (Jumrussirikul et al.,, 100
1998)

Prazosin 1.0 (Shusterman et al.,, 120
2002)

2.5.5 Intravenose Applikation von Pharmaka

Zur intravenoésen Injektion wurde den Tieren ein vendser Katheter in die Vena femora-
lis implantiert. Der Katheter (Micro-Renathane: OD: 0.025; ID: 0.3 mm, 20 cm Lange)
wurde vor der Operation auf Durchgangigkeit geprift und anschlieRend luftblasenfrei
mit einer Natriumchlorid-Losung geflllt. Bei diesem Eingriff erfolgte die Narkose der

Tiere mittels Isofluran. Als Schmerzprophylaxe wurde den Mausen Carprofen (5 mg/kg
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KG) subkutan injiziert. Wahrend der Operation lagen die Tiere auf einer 37°C warmen
Heizplatte, um die Kérpertemperatur konstant zu halten. Vor der Operation wurden der
Nacken und das linke Hinterbein der Tiere rasiert, das tbrige Fell mit Enthaarungscre-
me entfernt und anschliefend mit Ethanol desinfiziert. Es erfolgte ein Hautschnitt ent-
lang des Oberschenkels von etwa 1 cm oberhalb des Kniegelenkes bis in die Leiste.
Durch Entfernen von Fett- und subcutanem Bindegewebe wurde der N. femoralis so-
wie A. und V. femoralis dargestellt. Nach subkutaner Praparation eines Tunnels ent-
lang der Flanke nach cranial, wurde die Haut mit einem Dorn plus einem Katheter-
Shuttle zwischen den Schulterblattern durchstochen, mit dessen Hilfe nun der Katheter
vom Hinterbein bis in den Nackenbereich geschoben werden konnte. Zur Erlangung
freier Sicht auf das Femoral-Gefal3-Nerven-Paket wurden jeweils eine Haltenaht rechts
und links des Hautschnittes und eine durch die Muskulatur der Bauchwand gelegt. Un-
ter Schonung des Nerven wurden Arterie und Vene durch vorsichtige Praparation mit-
tels zweier Pinzetten freigelegt und stumpf voneinander getrennt, wobei besonders auf
die leichte Verletzbarkeit der Vene und kleinerer GefalRabgange geachtet werden
musste. Die Vene wurde distal ligiert, proximal unterschlungen und dort eine Gefal3-
klemme gesetzt. AnschlieRend wurde sie mittels einer Mikroschere im spitzen Winkel
angeschnitten und der vorbereitete Katheter bis hin zur Klemme in das Gefaly einge-
fuhrt. Die GefalRklemme wurde gedffnet und der Katheter orthograd in das Gefald hin-
eingeschoben, die korrekte Lage durch Injizieren von etwas NaCl Uberprtft und durch
eine zweite Ligatur der Katheter innerhalb der Vene fixiert. Bevor die Operationswunde
mit einer Einzelknopfnaht verschlossen wurde, musste der Katheter nach Injektion ei-
ner Heparin-Lésung (50 I.LE./ml) mit Hilfe von einer abgestumpften und nicht mehr
durchlassigen Kaniile verschlossen werden. Anschlieend erfolgte die Einfliihrung des
Katheterendes in einen Tygon-Schlauch (ID: 1.3, OD: 3.03 mm), welcher vor Bena-
gung und anderen mechanischen Belastungen schiitzen sollte. An der Austrittsstelle
des Katheters am Ricken war der Tygon-Schlauch mit einer Art Knopf versehen und
wurde damit in der Nackenmuskulatur festgenaht. Die Wunde wurde mit Braunol desin-
fiziert. Die Tiere wurden nach dem Erwachen aus der Narkose in einen eingeengten
Kafig transferiert, ein Haltefaden an der den Katheter verschlieRenden Kanlle befestigt
und dieser mit Hilfe eines Stativs oberhalb aus dem Kafig geleitet. Der Faden wurde

drehbar an dem Stativ befestigt.

Nach einer mindestens 2-stindigen Erholungsphase der Mause wurde mittels des
Blutdrucktransmitters die Baseline als Rohsignal mit einer Abtastrate von 500 Hz konti-
nuierlich aufgezeichnet. Zur intravendsen Injektion wurden 1 ml Spritzen mit einer ab-

gestumpften Kanile verwendet. Zum Injektionsvolumen wurde zusatzlich das To-
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traumvolumen des Katheters addiert und zum Luftblasen-freien Wechseln der Spritzen

der Katheter mit einer beschuhten Arterienklemme verschlossen.

2.6 Blutentnahme an der Maus und Plasmagewinnung

Die submandibulare Blutentnahme stellt eine verlassliche und schnelle Methode dar,
mit der ohne Narkotisierung der Maus problemlos ein Blutvolumen von bis zu 0.2 ml
entnommen werden kann (Golde et al., 2005). Das submandibulare GefaRbindel be-
findet sich an der caudalen Seite des Unterkiefers, ventrocaudal zum sogenannten
lateralen Canthus rostralis des Auges. An diesem Punkt laufen die Venen der Augen-
hohle, die submandibulare Vene und weitere die Gesichtsregion versorgenden Venen

zur Jugular-Vene zusammen.

Abbildung 8: Submandibulare Blutentnahme (modifiziert nach Medipoint International Inc.)

Zur submandibuladren Blutentnahme wird die Maus manuell fixiert und anschliel3end
das vaskulare Gefalbundel in der Mitte zwischen der Ohrbasis und ventral des Unter-
kiefers mit einer Lanzette oder Kanile (20G x 1% “, 0.9 mm x 40 mm) punktiert
(Abbildung 8). Das Blut wird in die daflir vorgesehenen Probengefal’e aufgefangen.
Der Blutfluss kann durch leichte Kompression mit einem saugfahigen Tuch jederzeit

gestoppt werden.
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Zur Plasmagewinnung wird das Blut in spezielle Probengefalle aufgefangen (Heparin-
oder EDTA-Probengefalle, Sarstedt) und flr 10 min bei 1300 x g zentrifugiert. Das so
gewonnene Plasma kann nun in ein weiteres Gefaly dberfuhrt und bis zur Analyse bei -

20°C gelagert werden.

2.7 Bestimmung der Herzhypertrophie, des Hamatokrits und

des Plasmavolumens

Durch die Berechnung des kardialen Hypertrophieindex erhalt man einen Parameter
fur das Ausmal einer Hypertrophie. Zur Bestimmung der Herzhypertrophie wurden die
Herzen der Mause entnommen und die groRen Gefalstimpfe abgesetzt. Anschlielend
wurde das Gewicht der Herzen ermittelt und in Verhaltnis zum Koérpergewicht der je-

weiligen Maus gesetzt.

Unter dem Hamatokrit versteht man den relativen Volumenanteil der roten Blutkorper-
chen aus Gesamtblut. Zur Bestimmung des Hamatokrit wurden Heparin-beschichtete
Mikrokapillaren (Brand GmbH, Wertheim) mit durch submandibulare Punktion ent-
nommenem Blut befillt, mit Knet verschlossen und fir 10 min in einer Hamatokrit-
Zentrifuge (Hettich Laborapparate, Schweiz) zentrifugiert. Der Anteil der Erythrozyten-
Fraktion an der aufgetrennten Blutsdule wurde mit einem Lineal abgemessen und der

Hamatokrit als prozentualer Volumenanteil der zellularen Blutbestandteile ermittelt.

Das Plasmavolumen stellt die zirkulierende Gesamtplasmamenge des Organismus dar
und kann durch Injektion von bekannten Mengen eines Farbstoffs bestimmt werden.
Zur Ermittlung des Plasmavolumens wurde die Evan’s Blue Verdinnungsmethode
verwendet (Skryabin et al., 2004). Die Mause wurden mittels Isofluran-Narkose anas-
thesiert und 30 pl einer Evan’s Blue Stockldsung (0.5% wi/v in steriler 0.9%iger Natri-
umchlorid-Loésung, sterilfiltriert) wurde intravends in eine der Schwanzvenen injiziert.
Funf Minuten spater wurde etwa 100 ul Blut durch submandibulare Venenpunktion zur
Bestimmung der zirkulierenden Evan’s Blue Level gewonnen und die Mause anschlie-
Rend durch zervikale Dislokation getétet. Die Plasma-Proben (10 ul) wurden in 190 pl
NaCl (0.9%ige sterile Natriumchloridlésung) verdinnt und die Konzentration des Farb-
stoffs bei 605 nm in einem Spektrophotometer (Infinite 200, Tecan Group Ltd.) gemes-
sen. Die Verdunnung des Farbstoffs wurde durch Extrapolation von einer Evan’s Blue

Standardkurve, welche in Mausplasma vorbereitet wurde, errechnet.
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2.8 Kontraktilitaitsmessungen an isolierten Aortenringen in

einer Organbadapparatur

Die Messung der Kontraktion an isolierten GefalRsegmenten erlaubt eine Beurteilung
der Kontraktilitat der BlutgefalRe unabhangig von nervalen bzw. neuronalen und humo-
ralen Einflissen. Die isolierte Organ-Apparatur ist eine vollautomatisierte Anlage zur
Messung isometrischer und isotonischer Kontraktionen im Gewebeverband (glatte
Muskulatur, Skelettmuskulatur, Myokard). Mit dieser Methode wurden Kontraktilitats-
messungen an TRPM4-defizienten im Vergleich zu Wildtyp-Aortensegmenten durchge-
fUhrt.

2.8.1 Versuchsaufbau

Die Versuche wurden in einer isolierten Organ-Apparatur (I0OA-5301, FMI GmbH See-
heim/Ober Beerbach) durchgefiihrt, die mit vier Organbadern ausgeristet war. Die
Apparatur besteht aus vier temperierbaren Organbadern (5 ml Volumen), welche mit
Carbogen (95% Sauerstoff, 5% Kohlendioxid) begast werden kénnen. Die Gefaliringe
wurden mit Hilfe von triangel-formigen Adaptoren an den Organbadarmen fixiert und
mit isometrischen Kraftaufnehmern verbunden. Der isometrische Kraftaufnehmer (TIM-
1020, FMI-GmbH) ist Uber einen Brickenmessverstarker (MIO-0501, FMI-GmbH)
durch einen dazwischengeschaltetes Interface (Power-Lab, ADInstruments) mit einem

Computer verbunden.

Vor jedem Versuch wurde die Messapparatur durch Anbringen von unterschiedlichen
Gewichten am Kraftaufnehmer geeicht. Das mit modifizierter Krebs-Henseleith-
Pufferldsung gefullte Organbad wurde mit einem Wasserabd (Thermo Haake) auf 37°C
temperiert. Mit einem Handschaltpult (IOA-5330, FMI-GmbH) lie} sich die Badlésung
automatisch austauschen. Der Badldsungswechsel konnte im Durchflussverfahren
oder durch Leersaugen und erneutes Auffullen erfolgen. Die Bader konnten separat

oder gemeinsam Uber einstellbare Timer gespult oder abgesaugt werden.

2.8.2 Isolation von GefaBRsegmenten der Aorta thoracalis

Zunachst wurde den Mausen zur Vermeidung der Blutgerinnung Heparin (83 |.E./g
Kdrpergewicht) und anschlielRend Avertin (25 pl/g Kérpergewicht) als Narkosemittel
intraperitoneal appliziert. Nach dem Erreichen einer ausreichenden Narkosetiefe wurde
die Maus auf dem Ruicken liegend an allen vier Gliedmalen befestigt. Die nun folgen-

den Praparationsschritte erfolgten unter Zuhilfenahme eines Stereomikroskops.
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Abbildung 9: Fotographien von der Praparation der Aortenringe und deren Fixierung im
Organbad.

Nach Eroffnen des Bauchraumes und des Thorax durch einen Medianschnitt wurden
die inneren Organe seitlich fixiert und die Aorta thoracalis vorsichtig vom Aortenbogen
entlang der Wirbelsdule bis zum Abgang der Nierenarterien freiprapariert, unter Ver-
meidung von jeglichem Zug und Druck entnommen und zur Erhaltung des physiologi-
schen Milieus in eine vorbereitetes Gefall mit Krebs-Henseleith Pufferldésung gegeben.
Das Gefalllumen wurde mit der physiologischen Lésung gespult und die Aorta wurde in
drei der triangelférmigen Adaptoren des Organbades entsprechend groRRe Teile (ca. 4
mm) zugeschnitten. Die Aorten-Ringe wurden an jeweils zwei Adaptoren angebracht
und im Organbad befestigt (Abbildung 9).

2.8.3 Versuchsablauf und Auswertung der Kontraktilitatsmessungen

Nach dem Einbringen der Aorten-Ringe in die Organbader wurden die GefalRsegmente
in einer Zeitspanne von einer Stunde schrittweise auf eine Ruhespannung von 1 g
(entspricht 10 mN) vorgespannt, welche wahrend des Experimentes aufrecht erhalten
wurde. Jeder Aortenring wurde vor den Kontraktions- bzw. Relexationsmessungen
dreimal mit 40 mM KCI Krebs-Henseleith-Losung vorkontrahiert. Bei dieser Badlésung
wurde ein Teil der Natriumionen durch Kaliumionen ersetzt, wodurch die Zellen in der
GefaBwand depolarisiert werden. Diese Vorkontraktion diente der Agonist-
unabhangigen Vorstimulation des kontraktlien Apparates und dem Nachweis der Kon-
traktionsfahigkeit der Segmente. Nur in den Fallen, in denen eine angemessene Kon-
traktion ausgel6st werden konnte, wurde das Experiment fir das entsprechende Seg-
ment fortgeflhrt. Darauf erfolgte die Untersuchung der Kontraktions- bzw. der Relaxa-

tions-Antworten auf die Zugabe verschiedener Agonisten. Das Messprotokoll zur Un-
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tersuchung der Kontraktilitdt von TRPM4-defizienten Aortenringen im Vergleich zu
Wildtyp Aortenringen gestaltete sich wie in Abbildung 10 dargestellt. Die Untersuchung
der glattmuskularen Kontraktionskraft der Aortenringe erfolgte zuerst durch kumulative
Zugabe von Phenylephrin zur Badldésung. Vor Applikation einer hdheren Konzentration
wurde das Erreichen eines Plateaus abgewartet. AnschlieRend wurde durch mehrmali-
ges Waschen mit physiologischer Lésung die anfangliche Ruhespannung erreicht.
Nach einer Vorkontraktion der Gefaldiringe mit Prostaglandin-F2a (3 uM) und Erreichen
eines Plateaus wurde die durch Acetylcholin induzierte Maximal-Relaxation gemessen
und ausgehend von der Vorkontraktion die ausgeloste Relaxation in Prozent berech-
net. Die Segemente, die eine Relaxation von weniger als 50% zeigten, wurden aus der
Analyse ausgeschlossen, da hierbei davon ausgegangen werden konnte, dass wah-

rend der Praparation die Endothelzellschicht beschadigt worden war.

Kontraktionskraft [g]

500 s

40mM KCI PE DWK 3uM PGF2a

Abbildung 10: Protokoll zur Messung der Kontraktilitit von Aortenringen im Organbad.
Darstellung anhand einer Originalmessung; KCI: Kaliumchlorid, PE: Phenylephrin, DWK: Dosis-
Wirkungs-Kurve, ACh: Acetylcholin.

Mit Hilfe der Computersoftware Chart 6 (ADInstruments) wurden die Messungen auf-
gezeichnet, anschlieRend wurden die Einzelwerte in Excel statistisch ausgewertet und
mit dem Programm Origin 7.5 (OriginLab) graphisch dargestellt. Die Konzentrations-
Wirkungskurven wurden durch Anwendung einer logistischen Funktion gefittet:
A — A
Y= — — 4,
14+ (x/x,)
In dieser Funktion beschreibt y die Kontraktionskraft bei einer gegebenen Agonisten-
Konzentration. Der Parameter A, reprasentiert die Ausgangskraft in Abwesenheit des

Agonisten, A, entspricht der maximal entwickelten Kraft bei der héchsten Agonisten-
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Konzentration, x, reprasentiert die Konzentration, an der 50% der maximalen Kontrak-
tionskraft erreicht sind und p entspricht einem Parameter, der die Steilheit der Funktion

am Wendepunkt beschreibt.

2.9 Kontraktilitaitsmessungen von Widerstandsgefallen im
Modell der isoliert-perfundierten Hinterpfoten

2.9.1 Versuchsaufbau

Das Perfusionssystem PS-1 (Hugo Sachs, Typ 834/7) kann sowohl zur Perfusion von
Organen als auch dem Gefalibett der Hinterpfoten von kleineren Tieren eingesetzt
werden. Die Perfusion kann sowohl unter konstantem Perfusionsdruck als auch unter
konstanter Flussrate erfolgen. Der Vorteil der druckkontrollierten im Vergleich zur vo-
lumenkontrollierten Perfusion besteht darin, dass es nicht zu durch Druckspitzen-

induzierter Extravasation von Flissigkeit ins Interstitium und damit zu Odembildung

kommt.

Perfusat
Reservoir

Druck
Regulator

<~Durchfluss-
messgerat

—
« » ol »

Abbildung 11: Fotographien und schematische Darstellung des Perfusionssystems zur
Untersuchung der Kontraktilitat des Hinterpfoten-GefaRRbettes.

Das System setzt sich aus folgenden Komponenten zusammen:

Ein doppelwandiges Glasgefall mit einem Volumen von 2 Litern dient als Vorratsgefaf

fur das Perfusat. Mit einem Umwalzthermostat wird die Perfusionsldsung in dem Vor-
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ratsbehalter auf 37°C vorgeheizt und Uber eine Glasfritte mit Carbogen begast. Das
Perfusat wird von dort mittels einer Rollerpumpe mit regulierbarer Férderleistung Uber
ein Schlauchsystem vorbei an einem Drucksensor inklusive Blasenfalle und einem
Flussmessgerat durch die Kanile in die Aorta gefordert. Mit Hilfe des Ultraschall-
Flussaufnehmers (Typ 1.5RB fir T106, Hugo Sachs) wird der Perfusionsfluss oberhalb
der Aortenkanile gemessen. Hier befindet sich auch der Anschluss des Druckaufneh-
mers (Isotec, Hugo Sachs) fiir die Messung des tatsachlichen Perfusionsdrucks. Durch
eine zwischengeschaltete Membran ist das System so konstruiert, dass dieses Uber-
laufventil die Rickflusspassage zum Vorratsgefal} freigibt, sobald der Perfusionsdruck
den am Druckgeber eingestellten und am Manometer angezeigten Druck erreicht bzw.
Ubersteigt. Damit sich der eingestellte Druck ausbilden kann, ist es erforderlich, dass
die Pumpe prinzipiell mehr Perfusat pumpt, als durch das Organ fliel3st (Abbildung 11).
Wahrend des Versuches befindet sich das Praparat in einer feuchten, doppelwandigen
Plastikkammer, welche ebenfalls Uber das Umwalzthermostat auf 37°C beheizt wird.
Unmittelbar vor der Perfusion des Hinterpfoten-Gefalibettes muss sichergestellt sein,
dass das Perfusionssystem komplett bis zum distalen Ende der Arterienkanile blasen-
frei mit frischer Nahrlésung geflillt ist. Nach Passage des Gefalbettes der Hinterpfoten
flieRt das Perfusat Uber die Vena cava ab. Im zuleitenden Schlauchsystem ist kurz vor
Eintritt der KanUle in die Aorta ein austauschbares Schlauchstiick zwischengeschaltet,
um dort Bolus-injektionen unterschiedlicher Substanzen einspritzen zu kénnen. Das
gesamte Schlauchsystem, mit Ausnahme des oben genannten Schlauchstlickes, wird
mehrfach verwendet und deshalb nach Abschluss eines Experimentes mit Aqua bidest

perfundiert und anschlieRend mit Pressluft getrocknet.

Alle Daten wurden Uber ein elektronisches Differenzierungssystem, den Riickkopp-
lungsverstarker und Uber ein Interface in einem Computer aufgezeichnet und anschlie-

Rend mittels Excel und Origin ausgewertet.

2.9.2 Praparation

Zunachst erfolgte eine Vollheparinisierung mit 83 |.E./g Korpergewicht Heparin i.p., um
die Bildung von Mikrothromben im Gefalisystem zu verhindern. Aufderdem wurden die
Mause durch eine intraperitoneale Injektion mit Avertin narkotisiert (0.5 mg/g Kérper-
gewicht). Sobald der Zwischenzehenreflex erloschen war, wurde mit der Praparation
begonnen. Die Tiere wurden auf dem Riicken liegend in die Kammer des Perfusions-
systems positioniert. Durch eine mediane Laparotomie vom Becken bis zum Brustbein

wurde das Abdomen erdffnet. Nach Darstellung des Retroperitonealraumes durch Re-
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traktion der intraperitonealen Baucheingeweide, wurde die Aorta abdominalis darge-
stellt. Sie wurde aus dem paraaortalen Bindegewebe freiprapariert, mobilisiert und fir
eine Ligatur zwischen Nierenarterie und Bifurkation vorbereitet. Um eine hohe Volu-
menbelastung durch das Perfusat im venésen Schenkel zu vermeiden, wurde vor Er-
offnung der Aorta die Vena cava inferior longitudinal eingeschnitten, danach die Aorta
mit einer kleiner Inzision eréffnet, die Kanlle unter laufender Perfusion eingeschoben
und innerhalb des Gefalkes mit der vorbereiteten Ligatur fixiert (Abbildung 12). An-

schlielend wurde mit einem Druck von etwa 70 mmHg die Aorta orthograd perfundiert.

Abbildung 12: Fotographien der Préaparation zur Perfusion des Hinterpfoten-GefaRbettes.
(A) Darstellung der Aorta abdominalis mit vorbereiteter Ligatur. (B) Fixierung der Perfusionska-
nlle im GefaR. (C) Ubersichtsaufnahme des Praparates in der feuchten Kammer.

2.9.3 Perfusion des Hinterpfoten-GefaBbettes

Als Basislosung fur die Perfusion des Hinterpfoten-GefalRbettes wurde eine modifizier-
te, mechanisch gefilterte Krebs-Henseleith-Loésung (KHR) verwendet. Durch Begasen
mit Carbogen und die dadurch stattfindende Reaktion von CO, und H,O zu H'HCOj’

stellte sich ein physiologischer pH Wert von 7.4 ein. Fir die Untersuchung des myoge-
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nen Gefaldtonus wurde zusatzlich eine Calcium-freie Perfusionslésung angesetzt, wel-
che der Basisldosung entsprach und anstatt Calciumchlorid 1 mM EGTA enthielt. Diese
Lésung wurde ebenfalls filtriert, in einem Wasserbad auf 37°C temperiert und mit Car-

bogen begast.

Vor Beginn der Experimente wurde nach Kantlierung der Aorta das Gefallbett zu-
nachst ca. 10 Minuten perfundiert und anschlieRend der Perfusionsdruck schrittweise
auf 100 mmHg erhoht. Bei diesem Perfusionsdruck entwickelt sich ein spontaner myo-
gener Gefalitonus, weshalb eine Vorkontraktion zur Untersuchung vasorelaxierender
Substanzen nicht notwendig war. Nach dem Erreichen eines stabilen Gefalltonus wur-
den Phenylephrin, Epinephrin, Isoproterenol bzw. Acetylcholin in aufsteigenden Kon-
zentrationen als Bolus von jeweils 200 ul appliziert. Diese Substanzen wurden direkt
oberhalb der Aortenkanile in den zuflihrenden Schlauch injiziert. Die Agonist-
induzierten Anderungen des Perfusionsflusses bzw. des daraus errechneten Wider-
stands wurden grundsatzlich unter einem konstanten Perfusionsdruck von 100 mmHg
durchgefuhrt. Bei stark relaxierenden Substanzen wie z.B. Acetylcholin musste darauf
geachtet werden, dass die Pumprate erhdht wurde, um nach der Relaxation den Perfu-
sionsdruck aufrechterhalten zu kénnen. Das Ang | Analogon [Pro11, DAla12] Ang |
wurde konstant Uber eine Minute als 1 yM Lésung perfundiert. Der GefalRwiderstand

wurde berechnet als Quotient von Perfusionsdruck und Perfusionsfluss.

Anhand einer Originalaufzeichnung ist in Abbildung 13 die Vorgehensweise zur Analy-
se der PE-induzierten Kontraktion der Widerstandsgefalie dargestellt. Mit der Software
BDAS® von Hugo Sachs wurde alle 2 Sekunden der Perfusionsdruck und Perfusions-
fluss aufgezeichnet. Wahrend und auch nach dem Versuch konnten Markierungen in
die Aufzeichnungen gesetzt werden, um den Injektionszeitpunkt, den basalen Aus-
gangswert vor Injektion eines bestimmten Agonisten, Injektionsartefakte sowie die Ma-
ximalreaktion zu kennzeichnen. Trotz des Uberlaufventils steigt bei jeder Bolusinjektion
der Druck wahrend der Injektion fir etwa 4 Sekunden kurzfristig an (Abbildung 13).
Dieser artifizielle Druckanstieg wurde nicht mit in die Analyse einbezogen, wobei eine
Uberlagerung des Artefakts mit Agonist-induzierten Druckdnderungen bei sehr gerin-
gen Agonist-Konzentrationen nicht immer vollstandig ausgeschlossen werden konnten
(Abbildung 13).
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Abbildung 13: Originalmessung des Gefalwiderstandes und des Perfusionsflusses von einer
Wildtyp-Maus nach Applikation steigender Phenylephrin-Dosierungen zur Erstellung einer Do-
sis-Wirkungskurve im Gefalbett der isoliert perfundierten Hinterpfoten.

Bei jedem durchgefihrten Experiment wurden die Maximalreaktion einer jeweiligen
Dosis und der dazugehérige Basalwert vor Injektion durch Bildung des Mittelwertes
Uber 8 Sekunden ermittelt. Aus allen Einzelwerten der Versuche wurden die Mittelwerte

fur jeden Punkt der Dosis-Wirkungskurve berechnet.

Die myogene Antwort (Bayliss-Effekt) beruht auf einer dehnungs-induzierten Kontrakti-
on der GefaBmuskulatur, die damit einen Mechanismus zur Autoregulation der Organ-
durchblutung darstellt. Zur Untersuchung der myogenen Gefafantwort im Modell der
isoliert perfundierten Hinterpfoten wurde nach der oben beschriebenen, 10-minttigen
Aquilibrierungsphase unter Perfusion mit der Basislésung der Perfusionsdruck von 100
mmHg wieder schrittweise auf 50 mmHg reduziert. Es erfolgte nun eine stufenweise
Erhdhung des Perfusionsdrucks um jeweils 10 mmHg in 2 Minuten-Abstanden bis ein
finaler Druck von 120 mmHg erreicht war. Anschliefend wurde von der Basisldsung zu
der Calcium-freien Perfusionsldsung gewechselt und das beschriebene Protokoll wie-
derholt, um die passive GefalRantwort zu ermitteln (Abbildung 14). Bei C57BI6/N Wild-
typ-Mausen mit einem geringeren Kérpergewicht wurde das beschriebene Protokoll
wie folgt modifiziert, um eine Odembildung zu verhindern: stufenweise Erhéhung des

Perfusionsdrucks von 40-90 mmHg in 1 Minuten-Abstanden.
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Abbildung 14: Untersuchung des myogenen GefaBtonus. (A) Schematisch dargestelltes
Protokoll des Experimentes zur Analyse der myogenen Gefaltantwort. (B) Sceenshot einer Ori-
ginal-Aufzeichnung; PP: Perfusionsdruck, Flow: Perfusionsfluss, VRes: GefaRwiderstand.

Bei jeder Druckstufe wurde die myogene GefalRantwort des Hinterpfoten-Gefalbettes
aus der Differenz des Widerstandes von Calcium-haltiger zu Calcium-freier Lésung

geteilt durch den Widerstand in Calcium-haltiger Lé6sung prozentual berechnet:

GeféBWiderstandKHR = GeféBWiderstandcabium_frei

[Gefaldtonus (myogener Anteil in %) = - x 100]
Gefalwiderstand 4,
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2.10 lIsoliert perfundierte Mausniere

In einem ahnlichen Perfusionssystem, der isoliert-perfundierten Mausniere, wurden
Experimente in Kooperation mit Herrn Prof. Dr. Frank Schweda, Universitadt Regens-

burg durchgeflihrt.

Nieren von Wildtyp und TRPM4™~ Mausen wurden perfundiert, wie in Schweda et al.
beschrieben (Schweda et al., 2003). Die Aorta abdominalis wurde kandiliert, die rechte
Niere entnommen, in eine temperierte feuchte Kammer platziert und mit einem kon-
stanten Druck perfundiert. Die renale Vene wurde ebenfalls kandliert und das vendse
Effluat wurde zur Bestimmung der Renin-Aktivitdt und des vendsen Blutflusses ge-
sammelt. Als Basislosung fiir die Perfusion wurde eine modifizierte Krebs-Henseleith-
Ldsung, supplementiert mit Rinderserumalbumin und gewaschenen menschlichen Ery-

throzyten, verwendet.

2.11 Untersuchungen zum Renin-Angiotensin-Aldosteron-
System (RAAS)

2.11.1 Plasma-Renin-Konzentration und renale Renin-mRNA

Die Bestimmung der Renin-Aktivitat und der renalen Renin-mRNA wurde im Labor von

Prof. Frank Schweda (Universitat Regensburg) durchgefiihrt.

Um die Plasmareninkonzentration zu bestimmen, wurde in einer enzymatisch kataly-
sierten Reaktion die Renin-abhangige Bildung von Angiotensin | aus Angiotensinogen
mit einem Radioimmunoassay der Firma Byk & DiaSorin Diagnostics ermittelt
(Schweda et al.,, 2003). Durch submandibulare Punktion des Venenplexus wurden
Blutproben von Wildtyp und TRPM4™~ Mausen gewonnen, diese zentrifugiert und das
Plasma in den Test eingesetzt. Der Test beruht auf der Bildung von Angiotensin | aus
Angiotensinogen unter optimalen Bedingungen. Dafur wurde ausreichend Angiotensi-
nogen-Lésung, die aus dem Plasma von nephrektomierten Ratten gewonnen wurde,
zugesetzt und durch eine selektive Enzymblockade mittels einer Phenylmethylsulfonyl-
Losung der Abbau von Angiotensin | verhindert. Die Bildung von Angiotensin | ist durch
Renin enzymkatalysiert. Dabei ist die pro definierte Zeiteinheit gebildete Menge an
Angiotensin | bei konstanten Reaktionsbedingungen proportional der Plasmareninkon-
zentration. Das Prinzip des RIA basiert auf der Kompetition zwischen einer definierten

Menge radioaktiv markiertem Angiotensin | und dem Angiotensin | aus den Probenan-
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satzen um eine begrenzte Zahl an Antikérperbindungsstellen. Nach einer Inkubation ist
die Menge des gebundenen, markierten Angiotensin | reziprok proportional zu der

Menge des freien Angiotensin | in dem Probenansatz.

Die Renin und B-Actin mRNA-Spiegel wurden mittels quantitativer RT-PCR ermittelt
(Wagner et al., 2007).

2.11.2 Bestimmung von Aldosteron im Plasma

Die Plasma-Aldosteron-Konzentration wurde mit Hilfe eines kompetitiven ELISAs der
Firma DRG Instruments (Marburg, EIA-4410) bestimmt.

Das Prinzip dieses enzymatischen Immunoassays beruht auf der Konkurrenz zwischen
einem unmarkierten Antigen (zu untersuchende Proben und Standards) und einem
enzym-gekoppelten Antigen um eine limitierte Anzahl an Antikérper-Bindestellen auf
der Mikrotiterplatte. Je hdher die Antigen-Konzentration in der zu untersuchenden Pro-

be ist, desto weniger markierte Antigen-Molekille werden an die Antikdrper gebunden.

Das Heparin-Plasma wurde durch submandibuldre Punktion des Venenplexus unter
Vermeidung jeglicher Art von Stress fur die Tiere und anschlieRender Zentrifugation
gewonnen. Es wurden fir alle Plasma-Proben Doppelbestimmungen durchgefiihrt und
am Ende der Mittelwert berechnet. Zuerst wurden 50 ul der Proben bzw. Standards mit
100 pl des Konjugats fur 1 h bei 37°C im Brutschrank inkubiert. An die Oberflache der
Mikrotiterplatten ist ein Rabbit Anti-Aldosteron Antikérper gebunden. Hinzugegebenes
Aldosteron aus Plasma konkurriert mit dem biotinylierten Aldosteron-Streptavidin-HRP
(horseradish peroxidase) Konjugat um die Antikérperbindungsstellen. Die folgenden
Waschschritte mit 3 x jeweils 300 yl Waschlésung entfernen ungebundenes Material.
Nach dem Waschen wird das Enzym-Substrat (100 pl) zugegeben, 20 Minuten bei
Raumtemperatur im Dunklen inkubiert und diese enzymatische Reaktion wird durch die
Zugabe 100 pl einer Stopp-Lésung beendet. Das Enzymsubstrat besteht aus einem
.Farbstoff‘ (farbloses Tetramethylbenzidin, TMB) und einem Peroxid (Wasserstoffpero-
xid). Durch die Peroxidase des Enzymkonjugats wird Wasserstoffperoxid in OH-
Radikale gespalten, welche einer Aminogruppe des TMB ein Elektron entreiRen. Das
TMB-Radikalkation ist blau gefarbt. Nach einer definierten Zeit wird das Enzym mit
verdunnter Schwefelsdure denaturiert, so dass es nicht mehr katalytisch aktiv ist.
Durch die Protonierung des TMB-Radikalkations schlagt die Farbe von blau nach gelb
um. Anschlieliend wird die Absorption bei 450 nm bestimmt; die Farb-Intensitat ist in-
vers proportional zu der Aldosteron-Konzentration in der Probe. Eine Standardreihe

von Aldosteronlésungen bekannter Konzentration wird parallel angefertigt und eine
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Kalibrierungskurve erstellt. Durch Interpolation der Messwerte mit dieser Kalibrierungs-
kurve kann schliedlich die Aldosteron-Konzentration der Blutplasmaprobe errechnet

werden.

2.12 Bestimmung von lonenkonzentrationen und
Catecholaminabbauprodukten in Plasma bzw. Urin

Die Bestimmung der Natrium- und Kaliumkonzentrationen in Urin und Plasma erfolgte
mittels eines Flammenphotometers (Eppendorf) im Labor von Prof. F. Schweda. Metal-
le werden bei Erhitzung zur Emission von Licht angeregt, wobei fir die einzelnen Ele-
mente bestimmte Wellenlangen charakteristisch sind. Im Flammenphotometer wird die
Elektrolytiésung im Luftstrom zerstaubt und in einer Gasflamme (Propan oder Acety-
len) zur Emission angeregt. Die charakteristische Emissionslinie wird durch Spektralfil-
ter selektiert und die Intensitat photometrisch gemessen. Die Plasmaproben wurden

durch Punktierung des submandibularen Venenplexus gewonnen (siehe Kapitel 2.6).

Angesauerter 24h Sammel-Urin wurde mittels Hochleistungsfliissigkeitschromato-
graphie mit elektrochemischer Detektion durch Verwendung von handelsiblichen Kits
fur Vanillinmandelsaure (ClinRep Diagnostic Kit VMA in urine, Recipe Chemicals and
Instruments, Minchen) und fiir Metanephrin und Normetanephrin (BioRad Laboratories

GmbH, Minchen) analysiert.

Zur Bestimmung der lonenkonzentrationen bzw. der Catecholaminabbauprodukte (Me-
tanephrin, Normetanephrin und Vanillin-Mandelsaure) im Urin wurden die Mause in
metabolische Kafige (Hatteras Instruments, USA) untergebracht, wo sie freien Zugang
zu Futter und Trinkwasser hatten. Die Stoffwechselkafige bestehen aus einem runden
Plastikbehaltnis mit Gitterboden, in dem sich das Versuchstier befindet. Unterhalb des
Gitterbodens ist ein zweites Plastikbehaltnis lokalisiert, worin ein speziell aus Metall
gefertigter Trichter eingehangen wird. Dieser Trichter ist so konzipiert, dass der durch
das Gitter laufende Urin und herabfallende Kot in ein Urin-/Kot-Trennstiick geleitet
wird. Der Urin sammelt sich an der Aul3enseite des Trennstiicks und tropft in ein Sam-
melgefall ab, wohingegen der Kot durch das Trennstiick am Sammelgefall vorbeigelei-
tet wird. Nach 3 aufeinander folgenden Tagen Eingewdhnungsphase, erfolgte fiir 24h
die Urinsammlung. Die Stoffwechselkafige wurden taglich gereinigt. Hierzu wurde das
Versuchstier entnommen und Kérpergewicht, Wasser- und Futterverbrauch notiert. Die
UrinsammelgefalRe wurden gewechselt und gewogen, um die Urinmenge zu ermitteln.

Nach der Reinigung der Kafige wurden diese neu mit Futter, Wasser und Urinsammel-
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rohrchen bestlckt und das Versuchstier wieder eingesetzt. Die gewonnenen Proben

wurden bis zur Analyse bei -80°C gelagert.

2.13 Bestimmung von Catecholaminen in Mausplasma

Epinephrin- und Norepinephrin-Konzentrationen im Plasma wurden mittels Hochlei-
stungsflissigkeitschromatographie mit elektrochemischer Detektion im Institut fur
Pharmakologie Uber Herrn Prof. F. Schweda in Regensburg bestimmt. Die Blutproben
wurden durch submandibuldre Punktion (siehe Kapitel 2.6) des Venenplexus 10 Se-
kunden nach Fixierung der jeweiligen Maus gewonnen (Ritthaler et al., 1997). Um die
Auswirkungen des Handling-Stresses der Mause auf die Messergebnisse méglichst
gering zu halten, wurden nur Proben analysiert, die sofort nach einmaliger Fixierung

und Punktierung gesammelt werden konnten.

2.14 Histologie der Nebennieren

2.14.1 Intrakardiale Perfusion und Paraffineinbettung

Fur die Anfertigung von Gewebeschnitten erfolgte zunachst eine Vollheparinisierung
mit 83 |.LE. Heparin je Maus, um die Bildung von Mikrothromben im Gefallsystem zu
inhibieren. Aufierdem wurden die Mause durch eine intraperitoneale Injektion mit Aver-
tin anasthesiert. Fur die kardiale Perfusion mit PBS und 4% PFA/PBS wurde die Maus
mit gespreizten Extremitaten auf einer Styroporplatte unter einem Stereomikroskop
fixiert. Es erfolgte die Eréffnung des Peritoneums und des Thorax. Das ausgeschnitte-
ne Segment Thoraxwand wird aufgeklappt und in kranialer Richtung fixiert. Mit einer
Mikroschere wird der linke Ventrikel punktiert und tber eine Metallkanile (Fine Science
Tools, Heidelberg), welche an das PBS- bzw. PFA/PBS-Reservoir tUber Schlauche an-
geschlossen ist, in die linke Herzkammer eingeflihrt, so weit wie moglich in den Aor-
tenbogen vorgeschoben und mit einer Klammer fixiert. Unmittelbar anschlieliend wird
der rechte Vorhof perforiert und das Gefalisystem mit PBS gespult. Nach vollstandiger
Perfusion, erkennbar am PBS-Ausfluss aus dem rechten Vorhof, wird das Ventil vor
der Kanile umgeschaltet und das Gefalisystem mit 4% PFA/PBS perfundiert. An-
schlielend werden die Nebennieren entnommen und nochmals Uber Nacht in 4%
PFA/PBS fixiert.
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Die fixierten Praparate wurden in Histologie-Kassetten umgelagert. Die Entwasserung
und Paraffineinbettung erfolgte in einem Einbettautomaten (Tissue Tek VIP Vacuum
Infiltration Processor 2000, Model 4622, Miles Scientific, USA). Dabei wurden die Ne-
bennieren in einer aufsteigenden Alkoholreihe bei 40°C dehydriert (jeweils 1h in 70%,
80%, 90%, 96% und 2 x 1h in 100% Ethanol) und nach zwei Badern in Xylol in Einbet-
tungsmaterial ,Paraplast* (A6330, Sigma Aldrich, Taufkirchen) eingebettet. Die Prapa-
rate wurden jeweils aus den Einbettkassetten genommen und in kleine Edelstahlwan-
nen (,Cryomolds®, Bio Optica, Mailand, Italien) platziert. AnschlieRend wurde vorge-
warmtes (ca. 60°C) Einbettungsmaterial auf die Praparate gegeben, der Deckel der
Einbettkassette auf die Edelstahlwanne gegeben und alles auf einem Kihlelement
(vorgekailt, -20°C) abgekdihlt.

2.14.2 Erstellung von Gewebeschnitten und HE-Farbung

Zur Erstellung der Gewebeschnitte wurde der Gewebe-Paraffinblock in ein Mikrotom
(Reichert-dung, 2040) eingespannt, parallel zum Messer ausgerichtet und 5 ym starke
Schnitte angefertigt. Diese wurden zuerst in einem Wasserbad bei Raumtemperatur
geglattet und anschlieRend auf einen Objekttrager transferiert, nochmals auf einer
Heizplatte bei 50°C gestreckt und getrocknet. Zum Ablaufen des Paraffins wurden die

Praparate flir 30 min bei 90°C im Brutschrank inkubiert.

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) von Gewebeschnitten stellt eine Stan-
dardmethode in der Histologie dar: Bei dieser Farbetechnik werden basophile Zellkerne
mit Hamatoxylin blau und eosinophile Strukturen wie das Zytoplasma, Kollagen oder
Muskeln mit Eosin rosa bis rot gefarbt. Die in Paraffin fixierten Gewebeschnitte wurden
in einer Xylol/Ethanolreihe deparaffiniert. Hierzu wurden die Schnitte 2 x 3min in Xylol
und je 2 x 2min in 100%, 96% und 70% Ethanol und Leitungswasser inkubiert. An-
schlielend wurden die Schnitte fir 5 min in Mayers Farbelosung Uberflhrt. Die Far-
bung wurde durch Waschen (1 min) unter flieBendem Leitungswasser gestoppt und die
Praparate 20 Sekunden in HCI-Ethanol differenziert. Nach 10 min Wassern unter flie-
Rendem Leitungswasser wurden die Schnitte 5-10 min in Eosin gefarbt. Danach wur-
den die Praparate kurz in Aqua bidest getaucht. AnschlieRend erfolgte die Entwéasse-
rung der Praparate in einer aufsteigenden Alkoholreihe: kurz 2 x in 70% Ethanol und
jeweils 2 x 2min in 96% und 100% Ethanol. Nach 2 x 2min Waschen in Xylol wurden
die Schnitte in Depex eingedeckt. Zur Dokumentation wurden die gefarbten Nebennie-

renschnitte mit 5-, 10- und 32-facher Vergroferung fotografiert (Zeiss, AxioVision).
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2.15 Analyse von motorischer Aktivitat und Exploration in
Offenfeld (open field) Versuch

Der Open Field Test ist ein weit verbreiteter Test bei Nagern zur quantitativen Darstel-
lung der motorischen Aktivitat und des Erkundungsverhaltens (Crawley, 2008). Der
Test wurde jeweils an drei aufeinander folgenden Tagen durchgefiihrt. Dabei ist es
besonders wichtig die Personen, Umgebungsgerausche, Uhrzeit sowie alle weiteren
moglichen Einflussfaktoren konstant zu halten. Die Open-field Apparatur ist eine defi-
niert groRe (37.5 x 76.5 cm?), durch Wande begrenzte Flache, deren Boden in 20
Quadrate gleicher Grole eingeteilt ist. Die Versuchstiere werden einzeln ohne Habitua-
tion in die Mitte des Feldes gesetzt und Uber einen Zeitraum von 5 Minuten bestimmte
Verhaltensweisen der Mause beobachtet und protokolliert. Wichtige Parameter der
Bewertung sind die motorische Aktivitat ermittelt durch die Anzahl der Gberquerten Li-
nien, wobei die diagonale Uberquerung von Quadraten als zwei Uberquerte Linien ge-
wertet wurde, und das individuelle Verhalten. Das Erkundungsverhalten jeder Maus
wurde anhand der Aufrichtungen an der Seitenwand sowie mitten im Raum gemessen.
Auch die Haufigkeit des Putzens und die Abgabe von Kot und Urin wurde protokolliert.
Da der Versuch an drei aufeinander folgenden Tagen durchgefihrt wird, ist zu beach-
ten, dass sich die Versuchstiere an die Umgebungssituation gewdhnen (Habituation)
und dadurch das Erkundungsverhalten und die motorische Aktivitat mit jedem Tag ge-
ringer werden sollten. Diese Wiederholungen ermdglichen Rickschlisse auf das Erin-

nerungsvermaogen.
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3 Ergebnisse

3.1 Hypertonie TRPM4-defizienter Mause: eine integrative

Analyse beteiligter Organe und deren Funktionen

Zur eindeutigen ldentifizierung von TRPM4 Proteinen in Zellen oder Geweben des kar-
diovaskularen Systems wurden von Dr. M. Meissner in unserem Institut Western-Blot-

~~ Mausen

Analysen unter Verwendung von Proteinfraktionen von Wildtyp und TRPM4
und einem affinitats-gereinigten polyklonalen Antikdrper aus Kaninchen, welcher gegen
das aminoterminale Ende von Maus-TRPM4 gerichtet ist, durchgeflhrt (Vennekens et
al., 2007). Ahnlich, wie bereits in Mastzellen beschrieben, konnten TRPM4-Proteine
einer GrofRe von 138 kD in Endothelzellen der Aorta, im Vorhof und Ventrikel, in der

~~ Mausen detektiert

Niere und in der Nebenniere von Wildtyp- aber nicht von TRPM4
werden. Da TRPM4-Proteine Calcium-aktivierte Kationenkanale darstellen, welche das
Membranpotential und den Calcium-Einstrom in Mastzellen regulieren, lag die Vermu-
tung nahe, dass TRPM4 aufgrund der Expression in den oben genannten Geweben

eine Rolle bei der Blutdruckregulation spielen kdnnte.

3.1.1 TRPM4-defiziente Mause sind hypertensiv

Zur Charakterisierung der kardiovaskularen Funktionen in TRPM4-defizienten Mausen
wurden zuerst die basalen hamodynamischen Parameter mittels Radiotelemetrie be-
stimmt. Diese Methode erlaubt das gleichzeitige Aufzeichnen von Blutdruck, Herzfre-
quenz und physischer Aktivitat an frei beweglichen Tieren. Nach der Implantation des
Blutdruck-Transmitters zeigten die Mause typischerweise erhdhte Blutdrucklevel, wel-
che sich im Laufe einer Woche auf ein Basalniveau einstellten (Abbildung 15A). Wah-
rend dieser Anfangsperiode, welche in den TRPM47~ Mausen im Vergleich zu den
Wildtypen unverandert war, erholten sich die Tiere von der Anasthesie und dem opera-
tiven Eingriff. Im Anschluss an die Erholungsphase konnte der mittlere arterielle Druck
unter Ruhebedingungen gemessen werden. Dieser war im Mittel von Tag 9-13 nach
Operation in den TRPM4~~ Mausen um ~11 mmHg erhéht (WT 101.920.5 und TRPM4~
’~112.8+0.7 mmHg, p<0.001) (Abbildung 15A, D).
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Abbildung 15: Erhohter Blutdruck in TRPM4-defizienten Mausen. (A-C) Zeitverlauf des
mittleren arteriellen Blutdrucks (MAP, *p<0.01, A), des systolischen- (SBP, *p<0.05) und diasto-
lischen (DBP, *p<0.01) Blutdrucks (B) und der Herzfrequenz (HF) (C) in Wildtyp (schwarz, n=7-
13) und TRPM4™~ Mausen (rot, n=8-15) nach Implantation des Blutdrucktransmitters. Darge-
stellt sind 24h Tagesmittelwerte. (D) Mittelwerte von MAP, SBP, DBP und Herzfrequenz von
Tag 9-13 nach Operation.

Unter diesen Basalbedingungen waren sowohl der systolische als auch der diastoli-
sche Blutdruck signifikant erhéht (SBP: WT 121.8+0.6 und TRPM4~~ 130.5+0.6 mmHg,
p<0.001; DBP: WT 82.6+0.5 und TRPM4~~ 94.9+0.7 mmHg, p<0.001), wobei der groR-
te Unterschied im diastolischen Blutdruck zu sehen war (Abbildung 15B, D). Es zeigte
sich kein signifikanter Unterschied im Zeitverlauf der Herzfrequenz verglichen an den
jeweiligen Einzeltagen, aber im Mittel der Tage 9-13 nach Implantation war die Herz-
frequenz leicht erhht (Abbildung 15C, D) (HR: WT 517.7+1.8 und TRPM4™ 529.9+1.8
bpm p<0.05).
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Abbildung 16: Zirkadiane Rhythmik
von Blutdruck, Herzfrequenz und
korperlicher Aktivitat. Zirkadiane
Rhythmik des mittleren arteriellen Blut-
drucks (MAP, A), der Herzfrequenz (B)
und der kdrperlichen Aktivitat (C) von
Wildtyp (schwarz, n=7-13) und Trpm4™"
Mé&usen (rot, n=8-15) gemittelt von Tag
9-13 nach Implantation des Blutdruck-
Transmitters. Die Zeitspanne von
18:00h bis 06:00h ist in grau markiert.
(D) Aktivitats-abhangige Analyse von
MAP, systolischem (SBP) und diastoli-
schem (DBP) Blutdruck von Tag 9-13
nach Operation; *p<0.01. Blutdruckwer-
te bei einem koérperlichen Aktivitats-
count gréfRer als 9 (aktiv) oder kleiner
als 9 (nicht-aktiv) wurden analysiert.

In Abbildung 16 wurden zur Analyse
der zirkadianen Rhythmik die ent-
sprechenden Stundenmittelwerte
von den Tagen 9, 10, 11, 12 und 13
nach Implantation gemittelt und im
Tagesverlauf aufgetragen. Hier ist
erkennbar, dass an diesen Tagen
nach Rekonvaleszenz vom operati-
ven Eingriff die TRPM4™~ Mause
wahrend der kompletten Tag-Nacht-
Periode einen erhdhten MAP mit
Akrophasen zwischen 18:00 Uhr
und 01:00 Uhr aufwiesen. Die zirka-
diane Rhythmik der Herzfrequenz
und der korperlichen Aktivitat zeig-
ten keine Unterschiede im Vergleich
zu den Wildtyp Mausen, aber auch
Tag/Nacht-
Rhythmus. Die korperliche Aktivitat

einen deutlichen

ist ein bedeutender Faktor, welcher
den Blutdruck beeinflusst. Aus die-

sem Grund wurden der MAP, der

systolische Blutdruck und der diastolische Blutdruck wahrend aktiver im Vergleich zu

nicht-aktiven Phasen der Mause analysiert. Das verwendete Telemetrie-System ermit-
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telt einen Aktivitats-Index, mit dem die kérperliche Aktivitat der Tiere abgeschatzt wer-
den kann. Aktivitidtswerte kleiner als 9 counts pro Minute wurden als ,nicht-aktiv* und
alle counts gréRer neun als ,kérperlich aktiv® definiert. Wie in Abbildung 16D gezeigt,

waren alle Blutdruck-Parameter in den TRPM4~~

Mausen signifikant erhéht, wobei sich
unter nicht-aktiven Bedingungen die Hypertonie am deutlichsten zeigte (MAP giv: WT:
107.7+0.6 mmHg, TRPM4~~ 119.3+1.1 mmHg, p<0.001; MAP icnt akiv: 98.240.5 mmHg
in WT und 112.3+0.7 mmHg in TRPM4~~ Mausen, p<0.001). Dabei ergab sich der
grofdte Unterschied beim diastolischen Blutdruck wahrend nicht-aktiver Phasen
(DBPhicnt aktive: 78.7£0.6 mmHg in WT und 93.7+0.6 mmHg in TRPM4 7~ Mausen,
p<0.001). Offensichtlich fihrt die Inaktivierung des TRPM4 Kanals zu einer Verschie-

bung des arteriellen Blutdrucks hin zu erhéhten Blutdruckwerten.
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Abbildung 17: Verlauf der Blutdruckparameter von TRPM4-defizienten Mausen liber 24h.
Zeitverlauf des mittleren (A), systolischen (B) und diastolischen Blutdrucks (C) und der physi-
schen Aktivitat (D) tber 24h in Wildtyp (schwarz, n=7-13) und TRPM4~~ Mausen (rot, n=8-15).
Ein Datenpunkt reprasentiert den Mittelwert von 5 Tagen (9-13 post OP) jeweils zwischen 1 und
0 Uhr nachts.
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Werte fur Blutdruck, Herzfrequenz und Aktivitat zeigen eine zirkadiane Rhythmik, wel-
che durch eine niedrige Periode wahrend des Schlafens - d.h. tagsuber - einen lang-
samen Anstieg nach dem Erwachen und einer hohen Plateauphase wahrend des
Wachseins - d.h. nachts - gekennzeichnet ist. In Abbildung 17 ist das Profil des Verlau-
fes des mittleren arteriellen Blutdrucks, des systolischen- und diastolischen Blutdrucks
und der physischen Aktivitat fir 24 Stunden gemittelt unter Basalbedingungen von Tag
9 bis Tag 13 nach Operation graphisch dargestellt. Nahezu Gber den gesamten Tages-
verlauf hinweg bestand ein signifikanter Unterschied bezlglich des MAP (Abbildung
17A) und des diastolischen Blutdrucks (Abbildung 17C) in den TRPM4-defizienten
Mausen im Vergleich zu den Wildtypen. Der systolische Blutdruck war hauptsachlich
wahrend Phasen hoherer korperlicher Aktivitat signifikant unterschiedlich, wohingegen

kein Unterschied im Hinblick auf die Aktivitat der Tiere festgestellt werden konnte.

42
564 )
=] Sad —
jg: 524 % 40
s E. 38
o 48 E 3
= 3
S 44- £ 36
5 44 \ =
g o]
S 40- H 2 341
S ~¢—8—t Xi/ — E]
2 36 . —1— ,} £ 31
@ \} @
21 30>
T 0T e—
0 0o 2 4 6 8 10 12 Tage 9-13 nach OP

Zeit nach OP [Tage]

C D

8,5

~
:

[e2]
!

(&)}
!

[
w
L

N
N

N
f

Herzgewicht / Kérpergewicht [mg/g]
Ao OO D NN ®
oo O O O O O O O O
| |
EE EN HEEEE = anm
Herzgewicht / Kérpergewicht [mg/g]
'S

04

129SvJ TRPM4-/-

Abbildung 18: Blutdruckamplitude und Hypertrophie in TRPM4-defizienten Mausen. (A)
Zeitverlauf der Blutdruckamplitude von Wildtyp (schwarz, n=7-13) und TRPM4-defizienten Mau-
sen (rot, n=8-15) nach Implantation. (B) Analyse der Blutdruckamplitude von Tag 9-13 nach
Operation. (C-D) Darstellung der Einzelwerte und Gruppenstatistik des Verhaltnisses von Herz-
gewicht zu Kérpergewicht in Wildtyp (n=17) und TRPM4™~ Mausen (n=25).
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In der Blutdruckamplitude zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den bei-
den Genotypen verglichen an den jeweiligen Einzeltagen (Abbildung 18A), aber im
Durchschnitt der Tage 9-13 nach Implantation des Blutdrucktransmitters war die Blut-
druckamplitude leicht erniedrigt (Abbildung 18B). In einem Alter von 6 bis 8 Monaten
zeigte sich bei den TRPM4-defizienten Mausen eine signifikante Herzhypertrophie, die
Folge der Hypertonie oder Folge der Inaktivierung von TRPM4 in kardialen Zellen sein
kann. Die Abbildung 18C&D veranschaulicht das Verhaltnis von Herzgewicht zu Kor-
pergewicht der einzelnen gemessenen Mause und die Gruppenanalyse (WT 4.9+0.1
mg/g und TRPM47~ 5.620.2 mg/g, p<0.05). Veranderungen der Herzfunktion kénnen
eine Verschiebung des basalen Blutdrucks hervorrufen, aber Druck-Volumen Messun-
gen im linken Ventrikel mittels eines miniaturisierten P-V-Katheters (Millar Instruments
Inc., USA) ergaben keine Unterschiede beziliglich des Herzschlagvolumens und des
Herzzeitvolumens in anésthesierten TRPM4™~ Mausen und Wildtyp-Kontrollen (Koope-

ration mit P. Herijgers und G. van der Mieren, Herzchirurgie, Universitat Leuven).

3.1.2 Flussigkeitshaushalt und RAAS in TRPM4-defizienten Mausen

Der arterielle Blutdruck hangt neben der Herzfunktion ebenso von Veranderungen des
Blutvolumens und dessen Regulation und vom totalen peripheren Widerstand, beides

wiederum abhangig vom Renin-Angiotensin-Aldosteron-System, ab.

Die Fahigkeit der Renin-Sekretion der TRPM4-defizienten Mause im Vergleich zu Wild-
typ Mausen wurde in dem Modell der isoliert-perfundierten Niere untersucht (Koopera-
tion mit Prof. Dr. F. Schweda, Physiologie, Regensburg). Eine Stimulation der Renin-
Sekretion mit Isoproterenol und eine darauf folgende Inhibition mit Angiotensin Il war in
Abwesenheit von TRPM4 unverandert (Abbildung 19A). Dies schlie3t einen wesentli-
chen Defekt der Renin-bildenden juxtaglomerularen Zellen aus. Ebenfalls war die rena-
le Expression der Renin mRNA in den TRPM4~~ Mausen vergleichbar zu der der Wild-
typen und die Plasma-Renin-Aktivitat war nicht erhéht, sondern eher erniedrigt, was als
ein sekundarer Effekt der Hypertonie erklart werden kénnte (Abbildung 19B). In
Abbildung 19C ist die Plasma Aldosteron Konzentration von TRPM4™ und Wildtyp
Mausen graphisch dargestellt. Es konnten keine Veranderungen der Plasma Aldoste-

/-

ron Konzentration in den TRPM4™" Mausen im Vergleich zu den Wildtyp Mausen fest-

gestellt werden.
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Abbildung 19: Renin-Angiotensin-Aldosteron-System in TRPM4™~ Miusen. (A) Renin-
Aktivitat im Perfusat der isolierten Niere von Wildtyp (schwarz) und TRPM4™~ Mausen (rot,
n=3/Genotyp) vor und nach Applikation von Isoproterenol (10 nM) und Angiotensin Il (0.1-1 nM).
(B) Renale Renin mRNA Expression normalisiert auf p-Aktin mRNA in Wildtyp (n=5) und
TRPM4™ Mausen (n=6) und Plasma Renin Aktivitat (rechts) in TRPM4™ (n=25) und Wildtyp
(n=23) Mausen. (C) Plasma Aldosteron Konzentration von Wildtyp und TRPM4™~ Mausen
(n=18/Genotyp).

Fir die Bestimmung der Elektrolyte Natrium und Kalium im Plasma und im Urin, wur-
den einerseits Blutproben der TRPM4™~ und Wildtyp Mause durch submandibulére
Punktion gewonnen und andererseits Urinproben in Stoffwechselkafigen gesammelt
und diese mittels flammenphotometrischer Messung quantifiziert.
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Abbildung 20: Elektrolyt- und Fliissigkeitshaushalt. (A) Serum-Elektrolyt Konzentrationen
(n=19/Genotyp), (B) Elektrolyt-Ausscheidung (WT: n=21, TRPM4™~ n=22) im 24h Urin und 24h
Urinvolumen (C, WT: n=21, TRPM4™~ n=22).
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Die lonenkonzentrationen im Serum und im Urin waren unverandert (Abbildung
20A&B). Das ausgeschiedene Urinvolumen war in den TRPM4~~ Mausen um etwa
20% erhoht (Abbildung 20C).
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Abbildung 21: Hamatokrit und Plasmavolumen. (A) Statistische Analyse des Hamatokrits (A,
n=8/Genotyp) und des Plasmavolumens (B, n=5/Genotyp) von Wildtyp und TRPM4™ Mausen.

Eine Hypertonie kann auch als Folge eines gesteigerten Blutvolumens auftreten. Zur
Bestimmung des Blutvolumens wurden sowohl das Verhaltnis der Erythrozyten zum
Gesamtvolumen (Hamatokrit) als auch das Plasmavolumen bestimmt. Der Hamatokrit
der TRPM4™~ Mause war im Vergleich zu den Wildtypen nicht verdndert (Abbildung
21A). Die genaue Bestimmung des Plasmavolumens erfolgte mittels einer Verdun-
nungsmethode durch Nachweis eines im Plasma l6slichen Farbstoffs. Uber eine Injek-
tion in die Schwanzvene wurde den Mausen eine definierte Menge einer Farbstoffl-
sung verabreicht. Nach funf Minuten und damit gleichmaRiger Verteilung der injizierten
Lésung im Kreislauf wurde eine Blutprobe entnommen, abzentrifugiert und mittels Pho-
tometrie die optische Dichte der Farbstoffverdinnung gemessen. Aus diesen Werten
konnte durch gleichzeitige Erstellung einer Standardreihe definierter Farbstoffkonzen-
trationen das Plasmavolumen errechnet werden. Es zeigte sich kein signifikanter Un-

~~ Mause. Da sich sowohl Hamatokrit als

terschied des Plasmavolumens der TRPM4
auch das absolute Plasmavolumen und somit das Gesamtblutvolumen beider Genoty-
pen nicht unterscheiden, ist die Hypertonie nicht auf eine Erhéhung des Blutvolumes

zuruckzufiuhren.
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3.1.3 Regulation der GefaBkontraktilitat in TRPM4-defizienten Mausen

Der arterielle Blutdruck wird durch ein Zusammenspiel verschiedenster Vasokonstrikto-
ren und Vasodilatatoren und durch autoregulatorische myogene Mechanismen beein-
flusst. Aus diesem Grund wurde die Reaktivitat der GefaBmuskulatur in vivo und in

vitro untersucht.
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Abbildung 22: Blutdruck- und Herzfrequenzédnderungen nach Phenylephrin-Applikation.
Mittlerer arterieller Blutdruck (links) und Herzfrequenz (rechts) nach intraperitonealer Injektion
steigender Phenylephrin-Dosierungen (A: 0.1 mg/kg KG, B: 0.3 mg/kg KG, C: 1.0 mg/kg KG,
WT n=7, TRPM4™~ n=9, WT: schwarz; TRPM4~"~ : rot).
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Getestet wurde der Effekt der TRPM4-Deletion auf die Gefallkontraktilitat in vivo mit-
tels des Radiotelemetrie-Systems, an isolierten GefalRsegmenten der Aorta thoracalis
im Organbad und an Widerstandsgefallen am Modell der isoliert-perfundierten Hinter-
pfoten der Maus. Direkte Stimulation der as-adrenergen Rezeptoren nach intraperito-
nealer Injektion verschiedener Phenylephrin-Konzentrationen resultierte in vergleichba-
ren Anstiegen des mittleren arteriellen Blutdrucks und Anderungen der Herzfrequenz in
beiden Genotypen (Abbildung 22A-C). Die Blutdruck-steigernde Wirkung von Phenyle-
phrin war dosisabhangig. Bei einer Dosis von 0.1 mg/kg Korpergewicht stiegen sowohl
MAP als auch Herzfrequenz stark an und erreichten etwa nach 35 Minuten wieder den
Ruhewert (Abbildung 22A). Nach Gabe einer Phenylephrin-Dosis von 0.3 mg/kg KG
erhohte sich der Blutdruck noch starker, wobei die Herzfrequenz schon nicht mehr so
stark anstieg (Abbildung 22B). Die héchste verabreichte Phenylephrin-Dosis (1.0
mg/kg KG) verursachte auch die starkste Steigerung des mittleren arteriellen Blut-
drucks (WT +49.3+1.7 mmHg und TRPM4™~ +44.0+2.1 mmHg). Im Vergleich zu den
niedrigeren Dosierungen fiel hierbei die Herzfrequenz durch die Aktivierung der Baro-
rezeptoren reflektorisch ab (WT -76.948.1 bpm und TRPM47~ -96.6+10.1 bpm;
Abbildung 22C). Aus Kontrollexperimenten war bereits bekannt, dass der initiale Blut-
druckanstieg nach intraperitonealer Injektion innerhalb der ersten Minuten auch bei
einer Injektion von Kochsalzlésung beobachtet wird und damit durch die Injektion und
nicht durch das injizierte Arzneimittel hervorgerufen wird.Die Kontraktilitdt von isolierten
Aortenringen als Antwort auf Zugabe von Phenylephrin wurde unter isometrischen Be-
dingungen im Organbad analysiert. Zur Erstellung einer Konzentrations-Wirkungs-
Kurve wurden Messreihen mit steigenden Phenylephrin-Konzentrationen (0.01-30 uM)
durchgefiihrt; eine Originalmessung eines praparierten Aortenrings nach Zugabe stei-
gender Phenylephrin-Konzentrationen ist jeweils flir Wildtyp und Knockout in Abbildung
23A&B gezeigt. Hinsichtlich der beiden untersuchten Gruppen konnten bei den durch
Phenylephrin hervorgerufenen Kontraktionen keine signifikanten Unterschiede festge-
stellt werden (Abbildung 23C; ECso: WT 1.0£0.2 uM; TRPM4™ 0.940.1 uM). Zur Unter-
suchung der Kontraktilitdit von Widerstandsgefallen wurde das Modell der isoliert-
perfundierten Hinterpfote gewahlt. Unter Avertin-Anasthesie wurde die Aorta abdomi-
nalis der Maus kandliert, die Vena cava longitudinal eréffnet und das Gefalibett bei
einem konstanten Druck von ~100mmHg mit physiologischer Lésung perfundiert. Stei-
gende Phenylephrin-Konzentrationen wurden als Bolus von 200l appliziert und der
GefalRwiderstand durch Messung des Perfusionsflusses errechnet. In Abbildung 23 E
und F ist jeweils eine Originalmessung einer Wildtyp- und TRPM4-defizienten Maus-

praparation graphisch dargestellt.
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Abbildung 23: Phenylephrin-induzierte GefaBkontratilitat. (A-B) Originalmessung der Phe-
nylephrin-induzierten Kontraktion eines Wildtyp- (A) und TRPM4™ (B)-Aortenrings. (C) Konzen-
trations-Wirkungskurve Phenylephrin-induzierter Kontraktion von isolierten Aortenringen (WT
n=7, TRPM4™~ n=8). (D) Dosis-Wirkungskurve der Anderungen des Flusses und des Wider-
standes nach Applikation von Phenylephrin im Gefal3bett der Hinterpfoten (n=9/Genotyp). (E-F)
Originalmessung des Gefallwiderstandes und des Perfusionsflusses der isoliert-perfundierten
Hinterpfoten von Wildtyp (E) und TRPM4™~ (F) Mausen; Bolusinjektionen von Phenylephrin sind
mit Pfeilen gekennzeichnet (in uM).

Die Zugabe steigender Phenylephrin-Konzentrationen resultierte in einer vergleichba-
ren Reduktion des Perfusionsflusses und einem Anstieg des Gefal3widerstandes in
TRPM4~~ und Wildtyp Mausen (Abbildung 23D). Ebenfalls waren die Absolutwerte des
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basalen Perfusionsflusses nicht verandert (WT: 11.0£1.1 mi/min, TRPM4™~ 13.320.9
ml/min, p=0.13) und nach Applikation der héchsten Phenylephrin-Dosis (100 uM Bolus)
war der Perfusionsfluss nahezu komplett reduziert (WT: 1.520.4 ml/min, TRPM4~"~
2.1£0.4 ml/min, p=0.3). Ahnliche Ergebnisse konnten bei der intraperitonealen Gabe
von Norepinephrin und Epinephrin im Modell der isoliert-perfundierten Hinterpfote beo-
bachtet werden (Abbildung 24, Abbildung 25).
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Abbildung 24: Blutdruck- und Herzfrequenzanderungen nach Norepinephrin-Applikation.
Mittlerer arterieller Blutdruck (links) und Herzfrequenz (rechts) nach intraperitonealer Injektlon
verschiedener Dosen Norepinephrin. (A) 0.1 mg/kg KG Norepinephrin (WT: n=7, TRPM4™~ n=9.
(B) 0.3 mg/kg KG Noreplnephrln (WT: n=7, TRPM4~~ n=8). (C) 1.0 mg/kg KG Norepinephrin
(WT: n=6, TRPM4™ n=7).
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Im Vergleich zu der héchsten Phenylephrin-Dosis konnte im Falle der intraperitonealen
Applikation von Norepinephrin keine Herzfrequenzsenkung, sondern bei allen Dosie-
rungen eine sich steigernde Herzfrequenz festgestellt werden. Auch bei intraperitonea-
ler Injektion steigender Norepinephrin-Konzentrationen lie3 sich eine Dosis-
Abhangigkeit des Blutdruck- und Herzfrequenzanstiegs feststellen. Nach Applikation
von 0.1 mg/kg KG Norepinephrin stieg der mittlere arterielle Blutdruck nach wenigen
Minuten um etwa 45 mmHg an, wobei die Auswirkungen auf die Herzfrequenz noch
nicht ausgepragt war (Abbildung 24A). Starkere Auswirkungen auf sowohl den MAP als
auch die Herzfrequenz konnten bei einer hoheren Dosis (0.3 mg/kg KG) beobachtet
werden (Abbildung 24B). Die Auswirkungen der héchsten verabreichten Dosis Norepi-
nephrin (1.0 mg/kg KG) zeigten sich in einer Steigerung des mittleren arteriellen Blut-
drucks um durchschnittlich 65 mmHg und einer Herzfrequenzsteigerung von etwa 250
bpm (Abbildung 24C). Weder nach intraperitonealer Applikation von Phenylephrin noch
von Norepinephrin konnten signifikante Unterschiede bezlglich der Steigerung des
mittleren arteriellen Blutdrucks und der Herzfrequenz beider untersuchten Gruppen

festgestellt werden.
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Abbildung 25: Kontraktilitit von WiderstandsgefdaBen nach Epinephrin-Applikation. (A)
Originalmessung des Perfusionsflusses der isoliert-perfundierten Hinterpfote; Bolusinjektionen
von Epinephrin sind mit Pfeilen gekennzeichnet. (B) Mittlere Anderungen des Perfusionsflusses
nach Applikation von Epinephrin im Gefalbett der Hinterpfoten (n=6/Genotyp).
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Die Kontraktilitdét von Widerstandsgefafien wurde im Modell der isoliert-perfundierten
Hinterpfoten untersucht. Die Applikation von Epinephrin, einem Agonisten an a- und -
Adrenozeptoren, ergab vergleichbare Anderungen im Perfusionsfluss. Bei niedrigen
Dosierungen konnte ein ahnlicher Anstieg des Perfusionsflusses in beiden Gruppen
durch [B-adrenerge Stimulation beobachtet werden. Mit steigenden Epinephrin-
Dosierungen wurde die Vasokonstriktion, vermittelt durch Aktivierung der a-adrenergen

Rezeptoren, immer deutlicher (Abbildung 25).

Eine Stimulation von B-Adrenozeptoren mit dem synthetischen nicht-selektiven B-
Adrenozeptor-Agonisten Isoproterenol (2 pg/kg i.p.) in vivo (Abbildung 26A) zeigte kei-

ne Unterschiede in der positiv chronotropen Wirkung.
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Abbildung 26: Regulation von Herzfrequenz bzw. GefaRRkontraktilitat nach Isoproterenol-
Applikation. (A) Herzfrequenz nach Injektion von Isoproterenol (2 pg/kg KG i.p., WT: n=7,
TRPM4™ : n=8). (B) Dosis-Wirkungs-Kurve der Anderungen des GefaBwiderstands nach Appli-
kation steigender Mengen von Isoproterenol im Modell der isoliert-perfundierten Hinterpfote
(WT: n=6, KO: n=7). (C-D) Originalaufzeichnungen der Reaktion des GefalRwiderstandes und
Perfusionsflusses auf Isoproterenol in Wildtyp (C) und TRPM4™~ (D).
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Kurz nach Injektion stieg die Herzfrequenz beider Genotypen von einem Ruhewert von
etwa 500 bpm ausgehend auf durchschnittlich 670 bpm an. Ebenfalls konnten keine
Unterschiede in der Relaxation der glatten Muskelzellen im Modell der isoliert-
perfundierten Hinterpfote beobachtet werden (Abbildung 26B-D). Im Gegensatz zu der
Reaktion auf Epinephrin, bei der sich in niedriger Dosis die Relaxation Uber Bo-
Adrenozeptoren und in héheren Dosen die aj-adrenerge vermittelte Vasokonstriktion
zeigte, wiesen die Hinterpfotenpraparate bei Isoproterenolgabe nur die Komponente
der Relaxation auf, da dessen Reaktion ausschliel3lich Uber B-Adrenozeptoren vermit-
telt wird. Dadurch kommt es in vivo (Abbildung 26A) neben der direkten Wirkung tber
B4-Adrenozeptoren zusatzlich Uber das Hervorrufen einer reflektorischen Tachykardie

zu einer maximal positiven Chronotropie.

Das Endothel arterieller Gefalie vermittelt vaskulare Kontraktilitat durch die Freisetzung
vasoaktiver Substanzen und beeinflusst damit den Blutdruck. In vielen Modellen fir
eine Hypertonie ist diese assoziiert mit einer veranderten endothel-abhangigen Vasore-
laxation. Die Beteiligung der Stickstoffmonoxid-Freisetzung an der Aufrechterhaltung
des Ruheblutdrucks bei den TRPM4-defizienten Mausen im Vergleich zu Wildtypen
wurde durch intraperitoneale Injektion des Stickstoffmonoxid-Synthase-Inhibiotors Nw-
nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME, 25 mg/kg i.p.) getestet (Abbildung 27A). In die-
sem Experiment war innerhalb einiger Minuten nach der Injektion ein schneller Anstieg
des Blutdrucks zu beobachten. Etwa 35 Minuten nach der Injektion erreichte der mittle-
re arterielle Blutdruck sowohl bei den Wildtyp- als auch bei den TRPM4-defizienten
M&usen ein Plateau und begann etwa nach 100 Minuten wieder langsam zu fallen,
wobei er allerdings erst nach 600 Minuten wieder den Ausgangswert erreichte. Unmit-
telbar nach der Injektion war parallel zu dem Blutdruckanstieg in beiden Gruppen eine
reflektorische Bradykardie zu beobachten. Etwa 30 Minuten nach der Applikation hatte
sich in beiden Gruppen gleichermalien eine Bradykardie mit Werten um 325 bpm aus-
gebildet. Der durch L-NAME induzierte Blutdruckanstieg (WT: +33.0£0.5 mmHg;
TRPM4~": +38.4+0.4 mmHg) und die reflektorische Bradykardie war vergleichbar in
den Wildtyp und TRPM4™~ Mausen (WT: -128.24+2.7 bpm, TRPM4™": -159.4+2.3 bpm).

Zusatzlich wurde die Endothel-abhangige Gefalirelaxation nach Applikation von Ace-
tylcholin sowohl an isolierten Aortenringen (Abbildung 27B), als auch an Widerstandge-
falken untersucht (Abbildung 27C-D). Die Aortenringe wurden mit 3 yuM Prostaglandin-
F2a vorkontrahiert, wobei keine Unterschiede zwischen Wildtypen und TRPM4-
defizienten Tieren festgestellt wurde. Bei Erreichen des Kontraktionsmaximums wurde

die Endothel-abhangige Relaxation mittels 3 uM Acetylcholin erzeugt.
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Abbildung 27: Endothel-abhdngige Vasorelaxation in TRPM4-defizienten Mausen. (A)
Mittlerer arterieller Blutdruck (links) und Herzfrequenz (rechts) nach intraperitonealer Injektion
von L-NAME (25 mg/kg KG) von Wildtyp (schwarz, n=7) und TRPM4~~ Mausen (rot, n=9). (B)
Prozentuale Gefaldrelaxation der Aortenringe von Wildtyp (n=20) und TRPM4™~ Mausen (n=21)
nach Applikation von 3 uM Acetylcholin ausgehend von einer Vorkontraktion hervorgerufen
durch 3 yM PGF2a. (C) Anderungen des GefaRwiderstandes nach Applikation steigender Ace-
tylcholin-Konzentrationen im Modell der isoliert-perfundierten Hinterpfote (n=7/Genotyp). (D)
Originalmessungen von GefalRwiderstand und Perfusionsfluss nach Gabe steigender Acetylcho-
lin-Dosierungen im Hinterpfotengefalbett von Wildtyp (links) und TRPM4™ (rechts).
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Die Vasorelaxation betrug im Wildtyp 61.7+2.7% und im Knockout 65.7+3.1% und da-
mit konnten keine Unterschiede zwischen den untersuchten Genotypen festgestellt
werden. Die Dosis-Wirkungskurve der Verminderung des GefaRwiderstandes nach
Zugabe steigender Acetylcholin-Dosierungen (Abbildung 27C) im Modell der isoliert-
perfundierten Hinterpfoten verdeutlicht, dass die starkste Relaxation nach Applikation
von Acetylcholin im Bereich zwischen 1.0 und 10 uM hervorgerufen werden konnte.
Die drei héchsten Dosierungen riefen alle eine etwa gleich starke Relaxation der Wi-

derstandsgefale im Modell der isoliert-perfundierten Hinterpfote hervor.

Zur Untersuchung einer Beteiligung von TRPM4 an der Regulation der myogenen Ge-
faRantwort in WiderstandsgefaRen wurden in Abhangigkeit vom Perfusionsdruck Ande-
rungen des GefaRwiderstandes der Hinterpfoten von TRPM4™~ und Wildtyp Mausen
analysiert. Da postuliert wurde, dass TRPM4 eine Rolle bei der myogenen Gefafltant-
wort in Cerebralarterien spielen soll, wurden diese Experimente mit TRPM4-defizienten
Mausen auf zwei verschiedenen Wildtyp-Hintergriinden durchgefiihrt. Zum einen wur-
den die Messungen an den bisher verwendeten TRPM4™~ Mausen und 129SvJ Wild-
typ-Kontrollen, zum anderen an TRPM47-
C57Bl6 Wildtyp-Kontrollen durchgefuhrt (Abbildung 28). Bei allen Experimenten wurde
der Druck, mit dem die abdominelle Aorta perfundiert wurde, zuerst schrittweise auf ein
Niveau von 100 mmHg (129SvJ Mause) bzw. 90 mmHg (C57BI6 Mause) erhdht. Unter

diesen Bedingungen entwickelte sich ein spontaner myogener Gefalltonus, welches

Mausen auf einem C57BI6 Hintergrund und

am Beispiel der Acetylcholin-induzierten Relaxation ohne vorherige Vorkontraktion ge-
zeigt werden konnte. Zur Untersuchung der myogenen Antwort wurde der Perfusions-
druck schrittweise in jeweils 10 mmHg Schritten erhdht; Startpunkt waren 50 mmHg
(129SvJ) bzw. 40 mmHg (C57B6) und Endpunkt 120 mmHg bzw. 90 mmHg. Anschlie-
Rend wurde das gleiche Protokoll unter Calcium-freien Bedingungen wiederholt und die
durch Dehnung der GefalRwand hervorgerufene Vasokonstriktion bei einem definierten
Perfusionsdruck ermittelt. Die Erhéhung des intravaskularen Drucks induzierte eine
vergleichbare myogene Antwort in allen untersuchten Gruppen (Abbildung 28C&D).
Dies zeigte, dass der erhohte Blutdruck in den TRPM4-defizienten Mausen nicht durch
eine veranderte myogene Gefallantwort der peripheren Widerstandsgefalie erklart

werden konnte.
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Abbildung 28: Analyse des Druck-induzierten GefaBwiderstandes von TRPM4-defizienten
Miusen. (A&B) Anderungen des GefaRwiderstandes unter Perfusion mit physiologischer L&-
sung (schwarz, rot) oder Calcium-freier Losung (grau, dunkel-rot) als Perfusat in Wildtyp
(129SvJ, A oben, n=11; C57BI6 B oben, n=9) und TRPM4™~ (129SvJ-Hintergrund, A unten,
n=10; C57BI6-Hintergrund, B unten, n=9) Mausen. (C&D) Analyse der myogenen Antwort in
Abhangigkeit des Perfusionsdrucks berechnet aus (A bzw. B).

Angiotensin Il, gebildet durch das Angiotensin I-konvertierende Enzym (ACE), ist einer
der wichtigsten Vasokonstriktoren, welche den Blutdruck regulieren. Allerdings wird der

Blutdruck auch durch ACE-unabhangige Bildung von Ang Il durch Chymasen reguliert.
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Chymasen sind Serin-Proteasen, welche hauptsachlich von im Gefallinterstitium sit-
zenden Mastzellen sekretiert werden (Li et al., 2004; Okunishi et al., 1984). Da die An-
tigen-induzierte Mastzell-Degranulation in den TRPM47~ Mausen erhdht st
(Vennekens et al., 2007), wollte ich untersuchen, ob eine erhéhte Mastzell-abhangige
Chymase-Aktivitdt an der Enstehung der Hypertonie beteiligt sein kann. Ich habe die
Kontraktion von WiderstandsgefaRen nach Applikation eines Ang | Analogons ([Pro'",
DAla'?] Ang 1) analysiert. Dieses synthetische Substrat wird ausschlieRlich von Chyma-
sen und nicht von ACE zu Ang Il umgesetzt. Die Perfusion des Gefalibettes der Hin-
terpfoten mit einer ([Pro’", DAla'?] Ang | enthaltenden Lésung (1 uM) resultierte inner-
halb von 60 Sekunden in einer Reduktion des Perfusionsflusses um 46 Prozent in
Wildtyp Mausen und in einer vergleichbaren Verminderung des Perfusionsflusses bzw.
einem gleichzeitigen Anstieg des GefalBwiderstandes im Gefallbett der Hinterpfoten
von TRPM4~~ M&usen (Abbildung 29).
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Abbildung 29: [Pro", DAla'*] Ang | -induzierte GeféBantwort in TRPM4-defizienten Mau-
sen. (A) Gemittelte Anderungen des Perfusatflusses und des GefaRwiderstandes der ersten 60
Sekunden nach Wechsel zu einer Perfusionsldsung, die 1 yM des Chymase-Substrates [Pro",
DAla'?] Ang | (n=5/Genotyp) enthalt. (B) Peak-Perfusionsfluss und -GefaRwiderstand berechnet
aus den Experimenten gezeigt in A.

Da das wirksame vasokonstriktorische Peptid in der GefalRwand erst durch die Chyma-
sen gebildet werden muss, wurde hier kein Bolus appliziert, sondern mit [Pro'!, DAla'?]

Ang | (1pM) konstant perfundiert.
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3.1.4 Neurogene Mechanismen sind an der Hypertonie TRPM4-defizienter
Mause beteiligt

Zentrale Einflisse auf die Blutdruckregulation kdnnen durch Anderungen des Tonus
des parasympathischen und sympathischen Nervensystems vermittelt werden, wobei
eine hohe sympathische Aktivitat oft bei Patienten mit essentieller Hypertonie beobach-
tet wird (Esler et al., 2001; Guyenet, 2006).

Aufgrund der Expression von TRPM4 in verschiedenen Regionen des zentralen Ner-
vensystems, wie im Thalamus, Hypothalamus, Medulla oblongata, Pons und Ricken-
mark (Lein et al., 2007) wurde der Einfluss neurogener Mechanismen zur Ausbildung
der Hypertonie in den TRPM47~ Mausen getestet. Zur Untersuchung der Blutdruck-
und Herzfrequenzregulation ohne die Beteiligung des vegetativen Nervensystems wur-
de den Mausen Hexamethonium appliziert. Der Ganglienblocker Hexamethonium ist
ein Antagonist an neuronalen nikotinergen Acetylcholin-Rezeptoren und blockiert somit
sowohl den Einfluss des Sympathikus als auch des Parasympathikus auf den Blut-
druck. Abbildung 30A zeigt den Blutdruckverlauf vor und nach Inhibition der gangliona-
ren Ubertragung mit Hexamethonium (20 mg/kg KG i.p.). Durch die Blockade des sym-

pathischen und parasympathischen Einflusses zeigten die TRPM4™-

Mause eine gro-
Rere Reduktion des mittleren arteriellen Blutdrucks, so dass der Unterschied im basa-
len MAP zwischen den beiden Genotypen aufgehoben war (WT AMAP 23.5t5.9
mmHg; TRPM4~~ AMAP 31.248.6 mmHg, Abbildung 30A&C). Die blutdrucksteigernde
Wirkung nach Sympathikus-Aktivierung erfolgt zu einem grofen Teil Uber Stimulation
von as-Adrenorezeptoren. Um diesen Einfluss zu untersuchen, wurde den Tieren Pra-
zosin (1 mg/kg KG), ein as-Adrenozeptor-Antagonist, appliziert. Nach intraperitonealer
Injektion ergab sich ein vergleichbares Ergebnis wie bei Hexamethonium (WT: AMAP
14.7+3.0; TRPM4™~ AMAP 18.9+6.4 mmHg, Abbildung 30B&C). Diese Ergebnisse deu-
teten auf einen erhdhten sympathischen Tonus der TRPM4-defizienten Mause hin. Da
eine erhohte sympathische Aktivitat oft in erhéhten systemischen Catecholamin-Leveln
resultiert, wurden die Konzentrationen von Epinephrin und Norepinephrin im Plasma
und deren Metabolite im Urin der Mause analysiert (Abbildung 30D&E). Es stellte sich
heraus, dass die Plasma-Epinephrin Konzentrationen sowie die Konzentration von Me-

tanephrin und Vanillinmandelsdure im Urin der TRPM4™~

Mause im Vergleich zu den
Wildtypen signifikant erhdht und die von Norepinephrin und Metanephrin tendenziell

ebenfalls erhoht waren.
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Abbildung 30: Neurogene Mechanismen sind an der Hypertonie der TRPM4-defizienten
Mause beteiligt. (A) Zeitverlauf des MAP (links) und der Herzfrequenz (rechts) vor und nach
Injektion von Hexamethonium (20 mg/kg KG, i.p.) und (B) von Prazosin (1 mg/kg i.p.) in
TRPM4™ (rot, n=7) und Wildtyp (schwarz, n=9) Mausen. (C) Durchschnittlicher MAP vor und
nach Injektion von Hexamethonium (links) und Prazosin (rechts) analysiert aus A und B. (D)
Plasma Epinephrin und Norepinephrin Konzentrationen (n=14/Genotyp,*p<0.01). (E) Catecho-
lamin-Metabolit-Konzentrationen im Urin von Wildtyp (n=15, fir VMA n=6) und TRPM4~~ Mau-
sen (n=14, fur VMA n=8; *p<0.05).
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3.1.5 Histologie der Nebennieren

Die Nebennieren sind von einer Bindegewebskapsel (Capsula fibrosa) umgeben und
bestehen weiterhin aus dem Nebennierenmark (Medulla glandulae suprarenalis) und
der Nebennierenrinde (Cortex glandulae suprarenalis). Eine Ubersicht ist anhand eines
H.E.-gefarbten Paraffinschnittes einer Nebenniere von einer Wildtyp Maus in Abbildung
31 gezeigt. Die Nebennierenrinde zeigt ein Dreischichtenaufbau. Der periphere sub-
kapsulare Rindenbereich besteht aus Ballen und Gruppen von Zellen, die vorwiegend
Aldosteron bilden und wird Zona glomerulosa genannt. In der mittleren Zona fascicula-
ta sind die Zellen in radiaren Strangen angeordnet, welche vorwiegend Glukokortikoide
bilden. In der marknahen Zona reticularis bilden die Zellen einen netzartigen Verband;

hier werden ebenfalls Glukokortikoide und Androgene gebildet.
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Abbildung 31: Histologischer Uberblick iiber eine Nebenniere einer Wildtyp Maus.

Das Nebennierenmark liegt im Inneren der Nebenniere und weist aufgrund der Em-
bryogenese in morphologischer, wie in physiologischer Hinsicht, eine weitgehende
Ubereinstimmung mit den sympathischen Paraganglien auf. Ein Charakteristikum der
Markzellen ist, dass sie sich mit Chromsalzen braun anfarben lassen; daher werden sie
als chromaffine Zellen bezeichnet. Sie produzieren aus L-Tyrosin sowohl Adrenalin (zu

~80%) als auch Noradrenalin (zu ~20%).

Histologische Untersuchungen von Nebennieren zeigten keine morphologischen Un-
terschiede zwischen Wildtyp und TRPM4™~ Mausen. In den Ubersichtsaufnahmen
konnte in beiden Genotypen die dreischichtige Rinde und das Mark eindeutig vonein-
ander abgetrennt werden (Abbildung 32). Auch das Verhaltnis von Mark zu Rinde und
der Rindenschichten untereinander war vergleichbar und ohne pathologische Auffallig-
keiten. Weiterhin wurde kein infiltrierendes Wachstum oder vermehrte Vaskularisierung
gefunden. Bei ndherer Betrachtung stellten sich die Zellkerne gleichférmig gro® und mit

normalem Kern-/Plasma-Verhaltnis dar. Aus den genannten Grinden wurde ein Pha-
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ochromozytom als Ursache der Hypertonie in den TRPM4-defizienten Mausen ausge-

schlossen.

1295vJ

Abbildung 32: Hamatoxylin-Eosin gefarbte Paraffinschnitte der Nebenniere.
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3.2 Hypotonie TRPC1/C4-defizienter Mause

TRPC1 und TRPC4 bilden, wie andere TRPC-Proteine, Untereinheiten von Agonist
aktivierten Kationenkanalen (Birnbaumer, 2009; Freichel and Flockerzi, 2007; Freichel
et al., 2004b; Freichel et al., 2005), wobei TRPC1 und TRPC4 mdglicherweise mitein-
ander (Sours-Brothers et al., 2009) und auch mit TRPC5 und TRPC6 heteromultimeri-
sieren konnen (Goel et al., 2002; Strubing et al., 2003). Die Expression der TRPC1-,
TRPC4, TRPC5- und TRPC6-mRNA (berlappt zum Beispiel in glatten Muskelzellen
von Gefalken (Inoue et al., 2004), so dass TRPC-Proteine in diesen Zelltypen mogli-
cherweise als heterooligomere Kanalkomplexe vorliegen. TRPC Kanale leiten neben
Natrium auch Calcium, wobei der Calcium-Einstrom in glatten Muskelzellen von Gefa-
Ren zur Kontraktion beitragen konnte. In unserem Institut konnten in primaren glatten
Muskelzellen des llleums TRPC4- und TRPC6-Strome identifiziert und gemessen wer-
den und damit gezeigt werden, dass beide Proteine unabhangige TRPC4- und TRPC6-
Kanale bilden, die gleichzeitig durch Carbachol aktiviert werden. Es konnte damit ge-
zeigt werden, dass Acetylcholin in diesen Zellen Uber Gg-gekoppelte M- und Gi-
gekoppelte M3-Rezeptoren TRPC6- und TRPC4-Kanale offnet; die resultierenden de-
polarisierenden Strome aktivieren in der Folge spannungsabhangige Calcium-Kanale
und sind somit fiir die neurogene, Acetylcholin-vermittelte Muskelkontraktion verant-
wortlich (Ambudkar, 2009; Tsvilovskyy et al., 2009). Eine ahnliche Rolle, die Umwand-
lung Gg-vermittelter chemischer Signale in elektrische, konnten TRPC-Kanéle auch in
der glatten GefaBRmuskulatur oder im Herzen spielen. Gleichzeitig kénnten sie auch
aufgrund ihrer Calcium-Leitfahigkeit zu Veranderungen Calcium-abhangiger Prozesse
in der Zelle fihren. Aus diesem Grund wurden Untersuchungen zur Blutdruckregulation
und der Gefaltkontraktilitdit an TRPC1/C4-Doppelknockout Mausen durchgefihrt.

3.2.1 TRPC1/C4-defiziente Mausen zeigen eine Hypotonie und verringerte
korperliche Aktivitat

Zur Charakterisierung der kardiovaskularen Funktionen in TRPC1/C4-defizienten Mau-
sen wurden die basalen hdmodynamischen Parameter mittels Radiotelemetrie be-
stimmt. Das arterielle Drucksignal wurde Uber 24 Stunden pro Tag in einem Intervall
von 3 Minuten fir je 10 Sekunden und einer Abtastrate von 500 Hz aufgezeichnet.
Wahrend der ersten Tage nach Implantation des Blutdrucktransmitters war der mittlere

arterielle Blutdruck (MAP) in beiden Untersuchsgruppen deutlich erhéht. Im weiteren
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Verlauf fiel der Blutdruck kontinuierlich ab und pendelte sich nach etwa einer Woche
auf ein konstantes Niveau ein. Messungen von vier unabhangigen Versuchstiergrup-
pen ergaben einen erniedrigten MAP in TRPC1/C47? Mausen, sowohl wahrend der
Erholung vom operativen Eingriff als auch nach Rekonvaleszenz (Abbildung 33A).
TRPC1” Mause (Dietrich et al., 2007) zeigen dagegen keine Blutdruckinderungen
(Abbildung 33A, Inset) und bei TRPC4” Mausen ist der MAP nur an den ersten vier
postoperativen Tagen erniedrigt, danach aber im Vergleich zu Wildtyptieren unveran-
dert (Dissertation M. Hoffmann, AG Freichel).
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Abbildung 33: Postoperativer Blutdruck- und Herzfrequenzverlauf in TRPC1/C4™7* Mau-
sen. (A-C) Zeitverlauf des mittleren arteriellen Blutdrucks (MAP, p<0.05, A), des systolischen-
(SBP, p<0.05) und diastolischen (DBP, <0 05) Blutdrucks (B) und der Herzfrequenz (C) in
Wildtyp (schwarz, n=15) und TRPC1/C4™7% Mausen (rot, n=11) nach Implantation des Blut-
drucktransmitters. (D) MAP, SBP, DBP und Herzfrequenz gemittelt von Tag 7-15 nach Operati-
on.
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An Tag sieben nach dem operativen Eingriff betrugen die durchschnittlichen Werte des
MAP der Wildtyptiere 110.6+1.8 mmHg und fiir die TRPC1/C4772 Mause 101.5+1.8
mmHg. Dieser Unterschied im mittleren arteriellen Blutdruck unter Basalbedingungen
nach Rekonvaleszenz vom operativen Eingriff blieb bis zum Ende des Beobachtungs-
zeitraumes nach 15 Tagen bestehen. Ebenfalls war sowohl wahrend der Erholungs-
phase als auch unter diesen Basalbedingungen der systolische Blutdruck signifikant
erniedrigt (Abbildung 33B). Signifikante Unterschiede im diastolischen Blutdruck waren
vor allem wahrend der Erholungsphase deutlich. Die Hypotonie in TRPC1/C4772 Mau-
sen ging mit einer signifikant erhdhten Herzfrequenz einher (Abbildung 33C). An den
ersten Tagen nach Implantation zeigte sich eine hohe Variabilitat der Herzfrequenz der
beiden betrachteten Genotypen. Bis zum vierten Tag nach der Operation stieg die
Herzfrequenz stetig an und fiel in den darauf folgenden Tagen allmahlich ab. Ahnlich
wie der Blutdruck erreichte auch die Herzfrequenz etwa ab Tag sieben ein konstantes
Niveau. Als Mal flr die basale Herzfrequenz unter Ruhebedingungen wurden in Ana-
logie zum Blutdruck alle gemessenen Daten uUber den Zeitraum von Tag 7-15 gemittelt
(Abbildung 33D). Der mittlere arterielle Blutdruck in diesem Zeitraum betrug bei den
Wildtypen 109.3x0.7 mmHg und bei den TRPC1/C4“? Mausen 101.7+0.6 mmHg.
Systolischer und diastolischer Blutdruck betrugen bei den Wildtyp-Mausen 128.5+1.3
mmHg bzw. 91.3+0.6 mmHg und bei den TRPC1/C4™72 Mausen 115.2+0.8 mmHg
bzw. 87.3£0.5 mmHg (Abbildung 33D), wobei der grote Unterschied im systolischen

Blutdruck erkennbar war.
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Abbildung 34: Beziehung zwischen Blutdruck und Herzfrequenz in TRPC1/C4"2 Mau-
sen. Graphische Darstellung der Herzfrequenz in Relation zum mittleren arteriellen Blutdruck in
Wildtyp und TRPC1/C4™2 Mausen.
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In Abbildung 34 ist die Herzfrequenz in Abhangigkeit des MAP von beiden Genotypen
aufgetragen. Es wird deutlich, dass in den TRPC1/C4™? Mausen diese Relation im
Vergleich zu den Wildtypen parallel in Richtung einer hdheren Herzfrequenz und eines
niedrigeren MAPs verschoben ist. Dies zeigt, dass bei einem definierten MAP die Herz-
frequenz in den TRPC1/C4-defizienten Mausen deutlich héher oder andersherum bei

einer definierten Herzfrequenz der MAP deutlich erniedrigt ist.

Abbildung 35: Zirkadiane Rhythmik
von TRPC1/C4™"? Mausen. Zirkadiane
Rhythmik der kardiovaskularen Parame-
ter und der koérperlichen Aktivitdt von
Wildtyp (schwarz, n=15) und TRPC1/C4"
M2 (rot, n=11) wahrend der Tage 9-15
nach der Operation. (A) Mittlerer arteriel-
ler Blutdruck, (B) Herzfrequenz, (C) Akti-
vitat.
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Rhythmus wieder deutlich erkennbar.

Der zirkadiane Verlauf beider Kreis-

0 20 40 60 80 100 120 140 160 laufparameter ist bei Wildtyp- und

zeit[n] TRPC1/C472 Mausen vergleichbar,
wobei erkennbar war, dass die TRPC1/C4™"? Mause einen im gesamten Tagesverlauf
deutlich erniedrigten Blutdruck und eine erhohte Herzfrequenz aufweisen. Hinsichtlich
des tageszeitlichen Verlaufs der korperlichen Aktivitat konnte ebenfalls ein Unterschied
zwischen den beiden Genotypen beobachtet werden. Da Mause nachtaktive Tiere

sind, erreicht — wie erwartet — die kdrperliche Aktivitat in beiden Untersuchsgruppen in
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den Nachmittagsstunden einen Tiefpunkt. Im Gegensatz dazu, ist die Aktivitat der
TRPC1/C4792 Mause im Vergleich zu den Wildtypen wihrend der Nachtphasen deut-
lich vermindert (siehe Abbildung 36A).
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Abbildung 36: Korperliche Aktivitit von TRPC1/C4"? Mausen. (A) Stundenmittelwerte der
korperlichen Aktivitat Gber den Zeltraum von Tag 9-15 post OP jeweils Uber 24h von Wildtyp
(schwarz, n=15) und TRPC1/C4™7* Mausen (rot, n=11). (B&C) Mittlerer arterieller Blutdruck (B)
und Herzfrequenz (C) in Abhangigkeit der Aktivitat gemittelt an den Tagen 9-15 post OP von
Wildtyp (schwarz, n=15) und TRPC1/C4"2 Méausen (rot, n=11). (D) Open field Verhaltenstest
von Wildtyp (schwarz) und TRPC1/C4772 Mausen (rot, n=12/Genotyp).

Zusatzlich wurde in den Morgenstunden zwischen 6 und 8 Uhr eine signifikant geringe-
re Aktivitit der TRPC1/C4“? Mause im Vergleich zu den Wildtypen gemessen
(Abbildung 36A). Eine aktivitatsabhangige Analyse sowohl des mittleren arteriellen
Blutdrucks als auch der Herzfrequenz ergab bei beiden Parametern eine starkere Stei-

gung der Geraden in TRPC1/C47% Mausen im Vergleich zu den Wildtypen (Abbildung
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36B&C), d.h. bei gleicher Zunahme der kdrperlichen Aktivitat zeigten die Knockouts

einen deutlich starkeren Anstieg des MAPs und der Herzfrequenz als die Wildtypen.

Die verminderte korperliche Aktivitat der TRPC1/C4™? Mause wurde mittels einer
unabhangigen Methode — einem ,Open field-Test” — Gberprift. Dieser Test ermoglicht
eine Beurteilung des Erkundungsverhaltens und vor allem der kdrperlichen Aktivitat der
Tiere. An drei aufeinander folgenden Tagen wurden die Mause einzeln in einen mit
Gitternetzlinien versehenen Kasten gesetzt und ohne Habituation ihr Verhalten analy-
siert. Abbildung 36D verdeutlicht, dass TRPC1/C4~"2 Mause an allen drei Tagen eine
signifikant verminderte Aktivitat, gezeigt durch die zuriickgelegte Wegstrecke anhand
der Uberquerten Linien, aufwiesen. Dariiberhinaus zeigten TRPC1/C4™"? Mause auf-

grund der untersuchten Verhaltensvariablen ein eingeschranktes Erkundungsverhalten.

3.2.2 a1-Adrenozeptor vermittelte GefaBRkontraktilitat und

Blutdruckregulation

Zur Untersuchung der Blutdruck- und Herzfrequenzregulation in TRPC1/C4~"2 M&u-
sen unter maximaler sympathomimetischer Stimulation wurden Experimente in vivo
und in vitro mittels Applikation unterschiedlicher Phenylephrin-Konzentrationen durch-
gefuihrt. Nach Injektion einer hohen Phenylephrin-Dosis steigt der Blutdruck stark an,
wodurch Uber den Barorezeptor-Reflex die Herzfrequenz absinkt. Phenylephrin wurde
den beiden Gruppen an verschiedenen Tagen in aufsteigenden Konzentrationen intra-
peritoneal appliziert. Es liel3 sich eine deutliche Dosis-Abhangigkeit feststellen. Bei
einer Dosis von 0.1 mg/kg KG (Abbildung 37A) stieg der mittlere arterielle Blutdruck in
beiden Genotypen einige Minuten nach der Injektion um etwa 35 mmHg an. Circa 10
Minuten nach Injektion begann dieser langsam zu sinken und hatte nach 40 Minuten
wieder seinen Ausgangswert erreicht. Die Herzfrequenz stieg in den Wildtypen kurzfri-
stig an und erreichte ziemlich schnell wieder ihr Ausgangsniveau. Nach Gabe einer
Phenylephrin-Dosis von 0.3 mg/kg KG erhohte sich der mittlere arterielle Blutdruck
beider Genotypen etwa um 45 mmHg, verblieb fur kurze Zeit auf diesem Plateau und
erreichte erst nach mehr als 60 Minuten wieder den Ausgangswert. In den Wildtypen
zeigte sich parallel zu dem Anstieg des mittleren arteriellen Blutdrucks eine reflektori-
sche Erniedrigung der Herzfrequenz, welche nach etwa 20 Minuten wieder den Basal-

wert erreichte.



3 Ergebnisse 105

200+

150 -

100 1

501

04

delta MAP [mmHg]
delta Herzfrequenz [bpm]

-50 4 '

-100 -

410 0 10 20 30 40 50 60 40 0 10 20 30 40 50 60
B Zeit [min] Zeit [min]
100
} *min2-6&8
504 1

04 "\ |
i 1l

50 W

delta MAP [mmHg]

-100 4

delta Herzfrequenz [bpm]

-150 4

410 0 10 20 30 40 50 60 -0 0 10 20 30 40 50 60
C Zeit [min] Zeit [min]
150
100
504
0-1 3 |! II ||:||||
-50% |l
[
-1004

delta MAP [mmHg]

-150
] -200+
-20+ -2504

delta Herzfrequenz [bpm]

LN DL B DL DL LA BN ) L L L N L L L N aL
-10 0 10 20 30 40 50 60 -10 0 10 20 30 40 50 60
Zeit [min] Zeit [min]

Abbildung 37: Anderungen des mittleren arteriellen Blutdrucks und der Herzfrequenz
nach intraperitonealer Injektion des a,-Adrenozeptoragonisten Phenylephrin. Mittlerer
arterieller Blutdruck (links) und Herzfrequenz (rechts) nach intraperitonealer Injektion von Phe-
nylephrin in einer Dosis von (A) 0.1 mg/kg KG (WT n=13, KO n=9) (B) 0.3 mg/kg KG (WT n=18,
KO n=12) (C) 1.0 mg/kg KG (WT n=18, KO n=14), Wildtyp schwarz, TRPC1/C4""? rot.

Diese reflektorische Bradykardie war in den TRPC1/C4"2 Mausen nicht zu beobach-
ten; nach einer kurzzeitigen Erhéhung der Herzfrequenz aufgrund der Injektion erreich-

te diese schon nach 5 Minuten wieder ihren Ausgangswert (Abbildung 37B). Die feh-
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lende reflektorische Bradykardie der TRPC1/C4"7? Mause war nach einer Injektion
von 1.0 mg/kg KG Phenylephrin noch deutlicher zu sehen. Wahrend Wildtyptiere mit
einem Abfall der Herzfrequenz um mehr als 200 bpm reagieren blieb diese Reaktion in
den TRPC1/C477? Mausen vollkommen aus. Der Blutdruckanstieg war in den
TRPC1/C4772 Mause allerdings mit dem der Wildtypen vergleichbar (Abbildung 37C).
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Abbildung 38: Anderungen des mittleren arteriellen Blutdrucks und der Herzfrequenz
nach intravendser Injektion von Phenylephrin. Mittlerer arterieller Blutdruck (links) und Herz-
frequenz (rechts) nach intravendser Injektion unterschiedlicher Phenylephrin-Dosen. (A) 25
pg/kg KG (B) 70 pg/kg KG (WT n=3, KO n=4).

Da bei einem entsprechenden Blutdruckanstieg eine reflektorische Bradykardie schon
innerhalb weniger Sekunden auftritt, wurde Phenylephrin auch intravends appliziert.
Nach Applikation von 25 pg/kg KG Phenylephrin stieg der mittlere arterielle Blutdruck
um etwa 25 mmHg in beiden Genotypen und auch die Herzfrequenz erniedrigte sich
reflektorisch in beiden Gruppen um etwa 250 bpm (Abbildung 38A). Die Injektion von
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70 pg/kg KG Phenylephrin fuhrte zu einem Anstieg des mittleren arteriellen Blutdrucks
von etwa 30 mmHg in den Wiltyp und in den TRPC1/C4™72 Mausen, wobei die reflek-
torische Bradykardie in den TRPC1/C4™7%? Mausen im Vergleich zu den Wildtypen
geringer ausgepragt war. Diese Experimente zeigen in ahnlicher Weise wie nach intra-
peritonealer Injektion eine verminderte reflektorische Bradykardie, wobei aber die An-

zahl der untersuchten Tiere noch gering ist.

Zur Analyse der durch PE induzierten GefalRkontraktilitat wurden Kontraktionsmessun-
gen an isolierten Aortenringen durchgefiihrt. In Abbildung 39A ist die auf den jeweiligen
Maximalwert normalisierte Kontraktion von Wildtyp- und TRPC1/C4~"2 Aortenringen in
Abhangigkeit der Phenylephrin-Konzentration graphisch dargestellt. Die Konzentrati-
ons-Wirkungskurve der Kontraktilitat ist in TRPC1/C4“? Aortenringen im Vergleich

zum Wildtyp hin zu héheren Konzentrationen verschoben.

1,01 *

0,81

0,61
EC,, 0.37+0.01
0,4+

0,21

Fraktion der max. Kontraktion

0,01

1E-4 1E-3 001 01 1 10 100 1000
Phenylephrin [uM]

Abbildung 39: Phenylephrin-induzierte GefaRkontraktilitit in TRPC1/C4™" Mausen. Kon-
traktilitat von isolierten Aortenringen im Organbad (WT: schwarz, n=38, KO: rot, n=43 Aorten-
ringe).

3.2.3 Blutdruck- und Herzfrequenzregulation nach Pharmakaapplikation

Um Hinweise auf eine Bedeutung einzelner Blutdruck-regulierender Organsysteme zu
erhalten, wurden Blutdruck- bzw. Herzfrequenz-modulierende Pharmaka mit unter-

schiedlichen Wirkmechanismen appliziert.

Dexmedetomidin ist ein a,-Adrenozeptoragonist, welcher durch die Inhibition der Neu-

rotransmitterfreisetzung in Sympathikusneuronen zu einem Abfall von Blutdruck und
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Herzfrequenz filhrt. Sowohl bei den Wildtyp M&usen als auch bei den TRPC1/C4?
M&usen kam es unmittelbar nach einem initialen Anstieg nach der Injektion nur zu ei-
nem sehr schwach ausgepragten Blutdruckabfall (Abbildung 40A). Durch die Stimulati-
on der a-Adrenozeptoren kam es aber hauptsachlich zu einer Erniedrigung der Herz-
frequenz, welche nach etwa 20 Minuten ihr Minimum erreichte und sich innerhalb von
100 Minuten wieder normalisierte. Die Kontrolltiere erreichten ausgehend von 550 bpm
Minimalwerte um 371 bpm, wohingegen die TRPC1/C4"2 Mause ausgehend von 554
bpm Minimalwerte von 454 bpm erreichten. Der Abfall der Herzfrequenz zeigte einen

signifikanten Unterschied zwischen den beiden Genotypen (Abbildung 40A).

Weiterhin wurde zur Untersuchung der Blutdruck- und Herzfrequenzregulation ohne die
Beteiligung des vegetativen Nervensystems Hexamethonium verabreicht. Hexametho-
nium besitzt einen selektiv depolarisierenden Effekt an allen nikotinergen Rezeptoren,
welche postsynaptisch an der Skelettmuskulatur, den vegetativen Ganglien und im
ZNS vorkommen. Sowohl bei den Wildtypen als auch bei den Knockout-Mausen kam
es unmittelbar nach der intraperitonealen Injektion zu einem vergleichbaren Blutdruck-
abfall (Abbildung 40B). Ausgehend von durchschnittlich 112 mmHg bei den Wildtypen
und 99mmHg bei den TRPC1C4-defizienten Mausen wurden nach wenigen Minuten
Blutdruckwerte von 92 mmHg bzw. 87 mmHg erreicht. Innerhalb von 50 Minuten stieg
der Blutdruck wieder auf das Ausgangsniveau an. Durch die Stimulation der nikotiner-
gen Rezeptoren sank auch die Herzfrequenz in beiden Gruppen, erreichte nach etwa
10 Minuten ihr Minimum und normalisierte sich innerhalb von mehr als 60 Minuten.
Betrachtet man die Anderungen des mittleren arteriellen Drucks und der Herzfrequenz
bezogen auf die Ausgangswerte vor der Injektion, so zeigten sich keine signifikanten

Unterschiede in den beiden untersuchten Gruppen.

Zur Untersuchung des Beitrags der endothelialen Stickstoffmonoxid (NO)-Freisetzung
zum Ruheblutdruck bei TRPC1/C4™7? Mausen im Vergleich zu Wildtypen, wurde L-
NAME, ein unspezifischer NO-Synthase Inhibitor, appliziert. In diesem Experiment war
innerhalb einiger Minuten nach der Injektion ein schneller Anstieg des Blutdrucks in
beiden Genotypen zu beobachten (Abbildung 40C). Etwa 20 Minuten nach der Injekti-
on stabilisierte sich der mittlere arterielle Blutdruck sowohl bei den Wildtyp als auch bei
den TRPC1/C4™? Mausen bei einem Plateau von etwa 142 mmHg bzw. 132 mmHg.
100 Minuten nach der Injektion begann der Blutdruck wieder sehr langsam zu fallen,
erreichte allerdings erst nach etwa 600 Minuten wieder den Ausgangswert. Der durch
NO vermittelte Blutdruckanstieg zeigte keine signifikanten Unterschiede in den beiden
untersuchten Genotypen. Unmittelbar nach der Injektion war parallel zum Blutdruckan-

stieg in beiden Gruppen ausgehend von etwa 527 bpm bei den Wildtypen und 587 bpm
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bei den TRPC1/C4772 Mausen ein Abfall der Herzfrequenz auf Werte von 307 bpm
bzw. 314 bpm zu beobachten. Etwa 50 Minuten nach der Injektion begann die Herzfre-

quenz wieder langsam anzusteigen.
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Abbildung 40: Mittlerer arterieller Blutdruck und Herzfrequenz nach intraperitonealer
Injektion von Dexmedetomidin, Hexamethonium und L-NAME. (A) 10 ug/kg KG Dexmede-
tomidin (WT n=20, KO n=15), (B) 20 mg/kg KG Hexamethonium (WT n=18, KO n=15), (C) 25
mg/kg KG L-NAME (WT n=18, KO n=15), Wildtyp schwarz, TRPC1/C4"? rot.
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4 Diskussion

TRP-Kanale bilden Kationenkanale in Saugerzellen, die durch verschiedenste Agoni-
sten, aber auch durch Temperatur, mechanische Reize und weitere Stimuli aktiviert
werden. Sie vermitteln den transmembrandsen Einstrom von Kationen wie Natrium und
Calcium entlang ihres elektrochemischen Gradienten ins Zellinnere (Clapham, 2003).
Eine groRe Zahl der TRPs wird in Sdugern in Zellen des kardiovaskularen Systems
exprimiert (Watanabe et al., 2008). Allerdings sind bisher keine oder wenig spezifische
Pharmaka verfugbar, mit denen sich diese Kanale/Strome spezifisch blockieren lassen.
Deshalb war es bisher nicht mdglich, die Bedeutung einzelner TRP-Kanale fur be-
stimmte Organ- oder Systemfunktionen pharmakologisch zu charakterisieren. Um den-
noch TRP-Proteine bzw. den TRP-vermittelten Natrium- bzw. Calcium-Einstrom nati-
ven TRP-Kanalen und deren physiologischen Funktionen exakt zuzuordnen, haben wir
definierte Mutationen in das jeweilige TRP-Gen in Keimzellen von Mausen eingeflgt
und auf diese Weise dieses Gen in allen Zellen einer Maus gezielt inaktiviert. Die beo-
bachteten Funktionsverluste in diesen sogenannten ,Knock-out Mausen® im Vergleich
zur erhaltenen Funktion in den Wildtyp-Tieren, bei denen das entsprechende Gen nicht
mutiert ist, erlauben Rickschlisse auf die Funktion des jeweilgen TRP-Kanals tber die
zellularen Funktionen hinaus auch fir komplexe Systemfunktionen am gesamten Or-
ganismus, wie z.B. fir die Regulation des Blutdrucks sowie die Erregungsausbreitung
am Herzen und des Blutzuckerspiegels. Aufgrund der hochgradigen Homologie des
murinen und humanen Genoms kénnen weitreichende Schlussfolgerungen und Vor-
hersagen zur Symptomatik, Pathogenese sowie dem Nutzen medikamentoser Inter-

ventionen bei entsprechenden Krankheiten des Menschen getroffen werden.

In dieser Arbeit wurden durch intraarterielle Messungen mittels Radiotelemetrie die
Regulation des Blutdrucks und der Herzfrequenz in zwei verschiedenen Mausmodellen
untersucht. Die Radiotelemetrie wird als die ,state of the art® Methode fur das Monito-
ring physiologischer Funktionen bei wachen, frei beweglichen Labortieren angesehen
(Kramer and Kinter, 2003). Bei diesem Verfahren erfolgt ein mikrochirurgischer Eingriff
an den Tieren, bei welchem ein telemetrischer Druck-Sender in die A. carotis sinistra
implantiert wird. Die Mause sind durch die vollstdndige Implantation des kombinierten
Drucksensors und Senders frei beweglich und nach Rekonvaleszenz vom chirurgi-
schen Eingriff in keinster Weise in ihrer Bewegungsfreiheit eingeschrankt. Neben der
kontinuierlichen Aufzeichnung des systemischen Blutdrucks und der daraus abgeleite-

ten Herzfrequenz an wachen Tieren, kdnnen die kardiovaskularen Parameter im zirka-
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dianen Verlauf fur jedes Tier Uber einen Zeitraum von Wochen bis hin zu wenigen Mo-
naten sowohl unter Ruhebedingungen als auch bei kérperlicher Belastung untersucht
werden. Nachteile der Radiotelemetrie sind neben den anfanglich hohen Ausriistungs-
kosten das aufwendige Training, das fur die mikrochirurgische Implantation der Trans-
mitter unerlasslich ist. Vergleichende Studien zeigen deutlich, dass die Radiotelemetrie
besonders bei Blutdruckmessungen an Mausen anderen Methoden Uberlegen ist
(Kramer and Kinter, 2003; Lorenz, 2002; Whitesall et al., 2004). Eine in der Literatur
haufig verwendete Methode zur Bestimmung des systolischen Blutdrucks ist die Tail-
cuff Plethysmographie. Obwohl diese Methode eine einfache Messung des arteriellen
Blutdrucks ermdglicht, besitzt sie eine gro’e Zahl an Nachteilen. Der grofite Nachteil
besteht in dem enormen Stress, dem die Tiere ausgesetzt werden, auch wenn sie zu-
vor an die Versuchsbedingungen akklimatisiert wurden. Dies spiegelt sich in der hohen
Herzfrequenz im Vergleich zu unter Ruhebedingungen gemessenen Werten wieder
(Lorenz, 2002). Anders als die Ratte, welche normalerweise nach einiger Trainingszeit
an diese Methode gewdhnt werden kann, bleibt der Stresslevel bei Mausen auch nach
langem Training erhoht. Weiterhin kdnnen die Messungen erheblich durch Bewegun-
gen der Tiere gestort werden. Lorenz et al. erldutern weiter, dass mittels Tail-cuff ge-
messene Blutdruckwerte, falls sie nicht durch Bewegungsartefakte gestort sind, relativ
gut mit Werten nach intraarterieller Messung vergleichbar sind; aber die Autoren emp-
fehlen demnach Blutdruck-Unterschiede, die mittels Tail-cuff erhoben wurden mit direk-

ten intraarteriellen Messungen abzusichern.

Aufgrund der Expression von sowohl TRPM4 als auch TRPC1 und TRPC4 im kardio-
vaskularen System, wurden zu Beginn der vorliegenden Studien mittels Radioteleme-
trie zunachst Uber einen Zeitraum von mehreren Wochen die Regulation des systemi-
schen Blutdrucks und der Herzfrequenz untersucht. AnschlieRend wurde in weiterfih-
renden Experimenten untersucht, welche Mechanismen den erhobenen Blutdruckver-
anderungen zugrunde liegen. Die Ergebnisse werden im Weiteren getrennt nach Ge-

notyp diskutiert.

4.1 Hypertonie TRPM4-defizienter Mause: eine integrative
Analyse beteiligter Organe und deren Funktionen
TRPM4 Proteine bilden Calcium-aktivierte nicht-selektive Kationenkanale in Mastzel-

len, welche die Triebkraft fir den Calcium-Einstrom und damit die Freisetzung von Ent-

zundungsmediatoren und die allergische Reaktion limitieren (Vennekens et al., 2007).
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TRPM4-Proteine einer Grolle von 138kDa konnten in Endothelzellen, im Vorhof, im
Ventrikel, in der Niere und der Nebenniere von Wildtyp Mausen identifiziert werden. In
der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Inaktivierung des TRPM4-
Gens die Langzeitregulation des systemischen Blutdrucks signifikant beeinflusst.
TRPM4™~ Mause weisen eine Hypertonie auf. Durch eine integrative Analyse der an
der Blutdruckregulation beteiligten Organe und deren Funktionen konnten gezeigt wer-
den, dass neurogene Mechanismen an der Ausbildung der Hypertonie der TRPM4-
defizienten Mause beteiligt sind. Pathologische Veranderungen und damit eine Beteili-
gung an der Entstehung des erhdhten Blutdrucks des Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Systems, der Herzfunktion, der Kontraktilitdt von Widerstandsgefalien, des Elektrolyt-
oder Wasser-Haushaltes und der physischen Aktivitat konnten durch unterschiedliche

experimentelle Ansatze ausgeschlossen werden.

Die Mause tolerierten die Radiotelemetrie-Implantate sehr gut und zeigten normale,
arttypische Verhaltensmerkmale wie Nestbau, Nachtaktivitat und Neugierde. Von ver-
schiedenen Arbeitsgruppen wurde bereits beschrieben, dass der Blutdruck der Mause
zunachst fur einige Tage nach der Operation wahrend der Rekonvaleszenz deutlich
erhdht ist und dass sich der Tag/Nacht-Rhythmus erst nach 5-7 Tagen post operatio-
nem wieder einstellt (Butz and Davisson, 2001; Kramer et al., 2000; Mattson, 1998;
Van Vliet et al., 2000). Dies bedeutet, dass den Tieren eine Erholungsphase von meh-
reren Tagen gewahrt werden muss, um zuverlassige Messungen des Ruheblutdrucks
zu erhalten bzw. Experimente zur Blutdruckregulation ohne Beeinflussung durch den
chirurgischen Eingriff durchgeflhrt werden kdnnen. Die beschriebene Blutdrucknorma-
lisierung innerhalb einer Woche nach Implantation konnte ich in meinen Messungen
bestatigen. Die Implantation des Katheters in die linke A. carotis verursachte bei den
Tieren keine neurologischen Ausfallerscheinungen wie Lahmungen, so dass anzu-
nehmen ist, dass die Versorgung des Gewebes uUber Gefalkollateralen ausreichend

ist. Es konnte gezeigt werden, dass TRPM47~

Mause durchschnittlich eine signifikante
Erhdhung des systolischen, diastolischen und mittleren arteriellen Blutdrucks von 9
mmHg, 12 mmHg und 11 mmHg aufweisen. Diese Blutdruckerhéhung besteht lber
den gesamten Tagesverlauf. Mit Hilfe des Radiotelemetrie-Systems ist es zusatzlich
maoglich, indirekte Einflisse auf die hAmodynamischen Parameter zu analysieren, wel-
che durch ein verandertes Verhalten der Tiere auftreten kbnnen, da eine vermehrte
korperliche Aktivitat und eine dadurch hervorgerufene gesteigerte Herzfrequenz direkt
mit einer Blutdruckerh6hung korreliert (Van Vliet et al., 2003). Die Auswertung des zir-
kadianen Rhythmus der korperlichen Aktivitat ergab keine Veranderungen der TRPM4-

defizienten Mause im Vergleich zu den Wildtypen. Aus diesem Grund kann eine Aktivi-
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tats-bedingte Hypertonie ausgeschlossen werden, vor allem auch dadurch, dass die
Analyse der Blutdruckwerte bei geringer korperlicher Aktivitdt eine noch deutlichere
Erhdhung des systolischen, diastolischen und mittleren arteriellen Blutdrucks mit Wer-

ten von 11 mmHg, 15 mmHg und 14 mmHg ergab.

Zur weiteren Analyse der betreffenden Mechanismen, durch welche die Deletion des
TRPM4-Kanals zu einer Beeintrachtigung der Langzeit-Blutdruck-Regulation flhrt, wur-
den alle wichtigen an der Regulation des Blutdrucks beteiligten Organe und deren

=~ Mausen war in mehr

Funktionen untersucht. Die Blutdruckerhéhung in den TRPM4
als 6 Monate alten Tieren - wahrscheinlich sekundar - mit einer moderaten Herzhyper-
trophie ohne Anzeichen einer kardialen Fehlfunktion verbunden. Es wurde bereits be-
schrieben, dass TRPM4 in verschiedenen Zelltypen des Herzens exprimiert wird. Mit-
tels RT-PCR konnte von J. Londono in unserem Labor TRPM4 aus mittels Laser-
Micro-Dissection isolierten Kardiomyozyten amplifiziert werden. Demion et al. (Demion
et al., 2007) zeigten TRPM4 Expression in Zellen des Sinusknoten und Guinamard et
al. (Guinamard et al., 2006) beschrieben eine Hochregulation der TRPM4-Expression
in Kardiomyozyten von hypertrophierten Herzen in Ratten. Kirzlich wurde eine Mutati-
on in Exon 1 des TRPM4-Gens von Patienten mit progressiv familidrem Leitungsblock
Typ1 identifiziert, die zu einer Substitution des Glutamats in Position 7 durch Lysin
(TRPM4E7€) fiihrt. Dieser Aminosaureaustausch stellt offensichtlich eine ,gain of functi-
on“ Mutation dar; nach Expression in HEK-Zellen scheint der turnover der TRPM4E7X-
Mutanten im Vergleich zum turnover des Wildtyp-Proteins verlangsamt zu sein, woraus
ein groBerer TRPM4-vermittelter Kationenstrom ins Zytosol resultiert. Erklart wird dies
durch eine veranderte SUMOylierung von TRPM4 Proteinen und einer verminderten
Endozytose (Kruse et al., 2009). Intraventrikulare Messungen von Druck-Volumen-
Kurven (in Zusammenarbeit mit G. van der Mieren, Cardiologie Universitat Leuven)
ergaben keine Veranderungen der Herzauswurfleistung der TRPM4-defizienten Mause
unter Basalbedingungen. Dies spricht dagegen, dass die Hypertonie auf einer gestei-

gerten Herzkontraktilitat mit erhdhtem Herzzeitvolumen beruht.

Das systemische Renin-Angiotensin-Aldosteron-System ist von zentraler Bedeutung
fur die mittel- bis langfristige Blutdruckregulation und die Homéostase des Wasser- und
Elektrolythaushaltes des Organismus (Cowley, 1992; Crowley et al., 2005; Persson,
1996). Deshalb habe ich untersucht, ob bei den TRPM4-defizienten Mausen die Funk-
tionsfahigkeit des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems beeintrachtigt ist. Die Sekre-
tion von Renin aus juxtaglomerularen Zellen der Niere wird durch vaskuldre Rezepto-
ren in der Wand der afferenten Arteriolen, die auch als renale Barorezeptoren bezeich-

net werden, und durch Anderungen der Natriumkonzentration im Bereich der distalen
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Tubuli im Macula-densa-Bereich gesteuert. In Macula-densa Zellen wurden TRPM4-
ahnliche Kanale bereits beschrieben (Lapointe et al., 2003). Messungen der Regulation
der Renin-Sekretion in isoliert perfundierten Nieren, die renale Renin Expression und
die Plasma Renin-Konzentration (in Zusammenarbeit mit F. Schweda, Physiologie Uni-
versitat Regensburg) waren in den TRPM4-defizienten Mausen im Vergleich zu Wildty-
pen unverandert. Ebenfalls ergab die Analyse der Aldosteron-Konzentration im Plasma
keine Unterschiede zwischen den beiden Genotypen. Die Blutentnahme fiir die Analy-
se der Plasma-Renin und Aldosteronkonzentration erfolgte unter moéglichst stressfreien
Bedingungen Uber eine submandibulare Punktion, da seit langem bekannt ist, dass
eine Aktivierung des Sympathikus innerhalb kurzer Zeit zu einer Stimulierung der Re-
nin- und Aldosteronsekretion fiihrt. Aufgrund dieser Ergebnisse kann ein wesentlicher
Defekt des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems als primare Ursache der Hypertonie
ausgeschlossen werden. Weiterhin wurden die Elektrolytkonzentrationen im Urin und
im Plasma von TRPM4-defizienten Mausen und Wildtypen untersucht. Zum Beispiel
wilrde im Rahmen eines Hyperaldosteronismus eine Verschiebung der Elektrolytkon-
zentration im Plasma erfolgen, welche sich in der Regel durch den Nachweis einer
Hypernatriamie und einer Hypokalidmie bestatigen lieRe. Die in dieser Arbeit bestimm-
ten Konzentrationen von Natrium, Kalium und Chlorid im Urin wiesen bei den TRPM4™
Mé&usen keine signifikanten Abweichungen auf. Auch der Hamatokrit und das Plasma
Volumen sind in den TRPM4-defizienten Tieren unverandert. Lediglich das ausge-
schiedene Urinvolumen Uber einen Gesamtzeitraum von 24h ist um etwa 20% erhdht.
Ware als Ursache der Hypertension das Plasmavolumen erhdht und damit als Gegen-
regulation das Urinvolumen gesteigert, sollte gleichzeitig die Sekretion von Renin her-
abgesetzt sein. Aufgrund der vorliegenden Daten, |asst sich die Polyurie der TRPM4-
defizienten Mause als Folge einer Druckdiurese erkaren. Zusammengefasst sprechen
diese Ergebnisse gegen eine chronische Volumen Retention als Hauptursache der
Blutdruckerhéhung in den TRPM4~~ Mausen.

Der mittlere arterielle Blutdruck ist das Produkt aus Herzauswurfleistung und totalem
peripheren Widerstand. Die gleichzeitige Erhdhung des systolischen, diastolischen und
mittleren arteriellen Blutdrucks, eine leicht erniedrigte Blutdruckamplitude und keine
Veranderungen der Herzauswurfleistung, sprechen flir eine Erhéhung des totalen peri-
pheren Widerstandes (Klabunde, 2005). Eine Vasokonstriktion von arteriellen Wider-
standsgefalien ist eine Hauptkomponente der Kontrolle des totalen peripheren Gefal3-
widerstandes, und damit auch des Blutdrucks (Davis and Hill, 1999). Es wurde bereits
in der Literatur postuliert, dass TRPM4 und TRPC6 unabhangig voneinander an der

Regulation des myogenen Gefaldtonus in Cerebralarterien beteiligt sein sollen (Earley
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et al., 2004; Welsh et al., 2002). In einem anschlieRend erschienenen Review wurde
wiederum eine Rolle von TRP-Kanalen bei der Generierung des myogenen Tonus an-
gezweifelt (Sharif-Naeini et al., 2008). Weiterhin konnte kirzlich erstmals demonstriert
werden, dass die Polyzystine TRPP1 und TRPP2, ebenfalls Mitglieder der TRP-
Superfamilie, eine Rolle bei der Druckwahrnehmung in Blutgefaen einnehmen (Sharif-
Naeini et al., 2009). Aus diesem Grund wurde die myogene Antwort von peripheren
WiderstandsgefalRen im Experiment der isoliert perfundierten Hinterpfoten untersucht.
Als myogene Antwort eines Widerstandsgefalles bezeichnet man die Fahigkeit der
glatten Muskulatur auf Erhéhung des transmuralen Drucks mit einer Kontraktion zu
antworten (Bayliss, 1902). Sie ist der Grundmechanismus fiir die Autoregulation der
Organdurchblutung. Dehnung der GefalRwand fihrt zu einer Tonussteigerung, Vermin-
derung der Gefalwanddehnung resultiert in einer Tonusreduktion. Dadurch ist es mog-
lich bei plétzlicher Anderung des Perfusionsdruckes in physiologischen Bereichen die
Durchblutung konstant zu halten. Diese Autoregulation von Widerstandsgefalien be-
ruht nur auf der Aktivitdt von glatten Gefalmuskelzellen und ist unabhangig von neura-
len, metabolischen und hormonellen Einflissen. Die myogene Antwort im Hinterpfo-
tengefiRbett der TRPM4~~ Mause war im Vergleich zu den Kontrolltieren nicht veran-
dert. Um einen Einfluss des genetischen Hintergrundes zusatzlich ausschlielen zu
kébnnen wurden diese Messungen nochmals mit Tieren eines C57BI6 Wildtyp-
Hintergrundes und entsprechenden Kontrollen durchgefiihrt und auch dabei konnten
keine Veranderungen festgestellt werden. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Hyperto-
nie der TRPM4-defizienten Mause nicht durch eine veranderte myogene Antwort der
peripheren Arterien und Arteriolen erklart werden kann. Obwohl diese Ergebnisse zu-
nachst widersprichlich zu den Ergebnissen von Earley et al. an Cerebralarterien er-
scheinen (Earley et al., 2004), kdnnte eine mdgliche Erklarung darin liegen, dass un-
terschiedliche Gefaltypen untersucht wurden. Die Aufgabe der Regulation des Blut-
flusses durch die myogene Antwort ist moglicherweise in den Nieren und im Gehirn
von groRerer Bedeutung als in anderen Organsystemen. Im Vergleich zu den Arterio-
len des HinterpfotengefalRbettes weisen Cerebralarterien moglicherweise unterschied-
liche Mechanismen auf, um gréReren Blutdruckschwankungen entgegenzuwirken, wel-
che ansonsten zu Hypoxie oder einer zu starken Durchblutung des Gehirns flihren
wirden. Aus diesem Grund kénnten die regulierenden Mechanosensoren, die fir die
myogene Antwort verantwortlich sind, in diesen Blutgefal3typen voneinander abwei-
chen. DarlUber hinaus fuhrte der TRPM4-Anitisense Ansatz von Earley et al. zu einer
unvollstdndigen Reduktion der TRPM4 mRNA, wobei die Reduktion der TRPM4-
Proteinmenge auch nicht quantifiziert wurde. Aus diesem Grund kénnten die Differen-

zen der Ergebnisse in der Anwendung der unterschiedlichen Methoden, namlich einer-
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seits Gentargeting und andererseits Antisense RNA Behandlung, begrindet sein. Eine
vergleichbare Diskrepanz der myogenen Antwort konnte auch zwischen einem Anti-
sense-vermittelten (Welsh et al., 2002) und einem Gentargeting-basierten Ansatz
(Dietrich et al., 2004) zur Inaktivierung von TRPC6 gefunden werden. Hier wurde von
beiden Arbeitsgruppen die myogene Antwort in Cerebralarterien untersucht. Dietrich et
al. zeigen, dass eine Erhéhung des intravaskularen Drucks eine dhnliche Vasokonstrik-
tion in Gefallen von TRPC6-defizienten Mausen im Vergleich zu Wildtypen hervorruft,
wobei der Perfusionsdruck, an dem die myogene Dilatation in eine Konstriktion Gber-
geht, in den Knockout-Tieren in Richtung nierdrigere Werte verschoben ist. In mit
TRPC6-antisense behandelten Cerebralarterien beschreiben Welsh et al. eine Inhibie-
rung der durch Erhéhung des intravaskularen Druck hervorgerufenen Vasokonstriktion
von 70-80%.

Der arterielle Blutdruck wird nicht nur durch autoregulatorische Mechanismen, sondern
auch durch ein Zusammenspiel zahlreicher Vasokonstriktoren und Vasodilatatoren
bestimmt. Die as-Adrenozeptor vermittelte Vasokonstriktion der glatten Muskelzellen
durch Phenylephrin sowohl in Blutdruckexperimenten in vivo als auch an isolierten Aor-
tenringen und peripheren WiderstandsgefalRen in vitro war zwischen den untersuchten
Genotypen vergleichbar. Auch eine durch a- und B-adrenerge unspezifische Rezeptor-
aktivierung induzierte Vasokonstriktion mittels Norepinephrin in vivo ergab keine Hin-
weise auf eine Beeintrachtigung der Gefalkontraktilitat der TRPM4-defizienten Mause.
Weiterhin zeigte die durch niedrige Epinephrin-Konzentrationen hervorgerufene Vaso-
dilatation Uber ,-adrenerge Rezeptoren und die durch hdhere Konzentrationen vermit-
telte Vasokonstriktion Uber as-Adrenozeptoren im GefalRbett der isoliert perfundierten
Hinterpfoten den gleichen Effekt in TRPM47~ Mausen und Wildtypen. Die B-
Adrenozeptor-vermittelte Vasodilatation war sowohl in den Blutdruckexperimenten als
auch im Experiment der isoliert perfundierten Hinterpfoten vergleichbar. Bei der Uber
Stickstoffmonoxid vermittelten Relaxation durch intraperitoneale Applikation des NO-
Synthase Inhibitors L-NAME und der durch Acetylcholin induzierten NO-Produktion in
peripheren Widerstandsgefallen ergab sich kein Unterschied zwischen den untersuch-
ten Wildtyp- bzw. Knockout-Mausen. Daraus kann geschlossen werden, dass der Bei-
trag der basalen NO-Freisetzung zur Aufrechterhaltung des Ruheblutdrucks in den
TRPM4-defizienten Mausen im Vergleich zu den Wildtypen nicht verandert ist. Da eine
Inaktivierung von TRPM4 zu vermehrter Mastzell-Degranulation fihrt (Vennekens et
al., 2007), wollte ich eine erhdohte Chymase-Aktivitat in Mastzellen von TRPM4-

defizienten Gefalien ausschlieRen. Die durch ACE-unabhangige Bildung von Angio-
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tensin Il durch Mastzell-abhangige Chymasen hervorgerufene Kontraktion der Wider-

standsgefaRe der Hinterpfoten war in den TRPM4™~ Mausen nicht verandert.

Eine akute Erh6hung des Blutdrucks sollte zu einer Baroreflex-vermittelten Inhibition
der sympathischen Aktivitat fihren. Dabei sollte dann die sympathische Inhibition zu
einer Verminderung der Herzfrequenz und der Catecholamin-Freisetzung aus den Ner-

~~ Mausen konnten eine

venendigungen und den Chromaffinzellen fihren. In TRPM4
leichte (aber signifikante) Erhéhung der durchschnittlichen Herzfrequenz unter Basal-
bedingungen, signifikant erhéhte Epinephrin Level im Plasma und signifikant erhdhte
Level von Metanephrin bzw. Vanillinmandelsaure im Urin gefunden werden. Die durch-
schnittlichen Norepinephrin Level im Plasma und von Normetanephrin im Urin waren
ebenfalls im Vergleich zu Wildtypen erhoht, der Unterschied war aber bei der Anzahl
der untersuchten Tiere nicht signifikant. Eine mogliche Erklarung, warum der Unter-
schied in den Epinephrin Level im Plasma deutlicher ist, kdnnte durch die unterschied-
lichen Syntheseorte, denen die zirkulierenden Catecholamine Epinephrin und Norepi-
nephrin entstammen, erklart werden. Epinephrin wird aus den Chromaffinzellen des
Nebennierenmarks nach Aktivierung der praganglionaren sympathischen Nerven frei-
gesetzt. Norepinephrin wird ebenfalls aus dem Nebennierenmark ins Blut abgegeben,
reprasentiert aber nur etwa 20% der gesamten aus dem Nebennierenmark enstam-
menden Catecholamine. Die hauptsachliche Quelle des im Gefal3system zirkulieren-
den Norepinephrins stammt aus sympathischen Nervenendigungen. Zusatzlich zu den
erhdhten Epinephrin Konzentrationen im Plasma weist auch eine Gabe von Hexa-
methonium, durch welches die ganglionare Ubertragung sowohl des sympathischen als
auch des parasympathischen Nervensystems blockiert wird, auf eine Fehlregulation
des Sympathikus hin. In den TRPM4™~ Mausen fiel der mittlere arterielle Blutdruck
nach intraperitonealer Injektion von Hexamethonium auf ein vergleichbares Niveau wie
in Wildtyp Mausen ab, sodass der bestehende Blutdruckunterschied aufgehoben wer-
den konnte. Durch intraperitoneale Applikation von Prazosin, welches hauptsachlich
die durch a-adrenerge Rezeptoren vermittelte Vasokonstriktion blockiert, konnte — wie

~~ Mause starker re-

auch nach Hexamethonium-Injektion — der Blutdruck der TRPM4
duziert werden als in den Kontrolltieren. Diese Ergebnisse suggerieren, dass die
TRPM4-defzienten Mause einen erhohten Sympathikotonus aufweisen. Die deutliche
Erhdéhung der Epinephrin Level im Plasma und der im Urin ausgeschiedenen Menge
von Metanephrin und Vanillinmandelsdure sowie die Aufhebung der Hypertonie durch
den Ganglienblocker Hexamethonium konnte auf eine wichtige Rolle von TRPM4 bei
der Regulation der Catecholaminfreisetzung aus Chromaffinzellen des Nebennieren-

marks hinweisen. Alternativ kdnnte die Regulation der Aktivitdt der préaganglionaren



4 Diskussion 118

sympathischen Nerven, welche die Nebenniere innervieren, verandert sein. Auch kon-
nen Veranderungen der Wiederaufnahme der Catecholamine oder anderer Prozesse

nicht ausgeschlossen werden.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Studie nachgewiesen werden, dass
eine Inaktivierung des TRPM4 Gens zu einer Hypertonie in Mausen fuhrt. Dabei konnte
durch die systematische Analyse der Blutdruck-beeinflussenden Organe eine Beein-
trachtigung der Gefalfunktion, des RAAS und der Herzfunktion ausgeschlossen wer-
den. Die systematische Analyse der zugrunde liegenden Mechanismen deutet darauf
hin, dass der erhéhte Blutdruck auf einem verstarkten Sympathikotonus mit einer Be-

teiligung der Nebenniere beruht.

Obwohl die Mechanismen, wie nun die Inaktivierung zu Bluthochdruck fiihrt, bisher
noch nicht auf der molekularen Ebene verstanden sind, suggerieren diese Ergebnisse,
dass eine Stimulation der TRPM4 Aktivitat nicht nur hilfreich ware um allergischen Re-
aktionen vorzubeugen (siehe Anhang A: Anaphylaxie in TRPM4-defizienten Mausen),
sondern auch um eine Erniedrigung des Blutdrucks ohne Beeinflussung der Herzfunk-

tion bei hypertensiven Patienten zu erreichen.

4.2 Hypotonie TRPC1/C4-defizienter Mause

TRPC4 und TRPC1 bilden, wie andere TRPC Proteine, Untereinheiten von Agonist-
aktivierten Kationenkanalen (Freichel and Flockerzi, 2007; Freichel et al., 2004b; Frei-
chel et al., 2005), wobei TRPC1 und TRPC4 zusammen mit TRPC5 und moglicherwei-
se auch mit TRPC6 heteromultimerisieren kénnen (Goel et al., 2002; Strubing et al.,
2003). Die Expression der TRPC1-, TRPC4-, TRPC5- und TRPC6-mRNA Uberlappt
u.A. in glatten Muskelzellen von Gefallen (Inoue et al., 2004), so dass TRPC-Proteine
in diesen Zelltypen mdglicherweise als heterooligomere Kanalkomplexe vorliegen. Da
TRPC Kanale neben Na* auch Ca** leiten, kénnte der Ca?*-Einstrom in glatten Muskel-
zellen von Gefallen wesentlich zur Kontraktion beitragen. Ich habe deshalb Untersu-
chungen zur Regulation der GefalRkontraktilitat und der Blutdruckregulation in TRPC1~
" und TRPC1/C4"? Mausen durchgefiihrt.

Mit Hilfe radiotelemetrischer Blutdruckmessungen konnte gezeigt werden, dass
TRPC1/C472 Mause eine signifikante Erniedrigung des {iber 24h gemittelten systoli-
schen, diastolischen und mittleren arteriellen Blutdrucks von 14 mmHg, 4 mmHg und 7
mmHg sowohl wahrend der Erholung vom operativen Eingriff als auch nach Rekonva-

leszenz aufweisen. Diese Hypotonie besteht Uber den gesamten Tagesverlauf und
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)

geht mit einer signifikant erhéhten Herzfrequenz einher. TRPC1™~ Mause dagegen

~~ Mausen ist der MAP nur an

zeigen keine Blutdruckveranderungen und bei TRPC4
den ersten vier postoperativen Tagen erniedrigt. In den Endothelzellen von TRPC4™-
Mausen ist der durch kérpereigene Agonisten wie Acetylcholin, ATP oder Thrombin
induzierte zytosolische Anstieg der Calziumkonzentration drastisch vermindert. Als
Folge davon ist sowohl die Relaxation von Aortenringen als auch die Regulation der
GefalBpermeabilitat in isolierten Endothelzell-Layern und auch in intakten Lungengefa-
Ren stark eingeschrankt (Freichel et al., 2001; Tiruppathi et al., 2002). Der mittlere ar-
terielle Blutdruck ist 24 Stunden nach Implantation eines intraarteriellen Katheters im
Vergleich zu Wildtyp-Kontrolltieren um ca. 11 mmHg erniedrigt. Nach ausreichender
Rekonvaleszenz der Tiere vom operativen Eingriff kann allerdings kein Unterschied
mehr hinsichtlich des Ruheblutdrucks gemessen werden (Hoffmann, 2004). In TRPC1~
"~ Mé&usen ist die Druck-induzierte Kontraktion von Cerebralarterien unverandert. Wei-
terhin wurde beschrieben, dass TRPC1 alleine - entgegen einiger Hypothesen - keine
obligatorische Komponente des speicher-abhangigen und durch Stretch aktivierten

Kanalkomplexes in glatten Muskelzellen darstellt (Dietrich et al., 2007).

Mittels der verwendeten Blutdruck-Transmitter ist eine Quantifizierung der kérperlichen
Aktivitit der Tiere moglich. Dadurch konnte gezeigt werden, dass die TRPC1/C4?
Mé&use neben der erhéhten Herzfrequenz und der Hypotonie eine geringere korperliche
Aktivitat aufweisen. Die Auswertung des zirkadianen Rhythmus der kdrperlichen Aktivi-
tat zeigt vor allem in den Nachtstunden eine deutlich geringere Aktivitat der
TRPC1/C4792 Mause im Vergleich zu den Wildtypen. Durch einen ,Open Field Test"
konnte die verminderte korperliche Aktivitat der TRPC1/C4™? Mause im Vergleich zu
den Wildtypen bestatigt werden. Werden nun der mittlere arterielle Blutdruck und die
Herzfrequenz in Abhangigkeit von der koérperlichen Aktivitat betrachtet, wird deutlich,
dass bei normaler korperlicher Aktivitat der MAP erniedrigt und die Herzfrequenz er-
hoht ist. Die Herzfrequenz steigt mit zunehmender korperlicher Aktivitat starker an als
in den Wildtyp Tieren. Die Frage, ob der erniedrigte Blutdruck und die gesteigerte
Herzfrequenz eine Folge der verminderten Aktivitat der Mause sind oder ob die ver-
minderte Aktivitat durch die Hypotonie und Tachykardie bedingt ist, bleibt hier unge-
klart.

In vivo Experimente zur Blutdruckregulation ergaben einen Hinweis auf eine gestorte
Regulation der Herzfrequenz nach Stimulation as-Adrenozeptor vermittelter Vasokon-
striktion der glatten Muskelzellen durch Phenylephrin. Nach intraperitonealer Injektion
von Phenylephrin, durch welches der Blutdruck um mehr als 40 mmHg anstieg, war in

den Wildtypen eine deutliche Barorezeptor-vermittelte Reflexbradykardie erkennbar.
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Barorezeptoren sind Mechanorezeptoren in der GefaRwand des Carotis-Sinus und
Aortenbogens, die bei einem Blutdruckanstieg durch Dehnung aktiviert werden. Dies
fuhrt zu einer Inhibierung des sympathischen Nervensystems und einer Aktivierung des
Parasympathikus mit nachfolgender Bradykardie. Im Unterschied zu Wildtyp Tieren
blieb die Reflexbradykardie nach Applikation steigender PE-Konzentrationen in den
TRPC1/C4-defizienten Tieren nahezu aus. Eine intravendse Applikation bietet den Vor-
teil, dass sich die Substanz sofort im Blutkreislauf befindet und ein im Vergleich zur
intraperitonealen Injektion deutlich schnellerer Wirkeintritt innerhalb von Sekunden zu
beobachten ist. Erste Ergebnisse nach intravendser Gabe von PE ergaben ebenfalls
eine eingeschrankte Reflexbradykardie als Folge eines schnellen und starken Blut-
druckanstiegs, was auf eine gestorte Autoregulation der Barozeptoren in TRPC1/C4~
)2 Mausen hindeutet. Ein weiterer Hinweis auf eine mdgliche veranderte Herzfrequenz-
regulation zeigte eine Stimulation der a,-Adrenorezeptoren mit Dexmedetomidin. Fir
diesen ay-Adrenorezeptoragonisten wurde beschrieben, dass niedrigere Konzentratio-
nen vor allem den a,,-Adrenorezeptor Subtyp aktivieren (Kamibayashi et al., 1995).
Diese Aktivierung fuhrt am Herzen zu einer Bradykardie und in der Peripherie zu einer
Vasodilatation mit Blutdruckabfall. Nach intraperitonealer Applikation von Dexmedeto-
midin in einer Dosis von 10ug/kg KG konnte allerdings sowohl in den Wildtypen als
auch in den TRPC1/C4™? Mausen kaum eine Anderung des Blutdrucks beobachtet
werden. Die Applikation flihrte in beiden Genotypen aber zu einer Bradykardie, wobei
diese in den TRPC1/C4772 Mausen signifikant schwacher ausgepragt war. Im Gegen-
satz dazu zeigte eine intraperitoneale Applikation des nikotinergen Acetylcholin-
Rezeptor-Antagonisten Hexamethonium oder des NO-Synthase-Inhibitors L-NAME

keine Veranderungen der Blutdruck und Herzfrequenzantwort in beiden Genotypen.

Der arterielle Blutdruck wird unter anderem durch ein Zusammenspiel verschiedener
Vasokonstriktoren und Vasodilatatoren bestimmt. Zur Analyse glattmuskularer Kontrak-
tion wurden Kontraktilititsmessungen an isolierten Aortenringen von TRPC1/C47?
Mausen und Wildtypen durchgeflhrt. Hierbei zeigte sich eine signifikante Rechtsver-
schiebung der Konzentrations-Wirkungskurve fir Phenylephrin, was auf eine geringere
Ansprechbarkeit der glatten Muskelzellen der Aorta von TRPC1/C4™? M&usen hin-
weist und durch einen veranderten Calcium-Einstrom Uber TRPC1/C4 Kationenkanale
in glatten Muskelzellen nach a;-Adrenozeptor-Stimulation erklart werden konnte. In
Aortenringen von TRPC4~~ Mausen ist die Phenylephrin- und Noradrenalin-induzierte

Kontraktion unverandert.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass TRPC1/C4™? Mause

eine Hypotonie aufweisen, die mit einer verminderten kdrperlichen Aktivitat assoziiert
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ist. Daruberhinaus zeigen Kontraktilititsmessungen an isolierten Aortenringen eine
verminderte as-Adrenozeptor-vermittelte Gefalikontraktion. Auferdem zeigen die
TRPC1/C4-defizienten Mause eine Stérung des Barorezeptorreflexes nach Blutdruck-
steigerung. Aufgrund des unveranderten Blutdrucks in TRPC1- bzw. TRPC4-
Einzelknockouts sprechen meine Ergebnisse daflir, dass in den Einzel-Knockouts das
Fehlen einer Untereinheit kompensiert werden kann und eine Hypotonie bzw. vermin-
derte GefalRkontraktilitat erst beim Fehlen beider TRPC-Proteine, TRPC1 und TRPC4,
auftritt.

Weitere Experimente in Kooperation mit Prof. Dr. Frank Schweda (Universitat Regens-
burg) zeigen eine Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron Systems in den
TRPC1/C4™"2 M&usen. Sowohl die Plasma-Renin-Aktivitat als auch die renale Renin
mRNA sind im Vergleich zu Wildtypen signifikant erhoht (Schweda, Mathar, Freichel,
noch zu publizieren). Weiterhin sind das ausgeschiedene Urinvolumen und die Natrium
Konzentration im Urin vermindert, was wahrscheinlich durch den niedrigen Blutdruck in
den TRPC1/C4™7%2 Mausen bedingt ist. An isoliert perfundierten Nieren zeigte sich eine
normale Stimulier- und Hemmbarkeit der Reninsekretion in beiden Genotypen, was
gegen einen primaren Defekt der Reninsekretion in den juxtaglomerularen Zellen der
Niere in TRPC1/C4™2 Mausen spricht. Von Juan E. Camacho Londofio aus unserer
Arbeitsgruppe konnte, Ubereinstimmend mit der erhdhten Renin-Aktivitat, keine Erhé-
hung von Angiotensinogen im Plasma der TRPC1/C4-defizienten Mause, dem Substrat
von Renin, gemessen werden. Insgesamt kann aufgrund der bisherigen Ergebnisse
nicht beantwortet werden, ob die erhdhte Herzfrequenz eine Folge der Hypotonie ist
oder ob sie unabhangig davon durch Inaktivierung von TRPC1 und TRPC4 zustande
kommt. Als Folge und zur Kompensation der Hypotonie kann sowohl das Renin-
Angiotensin-Aldosteron System aktiviert und dadurch das Urinvolumen und die Natri-
umkonzentration im Urin vermindert, als auch die Herzfrequenz in den TRPC1/C4?
Mausen erhoht sein. Durch Applikation eines [(-Blockers sollte in diesem Falle der
Blutdruck in den TRPC1/C4""2 M&usen noch stérker abfallen. Weiterhin sind die Sti-
mulierbarkeit der a,-Adrenorezeptoren moéglicherweise durch Desensitisierung im Ver-
gleich zu den Wildtypen erniedrigt, was zu einer erhdhten Herzfrequenz beitragen
konnte. Besonders ein weiteres wichtiges Experiment zur Aufklarung des Phanotyps
der TRPC1/C4-defizienten Mause ware die Charakterisierung der kardialen Kontraktili-
tat. Bei einer eingeschrankten kardialen Kontraktilitdt ware die Herzauswurfleistung
vermindert, was unabhangig von Unterschieden in der Gefal3kontraktilitdt und der kor-
perlichen Aktivitat den erniedrigten Blutdruck mit erhohter Herzfrequenz erklaren konn-

te. Eine primare kardiale Ursache fir die erhdhte Herzfrequenz kénnte man beispiels-
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weise durch Untersuchungen an spontan kontrahierenden Praparaten des rechten

Vorhof ausschlieRen.



Im Weiteren wurden im Rahmen der Dissertation folgende Methoden und Ergebnisse

etabliert, die unter anderem Eingang in Publikationen gefunden haben.
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Anhang A: Anaphylaxie in TRPM4-defizienten Mausen

A.1 Einleitung

Unter einer Allergie wird eine Immunreaktion gegeniiber ansonsten ,harmlosen® Anti-
genen, wie beispielsweise Pollen, Milbenkot, Tierhaaren oder bestimmten Nahrungs-

mitteln, verstanden.

Nach Coombs und Gell werden allergische Reaktionen in 4 Typen klassifiziert (Gell
PGH, 1963): Typ 1: Immunglobulin-E (IgE) -vermittelte Sofortreaktion, Typ 2: Immun-
globulin-G- und Immunglobulin-M-vermittelte zytotoxische Reaktion, Typ 3: IgG-
Immunkomplex-vermittelte Reaktion und Typ 4: zellvermittelie Spatreaktion. Da die
durchgefiihrten Experimente auf die Untersuchung der Typ-1 Reaktion ausgerichtet

sind, soll im Folgenden auf diese naher eingegangen werden.

A.1.1 Pathophysiologie der Allergie vom Typ-1

Etwa 90% aller Allergien sind Allergien vom Typ-1 und daher IgE-vermittelt. Beim er-
sten Kontakt eines Organismus mit einem potentiellen Allergen kommt es zur Sensibili-
sierung gegen dieses Agens. Antigenprasentierende Zellen, wie z.B. Langerhanszellen
in der Haut und Schleimhaut, dendritische Zellen oder gewebsstandige Makrophagen
und zirkulierende Monozyten, phagozytieren die eingedrungenen Antigene, prozessie-
ren sie durch proteolytische Spaltung und prasentieren deren Peptide in major histo-
compatibility complex Il (MHC-II)-Molekilen naiven CD4" T-Helferzellen (Th) des Typs
0 (Vorlauferzellen). Diese wiederum differenzieren sich unter Einfluss von Interleukin-4
(IL-4) zu allergenspezifischen T-Helferzellen des Typs 2, die daraufhin IL-4, IL-5 und
IL-13 produzieren. Th2-Zellen sind fiir Antikérper-vermittelte humorale Immunantwor-
ten verantwortlich. Zu deren wichtigsten Effektorfunktionen gehéren die Regulation der
IgE-Produktion und die Unterhaltung von IgE-abhangigen Immunreaktionen, die durch
Eosinophile und Mastzellen als weitere Effektorzellen vermittelt werden. Th2-Zellen
initiieren den Klassenwechsel der B-Zellen, woraufhin diese allergenspezifisches IgE
bilden. Das IgE bindet an spezifische Rezeptoren der Mastzellen und basophilen Gra-
nulozyten. Bei einem Folgekontakt mit dem Allergen binden die Allergene an das
membranstandige IgE der Mastzellen und Basophilen, die daraufhin durch Degranula-
tion ihre intrazelluldren Botenstoffe wie Histamin, Serotonin, Leukotriene und Prosta-

glandine freisetzen. Dies fUhrt innerhalb von Minuten zu einer allergischen Frihreakti-
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on, die durch erhohte Gefalipermeabilitat, vermehrte Schleimproduktion, Konstriktion
der glatten Muskulatur und Chemotaxis von eosinophilen und neutrophilen Granulozy-
ten gekennzeichnet ist. Nach 3-8 Stunden schlief3t sich die allergische Spatphase an:
Durch die Produktion von IL-4, 5, 10 und 13 von Th2-Zellen werden Eosinophile, Ba-
sophile, Makrophagen und weitere T-Lymphozyten aktiviert und strémen in die Kon-

taktregionen des Gewebes ein (Averbeck et al., 2007).

A.1.2 Mastzellen und Anaphylaxie

Mastzellen stammen von hamatopoetischen Stammzellen des Knochenmarks ab. Un-
reife Vorlaufer der Mastzellen zirkulieren zunachst im Blut, wandern schlief3lich in die
Zielgewebe, wie die Haut, den Respirationstrakt und die Darmmukosa, ein und diffe-
renzieren dort zu reifen Mastzellen (Galli et al., 2005). In intrazellularen Granula spei-
chern Mastzellen eine Vielzahl von Botenstoffen, die nach entsprechender Stimulation
freigesetzt werden und u. a. Inflammation, Vasodilatation, pathologisch gesteigerte
Endothelpermeabilitdt sowie Bronchokonstriktion hervorrufen. Dadurch sind Mastzellen
bei zahlreichen physiologischen und pathophysiologischen Prozessen beteiligt, insbe-
sondere bei der Immunabwehr, bei Allergien und bei Anaphylaxie. Die Mastzell-
vermittelte Anaphylaxie beruht auf einer Freisetzung einer groRen Zahl von Mediato-
ren, wie Histamin, Proteasen, Cytokinen und Proteoglykanen. Ebenso fiihrt die Mast-
zellaktivierung zur schnellen Synthese und Freisetzung von Prostaglandinen, Leuko-
trienen und Thromboxanen, welche Uber eine Metabolisierung von Arachidonsaure

gebildet werden (Prussin and Metcalfe, 2006).

Fir die IgE-vermittelte Histaminfreisetzung ist ein Ca?*-Einstrom aus dem Extrazellul&r-
raum ins Zytosol der Mastzellen erforderlich. Dieser Einstrom von Calcium ist abhangig
vom Membranpotential, welches die Triebkraft flr diesen darstellt (Mohr and Fewtrell,
1987a; Mohr and Fewtrell, 1987b). Nach Anstieg der intrazellularen Calcium-
Konzentration werden Calcium-aktivierte nicht selektive Kationenkanale (CAN: calci-
um-activated nonselective cation) aktiviert, die urspriinglich in kultivierten Herzzellen
der Ratte und in Pankreasazinuszellen beschrieben wurden (Colquhoun et al., 1981;
Maruyama and Peterson, 1982). TRPM4 und der nachste Verwandte TRPM5 wurden
als zwei Kandidaten fiir die Klasse der CAN-Kanalfamilie beschrieben (Launay et al.,
2002; Nilius et al., 2003; Prawitt et al., 2003). Beide Proteine gehéren zu der Melasta-
tin-Unterfamilie der TRP-Membranproteine. Es bestand schon langere Zeit die Hypo-
these, dass CAN-Kanale das Membranpotential von Zellen und damit das Ausmalf} des

Calcium-Einstroms kontrollieren kénnten. Es ist vorstellbar, dass in elektrisch erregba-
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ren Zellen, in denen der Calcium-Einstrom hauptsachlich durch spannungsabhangige
Calcium-Kanale vermittelt wird, eine Depolarisation den Calcium-Einstrom vergréfert.
In nicht-erregbaren Zellen, wie Mastzellen, in welchen der Calcium-Einstrom haupt-
sachlich Uber speicher- und rezeptor-abhangige Kanale vermittelt wird, wirde eine
Depolarisation des Membranpotentials den Calcium-Einstrom vermindern. Diese Hypo-
these wird durch Studien an Zelllinien, in denen TRPM4 (berexprimiert oder herrunter-
reguliert wurde, unterstiitzt (Cheng et al., 2007; Launay et al., 2004). Sowohl in der
Maus als auch im Menschen gibt es zwei Hauptpopulationen von Mastzellen, Schleim-
hautmastzellen (murin: MMC, mucosal type mast cells) und Bindegewebsmastzellen
(murin: CTMC, connective tissue type mast cells). MMC sind vor allem in Schleimhau-
ten des Gastrointestinaltraktes sowie in den Bronchien, lokalisiert. Bindegewebsmast-
zellen kommen in der Haut und in der Bauchhdhle vor. Da im murinen System weder
MMC noch CTMC fir in vitro-Untersuchungen in ausreichend hoher Zahl aus den ent-
sprechenden Geweben isoliert werden kénnen, werden vor allem sogenannte BMMC
(bone marrow-derived mast cells) als anerkanntes in vitro Aquivalent fiir Mastzellen
verwendet. Diese Zellen werden aus Knochenmarkszellen durch eine mehrwéchige
Kultur in Gegenwart von Interleukin-3 generiert (Razin et al., 1982). Wir hatten TRPM4-
defiziente Mause hergestellt und konnten zeigen, dass TRPM4 Calcium-aktivierte Ka-
tionenkanale bildet, die in Knochenmarksmastzellen zur Depolarisation der Zellmem-
bran fiihren und dadurch indirekt die treibende Kraft fir den Calcium-Einstrom limitie-
ren. Entsprechend ist in Abwesenheit von TRPM4 der Calcium-Einstrom in Mastzellen
und damit die Degranulation drastisch gesteigert. Es konnte gezeigt werden, dass
TRPM4 den Fce-Rezeptor-vermittelten Calcium-Einstrom und damit die Mastzellaktivie-
rung durch seinen Effekt auf das Membranpotential reguliert. TRPM4™~ Knochen-
marksmastzellen zeigten im Durchschnitt ein mehr depolarisiertes Membranpotential
und einen verstarkten Calcium-Einstrom. Diese Hyperpolarisation des Membranpoten-
tials konnte dem Kaliumstrom, welcher durch den SK4-Kanal vermittelt wird, zugeord-
net werden. Nach der Aktivierung der speicher-abhangigen Calcium-Kanale und einer
Erhéhung der cytosolischen Calcium-Konzentration wird der TRPM4-Kanal aktiviert,
depolarisiert das Membranpotential und vermindert somit die Triebkraft flir den Calci-
um-Einstrom durch CRAC-Kanale. Auf diese Weise fungiert der TRPM4-Kanal als eine
molekulare ,Bremse” auf den Calcium-Einstrom nach Fce-Rezeptor-vermittelter Aktivie-
rung. An Knochenmarksmastzellen konnte gezeigt werden, dass die FceRI-vermittelte
Aktivierung dieser Mastzellen zu einer schnellen Ausschittung von Entziindungsme-
diatoren, wie z.B. Histamin, und zu einer Neusynthese von Metaboliten der Arachidon-
saure und verschiedenen Zytokinen und Chemokinen fuhrt (Metcalfe et al., 1997).

TRPM4™~ Knochenmarksmastzellen setzten vermehrt Histamin, Leukotrien und TNF
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frei, wohingegen die Sekretion von IL-6 nicht verandert war (Vennekens et al., 2007).
Um zu untersuchen, ob in Abwesenheit von TRPM4 auch die Aktivierung von reifen
Bindegewebsmastzellen z.B. in der Haut gesteigert ist, wurden Anaphylaxie-
Experimente an Wildtyp und TRPM4™~ Mausen etabliert und durchgefiihrt.
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A.2 Methoden

Zur Untersuchung, ob der in kultivierten und unreifen Knochenmarksmastzellen gefun-
dene Mechanismus der gesteigerten Mastzell-Aktivierung auch in Bindegewebsmast-
zellen zutrifft, wurden die folgenden in vivo Experimente an Wildtyp und TRPM4™"

Mé&usen etabliert und durchgefuhrt.

A.2.1 Perkutane Anaphylaxie — Sofortreaktion

Das Protokoll fur die Sofortreaktion der kutanen Anaphylaxie wurde durchgefuhrt wie in
Ali et al. beschrieben (Ali et al., 2004).

Ein Tag vor Versuchsbeginn wurde das Ruickenfell der Tiere in Isofluran-Narkose
durch Rasieren und anschlieRendes Auftragen von Enthaarungscreme entfernt und mit
Dexpanthenol-Salbe behandelt. Am Versuchstag wurde den Mausen in Isofluran-
Narkose an zwei benachbarten Hautstellen am Ricken 30ul einer Lésung von IgE-
Immunglobulinen (30 oder 60ng in 30ul 0.9% (w/v) NaCl) oder NaCl intradermal inji-
ziert. Die verwendeten Immunglobuline erkennen Dinitrophenyl (DNP) und 2,4-
Dinitrofluorobenzen (DNFB) als Antigen (IgE anti DNP; Sigma D-8406). Das Antigen ist
an humanes Serumalbumin (HSA) als Tragersubstanz gekoppelt. 48h nach der Injekti-
on von IgE anti-DNP-HSA bzw. 0.9% NaCl wurde den Mausen ebenfalls unter Isoflu-
ran-Anasthesie 100ug DNP-HSA in 200ul einer 0.1% (w/v) Evan’s Blue Ldsung in
0.9% NaCl intravends in den retrobulbaren Plexus injiziert. Den Kontrollmausen wurde
0.9% NaCl statt DNP-HSA appliziert. Nach der Sensibilisierungsphase erfolgt nun in
vivo die Mastzellaktivierung durch Kreuzvernetzung der an die Fce-Rezeptoren gebun-
denen Antikorper, was innerhalb kirzester Zeit zu einer Degranulation der Zellen und
damit zur Freisetzung der gespeicherten Mediatoren flihrt. Durch die Freisetzung von
Histamin und anderen Entziindingsmediatoren wird unter anderem die Endothelzell-
permeabilitat gesteigert. Eine Stunde nach der intravendsen Injektion des Allergens
wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getétet und es wurden an den Injektions-
stellen Hautbiopsien definierter GroRe mit Hilfe von Biopsie-Stanzen (& 8mm, pfm
Produkte fir die Medizin AG, K&In) entnommen. Zur Extraktion des Evan’s Blue Farb-
stoffes wurden die Biopsien 48h bei 55°C in 500ul Formamid inkubiert. Die Extravasa-
tion des Farbstoffs durch die Zunahme der mikrovaskularen Endothelpermeabilitat als
Mal fir die Anaphylaxie wurde mittels Absorptionsmessung bei 620nm quantifiziert.
Die gemessene Absorption der Kontroll-Injektionsstelle jeder Maus bei 620nm wurde

von den IgE-injizierten Proben abgezogen.



Anhang A: Anaphylaxie in TRPM4-defizienten Mausen 129

Anti-DNP IgE 48h DNP-HSA + 60min
0.9% NaCl m===)> | Evan’'s Blue | =)

Hautbiopsie
Evan’s Blue Extraktion

intradermal intravends

Abbildung 41: Schema zur Analyse der Friihphasereaktion im Rahmen einer perkutanen
Anaphylaxie

A.2.2 Perkutane Anaphylaxie — Spatphase-Reaktion

Das Experiment zur Spatphase-Reaktion im Rahmen einer perkutanen Anaphylaxie

wurde in Anlehnung an Klemm et al. durchgefiihrt (Klemm et al., 2006).

Die Mause wurden durch eine intravendse Injektion in den retrobulbaren Plexus von
2ug IgE anti-DNP-HSA in 200ul 0.9% NaCl passiv sensibilisiert. Die verwendeten Im-
munglobuline erkennen Dinitrophenyl (DNP) und 2,4-Dinitrofluorobenzen (DNFB) als
Antigen. 24h nach der Sensibilisierung wurde 10ul einer 0.3% (w/v) DNFB Aceton-
Sonnenblumendl (4:1) Loésung mit einer Pipette auf beide Seiten des rechten Ohres
epidermal appliziert. Das unbehandelte linke Ohr der Maus diente als Kontrolle. Die
Hautreaktion wurde durch die Messung der Ohrdicke mit einem Mikrometer an den
Zeitpunkten 1h bis 48h nach Antigen-Applikation bestimmt. Die Zunahme der Ohrdicke

wurde berechnet als Prozent des Ausgangswertes vor der Antigen-Zugabe.

Anti-DNP IgE 24h DNFB 1-48h Bestimmung

0.9% NaCl mm===D> | epidermal | ====P> | 4or Ohrdicke
intravenés

Abbildung 42: Schema zur Analyse der Spatphasereaktion im Rahmen einer perkutanen
Anaphylaxie
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A.3 Ergebnisse und Diskussion

Zur Induktion der anaphylaktischen Sofortreaktion wurde 2 Tage nach einer intrader-
malen Sensibilisierung der Mause mit einem IgE Antikdrper gegen DNP-HSA oder ei-
ner Injektion von NaCl als Kontrolle die passive kutane Anaphylaxie durch eine intra-
venose Injektion von DNP-HSA, geldst in NaCl-Evan’s Blue, induziert. Wahrend der
ersten Stunde nach der Induktion wird die Entzindungsreaktion hauptsachlich durch
Freisetzung von Histamin und Serotonin vermittelt. Dadurch wird die GefalRpermeabili-
tat erhoht und der Evan’s Blue Farbstoff tritt in das umgebende Gewebe aus (Inagaki
et al., 1986). Unter Kontroll-Bedingungen zeigte sich kein Unterschied in der Extrava-
sation des Farbstoffes nach dem Antigen-Stimulus in Hautbiopsien beider Genotypen.
In TRPM4-defizienten Mausen ist nach der DNP-HSA Injektion die Extravasation von
Evan’s Blue in das Hautgewebe im Vergleich zu den Wildtypen (Abbildung 43A&B)
deutlich erhéht. Diese Ergebnisse weisen auf eine gesteigerte GefalRpermeabilitat und

=~ Mausen hin. Da ein Unterschied in der

eine verstarkte kutane Anaphylaxie in TRPM4
Mastzelldichte das Ausmald der anaphylaktischen Reaktion beeinflussen kann, wurde
zuvor mittels histomorphometrischer Analyse gezeigt, dass die Mastzelldichte vor der
DNP-HSA Stimulation in Hautbiopsien der beiden Genotypen nach Sensibilisierung

nicht unterschiedlich war (Vennekens et al., 2007).

Zur Untersuchung der Spatphase-Reaktion wurden die Mause mit einer intravendsen
Injektion von IgE anti-DNP-HSA sensibilisiert und die perkutane Anaphylaxie mittels
Messung der Ohrdicke bis 48h nach epikutaner Applikation von 2,4-
Dinitrofluorobenzen bestimmt. Studien in Mastzell-defizienten ,W/W"“ M&usen haben
gezeigt, dass Mastzellen sowohl fur die Gewebsschwellung als auch fiir die Infiltration
von neutrophilen Granulozyten verantwortlich sind (Wershil et al., 1991). Zu keinem
Zeitpunkt konnten Unterschiede in der Spatphase-Reaktion zwischen Wildtyp und

TRPM4-defizienten Mausen gemessen werden (Abbildung 43C).

Diese Ergebnisse zeigen, dass der in BMMCs erarbeitete Mechanismus, der zu einer
gesteigerten Mastzellaktivierung nach Inaktivierung von TRPM4 fiihrt, nicht nur in kulti-
vierten Knochenmarksmastzellen, sondern auch in Bindegewebsmastzellen der Haut
fur von Bedeutung ist (Vennekens et al., 2007). Diese Untersuchungen lassen schlie-
Ren, dass TRPM4 als Calcium-aktivierter Kationenkanal fungiert, welcher die Mastzell-
Aktivierung inhibiert. Wird TRPM4 aktiviert, so wird der Calcium-Einstrom vermindert

und die Freisetzung von Entziindungsmediatoren gebremst.



Anhang A: Anaphylaxie in TRPM4-defizienten Mausen 131

A 129SvJ B

TRPM4-+

Kontrolle IgE
26
S 54 ] —=— 1295w IgE+DNFB
e —e— TRPM4™- IgE+DNFB
6 22

der
N
o O

—0—129SvJ IgE
—Oo— TRPM4_/_I9E \

r Zuwachs de
—
N O

_910

Bl

2. /

2 41 :

w2

>

x 01reEBefs——"H—o—"-————-¢0
0 10 20 30 40

Zeit [h]

Abbildung 43: Perkutane Anaphylaxie in Wildtyp- (129SvJ) und TRPM4™~ Mausen. (A) Die
Gefalpermeabilitat wurde durch intradermale Injektion von IgE anti DNP-HSA gefolgt von einer
intravendsen Injektion von DNP-HSA zusammen mit Evan’s Blue ausgeldst. Die Bilder zeigen
die Riickenhaut nach Rasur von einer Wildtyp (129SvJ) und einer TRPM4~~ Maus. (B) Extrava-
sation von Evan’s Blue in die Haut als ein Mal fur die Akutreaktion der perkutanen Anaphyla-
xie; quantifiziert wurde die Absorption des Extraktes einer an der Injektionsstelle entnommenen
Gewebeprobe (IgE: WT n=18, KO n=22; Kontrolle: WT n=19, KO n=28; *p<0.05, **p<0.01). (C)
Spatphase-Reaktion. DNFB wurde auf die rechten Ohren von 129SvJ (n=8) und TRPM4™~
(n=9) Mausen appliziert, welche zuvor mit IgE anti DNP-HSA passiv sensibilisiert wurden; das
unbehandelte linke Ohr diente als Kontrolle (WT n=8, KO n=3). Daten reprasentieren den An-
stieg der Ohrdicke in Prozent.

Somit konnte ein Mechanismus beschrieben werden, welcher an Hypersensitivitatsre-
aktionen beteiligt ist und moglicherweise konnten TRPM4-aktivierende Substanzen die
Aktivierung von Mastzellen limitieren und als Pharmaka zur Behandlung von allergi-

schen Reaktionen eingesetzt werden.
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Anhang B: Glucosetoleranztest in TRP-defizienten
Mausen

B.1 Einleitung

B.1.1 Physiologie des Glukosestoffwechsels

Glukose spielt eine zentrale Rolle in der Energieversorgung des Organismus. Die Re-
gulation der Blutglukosehomdostase erfolgt sowohl Uber die Leber als auch tber die in
den Langerhans Inseln der vom Pankreas gebildeten Hormone Insulin, Glukagon und
Somatostatin. Die Langerhansinseln des Pankreas enthalten mehrere endokrine Zell-
typen: Insulin-produzierenden (3-Zellen, Glukagon-produzierende a-Zellen, Somatosta-
tin-produzierende D-Zellen und Polypeptid sezernierende PP-Zellen, die auch als F-
Zellen bezeichnet werden. Insulin erhdht in Leber- und Muskelzellen die Glukoseauf-
nahme und die Bildung von Glykogen, welches der kurz- bis mittelfristigen Speicherung
und Bereitstellung des Energietragers Glukose dient. Als weiterer Energiespeicher wird
bei anaboler Stoffwechsellage in der Leber aus Glukose zusatzlich Fett metabolisiert.
Diese in der Leber gebildeten Lipide erreichen Uber den Blutweg das Fettgewebe, wo
sie als Triglyzeride gespeichert werden. Weiterhin férdert Insulin den EiweiRaufbau.
Glukagon stimuliert die Glykogenolyse, was einen Blutzuckeranstieg zur Folge hat. Auf
das Fettgewebe wirkt es lipolytisch und stellt somit Fettsauren flir die Energielieferung
zur Verfigung. Somatostatin vermindert die Freisetzung von Insulin und Glukagon.
Weiterhin hemmt es die Motorik des Magen-Darm-Kanals und die Sekretion der Ver-

dauungssafte. Damit werden zu grofRe Blutzuckerschwankungen verhindert.

Nach einer Glukoseaufnahme wird das Gleichgewicht des Blutglukosespiegels durch
das Zusammenspiel dreier Faktoren wieder hergestellt: (i) Als Antwort auf die Glukose-
Erhéhung im Blut wird die Insulinsekretion stimuliert. (ii) Die Kombination aus Hyper-
glykamie und Hyperinsulinamie fordert die Glukoseaufnahme durch die Leber, den
Darm und die Muskulatur. (iii) Gleichzeitig wird die hepatische Glukoseproduktion ge-

hemmt.
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B.1.2 Regulation der Insulinsekretion

In Abbildung 44 ist die Regulation der Glukose-induzierten Insulin-Sekretion schema-

tisch dargestellt.

K+ Depolarlsatlon

W @@\\

Ca2+

Insulin-haltige
Granula

mtrazellulare Ca?*
Speicher } o ER

Glukose ﬁ Glukose \\
Glukose-6 P— Gkaonse/' Mitochondrium J/

Abbildung 44: Regulation von Insulinsekretion in beta-Zellen

Der Glukosetransport in die 3-Zelle erfolgt energieunabhangig entsprechend dem Kon-
zentrationsgefalle Uber den Glukosetransporter GLUT2. Dort wird die Glukose durch
Katalyse des Transfers von Phosphat aus ATP auf Glukose (ber die Glucokinase
phosphoryliert, dem Energiestoffwechsel zugeflihrt und steigert somit den intrazellula-
ren ATP-Gehalt. ATP fiihrt zum Verschluss des ATP-sensitiven K'-Kanals. Dadurch
kommt es zur Depolarisation der Plasmamembran, zur Aktivierung von spannungsab-
hangigen Calcium-Kanédlen und zum Einstrom von extrazelluldarem Calcium. Dieses
bewirkt zusammen mit dem aus den intrazelluldren Speichern mobilisierten Calcium
eine Fusion der Insulin-enthaltenen Speichergranula und deren Exozytose (Hurter,
2007).
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B.1.3 Untersuchung der Glukosehomoostase mittels Glukosetoleranztest

Der Glukosetoleranztest stellt ein einfaches und aussagekraftiges Diagnostikum dar,
die Veranderung der Glukosehomoéostase bei Patienten mit Diabetes mellitus nachzu-
weisen. Die Moglichkeit die Glukosetoleranz bei Mausen zu messen ist fir das Ver-
standnis der Pathogenese und fiir das Testen potentieller Therapeutika von besonde-

rer Bedeutung.

Das limitierte Blutvolumen der Maus stellt spezielle Anforderungen an die Sensitivitat
der Technik, durch welche ein Metabolit oder eine Substanz im Blut bestimmt werden
soll. Im Falle einer Glukosebestimmung wird dieses noch erschwert, da normalerweise
mehrere Messungen in relativ kurzen Zeitintervallen bendtigt werden. Die zurzeit beste
Methode die Blutglukosekonzentration zu messen ist die Verwendung von Blutzucker-
messgeraten. Diese Messgerate sind sehr einfach zu handhaben und erméglichen
relativ genaue Messungen innerhalb von Sekunden von einem sehr kleinen Blutvolu-

men im pl-Bereich (Heikkinen et al., 2007).

Der orale Glukosetoleranztest (0GTT) misst die Fahigkeit des Kdrpers, die Blutzuc-
kerhomdostase trotz schneller Zufuhr einer definierten Menge an Glukose im physiolo-
gischen Rahmen aufrecht zu erhalten. Es ist bekannt, dass oral verabreichte Glukose
zu einer starkeren Insulinausschattung fuhrt, als eine intraventése Glukoseinfusion, die
den gleichen glykédmischen Effekt zeigt (Drucker and Nauck, 2006; Perley and Kipnis,
1967). Ein grofRer Anteil der Insulinsekretion nach oraler Glukosegabe ist nicht auf die
unmittelbare Einwirkung von Glukose auf die B-Zellen, sondern auf die insulinotrope
Wirkung weiterer Hormone zuriickzufihren, die aus intestinalen Mukosazellen freige-
setzt werden. Grundlage dieses als Inkretin-Effekt bezeichneten Mechanismus ist die
Bildung der gastrointestinalen Hormone GIP (Gastric Inhibitory Polypeptide) und GLP-1
(Glucagon-like Peptid 1). Die Isolierung und Charakterisierung des GIP war ein ent-
scheidender Schritt bei der Suche nach intestinalen Inkretinen. GIP wird aus enteroen-
dokrinen Zellen des Duodenums und proximalen Jejunums freigesetzt und fihrt nach
der Nahrungsaufnahme zur Glukose-abhangigen Steigerung der Insulinsekretion
(Creutzfeldt and Ebert, 1985). Die Sekretion von GLP-1 durch die L-Zellen des distalen
gastrointestinalen Traktes wird durch Kohlenhydrate und Fettbestandteile der Nahrung
stimuliert. Neben seiner glukoseabhangigen insulinotropen Wirkung nach Nahrungs-
aufnahme, inhibiert das GLP-1 auch die Glucagonsekretion aus dem Pankreas
(Drucker et al., 1987).

Der intraperitoneale Glukosetoleranztest (ipGTT) misst die Beseitigung eines intraper-

toneal injizierten Glukose-Bolus in periphere Organe. Im Vergleich zu einem oralen
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Glukosetoleranztest berlcksichtigt dieser Test nicht die Inkretin-vermittelte Insulinfrei-

setzung.

B.1.4 Rolle von TRP-Kanalen bei der Glukosehomoostase

Neben ATP-sensitiven Kaliumkanalen, die durch Regulation des Membranpotentials
die Insulinfreisetzung entscheidend beeinflussen (Ashcroft, 2006), konnten in den letz-
ten Jahren auch mehrere TRP-Proteine in (B-Zellen nachgewiesen werden. Neben
TRPM4 und TRPM3 konnten auch TRPC1, TRPC4, TRPC6, TRPV1, TRPV5, TRPM2
und TRPM5 detektiert werden (Nilius et al., 2007; Nilius and Voets, 2008). Es wird
deshalb spekuliert, dass der Kationeneinstrom Uber TRP-Kanale mit nachfolgender

Depolarisation der Zellmembran ebenfalls an der Insulinsekretion beteiligt ist.

B.1.4.1 Glibenclamid und TRPM4

Glibenclamid ist ein orales Antidiabetikum, welches - wie andere Sulfonylharnstoffe -
den ATP-sensitiven Kaliumkanal in 3-Zellen des Pankreas inhibiert und somit eine er-
héhte Insulinfreisetzung bewirkt. Da TRPM4-ahnliche Stréme in Kardiomyozyten durch
ATP reversibel gehemmt werden kdnnen, postulierten Guinamard et al. (Guinamard et
al., 2004) eine Sulfonylharnstoff-Sensitivitat dieses Kanals. In Experimenten an TRPM4
exprimierenden HEK293 Zellen konnten sie zeigen, dass der TRPM4-vermittelte Strom
durch Glibenclamid gehemmt wird (Demion et al., 2007). Desweiteren haben Cheng et
al. vermutet, dass TRPM4 eine Rolle bei der Kontrolle des Membranpotentials und der
elektrischen Aktivitdt von Insulinoma-Zellen (INS-1) spielen kénnte (Cheng et al.,
2007). TRPM4-vermittelte Anderungen des Membranpotentials wéahrend eines Gluko-
sestimulus sollen an der Ausbildung von Calcium-Oszillationen und der Insulinsekreti-

on von B-Zellen malgeblich beteiligt sein.

B.1.4.2 Pregnenolon-Sulfat und TRPM3

Fir TRPM3 konnte eine Vielzahl unterschiedlicher SpleilRvarianten nachgewiesen wer-
den (Lee et al., 2003; Oberwinkler et al., 2005). Eine Folge des alternativen Spleilens
betrifft die Porenregion und somit die Poreneigenschaften der kodierten Kanale. Die
Kanale mit einer langen Porenregion leiten hauptsachlich monovalente Kationen, wo-

hingegen Kanale mit einer kiirzeren Porenregion vorwiegend flr bivalente Kationen
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permeabel sind. Die Expression von TRPM3 ist auf eine begrenzte Anzahl an Gewe-
ben limitiert. Beim Menschen konnte eine hohe Expression in der Niere nachgewiesen
werden, wobei dies fur Mause nicht bestatigt werden konnte (Oberwinkler, 2007). Wei-
terhin konnte eine hohe Expression von TRPM3 im Gehirn (Fonfria et al., 2006) gezeigt
werden. Funktionell konnten endogen exprimierte Kanéle aber bisher in keinem dieser

Gewebe nachgewiesen werden.

Mit dem Ziel einen spezifischen Agonisten von TRPM3 zu identifizieren, konnte von
Wagner et al. gezeigt werden, dass TRPM3, schnell und reversibel durch extrazellula-
res Pregnenolon-Sulfat, einem neuroaktiven Steroid, aktiviert wird. Zusatzlich konnte
gezeigt werden, dass Pregnenolon-Sulfat TRPM3-ahnliche Strome in Insulin-
produzierenden B-Zellen aktiviert. Die Applikation von Pregnenolon-Sulfat flihrte zu
einem rapiden Calcium-Einstrom und einer verstarkten Insulin-Freisetzung aus Inseln
des Pankreas (Wagner et al., 2008).
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B.2 Methoden

Beim Glukosetoleranztest wird die Fahigkeit eines Organismus untersucht, nach Glu-
koseapplikation die Glukose aus dem Blut innerhalb eines definierten Zeitraumes in die
Zielzellen zu transportieren. Bei diesem Test werden mehrere Messungen der Blutglu-

kose vor und zu definierten Zeitpunkten nach Glukoseapplikation durchgefihrt.

B.2.1 Intraperitonealer bzw. oraler Glucosetoleranztest

Es wurden — falls nicht anders angegeben — etwa 3 Monate alte mannliche Mause
verwendet. Nach 12-14 stindigem Fasten (Uber Nacht) erfolgte im Anschluss an eine
Nuchtern-Blutzuckerbestimmung eine intraperitoneale Injektion bzw. orale Verabrei-
chung von 2 g Glukose/kg Koérpergewicht. Um den zeitlichen Verlauf der Blutglukose-
entwicklung zu beurteilen, wurde nach 15, 30, 60 und 120 Minuten die Glukosekonzen-
tration mit einem Blutzuckermefigerat (FreeStyle, Disetronic) bestimmt. Bei dem ver-
wendeten Messgerat reichten wenige ul Blut aus, welches meist nach einmaliger Inzi-
sion wiederholt am Schwanzende gewonnen werden konnte. Da wir in Vorversuchen
bei wiederholten Messungen an einer Versuchsgruppe von Wildtypmausen Schwan-
kungen der Blutglukose-Spiegel zwischen einzelnen Versuchstagen beobachtet hatten,
wurden in der Folge an allen Versuchstagen TRP-defiziente Mause und Wildtyp-

Kontrolltiere parallel untersucht.

Der verwendete Glukoseteststreifen ist ein Biosensor, dessen Reaktionsprinzip auf der
Glukosedehydrogenase-Methode beruht. Die p-D-Glukose wird durch dieses Enzym
spezifisch unter Reduktion des Coenzyms Pyrrolchinolinchinon (PQQ) zu Glukonolac-
ton und PQQH, umgesetzt. PQQH, reduziert dann den Mediator Hexacyannoferrat-Il|
zu Hexacyanoferrat-1l. Durch Anlegen einer Spannung zwischen zwei Palladiumelek-
troden wird der Mediator wieder rickoxidiert, wobei die freiwerdenden Elektronen am-

perometrisch detektiert werden. Sie sind der eingesetzten Glukosemenge proportional.

B.2.2 Glukosetoleranztest in Kombination mit Glibenclamid oder

Pregnenolon-Sulfat

Der Verlauf des Glukosetoleranztests erfolgte wie unter B 2.1 beschrieben. Die Mause
wurden 12-14 Stunden Uber Nacht gefastet und vor Versuchsbeginn wurde der Nich-

ternblutzucker bestimmt.
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Das orale Antidiabetikum Glibenclamid wurde den Mausen 30 min vor der Applikation
des Glukosebolus (2g/kg KG) in einer Konzentration von 2.5 mg/kg Kdérpergewicht,
geldst in Leitungswasser, mittels einer Schlundsonde (Fine Sience Tools) p.o. appli-
ziert. Den Kontrollmdusen wurde das gleiche Volumen an Leitungswasser appliziert.
Durch vorherige Testuntersuchungen wurde fir Glibenclamid eine Applikationszeit von
30 min vor der Gabe des Glukostimulus gewahlt, da Glibenclamid in ungefasteten Tie-
ren etwa nach 50-60 min seine Maximalwirkung gezeigt hatte und somit seine Maxi-
malwirkung etwa mit der maximalen Blutglukosekonzentration nach Glukosegabe par-

allel verlaufen sollte.

Bislang gibt es sehr wenige Arbeiten, in denen die Wirkungen von systemisch appli-
ziertem Pregnenolon-Sulfat untersucht wurde. Pregnenolon-Sulfat wurde in einer Kon-
zentration von 1.196 mM in 0.2% Tween 80 in NaCl 24 sowie 1 h vor Versuchsbeginn
jeweils fur eine Stunde im Ultraschallbad geldst. Den Mausen wurde unter Isofluran-
Narkose Pregnenolon-Sulfat in einer Konzentration von 4mg/kg Koérpergewicht 4min
vor Applikation des Glukosebolus (2g/kg KG) intravends in den retrobulbaren Plexus
injiziert, da keine ausreichenden Informationen zur Bioverfliigbarkeit von PregS nach
i.p. Injektion oder oraler Applikation vorlagen. Den Kontrolltieren wurde 0.2% Tween 80

in NaCl injiziert.

B.2.3 Verwendete Mauslinien

Die Mauslinien mit definierten Mutationen im TRPM4- (Vennekens et al., 2007) Gen
wurden in unserem Labor hergestellt; die TRPC3- (Hartmann et al., 2008) und TRPC6-
(Dietrich et al., 2005) defizienten Linien wurden im Labor von Prof. Dr. L. Birnbaumer
(NIEHS) und die TRPMb5-defiziente Linie (Zhang et al., 2003) wurde im Labor von Prof.
C. Zuker (USCD, USA) hergestellt und stehen im Rahmen einer Kooperation zur Ver-
fugung.

Die Versuchstiere sind adulte Mause aus Inzucht- oder Auszuchtlinien, bei denen ein
einzelnes oder gleichzeitig zwei Gene von Kationenkanalen TRPC3, TRPC6, TRPMS,
TRPM4 oder TRPM5 inaktiviert sind. Um mogliche genetische Einflisse zu minimieren,
wurden die Gen-defizienten Tiere durch Verpaarung mit Mausen eines entsprechenden
Inzuchtstammes auf einen definierten genetischen Hintergrund zuriickgekreuzt. Bei
den Tieren mit Deletionen in mehreren Genen, bei denen diese Riickkreuzungen einen
Zeitraum von mehreren Jahren erfordert, wurden Nachkommen der ersten Generation
(F1) aus Verpaarungen von Tieren der Inzuchtlinien 129SvJ und C57BI6 als Kontrolltie-

re verwendet. Die 129SvJ-Mause (Stock Nummer 129/SvJlbm) wurden von der Firma
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BRL Biological Research (Fullinsdorf, Schweiz) bezogen und in der institutseigenen
SPF-Tierhaltung weitergeziichtet. Die C57BI6/N-Mause wurden von Charles River
(Sulzfeld) bezogen.

Die Tabelle 7 gibt eine Ubersicht lber fiir Glukosetoleranztests verwendete Mauslinien

und der entsprechenden Kontrolltiere:

Gendeletion(en)
TRPM4™~
TRPM4™~
TRPM5™~
TRPM4™/TRPM5 ™"
TRPM3™~

TRPM3™™* RipCre*

TRPC3™ /TRPC6™~

Genetischer Hintergrund
129SvJ

C57BI6/N

gemischt 129SvJ/C57BI6**
gemischt 129SvJ/C57BI6**
gemischt 129SvJ/C57BI6**

gemischt 129SvJ/C57BI6**
gemischt 129SvJ/C57BI6**

Kontrolltiere
129SvJ
C57BI6/N
129 _Bl6_F1*
129_BI6_F1*

TRPM3"™,  Geschwistertiere
aus TRPM3" x TRPM3""
Verpaarungen

TRPM3™"* RipCre”
129 BI6_F1*

* Nachkommen aus der ersten Generation (F1) von Verpaarungen der 129SvJ- mit C57BI6-

Inzuchtméausen

** gemischter genetischer Hintergrund 129SvJ x C57BI6
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B.3 Ergebnisse und Diskussion

Um zu Uberpriifen, ob die TRPM4~~ Mause im Vergleich zu Wildtyp M&usen in der La-
ge sind, den Anstieg der Blutglukosespiegel innerhalb kurzer Zeit wieder zu senken,

wurden Glukosetoleranztests durchgeflihrt.
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Abbildung 45: Glukosetoleranz an TRPM4-defizienten Mausen. Zeitverlauf der Blutglukose-
spiegel vor und nach intraperitonealer (A & B) bzw. oraler Applikation (C & D) eines Glukosebo-
lus (2g/kg KG) in TRPM4™" und den entsprechenden Wildtyp Kontrollen. Die Experimente wur-
den sowohl an Tieren mit einem 129SvJ-Wildtyphintergrund (A & C, ipGTT: n=10/Genotyp,
oGTT: WT n=16, KO n=18) als auch mit einem C57BI6-Wildtyphintergrund (B & D, ipGTT:
n=5/Genotyp, oGTT: WT n=15, KO n=17) durchgefihrt.

Es wurden TRPM4-defiziente Mause mit entsprechenden Kontrolltieren untersucht, die

mindestens sechs Mal einerseits auf den 129SvJ-Wildytyphintergrund und andererseits
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auf den C57BI6-Wildtyphintergrund zurtckgekreuzt worden waren. Den Mausen wurde
jeweils 2g/kg KG Glukose appliziert und der Blutglukosewert zu den Zeitpunkten 0, 15,
30, 60, 90 und 120 Minuten bestimmt. Die ermittelten Basalwerte der Blutglukosekon-
zentration vor Applikation des Glukosebolus unterschieden sich in keiner der beiden
untersuchten Gruppen. Die Anderungen der Blutglukosewerte im Vergleich zum Ba-
salwert vor der Glukoseapplikation sind in Abbildung 45 dargestellt. 30 Minuten nach
der intraperitonealen Injektion von Glukose zeigten alle untersuchten Mause einen
Blutglukosewert von mehr als 200mg/dl. Im weiteren Verlauf sank dieser wieder stetig
ab und hatte nach 120 Minuten wieder nahezu seinen Ausgangswert erreicht. Im Ge-
gensatz zu dem intraperitonealen Glukosetoleranztest, konnten nach oraler Glukose-
applikation Unterschiede beziiglich der Glukosespiegel zwischen den beiden unter-
suchten Wildtyp-Gruppen festgestellt werden, wahrend sich TRPM4-defiziente Tiere
nicht von den jeweiligen Kontrolltieren unterschieden. Generell hatten die 129SvJ Wild-
typen und die dazu parallel gemessenen TRPM4-defizienten Mause im Verlauf des
oralen Tests allgemein niedrigere Werte als Tiere beider Genotypen mit C57BI6 Hin-
tergrund. Diese Ergebnisse fuhrten zu der Vermutung, dass TRPM4-Proteine die Glu-
kose-induzierte Insulinfreisetzung nicht entscheidend beeinflussen, was anschliel3end

auch an isolierten Langerhans-Inseln gezeigt werden konnte (Vennekens et al., 2007).
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Abbildung 46: Glukosetoleranz in TRPM5- und TRPM4/M5-defizienten Mausen. Zeitverlauf
der Blutglukoselevel vor und nach oraler APPIikation eines Glukosebolus (2g/kg KG) in TRPM5™
= (A, WT n=15, KO n=16) und TRPM4/M5""2 (B, WT n=8, KO n=10) und den entsprechenden
Wildtyp Kontrollen.
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Aufgrund der engen Verwandtschaft und den fast gleichen physiologischen Eigen-
schaften zwischen TRPM4 und TRPM5 wurde sowohl mit TRPM5- und auch mit
TRPM4/M5-defizienten Mausen, eines gemischten Wildtyphintergrundes aus 129SvJ
und C57BI6, ein oraler Glukosetoleranztest durchgefihrt. Zu keinem Untersuchungs-
zeitpunkt wurde ein Unterschied zwischen den Wildtypen und den TRPMS5- bzw.
TRPM4/M5-defizienten Mausen festgestellt (Abbildung 46).

Durch die bisher beschrieben Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass nach intraperi-
tonealer oder oraler Applikation eines Glukosestimulus weder TRPM4 noch TRPM5 die

Glukosetoleranz beeinflussen.
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Abbildung 47: Effekt von Glibenclamid auf die Glukosetoleranz in verschiedenen Wild-
typ-Mausstammen. Zeitverlauf der Blutglukosekonzentrationen vor und nach oraler Applikation
von Glibenclamid und Glukose in 129BI6F1 (oGTT: n=24, oGTT+Glibenclamid n=25), C57BI6
(oGTT: n=15, oGTT+Glibenclamid n=28) und 129SvJ (0GTT: n=16, oGTT+Glibenclamid n=22)
Wildtyp-Mausen.
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Aufgrund der postulierten Glibenclamid-Sensitivitat von TRPM4-Kanalen, war es wei-
terhin von groRem Interesse, die Wirkung des oralen Antidiabetikums Glibenclamid
sowohl an TRPM4-, TRPM5- und TRPM4/M5-defizienten Mauslinien zu testen.

Zuerst wurde durch orale Applikation vor Durchfihrung eines Glukosetoleranztestes

der Effekt von Glibenclamid auf drei verschiedene Wildtypmausstdmme analysiert.

In Abbildung 47 sind die Anderungen der Blutglukosewerte mit und ohne vorherige
Gabe von Glibenclamid der drei unterschiedlichen Wildtyp-Gruppen dargestellt. Bei
den 129BI6F1 Wildtypen (Abbildung 47A) und bei den C57BI6 Wildtypen (Abbildung
47B) zeigte sich eine signifikante Erniedrigung der Blutglukosewerte im Verlauf des
Glukosetoleranztests bei Vorbehandlung mit Glibenclamid. Im Gegensatz dazu konnte
keine Auswirkung des Antidiabetikums bei dem Glukosetoleranztest in 129SvJ Mausen
festgestellt werden. Hier verliefen die Blutglukosewerte mit und ohne Gabe von Gliben-
clamid vollkommen gleich (Abbildung 47C). Anhand dieser Untersuchungen konnte
gezeigt werden, dass Glibenclamid nicht in allen Wildtypstammen die gleiche Wirk-
samkeit aufweist und damit fiir weitere Untersuchungen mit Glibenclamid ein geeigne-

ter Wildtypstamm und entsprechende TRP-defiziente Tiere gewahlt werden mussten.

In Abbildung 48A ist nochmals verdeutlicht, dass bei 129SvJ-Mausen und den auf die-
sen Hintergrund zurtckgekreuzten TRPM4-defizienten Mausen keine Reduktion der
Blutglukosekonzentration durch Glibenclamid hervorzurufen war. Aus diesem Grund
wurde der Glukosetoleranztest mit vorheriger Glibenclamid-Applikation an TRPM4™-
Mé&usen auf einem C57BI6-Hintergrund und C57BI6 Wildtypen wiederholt. Anhand des
in Abbildung 48B dargestellten Glukoseverlaufs von TRPM4-defizienten und Wildtyp
Mausen mit und ohne vorherige Applikation von Glibenclamid wurde deutlich, dass das
Antidiabetikum den gleichen reduzierenden Effekt auf den Blutglukoseverlauf in beiden
untersuchten Genotypen aufwies. Auch nach Untersuchungen an TRPM5-defizienten
Mausen konnte kein Unterschied der durch Glibenclamid reduzierten Blutglukosewerte
festgestellt werden (Abbildung 48C). Die gleichen Messungen wurden an TRPM4/M5-
doppelt-defizienten Mausen und entsprechenden Wildtyp-Kontrollen durchgefiihrt
(Abbildung 48D). In den Wildtypen (F1) war eine deutliche Senkung der Blutglukose-
werte im Glukosetoleranztest in Kombination mit Glibenclamid zu sehen, wohingegen
die Blutglukosewerte der TRPM4/M572 Mause durch vorherige Gabe des Antidiabeti-
kums im Vergleich zu den Blutglukosewerten nach einer Glukosestimulation nicht signi-

fikant erniedrigt waren.
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Abbildung 48: Effekt von Glibenclamid auf die Glukosetoleranz in TRPM4-, TRPM5- und
TRPM4/M5-defizienten Mausen. Zeitverlauf der Blutglukosekonzentrationen von Trpm4™ (A,
oGTT/oGTT + Glibenclamid: WT n=16/22, KO n=18/23; B, oGTT/oGTT + Glibenclamid: WT
n=15/28, KO n= 17/27) Trpm5"‘ (C, oGTT/oGTT + Glibenclamid: WT n=16/25, KO n=15/10)
und TRPM4/M577% Mausen (D, oGTT/oGTT + Glibenclamid: WT n=8/25, KO n=10/26, *p<0.05
fur WT+Glibenclamid vs M4M5+Glibenclamid) und Wildtypen mit und ohne vorherige Applikati-
on des Antidiabetikums Glibenclamid. Das Inset verdeutlicht die Reduktion der Blutglukose
durch Glibenclamid, berechnet aus der Differenz der Anderungen der Blutglukosekonzentratio-
nen mit und ohne Glibenclamid-Vorbehandlung.

Obwohl fir beide Kanale eine Expression in B-Zellen des Pankreas beschrieben wur-
de, konnte durch diese Versuche an TRPM4-, TRPM5- und TRPM4/M5-defizienten
Mausen kein Unterschied in den Blutglukosewerten wahrend eines Glukosetoleranz-
tests gefunden werden. Weiterhin sprechen meine Ergebnisse dagegen, dass die Blut-
zucker-senkende Wirkung von Glibenclamid allein Gber TRPM4-Kanale vermittelt wird.
Auch Experimente an TRPM5-defizienten Mausen lieferten keine Hinweise auf eine
Wirkung des Antidiabetikums durch Inhibition von TRPM5-Kanélen. Lediglich an
TRPM4/M5-doppelt-defizienten Mausen konnte keine Senkung der Blutglukosewerte

durch Glibenclamid induziert werden. Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe,
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dass das Fehlen von TRPM4 durch TRPMS kompensiert werden kann und umgekehrt,
dass nur bei gleichzeitiger Inaktivierung beider Proteine der Effekt von Glibenclamid
auf die Glukosetoleranz aufgehoben ist und demnach heteromultimere Kanalkomplexe
unter Beteiligung von TRPM4 und TRPM5 Proteinen Angriffspunkt von Glibenclamid
sein kdnnte. Neben der bekannten Wirkung von Sulfonylharnstoffen, wie Glibenclamid,
durch SUR1-vermittelte Inhibition von Karp-Kanalen, konnte kirzlich gezeigt werden,
dass Sulfonylharnstoffe auch Uber einen intrazellularen Weg (Geng et al., 2007), sowie
Uber Epac2-Proteine, die Austauschfaktoren fir Ras-ahnliche Guanosin-Triphos-

phatasen darstellen, wirken (Zhang et al., 2009).
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Abbildung 49: Glukosetoleranz in TRPM3-defizienten Mausen. Zeitverlauf der Blutglu-
kosspielgel vor und nach intraperitonealer (A & B) bzw. oraler Applikation (C & D) eines Gluko-
sebolus (2g/kg KG) in TRPM3** und TRPM3™" Mé&usen. Die Experimente wurden an 3 Monate
alten (A: WT n=9, KO n=10 & C: WT n=9, KO n=10) und 6 Monate alten (B & D: n=10/Genotyp)
Mausen durchgefihrt.
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Es konnte gezeigt werden, dass pankreatische Inselzellen TRPM3-Kanale exprimieren,
welche durch Pregnenolon-Sulfat und auch Nifedipin aktiviert werden kdnnen (Wagner
et al., 2008). Parallel wurden in unserem Institut TRPM3-defiziente Mause hergestellt
(Mannebach, 2008). Deshalb wurden Glukosetoleranztests an TRPM3-defizienten
Mausen mit und ohne vorheriger Applikation von Pregnenolon-Sulfat charakterisiert.
Die Experimente wurden an 3 bzw. 6 Monate alten, mannlichen TRPM3-defizienten

+/+

Mausen durchgefihrt, wobei in diesem Fall TRPM3™" Geschwistertiere aus +/- Verpaa-
rungen als Kontrolltiere verwendet wurden. Es wurden sowohl intraperitoneale als auch
orale Glukosetoleranztests durchgefiihrt. Die ermittelten Basalwerte vor Glukoseappli-
kation waren zwischen den untersuchten Gruppen nicht unterschiedlich.

Weder nach intraperitonealer noch nach oraler Glukoseapplikation wurden Verande-

rungen in den Blutglukosewerten von 3 Monate alten TRPM3™~

Mausen im Vergleich
zu gleichaltrigen TRPM3"* Mausen festgestellt. Um eine altersbedingte Verdnderung
der Glukosetoleranz der TRPM3™~ Mé&use zu charakterisieren wurden die gleichen Ex-
perimente auch an 6 Monate alten Tieren durchgefuhrt (Abbildung 49B&D). Auch hier
war der Blutglukoseverlauf zwischen beiden Genotypen, sowohl nach intraperitonealer
als auch nach oraler Applikation, vergleichbar. Lediglich zum Untersuchungszeitpunkt

60 Minuten nach intraperitonealer Glukoseapplikation konnte ein Unterschied detektiert

werden.
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Abbildung 50: Glukosetoleranz in B-Zell-spezifischen TRPM3** und TRPM3™~ Miusen.
Zeitverlauf der Blutglukosespiegel vor und nach intraperitonealer (A ) bzw. oraler Applikation (B)
eines Glukosebolus (2g/kg KG) in B-Zell-spezifischen TRPM3™"* RipCre™ und TRPM3™ Rip-
Cre” Mausen (n=7/Genotyp).
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Um die Auswirkungen einer B-Zell-spezifischen Inaktivierung von TRPM3 auf die Glu-
kosetoleranz zu untersuchen, wurden Mause mit einem TRPM3"* Allel, bei denen Ex-
on 24 des TRPM3-Gens von loxP Erkennungssequenzen fir die Cre-Rekombinase
flankiert ist (TRPM3"™) mit M&usen (RipCre™®) verpaart, bei denen die Cre-
Rekombinase unter der Kontrolle des Ratten-Insulin 2 Promotors steht. Die entstande-
nen TRPM3* RipCre'® Mause wurden dann mit TRPM3""°™ Mausen verpaart. Dadurch
entstanden TRPM3"™RipCre'® (TRPM3”™* RipCre*) und Kontrollitiere (TRPM37"*,
RipCre™) (Mannebach, 2008). Die Untersuchungen an diesen Tieren ergaben ebenfalls
keine Unterschiede der Blutglukosewerte, weder nach oraler, noch nach intraperitonea-

ler Glukoseapplikation.

Es wurde gezeigt, dass die Applikation des TRPM3-Agonisten Pregnenolon-Sulfat die
Insulinfreisetzung aus isolierten p-Zellen des Pankreas verstarkt. Aufgrund dieser Akti-
vierbarkeit von TRPM3 durch Pregnenolon-Sulfat, wollte ich untersuchen, ob Pregne-
nolon-Sulfat die Blutzuckerspiegel nach Glukoseapplikation senken kann und ob diese
Wirkung in TRPM3-defizienten Mausen gegebenenfalls vermindert ist. Deshalb wurde
zuerst ein Glukoseoleranztest an Wildtyp Mausen nach vorheriger Gabe von Pregne-
nolon-Sulfat durchgeflihrt. Die PregS-Applikation erfolgte 4 Minuten vor dem intraperi-
tonealen Glukosestimulus unter leichter Isofluran-Narkose intravends in den retrobul-
baren Venenplexus injiziert. AnschlieRend wurden — wie bisher — die Anderungen der
Blutglukosewerte von Pregnenolon-Sulfat-behandelten und unbehandelten Wildtypen
bis 2 Stunden nach der Glukoseapplikation verfolgt. In Abbildung 51A ist der Zeitver-
lauf der Anderungen der Blutglukosewerte graphisch dargestellt. Zu keinem Zeitpunkt
waren Unterschiede in den Blutglukosewerten zwischen den behandelten und den un-
behandelten Tieren feststellbar. Im Vergleich dazu ist in Abbildung 51B nochmals der
Effekt von Glibenclamid auf die Blutglukosespiegel dargestellt. Da im Gegensatz zu
Glibenclamid bisher noch keine Daten Uber die Insulin-sezernierenden bzw. Blutzuc-
ker-senkende Wirkung nach systemischer PregS-Applikation bekannt war, wurde ver-
sucht, den Versuchstieren die maximal mogliche Dosis von PregS zu verabreichen. Zur
Untersuchung der Duftstofferkennung in mannlichen Mausen haben Kavaliers et al.
einen Maximal-Bolus von 10 mg/kg KG i.p. appliziert (Kavaliers and Kinsella, 1995).
Um auschlieRen zu konnen, dass die Aufnahme in den Blutkreislauf durch eine fehlen-
de Resorption aus dem Intraperitonealraum verhindert wird, wurde den Tieren PregS
intraven®s injiziert. Aufgrund der limitierenden Ldslichkeit von Pregnenolonsulfat und
dem laut GVSolas limitierten intravends injizierbaren Maximalvolumen, konnte die Do-

sis nicht weiter erhoht werden.
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Abbildung 51: Effekt von Pregnenolon-Sulfat und Glibenclamid in C57BI6 Mausen. (A)
Zeitverlauf der Blutglukosespiegel vor und nach Applikation eines Glukosebolus (2g/kg KG) mit
(schwarz, n=9) und ohne (grau, n=10) Vorbehandlung mit Pregnenolon-Sulfat (4mg/kg KG). Im
Gegensatz zur Vorbehandlung mit Glibenclamid (2.5mg/kg KG, oGTT: n=15, Glibencla-
mid+oGTT: n=28) (B) zeigt eine Pregnenolon-Sulfat-Behandlung keinen Effekt auf den Verlauf
der Blutglukoselevel wahrend des Glukosetoleranztests.

Neben der Expression verschiedener Mitglieder der TRPM-Familie konnten auch
Transkripte von TRPC1, TRPC4 und TRPC6 Proteinen in B-Zellen des Pankreas
nachgewiesen werden (Freichel et al., 2004a; Roe et al., 1998; Sakura and Ashcroft,
1997). In B-Zellen des Pankreas wurden nach Stimulation mit Acteylcholin, welches
Uber den G-Protein-gekoppelten M3-Rezeptor die Insulinfreisetzung verstarkt, Spei-
cher-abhangige Kationenstréme mit Ahnlichkeiten zu TRPC-vermittelten lonenstrémen
beschrieben (Mears and Zimliki, 2004). Ich habe deshalb auch an TRPC3/C6-
defizienten Mausen Glukosetoleranztests durchgeflihrt. Da im Unterschied zu allen
bisherigen Glukosetoleranztests unterschiedliche Nichtern-Blutzuckerspiegel festge-
stellt wurden, sind in Abbildung 52 sowohl die Absolutwerte, als auch die Anderungen
der Blutglukosewerte im Vergleich zum Ausgangswert gezeigt. Anhand der Absolut-
werte wird deutlich, dass die TRPC3/C6"7? Mause erniedrigte Blutglukosewerte zu
den Zeitpunkten vor und 15 Minuten nach der Applikation des Glukosestimulus aufwie-
sen. In Abbildung 52B ist die Anderung der Blutglukosewerte dargestellt. Der vermin-
derte Abfall der Blutzuckerspiegel in TRPC3/C6"7? Mausen zu den Zeitpunkten 60
und 120 Minuten nach Glukoseapplikation kdnnten auf einer verminderten Glukose-
induzierten Insulinsekretion oder auf einer veranderten Insulin-induzierten Glukosever-

wertung beruhen.
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Abbildung 52: Glukosetoleranz in TRPC3/C6"? Miusen. Zeitverlauf der Blutglukoselevel
vor und nach oraler Applikation (C & D) eines Glukosebolus (2g/kg KG) in TRPC3/C67? und
Wildtyp Mausen (n=13/Genotyp). Dargestellt sind sowohl die Absolut- als auch die Delta-Werte.
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