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1 Einleitung

1.1 Der myogene Tonus - Begriffe, Phanomen, Physiologie und Pathophysiologie

William Maddock Bayliss beschrieb 1902 erstmals eine Konstriktion von Arterien auf intravasale Druck-
erhéhung (Bayliss, 1902). Dieses Phanomen ist heute im deutschsprachigen Raum unter den Namen
»BAYLIss-Effekt” und im angloamerikanischen Sprachraum unter dem Begriff ,, myogenic tone" (myo-
gener Tonus) bekannt. Als myogen wird die Reaktion bezeichnet, da sie weder von neuronalen noch
von endothelialen Faktoren abhangt (Falcone et al., 1991; Gschwend et al., 2003; Anschiitz & Schu-
bert, 2005). Alleiniger Trager der Kontraktion auf Druckerhéhung sind die glatten Muskelzellen (smooth
muscle cells, SMC) der GefaBmedia. Die Druckerhéhung wird an den glatten Muskelzellen wahrscheinlich
in Form einer erhéhten Wandspannung wahrgenommen. Diese stellt also den eigentlich wahrgenomme-
nen physikalischen Stimulus dar (Davis & Hill, 1999).

Auf eine schrittweise Druckerhéhung wird am isolierten GefaB zunachst eine Dilatation beobachtet, die

dann in eine Konstriktion umschlagt (siehe auch Abbildung 1).

Gefald in kalziumfreiem Puffer — passiver Durchmesser

myogener
Tonus

GefalRdurchmesser

Gefald in kalziumhaltigem Puffer — aktiver Durchmesser

\ 4

Intravaskularer Druck

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Reaktion eines WiderstandsgefaBes auf eine sukzessive intravaskulare Druck-
erhéhung; Die obere rote Kurve stellt den Durchmesserverlauf in einer kalziumfreien Lésung dar: Das GefaB dilatiert passiv.
Die untere blaue Kurve stellt den Durchmesserverlauf in kalziumhaltiger Lésung dar: Das GefaB dilatiert zunachst ebenfalls,
konstringiert dann aber ab einem bestimmten Druck (mit dickem schwarzem Pfeil gekennzeichnet). Die relative Differenz
zwischen beiden Durchmesserverldufen kann als myogener Tonus angegeben werden (griine Pfeile). Abbildung modifiziert
nach Davis und Hill, 1999.

Das Begriffspaar Konstriktion und Dilatation bezeichnet dabei das Verhalten des GefaBes, Kontraktion
und Relaxation beschreiben das Verhalten der einzelnen glatten GefaBmuskelzellen.



In der Literatur werden uneinheitlich zwei Begriffe verwendet, die beide das Phdnomen einer durch Druck-
erhéhung bedingten Konstriktion bezeichnen sollen: Myogener Tonus (myogenic tone) (Osol et al., 2002;
Garry et al., 2007; Anfinogenova et al., 2011) und myogene Antwort (myogenic response) (Gschwend
et al., 2003; Anschiitz & Schubert, 2005; Bidani et al., 2009; Bulley et al., 2012); andere Autoren
verwenden die Begriffe synonym (Gannon et al., 2008).

Zunichst muss der myogene Tonus vom basalen Tonus abgegrenzt werden.

Der Begriff , basaler Tonus" bezeichnet den Ruhezustand eines GefaBes in vivo bei konstantem intravas-
kuldrem Druck, auf den aufbauend es auf vasoaktive Stimuli in zwei Richtungen reagieren kann - mit
Dilatation und Konstriktion. Das GefaB liegt in seinem physiologischen Ruhezustand also bereits etwas
konstringiert vor, kann den Konstriktionsgrad aber noch steigern oder ihn vermindern. Da mit einer
Dilatation eine Durchblutungssteigerung einhergeht, ist diese Option der GefaBreaktion als Blutflussre-
serve bezeichnet worden (Folkow, 1989). Auch an der Ausbildung des basalen Tonus sind wahrscheinlich
mechanosensitive Vorgange beteiligt (Davis & Hill, 1999; Schubert et al., 2008).

Der Begriff ,,myogener Tonus" bezeichnet eine Konstriktion auf Steigerung des intravaskularen Drucks.
Die Konstriktion beruht auf einer Zunahme der glattmuskularen Kontraktilitat, ist also als Steigerung
des basalen Tonus zu verstehen. Diese Steigerung beruht allein auf Mechanosensitivitat der glatten
Muskelzellen, stellt also keine Reaktion auf chemische Stimuli dar.

Der myogene Tonus stellt damit eine Reaktion dar, der basale Tonus einen physiologischen Ruhezustand

eines Organs.

Problematisch ist nun, dass die Begriffe , basaler Tonus" und ,,myogener Tonus" haufig gleichgesetzt
werden, da beide Tonusformen von der glatten GefaBmuskulatur ausgehen (Garry et al., 2007; Schubert
et al., 2008).

Mit der Verwendung der Begriffs ,,myogene Antwort" soll zum einen die Vermengung mit dem Begriff
des basalen Tonus vermieden und zum anderen unterstrichen werden, dass hier die physiologischen
Werte von intravaskularem Druck und Wandspannung verlassen wurden und eine Gegenregulation ein-
gesetzt hat. Dies umfasst sowohl eine Dilatation als auch eine Konstriktion des GefaBes (Schubert et al.,
2008; Hill et al., 2009). Dieser Begriff ist semantisch ndher am reaktiven Charakter des Organreflexes,
beinhaltet aber beide moglichen Durchmesserveranderungen eines GefaBes. Die myogene Antwort ist
gewissermalBen als myogene Autoregulation aufzufassen. Teleologisch wird diese druckabhangige Durch-
messerregulation mit dem Bestreben erklart, einen konstanten Blutfluss durch das jeweilige Organgebiet
zu erreichen.

Moglicherweise kénnen basaler Tonus und myogener Tonus/konstriktorischer Anteil der myogenen Ant-
wort auch als ein Kontinuum der GefaBreaktionen auf steigende intraluminale Druckwerte und damit

auf steigende Wandspannungswerte aufgefasst werden.

Die vorliegende Arbeit beschrankt sich ausschlieBlich auf die Untersuchung kontraktiler Reflexe der glat-
ten GefaBmuskelzellen, die durch intravasale Druckerhdhungen ausgeldst werden. Diese Reflexe werden
in der vorliegenden Arbeit zum einen als basaler Tonus (im physiologischen Druckbereich) und zum
anderen als myogener Tonus (liber den physiologischen Druckbereich hinaus) bezeichnet. Die Dilatation
auf Drucksenkung wird nicht behandelt, da deren Signalkaskade bisher unklar ist, im Gegensatz zur Si-

gnalkaskade der Konstriktion auf Druckerhdhung (siehe auch Kapitel 1.2). Auch die Zusammenfiihrung



beider Reaktionen auf ein zentrales Sensorelement, wie sie der Begriff myogene Antwort suggeriert, stellt
meist nur eine Vereinfachung ohne empirischen Beleg dar.
Im Gegenteil zeigen neuere Befunde, dass die Dilatation auf Drucksenkung vielmehr vom Endothel

auszugehen scheint (Bagher et al., 2012), siehe auch Kapitel 1.6.

Die beschriebenen Begriffe sind nicht fiir jeden Abschnitt im arteriellen Stromgebiet gleichermaBen
relevant. Der Grund hierfiir liegt in der unterschiedlichen Physiologie groBlumiger und kleinlumiger arte-
rieller GefaBe. Unterschieden werden auf der einen Seite groBlumige LeitungsgefaBe wie die Aorta, denen
vorwiegend der Transport groBer Blutvolumina pro Zeiteinheit zukommt. Die LeitungsgefaBe verhalten
sich weitgehend passiv auf Druckanderungen. In ihnen herrschen mittlere arterielle Druckverhaltnisse
zwischen 100 und 110 mmHg (Davis et al., 1986).

Auf der anderen Seite stellen die kleinlumigen WiderstandsgefaBe die Abschnitte, (iber denen auf den
Gesamtquerschnitt bezogen der groBte Druckabfall im Kreislaufsystem erfolgt. Anatomisch umfasst der
Begriff WiderstandsgefaBe kleine Arterien und Arteriolen (Christensen & Mulvany, 2001). In kleinen Ar-
terien herrschen mittlere Druckverhaltnisse zwischen 50 und 100 mmHg, in Arteriolen zwischen 20 und
50 mmHg (Davis et al., 1986). WiderstandsgefaBe sind entscheidend fiir den peripheren Stromungswi-
derstand. Sie kontrollieren die Durchblutung der nachgeschalteten Organe (iber die Modulation ihrer Ge-
faBdurchmesser. Diese Durchmessermodulation erfolgt unter anderem auch aktiv auf Druckanderungen.
Eine Anderung des GefiBdurchmessers fithrt nach dem HAGEN-POISEUILLE-Gesetz zu einer iiberpro-
portionalen Anderung des Stromungswiderstandes. Somit kann der systemische Widerstand hocheffektiv

iiber den Durchmesser der WiderstandsgefaBe moduliert werden.

WiderstandsgefaBe zeigen einen ausgepragten myogenen Tonus. In LeitungsgefaBen ist der myogene
Tonus entweder nur gering ausgepragt oder er fehlt vollkommen, so auch in der pulmonalarteriellen
Strombahn (Davis, 1993; Naik et al., 2005). Diese zeigt ein passives Verhalten auf Druckverdnderung
im rechten Ventrikel. Damit kann bei Belastung eine starkere Durchblutung der Lungenstrombahn ge-
wahrleistet werden. Kdme es zur myogenen Konstriktion auf pulmonalarterielle Druckerhéhung, wiirde
Blut in der Lungenstrombahn sequestriert. Damit wiirden rechter und linker Ventrikel funktionell ent-

koppelt. Eine dynamische Kreislaufregulation in Belastungssituationen ware unméglich.

In der Niere scheint die Hauptaufgabe des myogenen Tonus im Schutz der Glomeruluskapillaren vor
Druckspitzen und damit vor Ruptur oder strukturellen Schiden zu bestehen. Fiir den Schutz vor Druck-
abfall und damit Gewahrleistung einer konstanten glomeruldren Filtrationsrate (GFR) wird der Effekt
der myogenen Antwort wesentlich durch den Mechanismus der tubulo-glomeruldren Riickkopplung er-
ganzt (Loutzenhiser et al., 2006). Dies unterstreicht, dass die Dilatation auf Druckabfall nicht einfach
semantisch Gber den Begriff der myogenen Antwort auf den gleichen Mechanismus zuriickgefiihrt werden

kann, der zur Kontraktion der glatten Muskelzellen auf Druckerhéhung fiihrt.

Wird der Schutz der Kapillaren durch den myogenen Tonus durchbrochen, resultieren Organschaden. Als
Beispiel sei die Nephrosklerose bei arterieller Hypertonie genannt (Bidani et al., 2009). Dabei kommt
es zu strukturellen Schaden der kleinen GefaBe. Diese behindert wahrscheinlich die GefaBe in ihrer
Konstriktionsfahigkeit und damit auch in der Ausbildung eines myogenen Tonus (Christensen et al.,
1997). In der Folge kommt es zum Durchbruch von Blutdruckspitzen durch die arteriolare Sperre und zur

sukzessiven Schadigung der kapillaren Schlingen der Nierenglomeruli, die letztlich zum Nierenversagen



fihrt.

Ein pathologisch erhohter myogener Tonus fithrt dagegen iiber die konsekutiv verminderte Perfusion zu
Gewebeischamien. Diese Problematik zeigt sich beispielsweise im Gefolge von Subarachnoidalblutungen
und ist einer der Grinde fiir die hohe Letalitat dieser Erkrankung (Ishiguro et al., 2002). Eine wesent-
licher Pfeiler zur Therapie der Vasokonstriktion bei Subarachnoidalblutung ist deshalb der Einsatz von
Dilatanzien, sog. Kalziumkanalblockern wie Nimodipin (Velat et al., 2011).

Kalziumkanalblocker hemmen den myogenen Tonus und damit dessen protektive Funktion fiir das nach-
geschaltete Kapillarbett. Durch den iiberhohten Kapillardruck wird der kapillare Filtrationskoeffizient
gesteigert. Es resultieren Odeme im Gewebe, eine wichtige Nebenwirkung der Therapie mit Kalziumka-
nalblockern (Gustafsson, 1987).

Die genannten Beispiele zeigen, dass sowohl eine Erhéhung als auch eine Erniedrigung des myogenen
Tonus krankhafte Zustidnde nach sich ziehen kann. Dies verdeutlicht, dass fiir kiinftige Strategien zur
differenzierteren therapeutischen Modulation des myogenen Tonus ein genaues Verstandnis der dem

myogenen Tonus zugrundeliegenden molekularen Mechanismen nétig ist.

1.2 Glattmuskuldre Kontraktionsmechanismen zur Ausbildung eines myogenen Tonus

Die Kontraktionsmechanismen der glatten Muskelzellen auf Druckerhdhung zeigen deutliche Uberschnei-
dungen mit den Kontraktionsmechanismen auf chemische Stimuli (Davis & Hill, 1999; Coats et al., 2001;
Schubert et al., 2008; Cole & Welsh, 2011).

Die Kontraktilitat glatter Muskelzellen kann prinzipiell auf zwei Wegen beeinflusst werden, kalziumab-

hangig und kalziumunabhangig.

Folgend werden diejenigen kalziumabhangigen Teilkomponenten skizziert, deren Beteiligung am myo-
genen Tonus etabliert ist. Dabei werden die Teilkomponenten in Analogie zur Signalkaskade nach Ak-
tivierung Ggq,11-Protein-koppelnder Rezeptoren in eine hypothetische Reihenfolge gebracht. Diese ist
tibersichtshalber auf Abbildung 2 zu finden.

Seit 1993 ist etabliert, dass der myogene Tonus mit einer Aktivierung von G-Proteinen einhergeht (Osol
et al., 1993). G4- und Gji-Proteine als Unterformen der genannten G-Proteine werden innerhalb ei-
ner Minute reaktiv auf Zelldehnung aktivert (Gudi et al., 1998b). Im Fall der G /;;-Proteine, kommt
es zu einer Aktivierung der Phospholipase C3 (PLCS3) (Osol et al., 1993; Coats et al., 2001). Diese
katalysiert die Bildung der intrazelluldren Botenstoffe (second messenger) Diazylglyzerol (DAG) und
Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3). Dabei ist wichtig, dass bei steigendem intraluminalem Druck die ge-
nannten Botenstoffe vermehrt synthetisiert werden (Narayanan et al., 1994). DAG selbst aktiviert die
Proteinkinase Ca (PKCa) (Laher & Bevan, 1987; Hill et al., 1990; Osol et al., 1991; Dessy et al., 2000;
Yeon et al., 2002).

PKCa wiederum scheint exklusiv im kalziumabhangigen Schenkel der SMC-Kontraktion zu wirken
(Johnson et al., 2009), z.B. durch Potenzierung der Leitfahigkeit von spannungsgesteuerten L-Typ-
Kalziumkanalen (voltage gated calcium channels, Cay) (Hill et al., 1996; Yeon et al., 2002). DAG hat
weiterhin die Fahigkeit, neben TRPC3 und TRPC7 auch TRPC6, einen unselektiven Kationenkanal der



transient receptor potential (TRP)-Familie, zu aktivieren (Hofmann et al., 1999). Dessen Prasenz in
der SMC-Membran ist fiir den myogenen Tonus essentiell (Welsh et al., 2002; Mederos y Schnitzler
et al., 2008). Wichtig ist es, festzuhalten, dass TRPC6 nicht per se mechanosensitiv ist, sondern erst
durch DAG aktiviert werden muss (Mederos y Schnitzler et al., 2008). Ein weiterer lonenkanal dieser
Familie, TRPM4, scheint ebenfalls ein wichtiger Bestandteil der Signalkaskade des myogenen Tonus zu
sein (Earley et al., 2004). TRPM4 wird unter anderem durch PKC aktiviert (Earley et al., 2007).

Der unselektive Kationeneinstrom durch TRP-Kanéle erklart die lange bekannte initiale Depolarisation
der SMC-Zellmembran (Harder, 1984), die zu den ersten zelluléren Ereignissen vor der Ausbildung des
myogenen Tonus zihlt. Die Depolarisation fithrt zur Offnung von Cay (McCarron et al., 1997; Coats
et al., 2001). Dabei ist der Einstrom von extrazellularem Kalzium fiir das Zustandekommen eines myo-
genen Tonus weitaus wichtiger als die |P3-vermittelte Kalziumfreisetzung aus dem sarkoplasmatischen
Retikulum (McCarron et al., 1997; Coats et al., 2001; Schubert et al., 2008). Der folgende Anstieg
der intrazelluldren Kalziumkonzentration ([Ca?*};) fiihrt zur Aktivierung der Myosinleichtkettenkinase
(MLCK) (Zou et al., 1995); dies fithrt zu einer Zunahme der phosphorylierten Fraktion der regulatori-
schen leichten 20 kDa-Kette des Myosins (MLCyg) (Zou et al., 1995; Dessy et al., 2000; Johnson et al.,
2009). MLCyo-phosphoryliertes Myosin ist die Grundlage fiir die folgend erhdhte Aktomyosinkoppelung.
Es resultiert makroskopisch eine Kontraktion der glatten Muskelzellen (Karaki et al.,, 1997; Somlyo &
Somlyo, 2003).

Teminiert wird der Gg/11-Signalweg im myogenen Tonus unter anderem durch RGS5-vermittelte GTP-
Hydrolyse am Gayg/11-Protein (Ketsawatsomkron et al., 2012). Auch die Aktivierung von BKc,-Kaliumkanélen
durch Dehnung, Depolarisation und Kalziumeinstrom fiihrt Giber die resultierende Hyperpolarisation zu

einer Limitierung des myogenen Tonus (Hill et al., 2010).
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Kalziumabhangiger Weg

A 7TMR-Dehnung
r A\
Ca, TRPC6 ”
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Abbildung 2: Der kalziumabhingige Kontraktionsweg, initiiert durch ligandenunabhingige Aktivierung eines mechanosen-
sitiven 7TMR. Dehnung eines mechanosensitiven 7TMR fiihrt zur Aktiverung eines Gq/11-Proteins. Dessen a-Untereinheit
tauscht GDP gegen GTP aus, disoziiert von der 3y-Untereinheit und aktiviert die Phospholipase C3 (PLC3). Diese spaltet
membranares Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) in Diazylglyzerol (DAG) und Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3).
IP3 fiihrt formal zur Freisetzung von Kalzium aus dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR). Dieser Schritt scheint jedoch
fir den myogenen Tonus von geringer Bedeutung zu sein. DAG aktivert zum einen unselektive Kationenkanile vom Typ
TRPC6 und zum anderen die Proteinkinase Cae (PKCa). Der Strom durch den TRPC6-Kanal induziert eine Depolarisation
(symbolisiert durch den gelben Blitz), die wiederum spannungsgesteuerte Kalziumkanile (Ca,) aktivert. Deren Leitfihig-
keit wird dariiberhinaus noch durch PKCa gesteigert. Die nun vermehrt zytosolisch vorhandenen Kalziumionen bilden mit
Calmodulin einen Komplex ((Ca*")sCaM), der die Myosinleichtkettenkinase (MLCK) aktivert. Diese phosphoryliert nun
vermehrt die regulatorische Kette des Myosin Il (Myosin Il LC2) an Serin 19 (S19). Damit wird die Aktomyosininteraktion
gesteigert, was zu einem gesteigerten Kontraktionszustand der glatten Muskelzelle und Konstriktion fiihrt. Funktioneller
Gegenspieler der MLCK ist die Myosinleichtkettenphosphatase (MLCP), die eine Abspaltung des Phosphats vom phospho-
rylierte Serin 19 katalysiert. Dadurch wird der Kontraktionszustand der glatten Muskelzelle vermindert und es resultiert
eine Dilatation. Abbildung modifiziert nach Cole & Welsh, 2011

Neben dem kalziumabhangigen Kontraktionsweg existiert im glatten Muskel ein kalziumunabhangiger
Weg, der auf Abbildung 3 in einer Ubersicht dargestellt ist. Er vermittelt eine gesteigerte Kalziumsen-
sitivitat, d.h. eine gesteigerte Kontraktilitit bei gleicher [Ca?T]; durch eine gréBere Phospho-MLCyo-
Fraktion (Somlyo & Somlyo, 2003; Siehler, 2009). Auch dieser Mechanismus scheint eine gewichtige
Rolle fiir den myogenen Tonus zu spielen. So fithrt Dehnung der Basilararterie zur vermehrten mem-
brandren Translokation von ras homolog gene family, member A (RhoA) (Yeon et al., 2002), was mit
einer Aktivierung des zur Kalziumsensitivierung fiihrenden Signalweges gleichzusetzen ist (Gong et al.,
1997). In der Folge aktiviert RhoA die Rho-Kinase (ROK) (VanBavel et al., 2001; Schubert et al., 2002;
Yeon et al., 2002; Inscho et al., 2009). Diese vermittelt die Phosphorylierung der MYPT1-Untereinheit
(myosin light chain phosphatase targeting subunit 1) der Myosin-Leichtketten-Phosphatase (MLCP) an
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T855, wodurch die MLCP gehemmt wird. Die Phospho-MYPT1-Fraktion ist dabei abhangig vom in-
traluminalen Druck. Die Aktivierung des Regulators CPI-17 (protein-kinase-C-potentiated protein phos-
phatase 1 inhibitor protein, Molekulargewicht 17 kDa) durch PKC, der wiederum eine Hemmung der
MLCP-Untereinheit PP1cd vermittelt, scheint fir die MLCP-Hemmung im Zuge des myogenen Tonus
nicht relevant zu sein (Johnson et al., 2009). Gleichwohl ist die Aktivierung von PKC fiir den myogenen
Tonus essentiell (siehe oben). Die vermehrte MLCP-Hemmung fiihrt zu einer groBeren Phospho-MLCyo-
Fraktion, was die Konstriktion des GefdBes kalziumunabhangig steigert.

Kalziumunabhéngiger Weg
7TMR-Dehnung A

- \

e
o Y ~~7Y o —>(GEF RhoA
B B GTP
Cym Gians
RELAXATION RhoA
t GDP
Myosin Il LC,q ROK

(Ca2+)4CaM-MLCKD ( MLCP \—/

Myosin Il pLC,-S19

‘ CPI-17

KONSTRIKTION T

PKCa

Abbildung 3: Der kalziumunabhingige Kontraktionsweg, initiiert durch ligandenunabhingige Aktivierung eines me-
chanosensitiven 7TMR. Dehnung eines mechanosensitiven 7TMR fiihrt zur Aktiverung eines Gi,,13-Proteins. Dessen
a-Untereinheit tauscht GDP gegen GTP aus, disoziiert von der (3+-Untereinheit und aktiviert einen Guaninnukleotid-
Austauschfaktor (GEF). Dieser induziert seinerseits den Austausch von RhoA-gebundenem GDP in GTP und damit die
Aktivierung und Translokation von RhoA an die Membran. Aktiviertes RhoA aktivert wiederum die Rho-Kinase (ROK).
Diese kann direkt die Myosinleichtkettenphosphatase hemmen, aber auch indikrekt iiber Aktivierung von dessen Inhibitor
CPI-17. Dieser wiederum wird auch durch die PKCa aktiviert. Der kalziumunabhangige Kontraktionsweg fiihrt also zu
einem funktionellen Uberwiegen der Myosinleichtkettenkinase (MLCK) und beférdert damit die Konstriktion. Abbildung
modifiziert nach Cole & Welsh, 2011

Der kalziumabhangige Weg konvergiert also auf MLCK, der kalziumunabhéngige auf MLCP. Beide
regulieren die Level an Phospho-MLCyp und damit das AusmaB an Aktomyosin-Interaktion.

Die Ausfiihrungen sind dabei nicht erschépfend. Wie in anderen differenziert regulierten physiologischen
Prozessen (z.B. Hamostase) laufen auch bei der glattmuskuléren Kontraktion antagonistische Prozesse
parallel ab. Dies ermdglicht eine hohe Sensitivitat auf externe Stimuli. Die relative Potenz eines Prozesses
kann durch dessen Modulation schnell in einen Effekt umgesetzt werden. Konkret ist dies in den Systemen
der MLCK und der MLCP realisiert. MLCK fordert die Kontraktion, MLCP hemmt diese. Da die beiden
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Enzyme nicht in einem digitalen Zustand (on/off) sondern analog reguliert vorliegen, leuchtet ein, dass
der momentane kontraktile Zustand einer Muskelzelle das Integral aller kontraktionsférdernden und

-hemmenden Stimuli darstellt.

1.3 Ein gemeinsamer Mechanosensor fiir beide Kontraktionswege

Die myogene Kontraktion wird also iiber zwei vermutlich parallel ablaufende Signalkaskaden gesteuert.
Diese Kaskaden sind stromabwarts gut erforscht. Welches stromaufwarts gelegene Element jedoch die
jeweilige Kaskade auf Druckerhéhung initiiert, also als Sensor fungiert, ist noch nicht sicher geklart.
Auf dem kalziumabhangigen Weg ist das am weitesten proximal in der Kaskade stehende Ereignis mit
Beteiligung am myogenen Tonus die Aktivierung eines G-Proteins. Auf dem kalziumunabhangigen Weg

ist es die Aktivierung von RhoA.

In jiingster Zeit fanden sich vermehrt experimentelle Hinweise, die eine proximale Verbindung zwischen
beiden Ereignissen erlauben: Verschiedene heptahelikale Transmembranrezeptoren (7TMR) erwiesen sich
in diversen Ansatzen als mechanosensitiv (Zou et al., 2004; Makino et al., 2006; Chachisvilis et al., 2006;
Mederos y Schnitzler et al., 2008; Zhang et al., 2009; Abdul-Majeed & Nauli, 2011). Interessanterweise
waren dies haufig 7TMR mit G /11-Signaltransduktion, deren Aktivierung zu einer Konstriktion von glat-
ten Muskelzellen fithrt. Fiir viele vasokonstriktorisch wirkende 7TMR ist eine Signaltransduktion sowohl
liber Gg/11- als auch iiber Gy5/13-Proteine etabliert (Siehler, 2009). G1/13-Proteine wiederum vermitteln
die Aktivierung von RhoA iiber p115-RhoGEF (Kristiansen, 2004). Die Hypothese von mechanosensi-
tiven Gq/11-koppelnden 7TMR erlaubt es folglich, G-Protein-Aktivierung und RhoA-Aktivierung, also
kalziumabhangigen und kalziumunabhangigen Schenkel der myogenen Konstriktion, auf elegante Weise
zu verkniipfen. Dies wiirde die derzeit noch disparat stehenden, am myogenen Tonus beteiligten Schritte

zu einem ganzheitlichen Modell mit einem gemeinsamen Mechanosensor verkniipfen.

Auch wiirde eine therapeutische (siehe auch Kapitel 1.1) Aktivitdtsmodulation sensorischer 7TMR eine
attraktive Option darstellen, die, da sie weit proximal lokalisiert ist, andere physiologische Mechanismen

zur Regulation der glattmuskuldren Kontraktilitdt unbeeintrachtigt lasst.

1.4 Mechanosensitivitat ist pharmakologisch hemmbar

Weitere experimentelle Befunde waren fiir die Konzeption der vorliegenden Arbeit entscheidend: Die
Hemmung der Mechanosensitivitat eines Rezeptors ist (iber spezifische Antagonisten oder inverse Ago-
nisten moglich. Chachisvilis und Mitarbeiter konnten die mechanisch induzierte Konformationsanderung
am Bradykinin-By-Rezeptor durch den Antagonisten Icatibant (HOE 140) hemmen (Chachisvilis et al.,
2006). Auch Zou und Kollegen gelang es, die Mechanosensitivitat des Angiotensin |I-AT;-Rezeptors
durch den inversen Agonisten Candesartan zu inhibieren (Zou et al., 2004). Diese Arbeitsgruppe konnte
ferner ein molekulares Modell zum Mechanismus liefern: Der ATi-Rezeptor liegt hiernach im Neutral-
zustand mit einer Basalaktivitat vor. Je nach chemischer oder mechanischer Aktivierung kann er zwei
unterschiedliche aktive Konformationen annehmen. Die Bindung von Candesartan induziert eine Kon-

formation, die gegeniiber dem Neutralzustand keine Aktivitdt mehr aufweist. Ferner wird dadurch auch
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der Ubergang in eine aktive Konformation, sei es durch chemische oder durch mechanische Stimulation,
verhindert (Yasuda et al., 2008; Akazawa et al., 2009), siehe auch Kapitel 4.3.1.

SchlieBlich gelang es auch Mederos y Schnitzler und Mitarbeitern, Mechanosensitivitat diverser 7TMR zu
hemmen: Mechanosensitive Ms-Azetylcholinrezeptoren (Cholinozeptoren) wurden mit Atropin und Pi-
renzepin erfolgreich gehemmt, Hi-Histaminrezeptoren mit Diphenhydramin, ET o-Endothelinrezeptoren
mit Darusentan und AT;-Angiotensin-lI-Rezeptoren mit Losartan und Candesartan (Mederos y Schnitz-
ler et al., 2008). Eine Zusammenfassung der bisher hemmbaren, mechanosensitiven Rezeptoren und der
pharmakologischen Klassifizierung der Hemmstoffe liefert Tabelle 2. Dabei fallt auf, dass sofern konstitu-
tiv aktive Formen des Rezeptors untersucht wurden, fast ausschlieBlich inverse Agonisten als Hemmstoffe
fir Mechanosensitivitat fungieren. Es wurden noch keine konstitutiv aktiven ET 5-Rezeptormutanten auf

die Unterdriickung ihrer Basalaktivitdt durch Darusentan getestet.

7TMR Hemmstoff Hemmstoffklassifizierung Referenz

B2R Icatibant inverser Agonist* Fathy et al., 1999
ATiR  Losartan/Candesartan inverser Agonist Parnot et al., 2000; Zou

et al., 2004

MsR Atropin/Pirenzepin inverser Agonist Burstein et al., 1997

H:R Diphenhydramin inverser Agonist Bakker et al., 2001
ETAR Darusentan bisher nur als Antagonist Riechers et al., 1996

untersucht

Tabelle 2: Bisher bekannte mechanosensitive und pharmakologisch hemmbare 7TMR und ihre Hemmstoffe. BoR =
B,-Bradykininrezeptor; AT1R = AT:-Angiotensinrezeptor; MsR = Ms-Azetylcholinrezeptor; HiR = H;-Histaminrezeptor;
ETAR = ETa-Endothelinrezeptor; *Icatibant wirkt je nach Aktivitat des B,-Rezeptors entweder als partieller Agonist (bei

niedriger Rezeptoraktivitit) oder als inverser Agonist (bei hoher Rezeptoraktivitat)

In der vorliegenden Arbeit wird auf diesen Ergebnissen aufbauend versucht, durch Hemmung hochexpri-
mierter 7TMR eine Reduktion des myogenen Tonus zu erreichen. Dafiir werden Mesenterialarterien, die
einen ausgepragten myogenen Tonus zeigen, diversen Rezeptorantagonisten und inversen Rezeptorago-
nisten ausgesetzt. Eine mogliche Reduktion des myogenen Tonus wird iiber Arteriographie, d.h. (iber

isobare Konstriktionsmessung erfasst.

Zuvor wird ermittelt, welche 7TMR in GefdaBen mit myogenem Tonus hochexprimiert sind. Als MaB
hierfir dienen die intrazelluliren RNA-Level des jeweiligen Rezeptors. Weiter wird untersucht, ob die
jeweiligen RNA-Level sich in GefaBen mit nur geringem myogenen Tonus (LeitungsgefaBe) und Wi-
derstandsgefaBen unterscheiden. Dieses Vorgehen folgt den Befunden von Mederos y Schnitzler und
Mitarbeitern, die eine lineare positive Korrelation von Mechanosensitivitdt und Rezeptordichte zeigten
(Mederos y Schnitzler et al., 2008). Der Effekt der iber Druckerhdhung aktivierten Einzelrezeptoren
summiert sich also intrazelluldr zur Antwort der glatten Muskelzelle. Dabei ist entscheidend, dass der
Rezeptor in ausreichend hoher Anzahl vorliegt, um der glatten Muskelzelle Mechanosensitivitat zu ver-

leihen.

Rezeptoren, die sich anhand ihrer RNA-Level als mogliche Kandidaten fiir Mechanosensoren in Wi-
derstandsgefaBen entpuppen, werden dann iiber die im folgenden Kapitel ,Material und Methoden*
beschriebene Arteriographie untersucht.
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1.5 Alternative Mechanosensoren

Die Literatur kennt zahlreiche postulierte Messwertaufnehmer, die die Wandspannung der glatten Mus-
kelzellen registrieren und deren kontraktilen Status entsprechend adaptieren sollen. In Tabelle 3 werden
diejenigen Strukturen aufgelistet, deren Beteiligung - als Sensor oder in der Signalkaskade eng auf den
Sensor folgendes Element - am myogenen Tonus (MT) belegt ist und die sich nicht in den schematischen
Abliufen unter Abschnitt 1.2 eingeordnet finden. Ein Uberblick zu einigen der erwihnten Strukturen
findet sich ferner in Hill et al., 2009 und Kauffenstein et al., 2012.

Struktur Beschreibung Referenz
Integrine Aktivierung von RhoA, Verstar- Davis et al., 2001
kung des Kalziumeinstroms, Blocka- Juliano, 2002
de durch Antikérper verringert MT Martinez-Lemus et al., 2005
Mikrotubuli Inhibition der Mikrotubulipolymeri- Platts et al., 1999
sation verstarkt den MT; Assoziation Davis et al., 2001
an Integrine
Caveoline Caveoline aktivieren RhoA; Caveolin- Dubroca et al., 2007

Aktivierung durch den Integrin- Radel et al., 2007

Signalweg;  Caveolin-gendefiziente

Mause zeigen verringerten MT

Tyrosinkinasen (MAPK) MAPK-Aktivierung durch Druck- Davis et al., 2001

Murphy et al., 2002
Spurrell et al., 2003

sprung; Reduktion des MT durch
Tyrosinkinasenhemmung; Assoziati-

on mit Integrinen

NADPH-Oxidase Drucker- Nowicki et al., 2001

Keller et al., 2006
Lai et al., 2011

ROS-Generierung  auf
héhung; Arteriolen sensitiver auf
ROS als Arterien; Aktivierung
durch Sphingosin-1-Phosphat;
MT gehemmt bei dysfunktioneller

NADPH-Oxidase

Mechanosensitive ENaC, ASIC2, BKc, (limitierend fiir Jernigan & Drummond, 2005
VanLandingham et al., 2009
Gannon et al., 2008
Hill et al., 2010

Brakemeier et al., 2003

lonenkanale MT, Aktivierung durch Integrine,
Hemmung durch 20-HETE, ROS

und PKC), TMEM16A

Bulley et al., 2012

Zellulare Phospholipid- Anderung der biophysikalischen Ei- Gudi et al., 1998a

doppelschicht genschaften der Membran durch
Dehnung fiihrt zu Konformationsan-

derung integraler Membranproteine
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Sphingosinkinase Generierung von Sphingosin- Bolz et al., 2003
1-Phosphat, Aktivierung des Schubert et al., 2008
kalziumunabhangigen und des kalzi-
umabhangigen Kontraktionsweges;

MT reduziert bei Sphingosinkinase-

defizienz

Phospholipase A Generierung von Arachidonsaure, Lehtonen & Kinnunen, 1995
Umwandlung in 20-HETE durch die Gebremedhin et al., 2000
w-Hydroxylase, = PKC-Aktivierung, Harder et al., 2011

Cay-Aktivierung, BKca-Hemmung;
Reduktion des MT durch Hemmung
der 20-HETE-Bildung

ATP- und Spezifische Inhibition von P2Ye- Koltsova et al., 2009
UTP-Freisetzung Rezeptoren reduziert MT; Kauffenstein et al., 2010
Nukleotidase-Defizienz erhéht
MT

Tabelle 3: Aufgelistet sind alternative Mechanosensoren und Mediatoren fiir den myogenen Tonus aus der Literatur; MAPK
= mitogen activated protein kinase; NADPH = Nikotinsaureamidadenindinukleotidphosphat; ROS = reactive oxygen
species; ENaC = epithelial Nat channel; ASIC2 = acid sensing (proton-gated) ion channel 2; BKc, = large ("big")
conductance calcium-activated K+ channel, 20-HETE = 20-Hydroxyeikosatetraensiure; TMEM16A = transmembrane
protein 16A; ATP = Adenosintriphosphat; UTP = Uridintriphosphat

1.6 Zur Rolle des Endothels

Da der modulierende Einfluss des Endothels auf den GefaBdurchmesser ein etabliertes Konzept ist, war es
naheliegend auch (ber eine Endothelabhangigkeit des myogenen Tonus zu spekulieren und entsprechende

Experimente durchzufiihren.

Die Ergebnisse dieser Experimente sind widerspriichlich (Harder, 1987; Katusic et al., 1987; Rubanyi,
1988; Falcone et al., 1991; Hwa & Bevan, 1986; Kuo et al., 1990; MacPherson et al., 1991; McCar-
ron et al., 1989; Anschiitz & Schubert, 2005). Ubersichtsarbeiten haben diesbezliglich versucht, die
Widerspriiche methodisch zu erklaren (Bevan & Laher, 1991; Meininger & Davis, 1992) . So héatten
Studien, die eine Endothelabhangigkeit des myogenen Tonus postulieren vornehmlich auf unspezifische
Methoden zur Endothelentfernung wie Detergenzienperfusion zuriickgegriffen. Diese kdnnen auch die
Integritat der glatten Muskelzellen beeintrachtigen. Arbeitsgruppen jedoch, die das Endothel vorsichtig
mechanisch entfernten, schienen das Endothel selektiv auszuschalten bei erhaltener Funktion der glatten
Muskelzellen (Meininger & Davis, 1992).

Die Giberwiegende Zahl an Arbeiten verneint eine Endothelabhangigkeit des myogenen Tonus (Hwa &
Bevan, 1986; McCarron et al., 1989; Kuo et al., 1990; Falcone et al., 1991; MacPherson et al., 1991;
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Anschiitz & Schubert, 2005). Diese Summenaussage umfasst verschiedene Spezies und verschiedene
GefaBgebiete. Somit scheint die eigentliche, fiir die Sensorik des myogenen Tonus kritische mechanosen-
sitive Komponente nicht Teil der Endothelzellen zu sein. Bevan und Laher betonen jedoch ausdriicklich,
dass eine zusatzliche modulierende Rolle des Endothels nicht ausgeschlossen ist (Bevan & Laher, 1991).
Dies zeigt sich auch in der Studie von Scotland und Kollegen, die eine Beeinflussung des myogenen
Tonus durch einen endothelium-derived hyperpolarizing factor-like factor postulieren (Scotland et al.,
2001).

In der Tat zeigen neuere Befunde, dass fir die Dilatation auf Drucksenkung dem Endothel eine ent-
scheidende Rolle zukommt. Dabei fiihren niedrigere intravaskulare Druckverhaltnisse (<50 mmHg) tber
Aktivierung von TRPV4-Kanalen zu einer Frequenzsteigerung spontan auftretender endothelialer intra-
zelluldrer Kalziumkonzentrationsspitzen (sog. sparklets, Fiinkchen). Diese Fiinkchen aktivieren wiederum
endotheliale IK¢, (intermediate conductance calcium-activated K™ channel, kalziumgesteuerter Kalium-
kanal mit mittlerer Leitfahigkeit)-Kanale. Da die Endothelzellen im Bereich der IKc,-Kaniéle tber gap
junctions genannte Proteine mit glatten Muskelzellen verbunden sind, kann der Kaliumstrom auch auf

die glatten Muskelzellen iibergehen und dort eine Relaxation induzieren (Bagher et al., 2012).

In der vorliegenden Arbeit wird von einer sekundéren Bedeutung des Endothels fiir den myogenen Tonus
ausgegangen. Diese ist durch eine Modulation der Tonusamplitude gekennzeichnet - im Sinne einer
Kontraktionshemmung durch das Endothel. Das zellulare Element am Anfang der zur Vasokonstriktion
filhrenden Signalkaskade ist jedoch die glatte Muskelzelle, weshalb sie in fiir den folgenden Teil der

Arbeit in den Vordergrund riicken soll.

1.7 Zur Geschichte der untersuchten Rezeptoren

Nachfolgend soll ein kurzer Abriss zur Wissenschaftsgeschichte der in der vorliegenden Arbeit behandel-
ten Rezeptoren gegeben werden. Dabei sollen vor allem Verwirrungen in der Nomenklatur, wie sie sich
bei den Adrenozeptoren im Lauf der Geschichte ergeben haben, skizziert werden und dem Leser hierzu

eine Orientierungshilfe geboten werden.

1.7.1 Die Angiotensinrezeptoren

Erste Konzepte von distinkten Angiotensin |I-Rezeptorpopulationen kamen durch heterogene Dissozia-
tionsprofile fiir radioaktiv markiertes Angiotensin |l zustande, was durch zwei unterschiedlich affine
Bindungsstellen erklarbar war (McQueen et al., 1984). Ferner zeigten sich fiir Membranpraparate ver-
schiedener Organe unterschiedliche zellulére Effekte durch Angiotensin Il (Peach & Dostal, 1990). Unter-
schiedliche Affinitaten fiir die Liganden Losartan (DuP 753) und PD 123177 (EXP 655) waren letztlich
maBgeblich fir die Erstbeschreibung des AT1- und des AT,-Rezeptors (Chiu et al., 1989). Klonierungs-
studien zum murinen AT;-Rezeptor fiihrten schlieBlich zur ldentifizierung zweier distinkter Subtypen
(Sasamura et al.,, 1992). Diese Subtypisierung ist derzeit ausschlieBlich bei Rodentia wie M&usen und
Ratten beschrieben; der Mensch hat nur einen AT;-Rezeptor. Mit der Klonierung des AT, wurde der
letzte der bisher bekannten Angiotensin-Rezeptoren auch auf chromosomaler Basis bestatigt (Kamba-

yashi et al., 1993). Fiir die beiden AT1-Subtypen konnte festgestellt werden, dass sie sich der gleichen
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intrazelluléren Signalkaskade bedienen (Zhou et al., 1993; Martin et al., 1995; Tian et al., 1996). Derzeit
herrscht Giberwiegend der Konsens, dass beide AT1-Subtypen nicht pharmakologisch differenziert werden
konnen (Chiu et al., 1993; Saavedra, 1999). Allerdings existieren Arbeiten, die fiir den AT eine hohere
Affinitdt zu Losartan postulieren und fiir AT1g eine relative Selektivitat fir héhere Konzentrationen
von PD 123319, das eigentlich einen Antagonisten an AT,-Rezeptoren darstellt (Guimaraes & Pinheiro,
2005).

1.7.2 Die Endothelinrezeptoren

Die Einsicht, dass wenigstens zwei Endothelinrezeptoren exisiteren miissen, kam durch eine biphasische
Blutdruckantwort (initial kurzzeitiger Blutdruckabfall, dann -anstieg) auf Endothelin-1 (ET-1)-Injektion
an Ratten zustande (Yanagisawa et al., 1988; Inoue et al., 1989). Auch unterschiedliche Effekte endo-
gener Liganden (ET-1 bis ET-3) férderten die Hypothese von Endothelinrezeptorsubtypen. Endothelin-
rezeptoren gliedern sich in ETa und ETg (Arai et al., 1990; Sakurai et al., 1990). Erstere sind vor allem
auf glatten Muskelzellen der GefaBe lokalisiert, letztere sowohl auf glatten Muskelzellen als auch auf
Endothelzellen (Schneider et al., 2007). ET a-Rezeptor-RNA findet sich ubiquitar (Regard et al., 2008),
d.h. allen Geweben des murinen Organismus. Die Autoren fiihren dies auf die Prasenz von GefaBen in na-
hezu allen untersuchten Gewebetypen zuriick. Gegenwartig herrscht der Konsens, dass ET o-Stimulation
Konstriktion vermittelt; dahingegen bewirkt ETg-Stimulation Dilatation, wenn sich der Rezeptor auf
Endothelzellen befindet, Konstriktion wenn er sich auf glatten Muskelzellen befindet (Schneider et al.,
2007). Fur den ETg wird dariiber hinaus vermutet, dass er an der Entfernung von zirkulierendem ET-1
aus dem Kreislauf beteiligt ist, sog. Endothelin-Clearance (Fukuroda et al., 1994). Der Grund, warum ge-
rade dieser Rezeptorsubtyp diese Funktion erfiillen sollte, kdnnte seine héhere Expression sein (Schneider
et al., 2007).

1.7.3 Die Vasopressinrezeptoren

Die zellularen Effekte von Arginin-Vasopressin werden iiber Vasopressinrezeptoren vermittelt. Diese wur-
den primér in hepatische, bzw. vaskulare V1- und renale Vy-Rezeptoren (Michell et al., 1979; Briley et al.,
1994; Hirasawa et al., 1994a) gegliedert, basierend auf den nachgeschalteten Signalkaskaden (Briley
et al., 1994). Um der von der hepatischen V;-Pharmakologie abweichenden Bindungscharakterisik des
Hypophysenvorderlappens Rechnung zu tragen, wurde in Abgrenzung zum hepatischen /vaskularen Vip
der Vg eingefithrt (Jard et al., 1986; Thibonnier, 1992). Kurz nacheinander wurden die erfolgreichen
Klonierungen des Vi und des V, publiziert (Morel et al., 1992; Lolait et al., 1992), zwei Jahre spater
auch die des Vg (Sugimoto et al., 1994), ehemals auch hypophysarer V3(Holmes et al., 2003) genannt.

Die vorliegende Arbeit konzentrierte sich auf den Via, da nur fir ihn, im Gegensatz zum V;g, das
Vorkommen auf glatten Muskelzellen beschrieben ist. Ferner ist auch die nachgeschaltete Signalkaskade,
im Gegensatz zu der des V, (Maybauer et al., 2008), mit den Beobachtungen zum myogenen Tonus
vereinbar: U. a. Aktivierung der Gg/11-Signalkaskade mit nachfolgender intrazellularer IP3- und Ca’t-
Akkumulierung (Briley et al., 1994) und letztlich glattmuskularer Kontraktion.
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1.7.4 Die alpha-Adrenozeptoren

Der Leser sei fiir eine vollumfassende Darstellung der komplizierten Geschichte der Adrenozeptoren an
andere Stellen verwiesen (Bylund et al., 1994; Docherty, 1998; Langer, 1999).

Das derzeit giiltige Konzept der Unterteilung von Adrenozeptoren in alpha- und beta-Adrenozeptoren
geht auf die Arbeit von Ahlquist 1948 zuriick. Fiir die Unterteilung maBgeblich war die Beobachtung,
dass die Potenz verschiedener Sympathomimetika je nach Effekt am betrachteten Organ variiert. Der
entscheidende Schluss war, dass dies auf unterschiedliche Rezeptoren am Zielorgan zuriickzufiihren sein
misse (Ahlquist, 1948).

Die a-Adrenozeptoren wurden zunéchst in 3 und ap unterteilt (Langer, 1974).

Die alpha-1-Adrenozeptoren wurden 1986 wiederum unterteilt (Morrow & Creese, 1986), wobei die
initiale pharmakologische Unterscheidung nur a;a und ;g differenzieren konnte. Als zunehmend mo-
lekularbiologische Methoden zur Rezeptorcharakterisierung angewandt wurden, konnten zunachst vier
a1-Subtypen kloniert werden, agp , aic, a1a und aiq , in der genannten Reihenfolge (Cotecchia et al.,
1988; Schwinn et al., 1990; Lomasney et al., 1991; Perez et al., 1991). Wenig spater wurde jedoch klar,
dass der klonierte ar1c-Adrenozeptor identisch war mit dem pharmakologisch charaktierisierten a;ya, der
klonierte a1, identisch mit dem ebenfalls klonierten a;p. Konsequenterweise wurde der urspriingliche
a1, in der Nomenklatur gestrichen. Dem pharmakologischen Korrelat des a1a wurde stattdessen die
genetische Sequenz des vormaligen a1 zugeordnet. Die jetzige Situation, in der ein ai1¢ in der Reihe der
Adrenozeptoren (aja, a1, a1p) zu fehlen scheint, ist wahrscheinlich durch methodische Unterschie-

de der Originalcharakterisierungen bedingt. Die Entwicklung der Nomenklatur findet sich in Tabelle 4

aufgelistet.
Pharmakologische Bezeichnung der Aktueller Name
Entitaten bis 1990 Genprodukte bis 1995
Q1A Q1c Q1A
1B Q1b 1B
a1a (= aap) (weggefallen)
ai1d 1D

Tabelle 4: Die Nomenklatur der az-Adrenozeptoren im Wandel der Zeiten. Ein a1c-Rezeptor wurde aus der Nomenklatur

im Zuge einer Bereinigung von Genprodukten und pharmakologischen Entitaten gestrichen.

Dariiber hinaus wird diskutiert, ob ein «y) existiert, der sich gegeniiber den anderen Subtypen durch
seine niedrige (engl. low) Affinitat zu Prazosin auszeichnet. Hierzu fehlt jedoch bisher ein eigenstandiges
Gen (Hieble et al., 1995).

Alpha-2-Adrenozeptoren werden seit 1981 unterteilt (Bylund, 1985). Die entsprechenden Gene wurden
fur apa, agp und apc identifiziert (Kobilka et al., 1987; Regan et al., 1988; Lomasney et al., 1990). Die
Nomenklatur richtete sich dabei zunachst nach den menschlichen Chromosomen, auf denen die Gene
gefunden wurden. Die Gegenliberstellung der alten und aktuellen Bezeichnungen findet sich in Tabelle 5

auf der nachsten Seite.
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Historischer Name Aktueller Name

ay-C10 Q24
ap-C2 Q2B
042-C4 Q¢

Tabelle 5: Alte und neue Nomenklatur der az-Adrenozeptoren

Ein zuvor liber ein divergentes Ligandenbindungsprofil postulierter aop (Lanier et al., 1991) scheint eine
Variante des humanen asa darzustellen, der bei einigen Modellorganismen wie Ratten gefunden wird
(Harrison et al., 1991).

ap-Adrenozeptoren vermitteln die prasynaptische Autoinhibition der Noradrenalinfreisetzung aus Ner-
venendigungen des Sympathikus. Experimente an «ap-Adrenozeptor-gendefizienten Mausen (knockout-
Mause) und axonalen Membranfraktionen ergaben, dass hierfiir aoa und ac relevant sind (Daniel et al.,
1995; Hein et al., 1999). Auch an isolierten GefaBen sind entsprechende Nervenendigungen noch vor-
handen. Der Nachweis von asa und asc in isolierten GefaBen kann also auch auf Nervenendigungen
zuriickgefiihrt werden (Rump et al., 1991).

ap-Adrenozeptoren wurden bisher auf folgenden Zelltypen im GefaB lokalisiert:

1. Endothelzellen: apa-Stimulation auf Endothelzellen zieht eine NO-abhangige Dilatation nach sich
(Wong et al., 2010)

2. glatten Muskelzellen: a)g-Gendefizienz verhindert einen Blutdruckanstieg auf unselektive ;-
Stimulation (Link et al., 1996)

3. Nervenendigungen: Stimulation von asa und apc flhrt zu einer verringerten Noradrenalinfreiset-
zung aus Nervenendigungen des Sympathikus (Daniel et al., 1995; Molderings & Géthert, 1995;
Hein et al., 1999).

Damit kénnen PCR-Signale, die aus der Gesamt-RNA eines GefaBes amplifizert wurden, prinzipiell von
drei verschiedenen Zelltypen stammen. Dies verkompliziert die Auswertung von aip-Adrenzeptorexpressionsdaten

aus ganzen GefaBen deutlich.

Anders als bei aj-Adrenozeptoren findet die Signaltransduktion von ap-Adrenozeptoren vor allem via
Gi/o-Proteine statt (Fain & Garcia-Séinz, 1980; Jones et al., 1991). Auch fiir Rezeptoren mit G;,-
Signaltransduktion ist mittlerweile mit dem FPRi-Formylpeptid-Rezeptor ein mechanosensitiver Ver-
treter beschrieben worden (Makino et al., 2006). Daher wurde in der vorliegenden Arbeit mit den a-
Adrenozeptoren eine weitere Familie gleichartig koppelnder 7TMR auf ihr Expressionsniveau in Leitungs-

und WiderstandsgefaBen untersucht.

1.7.5 Die beta-Adrenozeptoren

Die beta-Adrenozeptoren waren die ersten, bei denen eine Unterteilung vorgenommen wurde, namlich
in f1 und B, (Lands et al., 1967); ein dritter beta-Adrenozeptor kam knapp 20 Jahre spater hinzu
(Arch et al., 1984). Kurz darauf folgte auch die Identifizierung der korrespondierenden Gene (Dixon
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et al., 1986; Frielle et al., 1987; Emorine et al., 1989). Die Signaltransduktion der Beta-Adrenozeptoren
findet Uber Gs-Proteine statt (Bylund et al., 1994). Auch fiir Gs-koppelnde 7TMR sind mittlerweile
mechanosensitive Eigenschaften beschrieben; so z.B. fiir den Ds-Dopaminrezeptor (Abdul-Majeed &
Nauli, 2011) und den PTHj-Parathormonrezeptor (Zhang et al., 2009). Auf dieser Basis wurde in der
vorliegenden Arbeit mit dem [,-Adrenozeptor ein weiterer Rezeptor mit G¢-Signaltransduktion auf sein
Expressionslevel in kleinen und groBen Arterien untersucht. Entsprechende Hinweise im Sinne eines
zahlreicheren Vorkommens in kleinen GefaBen sollten dann unter Umsténden Anlass zu weitergehenden

Untersuchungen geben.

1.8 Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit putativen vaskuldren Mechanosensoren im Kontext des BAYLISS-
Effekts. Dabei werden als mogliche Mechanosensoren heptahelikale Transmembranrezeptoren fokussiert
(Zou et al., 2004; Mederos y Schnitzler et al., 2008; Yasuda et al., 2008; Akazawa et al., 2009; Mederos y
Schnitzler et al., 2011; Storch et al., 2012). Es ist ferner bekannt, dass die vaskuldren RNA-Level eines

Rezeptors gut mit den jeweiligen Rezeptoreffekten korrelieren (Hosoda et al., 2005).

In diesem Zusammenhang sollen folgende Aufgaben bearbeitet werden:

1. Quantifizierung des Expressionsniveaus von putativ mechanosensitiven heptahelikalen Transmem-
branrezeptoren (7TMR) iiber deren RNA-Level in verschiedenen GefaBbetten.

2. Evaluation spezifischer Hemmestoffe fiir hochexprimierte putativ mechanosensitive 7TMR auf ihre

Fahigkeit zur Hemmung des myogenen Tonus.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Verbrauchsmaterialien

Substanz

CaCly * 2H,0
D-(+)-Glukose

DMSO (Dimethyl-Sulfoxid)
EDTA (Ethylen-Diamin-Tetraazetat,
Tritriplex III)

KCl

KH2PO4

MgSO,4 x TH,O

NaCl

NaHCOs

2.1.2 Reagenzien und Reaktionskits

Substanz

6x Orange DNA Loading Dye (Auftragspuffer
fur Gelelektrophorese)

Agarose NEEO Ultra

Chloroform

Essigsaure 99,8 %

Ethanol

Ethidiumbromid

Isopropanol

Nukleasefreies Wasser

O'GeneRuler Low Range DNA Ladder
(DNA-GroBenleiter)

TRI-Reagent (Phenol,
Guanidiniumisothiozyanat)

TRIS (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan)

Reaktionskit

Absolute QPCR Sybr Green Mix
(DNA-Polymerase, Sybr-Green |, dNTPs,
Puffer)

DNase |

RevertAid H Minus First Strand cDNA

Synthesis Kit (Reverse Transkription)
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Hersteller
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Merck

Carl Roth
Merck
Sigma-Aldrich
Carl Roth
Sigma-Aldrich

Hersteller

Fermentas

Carl Roth
Sigma-Aldrich
Riedel-de-Haén
Merck

Carl Roth
Sigma-Aldrich
Fermentas

Fermentas

Sigma-Aldrich

Merck

Hersteller

Thermo Fisher

Fermentas

Fermentas

Artikelnummer
C5080

G7528

494429

8418

6781.1
4873
M5921
9265.1
56014

Artikelnummer

RO611

2267.3
C2432

33209
1.00983.1000
2218.3
59300

R0582
SM1203

T9424

8382

Artikelnummer

AB-1158/B

ENO0521
K1632



2.1.3 Pharmaka

Substanz

BQ-123

Candesartan

Losartan

Prazosin

Relcovaptan (SR 49059)

Hersteller

Merck/Calbiochem

AstraZeneca

Merck

Sigma-Aldrich

Tocris

Artikelnummer

05-23-3831

Direkt vom Herstel-

ler

Astra-Zeneca;

LOT-Nr. HB 562

Direkt vom Herstel-

ler Merck; LOT-Nr.
MLN-206
P7791

2310

Losungs-
mittel
Wasser

DMSO

Wasser

Wasser

DMSO

Konzentration
StammlGsung
10 mM
10 mM

10 mM

10 mM
200 pM

End-
konzentration
1M
1 pM

10 M

1 uM
20 nM

Fir die Stammlosung wurden BQ-123, Losartan und Prazosin in Wasser gelost, Candesartan und Rel-

covaptan in DMSO.

Nach der Losung wurden die Pharmaka aliquotiert bei -20 °C aufbewahrt. Fiir jeden Versuch wurde ein

neues Aliquot aufgetaut. Die Aliquots waren dabei so konzentriert, dass fiir das Lésungsmittels DMSO

eine Endkonzentration von 0,01 % nicht tGberschritten wurde.

23



2.2 Methoden
2.2.1 Tiere

Die verwendeten Mause waren alle vom Stamm FVB/N (Charles River Laboratories, Sulzfeld). Es wurden
ausschlieBlich mannliche Tiere untersucht, um nicht zyklusabhangige Schwankungen in den Plasmakon-
zentrationen von vasoaktiven Sexualsteroiden beriicksichtigen zu missen. Das Alter der Tiere war 13,7
+ 0,5 Wochen (Mittelwert + SEM, n=39), das Gewicht 29,3 + 0,4 Gramm.

2.2.2 Gewebemikrodissektion fiir RNA-Isolierung oder Arteriographie

2.2.2.1 Gehirnarterien und Arachnoidea mater (Spinnengewebshaut) Die zu untersuchende
Maus wurde mittels zervikaler Dislokation getétet und dekapitiert. Nun wurde die Kopfhaut entlang
der Medianlinie dorsal aufgeschnitten, sodass der Blick auf die Kalotte freigegeben war. AnschlieBend
wurde eine Schere mit ihrer Spitze in das Foramen magnum eingefiihrt und die Schéadelhdhle entlang
der Rander der Ossa occipitalia, parietalia und frontalia beidseits bis auf Orbitahdhe er6ffnet. Nach
Durchtrennung der Ossa nasales konnte der Kalottendeckel vom Gehirn gehoben werden. Es erfolgte die
Durchtrennung des Lobus olfactorius, des N. opticus und des N. trigeminus sodass sich das Gehirn in ein
bereitgestelltes, verschlieBbares GefaB mit Pufferlésung (PSS, begast mit Carbogen auf einen pH von
7,4, Temperatur 4 °C) tberfiihren lieB. Das GefaB wurde auf Eis gestellt. Im nichsten Schritt wurde eine
Petrischale, deren Boden mit einem Silikonpolymer (Sylgard 184 Silicone Elastomer Kit, Dow Corning,
Wiesbaden) ausgegossen war, auf Eis gestellt und mit der gleichen Pufferlésung gefiillt. Das Gehirn
wurde mit seiner Basis nach oben weisend mit Stechkantiilen auf der Petrischale festgesteckt. SchlieBlich
konnten die relevanten Arterien (A. cerebri anterior, A. cerebri media, A. cerebri posterior, A. superi-
or cerebellaris) unter einem Binokularmikroskop mit Kaltlichtquelle (SteREO Discovery.V8, Carl Zeiss,
Jena) disseziert werden. Der Arbeitsabstand betrug 10 cm. Zur Dissektion wurden mikrochirurgische
Pinzetten (Dumont #55 Forceps, #5 Forceps - Inox Biologie, Fine Science Tools, Heidelberg) und eine
Schere mit einer effektiven Schneide von 3 mm verwendet (Vannas Spring Scissors, Fine Science Tools,
Heidelberg). Fiir die Befreiung des GefaBes von Arachnoidea mater wurde das zu entfernende Gewebe
durch einen vom GefaB weg gerichteten Zugvektor unter Spannung gebracht, was die saubere Durch-
trennung der an der GefaBwand ansetzenden Struktur ermoéglichte. Die Arachnoidea wurde im selben
Schritt wie die Gehirnarterien isoliert und als Kontrollgewebe in der gPCR analyisiert. Zur Entnahme
wurde auf moglichst groBe, zusammenhéangende Stiicke geachtet. Gehirnarterien und Arachnoidea wur-
den schlieBlich in TRI-Reagens gegeben und wie unter 2.2.3 beschrieben prozessiert. TRI-Reagens ist ein
kommerziell erhiltliches Reagens zur RNA-Isolierung nach Chomczynski und Sacchi (1987), das unter

anderem Phenol und Guanidiniumisothiozyanat enthalt.

2.2.2.2 A. carotis und Pulmonalarterien Nach zervikaler Dislokation und Dekapitation wurde das
Herz-Lungenpaket der Maus entnommen. Dieses wurde mittels Stechkaniilen an der Trachea, an den
Lungenfliigeln und an der Herzspitze am Boden der Praparierschale befestigt. Nach ldentifizierung der
Aorta wurden am Hals die Carotiden aufgesucht, von Bindegewebe freiprapariert und in TRI-Reagens

gegeben. Das gleiche initiale Organpaket diente auch zur Grundlage der Pulmonalarterienisolierung. Hier
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wurden der rechte Vorhof und die Aorta am Préparat entfernt, um bessere Sicht auf die Pulmonalarterien

zu haben. Diese wurden dann vom sie umgebenden Bindegewebe befreit und in TRI-Reagens gegeben.

2.2.2.3 Mesenterialarterien und A. mesenterica superior Nach zervikaler Dislokation und De-
kapitation wurde eine c-formige Laparotomie durchgefiihrt und die Bauchdecke nach lateral geklappt.
Das Rektum wurde aufgesucht, identifiziert und distal durchtrennt. Nun konnte die Ansatzstelle des
Mesenteriums durch Zug am Rektumstumpf dargestellt werden. Der Mesenterialansatz wurde folgend
bis zum Duodenum durch Zug an der jeweils noch adharenten Darmstruktur dargestellt und das Me-
senterium dann scharf am Darm abgesetzt. SchlieBlich konnte das Mesenterium nach Durchtrennung
der A. mesenterica superior entnommen werden. Im Anschluss wurde das Mesenterium auf einer Pe-
trischale befestigt. Die Befestigung erfolgte an der A. mesenterica superior und am Fettgewebe der
terminalen Verzweigungen, sodass das Mesenterium aufgespreizt dargestellt war. Im Folgenden wurden
dritt- oder hohergradige Verzweigungen der A. mesenterica superior vom umgebenden Fettgewebe be-
freit. Die isolierten GefaBe wurden nun entweder in TRI-Reagens gegeben oder fiir die Arteriographie
verwendet. AnschlieBend wurde die A. mesenterica superior ohne ihre abgehenden Aste freiprapariert
und in TRI-Reagens gegeben.

Die Verhaltnisse vor und nach der Dissektion zeigt Abbildung 4.

Dinndarm Dinndarm

AV

=¥
£ Vol

Abbildung 4: Mesenterialarterien vor (links) und nach Entfernung (rechts) des mesenterialen Fettge-
webes. Dabei sind Mesenterialarterien von der ersten (1) bis zur finften Ordnung (V) dargestellt. Zur
Veranschaulichung der anatomischen Verhaltnisse wurde der Diinndarm, anders als im Routinevorgehen,
an den Arterien belassen.

2.2.2.4 A. renalis, Aorta abdominalis und Fettgewebe Nach zervikaler Dislokation und Dekapi-
tation wurde eine c-féormige Laparotomie durchgefiihrt und die Bauchdecke nach lateral geklappt. Die
Nieren wurden aufgesucht und gemeinsam mit der Bauchaorta herausgetrennt. Die Bauchaorta wurde
distal der iliakalen Bifurkation und proximal unterhalb der A. mesenterica superior durchtrennt. Das
Organpaket wurde an beiden Enden der Aorta sowie an den Nieren befestigt. Die GefaBe wurden sauber
disseziert und in TRI-Reagens gegeben. Abdominales Fettgewebe wurde aus dem selben Organpaket
wie die Nierenarterien und die Bauchaorta isoliert. Dabei wurde auf zusammenhangende groBere Stiicke
geachtet.

25



2.2.3 Phenol-Chloroform-Extraktion der RNA

Die unter 2.2.1. beschriebenen Organe in 400 pl TRI-Reagens wurden mit einem Rotor-Stator-Homogenisator
(TissueRuptor, Qiagen, Hilden) disruptiert und homogenisiert. Die Disruption und Homogenisierung er-
folgte mit Einmalartikeln, um Kontamination zu verhindern. Die hierauf folgenden Arbeitsschritte stellen

im Wesentlichen eine adaptierte Version des originalen Protokolls von Chomczynski und Sacchi (Chom-
czynski & Sacchi, 1987) dar:

1. Addition von 600 pl TRI-Reagens

2. 5 Minuten Ruhe bei Raumtemperatur fiir die Dissoziierung der Nukleoproteinkomplexe
3. Addition von 200 pl Chloroform (Volumenverhéltnis 1:5 zu TRI-Reagens)

4. 15 Sekunden Schiitteln

5. Zentrifugation fiir 15 Minuten bei 12000 g und 4 °C

6. Uberfiihren der obersten, wissrigen Phase in ein frisches ReaktionsgefiB

7. Addition von 500 pl Isopropanol (Volumenverhaltnis 1:2 zu TRI-Reagens)

8. 10 Minuten Ruhe bei Raumtemperatur

9. Zentrifugation fiir 10 Minuten bei 12000 g und 4 °C
10. Abpipettieren des Uberstandes
11. Loésen des Pellets in 1 ml 75% (v/v) Ethanol (Volumenverhaltnis 1:1 zu TRI-Reagens)
12. Zentrifugation fir 5 Minuten bei 7500 g und 4 °C
13. Zweimaliges Wiederholen der drei letzten Schritte

14. Nach Abpipettieren des Uberstandes Trocknung der RNA fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur,

Evaporation des Ethanols
15. Addition von 50 pl nukleasefreiem Wasser

16. Erhitzen der RNA fir 15 Minuten auf 65 °C in einem Thermoblock (Peglab, Erlangen)

2.2.4 cDNA-Synthese und quantitative PCR

2.2.4.1 Grundlagen der qPCR

Die quantitative PCR (qPCR) stellt eine Modifikation der klassischen PCR-Reaktion nach Mullis dar
(Saiki et al., 1985; Mullis et al., 1986). Dabei wird in Echtzeit das Entstehen der PCR-Produkte
beobachtet. Je mehr DNA im Ansatz, desto frither erscheinen PCR-Produkte in der Reaktion.
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Die quantitative PCR wurde mit Hilfe eines LightCycler 480-Systems (Roche-Applied-Science,
Mannheim) durchgefiihrt. Dieses basiert auf der Registrierung von Fluoreszenzemission durch Sybr
Green |, die wiederum proportional zur Anzahl der doppelstrangigen DNA-Molekiile im
Reaktionsansatz ist.

Hierzu wird eine Ratio aus der Fluoreszenz bei Emissionswellenlange 510 nm und der

Anregungswellenldnge bei 465 nm gebildet.

Die in den PCR-Zyklen entstehenden Produkte akkumulieren, die entstehende sigmoidale
Fluoreszenzkurve erreicht ein Maximum in ihrer Steigungszunahme, d.h. ihre zweite Ableitung hat ein
lokales Maximum (2nd derivative maximum-Methode). Man kann zu diesem Zeitpunkt von der
log-linearen Phase der Reaktion sprechen. Der angesprochene Zeitpunkt wird entsprechend der
aktuellen PCR-Zyklusnummer in einen CP-Wert (cycle point) transformiert . Diese Detektionsmethode
basiert auf der Annahme, dass die Form der Amplifikationskurve einen besseren Hinweis auf die
vorhandene DNA-Konzentration gewahrt als die Fluoreszenz des PCR-Ansatzes. Nichtsdestotrotz wird
jedem Ansatz zum gleichen CP-Punkt eine gleiche DNA-Menge unterstellt (s.u.) (zitiert nach:
LightCycler 480 Instrument Operator's Manual, Version 3.0, 2008, Roche Diagnostics GmbH,
Penzberg). Je nach Ausgangsmenge der DNA im PCR-Ansatz ist der Betrag des CP-Wertes groBer
(geringere Ausgangsmenge) oder kleiner (hohere Ausgangsmenge). Fiir eine vergleichende Darstellung

von relativen Konzentrationsunterschieden in mehreren Amplifikationskurven siehe auch Abbildung 6.

Die mathematische Grundlage jeder PCR-Reaktion ist eine einfache Exponentialfunktion

N(CP) = N - ESP (1)

wobei

N(CP) = Anzahl der DNA-Doppelstrangmolekiile zum CP-Zeitpunkt
No =DNA-Ausgangsmenge

E =Effizienz der PCR-Reaktion

E errechnet sich zu:

wobei

9CP )
OlogKonzentration

a =Steigung der Standardkurve (

Da davon ausgegangen werden kann, dass N(CP) = 10'bis 102 Molekiile, also konstant, kann man

nach No auflésen und die Ausgangsmenge von GOI (gene of interest, im Fokus stehendes Gen) und
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Referenz ins Verhaltnis setzen:

CP(Referenz
No(GOI)  Egipneferen:) (3)

o CP(GOI
No(Referenz) EGO(I )

2.2.4.2 Fehlerquellen Im Folgenden sind mogliche Fehlerquellen im Durchfiihren einer P CR-Reaktion
aufgelistet. Beschrieben werden ferner die MaBnahmen, die getroffen wurden, um die Fehler zu mini-

mieren.

Kontamination der RNA mit genomischer DNA Um falsch-positive Resultate durch eine Am-
plifikation genomischer DNA zu vermeiden, wurde zunachst versucht, introniiberspannende Primer-
kombinationen zu generieren. Da aber fiir die Quantifizierung mehrerer interessierender mRNAs eine
introniiberspannende Primerkombination nicht moéglich war, wurden alle RNA-Isolate mit einer DNase
(DNase I, Fermentas, St.Leon-Rot) behandelt. Dies geschah, um genomische Kontamination und somit
falsch-positive Resultate zu vermeiden. Dabei wurde im Wesentlichen dem Protokoll des Herstellers Fol-
ge geleistet, eine Ausnahme stellt die finale Inaktivierung der DNase dar: Diese wurde durch 30-miniitige
Inkubation bei 65 °C gewahrleistet. Die Adaptation erfolgte, um nicht den EDTA-haltigen Inaktivierungs-
puffer verwenden zu missen, fiir den Interferenzen mit der nachgeschalteten PCR-Reaktion befiirchtet

wurden.

Fiir jede RNA-Umschreibung in cDNA wurden RNA-Proben nach der DNase-Behandlung und vor der
Umschreibung in cDNA asserviert und ebenfalls einer PCR-Reaktion unterzogen. Hierbei fanden

Primer Verwendung, die kein Intron (iberspannten. Dieser Schritt sollte gewahrleisten, dass die DNase
alle genomische Kontamination zu beseitigen imstande war. Es entstand zu keiner Zeit ein spezifisches

Produkt, was als hinreichende Beseitigung jeglicher Kontamination gewertet wurde.

Um die fiir die PCR-Reaktion essentielle cDNA zu gewinnen wurde ebenfalls ein kommerziell erhaltliches
Set verwendet (RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit, Fermentas, St.Leon-Rot). Die
Umschreibung wurde nach Protokoll vorgenommen. Um Kontaminationen der reverse-Transkriptase-
Reaktion zu erkennen, wurden Transkriptionen auch ohne RNA-Template durchgefiihrt und einer PCR

unterzogen (sog. RT(-)-Kontrolle).

Bindung der Primer an SNP-Stellen oder Generierung mehrerer Produkte Die PCR-Primer
wurden unter Zuhilfenahme der UniversalProbe Library (Roche Applied-Science, Mannheim) auf Basis
der murinen mRNA-Sequenzen erstellt.

AnschlieBend wurden die Primer mit Hilfe einer PCR in silico auf der Seite des UCSC-Genome-Browsers
(Center for Biomolecular Science & Engineerung, University of California, Santa Cruz, CA, USA) auf
SNPs (single nucleotide polymorphisms, Einzelnukleotid-Polymorphismen) in ihren Bindungsregionen
evaluiert. Ferner wurden die Primer dahingehend selektiert, dass unter Beriicksichtigung des sequenzier-

ten Mausgenoms nur ein PCR-Produkt entstand.
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Tabelle 6 listet die Primer (Metabion, Martinsried) auf, die letztlich ausgewahlt wurden.

Genprodukt Kennung linker Primer rechter Primer AmplikongroBe
[bp]

Endothelinrezeptor A Ednra tgtgagcaagaaattcaaaaattg atgaggcttttggactggtg 72

Endothelinrezeptor B Ednrb cggtatgcagattgctttga aacagagagcaaacacgagga 92

Angiotensin |I-Rezeptor 1A Agtrla actcacagcaaccctccaag ctcagacactgttcaaaatgcac 62

Angiotensin |I-Rezeptor 1B Agtrlb cagtttcaacctctacgccagt gggtggacaatggctaggta 75

Arginin-Vasopressinrezeptor 1A Avprla gggataccaatttcgtttgg aagccagtaacgecgtgat 66

Adrenozeptor aia Adrala ctgaaggtccgcttctect gcectggagcettegtttat 68

Adrenozeptor aig Adralb ttcttcatcgetcteccact gggttgaggcagcetgttg 107

Adrenozeptor aip Adrald tttttcttegtectgectet agcgggttcacacagctatt 110

Adrenozeptor asa Adra2a tagaactgacttttcttccgttctc  aacatacacgctcttcttcaage 60

Adrenozeptor azp Adra2b gctgeecttgaactcacaa cagccagcagatggttacaa 113

Adrenozeptor (3> Adrb2 gaagattccacgcccaaa cttggaggaccttcggagt 7

Glattmuskuléres o-Aktin Acta2 gacaccacccacccagagt acatagctggagcagcgtct 73

Hypoxanthin-Phosphoribosyl- Hprtl tcctectcagaccgetttt cctggttcatcatcgctaatc 90

transferase

1

Tyrosin 3-Monooxygenase, Ywhaz taaaaggtctaaggccgcttc caccacacgcacgatgac 60

Tryptophan 5-Monooxygenase

activation Protein, Zeta

polypeptid

Succinat-Dehydrogenase- Sdha ccctgagcattgecagaatc tcttctccageatttgectta 70

komplex, Untereinheit

A

B-Aktin Actb ggatgcagaaggagattactgc ccaccgatccacacagagta 94

Tabelle 6: Auflistung der Basensequenzen der fiir die quantitative RT-PCR eingesetzten Primer mit den dazugehérigen
Gennamen (Kennung) und der GroBe des entstehenden PCR-Produktes (Amplikon).

Kontamination der PCR-Reagenzien mit genomischer DNA

Zur Auswertung wurde beriicksichtigt, ob die mitgefiihrte Wasserprobe (no template control, NTC,
Wasser an Stelle von cDNA) ein spezifisches Produkt ergab. War dies der Fall, so wurde die Reaktion

als kontaminiert gewertet und verworfen.

Falschliche Bewertung eines PCR-Produkts als spezifisch

Um zu bestatigen, dass in einer Probe ein spezifisches PCR-Produktes entstanden war, wurde erstens
die Schmelztemperatur dieses Produktes mit der Schmelztemperatur verglichen, die bei der
Bestimmung der Primereffizienz aus seriellen Verdiinungen einer Positivkontrolle ermittelt worden war
(siehe auch Unterabschnitt 3.1.1). Zweitens wurden die entstandenen Produkt in einer
Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und durch Vergleich mit einer DNA-GroéBenleiter auf ihre Lange

kontrolliert.
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Abbildung 5 zeigt exemplarisch die Schmelztemperatur der PCR-Produkte aus der
Effizienzbestimmung der Agtrlb-Primer. Eine Schmelzkurve zeigt an, bei welcher Temperatur das
Amplikon in DNA-Einzelstringe dissoziiert. Die Schmelztemperatur ist hierbei abhangig von Lange
und GC-Gehalt des PCR-Produkts und individuell fiir jede Primerkombination.

Melting Peaks
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8578]
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5,878
4.978]
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n47s] =" m——
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0 62 B4 65 63 70 72 74 76 73 80 82 84 8 S8 S0 92 94
Temperature [*C]

Abbildung 5: Schmelzkurven der Agtrlb-PCR-Produkte. Die iiberlagerten, in Rot dargestellten Kurven entsprechen den
seriellen Verdiinnungen einer Agtrlb-positiven cDNA-Probe, in denen sich das gleiche PCR-Produkt befindet. Die Einzel-
kurve links davon entspricht der Negativkontrolle ohne cDNA (NTC). Auf der Abszisse aufgetragen ist die Temperatur in
°C, auf der Ordinate die negativierte erste Ableitung der Sybr-Green-I-Fluoreszenz iiber eine kontinuierliche Temperaturer-
hdéhung. Bei kontinuierlicher Temperaturerhdhung kommt es bei 83,4 °C zu einer starken Abnahme der Fluoreszenz, bedingt
durch die Dissoziation der PCR-Produkte in Einzelstrdnge und damit resultierender Abnahme der doppelstrangabhangigen
Sybr-Green-I-Fluoreszenz. Die Abnahme der Fluoreszenz wird in der negativierten ersten Ableitung zu einem Kurvenmaxi-
mum transponiert. Der Temperaturwert am Maximum der Kurve entspricht der Schmelztemperatur. In der NTC-Kontrolle
entsteht die Fluoreszenzabnahme durch Dissoziation von Primer-Dimeren bei einer viel niedrigeren Temperatur (78,8 °C).

Damit kénnen iiber die Schmelztemperatur verschiedene PCR-Produkte differenziert werden.

Verzerrung der relativen Quantifizierungen durch falschliche Annahme einer PCR-Effizienz von
2 Aus Gleichung (3) wird ersichtlich, dass zur relativen Quantifizierung eine genaue Effizienzbestim-

mung jeder individuellen Primerkombination essentiell ist, da sich ein Fehler exponentiell fortpflanzt.

Eine ideale PCR-Reaktion verlauft mit einer Effizienz von 2, was einer Verdopplung der DNA-Matrize
pro Zyklus entspricht. Die Effizienz jeder Primerkombination muss jedoch empirisch bestimmt werden
und kann nicht pauschal als 2 festgesetzt werden.

Die Effizenzbestimmung fiir jede Primerkombination erfolgte in Triplikaten mit mindestens flinf seriellen
Verdiinnungsschritten einer Kalibrator-cDNA im Sinne einer relativen Standardkurve. Abbildung 6 zeigt
beispielhaft die Amplifikationskurven aus der Effizienzbestimmung fiir die Agtrlb-Primerkombination.

Zur Darstellung einer Effizienzkurve siehe Abschnitt 3.1.1.
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Abbildung 6: Amplifikationskurven aus der Effizienzbestimmung fiir die Agtrlb-Primerkombination. Die Abszisse zeigt
den CP-Wert, die Ordinate die relative Fluoreszenz. Die dunkelroten Kurven entsprechen den Fluoreszenzverldufen der
PCR-Reaktionen aus seriellen Verdiinnungen der Kalibrator-cDNA. Dabei wurde jede PCR-Reaktion dreimal wiederholt,
was die Uberlagerungen der Einzelkurven bedingt. Der Abstand zwischen den fiinf Triplikaten entspricht jeweils einem CP-
Wert, da der Verdiinungsfaktor 2 betragt. Fiir die gleiche Fluoreszenz wird fiir jede Verdiinnungsstufe also ein PCR-Zyklus
mehr bendtigt (also eine Verdoppelung der DNA-Menge im Ansatz) als in der vorangegangenen Verdiinnungsstufe, was die
CP-Differenz von 1 erklart. Die hellrote Kurve rechts entspricht der Wasserprobe (NTC). Da die Schmelztemperatur des
hier entstandenen Produkts sich deutlich von der Schmelztemperatur der restlichen Produkte unterscheidet (siehe auch
Abbildung 5), kann die NTC-Probe als nicht kontaminiert gewertet werden.

Die Effizienzbestimmungen wurden fiir jede Primerkombination einmalig mit einer murinen Kalibrator-
cDNA aus Leber, Niere und Lunge durchgefiihrt. Nach Daten von Peirson und Kollegen wurde keine
Uberlegenheit von einer erneuten Effizienzbestimmung fiir jede individuelle Untergruppe (Gewebetyp)
angenommen (Peirson et al., 2003).

Die Quantitaten der untersuchten Transkripte wurden also auf das geometrische Mittel der drei Haus-
haltsgene Hprtl, Sdha und Ywhaz normiert, dies jeweils unter Beriicksichtigung der dem Einzelfall
zugrunde liegenden PCR-Effizienz.

Verzerrung des Vergleichs verschiedener Gewebe durch Auswahl von Haushaltsgenen, die in den
Geweben unterschiedlich stark exprimiert werden Da im beschriebenen Experiment eine relative
Quantifizierung vorgenommen wurde, mussten neben der RNA-Level der zu analysierenden G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren auch die RNA-Level eines sog. Haushaltsgens (house keeping gene, HKG), in
diesem Fall drei verschiedene, bestimmt werden.

Ein Haushaltsgen wird in jeder Zelle transkribiert, wobei es fiir verschiedene Gewebe unterschiedliche
Ansatze gibt (Vandesompele et al., 2002). Die geeigneten Haushaltsgene wurden mit Hilfe der GENORM-
Software bestimmt (Vandesompele et al., 2002).

Das Vorgehen zur Bestimmung der Expressionsstabilitat fiir das Referenzgen j war wie folgt:
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1. Bildung eines log2-transformierten Quotienten aus der relativen Quantitat des HKG j mit dem
HKG k innerhalb eines Gewebes: log2 (lei)
a=Quantitat,
1€[1;m] = Menge aller Gewebe,
j.k€[1;n] = Menge aller HKG

2. Durchfiihrung dieser Zweierkombination fiir alle Gewebe; Bildung der Menge
Aj = {l0g2( %), log2(22), ... log2(3 } = {log2(24)}

Amk ik

3. Bildung der Standardabweichung dieser Menge Vjx = o(Ajk)

4. Bildung des arithmetischen Mittels aller Standardabweichungen aller weiteren méglichen A-Mengen

des Gens j = StabilitatsmaB M; = %
5. Berechung aller anderen M-Werte, Vergleich und Elimination des Gens mit dem héchsten M-Wert.

Vereinfacht gesprochen wurde die gewebeiibergreifende Transkriptionsstabilitat von Hypoxanthin-Phosphoribosyltrans
1 (Hprtl), Tyrosin-3-Monooxygenase, Tryptophan-5-Monooxygenase activation Protein, Zeta-Polypeptid
(Ywhaz), Succinat-Dehydrogenase, Untereinheit A (Sdha) und B-Aktin (Actb) bestimmt. Dabei ergaben
sich groBere Schwankungen der Actb-Spiegel, so dass dieses Gen in der Folge ausgeschlossen wurde.
Die Level der verbliebenen drei Haushaltsgene wurden (iber ihr geometrisches Mittel zu einem einzigen

Normierungswert zusammengefasst.

Das Geometrische Mittel berechnet sich wie folgt:
Xgeom = V/T1 T2 ... T (4)

wobei

Xgeom= geometrisches Mittel
{X1; %2 ...; Xn } =Messwerte
n =Anzahl der Messwerte

Der Vorteil des geometrischen Mittels gegeniiber dem arithmetischen liegt darin, dass auch kleine Werte
starker ins Gewicht fallen, also eine groBe numerische Spanne von Messwerten zu einem Wert zusam-

mengefasst werden kann.

Das Ergebnis der Normalisierung kann in Analogie zu einem architektonischen Konstrukt gesehen wer-
den, das an drei Punkten durch vertikale Stelzen horizontal stabilisiert wird: Gibt der Boden unter einer
Stelze nach, so vermdgen die restlichen zwei trotzdem den Totalkollaps der Konstruktion zu verhin-
dern. GleichermaBen bleibt der Bezugspunkt fir PCR-Normierungen stabiler, wenn zwei Haushaltsge-
ne numerische Schwankungen des dritten abpuffern kénnen. Dies garantiert nicht nur Stabilitadt des
Referenzpunktes bei Bestimmung zu verschiedenen Zeitpunkten, auch die zelluldre Heterogenitat der

verglichenen Gewebe wird beriicksichtigt.
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2.2.4.3 Durchfithrung der gPCR Ein Reaktionsansatz fiir eine quantitative PCR enthielt folgende
Reagenzien:

>> 8 pl template cDNA (1:10-Verdiinnung einer RNA-Umschreibung in cDNA)
> 2 pl Primer a 10 pM fir das zu untersuchende Transkript, Endkonzentration 1 pM

> 10 pl Sybr-Green I-Mastermix (Reaktionspuffer mit 3 mM MgCly, DNA-Polymerase, dNTPs)

Die Primer wurden initial 5 Minuten bei 85 °C erhitzt, kurz mit dem Vortexer gemischt, auf Eis gestellt
und dann zum Reaktionsansatz pipettiert. Um auch fiir GC-reiche Matrizen eine moglichst optimale
Separierung in DNA-Einzelstrange zu erzielen, wurde auch die cDNA erst fiir 10 Minuten auf 65 °C
erhitzt, gevortext und auf Eis gestellt bevor sie zum Reaktionsansatz in eine Mikrotiterplatte (96-well-
Platte) pipettiert wurde. Die 96-well-Platte (LightCycler 480 Multiwell Plate 96, Roche) wurde zum
SchluB bei 3000 U/min 2 Minuten lang zentrifugiert. SchlieBlich wurde die PCR-Reaktion in der real-
time-PCR-Maschine gestartet.

Um unspezifischen Amplifikationen vorzubeugen, wird die in dieser Arbeit verwendete DNA-abhangige
DNA-Polymerase in ihrem aktiven Zentrum blockiert. Um die PCR-Reaktion zu starten, muss diese erst

15 Minuten bei 95°C inkubiert werden, um die Dissoziation des blockierenden Molekiils zu gewahrleisten.
Temperatur und Dauer der einzelnen PCR-Phasen waren wie folgt:

1. Prainkubation:

Temperatur [°C]  Aquisitionsmodus Dauer [s] Steigung [°C/s]

95 aus 900 4,4

2. Amplifikation, 55 Wiederholungen (Zyklen):

Temperatur [°C] Aquisitionsmodus Dauer [s] Steigung [°C/s]

95 aus 10 4,4
55 aus 10 2,2
72 am Schrittende einmal 10 4.4
3. Schmelzkurve:
Temperatur [°C]  Aquisitionsmodus  Dauer [s] Steigung [°C/s] Aquisitionen
[s7']

95 aus 10 4,4

60 aus 60 2,2

95 kontinuierlich - 0,11 5

4. Kihlung:
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Temperatur [°C]  Aquisitionsmodus Dauer [s] Steigung [°C/s]

40 aus 30 2,2

Schritt 1 diente zur Dissoziation des die DNA-Polymerase blockierenden Antikorpers.

Wiéhrend Schritt 2 wurde die eigentliche Amplifikationsreaktion durchgefiihrt.

In Schritt 3 wurden die spezifischen Schmelztemperaturen fiir jedes wahrend Schritt 2 entstandene
PCR-Produkt registriert.

Pro PCR-Lauf kdnnen 96 Reaktionen parallel analysiert werden. Die Auswertung erfolgte mit der gera-

teeigenen Software LightCycler 480 (Roche-Applied-Science, Mannheim).

2.2.5 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose wurde mit TAE-Puffer (TRIS-Azetat-EDTA-Puffer, 40 mM TRIS, 40 mM Essigsaure, 1 mM
EDTA, pH = 8,5) in einen Erlenmeierkolben gegeben und dieser in einer Mikrowelle bei 800 Watt erhitzt,
bis die Lésung makroskopisch klar war. Nachdem 10 pl einer einprozentigen Ethidiumbromidlésung in der
Gelkammer deponiert worden war, wurde das handwarme, noch fliissige Agarosegemisch darauf gegossen,
mit einer Pipettenspitze gut geriihrt und die Steckkdmme in dem Gemisch platziert. Die Aushartung
fand fir 30 Minuten bei Raumtemperatur statt. Das fertige Gel wurde in die Elektrophoresekammer
(PerfectBlue Gelsystem Mini L, Peqglab, Erlangen) gegeben und mit TAE-Puffer bedeckt. AnschlieBend
wurden in die duBeren und die mittlere Geltasche jeweils 5 pl GréBenleiter pipettiert. Die PCR-Produkte
wurden jeweils mit 5 pl Auftragsfarbe versehen und 15 pl dieses Gemisches (30 pl bei groBen Geltaschen)
in die inneren Taschen appliziert. Am Netzgerat (Electrophoresis power supply, Peqlab, Erlangen) wurde
eine Spannung von 150 Volt angelegt. Nach 1 Stunde und 5 Minuten Laufzeit wurde das Gel unter
einer UV-Lichtquelle (Infinity Darkroom-CN-3000, Vilber-Lourmat, Eberhardzell) dargestellt und ein

Foto hiervon gespeichert.

2.2.6 Arteriographie (isobare Konstriktionsmessung)

Uber eine Arteriographie wird die Durchmesserinderung von isolierten und kaniilierten kleinen Arterien
auf diverse, extern kontrollierte Stimuli registriert. Der Begriff ,isobare Konstriktionsmessung" impliziert

in diesem Zusammenhang die Kontrolle des intravasalen Drucks.

Zentral war in der vorliegenden Arbeit ein aus folgenden Modulen bestehendes Arteriographiesystem
(DMT 111P, DMT, Aarhus, Danemark):

> pressure myograph unit (Einheit mit Organbad fiir die kandilierte Arterie und Anschlussstellen fir

Druckapplikation, Begasung und Superfusion)

> Inversmikroskop (Zeiss Achromat 10X / 0.25 Objektiv, integrierte CCD-Kamera, Infrarotlichtquel-

le)

> pressure myo interface (Schnittstelle zur Integration der Messwerte der pressure myograph unit)
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> pressure regulator (Druckgenerator mittels Pressluft)

Computer pressure myo interface

[ J { ]

Inversmikroskop A

pressure myograph unit

o
Y

pressure regulator J

Abbildung 7: Schematischer Aufbau des DMT 111P. In der pressure myograph unit befindet sich das begaste Organbad
mit der kaniilierten Arterie (rot). Der Druck an beiden Enden der Arterie wird vom pressure regulator generiert. Gesteuert
wird die Druckapplikation iiber das pressure myo interface, das auch Riickkopplung von Drucksensoren in der pressure
myograph unit erhalt. Die pressure myograph unit ist auf dem Inversmikroskop befestigt, das ein Videosignal an den

Computer liefert, wo die Bildauswertung vorgenommen wird.

Der Durchmesser wurde mittels Videomikroskopie am Computer erfasst und aufgezeichnet (MyoView,
DMT, Aarhus, Danemark). Die pressure myograph unit wurde entliftet mit 37°C-warmer, zuvor begaster
PSS-Losung. Die Losung wurde zuvor erwdrmt, um die Gasblasenbildung durch Erwédrmen wahrend des
Messprozesses zu minimieren. Mesenterialarterien dritt- oder hohergradiger Ordnung wurden nach der
Dissektion direkt in die Messkammer iberfiihrt. Die isolierten GefaBe wurden mit diinn ausgezogenen
(DMZ Universal Puller, Zeitz Instruments Germany, Martinsried, Programm Pa 04 [Werkseinstellungen])
Glaskapillaren (GB 120T-8P Borosilikat, Science Products, Hofheim) kaniliert, vorsichtig von luminalem
Blut durch Spiilen mit PSS befreit und mit zwei Nylonfaden (Suture Nylon Black, S&T, Neuhausen, CH)
pro Seite befestigt. Die pressure myograph unit wurde an die PC-Schnittstelle (pressure myo interface)
angeschlossen, das GefaB bei 5 mmHg equilibriert. Eine Temperatursonde mit entsprechendem Regelkreis
garantierte konstante 37 °C. Das Organbad wurde kontinuierlich mit Carbogen begast. Der intraluminale
Druck wurde auf 40 mmHg angehoben und PSS-Lésung mit 60 mM KCIl eingewaschen (REGLO Digital
Peristaltikpumpe, Ismatec, Glattbrugg, CH). Wenn hierauf eine Verkiirzung des AuBendurchmessers um
mindestens 30% erfolgte, wurde das GefaB fiir funktionell intakt erklart und weiteren Analyseschritten
unterzogen. Die Stimulation mit KCl steht im Gegensatz zu anderen Tests auf Intaktheit (sog. viability
assays) nicht im Verdacht, den myogenen Tonus pharmakologisch zu erhdhen (Liu et al., 1994). An-

schlieBend wurde mit der Registrierung des myogenen Tonus begonnen. Diese wurde unter Applikation
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einer Druckleiter, d.h. eines schrittweise ansteigenden intraluminalen GefaBdruckes durchgefiihrt. Als
abhangige Variable wurde der GefaBauBendurchmesser registriert. Tabelle 7 listet Dauer und Druck pro

Stufe im Einzelnen auf.

Druck [mmHg] Dauer [s]

5 120
10 120
20 120
30 120
40 120
50 120
60 120
70 120
80 120
90 300
100 300
110 300
120 300

Tabelle 7: Auflistung der Druckleiter fiir die isobare Konstriktionsmessung mit den Druckstufen und der Dauer der

jeweiligen Druckstufe.

Das obere Ende der Druckleiter wurde auf 120 mmHg festgesetzt, da in einer Studie zur Ermittlung des
Blutdrucks bei Labormausen tber 24 Stunden 120 mmHg systolisch nicht tberschritten wurden (Kaidi
et al., 2007).

Das GefaB wurde dieser Druckleiter unter PSS ausgesetzt. Der erste Schritt diente nur zur Feststel-
lung, ob das GefaB einen myogenen Tonus ausbildet. Wenn dies nicht der Fall war, wurde das GefaB
verworfen. Nach Ausbildung eines Tonus wurde die Leiter ein zweites Mal appliziert. Dies geschah im
PSS-Bad, wobei PSS entweder rein (Kontrollgruppe) oder mit gelosten Pharmaka appliziert wurde (In-
terventionsgruppen). Die Badlésung von Kontroll- und Interventionsgruppen wurde im zweiten Schritt
konstant unter lmli'n Flussgeschwindigkeit umgewalzt. Zum SchluB wurde jedes GefaB der Druckleiter
ein drittes Mal unterzogen, diesmal in kalziumfreier, EDTA-haltiger PSS-Losung. Dieser Schritt diente

zur Registrierung des passiven GefaBauBendurchmessers.

Der myogene Tonus errechnete sich mit folgender Formel:

_ Durchmessercy2+ _fei — Durchmesserpss /pss-pharmakon 100% (5)

Durchmesserc 2+ i

Nach Normierung auf den passiven Durchmesser ergeben sich also zwei rationes, im Folgenden MTy

und MT, genannt.
Zur Veranschaulichung ist mit Abbildung 8 eine Originalspur abgebildet:
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Abbildung 8: Gezeigt ist eine Originalspur einer isobaren Konstriktionsmessung (Arteriographie). Der obere Teil der
Abbildung zeigt den AuBendurchmesserverlauf des GefaBes (rot) in pm. Der untere Teil der Abbildung zeigt den Verlauf der
applizierten Druckleiter (schwarz) in mmHg. Dabei sind die Inkubationszeiten iiber den Druckleitern gekennzeichnet. Am
Anfang wird das GefaB bei 40 mmHg einer Lésung mit 60 mM KCI ausgesetzt. Es folgt eine gut sichtbare Konstriktion.
Danach wird die KCl-Lésung wieder ausgewaschen und physiologische PSS-Losung eingewaschen. Der Druck wird auf
5 mmHg reduziert. Nach einer Stabilisationsphase beginnt die erste Druckleiter. Der Durchmesser nimmt zunichst zu,
reduziert sich dann aber unter noch steigendem Druck. Dieses Phanomen entspricht dem myogenen Tonus. Im Anschluss
an die letzte Druckstufe von 120 mmHg wird der Druck wieder auf 5 mmHg reduziert und entweder mit PSS oder einem
Pharmakon inkubiert. Nach der Inkubationszeit von 35 Minuten folgt die zweite Druckleiter unter standigem Austausch der
Badlésung mit frischer Lésung (reines PSS oder pharmakonhaltiges PSS). Der Durchmesser nimmt wie zuerst zu, erreicht
aber nur geringere Werte und reduziert sich auch zu einem fritheren Druckzeitpunkt als unter der ersten Druckleiter. Der
myogene Tonus scheint also wahrend der zweiten Duckleiter ausgepréagter zu sein. Im Anschluss wird der Druck wieder auf 5
mmHg reduziert, eine kalziumfreie PSS-Lésung eingewaschen und 35 Minuten inkubiert. Die letzte nun folgende Druckleiter
liefert somit nur den passiven GefdBdurchmesser. Auf diesen werden die beiden Durchmesserwerte der vorangegangenen
Druckleitern normiert (siehe auch Gleichung 5). So entstehen die Parameter MT; und MTo.

Es wurden drei Pufferlésungen (Knot & Nelson, 1998) mit verschiedenen Salzkonzentrationen verwandt

(Konzentrationen in mM):

1. PSS: NaCl 119, KCI 4,7, KH2PO4 1,2, NaHCO325, MgS0O4 * 7 H20 1,2, Glukose 11,1, CaCl, % 2 H,0
1,6

2. PSS 60 mM KCI: NaCl 63,7, KCI 60; (brige Salze wie PSS
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3. PSS ohne Kalzium: EDTA 3, iibrige Salze wie PSS nur ohne CaCl, * 2H,0.

Pharmaka wurden in PSS gelost.

2.2.7 Statistik

Die Ergebnisse wurden als Mittelwert mit Standardfehler des Mittelwertes (SEM) dargestellt.

Fir die Auswertung von Unterschieden in RNA-Leveln wurde der WILCOXON-Rangsummentest verwen-

det. Dabei galt ein zweiseitiges Signifikanzniveau von 0,05.

Die Unterschiede von pharmakologisch behandelten und unbehandelten KontrollgefaBen, bei Linksver-
schiebungen und in den Kontraktilitdten wurden mit dem Student-t-Test fiir ungepaarte Stichproben
fiir jede Druckstufe einzeln berechnet. Auch die Berechnungen zur Signifikanz von Unterschieden zwei-
er Regressionsparameter wurden iiber einen zweiseitigen Student-t-Test durchgefiihrt. Dabei galt ein

zweiseitiges Signifikanzniveau von 0,05.

Mathematische Regressionen (sog. fits) von Kurven des myogenen Tonus wurden entweder auf eine
adaptierte Hill-Funktion hin durchgefiihrt oder auf eine bisigmoide Hill-Funktion.

Die Gleichung zur einfachen Hill-Funktion wurde mit

(Al — Ao) . Xn

=A
y=~Ao+ K xn

modelliert, wobei

y = myogener Tonus
Ao =Y-Wert fiir x — 0

A1 =Y-Wert fiir x — 0o

k =Wendepunkt der Kurve, x-Wert der halbmaximalen Effekts (myogener Tonus)
n =Hillkoeffizient, bzw. Ausdruck fiir die Steigung zwischen Ag und A;

x =Druckwerte

Ao und A; wurden als waagrechte Asymptoten eingefiihrt, um den Wertebereich der Hill-Funktion von

[0..1] passend zu skalieren und zu verschieben.

Die Gleichung zur bisigmoiden Hill-Funktion wurde mit

(A1 —Ag) -x™ (A2 — A1+ Ag) - x™

[N 4 xMm 2 xn2

y=~Ao+ (7)

modelliert, wobei

y = myogener Tonus
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A1 =Y-Wert am Plateau zwischen den beiden Teilgraphen,

bei Initialisierung Ao + (A2 — Ap) - 0.3

| =Wendepunkt des linken Teilgraphen, x-Wert des ersten halbmaximalen Effekts

n; =Ausdruck fiir die Steigung im linken Teilgraphen

no =Ausdruck fiir die Steigung im rechten Teilgraphen

r =Wendepunkt des rechten Teilgraphen, x-Wert des zweiten halbmaximalen Effekts

Analog zur einfachen Hill-Funktion bezeichnen Ag und A, die y-Werte der waagrechten Asymptoten fiir
x — 0, bzw. x — oc.

Berechnungen zur statistischen Signifikanz des Unterschieds zweier Regressionsparameter wurden auf
der Basis eines zweiseitigen Student-t-Tests mittels Microsoft Excel (Microsoft Corporation, Redmond,
USA) vorgenommen.

Die Berechnung des WILCOXON-Rangsummentests und die Darstellung der QQ-Plots (Quantil-Quantil-
Diagramme) wurden mittels STATA 9.1 (StataCorp, College Station, Texas, USA) durchgefiihrt.

Alle anderen statistischen Tests und graphischen Darstellungen wurden mittels Origin (OriginLab Cor-

portion, Northampton, USA) durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Heptahelikale Rezeptoren nach Lokalisation
3.1.1 Evaluation der Primerkombinationen

Zunachst wurden Verdiinungsschritte einer cDNA-Positivkontrolle (cDNA-Pool aus muriner Leber, Niere
und Lunge) um den Faktor 2 vorgenommen. Diese Dilutionen wurden in Dreifachbestimmung als PCR-
Matrizen fiir alle Primerkombinationen eingesetzt. Die Primereffizienz errechnete sich aus der Steigung
der Regressionsgeraden von CP-Wert versus logarithmierte Matritzenkonzentration (siehe auch Glei-
chung 2). Abbildung 9 zeigt beispielhaft die Standardkurve fir die Agtrlb-Primerkombination (Angio-
tensin |I-Rezeptor 1b).

Standard Curve

ta
o

—
—
—
o

Crossing Point
WO
q. 3

=

n
i3

o 1
Log Concentration

Abbildung 9: Effizienzkurve der Agtrlb-Primerkombination; Abszisse: Relative logarithmische Konzentration der cDNA-
Matritze; Ordinate: Nach der 2nd derivative-maximum-Methode ermittelte CP-Wert zu jeder cDNA-Konzentration; die
gezeigte Effizienzkurve stammt aus der PCR-Reaktion, die auch Abbildung 6 zugrunde liegt. Die Regressionsgerade auf-
spannenden Punkte entsprechen Triplikaten jeder PCR-Reaktion, wobei die Einzelpunkte lberlagert dargestellt sind. Die
Effizienz berechnet sich aus der Steigung der Regressionsgeraden zu 10‘% (siehe auch Gleichung 2) und betragt in
diesem Fall 2,00.

In Tabelle 8 finden sich alle Effizienzwerte und Schmelztemperaturen der verwendeten Primerkombina-

tionen.
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Gen Effizienzwert T, Produkt [°C]

Ednra 1,94 80,20
Ednrb 1,79 82,40
Agtrla 1,99 79,92
Agtrlb 2,00 83,40
Avprla 2,00 81,80
Adrala 1,95 87,45
Adralb 1,99 85,55
Adrald 1,96 84,12
Adra2a 1,90 79,70
Adra2b 2,00 85,78
Adrb2 1,97 87,08
Acta2 1,92 85,30
Hprtl 2.0 88,75
Ywhaz 1,94 84,28
Sdha 1,99 80,05

Actb 1,96 82,50

Tabelle 8: Errechnete Effizienzen der Primerkombinationen und experimentell bestimmte Schmelztemperaturen (T.,) der

zu den Primerkombinationen gehérigen PCR-Produkte, sortiert nach Gennamen.

3.1.2 Determination der geeigneten Haushaltsgene

Initial wurden vier Haushaltsgene auf ihre Eignung zur Referenzgen evaluiert. Dabei wurde die geNorm-
Methode von Vandesompele und Kollegen angewandt (Vandesompele et al., 2002). Grundlage fir die
Verwendung multipler Referenzpunkte ist die Schwankung der Nukleinsduremenge der einzelnen Refe-
renzgene zum einen in Proben desselben Gewebes und zum anderen in Proben verschiedener Gewebe.
Zunachst wurden Haushaltsgene (HKG) mit hoherer Variabilitat identifiziert und aus dem Pool elimi-
niert. Dabei wurde darauf geachtet, dass die kritische Anzahl von drei HKG nicht unterschritten wurde
(Vandesompele et al., 2002).

Wird ein HKG eliminiert, andern sich natiirlich die StabilitditsmaBe (M-Werte) bei der Neubestimmung,
da das instabilere HKG diese mitbestimmt hat. Die M-Werte fiir die HKG sind in Tabelle 9 aufgelistet.

Gen M-Wert mit Actb M-Wert ohne Actb

Actb 1,691

Hprtl 1,529 1,290
Ywhaz 1,404 1,620
Sdha 1,610 1,368

Tabelle 9: Errechnete M-Werte (StabilititsmaB) der Haushaltsgene (HKG). Mit Actb ist eine groBere Instabilitat aller
HKG zu verzeichnen, da hohe Variabilitit seiner Expressionslevel die paarweisen Vergleiche der Expressionslevel ebenfalls
instabiler macht. Nach Elimination von Actb und Neukalkulation bessert sich der M-Wert von Hprtl und Sdha. Der M-Wert

von Ywhaz wird schlechter, bleibt jedoch unter dem Wert von Actb.

Es fiel auf, dass ein so haufig verwendetes HKG wie B-Aktin (Actb) die schlechtesten Stabilitatswerte
erzielte. Actb-RNA-Level haben also eine hohe Variabilitat zwischen den verglichenen Geweben. Actb

41



wurde als Referenzgen fiir ungeeignet befunden.
Der Referenzpunkt fiir die folgende Auswertung der PCR-Daten wurde aus dem geometrischen Mittel
der HKG Hprtl, Ywhaz und Sdha gewonnen.

3.1.3 Priifung der Daten auf ihre zugrunde liegende statistische Verteilung

Damit ein statistischer Test auf Unterschiede zwischen den GeféBbetten erst moglich ist, muss zunéchst
die Verteilung der erhobenen Daten bestimmt werden.

Da aufgrund der erschwerten Zuganglichkeit des Materials jede PCR-Reaktion nur drei Mal wiederholt
werden konnte, ist ein statistischer Test auf Normalverteilung fiir jedes einzelne GefaBbett nicht sinnvoll,
da diese drei Werte nicht hinreichend viele Datenpunkte darstellen. Eine gefaBbettiibergreifende Priifung
auf Normalverteilung schien ebensowenig sinnvoll, da hierbei die Ungleichheit der untersuchten GefaB-
bette unterschlagen wiirde. Letztere schlieBlich ist gerade Gegenstand der vorliegenden Abhandlung. Um
jedoch keiner vorgefassten Meinung die Moglichkeit zu geben, die Auswertung zu beeinflussen, wurde
trotzdem die Gesamtheit aller GefaBe auf die Moglichkeit einer gemeinsamen Normalverteilung der Ex-
pressionslevel fiir Agtrla (Angiotensin Il-Rezeptor 1a) untersucht. Dies geschah mittels eines QQ-plots
(Quantil-Quantil-Diagramm). Sind die Daten normalverteilt, haben die Punkte der Gerade identische x-
und y-Werte und liegen auf der Winkelhalbierenden. Im QQ-Plot von Abbildung 10 zeigt sich klar, dass

keine Normalverteilung vorliegt.

QQ-Plot Agtrla

15

Quantilen Normalverteilung

L]
o-e e 0 00000 Secceecce®

0 5
Quantilen Agtrla-Level

Abbildung 10: Gezeigt ist ein gefaBiibergreifender sog. QQ-Plot (Quantil-Quantil-Diagramm) auf Normalverteilung der
Agtrla-Expressionswerte. Dabei werden die Messwerte in Quantilen transformiert. Diese werden den Quantilen der Stan-
dardnormalverteilung zugeordnet. Liegen die Punkte auf der Winkelhalbierenden (entspricht der eingezeichneten Geraden),
kann die Gleichheit der beiden Verteilungen angenommen werden, in diesem Fall die Normalverteilung der Messwerte. Im
vorliegenden Fall verlaufen die Punkte nicht entlang der Winkelhalbierenden. Damit kann fiir die Agtrla-Expressionswerte
keine Normalverteilung angenommen werden. Gesichert wurde die Vermutung durch den negativen Test nach SHAPIRO-
WILK.

Ferner ergab auch der mathematische Test auf Normalverteilung nach SHAPIRO-WILK, dass keine

Normalverteilung vorlag.

Daher wurde fiir die folgenden Auswertungen der WILCOXON-Rangsummen-Test gewahlt, welcher
durch seine nichtparametrische Natur den Vergleich von Daten jeglicher Verteilung, also auch nicht-
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normalverteilter Daten, erméglicht (Wilcoxon, 1945; Yuan et al., 2006; Ge et al., 2007; Ganly et al.,
2007). Die Nullhypothese war dabei die Aquivalenz der beiden verglichenen Gruppen, so dass das Signi-

fikanzniveau im Sinne eines zweiseitigen Tests ermittelt wurde.

3.1.4 Ubersichtsprofil der RNA-Level verschiedener heptahelikaler Transmembranproteine in
verschiedenen GefaBbetten.

Als Neuheit kann die vorliegende Arbeit insofern bezeichnet werden, als dass noch niemals vorher ein
systematischer Ansatz verfolgt wurde, verschiedene Rezeptoren mit der selben Methodik in ihren RNA-

Leveln in unterschiedlichen arteriellen Stromgebieten zu erfassen.

> Die angewandte Normalisierung der Rohdaten erlaubt zum einen den Vergleich zu verschiedenen

Zeitpunkten erhobener RNA-Level innerhalb desselben GefaBtyps.

> Zum anderen bietet die Normalisierung den Vorteil, dass sie ebenfalls die Schwankungen der
Haushaltsgenlevel zwischen verschiedenen GefaBtypen auf ein Minimum reduziert, und somit auch

den Vergleich zwischen verschiedenen Stromgebieten erméglicht.

D> SchlieBlich ist die Vielfalt der Methoden, mit denen bisher eine Subtypisierung von verschiedenen
Transmembranrezeptoren versucht wurde, ein Hindernis fiir eine Zusammenfiihrung aller bisherigen
Ergebnisse. Eine gemeinsame Methode, unter denselben Bedingungen durchgefiihrt, schlieBt auch

diese Form der Schwankung aus und macht die Daten verschiedener Rezeptoren vergleichbar.
In Summe sind also folgende Anwendungen moglich:

> Vergleich Rezeptor 1 mit Rezeptor 2 in Organ A (verschiedene Rezeptoren, gleiches Organ)

> Vergleich Rezeptor 1 in Organ A mit Rezeptor 1 in Organ B (gleicher Rezeptor, verschiedene
Organe)

> Vergleich Rezeptor 1 in Organ A mit Rezeptor 2 in Organ B (verschiedene Rezeptoren, verschiedene

Organe)

Man kann von einem gefaBspezifischen RNA-Fingerabdruck sprechen, der fiir kiinftige, gezielte Beein-
flussungen distinkter vaskularer Organversorgungen in der experimentellen und klinischen Pharmakolo-
gie von Bedeutung sein konnte, siehe auch Abbildung 11. Damit geniigt die vorliegende Untersuchung
Forderungen, wie sie in einer jiingst erschienenen Ubersichtsarbeit zur Bedeutung von 7TMR fiir den
myogenen Tonus erhoben wurden (Kauffenstein et al., 2012).

Weitergehend soll im nachsten Kapitel die physiologische Relevanz dieses Fingerabdrucks tiber eine Ana-

lyse des Verhaltens auf pharmakologische Hemmung der jeweiligen Rezeptoren untersucht werden.
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Abbildung 11: Das Ergebnis der qPCR ist ein gewebespezifischer Fingerabdruck fiir 7TMR und glattmuskulires a-
Aktin. Den untersuchten Geweben sind die RNA-Level der untersuchten Strukturen clusterartig zugeordnet. Die Ordinate
mit den auf die RNA-Level der Referenzgene Hprtl, Ywhaz und Sdha normierten relativen Expressionsleveln ist loga-
rithmisch skaliert. Jede PCR-Reaktion erfolgte zu Triplikaten und wurde insgesamt mindestens drei Mal durchgefiihrt.
CA=Gehirnarterien, Ara=Arachnoidea mater, Caro=A. carotis, NA=A. renalis, Ao=Aorta abdominalis, Fett=abdominales

Fettgewebe, MA=Mesenterialarterien, SMA=A. mesenterica superior, PA=A. pulmonalis

3.1.5 Priifung der Diskriminationsfahigkeit des Wilcoxon-Rangsummentests fiir Ziel- und

Kontrollgewebe

Das Ubersichtsprofil (Abbildung 11) zeigt sich initial ohne eindeutiges Muster. Es war jedoch méglich,
eine signifikant niedrigere Expression von glattmuskulédrem (sm) o-Aktin in beiden Kontrollgeweben, ver-
glichen mit den GefaBen, zu beweisen, siehe dazu auch Tabelle 10. Glattmuskulares a-Aktin stellt seit
der Entwicklung von spezifischen Antikérpern ein Antigen zum diagnostischen histologischen Nachweis
von glatten Muskelzellen dar (Skalli et al., 1986). Zirka 40% des Gesamtproteins von glatten Muskel-
zellen werden von a-Aktin gestellt. Die Gewebespezifitdt im adulten Saugerorganismus unter normalen
Umstanden wird in Ubersichtsarbeiten betont (Owens, 1995). Der statistische Test war also in der Lage,

einen Uberschuss von in der Literatur bereits bekannten, zelltypspezifischen Transkripten zu entdecken.

CA Caro NA Ao MA SMA PA

Fett p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
Ara p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05

Tabelle 10: Testung der RNA-Level fiir sm-a-Aktin der GefiBgewebe gegen die Kontrollgewebe (Fettgewebe [Fett] und
Arachnoidea [Ara]) auf statistisch signifikante Unterschiede im WILCOXON-Rangsummentest. sm-a-Aktin stellt dabei einen
Marker fiir glatte Muskelzellen dar und sollte nur in geringem AusmaB im Kontrollgewebe nachweisbar sein, dagegen in
hohem MaBe in den GefaBgeweben. In allen Vergleichspaaren zeigt sich deutlich, dass der WILCOXON-Rangsummentest
physiologisch plausible RNA-Unterschiede detektiert; p<0,05=statistisch signifikanter Unterschied

Desweiteren zeigte sich bei einem systematischen Test aller GefaBgebiete gegeneinander kein Unterschied
in den sm-o-Aktin-Spiegeln, siehe auch Tabelle 11. Dies kann als Beleg dafiir herangezogen werden,
dass sich in allen untersuchten GefdBgebieten der relative Anteil an glatten Muskelzellen an der Ge-

samtzellmenge nicht signifikant unterschied. Dies wiederum erlaubt, Aussagen in Bezug auf die glatten
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Muskelzellen und ihre Rezeptorausstattung gewebeiibergreifend ohne Einschrankung zu treffen.

CA Caro NA Ao MA SMA PA

CA (0] n.s. ns. n.s. n.s. n.s. n.s.
Caro ns. (0] ns. ns. ns. n.s. n.s.
NA n.s. n.s. (0] n.s. n.s. n.s. n.s.
Ao n.s. n.s. n.s. (4] n.s. n.s. n.s.
MA ns. n.s. n.s. n.s. (0] n.s. n.s.
SMA ns. n.s. n.s. ns. n.s. (0] n.s.
PA n.s. n.s. ns. ns. n.s. n.s. (4]

Tabelle 11: Test der GefaBgewebe auf Unterschiede in ihren relativen RNA-Level fiir sm-a-Aktin. Es zeigt sich, dass im
Vergleich mit einem anderen GefiaBgebiet in keinem GefiaBgebiet ein Unterschied in den sm-a-Aktin-RNA-Leveln auszuma-
chen ist. Glatte Muskelzellen stellen damit vergleichbare Anteile an den gesamten RNA-Leveln in jedem GefaBgebiet. n.s.

= statistisch nicht signifikanter Unterschied

3.1.6 Charakteristika der RNA-Level von Leitungs- und WiderstandsgefaBen

3.1.6.1 Leitungs- versus WiderstandsgefaBe Es ist bekannt, dass LeitungsgefaBe eine geringe-
re myogene Reagibilitdt aufweisen als WiderstandsgefaBe (Johnson & Intaglietta, 1976; Davis, 1993;
DiSanto et al.,, 1997). Welche molekularen Grundlagen dem zugrunde liegen, ist jedoch noch unklar.
Deshalb wurden RNA-Level von heptahelikalen Transmembranrezeptoren in anatomisch assoziierten,
funktionell aber verschiedenen GefdBen verglichen. Die Hypothese hinter diesem Vergleich war, dass
groBe GefaBe tendenziell weniger G,/11-koppelnde Rezeptoren aufweisen und damit weniger Sensormo-
lekiile zur Transduktion von Information bei Druckanderung besitzen, was die Reagibilitat entsprechend
vermindert. Eine Analyse der Profilinderung von proximal nach distal wurde zunachst fiir folgende Paare
durchgefiihrt, siehe auch Abbildung 12.

1. A. carotis vs. Gehirnarterien
2. Aorta vs. Nierenarterie

3. A. mesenterica superior vs. kleine Mesenterialarterien
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Abbildung 12: Vergleich der relativen Rezeptor-RNA-Level von Leitungs- und dem daraus entspringenden Widerstands-
gefaB. Oben: A:carotis (Caro, hellblau) vs. Gehirnarterien (CA, dunkelblau), Mitte: Bauchaorta (Ao, hellgriin) vs. Nieren-
arterie (NA, dunkelgriin), Unten: A. mesenterica superior (SMA, gelb) vs. kleine Mesenterialarterien (MA, orange); Die
Skalierung der Ordinate ist logarithmisch. Mit Sternen gekennzeichnete Rezeptor-RNA-Level zeigen statistisch signifikante
Unterschiede zwischen Leitungs- und WiderstandsgefaBen im WILCOXON-Rangsummentest

Zur Mustererkennung diente eine Darstellung der Ergebnisse in Tabelle 12.

Caro vs. CA Ao vs. NA SMA vs. MA
Agtrla p<0,05

Agtrlb p<0,05 p<0,05
Avprla p<0,05
Ednra p<0,05
Ednrb p<0,05
Adrala p<0,05 p<0,05 p<0,05
Adralb p<0,05 p<0,05
Adrald p<0,05

Adra2a p<0,05 p<0,05

Adra2b

Adrb2

Tabelle 12: Zur Mustererkennung sind die in Abbildung 12 gezeigten statistisch signifikanten Unterschiede in den
Rezeptor-RNA-Leveln tabellarisch aufgeschliisselt. Dabei ergeben sich Muster aus signifikanten Unterschieden, die auch
in den anderen getesteten Paaren auftreten, wie im Fall von Adrala (dessen Genprodukt fiir den aia-Adrenozeptor ko-
diert). Rezeptoren, deren RNA-Level paariibergreifende signifikante Unterschiede zwischen Leitungs- und WiderstandsgefaB
aufweisen, stellen gute Kandidaten fiir Mechanosensoren des myogenen Tonus dar. Voraussetzung hierfiir ist eine hohere
Expression im WiderstandsgefaB als im LeitungsgefaB (nicht anders herum). p<0,05 steht fiir einen statistisch signifikanten
Unterschied im WILCOXON-Rangsummentest.

Nur hinsichtlich der RNA-Level des aja-Adrenozeptors (Adrala) zeigte sich in allen drei Paaren ein

statistisch signifikanter Unterschied. Hier war in allen Vergleichspaaren mehr spezifische RNA in den
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WiderstandsgefaBen detektierbar als in den LeitungsgefaBen.

AnschlieBend wurde mit der A. pulmonalis ein per definitionem nicht myogenes (d.h. keinen myoge-
nen Tonus ausbildendes) GefaB (Naik et al., 2005) mit einem myogenen GefaB verglichen, siehe auch
Abbildung 13.
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Abbildung 13: Vergleich der WiderstandsgefiBe in ihren Rezeptor-RNA-Leveln mit der Pulmonalarterie (PA) als defini-
tiv nicht-myogenem GefaB. Dabei soll untersucht werden, ob sich die signifikanten Unterschiede aus Abbildung 12 auch
hier wiederholen. Oben: Pulmonalarterie (PA, dunkelrot) vs. Gehirnarterien (CA, dunkelblau); Mitte: Pulmonalarterie (PA,
dunkelrot) vs. Nierenarterie (NA, dunkelgriin); unten: Pulmonalarterie (PA, dunkelrot) vs. kleine Mesenterialarterien (MA,
orange). Es zeigt sich, dass sich einige signifikante Unterschiede in den neuen Vergleichspaaren reproduzieren lassen. Insbe-
sondere Adrala sticht hier wieder hervor. Die Skalierung der Ordinate ist logarithmisch. Mit einem Stern gekennzeichnete
Rezeptor-RNA-Level symbolisieren statistisch signifikante Unterschiede zwischen Leitungs- und WiderstandsgefaBen im
WILCOXON-Rangsummentest.

Tabelle 13 zeigt die Schnittmengen der Vergleichspaare. Auch hier waren die aja-Adrenozeptor-RNA-

Level die einzigen, die bei allen paarweisen Vergleichen von myogenen mit nicht-myogenen GefaBen

statistisch signifikante Unterschiede zeigten.
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PAvs CA PAvs NA PAvs MA

Agtrla

Agtrlb

Avprla p<0,05 p<0,05
Ednra

Ednrb p<0,05
Adrala p<0,05 p<0,05 p<0,05
Adralb p<0,05
Adrald

Adra2a p<0,05
Adra2b

Adrb2 p<0,05

Tabelle 13: Wie auch in Tabelle 12 werden auch fiir die Vergleichspaare PA vs. WiderstandsgefaB die statistisch si-
gnifikanten Unterschiede aus Abbildung 13 zur Mustererkennung tabuliert. Insbesondere die Ergebnisse des Vergleiches
SMA vs. MA lassen sich reproduzieren. Wieder sticht Adrala hervor. Dessen RNA-Level sind in jedem Widerstandsge-
faB gegeniiber allen getesteten LeitungsgefaBen erhoht. p<0,05 steht fiir einen statistisch signifikanten Unterschied im
WILCOXON-Rangsummentest.

AbschlieBend wurden die kumulativen (summierten) Level aller Gg/11-koppelnden heptahelikalen Rezep-
toren in Widerstands- und LeitungsgefaBen verglichen. Hier zeigt sich einzig fiir die Kombinationen MA
vs. SMA und MA vs. PA signifikante Unterschiede in den Expressionsleveln. Die Tendenz zu geringe-
ren RNA-Leveln in den proximalen GefdaBen war jedoch auch in den anderen beiden Vergleichspaaren
ersichtlich, siehe auch Abbildung 14.

. *
3 T

- E_T_ % vs MA

Re]

@ ’10—E

o E

S ]

g ]

Lu -

2 14

© E

[} ]

o J

0.1 <

SMA MA  Caro CA Ao NA PA

Abbildung 14: Vergleich der kumulativen Rezeptoren-RNA-Level aller an Gg,/11-koppelnden Rezeptoren eines GefaBes. Die
Level werden, wie auch die statistischen Fehler, addiert. Gq/1:-koppelnde Rezeptoren wurden selektiv addiert, da sich unter
ihnen die meisten durch eine Mehrexpression im WiderstandsgefaB bedingten signifikanten Unterschiede fanden. Nur fir
die Vergleichspaare SMA vs. MA und PA vs. MA ergeben sich signifikante Unterschiede. Die Tendenz zu vermehrten RNA-
Leveln G,/1;-koppelnder Rezeptoren im WiderstandsgefaB ist jedoch in allen anderen gezeigten Vergleichspaaren ersichtlich.
Méglicherweise ist hier die Fallzahl zu gering gewesen. Dies zeigt, dass anatomisch und funktionell distinkte GefaBgebiete
iber ihre RNA-Level von Gg/11-koppelnden Rezeptoren unterschieden werden kénnen. Méglicherweise stellen diese Rezep-
toren auch Mechanosensoren fiir den myogenen Tonus dar. Mit einem Stern gekennzeichnete Rezeptor-RNA-Level symbo-

lisieren statistisch signifikante Unterschiede zwischen Leitungs- und WiderstandsgefaBen im WILCOXON-Rangsummentest.
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3.1.6.2 Rezeptorsubtyp-RNA-Level innerhalb eines GefaBgebietes Die RNA-Level einzelner Re-
zeptorsubtypen wurden auch innerhalb eines GefaBgebietes gegeneinander verglichen, siehe auch den
oberen Teil von Tabelle 14. Dabei ergab sich, dass der AT a-Angiotensinrezeptor in % aller GefaBge-
biete signifikant weniger RNA aufwies als der AT1g-Angiotensinrezeptor. Der Unterschied war (iber alle
WiderstandsgefaBe hinweg ausgepragt (% ) und in der Halfte der LeitungsgefaBe (%)

In % aller GefaBgebiete war die ETg-RNA gegeniiber der ETA-RNA erhoht, in % aller WiderstandsgefaBe
und in % der LeitungsgefalBe.

Im Vergleich der a1-Adrenozeptor-RNA-Level traten deutlichere Unterschiede zwischen Leitungs- und
WiderstandsgefaBen hervor:

In % aller WiderstandsgefaBe war die ai;a-RNA gegeniiber der a;g-RNA erhoht. Dieser Sachverhalt

fand sich in keinem LeitungsgefaB. Hingegen war in % der LeitungsgefaBe die a1g-RNA gegeniiber der
a1a-RNA erhoht, was sich in keinem WiderstandsgefaB fand.

Die a1p -Adrenozeptor-RNA-Level waren in allen LeitungsgefaBen sowohl hoher exprimiert als die des
aia als auch des aip. % der WiderstandsgefaBe zeigten ebenso eine ajp-Dominanz auf RNA-Ebene

gegeniiber dem aga, % eine Dominanz gegeniiber dem a;p.

In allen untersuchten GefaBgebieten war die axa-RNA signifikant gegentber der apg-RNA erhoht. Die

Ratio apa:ang scheint also unspezifisch fiir Widerstands- oder LeitungsgefaBe zu sein.

Damit zeigte sich insbesondere fiir die a;-Adrenozeptoren eine mogliche Eigenschaft, im Verhéltnis ihrer

Subtypen zwischen Leitungs- und WiderstandsgefaB differenzieren zu kénnen.

Im unteren Teil von Tabelle 14 finden sich die numerischen Verhaltnisse der jeweiligen Adrenozeptoren
fir Widerstands- und LeitungsgefaBe.
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AT1A VvS. AT1B ETA VvS. ETB Q1A VS. (1B Q1A VS. (1D 1B VS. 1D QoA VS. Q2B

NA p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
Ao p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
CA p<0,05 p<0,05
Caro p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
MA p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
SMA p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05
PA p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,05

B j23l)

Q1A VS. 1B Q1A VS. 1D

a1 237N
NA Q1A > Q1B 0,15 n.s. 5,30
Ao n.s. 2,23 aia < aip 26,78
CA n.s. 1,41 n.s. 1,31
Caro aia < a1 12,82 aia < aip 171,06
MA aia > Q1B 0 ain < aip 4,39
SMA n.s. 1,30 aia < a1p 6,85
PA aia < Q1B 20,13 aia < aip 231,43
Q1A VS. Q1B s Q1A VS. aap ‘;ii
WiderstandsgefiBe 0,52 3,67
LeitungsgefaBe 9,12 109,03

Tabelle 14: Vergleich der einzelnen Rezeptorsubtypen innerhalb eines GefaBgebietes auf Unterschiede in ihren RNA-Leveln.
Dabei wird darauf geachtet, ob fiir Leitungs- bzw. WiderstandsgefaBe auch die Dominanz eines bestimmten Subtypen
charakteristisch ist. Zum einen fallt auf, dass eine groBere Zahl an signifikanten Unterschieden errechnet wird, als im
Vergleich verschiedener GefaBgebiete gegeneinander. Mdglicherweise ist dies durch den Vergleich von Expressionsleveln
desselben Gewebes bedingt. Zum anderen fallen folgende Charakteristika auf: AT1g-RNA-Level dominieren in fast allen
GefaBen gegeniiber den RNA-Leveln von ATia. ETg-RNA-Level dominieren in der Mehrzahl aller GefaBe gegeniiber den
RNA-Leveln von ETa. p<0,05 steht dabei fiir einen statistisch signifikanten Unterschied im WILCOXON-Rangsummentest.
Der linke Teil der unteren Tabelle zeigt die Ergebnisse der Testung von aia- gegen aig-Adrenozeptor-RNA-Level: Dabei zeigt
sich, dass in keinem LeitungsgefaB das Verhaltnis a1a>asg erreicht wird und in keinem WiderstandsgefaB das Verhaltnis
aia<aip. Deutlicher tritt dies in der Ratio aig: aaa hervor: Hohe Werte sind fiir LeitungsgefaBe charakteristisch, niedrige
Werte fiir WiderstandsgefaBe. Im rechten Teil der unteren Tabelle sind die Ergebnisse der Testung von aia- gegen aip-
Adrenozeptor-RNA-Level gezeigt. Zwar ist sowohl in Leitungs- als auch in WiderstandsgefdBen hinweg eine Dominanz
der aip- gegeniiber den aia-Adrenozeptor-RNA-Leveln ersichtlich; jedoch zeigt die Ratio aus den beiden Leveln, dass in
WiderstandsgefaBen tendenziell niedrigere Werte erreicht werden als in LeitungsgefaBen. Aufgetragen sind die GefaBgebiete
(NA, Ao, CA, Caro, MA, SMA, PA) gegen die Vergleichsgruppen. Am Ende der unteren Tabelle wird die jeweils mittlere

gemeinsame Ratio von Widerstands- und LeitungsgefaBen gezeigt.

Zusammenfassend konnten mit der gPCR folgende Befunde erhoben werden:

1. Im Rezeptorsubtyp, der innerhalb eines GefaBgebietes exprimiert wird, scheinen charakteristische
Unterschiede zwischen Leitungs- und WiderstandsgefaBen zu bestehen. So war die RNA-Ratio
a1p: a1a in LeitungsgefaBen um den Faktor 30 gegeniiber derselben Ratio in WiderstandsgefaBen
erhoht. Moglicherweise bestimmt damit auch die Ratio der genannten Rezeptoren das Verhalten

eines GefaBes auf Druckerhohung.
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2. Vor allem aber gibt es zwischen Widerstands- und LeitungsgefaBen Unterschiede in den RNA-
Leveln einzelner 7TMR. Insbesondere G, ,11-koppelnde 7TMR scheinen in WiderstandsgefaBen ho-
her exprimiert zu werden als in LeitungsgefaBen. Hierunter fallen die folgenden Rezeptoren: AT -
Angiotensinrezeptor, ET o-Endothelinrezeptor, ETg-Endothelinrezeptor, V1a-Vasopressinrezeptor,

aia-Adrenozeptor.

Diese 7TMR kénnten also eine Rolle als Mechanosensoren fiir den myogenen Tonus spielen. Damit
waren sie als vielversprechende Kandidaten fiir eine pharmakologische Hemmung im folgenden Kapitel

identifiziert.

3.2 Die Rolle von G,/;;-koppelnden Rezeptoren fiir die myogene Vasokonstriktion in
isolierten Mesenterialarterien

3.2.1 Test der Daten auf Normalverteilung

Auch bei den Daten zum myogenen Tonus musste initial die statistische Verteilung bestimmt werden,
um spater den adaquaten statistischen Test anwenden zu kdénnen.

Dazu wurden zum einen die Messwerte des myogenen Tonus bei 5 mmHg fiir MT; und MT3 jeweils in
einen QQ-Plot (Quantil-Quantil-Diagramm) integriert, siche Abbildung 15.

QQ-Plot MT1 @ 5 mm Hg QQ-Plot MT2 @ 5 mm Hg
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Abbildung 15: Sog. QQ-Plots (Quantil-Quantil-Diagramme) der MT; (linke Bildhalfte)- und MT,-Werte (rechte Bildhalf-
te) bei 5 mmHg. Dabei werden die Messwerte in Quantilen transformiert. Diese werden den Quantilen der Standardnormal-
verteilung zugeordnet. Liegen die Punkte auf der Winkelhalbierenden (entspricht der in beiden Bildhélften eingezeichneten
Geraden), kann die Gleichheit der beiden Verteilungen angenommen werden, in diesem Fall die Normalverteilung der Mess-
werte. Fir beide Kurven zeigt sich, dass sie entlang der Geraden verlaufen. Damit kann fiir die Messwerte von MT; wie
fir MT» bei 5 mmHg vermutet werden, dass sie normalverteilt sind. Gesichert wurde die Vermutung durch den Test nach
SHAPIRO-WILK.

Das Ergebnis legte die Vermutung einer Normalverteilung der Messwerte fir MT; wie auch fir MT,
nahe. Bestatigt wurde die Vermutung durch ein positives Ergebnis des SHAPIRO-WILK-Tests auf Nor-
malverteilung.

Zur Sicherheit wurden auch die Tonuswerte bei 50 mmHg als QQ-Plot dargestellt, sieche Abbildung 16:
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QQ-Plot MT1 @ 50 mm Hg QQ-Plot MT2 @ 50 mm Hg
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Abbildung 16: Sog. QQ-Plots der MT; (linke Bildhalfte)- und MT2(rechte Bildhilfte)-Werte bei 50 mmHg. Auch hier
scheinen die Messwerte der Winkelhalbierenden zu folgen. Damit kann auch fiir die Messwerte von M'T; wie von MT bei 50

mmHg vermutet werden, dass sie normalverteilt sind. Gesichert wurde die Vermutung durch den Test nach SHAPIRO-WILK.

Auch hier ergab sich nach SHAPIRO-WILK das Ergebnis einer Normalverteilung fir MT; und MTs.

Dies machte die Anwendung des Student-t-Tests fiir die Auswertung zulassig.

3.2.2 Qualitative Auffilligkeiten bei der Messung des myogenen Tonus

Die analysierten GefaBe (n=39) hatten einen mittleren Durchmesser von 118+2 pm bei 20 mmHg.

Es wurden nur GefaBe analysiert, die einen myogenen Tonus (siehe auch Gleichung 7) unter einer initialen
Druckleiter ausbildeten. Auf die erste Druckkurve folgte eine zweite mit Applikation von Pharmaka.
Relativ zur ersten Kurve des myogenen Tonus war eine Linksverschiebung der zweiten Kurve feststellbar.
Dies wurde als eine gesteigerte Kontraktilitat der glatten Muskelzellen interpretiert.

Interessanterweise lieB sich der Kurvenverlauf des zur ersten Druckleiter gehérigen myogenen Tonus
(MT;) mit einer doppelt-s-formigen Regressionskurve erfassen (im Folgenden bisigmoid bezeichnet),
wohingegen der zweite ausgebildete myogene Tonus (MT3) mit einer einfach sigmoiden Regression besser
abgebildet war (im Folgenden monosigmoid bezeichnet) (Abbildung 17). Der Unterschied zwischen den
Tonuswerten bei definierten Druckstufen war zum Teil héchst signifikant (p<0,001). Bei 120 mmHg
als hochster Druckstufe verschwand jedoch der statistisch signifikante Unterschied. Dies koénnte als

zunehmende Ansprechbarkeit des GefaBes im Laufe der MT-Druckleiter interpretiert werden.
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Abbildung 17: Myogener Tonus wéhrend der ersten Druckleiter (MT1, rot) und wahrend der zweiten Druckleiter (MT>,
schwarz). Die Messungen wurden in Abwesenheit von Pharmaka, isobar, ohne Fluss an Mesenteriarterien dritter oder vierter
Ordnung aus im Mittel 13,7 Wochen alten mannlichen Mausen vom Stamm FVB/N mit einem mittleren Gewicht von 29,3
Gramm durchgefiihrt. Die Registrierung des GefaBauBendurchmessers zur Berechnung des myogenen Tonus erfolgte im
Gleichgewichtszustand. Zur Berechnung wurden die GefaBdurchmesser wahrend der ersten und zweiten Druckleitern auf den
Durchmesser der dritten Druckleiter in kalziumfreiem Puffer normiert. Zwischen den beiden Druckleitern lagen 35 Minuten
Ruhezeit. R? bezeichnet den Determinationskoeffizienten der Regression. Dieser beziffert den Anteil der regressionsbedingten
Varianz an der Gesamtvarianz der Daten. Ein Wert von 1 bedeutet, dass das Regressionsmodell alle Varianz der Daten
abdeckt und damit die perfekte Regression darstellt. Die Daten werden also sehr gut durch die beiden Regressionsmodelle
erfasst. Auffallig ist ein bisigmoider Verlauf von MT; und eine Linksverschiebung mit Transition zu monosigmoid von MT».
Punkte zeigen Mittelwerte, Balken den Standardfehler des Mittelwerts (SEM); n steht fiir die Anzahl der Einzelmessungen.
Die Signifikanzen im Student-t-Test sind mit ¥*=p<0,05, **=p<0,01 und ***=p<0,001 angegeben.

Die mathematische Gleichung fiir die MT1-Funktion wurde wie folgt bestimmt:

(Al — Ao) -xM (A2 — A1 + Ao) - xn2

y=Rot M+ xM rn2 4 x"2 ()

Die mathematische Gleichung fiir die MT,-Funktion wurde wie folgt bestimmt:

(Al — Ao) -x"

y:A0+ kn +Xn (9)
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Parameter | MT;-Kurve + Regressionsfehler | Parameter | MT,-Kurve + Regressionsfehler

Ao -2,32 +0,17 Ao 0,41 +0,36
A 5,76 40, 62

A, 28,86 +1,14 Ay 30,15 +2,05
| 36,00 £1, 41 k 50,49 +2,88
n 5,96 +0, 86 n 4,94 +0,97
r 89,94 +1,43

na 10,90 +1, 61

Tabelle 15: Die errechneten Parameter der bisigmoiden MT;-Funktion und der monosigmoiden MT-Funktion mit dem
dazugehorigen Fehler.

Wahrend MT; mussten noch Adaptationen in der Longitudinalspannung des GefdBes vorgenommen
werden, um ein seitliches Ausweichen des GefaBes unter Druckapplikation zu vermeiden. Somit konn-
te die Analyseregion des Videomikroskops (region of interest, ROI) konstant gehalten werden. Da die
finale Lange unter den folgenden zwei Druckleitern unverandert blieb, wurden zum Vergleich zwischen
Kontroll- und Interventionsgruppen nur die MT-Werte verwendet.

Um einen EinfluB der Longitudinalspannung wahrend MT; auf den Kurvenverlauf zu untersuchen, wurde
der Kurvenverlauf derjenigen GefaBe analysiert bei denen keine zusatzliche Longitudinalspannung notig
war (Abbildung 18). Auch hier blieb die bisigmoide Form erhalten, was einen Einfluss von Longitudinal-

spannung unwahrscheinlich machte.
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Abbildung 18: MT; ohne Lingsspannung. Bei einigen GefiBen war es nicht nétig, eine Adaptation der Lingsspannung-
wahrend der Messprozedur vorzunehmen. Der zu diesen GefaBen gehorige MT1-Verlauf zeigt ebenfalls eine bisigmoide

Form. Damit ist unwahrscheinlich, dass die Adaptation der Langspannung wahrend der Messung die Bisigmoidalitat als
Artefakt verursacht hat.

Um die Hintergriinde der unterschiedlichen Kurvenverlaufe erfassen zu kdnnen, wurde die Wandspannung
(,,stress*) gegen die GefaBdehnung (,,strain") aufgetragen, siehe auch Abbildung 19. Strain errechnete
sich aus der relativen Durchmesserveranderung, wobei die BezugsgroBe der Ausgangsdurchmesser war.

Stress errechnete sich ndherungsweise aus dem Produkt von intraluminalem Druck und Strain.
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Abbildung 19: Spannungs-Dehnungskurven aller drei Druckleitern. Auf der Abszisse findet sich die Dehnung als Differenz
des aktuellen Durchmesserwerts zum Ausgangsdurchmesser normiert auf den Ausgangsdurchmesser. Die Ordinate zeigt die
Wandspannung, vereinfacht ausgedriickt als Produkt von intravasalem Druck (in mmHg) und relativem Durchmesserwert
(ohne Einheit). Die schwarze Kurve zeigt die Kurve der ersten Druckleiter, die blaue die der zweiten Druckleiter und die
rote die der dritten Druckleiter. Beginn aller drei Kurven ist bei 0/0. Ein Kurvenverlauf nach rechts, d.h. eine Zunahme von
Dehnung und Spannung, impliziert eine Dehnung des GefaBes. Ein Kurvenverlauf nach links, d.h. eine Abnahme der Dehnung
unter gleichbleibender oder abnehmender Spannung impliziert eine Konstriktion des GefaBes. Punkt 1 bezeichnet beispielhaft
einen Punkt, an dem alle drei Kurven noch parallel verlaufen. An Punkt 2 trennt sich der Verlauf aller drei Kurven. Da Kurve
D3 in kalziumfreiem Puffer registriert wurde und demzufolge der passiven Dehnungskurve des GefaBes entspricht, kann
fur die beiden anderen Kurven geschlossen werden, dass sie bis zu Punkt 2 ebenfalls einer passiven Dehnung entsprechen.
Kurve D; weicht anschlieBend von Punkt 2 bis zu Punkt 3 unter zunehmender Steilheit von Kurve D3 ab um dann einen
konstriktionstypischen Verlauf nach links zu zeigen. Hier versteift sich das GefaB also ohne Durchmesserverkiirzung. Bei
Punkt 3 (entspricht 60-70 mmHg) zeigt die MT1-Kurve ihr Plateau. Kurve D, impliziert bereits ab Punkt 2 eine Konstriktion

des GefaBes. Wahrend des zweiten myogenen Tonus kommt es also nicht zu einer Versteifung.

Die Verlaufe werden im Folgenden analysiert. In der Grafik finden sich Ziffern, die einzelne Punkte der

Graphen genauer bezeichnen.

1. Dy, Dy und D3 laufen anfangs nahezu parallel (Punkt 1).

2. D; dissoziiert von D3 mit einer Zunahme der Kurvensteigung (Punkt 2). Da die GefaBdehnung
(strain) weiter zunimmt, kann keine Konstriktion vorliegen, da diese mit einer Radiusverkleine-
rung einhergehen wiirde. Die Dissoziation ist also durch eine GefaBversteifung bedingt, was sich
bei einem Exponentialregression im betrachteten Kurvenausschnitt in einer Zunahme des Steif-
heitskoeffizienten (3 zeigt (siehe zur Versteifung auch weiter unten die Bestimmung des Steifheits-
koeffizienten). Im weiteren Verlauf nimmt die D;-Dehnung ab, das GefaB konstringiert sich (Punkt
3).

3. Die Dehnung von Dy nimmt unmittelbar im Anschluss an den kurvenparallelen Verlauf zu D3
ab, was einer Konstriktion gleichkommt (Punkt 3). Hier ist keine nennenswerte Versteifung ohne
Radiusverkleinerung zu bemerken. Da die Konstriktion auf einer fritheren Spannungsstufe (stress)

als bei D; erfolgt, kann von einer Sensibilisierung gesprochen werden.
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Eine weitere Methode, eine Zunahme an Rigiditdt der GefaBwand ohne apparente Verkleinerung des
Lumens festzustellen, besteht in der Bestimmung des Steifheitskoeffizienten (stiffness coefficient) (Resch
et al., 2009; Sachidanandam et al, 2009). Dieser kann berechnet werden, wenn die Stress-Strain-

Datenpunkte einer Exponentialregression unterzogen werden:

wobei

y =Wandspannung

a =Proportionalitatsfaktor
B =Steifheitskoeffizient

x =Diameter

Je groBer 3, desto rigider ist das GefaB. Eben dies zeigt sich beim Vergleich mit dem passiven Zustand
iber dem relevanten Druckbereich (5-70 mmHg), siehe Abbildung 20. 70 mmHg entspricht dabei Punkt
3 in Abbildung 19, also dem Punkt, an dem die Konstriktion gerade noch nicht eingesetzt hat.

* D, (n=39)
* D, (n=39)

404
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Abbildung 20: Spannung-Dehnungskurven und Steifheitskoeffizienten (B) von D1 (schwarz) und Ds (rot) im Druckbereich
5-70 mmHg. Als Regressionsmodell dient eine Exponentialfunktion, deren Exponent den Steifheitskoeffizienten B liefert.
D; zeigt mit 8,40 einen signifikant groBeren Koeffizienten als D3 mit 6,35. Dies impliziert eine GefaBversteifung wahrend

der Registrierung von D; im Druckbereich 5-70 mmHg.

Die Gleichungen der Regressionsfunktionen lauten:

D1 (Druckleiter 1):

y — 07 66 . e8,40'X (11)
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D3 (Druckleiter 3):

y = 0,67 %35 (12)

Der Unterschied zwischen den Steifheitskoeffizienten ist statistisch signifikant (p=0,03). Damit weist
das GefaB im Verlauf der ersten Druckleiter von 5-70 mmHg eine groBere Wandsteife durch Konstriktion

auf als wahrend der dritten Druckleiter.

3.2.3 Der myogene Tonus unter Losartan

Aufbauend auf Vorarbeiten (Mederos y Schnitzler et al., 2008) fand zunéchst eine Testung des Einflusses
von ATia- und AT g-Rezeptoren auf die vaskuldre Mechanosensitivitat statt. Auch im Hinblick auf die
RNA-Level der Rezeptoren (signifikante Erhéhung fiir ATy in kleinen Zerebral- und Mesenterialarterien

gegeniiber ihrem jeweiligen zufithrenden LeitungsgefaB) schien dieser Ansatz sinnvoll.
Die genannten Rezeptoren wurden mit 10 pM Losartan (Losa), einem inversen Agonisten, gehemmt.

Zunachst wurde aus Griinden der Vergleichbarkeit gepriift, ob die in der Kontrollgruppe vorhandene

Linksverschiebung sich auch unter Losartanapplikation darstellen wiirde.

Wie in Abbildung 21 oben links zu sehen ist, blieb

1. die bisigmoide MT1-Form erhalten

2. die Linksverschiebung von MT1 zu MT; erhalten.

Nun wurden die MT,-Verlaufe der Losartangruppe mit der Kontrollgruppe (PSS) verglichen (Abbildung
21 unten). Der Unterschied war statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 21: Die linke Bildhilfte zeigt den myogenen Tonus von Mesenterialarterien der zur Messung des Losartaneffekts
verwendeten GefaBe. Die rote Kurve stellt den bisigmoiden Verlauf der MT:i-Kurve dieser Gruppe (ohne Losartan) im
Vergleich zur MT2-Kurve (unter Losartan) dar. Die zur Messung des Losartaneffekts verwendeten GefaBe unterscheiden
sich damit nicht von der Grundgesamtheit. Auch unter Losartan zeigte sich eine Linksverschiebung und Transition zu
monosigmoid. Die rechte Bildhalfte zeigt den myogenen Tonus von Mesenterialarterien in Abwesenheit (Kon = Kontrolle,
schwarz) und Anwesenheit (Losartan, rot, gleiche Kurve wie im linken Bildteil in schwarz) von Losartan. Dabei wurden
jeweils die MT2-Kurven aufgetragen. Es ist kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen feststellbar. In
oxygeniertem PSS geldstes Losartan wurde in der Endkonzentration von 10 pM (iber eine Peristaltikpumpe eingewaschen.
Dabei wurde das Pharmakon so vortemperiert, dass die Lésung wahrend des Einwaschprozesses nicht unter 37 °C abkiihlte.
n steht fiir die Anzahl der Einzelmessungen.

Parameter MT>-Kurve MT;-Kurve p-Wert
(Kon) + Regres- (Losa) + Re-
sionsfehler gressionsfehler
Ao 0,41 40,36 1,46 £0, 32 0,06
Ay 30,15 £2,05 30,73 +£2,20 0,85
k 50,49 +2,88 59,43 +3,60 0,09
n 4,94 +0,97 3,86 +0,54 0,36

Tabelle 16: Die errechneten Parameter der MT,-Funktion mit den dazugehérigen Fehlern unter Kontrollbedingungen
(Kon) und unter 10 pM Losartan (Losa). In der rechten Spalte wird der dazugehérige p-Wert des Student-t-Tests auf
signifikante Unterschiede der Parameter aufgefiihrt. Da das Signifikanzniveau von 0,05 in keinem Fall erreicht wird, kann
kein Unterschied konstatiert werden.

3.2.4 Der myogene Tonus in Mesenterialarterien unter Vierfachantagonisierung

Ausgehend von der Zentralhypothese, der Mechanosensitivitat G,/11-koppelnder Rezeptoren, wurde ein
Konzept aufgestellt, mit dem eine maximale Hemmwirkung eines moglichst groBen Anteils an in Wider-
standsgefaBen hoch exprimierten 7TMR erreicht werden sollte:

>> Relcovaptan, 20 nM, als Antagonist an Via-Rezeptoren,

> Candesartan, 1 uM, als inverser Agonist mit hoherer Affinitat als Losartan an ATia- und ATqg-
Rezeptoren,

> BQ-123, 1 uM, als Antagonist an ET p-Rezeptoren sowie
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D> Prazosin, 1 uM, als inverser Agonist an aja-, a1g- und ai;p-Rezeptoren

wurden gemeinsam appliziert (im Folgenden mit RCBP abgekiirzt). Die Zusammenstellung der zu hem-
menden Rezeptoren basierte auf den Expressionsstudien unter 3.1, im Speziellen fiir Mesenterialarterien,
da dieses GefaBgebiet Gegenstand aller Arteriographieexperimente war.

Auch fiir dieses Experiment blieben bisigmoide MT1-Form und Linksverschiebung erhalten (Abbildung 22
links). Die MT2-Kurve unterschied sich jedoch signifikant von der Kontrollgruppe (Abbildung 22 rechts).
Der Unterschied war jedoch nicht als Anderung der Drucksensibilitit aufzufassen (die Wendepunkte der

Kurven waren nahezu identisch). Vielmehr zeigte sich der Unterschied in einer Reduktion des myogenen
Tonus bei héheren Druckwerten, beginnend bei 90 mmHg.
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Abbildung 22: Die linke Bildhilfte zeigt den myogenen Tonus von Mesenterialarterien der zur Messung des RCBP-Effekts
verwendeten GefaBe. Die rote Kurve stellt den bisigmoiden Verlauf der MT1-Kurve dieser Gruppe (ohne RCBP) im Vergleich
zur MT2-Kurve (unter RCBP) dar. Die zur Messung des RCB-Effekts verwendeten GefaBe unterscheiden sich damit nicht von
der Grundgesamtheit. Auch unter RCBP bleibt die Linksverschiebung und Transition zu monosigmoid erhalten. Die rechte
Bildhalfte zeigt den myogenen Tonus von Mesenterialarterien in Abwesenheit (Kon = Kontrolle, schwarz) und Anwesenheit
(RCBP, rot, gleiche Kurve wie im linken Bildteil in schwarz) von RCBP. Dabei wurden jeweils die MT>-Kurven aufgetragen.
Ab Druckstufe 90 mmHg ist ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen feststellbar. Die Pharmaka wurden
in den folgenden Endkonzentration in oxygeniertem PSS geldst tiber eine Peristaltikpumpe eingewaschen: Relcovaptan
20 nM, Candesartan 1 pM, BQ-123 1 uM, Prazosin 1 pM. Dabei wurden die gelésten Pharmaka so vortemperiert, dass

die Lésung wéhrend des Einwaschprozesses nicht unter 37 °C abkiihlte. n steht fiir die Anzahl der Einzelmessungen. Die
Signifikanzen im Student-t-Test sind mit *=p<0,05 angegeben.
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Parameter MT2-Kurve MT2-Kurve p-Wert
(Kon) + Regres- (RCBP) + Re-
sionsfehler gressionsfehler
Ao 0,4 1£0, 36 1,70 +0,24 0,02
Aq 30,15 +2,05 23,61 40,81 0,02
k 50,49 £2,88 52,03 +1,48 0,65
n 4,94 +0,97 6,27 +0,82 0,33

Tabelle 17: Die errechneten Parameter der MT-Funktion mit den dazugehérigen Fehlern unter Kontrollbedingungen
(Kon) und unter 20 nM Relcovaptan, 1 pM Candesartan, 1 yM BQ-123 und 1 pM Prazosin (RCBP). In der rechten
Spalte wird der dazugehérige p-Wert des Student-t-Tests auf signifikante Unterschiede der Parameter aufgefiihrt. Fiir den
Parameter A; wird das Signifikanzniveau erreicht, RCBP vermindert also signifikant die Amplitude des myogenen Tonus.

Dariiberhinaus fallt eine Erhéhung des initialen Tonusniveaus unter RCBP auf (Parameter Ag).

3.2.5 Der myogene Tonus unter Prazosinapplikation

Im RCBP-Experiment handelt es sich um eine Mischung verschiedener Pharmaka, die einen Effekt in ihrer
kumulativen Wirkung erzielen. In der Folge interessierte, wie groB8 der relative Anteil einer Einzelsubstanz

an der Gesamtwirkung war. Dazu wurde Prazosin aus den folgenden Griinden gewahlt:

1. Zwar ist Prazosin ein unselektiver inverser Agonist fiir alle ot;-Adrenozeptoren, also aja, a1 und
a1p. In den analysierten Mesenterialarterien konnte in der qPCR jedoch kein o1g-Adrenozeptor
nachgewiesen werden. Fiir den verbliebenen o;p—Adrenozeptor als Mechanosensor sprach, dass er,
anders als der oi;p-Adrenozeptor, in allen Vergleichen zwischen Widerstands- und LeitungsgefaBen
in den WiderstandsgefaBen hohere RNA-Level aufwies. Insofern ware hier eine eindeutige Aussage

moglich.

2. Auch intraindividuell gesehen, d.h. auf einer Skala, auf der die Level innerhalb eines GefaBtyps
verglichen werden, war der ai;po—Adrenozeptor unter den Rezeptoren mit den héchsten RNA-Leveln.

Hohe Level lassen auf eine fundamentale Rolle auch in mechanoperzeptiver Sicht schlieBen.

Wie auch schon unter RCBP und RCB ergab die Registrierung des myogenen Tonus unter Gegenwart
von Prazosin Folgendes (siehe auch Abbildung 23) :

> Erhalt der bisigmoiden MT1-Kurve
>> Linksverschiebung von MT; nach MT»
> Amplitudenreduktion des myogenen Tonus

> Keine Rechtsverschiebung gegeniiber der Kontrollgruppe
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Abbildung 23: Die linke Bildhalfte zeigt den myogenen Tonus von Mesenterialarterien der zur Messung des Prazosineffekts
verwendeten GefaBe. Die rote Kurve stellt den bisigmoiden Verlauf der MT1-Kurve dieser Gruppe (ohne Prazosin) im
Vergleich zur MT2-Kurve (unter Prazosin) dar. Die zur Messung des Prazosineffekts verwendeten GefaBe unterscheiden sich
damit nicht von der Grundgesamtheit. Auch unter Prazosin bleibt die Linksverschiebung und Transition zu monosigmoid
erhalten. Die rechte Bildhilfte zeigt den myogenen Tonus von Mesenterialarterien in Abwesenheit (Kon = Kontrolle,
schwarz) und Anwesenheit (Prazosin, rot, gleiche Kurve wie im linken Bildteil in schwarz) von 1 pM Prazosin. Dabei
wurden jeweils die MT2-Kurven aufgetragen. Ab Druckstufe 80 mmHg ist ein signifikanter Unterschied zwischen den
beiden Gruppen feststellbar. Prazosin wurde in der Endkonzentration von 1 pM in oxygeniertem PSS geldst iiber eine
Peristaltikpumpe eingewaschen. Dabei wurde das geldste Pharmakon so vortemperiert, dass die Lésung wahrend des
Einwaschprozesses nicht unter 37 °C abkiihlte. n steht fiir die Anzahl der Einzelmessungen. Die Signifikanzen im Student-
t-Test sind mit *=p<0,05 angegeben.

Parameter MT,-Kurve MT2-Kurve p-Wert
(Kon) + Regres- (Prazo) + Re-
sionsfehler gressionsfehler
Ao 0,41 £0, 36 0,24 £0,13 0,67
Aq 30,15 +2,05 23,23 +1,05 0,01
k 50,49 +2,88 47,58 +2,01 0,43
n 4,94 40,97 4,41 +0,53 0,64

Tabelle 18: Die errechneten Parameter der MT»-Funktion mit den dazugehérigen Fehlern unter Kontrollbedingungen
(Kon) und unter 1 pM Prazosin (Prazo). In der rechten Spalte wird der dazugehdrige p-Wert des Student-t-Tests auf
signifikante Unterschiede der Parameter aufgefiihrt. Fiir den Parameter A; wird das Signifikanzniveau erreicht, Prazosin
vermindert also signifikant die Amplitude des myogenen Tonus.

3.2.6 Der myogene Tonus unter Dreifachantagonisierung

Nachdem die Effektivitat von Prazosin ermittelt worden war, sollte die Frage geklart werden, wie der
myogene Tonus unter einem reduzierten Pharmakongemisch aussdhe. Zur Beantwortung diente der

RCB-Ansatz (Relcovaptan, Candesartan, BQ-123, unter 24 genannte Konzentrationen).

Unter den gleichen Bedingungen wie die vorgenannten Experimente zur pharmakologischen Inhibition
des myogenen Tonus wurde RCB eingewaschen und seine Auswirkung auf den myogenen Tonus wéhrend
MT, beobachtet, sieche auch Abbildung 24.
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Abbildung 24: Die linke Bildhilfte zeigt den myogenen Tonus von Mesenterialarterien der zur Messung des RCB-Effekts
verwendeten GefiBe (RCB=20 nM Relcovaptan, 1 pM Candesartan, 1 yM BQ-123). Die rote Kurve stellt den bisigmoiden
Verlauf der MT1-Kurve dieser Gruppe (ohne RCB) im Vergleich zur MT2-Kurve (unter RCB) dar. Die zur Messung des
RCB-Effekts verwendeten GefaBe unterscheiden sich damit nicht von der Grundgesamtheit. Auch unter RCB bleibt die
Linksverschiebung und Transition zu monosigmoid erhalten. Die rechte Bildhalfte zeigt den myogenen Tonus von Mesen-
terialarterien in Abwesenheit (Kon = Kontrolle, schwarz) und Anwesenheit (RCB, rot, gleiche Kurve wie im linken Bildteil
in schwarz) von RCB. Dabei wurden jeweils die MT2-Kurven aufgetragen. Ab Druckstufe 80 mmHg ist ein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Gruppen feststellbar. Die Pharmaka wurden in den folgenden Endkonzentration in oxy-
geniertem PSS gel6st Giber eine Peristaltikpumpe eingewaschen: Relcovaptan 20 nM, Candesartan 1 pM, BQ-123 1 uM.
Dabei wurden die gelésten Pharmaka so vortemperiert, dass die Lésung wahrend des Einwaschprozesses nicht unter 37
°C abkiihlte. n steht fiir die Anzahl der Einzelmessungen. Die Signifikanzen im Student-t-Test sind mit *=p<0,05 und
**—=p<0,01 angegeben.

Uberraschenderweise war in den folgenden Fakten kein Unterschied zu den unter 3.2.4 und 3.2.5 berich-

teten Experimenten zu konstatieren:
> MT; hatte einen bisigmoiden Verlauf.

>> Die Linksverschiebung unter RCB blieb gegeniiber der MT1-Kurve erhalten.

> Die Pharmakabehandlung reduzierte den myogenen Tonus bei hoheren Druckwerten (Amplituden-
reduktion).

> Der Wendepunkt der RCB-Kurve unterschied sich nicht vom Wendepunkt der Kontrollkurve (keine
Rechtsverschiebung).
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Parameter MT2-Kurve MT2-Kurve p-Wert
(Kon) + Regres- (RCB) =+ Re-
sionsfehler gressionsfehler
Ao 0,41 £0,36 2,00 £0,35 0,02
Aq 30,15 +2,05 22,28 +1,27 0,01
k 50,49 +2,88 54,79 +2,54 0,30
n 4,94 +0,97 5,85 +1,18 0,57

Tabelle 19: Die errechneten Parameter der MTa-Funktion mit den dazugehérigen Fehlern unter Kontrollbedingungen
(Kon) und unter 20 nM Relcovaptan, 1 pM Candesartan und 1 pM BQ-123 (RCB). In der rechten Spalte wird der
dazugehorige p-Wert des Student-t-Tests auf signifikante Unterschiede der Parameter aufgefiihrt. Fiir den Parameter A;
wird das Signifikanzniveau erreicht, RCB vermindert also signifikant die Amplitude des myogenen Tonus. Dariiberhinaus

fallt eine Erhéhung des initialen Tonusniveaus unter RCB auf (Parameter Ag).

Die offensichtliche Nicht-Additivitdt der Pharmaka wurde genauer untersucht, indem die Parameter der
MT>-Kurven unter den diversen Pharmaka miteinander verglichen wurden. Im Detail dargestellt sind die
Ergebnise in Tabelle 20. Es zeigte sich Aquivalenz zwischen den MT,-Kurven unter RCBP und RCB.
Hingegen war die Anfangskontraktilitat (Parameter Ag) der GefaBe unter Prazosin gegeniiber RCBP und
RCB bei 5 mmHg reduziert. Da der Tonus bei 5 mmHg unter Prazosin sich nicht von der Kontrollgruppe
unterschied, muss gefolgert werden, dass die Kombination RCB die initiale Kontraktilitdt bei 5 mmHg
erhoht. Die GefaBe der RCBP-, RCB-, und Prazosingruppe unterschieden sich voneinander nicht in
ihren Kontraktilitdten auf 60 mM KCI (siehe auch hierzu Abschnitt 3.2.7). Funktionelle Ungleichheit

der GefaBe durch Fehler bei der Praparation ist damit als Ursache fiir diese Unterschiede ausgeschlossen.
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Parameter MT2-Kurve MT2-Kurve p-Wert
(RCBP) + Re- (RCB) =+ Re-
gressionsfehler gressionsfehler
Ao 1,70 +0,24 2,00 £0,35 0,53
Aq 23,61 40,81 22,28 +1,27 0,44
k 52,03 £1,48 54,79 +2,54 0,42
n 6,27 +0,82 5,85+1,18 0,79
Parameter MT>-Kurve MT;-Kurve p-Wert
(RCBP) + Re- (Prazo) + Re-
gressionsfehler gressionsfehler
Ao 1,70 £0,24 0,24 +0,13 0,003
Aq 23,61 +0,81 23,23 +1,05 0,79
k 52,03 +1,48 47,58 £2,01 0,13
n 6,27 10,82 4,41 40,53 0,12
Parameter MT,-Kurve MT;-Kurve p-Wert
(RCB) =+ Re- (Prazo) + Re-
gressionsfehler gressionsfehler
Ao 2,00 +0,35 0,24 £0,13 0,009
Aq 22,28 +1,27 23,23 +1,05 0,60
k 54,79 +2,54 47,58 +2,01 0,09
n 5,85 +1,18 4,41 £0,53 0,33

Tabelle 20: Die errechneten Parameter der MT,-Funktion mit den dazugehérigen Fehlern unter RCBP, RCB und Pra-
zosin (Prazo). Obere Tabelle: Vergleich RCBP mit RCB; mittlere Tabelle: Vergleich RCBP mit Prazosin; untere Tabelle:
Vergleich RCB mit Prazosin. In der jeweils rechten Spalte wird der dazugehérige p-Wert des Student-t-Tests auf signifi-
kante Unterschiede der Parameter aufgefiihrt. RCBP vs. RCB (oben): Die Kurven unterscheiden sich in keinem Parameter
signifikant. RCBP vs. Prazosin (Mitte): Fiir den Parameter Ag wird das Signifikanzniveau erreicht. Die GefaBe scheinen
unter RCBP bei 5 mmHg in einem hoheren Kontraktilitdtszustand vorzuliegen. Das erreichte Tonusmaximum ist jedoch
in beiden Kurven gleich. RCB vs. Prazosin (unten): Auch hier liegen die GefaBe bei 5 mmHg unter RCB in einem ho-
heren Kontraktilitdtszustand vor. Die Mechanosensitivitdt scheint jedoch in gleichem MaB gehemmt zu werden wie unter

Prazosin.

Eine Zusammenschau der Tonusverlaufe unter den applizierten Pharmaka verdeutlich die Nicht-Additivitat

der kombinierten Hemmwirkung von RCBP, RCB und Prazosin (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Zusammenschau aller Experimente zum Effekt der pharmakologischen Inhibition von Mechanosensitivitit.
Schwarz: Myogener Tonus unter Kontrollbedungungen (PSS-Lésung), rot: Myogener Tonus unter Losartan, griin: Myogener
Tonus unter RCBP, dunkelblau: Myogener Tonus unter RCB, violett: Myogener Tonus unter Prazosin.

3.2.7 Vergleich der depolarisationsinduzierten Konstriktionen

Die Praparation von kleinen GefaBen ist sehr fehleranfallig. Um Differenzen in der Vitalitat der glatten
Muskelzellen zwischen den getesteten Gruppen auszuschlieBen, wurden die GefaBkonstriktionen auf 60
mM KCI zu Beginn jedes Arteriographieprotokolls zwischen Kontroll- und Interventionsgruppen vergli-
chen. Ein statistisch signifikanter Unterschied wurde in keinem Fall erreicht. Auch innerhalb der Inter-
ventionsgruppen war kein statistisch signifikanter Unterschied festzustellen. Somit konnten die Gruppen

als funktionell gleichwertig gelten und eine Verfalschung der Daten durch unterschiedliche Integritat der
GefaBe ausgeschlossen werden.
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Kontraktion auf 60 mM KCI [%]

Kon Losa RCBP RCB Prazo

Abbildung 26: Vergleich der Konstriktionsantworten der untersuchten Mesenterialarterien auf 60 mM KCl. Gezeigt sind
die Verkiirzungen der GefdBe auf 60 mM KCI vor Beginn der ersten Druckleiter bei 40 mmHg intravasalem Druck. Die
Konstriktion ist ausgedriickt als prozentuale Durchmesserreduktion relativ zum Ausgangsdurchmesser vor Einwaschen der
PSS-Lésung mit 60 mM KCI. Keine Gruppe zeigt Unterschiede zur Kontrollgruppe. Auch die Interventionsgruppen sind
in ihren GefaBkontraktilitdten nicht voneinander verschieden. Damit sind gemessene Unterschiede nicht auf strukturelle
Schaden an den GefaBen zuriickzufiihren. Kon = Kontrollgruppe, Losa = Losartan, RCBP = Relcovaptan, Candesartan,
BQ-123, Prazosin, RCB = Relcovaptan, Candesartan, BQ-123, Prazo = Prazosin; n.s.= statistisch nicht signifikanter
Unterschied

4 Diskussion

4.1 T7TMR-Rezeptoren-Expressionsprofile

In diesem Unterkapitel werden die Ergebnisse der quantitativen RT-PCR aus verschiedenen GefaBen
mit der bestehenden Literatur verglichen. Dabei erfolgt die Untergliederung des Unterkapitels nach den
einzelnen Rezeptoren. Die Literatur wird aus Griinden der Ubersichtlichkeit tabellarisch dargestellt. Die
einzelnen behandelten GefaBgebiete sind wie im Ergebnisteil farbkodiert in den Tabellen dargestellt, siehe
auch Kapitel 3.1.6

Eine systematische Erstellung eines quantitativen RNA-basierten Rezeptorenprofils fiir arterielle Blutge-
faBe mittels quantitativer RT-PCR ist bisher nur fir die Aorta vollzogen worden (Regard et al., 2008).

Alle Rezeptor-RNA-Bestimmungen in der vorliegenden Arbeit wurden an ganzen GefaBen vorgenommen.
Deshalb muss fiir alle RNA-Level die Einschrankung gelten, dass keine Aussage liber den Zelltyp getroffen

werden kann, aus dem die quantifizierte RNA urspriinglich stammt.

4.1.1 AT;-Angiotensinrezeptoren

Weitere
Zeile Nachweis
Methode Gewebe Spezies ATig > ATia  Ergebnisse und Referenz
Nr. beider Rez.

Besonderheiten
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Tabelle 21: Vergleichende Darstellung der Expression von AT; -Angiotensinrezeptoren aus der Literatur: Die Hintergrund-
farben kodieren fiir die folgenden GefaBe: dunkelgriin: Nierenarterie; hellgriin: Aorta; dunkelblau: Gehirnarterien; hellblau:
A. carotis; orange: kleine Mesenterialarterien; dunkelrot: A. pulmonalis

Die vorliegende Arbeit weist fiir jedes untersuchte GefaBgebiet das Vorkommen von ATia- und ATig-
RNA nach. Dabei zeigte sich der AT1g in den meisten GefdBgebieten relativ zum ATia als starker
exprimiert. Ubersichtshalber sind die Verhaltnisse in Abbildung 27 dargestellt.
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Abbildung 27: Dargestellt sind die RNA-Level des AT1a - (hellgrau) und ATg-Rezeptors (dunkelgrau) in den untersuchten
GefaBgebieten. Es fallt auf, dass in den meisten GefaBen der ATig-Rezeptor signifikant hohere RNA-Level aufweist als
der ATia-Rezeptor. Die Ordinate ist logarithmisch skaliert und zeigt die auf die Referenzgene Hprtl, Ywhaz und Sdha
normierten RNA-Level der Rezeptoren. Die Abszisse zeigt die auf die Rezeptortranskription untersuchten GefaBgebiete.
Folgende Abkiirzungen finden dabei Verwendung: CA = Gehirnarterien, Caro = A. carotis, NA = Nierenarterie, Ao =
Bauchaorta, MA = kleine Mesenterialarterien, SMA = A. mesenterica superior, PA = Pulmonalarterie; * = p<0,05 fiir
ATia vs. AT



Der bisherige Erkenntnisstand zur vaskularen ATi-Subtypisierung in der Literatur lasst sich schwer zu
einer einheitlichen Aussage zusammenfassen. Die Griinde hierfiir sind z.B. die Wahl anderer Methodiken
und anderer Spezies. Auch mit der gleichen Methodik in der gleichen Spezies untersucht, unterliegen
RNA-Level einer zeitlichen Variabilitdt. Somit tragt der Untersuchungsgegenstand selbst zu einer er-
schwerten Vergleichbarkeit verschiedener Literaturstellen bei.

Es finden sich Arbeiten mit rein qualitativen RNA-Bestimmungen (Tabelle 21: Zeile 4) neben Arbeiten,
die - wie die vorliegende Arbeit - auf mehrere Haushaltsgene in einem qPCR-Verfahren normierten (Ta-
belle 21: Zeile 8).

Besonders schwierig zeigte sich der Vergleich mit nichtselektiven AT1-Bestimmungen, sei es auf RNA-
Ebene tiber nichtselektive Primer (Tabelle 21: Zeile 14), auf Proteinebene iber nichtselektive Antikérper
(Tabelle 21: Zeile 10) oder funktionell iiber nichtselektive Rezeptorliganden (Tabelle 21: Zeile 26).
Teils widersprechen andere Publikationen der vorliegenden Arbeit (Tabelle 21: Zeile 20), teils finden sich
die hier vorgestellten Ergebnisse nahezu identisch wieder (Tabelle 21: Zeile 7 und Zeile 25). Zumindest
der qualitative Nachweis beider Rezeptorsubtypen war in der Mehrzahl der Literaturstellen nachvollzieh-
bar und mit der vorliegenden Arbeit (ibereinstimmend (Tabelle 21: Zeile 2, Zeilen 4-9, Zeilen 12-13,
Zeile 17, Zeile 25 und Zeilen 27-28).

In der vorliegenden Arbeit war aufféllig, dass in fast allen GefaBgebieten die ATig-Expression die
Level des ATia-Rezeptors iiberwog. Bisher existierten nur fiir Aortengewebe quantitative RT-PCR-
Untersuchungen zu den ATj-Angiotensinrezeptoren (Tabelle 21: Zeile 8 und Zeile 9). Deren Ergebnisse
widersprechen den vorliegenden, da entweder ein Uberwiegen des AT14-RNA oder eine Aquivalenz beider
Rezeptoren auf RNA-Ebene beschrieben werden. Die Unterschiede kdnnen methodisch bedingt sein, da
die Vergleichsarbeiten entweder andere Referenzgene (darunter das variable, also inkonstante Expressi-

onsniveaus aufweisende [3-Aktin) (Zeile 8) oder nur ein Referenzgen verwendeten (Zeile 9).

Es konnte ausgeschlossen werden, dass die AT;gRNA-Level einer Verzerrung unterlagen, da

1. subtypselektive Primer verwendet wurden, um einer Erfassung der RNA beider Subtypen vorzu-

beugen,

2. sichergestellt wurde, dass die Primer nicht in einem kodierenden Bereich binden, in dem ei-
ne Variation von einzelnen Basenpaaren vorkommt (sog. SNP, single nucleotide polymorphism,

Einzelnukleotid-Polymorphismus) und

3. ein DNase-Verdau der RT-PCR vorgeschaltet wurde, um einer Kontamination mit genomischer
DNA vorzubeugen. Dies war wichtig fiir den Teil der Primerpaare, fiir die kein introniiberspannen-

der Ansatz erstellt werden konnte, darunter auch die AT;g-Primerkombination.

Das Ergebnis lasst eine bisher unerkannte allgemeine Relevanz des AT g-Rezeptors fiir groBe und klei-
ne arterielle GefaBe der Maus vermuten. Auch fiir die Bewertung von Befunden, die an GefaBen von
Agtrla-gendefizienten Mausen erhoben wurden, ist dieses Ergebnis bedeutsam - kénnte doch problem-
los eine funktionelle Kompensation des fehlenden ATia durch den schon im Wildtyporganismus hoch
transkribierten ATg stattfinden. In der Tat zeigen Agtrla-gendefiziente Mause eine erhaltene, wenn
auch reduzierte Vasokonstriktion auf Angiotensin-lI-Infusion. Die erhaltene Reagibilitat wird auf Kom-
pensation durch den AT;g-Rezeptor zuriickgefithrt (Oliverio et al., 1997; Ruan et al., 1999).
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Wichtig ware es zum einen, die qPCR-Ergebnisse im gleichen Mausstamm auf Proteinebene zu verifi-
zieren. Zum anderen sind auch Untersuchungen zur Mechanosensitivitat des AT;g-Rezeptors nétig, um
die Befunde zu den RNA-Leveln auf die GefaBphysiologie beziehen zu kénnen.

In zwei der untersuchten GefaBpaare (A. Carotis vs. Gehirnarterien und A. mesenterica superior vs.
kleine Mesenterialarterien) zeigte sich ein Uberwiegen der AT1g-Expression im WiderstandsgefaB. Falls
dieses Uberwiegen sich auch auf Proteinebene widerspiegeln sollte, spriche dies fiir eine Rolle dieses
Rezeptors als Mechanosensor fiir den myogenen Tonus. Auch ist dies im Einklang mit der besonderen
Rolle des ATy als Mechanosensor, die sich in der letzten Zeit in der Literatur etabliert hat (Zou et al.,
2004; Mederos y Schnitzler et al., 2008; Yasuda et al., 2008; Akazawa et al., 2009; Rakesh et al., 2010;
Mederos y Schnitzler et al., 2011; Storch et al., 2012).

Kleine Mesenterialarterien waren in der vorliegenden Arbeit die Untersuchungsgegenstinde fiir isobare
Konstriktionsmessungen. Die AT;5-RNA war unter anderem in den kleinen MesenterialgefaBen gegen-
iiber ihrem proximalen LeitungsgefaB erhoht. Deshalb wurde beschlossen, die mechanosensitive Relevanz
des AT in funktionellen Untersuchungen an kleinen Mesenterialarterien weiter zu analysieren. Die Dar-
stellung und Diskussion dieser Ergebnisse findet sich in Kapitel 4.3.3.3.

4.1.2 Endothelinrezeptoren

Weitere
Zeile Nachweis
Methode Gewebe Spezies ETg > ETa Ergebnisse und Referenz
Nr. beider Rez.

Besonderheiten
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messung, A
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18 mesenterica Ratte ja
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superior

Messung, semi-
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RT-PCR

75



Tabelle 22: Vergleichende Darstellung der Expression von Endothelinrezeptoren aus der Literatur: Die Hintergrundfarben
kodieren fiir die folgenden GefaBe: dunkelgriin: Nierenarterie; hellgriin: Aorta; dunkelblau: Gehirnarterien; hellblau: A.
carotis; orange: kleine Mesenterialarterien; gelb: A. mesenterica superior; dunkelrot: A. pulmonalis

Die vorliegende Arbeit weist fiir jedes untersuchte GefaBgebiet das Vorkommen von ETa- und ETg-
RNA nach. In % der hier untersuchten GefaBgebiete waren hohere ETg- als ETA-RNA-Level zu finden.
Ubersichtshalber sind die Verhaltnisse in Abbildung 28 dargestellt.
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Abbildung 28: Dargestellt sind die RNA-Level des ETa - (hellgrau) und ETg-Rezeptors (dunkelgrau) in den untersuchten
GefaBgebieten. Es fallt auf, dass in 4 von 7 GefaBen der ETg-Rezeptor héhere RNA-Level aufweist als der ETa-Rezeptor.
Diese Verhaltnisse sind dabei sowohl in WiderstandsgefaBen als auch in LeitungsgefaBen zu erheben. Die Ordinate ist loga-
rithmisch skaliert und zeigt die auf die Referenzgene Hprtl, Ywhaz und Sdha normierten RNA-Level der Rezeptoren. Die
Abszisse zeigt die auf die Rezeptortranskription untersuchten GefdBgebiete. Folgende Abkiirzungen finden dabei Verwen-
dung: CA = Gehirnarterien, Caro = A. carotis, NA = Nierenarterie, Ao = Bauchaorta, MA = kleine Mesenterialarterien,
SMA = A. mesenterica superior, PA = Pulmonalarterie; ¥ = p<0,05 fiir ETa vs. ETg

Die Mehrzahl der gesichteten Arbeiten konnten in ihren GefaBen, im Einklang mit der vorliegenden
Arbeit, beide Rezeptorsubtypen nachweisen. Bisher existierten nur fiir vereinzelte GefaBgebiete quan-
titative RT-PCR-Untersuchungen zu den Endothelinrezeptoren (Tabelle 22: Zeile 3, Zeile, 7, Zeile 9,
Zeile 14, Zeile 16 und Zeile 17).

Alle Untersuchungen weisen methodische Differenzen zur vorliegenden Arbeit auf.

So wurden in fast allen Arbeiten die Primereffizienzen nicht bestimmt; zusatzlich wurde teilweise auch
nur ein Referenzgen verwendet (Tabelle 22: Zeile 3, Zeile 9, Zeile 14 und Zeile 17). Trotz methodi-
scher Differenzen konnte eine Hoherexpression des ETg gegeniiber dem ETa durch andere Arbeiten
bestatigt werden (Tabelle 22: Zeile 3 und Zeile 9). Fur die an das PCR-Experiment anschlieBenden
funktionellen Analysen fand sich in der Literatur ferner der wichtige Befund, dass ET a-Rezeptoren nur
in glatten Muskelzellen exprimiert werden, ETg-Rezeptoren dagegen sowohl im Endothel als auch in
glatten Muskelzellen (Tabelle 22: Zeile 11).

Das in der vorliegenden Arbeit beobachtete Uberwiegen der ETg-RNA-Level gegeniiber den ETA-RNA-
Leveln bleibt jedoch widerspriichlich. Auf Proteinebene schien der ETa in der Literatur tiber alle GefaB-
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gebiete hinweg der dominante Subtyp zu sein. Diese Aussage bezieht sich auf ganze GefaBe. Erklarbar
konnte dieses Missverhéltnis der Protein- zu den RNA-Leveln mit einer negativen transkriptionellen Re-
gulation des ETgsein.

Eine Hochregulation des ETg in verschiedenen pathophysiologischen Szenarien ist in der Literatur be-
schrieben, z.B. wahrend experimenteller Hochdruckperfusion oder im Zuge eines Ischamie-Reperfusionsschadens
(Tabelle 22: Zeile 16 und Zeile 17). Méglicherweise ist also die zahlreich vorhandene ETg-RNA Teil eines
Reservemechanismus zur Gegenregulation. Somit kénnte im Bedarfsfall - im Sinne einer Disinhibition

der Translation - schnell Protein aus den bereits bestehenden hohen RNA-Leveln synthetisiert werden.

Wie im Detail diese Gegenregulation aussehen kénnte, muss in zukiinftigen Arbeiten untersucht werden.

Im Hinblick auf die zentrale Hypothese der vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass nur in einem von drei
GefaBpaaren (Leitungs- versus WiderstandsgefaB: A. mesenterica superior vs. kleine Mesenterialarterien)
beide ET-Rezeptoren-RNA-Level im WiderstandsgefaB erhoht waren. Zudem war in Pulmonalarterien nur
ETg-Rezeptor-RNA gegeniiber Mesenterialarterien erniedrigt. Dieser Dominanz auf RNA-Ebene steht
die bereits beschriebene untergeordnete Rolle auf Proteinebene entgegen. Nur fiir den ET 5 konnte eine
Dominanz in WiderstandsgefaBen auf RNA-Ebene nachgewiesen werden, die sich in der Literatur auch
auf Proteinebene bestatigt findet. Mechanosensitivitat kann nach derzeitigem Kenntnisstand jedoch nur
dem exprimierten Protein zugestanden werden und nicht seiner mMRNA. Von beiden Endothelinrezeptoren
kommt somit allenfalls dem ETa eine mogliche Rolle als Mechanosensor fiir den myogenen Tonus in

WiderstandsgefaBen zu.

Fir mechanosensitive Rezeptorproteine konnte gezeigt werden, dass diese insbesondere liber Gg/11-
Proteine ihr Signal transduzieren (Mederos y Schnitzler et al., 2008). Fiir den stimulierten ET s wurde
eine starkere Zunahme der G /11-Signaltransduktion beobachtet als fiir den ETg (Shraga-Levine & So-
kolovsky, 2000).

Somit scheint dem ET eine gewichtigere Rolle in der fiir Mechanosensitivitat relevanten Signalkaskade
zuzukommen. Auch seine - im Gegensatz zum ETg- exklusive Lokalisierung auf glatten Muskelzellen
(Davenport, 2002) kénnte gewahrleisten, dass bei mechanischem Stress nur die glatten Muskelzellen
aktiviert wiirden. SchlieBlich wurde im heterologen Expressionsystem fiir den ETa eine ligandenunab-
hangige Aktivierbarkeit durch Dehnung festgestellt (Mederos y Schnitzler et al., 2008).

Da die Mechanosensitivitat der ETp-Rezeptoren auf zelluldrer Ebene bereits bewiesen ist und zudem die
ETaA-RNA-Level in kleinen Mesenterialarterien gegeniiber dem proximalen LeitungsgefaB erhoht waren,
wurde beschlossen, die Mechanosensitivitat es ETa-Rezeptors auf Organebene zu untersuchen. Dies
geschah Uber eine isobare Konstriktionsmessung (Arteriographie) von kleinen Mesenterialarterien. Die

Darstellung und Diskussion dieser Ergebnisse findet sich in Kapitel 4.3.3.4.

4.1.3 Va-Vasopressinrezeptor

Weitere Ergebnisse
Zeile Nachweis
Methode Gewebe Spezies und Referenz
Nr. des Via
Besonderheiten
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Mesenterial-

arterie"

Formulierung weist

qualitative unklarer Hirasawa
15 Mensch ja auf A. mesenterica
RT-PCR anatomi- et al., 1994a
superior hin
scher

Herkunft

Tabelle 23: Vergleichende Darstellung der Expression von Via-Vasopressinrezeptoren aus der Literatur: Die Hintergrund-
farben kodieren fiir die folgenden GefaBe: dunkelgriin: Nierenarterie; hellgriin: Aorta; dunkelblau: Gehirnarterien; hellblau:
A. carotis; orange: kleine Mesenterialarterien; gelb: A. mesenterica superior; dunkelrot: A. pulmonalis

Die vorliegende Arbeit weist fiir jedes untersuchte GefaBgebiet das Vorkommen von Vi4-RNA nach.
Ubersichtshalber sind die Verhaltnisse in Abbildung 29 dargestellt.
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Abbildung 29: Dargestellt sind die RNA-Level des Via -Rezeptors (grau) in den untersuchten GefiBgebieten. Die Or-
dinate ist logarithmisch skaliert und zeigt die auf die Referenzgene Hprtl, Ywhaz und Sdha normierten RNA-Level der
Rezeptoren. Die Abszisse zeigt die auf die Rezeptortranskription untersuchten GefaBgebiete. Folgende Abkiirzungen fin-
den dabei Verwendung: CA = Gehirnarterien, Caro = A. carotis, NA = Nierenarterie, Ao = Bauchaorta, MA = kleine

Mesenterialarterien, SMA = A. mesenterica superior, PA = Pulmonalarterie

Der Nachweis des Via-Rezeptors (auf RNA-Basis oder funktionell) konnte fiir alle GefaBgebiete in der
Literatur bestatigt werden. Bisher existierten nur fiir Nierenarterien- und Aortengewebe quantitative
RNA-Bestimmungen zum Via-Rezeptor (Tabelle 23: Zeile 4 und Zeile 9). Die gPCR wurde jedoch ent-
weder ohne multiple Referenzgene (23: Zeile 4) oder mit anderen Referenzgenen (darunter -Aktin mit
der bereits erwahnten Instabilitit seiner Expressionslevel) durchgefiihrt (23: Zeile 9). Trotz methodischer

Differenzen kamen sie zum gleichen Ergebnis wie die vorliegende Arbeit.

Desweiteren fanden sich zur putativen Mechanosensitivitidt des Va-Rezeptors in der Literatur auch Hin-
weise, die besagen, dass bei erhdhtem Blutdruck der Via-Rezeptor zumindest in den kleinen GefaBen der
Niere starker exprimiert wird als im nicht-hypertensiven Zustand (Tabelle 23: Zeile 3 und Zeile 4). Speku-
lativ kdnnte man diesen Unterschied dadurch erklaren, dass mit der verstarkten V;a-Rezeptorexpression
ein Zugewinn an Mechanosensitivitat erfolgt. Diese erhohte Mechanosensitivitat wiirde wiederum eine
verstirkte myogene Konstriktion der kleinen GefidBe zum Schutz der Glomeruluskapillaren erlauben.

In der vorliegenden Arbeit ergaben sich fiir den Via-Rezeptor in drei Vergleichspaaren (A. mesenterica
superior vs. kleine Mesenterialarterien, Pulmonalarterie vs. Nierenarterie, Pulmonalarterie vs. kleine Me-
senterialarterien) jeweils im WiderstandgefaB erhdhte RNA-Level. Die Tatsache, dass sich im GefaB die

Rezeptoren vorwiegend auf den glatten Muskelzellen befinden (Tabelle 23: Zeile 1) und hier Kontrakti-
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on vermitteln (Tabelle 23: Zeile 16) erlaubt die Vermutung, dass der Via-Rezeptor als glattmuskularer

Mechanosensor im Phanomen des myogenen Tonus fungieren kénnte.

Der Via-Rezeptor kann in vitro als Mechanosensor fungieren. In patch-clamp-Experimenten an heterolo-
gen Expressionssystemen fiel seine Fahigkeit auf, den TRPC6-Kanal iiber DAG zu aktivieren (Mederos y
Schnitzler et al., 2008). Es resultierte eine Depolarisierung. Die Depolarisierung wiederum gehért zu den
ersten Elementen in der Signalkaskade des myogenen Tonus.

Die Ergebnisse der qPCR zeigen, dass in kleinen Mesenterialarteierien die V15 -RNA-Level gegeniiber
dem proximalen LeitungsgefaB erhoht sind. Deshalb wurde beschlossen, auch an isolierten Mesenteri-
alarterien nach Hinweisen fiir eine Funktion des Via -Rezeptors als Mechanosensor fiir den myogenen

Tonus zu suchen. Die Darstellung und Diskussion der Ergebnisse findet sich in Kapitel 4.3.3.5.

4.1.4 Alpha;-Adrenozeptoren

Nachweis Weitere
Zeile relative
Methode Gewebe Spezies aller drei Ergebnisse und Referenz
Nr. Gewichtung
Rez. Besonderheiten
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RNase A.
kein direkter Miller et al.,
24 protection mesenterica Ratte ja
Vergleich 1996
assay superior
Immun- Nachweis
fluoreszenz, A. von: aig
aip als der Piascik
25 isometrische mesenterica Ratte nein (immunolo-
dominante Subtyp et al., 1997
Konstriktions- superior gisch), aap
messung (funktionell)
A.
mesenterica
keine Trennung
semiquantitative superior und Phillips
Ratte ja aip > agg = ¢ zwischen SMA
RT-PCR bis et al., 1997
und MA
zweitgradige
Aste
anatomische
semiquantitative A. Herkunft der Xu et al.,
27 Ratte ja Q1A = a1p = ¢
RT-PCR mesenterica . A.mesenterica" 1997
unklar
Schwierigkeiten
Q1A > 0B
RNase der
A. (RNA), Rudner
28 protection Mensch ja RNA-Methode
mesenterica oap(schwaches et al., 1999
assay bei geringen
RNA-Signal)
RNA-Mengen
A.
Immunhisto- kein direkter Hrometz
29 mesenterica Ratte ja
chemie Vergleich et al., 1999

superior



GefaBe ohne

Endothel, nur ein

isometrische Referenzgen,
Konstriktions- A. Effizienz pauschal
Hosoda
30 messung, mesenterica Maus ja aip > aia > C 2 gesetzt,
et al., 2005
quantitative superior Korrelation
RT-PCR zwischen

RNA-Leveln und

Funktion

Tabelle 24: Vergleichende Darstellung der Expression von a;-Adrenozeptoren aus der Literatur: Die Hintergrundfarben
kodieren fiir die folgenden GefaBe: dunkelgriin: Nierenarterie; hellgriin: Aorta; dunkelblau: Gehirnarterien; hellblau: A.
carotis; orange: kleine Mesenterialarterien; gelb: A. mesenterica superior; dunkelrot: A. pulmonalis

Die vorliegende Arbeit weist fiir jedes untersuchte GefaBgebiet das Vorkommen von aia- und aip-
Adrenozeptor-RNA nach. Auffallend war, dass zum einen die RNA-Level des a;;a-Adrenozeptors in allen
WiderstandsgefaBen gegeniiber den RNA-Leveln in LeitungsgefaBen (berwiegen. Zum anderen zeigte
sich, dass ai;g-RNA in kleinen Mesenterialarterien komplett fehlt. Ubersichtshalber sind die Verhéltnisse
in Abbildung 30 dargestellt.
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Abbildung 30: Dargestellt sind die RNA-Level des aia- (hellgrau), aig- (dunkelgrau) und aip-Adrenozeptors (grau)
in den untersuchten GefaBgebieten. Es fallt auf, dass in Mesenterialarterien a18-RNA nicht nachgewiesen werden kann.
Die Ordinate ist logarithmisch skaliert und zeigt die auf die Referenzgene Hprtl, Ywhaz und Sdha normierten RNA-Level
der Rezeptoren. Die Abszisse zeigt die auf die Rezeptortranskription untersuchten GefaBgebiete. Folgende Abkiirzungen
finden dabei Verwendung: CA = Gehirnarterien, Caro = A. carotis, NA = Nierenarterie, Ao = Bauchaorta, MA = kleine
Mesenterialarterien, SMA = A. mesenterica superior, PA = Pulmonalarterie; * = p<0,05 fiir aa vs. aig, § = p<0,05 fiir

aig vs. aip, # = p<0,05 fir asa vs. aip.

RNA- oder Proteinvorkommen aller drei a;;-Adrenozeptoren ist in allen vorliegend getesteten GefaBbetten
beschrieben.

Bisher existieren nur fiir vereinzelte GefaBgebiete quantitative RT-PCR-Untersuchungen zu den a;-
Adrenozeptoren (Tabelle 24: Zeile 13 und Zeile 30). Alle Untersuchungen weisen methodische Diffe-
renzen zur vorliegenden Arbeit auf: So wurden entweder keine Primereffizienzen bestimmt und nur ein
Referenzgen (Tabelle 24: Zeile 30) oder andere Referenzgene verwendet, darunter das als Referenzgen
instabile 5-Aktin) (Tabelle 24: Zeile 13). Trotz methodischer Differenzen besteht mit der vorliegenden

Arbeit Ubereinstimmung in der deutlichen Dominanz der a;p-RNA in LeitungsgefaBen.

Interessanterweise wird fiir den «ip wiederholt auch funktionell eine besondere Relevanz in den Lei-
tungsgefaBen Aorta und A. mesenterica superior beschrieben (Tabelle 24: Zeile 9, Zeile 11 und Zeile
25). Besondere funktionelle Relevanz heiBt in diesem Zusammenhang, dass die a;-adrenerge Konstrik-
tion des jeweiligen GefaBes vor allem liber «a1p-Stimulation vermittelt wird. Der aya hingegen wird
tberwiegend als besonders relevant fiir WiderstandsgefaBe wie Nierenarterie, kleine Mesenterialarterien
und Gehirnarterien beschrieben (Tabelle 24: Zeile 5, Zeile 6 und Zeile 21). Diese Befunde sind im Ein-

87



klang mit den RNA-Leveln der vorliegenden Arbeit: a1p ist auf RNA-Ebene der dominante Adrenozeptor

in allen untersuchten LeitungsgefaBen.

Fir den ayp bleiben die Aussagen widerspriichlich: Zum einen wird er mit der Konstriktion von Wider-
standsgefaBen assoziiert (Tabelle 24: Zeile 20); andererseits fithrt eine Verminderung der a1g-Expression
in der isolierten Nierenarterie zu einer verstarkten Kontraktilitat (Tabelle 24: Zeile 6). Auch in der vor-
liegenden Arbeit zeigte sich eine Verminderung der a;g -RNA-Menge in Nierenarterien gegeniiber dem
LeitungsgefalB Aorta. In kleinen Mesenterialarterien fehlte die entsprechende RNA gar vollkommen. Die-

ses Ergebnis ist im Einklang mit einer weiteren Publikation (Tabelle 24: Zeile 23).

Die Tatsache, dass in keinem WiderstandsgefaB ein Uberwiegen der ai;g -RNA gegeniiber der des ap
beobachtet wurde und in keinem LeitungsgefaB ein Uberwiegen der a;a-RNA gegeniiber der des aip
weist auf eine Trennschéarfe der beiden Adrenozeptoren hin. Ob sich ein GefaB wie ein Leitungs- oder
wie ein Widerstandsgefal verhalt, konnte durch die Ratio % bestimmt werden:

Die untersuchten LeitungsgefaBe wiesen eine gemeinsame mittlere Ratio von 9,12 auf, die Widerstands-
gefaBe eine gemeinsame mittlere Ratio von 0,52. Hohe Werte in der Expressionsratio scheinen also auf
eine Funktion als LeitungsgefaB zu deuten, niedrige Werte auf eine Funktion als WiderstandsgefaB. Im

vorliegenden Fall war eine um den Faktor 18 erhohte Ratio in LeitungsgefaBen zu beobachten.

Vorstellbar ware eine negative regulative Funktion des a;g hinsichtlich der Kontraktilitdt bzw. der Me-
chanosensitivitat. Der Rezeptor liegt mit moderater Basalaktivitat vor. Eine Basalaktivitat liegt fiir a1a
nur wenig bis gar nicht vor (Rossier et al., 1999; Seifert & Wenzel-Seifert, 2002). Mechanischer Stress
konnte nun diese Basalaktivitat des ag reduzieren und die des a1 steigern. Somit ware mit der Prasenz
des a1 auf groBen GefaBen auch ein hypothetisches Korrelat fiir deren reduzierte Mechanosensitivitat

gegeben. Zukiinfige elektrophysiologische Untersuchungen kénnten diese Hypothese erharten.

Fir den ayp-Adrenozeptor ist eine ahnliche Rolle wie fiir den a;g -Adrenozeptor denkbar. Seine Basa-
laktivitat ist starker ausgepragt als im Falle des a1g. Auch seine funktionelle Relevanz in Leitungsge-
faBen ist gut dokumentiert, ebendort findet sich auch seine hohe Basalaktivitit wieder (Gisbert et al.,
2002). Gemessen an seiner Basalaktivitat und seiner dominanten Rolle in LeitungsgefaBen stellt der
a1p-Adrenozeptor sogar einen vielversprechenderen Kandidaten fiir eine zu Dilatation fiihrende Mecha-

nosensitivitat dar als der a;g -Adrenozeptor.

In LeitungsgefaBen ergab sich in der vorliegenden Arbeit eine mittlere Ratio %ﬁigg: von 109,03, in
WiderstandsgefaBen eine mittlere Ratio von 3,67. Damit wiesen LeitungsgefaBe gegeniiber Widerstands-

gefaBen eine um den Faktor 30 erhéhte Ratio auf. Welche der beiden vorliegend bestimmten Rationes

a8 —Expression oder &1p— Expression

von a1-Adrenozeptor-RNA-Leveln (OLI/rEXpression ayn—Expression

) sich am besten zur Einstufung ei-
nes GefaBes als Leitungs- oder als WiderstandsgefaBe eignet, muss in zukiinftigen Arbeiten an weiteren
Widerstands- und LeitungsgefaBen erarbeitet werden. Auch wére es interessant zu untersuchen, ob sich
die Rationes auf Proteinebene fortsetzen und ob sie in anderen Spezies gleichermaBen festzustellen sind.
SchlieBlich kénnten elektrophysiologische Untersuchungen an koexprimierenden heterologen Systemen
Aufschluss liber eine mégliche reziproke Beeinflussung zweier Adrenozeptoren durch mechanischen Stress

geben.

Die Tatsache, dass die aip-Adrenozeptor-RNA nicht in einem so wichtigen Widerstandsgebiet wie den

Mesenterialarterien fehlt, kdnnte mit einer entsprechenden transkriptionellen Regulierung erklart werden.
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Deren Nachweis steht jedoch noch aus. Kiinftige Experimente kdnnten tber die Messung des myogenen
Tonus von LeitungsgefaBen aus Mausen mit nichtfunktionellen aja- und a;g-Genen (a4 /18-doppelt-
gendefiziente Mause, ,,Doppel-Knockout") (O'Connell et al., 2003) unter dem inversen Agonisten Pra-
zosin weitere Klarheit bringen, ob es eine Mechanosensitivitat gibt, die zu Dilatation fiihrt. Auch kdnnte,
sollte im genannten Experiment eine Verstarkung des myogenen Tonus zu beobachten sein, der zugrunde

liegende Signalweg weiter erhellt werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte fiir alle untersuchten Paare aus Leitungs- und Widerstandsgefa
ein Dominieren der a;a-RNA im WiderstandsgefaB gefunden werden. Damit stellt dieser Rezeptor den
starksten Kandidaten fiir das entscheidende mechanosensitive Protein dar. Die Prasenz dieses Rezeptors
auf der Zellmembran der glatten Muskelzellen kénnte den WiderstandsgefaBen ihre sog. Myogenitat
verleihen. Durch Mederos y Schnitzler und Mitarbeiter wurde erarbeitet, dass mechanosensitive Re-
zeptorproteine insbesondere liber G/11-Proteine ihr Signal transduzieren (Mederos y Schnitzler et al.,
2008). Alle az-Adrenozeptoren koppeln an Gg/;1-Proteine (Graham et al.,, 1996). Damit spricht auch

die Signaltransduktion fiir eine mogliche mechanosensitive Eigenschaft des aija-Adrenozeptors.

In der Kreislaufforschung ist lange bekannt, dass die Blutflussregulation einzelner Organe im Splanchni-
kusgebiet vor allem durch die adrenerge Konstriktion von WiderstandsgefaBen bestimmt wird (Michelotti
et al., 2000). Dieser bedeutsame Konstriktionsmechanismus auf chemische c1-Aktivierung kénnte nun

auch ligandenunabhangig, eben als myogene Konstriktion, stattfinden.

Zusammenfassend wurde der ai;a-Adrenozeptor als putativer Mechanosensor eingestuft. Deshalb wurde
versucht, unter selektiver pharmakologischer Inhibition der ai-Adrenozeptoren deren relativen Anteil
am myogenen Tonus zu bestimmen. Die Methode der Wahl hierfiir war die isobare Konstriktionsmes-
sung an kleinen Mesenterialarterien. Auch fiir diese Untersuchung wurden kleine Mesenterialarterien
gewahlt, da auch in diesen die aja-RNA-Level gegeniiber dem proximalen LeitungsgefaB erhoht waren.
Die Darstellung und Diskussion der Ergebnisse findet sich in Kapitel 4.3.3.1.

4.1.5 Alphay-Adrenozeptoren

Nachweis Weitere
Zeile relative
Methode Gewebe Spezies aller drei Ergebnisse und Referenz
Nr. Gewichtung
Rez. Besonderheiten
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isometrische A.
keine Subty- Konstriktion auf Shimamoto
23 Konstriktions- mesenterica Hund
pisierung ap-Stimulation et al., 1992
messung superior
nicht sub-
isometrische selektive an
A. typselektiver Ohgushi
24 Konstriktions- Schwein -Stimulation ohne
mesenterica ap-Nachweis et al., 1993
messung Effekt
erfolglos
A.
mesenterica
semiquantitative  superior mit Einschluss von Phillips
. Ratte ja QB > o = C
RT-PCR Asten distalen GefaBen et al., 1997
zweiter
Ordnung
asa und agp auf
isometrische A. Nachweis Endothel
Wong et al.,
26 Konstriktions- mesenterica Ratte von apa und relaxierend, aop
2010

messung

superior

Q2B

auf SMC

kontrahierend
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Tabelle 25: Vergleichende Darstellung der Expression von a»-Adrenozeptoren aus der Literatur: Die Hintergrundfarben
kodieren fiir die folgenden GefiaBe: dunkelgriin: Nierenarterie; hellgriin: Aorta; dunkelblau: Gehirnarterien; hellblau: A.

carotis; orange: kleine Mesenterialarterien; gelb: A. mesenterica superior; dunkelrot: A. pulmonalis

Die vorliegende Arbeit weist fiir jedes untersuchte GefdBgebiet das Vorkommen von apa- und aog-
Adrenozeptor-RNA nach. Dabei liberwogen die apa-RNA-Level in allen GefaBgebieten die aog-RNA-
Level. Ubersichtshalber sind die Verhiltnisse in Abbildung 31 dargestellt.
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Abbildung 31: Dargestellt sind die RNA-Level des aza- (hellgrau) und aos-Adrenozeptors (dunkelgrau) in den untersuch-
ten GefaBgebieten. Es fallt auf, dass in allen GefaBgebieten die RNA-Level des aoa-Adrenozeptors quantitativ tiber denen
des apg-Adrenozeptors liegen. Die Ordinate ist logarithmisch skaliert und zeigt die auf die Referenzgene Hprt1, Ywhaz und
Sdha normierten RNA-Level der Rezeptoren. Die Abszisse zeigt die auf die Rezeptortranskription untersuchten GefaBge-
biete. Folgende Abkiirzungen finden dabei Verwendung: CA = Gehirnarterien, Caro = A. carotis, NA = Nierenarterie, Ao
= Bauchaorta, MA = kleine Mesenterialarterien, SMA = A. mesenterica superior, PA = Pulmonalarterie; * = p<0,05 fiir

QoA VS, (2B

Verglichen mit den a1-Adrenozeptoren existiert erheblich weniger Literatur zu vaskularen aip-Adrenozeptoren.
Ferner fallt auf, dass in den Untersuchungen zu ap-Adrenozeptoren eine Vielzahl an unterschiedlichen
Spezies verwendet wurde (Tabelle 25: Zeilen 2-4, Zeilen 8-9, Zeile 13, Zeile 15, Zeile 23 und Zeile 30).
Dies erschwert eine einheitliche Aussage zusatzlich.

In einigen GefaBgebieten fehlte bis dato eine Subtypisierung der ap-Adrenozeptoren ganzlich (Nieren-
arterie, kleine Mesenterialarterien). Uber andere GefaBgebiete waren bisher nur semiquantitative Daten
verfligbar (Gehirnarterien, A. carotis communis, A. mesenterica superior, Pulmonalarterie).

Eine quantitative RT-PCR-Untersuchung zu den as-Adrenozeptoren existierte bisher nur fiir Aortenge-
webe (Tabelle 25: Zeile 9). Diese Publikation zeigte die Dominanz des apa liber den apg auf RNA-Ebene,
was in der vorliegenden Arbeit bestatigt werden konnte.

In den restlichen GefaBen, in denen eine Subtypisierung auf andere Weise durchgefiihrt wurde, war in
den meisten Fallen der Nachweis von apa , aog und asc moglich.

Die Bedeutung der ap-Adrenozeptoren fiir den Kontraktilitatszustand der glatten GefaBmuskulatur bleibt
widerspriichlich. Die funktionellen Zuschreibungen umfassen Dilatation (Tabelle 25: Zeile 20), Konstrik-
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tion (Link et al., 1996) und sogar das Fehlen eines Einflusses auf den GefaBdurchmesser (Tabelle 25:
Zeile 19).

Auch in den eigenen qPCR-Ergebnissen zeigten sich wenig Anhaltspunkte, die fiir ap-Adrenozeptoren

als Mechanosensoren sprachen.

Zwar waren in den Vergleichspaaren Gehirnarterien vs. A. carotis und Gehirnarterien vs. Pulmonalarterie
jeweils die apa-RNA signifikant im WiderstandsgefaB erhoht; im Vergleichspaar Aorta-Nierenarterie
fand sich jedoch in Aortengewebe mehr asa-RNA als in Nierenarteriengewebe. Dem Experiment lag
jedoch die Annahme zugrunde, dass ein WiderstandsgefaB stets hohere RNA-Level eines Mechanosensors
aufweisen miisse als ein LeitungsgefaB. Demnach wurde der apa-Adrenozeptor als wahrscheinlich nicht

mechanosensitiv eingestuft.

Fir die ang-RNA-Level fanden sich in keinem Vergleichspaar signifikante Unterschiede, auch nicht in
kleinen Mesenterialarterien.

Zudem war die app-Expressionsdominanz iiber alle GefaBgebiete hinweg konstant; d.h., dass apa-
Rezeptoren sowohl in LeitungsgefaBen als auch in WiderstandsgefaBen starker als app-Rezeptoren ex-

primiert werden.

Deshalb wurden die ap-Adrenozeptoren in den funktionellen Untersuchungen an kleinen Mesenterial-
arterien nicht beriicksichtigt, da weder die eigenen Daten noch die bestehende Literatur hinreichend
Evidenz fiir die Einstufung als putative Mechanosensoren boten.

4.1.6 Betay-Adrenozeptor

Weitere Ergebnisse
Zeile Nachweis
Methode Gewebe Spezies und Referenz
Nr. des (3,
Besonderheiten
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A. Toda &
isometrische Kon- B> dominant
22 mesenterica Hund ja Okamura,
striktionsmessung gegeniiber 1
superior 1990
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Japan-

makak
A. Toda &
isometrische Kon- (Maca- B2 dominant
23 mesenterica ja Okamura,
striktionsmessung ca gegeniiber (51
superior 1990
fusca-
ta)
A.
isometrische Kon- 1 dominant Al Zubair
24 mesenterica Maus ja
striktionsmessung gegeniiber 8> und B3 et al., 2008

superior

Tabelle 26: Vergleichende Darstellung der Expression von [>-Adrenozeptoren aus der Literatur: Die Hintergrundfarben
kodieren fiir die folgenden GefaBe: dunkelgriin: Nierenarterie; hellgriin: Aorta; dunkelblau: Gehirnarterien; hellblau: A.

carotis; orange: kleine Mesenterialarterien; : A. mesenterica superior; dunkelrot: A. pulmonalis

Die vorliegende Arbeit weist fiir jedes untersuchte GefaBgebiet das Vorkommen von (>-Adrenozeptor-

RNA nach. Ubersichtshalber sind die Verhiltnisse in Abbildung 32 dargestellt.
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Abbildung 32: Dargestellt sind die RNA-Level des 3,-Adrenozeptors (grau) in den untersuchten GefiBgebieten. Die
Ordinate ist logarithmisch skaliert und zeigt die auf die Referenzgene Hprtl, Ywhaz und Sdha normierten RNA-Level
der Rezeptoren. Die Abszisse zeigt die auf die Rezeptortranskription untersuchten GefiaBgebiete. Folgende Abkiirzungen
finden dabei Verwendung: CA = Gehirnarterien, Caro = A. carotis, NA = Nierenarterie, Ao = Bauchaorta, MA = kleine

Mesenterialarterien, SMA = A. mesenterica superior, PA = Pulmonalarterie

Der Nachweis von (> (auf RNA-Basis, Protein-Basis oder funktionell) konnte in den jeweiligen GefaBen
bestatigt werden. Bisher existierten nur fiir Aortengewebe quantitative RT-PCR-Untersuchungen zum
B2-Adrenozeptor (Tabelle 26: Zeile 8 und Zeile 10). Beide Untersuchungen stimmen in ihrem Nachweis
des [>-Adrenozeptor in Aortengewebe mit der vorliegenden Arbeit (berein, trotz teils methodischer

Differenzen (Zeile 10: Keine Effizienzbestimmung, nur ein Referenzgen).

Im heterologen Expressionssystem war keine Mechanosensitivitat fiir den (3, feststellbar (Zou et al., 2004;
Mederos y Schnitzler et al., 2008). Das vorgestellte PCR-Experiment wurde dennoch durchgefiihrt, da es
Evidenz fiir mechanosensitive 7TMR mit Gs-Signaltransduktion gibt (Zhang et al., 2009; Abdul-Majeed
& Nauli, 2011).

Stimulation des (3, fiihrt Gber Erhohung der intrazelluliren cAMP-Spiegel zur Relaxation glatter Mus-
kelzellen. Ein Sensor fiir den myogenen Tonus muss jedoch zur Kontraktion fithren. Es sind also zwei

Konstellationen fiir einen putativ mechanosensitiven 3> denkbar:

1. Der B, wird durch mechanische Dehnung gehemmt, was zu einem Uberwiegen kontraktiler Sti-
muli in glatten Muskelzellen fiihrt. Hinweisend fiir eine Rolle im myogenen Tonus ware also ein

vermehrtes Vorkommen in myogenen GefaBen.
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2. Der 3, wird durch mechanische Dehnung stimuliert, was zu einem Uberwiegen relaxierender Sti-
muli in glatten Muskelzellen fiihrt. Hinweisend fiir eine Rolle im myogenen Tonus ware also ein

vermehrtes Vorkommen in LeitungsgefaBen.

In der vorliegenden Arbeit waren die 5>-RNA-Level nur im Vergleichspaar Pulmonalarterie vs. Gehirnar-
terien im WiderstandsgefaB erhoht. Eine Erhohung der 5>-RNA-Level im Leitungsgefal war in keinem
getesteten Vergleichspaar festzustellen. Der alleinige signifikante Unterschied in einem Vergleichspaar
in Kombination mit einer unklarern Signaltransduktion (theoretische Hemmung des (3, durch Dehnung)
wurde als zu schwache Evidenz gewertet, um daraus eine mechanosensitive Funktion des 5>-Adrenozeptor

zu schlieBen.

Kleine Mesenterialarterien waren in der vorliegenden Arbeit die GefaBe der Wahl fiir isobare Konstrik-
tionsmessungen. Die 8>-RNA war in den kleinen MesenterialgefaBen gegeniiber ihrem proximalen Lei-
tungsgefaB nicht signifikant verandert. Deshalb wurde beschlossen, den 8>-Adrenozeptor bei funktionel-

len Untersuchungen an kleinen Mesenterialarterien nicht weiter zu bertiicksichtigen.

4.1.7 Andere Ansatze zur differierenden Physiologie sukzessiver GefaBabschnitte

Di Santo und Mitarbeiter berichten iiber ein alternatives SpleiBen von konstitutiven Domanen des Myos-
ins, das als Erklarung fir die funktionellen Unterschiede zwischen Leitungs- und WiderstandsgefaBen in

Frage kommt.

Kleinere muskuldre Arterien enthalten, verglichen mit der Aorta, groBere Mengen einer Isoform der

schweren Myosinkette, die mit einer hoherer ATPase-Aktivitat verknlipft ist.

Dariiber hinaus enthalten kleinere muskulare Arterien groBere Mengen einer Isoform der leichten Myosin-
kette die mit (i) hdherer maximaler enzymatischer Umsatzrate (Vmax) und (i) héherer AT Pase-Aktivitat
verkniipft ist. SchlieBlich wird eine bessere mechanochemische Koppelung in den kleineren Arterien kon-

statiert.

In Summe wird also die unterschiedliche Physiologie entlang des Arterienbaums mit unterschiedlichen
Zusammensetzungen der Myosinproteine und damit unterschiedlicher Kontraktilitat erklart (DiSanto
et al., 1997).

Morita und Mitarbeiter fanden in glatten Muskelzellen aus terminalen Mesenterialarterien charakte-
ristische transmembranare Kalziumstrome. Diese unterschieden sich substantiell von denen in glatten
Muskelzellen aus proximaleren Mesenterialasten (Morita et al., 1999). Ursachlich hierfiir scheinen distink-
te Subtypen von spannungsgesteuerten Kalziumkanalen (Cay) in den terminalen glatten Muskelzellen
zu sein. Die Autoren spekulieren lber eine bisher nicht-klassifizierte Isoform der den Spannungssensor
enthaltenden und porenformenden a1-Kanaluntereinheit in den peripheren glatten Muskelzellen. Derzeit
wird eher davon ausgegangen, dass unter anderem eine Zusammensetzung des Kanals aus distinkten
Isoformen von nicht-porenformenden ad-, 8- und y-Kanaluntereinheiten gewebespezifische Leitfahig-
keiten vermitteln kann (Klugbauer et al., 2003). Die genannten, nicht-porenformenden Untereinheiten
wurden in der Arbeit von Morita und Kollegen jedoch nicht untersucht. Nichtsdestotrotz kénnten die

nicht-porenformenden Isoformen die an proximalen und distalen glatten Muskelzellen erhobenen Befunde
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erklaren. Damit konnten auch aus differierenden Isoformen zusammengesetzte Cay letztlich das mole-
kulare Korrelat fiir die unterschiedlich ausgepragte Myogenitat distaler und proximaler Mesenterialaste

darstellen.

4.2 Fundamentale Eigenschaften des Phanomens myogener Tonus
4.2.1 Die bisigmoide MT{-Kurve

Kleine Mesenterialarterien wurden isoliert, kandliert und sukzessiv steigenden intravasalen Druckwerten
ausgesetzt. Dabei wurde der GefaBdurchmesser kontinuierlich registriert. Die Druckerhéhung erfolgte
durch Luftdruck in Stufen von 5-10 mmHg. Die zu jeder Druckstufe gehérigen Durchmesserwerte stel-
len Werte im Gleichgewichtszustand dar. Dies bedeutet, dass dem GefaB geniigend Zeit gelassen wird,
die Konstriktion auszubilden, die zur Reduktion der durch die Druckerhéhung gesteigerten Wandspan-
nung benétigt wird.

Falls das GefaB unter steigendem Druck durch seine elastische Eigenschaften zunehmend zur Seite ab-
wich, wurde die longitudinale Spannung erhéht um die Langsachse des GefaBes wieder zu begradigen.

Wahrend der ersten Druckleiter (5-120 mmHg) wurde festgestellt, ob das untersuchte GefaB einen myo-
genen Tonus ausbildete. War dies der Fall, wurde eine zweite Druckleiter angeschlossen. Wahrend dieser
wurden entweder Pharmaka oder Pufferlésung appliziert. Es schloss sich eine dritte Druckleiter an, die in
Abwesenheit von extrazelluldren Kalziumionen und zusatzlicher Chelierung mit EDTA stattfand. Damit
dilatierte das Gefal passiv auf den intravasalen Druck. Die Durchmesserwerte der dritten Druckleiter
dienten zur Normierung der Durchmesserwerte von Druckleiter 1 und 2. Durch die Normierung der

Differenz auf den kalziumfreien Durchmesser wurde der myogene Tonus berechnet.

Interessanterweise zeigt die Kurve zum myogenen Tonus von Druckleiter 1 (MT1) eine bisigmoide Form,

was bisher in der Literatur so nicht beschrieben wurde.

Es wurde eine Analyse des Einflusses von Longitudinalspannung auf die Form der MT1-Kurve vorgenom-
men. Diese ergab, dass auch GefaBe, die nicht longitudinal adjustiert werden mussten, einen bisigmoiden
MT; ausbildeten. Ein Zustandekommen der bisigmoiden Kurve durch ein Artefakt erscheint deshalb un-

wahrscheinlich.

Es existieren mehrere Moglichkeiten, zu erklaren, warum in bisherigen Publikationen ein bisigmoider

Verlauf einer MT-Kurve noch nicht beobachtet wurde.

> Die zeitlichen Intervalle zwischen den einzelnen Druckstufen waren groBer (Henrion et al., 1997;
Iglarz et al., 1998; Gschwend et al., 2003; Garry et al., 2007; Gannon et al., 2008; Kauffenstein
et al., 2010)

> Die verwendeten GefaBe waren anderer Herkunft (Earley et al., 2007; Gannon et al., 2008)
> Die Fallzahl der untersuchten GefaBe war geringer (Earley et al., 2007)

> Der myogene Tonus wurde anders berechnet (Davis & Sikes, 1990; Hill et al., 1990; Falcone et al.,
1993; Chlopicki et al., 2001; Inoue et al., 2009; Anfinogenova et al., 2011)
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Die hier angewandte Methode (Normierung auf den Durchmesser in kalziumfreier Umgebung, siehe
auch Gleichung 7 auf Seite 38) stellt die anerkannteste Berechnungsmethode dar (D'Angelo et al.,
1997; Henrion et al., 1997; Coats et al., 2001; Earley et al., 2007). Der Vorteil hierbei ist, dass auch eine
kontraktionsbedingte Versteifung des GeféBes ohne Durchmesserreduktion registriert wird und durch die

Differenz zum nichtkontraktilen Zustand als myogener Tonus zum Ausdruck kommt.

Die feineren Intervalle der Druckstufen in der vorliegenden Arbeit sind wahrscheinlich der Hauptgrund
fiir die bisherige Latenz der bisigmoiden MT1-Kurve. Insbesondere bei groBen Druckintervallen kann das

Plateau (hier bei 60 mmHg) durch Interpolierung liberdeckt werden.

Die bisigmoide Form der MT1-Kurve wurde auf GefdBebene (iber eine zweistufige Konstriktionskinetik

erklart:

Von 5 bis 30 mmHg erfolgt eine passive Dilatation des GefaBes in allen Druckleitern;

von 30 bis 70 mmHg erfolgt eine Versteifung des GefaBes ohne Verkiirzung des Durchmessers;

ab 70 mmHg erfolgt eine Verkiirzung des Durchmessers.

Nachgewiesen wurde dies durch eine Untersuchung der drei vaskuldren Spannungs-Dehnungskurven.
Detailliert sind die Spannungs-Dehnungskurven in der oberen Bildhalfte von Abbildung 33 dargestellt.
Zunichst bedeutet der Verlauf aller drei Spannungs-Dehnungskurven eine passive Dilatation der GeféBe.
Punkt 1 in der unteren Bildhalfte von Abbildung 33 (AusschnittsvergroBerung der oberen Bildhalfte)

markiert beispielhaft einen Zeitpunkt des passiven Durchmesserverlaufs.
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Abbildung 33: Die obere Bildhilfte zeigt die Spannungs-Dehnungskurven zur ersten (in schwarz: D1), zweiten (in blau:

o
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D) und dritten (in rot: D3, mit passiver Dilatation unter kalziumfreien Bedingungen) Druckleiter. Auf der Abszisse findet
sich die Dehnung als Differenz des aktuellen Durchmesserwerts zum Ausgangsdurchmesser normiert auf den Ausgangs-
durchmesser. Die Ordinate zeigt die Wandspannung, vereinfacht ausgedriickt als Produkt von intravasalem Druck und
Dehnung (Durchmesser normiert auf den Ausgangsdurchmesser). Aufbauend auf Abbildung 19 wird ein passiver Verlauf
der Wandspannung von einem aktiven Verlauf (fir D1 und D;) unterschieden. Der passive Verlauf erfolgt im Druckbe-
reich 5-30 mmHg parallel zu D3 und ist gelb hinterlegt. Der aktive Verlauf erfolgt im Druckbereich 40-120 mmHg und
ist grau-blau hinterlegt. Die untere Bildhalfte zeigt eine AusschnitsvergroBerung der oberen Bildhalfte. Herausgestellt sind
drei Punkte, die fiir die Interpretation der drei Kurvenverldufe wichtig sind: Punkt 1 bezeichnet einen beispielhaften Punkt,
an dem die drei Kurven noch parallel verlaufen. Hier findet also in allen drei Druckleitern eine passive Dilatation statt.
Dies dndet sich an Punkt 2. Das GefaB erfahrt hier wihrend D; eine Versteifung, wahrend D2 konstringiert es sofort und
wahrend D3 dilatiert es weiter passiv. Die Versteifung wahrend D; schlagt an Punkt 3 dann ebenfalls in eine Konstriktion
um. Diese zweistufige Verhalten wahrend D; (Punkt 2 bis Punkt 3: Versteifung, ab Punkt 3: Konstriktion) bedingt die
bisigmoide Form der MT-Kurve.
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AnschlieBend lasst sich der Verlauf von Kurve D1 in zwei Phasen untergliedern, die beide auf Kontraktion
der glatten Muskelzellen beruhen. In der ersten Phase (von Punkt 2 bis Punkt 3 in der unteren Bildhalfte
von Abbildung 33) bringt die Kontraktion der glatten Muskelzellen noch nicht genug Energie auf, um
gegen den dilatierenden Druck eine Verkiirzung des GefaBdurchmessers zu setzen. In der Spannungs-
Dehnungskurve zeigt sich dies durch eine Abweichung der Di-Kurve von der D3-Kurve, ohne dass
der Durchmesser und damit die Dehnung abnihme. Uber die Berechnung der Steifheitskoeffizienten
von Dj und D3 lasst sich zeigen, dass bis zu Punkt 3 der Abweichung der beiden Kurven eine durch
glattmuskulare Kontraktion bedingte groBere GefaBsteife wahrend D1 zugrunde liegt.

Dann erst erfolgt mit der zweiten Phase (ab Punkt 3 in der unteren Bildhalfte von Abbildung 33)
die Verkirzung des GefaBdurchmessers. Die Spannungs-Dehnungskurve verlauft erstmals nach links.
Diese charakteristische Abfolge von isometrischer und isotoner Kontraktion wird auf dem Feld der
Skelettmuskulatur als Unterstiitzungskontraktion bezeichnet. Sie kommt beispielsweise zustande, wenn
ein schweres Gewicht vom Boden gehoben werden soll. Zunachst muss der Muskel eine isometrische

Grundspannung entwickeln. Dann verkiirzt sich der Muskel isoton, was zum Anheben des Gewichts fiihrt.

Die Versteifung des GefaBes entspricht dem basalen Tonus, bzw. dem myogenen Tonus wie er auch von
Schubert et al. formuliert wird (Schubert et al., 2008). Dabei unterscheiden die Autoren den myogenen
Tonus (entspricht dem folgenden Konzept des basalen Tonus) bei konstantem Druck von der , aktiven*
myogenen Antwort (entspricht dem folgendem Konzept des myogenen Tonus) als konstriktorische Reak-
tion auf Druckerhohung. Unter Beriicksichtigung der bereits in der Einleitung definierten Begriffe (siehe

auch Kapitel 1.1) lassen sich diese wie folgt auf die bisigmoide Kurve anwenden:

Als basaler Tonus wird der Bereich bezeichnet, in dem der Druck dem physiologischen Druck entspricht,
d.h. die Plateauphase (50-70 mmHg). Fiir Ratten wurde in Mesenterialarterien der gleichen anatomischen
Lokalisation in vivo ein fraktioneller Druck von 65 +2% bestimmt (Fenger-Gron et al., 1995). Dabei
ist der fraktionelle Druck der prozentuale Anteil des lokalen Druckes am mittleren systemischen Druck.
13-14 Wochen alte mannliche Mause vom Stamm FVB/N weisen einen mittleren systemischen Druck
von ca. 100 mmHg auf (Hein et al., 1995, gemessen iiber einen Katheter in der A. carotis). Fiihrt man
die beiden Werte zusammen, so ergibt sich fiir die untersuchten Mesenterialarterien ein lokaler Druck in
von 63-67 mmHg. Dieser Bereich fallt in den Plateaubereich der MT;-Kurve. Damit kann angenommen

werden, dass das Plateau die zum mittleren lokalen arteriellen Druck gehérigen Tonuswerte reprasentiert.

Als myogener Tonus wird der Bereich der MT;i-Kurve bezeichnet, in dem der applizierte Druck den
physiologischen Bereich libersteigt. Der basale Tonus bildet hierbei einen Grundtonus (sogenannte Blut-
flussreserve (Folkow, 1989)), der sich je nach externer Anforderung verstarken oder vermindern kann.

Im Fall einer druckbedingten Verstarkung entspricht die Tonusveranderung dem myogenen Tonus.

MT; weist dieses versteifungsbedingte Plateau nicht mehr auf. Beziiglich der Spannungs-Dehnungskurve
von Dy lasst sich zeigen, dass diese ab Punkt 2 in der unteren Bildhalfte von Abbildung 33 nach
links verlauft. Damit verkiirzt sich der GefaBdurchmesser wahrend D> zum gleichen Zeitpunkt der Dis-
soziation von Dy und D3, ohne dass vorher eine Versteifung erfolgen wiirde. Dies entspricht einem
monophasischen Konstriktionsverhalten des GefaBes wihrend MT, und bedingt den einfach sigmoiden

MT,-Kurvenverlauf.

Zu den Ursachen des unterschiedlichen Verhaltens der GefidBe wahrend zweier sukzessiv applizierter
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Druckleitern werden im Folgenden die molekularen Effektoren der glattmuskuldren Kontraktion betrach-

tet.

Appliziert man steigenden intravaskuldren Druck an einem GefaB, verdndern sich diverse Parameter, die
eine Rolle bei der glattmuskuldren Kontraktion spielen.

Die Kinetiken der Parameter lassen sich dabei zweiteilen in einen Druckbereich von 0 bis 60 mmHg und
in einen Bereich von 60 bis 100 mmHg (Cole & Welsh, 2011).

Es verandern im ersten Bereich die Parameter (in Klammern die Richtung der Veranderung) Membranpo-
tential (Depolarisierung), intrazellulire Kalzuimkonzentration ([Ca2*];, Zunahme), Phospho-MLCyg (Zu-
nahme), Phospho-MYPT1 (phosphorylierte Untereinheit der Myosin-Leichtketten-Phosphatase [MLCP],
entspricht MLCP-Hemmung: Zunahme).

Im zweiten Bereich steigen nur noch Phospho-MLCyg und Phospho-MYPT1 weiter an, Membranpoten-
tial und [Ca?*]; bleiben konstant (Cole & Welsh, 2011).

Eine genauere Analyse der Phospho-MYPT1-Konzentrationen ergibt, dass bei einer Drucksteigerung von
10 auf 60 mmHg sich dessen Fraktion um 25 % erhoht. Eine weitere Druckerhéhung auf 100 mmHg hat
den dreifachen Anstieg der Fraktion gegeniiber dem vorangehenden Anstieg zur Folge (Johnson et al.,
2009).

Ein mehrstufiges Konzept des myogenen Tonus, das auch die bisigmoide Form der MT1-Kurve erklart,
wird somit nicht durch eine einzige, ebenfalls bisigmoidal verlaufende Variable plausibel, sondern durch
die sukzessive Aktivitatsmodulation von MLCK und MLCP. Es ist wichtig festzuhalten, dass eine Hem-
mung der MLCP per se ohne Nutzen ist, wenn zuvor nicht MLCyy durch MLCK phosphoryliert wurde
(Somlyo & Somlyo, 2003; Cole & Welsh, 2011) (siehe auch Abbildungen 2 und 3). Zunachst kann die
vermehrte MLCK-Aktivitat im ersten Teil des myogenen Tonus nur eine Versteifung des GefaBes vermit-
teln, da parallel das funktionell antagonistische Enzym MLCP arbeitet. Da dessen Aktivitat im zweiten
Teil des myogenen Tonus allmahlich reduziert wird, ist nun eine Zunahme der Phospho-MLCyq -Fraktion
moglich. Die Kinetiken der wichtigsten Effektoren wahrend MT; sind in Abbildung 34 aufgefiihrt.
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Abbildung 34: Molekulare Ereignisse und ihre Kinetiken wihrend MT;. Gezeigt ist der Tonusverlauf von MT; mit dem
zeitlichen Verlauf der wichtigsten Effektoren. Der Verlauf der Effektoren lasst sich zweiteilen in einen Bereich von 5-60 mm-
Hg und einen Bereich von 60-120 mmHg. Die Verbindung beider Bereiche kommt interessanterweise genau in der Mitte des
MT;-Plateaus bei 60 mmHg zu liegen, trennt also die erste sigmoide Teilkurve von der zweiten Teilkurve. Damit lasst sich
feststellen, welche Effektoren in welcher Tonusphase, d.h. wahrend welcher der beiden sigmoiden MT;-Teilkurven, beson-
ders relevant sind. Im ersten Bereich von 5-60 mmHg nimmt das Membranpotential positivere Werte an (Depolarisierung)
und es kommt parallel dazu zur Erhéhung der intrazelluldren Kalziumkonzentration ([Ca®t];). Durch die Erhéhung der Kal-
ziumkonzentration steigt die Fraktion des Myosin Il, deren leichte Kette phosphoryliert ist (Phospho-MLCx). Parallel steigt
auch leicht die inhibierte Fraktion der Myosinleichtkettenphosphatase (Phospho-MYPT1). Im zweiten Bereich von 60-120
mmHg dndern sich Membranpotential und [Ca®"]; nicht mehr, dagegen nimmt der fraktionelle Anteil von Phospho-MYPT1
stark zu. Die Phospho-MLCy-Konzentration steigt weiter, da die Myosinleichtkettenphosphatase zunehmend starker ge-
hemmt wird. Im ersten Bereich der Kinetiken dominieren die Effektoren des kalziumabhangigen Kontraktionsweges, im
zweiten Bereich die Effektoren des kalziumunabhangigen Kontraktionsweges. Die Kinetiken sind aus Cole und Welsh, 2011

entnommen und auf 120 mmHg extrapoliert. Die Trennlinie bei 60 mmHg ist dabei unverdndert belassen.

Zum Verlauf der glattmuskuldren Kontraktion tiber der Druckleiter erlautern die Autoren, dass ,,bis 60
mmHg zwar eine Kontraktion erfolgt, diese aber insuffizient ist, um der dilatierenden Kraft des Drucks
entgegenzuwirken” (libersetzt nach Cole & Welsh, 2011). Diese Aussage ist bis ins Detail mit der
obigen Analyse der Spannungs-Dehnungs-Relationen bis 70 mmHg vereinbar, also mit einer Versteifung
ohne Verkiirzung. Die unterschiedlichen molekularen Mechanismen bis ca. 70 mmHg erkléaren also das

unterschiedliche makroskopische Verhalten des GefaBes in den beiden Kurvenabschnitten von MTj.

Alle in der vorliegenden Arbeit untersuchten potentiell mechanosensitiven, Gg/1;-koppelnden 7TMR
weisen auch Signaltransduktion iiber Gy5/13-Proteine auf (Siehler, 2009). Sollten nun 7TMR, z.B. ;-
Adrenozeptoren, durch steigenden intravaskuldren Druck mechanisch aktiviert werden, wiirde dies zu-
nachst iber Gq/11-Protein-Aktivierung und MLCK-Stimulation zur Férderung des kalziumabhéngigen

glattmuskularen Kontraktionwegs fithren. Dies konnte den ersten Teil der bisigmoiden Kurve erklaren,
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in dem nach Cole und Welsh [Ca?*]; ansteigt.

Eine durch zeitliche Verzégerung nachfolgende Gij/13-Aktivierung wiirde iber MLCP-Hemmung zur
kalziumunabhangigen Kontraktion fithren. Dies konnte den zweiten Teil der bisigmoiden Kurve erklaren,
in dem [Ca%*]; konstant bleibt.

Die bisigmoide MT1-Kurvenform kénnte also zusammenfassend als Ausdruck einer sukzessiven Rekrutie-
rung und Aktivierung zweier differenter G-Proteine interpretiert werden: G, /11-Aktivierung gefolgt von
Gio/13-Aktivierung. Die Effekte beider G-Proteine wiirden sich dabei allmahlich summieren. Abbildung
35 zeigt diese hypothetische zeitliche Abfolge nochmals zusammenfassend.
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Abbildung 35: Gezeigt ist die hypothetische zeitliche Abfolge der G-Protein-Aktivierung wiahrend MT;. In der ersten
Halfte erfolgt von 5-30 mmHg noch eine passive Dilatation (gelb hinterlegt, siehe Abbildung 33) unter zunehmender De-
polarisierung und zunehmender Erhéhung der intrazelluldren Kalziumkonzentration (siehe Abbildung 34). Bis zum Plateau
versteift sich das GefaB dann durch glattmuskuldre Kontraktion ohne Durchmesserverkleinerung (lila hinterlegt). Dann
kommt es zur Durchmesserverkiirzung (grau-blau hinterlegt). Die zweizeitige Kinetik kdnnte sich durch das zunichst allei-
nige Wirken von Gg/1;-Proteinen und dem von ihnen induzierten kalziumabhangigen Kontraktionsweg im ersten Teil der
Kurve (gelb und lila hinterlegt) erklaren; im zweiten Teil wird der Gg/1;-Protein-Signalweg wahrscheinlich durch den kalzi-
umunabhingigen Kontraktionsweg der Gy,/13-Proteine verstarkt (blau hinterlegt), was damit auch die nun erst erfolgende
Verkiirzung des GefaBdurchmessers erklaren wiirde.

Warum die beiden G-Proteine mit einer solchen zeitlichen Differenz aktiviert werden kdénnten, lieBe sich
durch biochemische Eigenheiten der jeweiligen G-Proteine erklaren: So weisen Gago- und Gagsz-Proteine
einen um den Faktor 10-20 langsameren GDP/GTP-Austausch auf als andere Ga-Proteine (Kozasa
& Gilman, 1995; Dhanasekaran & Dermott, 1996). Dieser langsamere Austausch kdnnte die verzogerte

Aktivierung der Gayp/13-Fraktion im zweiten Teil des MT;-Verlaufs bedingen und damit den verzégerten
Beginn der kalziumunabhangigen Kontraktion erklaren.
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Osol et al. unterteilen den myogenen Tonus in drei Phasen: 1. Eigentlicher myogener Tonus (40-60 mm-
Hg), 2. myogene Reagibilitat (60-140 mmHg, entspricht der , aktiven" myogenen Antwort von Schubert
et al., 2008), 3. forcierte Dilatation (>140 mmHg) (Osol et al., 2002).

Die beiden ersten Phasen sind im Druckspektrum der vorliegenden Arbeit enthalten. Bis Phase 1 dilatiert
das GefaB. Wahrend Phase 1 kommt es zu Abnahme des Membranpotentials und Zunahme der intra-
zellularen Kalziumlevel mit Durchmesserverkleinerung. In Phase 2 verandern sich alle drei Parameter
(Membranpotential, Kalziumlevel, Durchmesser) nur noch wenig in urspriinglicher Richtung. In Phase

3 dilatiert das GefaB bei weiterer Zunahme der Kalziumlevel.

Dass die Gruppe um Osol die Druckstufe 60 mmHg bis zu 15 Minuten dauern lieB, erklart auch, warum

der myogene Tonus hier friiher einsetzt und die Konstriktion komplett ausgebildet ist.

Interessanterweise wird zur Erklarung der Mechanismen in Phase 2 auf das diinne Filament (Aktin)
zuriickgegriffen: Die Durchmesserkonstanz werde mittels vermehrtem Ubergang von G-Aktin (globula-
res Aktin) zu F-Aktin (filamentéares Aktin) erreicht. Das Vorliegen von Aktin in filamentarer Form ist
dabei forderlich fiir die glattmuskulare Kontraktion. In Phase 3 sei dann moglicherweise der Aktinvorrat
aufgebraucht, was zu einem Versagen der autoregulatorischen Mechanismen und forcierter Dilatation
fihre. Die Verschiebung des Gewichtes zwischen G- und F-Aktin in Richtung F-Aktin wiederum wird
nachgewiesenermaBen durch ROK vermittelt (Siehler, 2009). ROK ist seinerseits Teil des kalziumunab-
hangigen Kontraktionswegs der glatten Muskelzellen. Die Erklarung von Osol et al. ware somit vereinbar
mit dem Modell, dass ab 60 mmHg derGay;/13-Protein-vermittelte kalziumunabhangige Kontraktions-

weg im myogenen Tonus dominiert.

4.2.2 Linksverschiebung der myogenen Antwort und Anderung der Kurvenform bei wieder-
holter Druckapplikation

Die zweite myogene Antwort (MT2) war gegeniiber der ersten (MT;) linksverschoben. Die glattmus-
kuldre Kontraktion setzte also bereits bei niedrigeren Druckwerten ein. Dariiber hinaus war auch das
AusmaB der Konstriktion erhdht. Es ist also gerechtfertigt, von einer erhdhten Sensitivitat fiir Drucker-
hoéhung zu sprechen. Ferner fiel auf, dass die Kurve des myogenen Tonus wahrend MT, im Gegensatz

zur MT1-Kurve einer monosigmoiden Form folgte.

Welche Faktoren auf molekularer Ebene die Linksverschiebung vermitteln, kann auf Basis der vorliegen-
den Arbeit nicht abschlieBend geklart werden. Folgende Moglichkeiten bestehen: Entweder der Sensor
transduziert sein Signal bereits friiher, oder der Effektor reagiert friiher und starker. Um den Sach-
verhalt zu klaren, miissten die Experimente unter paralleler Messung der intrazelluldren Kalziumlevel
wiederholt werden. Damit kénnte festgestellt werden, ob die glattmuskuldre Kontraktion wahrend MT,
kalziumabhangig oder kalziumunabhangig erfolgt, und ob sie sich in ihren Kalziumleveln von MT7 unter-
scheidet. Dies wiirde Riickschliisse auf das jeweils beteiligte G-Protein erlauben. Auch selektive Inhibition
wichtiger Teilkomponenten der kalziumabhangigen sowie der kalziumunabhangigen Kontraktionsschiene
konnte deren Anteil an den Kurvenformen von MT; respektive MT, aufklaren. SchlieBlich ist auch die
parallele Detektion von FRET (FORSTER-Resonanz-Energietransfer)-Signalen durch aktiviertes RhoA
denkbar, (Siehler, 2009) um in Echtzeit Informationen tber eine Beteiligung des RhoA-ROK-Signalweges
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an den jeweiligen Phasen des myogenen Tonus zu erhalten. Bisher fehlen Untersuchungen, die den Zeit-
verlauf von Elementen beider Kontraktionswege wahrend und nach einem Druckstimulus verfolgen. Es

kénnen also nur indirekte Hinweise fiir Erklarungen herangezogen werden.

Auf molekularer Ebene gibt es Hinweise darauf, dass die Linksverschiebung durch einen fortwahrend
aktivierten Zustand von Gayy/13-Proteinen vermittelt wird. Diese weisen, verglichen mit anderen Ga-
Proteinen (aq, as, o4, ), eine b- bis 40-fach reduzierte Geschwindigkeit bei der GTP-Hydrolyse auf
(Kozasa & Gilman, 1995; Dhanasekaran & Dermott, 1996). Dieser prolongierte aktive Zustand wiirde
im vorliegenden Fall den kalziumunabhangigen Kontraktionsweg tiber MLCP-Hemmung férdern und so
die Linksverschiebung der MTo-Kurve erklaren. Wie auch das Zustandekommen der bisigmoiden MTj-
Kurve, kénnte die Linksverschiebung der MT>-Kurve somit biochemischen Eigenheiten der Gay /13-

Proteine zugeschrieben werden.

Die glatte Muskelzelle behielte also eine erhohte Kalziumsensitivitat auch nach Druckreduktion bei,

ML CKaktiv
M I—CPaktiv ’

vermittelt durch eine persistierend hohe Ratio von
Dass im Gegensatz zu MT; die MT,-Kurve monosigmoid ist, weist ebenfalls darauf hin, dass wahrend
MT, fiir die Kontraktion keine sequentielle Aktivierung von G-Proteinen in Frage kommt, sondern beide
Kontraktionswege - kalziumabhangig und -unabhangig - gleichzeitig iiber Gg/11- und Gyy/13-Proteine
initiiert werden. Dabei ist der oben diskutierte fortwahrend aktive Zustand von Gy,/13-Proteinen durch
die vorangegangene MT1-Druckleiter ein gut vorstellbarer Mechanismus, um nicht nur die Linksver-
schiebung, sondern auch die Transition zur monosigmoiden Form zu erklaren. Wichtig ist es schlieBlich
festzuhalten, dass zwischen MT; und MT; keine Unterschiede fiir die Werte des myogene Tonus bei der
letzten Druckstufe (120 mmHg) feststellbar waren (siehe auch Abbildung 17). Dies spricht dafiir, dass
die gegen Ende der MT1-Druckleiter erreichte Gy,/13-Aktivierung in unverdndetem AusmaB wahrend der
MT5>-Druckleiter fortbestand.

Abbildung 36 zeigt die hypothetische G-Protein-Aktivierung wahrend MT; nochmals schematisch.
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Abbildung 36: Gezeigt ist eine schematische Darstellung der G-Protein-Aktivierung wihrend MT,. Auch hier I3sst sich
der Druckbereich zweiteilen: Von 5-30 mmHg kommt es zur passiven Dilatation (gelb hinterlegt, siehe auch Abbildung 33).
Dann folgt sofort die Verkiirzung des GefaBes (grau-blau hinterlegt). Der Unterschied zu MT; kénnte nun dahingehend
interpretiert werden, dass von Beginn an beide G-Protein-Subtypen (Gq/11- und Gio/13-Proteine) konzertiert zusammenwir-
ken und damit der kalziumabhangige und der kalziumunabhangige Kontraktionsweg gemeinsam aktiviert werden. Damit
kénnten die glatten Muskelzellen von Beginn ihrer Kontraktion an genug Kraft fiir eine Verkiirzung des GefaBdurchmessers
aufbringen.

In Kremaster-Arteriolen wurde ca. 15 Minuten nach Applikation eines Drucksprunges eine transient er-
hohte Aktivierung von Tyrosinkinasen der mitogen-activated protein kinase (MAPK)-Familie festgestellt
(Spurrell et al., 2003). Nach 60 Minuten war die MAPK-Aktivitdt wieder auf dem Ausgangsniveau. Eine
weitere Arbeit zeigte, dass 45 Minuten nach Stimulation von «i-Adrenozeptoren die MAPK-Proteine
p42/44 MAPK iber Basalniveau phosphoryliert, d.h. aktiviert bleiben. Die erhéhte Aktivitat von p42/44
MAPK wiederum bewirkt iber Phosphorylierung von Caldesmon eine Férderung der kalziumunabhan-
gigen Kontraktion (Dessy et al., 1998). Damit kdénnte auch im Zeitintervall von 35 Minuten zwischen
MT;1 und MT; eine vermehrte Caldesmonphosphorylierung die Kontraktilitdt der GefaBe wahrend MT)
gesteigert haben.

Die demonstrierte MAPK-Aktivierung wiederum kénnte durch Proteinkinase C vermittelt worden sein. Es
ist bekannt, dass PKC Raf (fiir eine Erlauterung der Abkiirzung siehe Abkiirzungsverzeichnis) aktiviert,
was wiederum zu MEK (mitogen-activated protein kinase (MAPK) and extracellular signal-regulated
kinase (ERK) kinase) -Aktivierung fiihrt, die schlieBlich MAPK aktiviert (Force & Bonventre, 1998).

Auch der MAPK-Signalweg kénnte damit auf eine initiale G /;;-Protein-Aktivierung zuriickgefiihrt wer-
den.

Auch eine Beteiligung von Integrinen als vorgeschalteter Schritt ist denkbar, da die Bindung von Inte-
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grinen an die extrazelluldre Matrix zur MAPK-Aktivierung fiihrt. Die MAPK-Aktivierung besteht dabei
wenigstens 40 Minuten fort (Morino et al., 1995). Integrine sind derzeit in der Diskussion als alternative
Mechanosensoren fiir den myogenen Tonus (siehe auch Tabelle 3, Zeile 1). Damit konnten Integrine

auch als Initiatoren einer prolongierten Kontraktilitat zusatzliche Bedeutung erhalten.

Die beiden Druckleitern MT1 und MT5 trennte ein Zeitintervall von 35 Minuten, in dem eine kontinu-
ierliche Superfusion mit einer Geschwindigkeit von 1 mLIL stattfand, d.h. die Badlésung wurde bestandig
ausgetauscht. Auch wahrend MT, war die Superfusion weiter aktiv, anders als wahrend MT;. Sollte
nun wahrend der einzelnen Druckstufen fortlaufend ein relaxierender Faktor gebildet worden sein, so
kann seine kontinuierliche Elimination wahrend MT, die erhohte Kontraktilitat wahrend MT» erklaren.

Hinweise auf einen solchen Faktor gibt es jedoch derzeit nicht.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass bei einmaliger Registrierung des myogenen Tonus
an kleinen Mesenterialarterien im kontraktilen Gleichgewichtszustand reproduzierbar ein moglicherweise
durch zeitversetzte Aktivierung von Gq/11- und Gip/13-Proteinen bedingter bisigmoider Kurvenverlauf
erzeugt werden kann. Eine weitere, nachfolgende Registrierung des myogenen Tonus im selben GefaB re-
sultiert ebenfalls reproduzierbar in einem monosigmoiden Kurvenverlauf. Dieser Verlauf ist wahrscheinlich
durch eine verzdgerte Inaktiverung von Gyy/13-Proteinen aus der ersten MT-Registrierung bedingt. Die
nun gemeinsam wirkenden G-Proteine kénnten nicht nur einen monosigmoiden Kurvenverlauf bedingen,
sondern auch eine Linksverschiebung, d.h. eine Sensitivierung der glatten Muskelzellen auf Druckerhé-

hung und eine konsekutiv gesteigerte Kontraktionsantwort.

4.3 Hemmung des myogenen Tonus
4.3.1 Zur besonderen Rolle der inversen Agonisten bei der Hemmung von Mechanosensitivitit

Wie Tabelle 2 zeigt, sind fast alle Substanzen, die bisher eine mechanische Aktivierung von Trans-
membranrezeptoren hemmen konnten, ihrer Aktivitdit nach inverse Agonisten: Icatibant als inverser
Agonist hemmte die mechanische Aktivierung des By-Bradykininrezeptors (Chachisvilis et al., 2006),
Candesartan als inverser Agonist die mechanische Aktivierung des AT;-Angiotensinrezeptors (Zou et al.,
2004), Atropin als inverser Agonist die mechanische Aktivierung des Ms-Azetylcholinrezeptors (Mede-
ros y Schnitzler et al., 2008) und Diphenhydramin als inverser Agonist die mechanische Aktivierung des
Hi-Histaminrezeptors (Mederos y Schnitzler et al., 2008).

Diese Befunde stellen den empirischen Unterbau fiir die Annahme der vorliegenden Arbeit dar, dass

inverse Agonisten in besonderem MaBe geeignet sind, Mechanosensitivitdt zu hemmen.

Fir den AT 1-Rezeptor ist im Detail gezeigt worden, wie ein inverser Agonist die Aktivierung des Rezeptors
durch mechanische Dehnung verhindern kann: Candesartan hemmt die Rotation der Transmembrando-
mane 7 gegen den Uhrzeigersinn und damit den Ubergang des Rezeptors in eine aktive Konformation.
Diese aktive Konformation durch Dehnung unterscheidet sich jedoch wesentlich von der aktiven Kon-

formation durch Bindung des endogenen Liganden Angiotensin Il (Yasuda et al., 2008).
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Abbildung 37: Gezeigt ist ein Modell distinkter Konformationszustinde des AT1-Angiotensinrezeptors. Der Ruhezustand
des ATi-Rezeptors ist mit [R]pasai bezeichnet (oben im Bild). Dieser Ruhezustand weist eine geringe Aktivitat auf, was
sich in einer geringen G-Protein-Aktivierung duBert. Die Aktivitat lasst sich verstarken durch Bindung eines chemischen
Agonisten, hier Angiotensin Il (Angll). Damit wird der Rezeptor im aktiven Zustand [R*]agonist Stabilisiert (rechts im
Bild). Mechanische Dehnung aktiviert den Rezeptor ebenfalls starker, allerdings nimmt dieser dadurch eine andere aktive
Konformation an ([R*]mech, unten im Bild). Die Bindung eines inversen Agonisten stabilisiert den Rezeptor schlieBlich in
einem inaktiven Zustand ([Rolinaktiv, links im Bild) ohne G-Protein-Aktivierung. Dieser Zustand ist sehr stabil, verdeutlicht
durch den langen Pfeil der Hinreaktion und den kurzen Pfeil der Riickreaktion. Auch die mechanische Aktivierbarkeit wird

damit durch Bindung eines inversen Agonisten verhindert. Abbildung leicht verandert aus Akazawa et al., 2009.

Die Stabilisierung des Rezeptors in einem distinkten Zustand durch den inversen Agonisten (Vilardaga
et al., 2005) ist ein wesentlicher Faktor fiir den funktionellen Zugewinn von inversen Agonisten gegen-
iber neutralen Antagonisten (Akazawa et al., 2009, 2012). Fiir den AT1-Rezeptor beispielsweise existiert
ein Modell von vier verschiedenen Konformationszustdnden. In Abbildung 37 wird dieses Modell dar-
gestellt. Dabei werden auch die thermodynamischen Eigenheiten des inversen Agonismus symbolisiert:
Durch inverse Agonisten wird der Rezeptor in einem inaktiven Zustand stabilisiert (siehe Abbildung 37
links, Reaktion von [R] zu [Ro], verdeutlicht durch den langen Pfeil der Hinreaktion und den kurzen
Pfeil der Riickreaktion). Grundlage der Stabilisierung ist vermutlich eine multivalente Bindung zwischen
dem inversen Agonisten und seinem Rezeptor (Qin et al., 2009). Damit wird auch der chemisch oder
mechanisch induzierte Ubergang in eine aktive Konformation erschwert. Zudem muss fiir den Fall des
AT-Rezeptors eine Neutralkonformation durchlaufen werden, wenn von der inaktiven Konformation
ausgehend eine aktive erreicht werden soll. Damit miissten zwei sukzessive energetische Ubergangshiir-
den iberwunden werden, was eine Aktivierung des Rezeptors in Gegenwart eines inversen Agonisten

unwahrscheinlicher macht.

Ein neutraler Antagonist hingegen verdndert nicht das Verhaltnis zwischen inaktiver und aktiver Re-
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zeptorkonformation. Seine Bindung fihrt zu keiner Veranderung des zelluldren Milieus, da er keine
intrinsische Aktivitat besitzt; er verhindert lediglich die Bindung anderer Liganden am Rezeptor (Seifert
& Wenzel-Seifert, 2002; Neubig et al., 2003). Anders als ein inverser Agonist sollte ein neutraler Ant-
agonist damit auch nicht den mechanisch induzierten Ubergang in eine aktive Konformation erschweren,
da er keinen Einfluss auf die Rezeptorkonformation ausiibt (Akazawa et al., 2009, 2012).

Viele frihere Antagonisten wurden erst in jiingerer Zeit als inverse Agonisten identifiziert (Rossier et al.,
1999; Monczor et al., 2003; Fitzsimons et al., 2004; Vilardaga et al., 2005). Dies lag haufig daran, dass
die jeweils untersuchten Rezeptoren mit einer niedrigen oder ohne Basalaktivitat vorlagen. Somit muss-
ten erst konstitutiv aktive Rezeptormutanten geschaffen werden, die in einem zweiten Schritt auf die
Hemmbarkeit ihrer Basalaktivitat durch die bisherigen Antagonisten untersucht wurden (Rossier et al.,
1999). Auch die kiinstliche Erhdhung der fiir die jeweilige Rezeptoraktivierung charakteristischen in-
trazellularen Signalmolekiilkonzentration (beispielsweise cAMP durch Forskolin-Stimulation) und deren
folgende Reduktion auf Applikation eines inversen Agonisten stellt eine Strategie dar (Monczor et al.,
2003). SchlieBlich kann auch die Herbeifiihrung distinkter Rezeptorkonformationen durch die geteste-
te Substanz und die damit einhergehende Anderung eines intramolekularen FRET-Signals auf inverse
Agonisten hindeuten (Vilardaga et al., 2005).

4.3.2 Losartan

Da in Mesenterialarterien sowohl AT{a- wie auch AT;g-Rezeptor-RNA detektiert worden war, wurden

diese Rezeptoren zunachst an isolierten Mesenterialarterien mit Losartan gehemmt.

Die Applikation von Losartan konnte den myogenen Tonus von Mesenterialarterien nicht signifikant
hemmen. Die Datenpunkte von Kontrollgruppe und Losartangruppe lieBen sich an eine monosigmoide
Funktion anpassen. Dabei unterschied sich der Parameter k, der in den beiden Kurvenfunktionen fiir
den Druckpunkt steht, an dem ein halbmaximaler Tonuseffekt erzielt wurde, nicht signifikant zwischen

Kontroll- und Losartangruppe (p=0,09).

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Losartankonzentration betrug 10 pM. Effekte von Angiotensin
[l an isolierten Mesenterialarterien dritter Ordnung wurden durch 10 pM Losartan nahezu komplett
unterdriickt, sowohl bei Ratten- als auch bei MausgefaBen (Touyz et al.,, 1999; Zhou et al., 2005b).

Diese Befunde sprechen fiir hinreichende Losartankonzentrationen in der vorliegenden Arbeit.

Die Daten der vorliegenden Arbeit lassen nicht zu, einen signifikanten Hemmeffekt von Losartan auf
die Ausbildung eines myogenen Tonus festzustellen. Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu denen
von Mederos y Schnitzler und Kollegen, die eine Hemmung des myogenen Tonus durch Losartan an der
isoliert perfundierten Niere und an isolierten Gehirnarterien feststellten. Auch auf Einzelzellebene konn-
ten depolarisierende, durch Membrandehnung tiber hypotone Lésungen induzierte TRPC6-lonenstrome
in Gegenwart von Losartan gehemmt werden. Ein mdglicher Einfluss von parakrin freigesetztem An-
giotensin Il wurde durch Inkubation mit Captopril ausgeschlossen (Mederos y Schnitzler et al., 2008).
Moglicherweise ist dieser Unterschied auf eine zu geringe Anzahl an untersuchten GefaBen in der vorlie-
genden Arbeit zuriickzufiihren, da sich die Unterschiede der Regressionsgleichungen von Kontroll- und

Losartangruppe im Parameter k nahe an der Signifikanzgrenze befanden (p=0,09).
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4.3.3 Pharmakologische Inhibition des myogenen Tonus

Der AT;-Rezeptor liegt mit einer geringen konstitutiven Aktivitat vor (Parnot et al., 2000; Zou et al.,
2004). Diese basale Aktivitat kann durch inverse Agonisten reduziert werden. Ob Losartan als inverser
Agonist fungiert, wird gegenteilig bewertet (Parnot et al., 2000; Miura et al., 2003). Dies liegt wahr-
scheinlich an den unterschiedlichen konstitutiv aktiven Rezeptormutanten, die in den jeweiligen Arbeiten
untersucht wurden. Dariiberhinaus werden am AT;-Rezeptor Substanzen, die den Maximaleffekt nicht
beeinflussen (surmountable) von solchen unterschieden, die eine Reduktion des Maximaleffekts bewir-
ken (insurmountable). Losartan zahlt zur ersten Gruppe, Candesartan zur zweiten Gruppe (de Gasparo
et al., 2000).

Olmesartan hemmt anders als Losartan die dehnungsinduzierte ERK-Aktivierung von renalen Mesangi-
alzellen (Yatabe et al., 2009). Die negative logarithmische halbmaximale inhibitorische Konzentration
(pICs0, ausgehend von einer Konzentration in mT"') von Olmesartan an AT;-Rezeptoren betragt 8,1
(Mizuno et al., 1995), die von Losartan 7,7 (Timmermans et al., 1993). Uber den fehlenden Effekt
von Losartan gegeniiber Olmesartan wird vermutet, er sei entweder durch die geringere Affinitat von
Losartan zum Rezeptor oder durch eine geringere Aktivitat als inverser Agonist bedingt (Yatabe et al.,
2009). Es wurde deshalb beschlossen, mit Candesartan einen definitiven inversen Agonisten (Zou et al.,
2004; Yasuda et al., 2008; Akazawa et al., 2009) mit hoherer Affinitat an AT1-Rezeptoren zu verwenden
(pICs0 = 9,2) (Vanderheyden et al., 1999). Dies sollte verhindern, dass eine Hemmung mechanosensi-
tiver Eigenschaften nicht durch eine zu geringe Rezeptoraffinitit des Hemmstoffes oder eine zu geringe

Aktivitat als inverser Agonist verdeckt wiirden.

Da in Mesenterialarterien sowohl ATia-, AT1g-, Via-, ETA-, aja- und aip-Rezeptor-RNA detektiert
worden war, wurden diese Rezeptoren an isolierten Mesenterialarterien mit Candesartan, Relcovaptan,

BQ-123 und Prazosin kombiniert gehemmt.

Angiotensin-ll-induzierte Konstriktionen lieBen sich in Kaninchenaorta bereits mit 1 nM Candesartan ma-
ximal hemmen (Morsing et al., 1999). Auch die Aktivierung von MAPK in Mausaorta tiber Angiotensin-
lI-Applikation konnte durch 100 nM Candesartan gehemmt werden (Tharaux et al, 2000). 100 nM
waren schlieBlich auch ausreichend, um einen pathologisch erhéhten myogenen Tonus in isolierten Me-
senterialarterien zu hemmen (Gschwend et al., 2003). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde 1 M
Candesartan eingesetzt, diese Konzentration darf also als supramaximale Hemmkonzentration bezeichnet

werden.

Fir Relcovaptan wurde an Wildtyp-Via-Rezeptoren bisher keine Aktivitat als inverser Agonist beob-
achtet. Auch fehlen bis dato konstitutiv aktive Rezeptormutanten, an denen das Vorhandensein einer

etwaigen Funktion als inverser Agonist getestet werden konnte (Hawtin, 2006).

An isolierten Mesenterialarterien bewirkten 10 nM Relcovaptan eine Rechtsverschiebung der Konzentrations-
Wirkungs-Kurve von Arginin-Vasopressin. Dabei kam es zu einer Versechzehnfachung der halbmaximalen
Effektivkonzentration von Arginin-Vasopressin. Der Maximaleffekt blieb dabei im Sinne eines kompe-
titiven Antagonisten erhalten (Streefkerk et al., 2003b). In der vorliegenden Arbeit wurden 20 nM

Relcovaptan eingesetzt, was somit als hinreichende Konzentration betrachtet werden kann.

Fiur BQ-123 gilt gleichermaBen, dass es bisher nur als Antagonist beschrieben wurde (lhara et al., 1992).
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Konstitutiv aktive ETa-Rezeptormutanten wurden bisher nicht auf Hemmbarkeit ihrer Basalaktivitét
durch BQ-123 getestet.

An isolierten Mesenterialarterien konnten die Effekte héherer Endothelin-1-Konzentrationen (ab 1 nM) si-
gnifikant durch 1 pM BQ-123 gehemmt werden. Es resultierte eine Rechtsverschiebung der Konzentrations-
Wirkungs-Kurve von Endothelin-1 bei erhaltenem Maximaleffekt im Sinne eines kompetitiven Antago-
nisten (Mickley et al., 1997). Die in der vorliegenden Arbeit eingesetzte BQ-123-Konzentration von 1
UM lag somit in einem hinreichenden Bereich.

Prazosin stellt einen inversen Agonisten an a1-Adrenozeptoren dar. Der aija- und der a;;g-Adrenozeptor
weisen wenig bzw. geringe konstitutive Aktivitat auf, anders als der a;p-Adrenozeptor, der eine moderate
Basalaktivitat zeigt (Rossier et al., 1999; Gisbert et al., 2002). An isolierten Mesenterialarterien zeigte
sich in Gegenwart steigender Prazosinkonzentrationen eine zunehmende Rechtsverschiebung der Dosis-
Wirkungskurve des selektiven «3-Agonisten Phenylephrin. Der konstriktorische Effekt von Phenylephrin
war mit 300 nM Prazosin signifikant hemmbar (Van der Graaf et al., 1996). In einer anderen Arbeit wurde
die plCsp von Prazosin an kleinen isolierten Mesenterialarterien mit 8,3 bestimmt (Gisbert et al., 2002).
Die in der vorliegenden Arbeit eingesetzte Prazosinkonzentration von 1 pM kann somit als hinreichend

bezeichnet werden.

Die kombinierte Hemmung (RCBP) konnte den myogenen Tonus in seinem Maximaleffekt signifikant
reduzieren. Der minimale Tonus am Beginn der sigmoiden Kurve hingegen war signifikant héher unter
RCBP als in der Kontrollgruppe. Die Steigung und der Druckpunkt fiir halbmaximalen Effekt unter-
schieden sich nicht von der Kontrollgruppe. Damit kann festgehalten werden, dass RCBP den myogenen
Tonus bei hohen Driicken hemmt, dabei keine Rechtsverschiebung induziert, also die Mechanosensitivi-
tat nicht beeintrachtigt. Dass der minimale Tonus am Kurvenanfang unter RCBP hoher lag, kann nicht
durch eine prinzipiell hohere Kontraktilitat der RCBP-GefaBe erklart werden, da sich deren Konstrikti-

onsausmaB auf 60 mM KCI nicht von dem der Kontrollgruppe unterschied.

Der RCBP-Effekt lasst keine Rickschlisse auf die relative Wirkung der Einzelsubstanzen zu. Deshalb
wurde zunachst die isolierte Wirkung von Prazosin auf den myogenen Tonus analysiert. Hier zeigte sich
gegeniiber der Kontrollgruppe ebenfalls eine Reduktion des Maximaleffekts. Der Effekt unterschied sich
dabei nicht von der RCBP-Gruppe, so dass zunachst vermutet wurde, Prazosin sei die einzig effektive

Substanz im RCBP-Experiment gewesen.

Als dann aber das RCB-Gemisch getestet wurde, fiel wiederum auf, dass der myogene Tonus in gleichem
MaB gehemmt wurde, wie unter den vorherigen Pharmaka. Der maximale myogene Tonus unterschied

sich weder von der RCBP-Gruppe, noch von der Prazosingruppe.

Die Kontraktilitaten der jeweiligen GefaBe auf 60 mM KCI wiesen keine signifikanten Unterschiede auf.
Dies spricht gegen eine systematische Verféalschung z.B. durch Schéadigung der GefidBe im Zuge der

Praparation und Kaniilierung.

Aufbauend auf die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der Einzelsubstanzen BQ-
123, Relcovaptan und Candesartan auf den myogenen Tonus in unserer Arbeitsgruppe durch Stephanie

Blodow untersucht. Die jeweiligen Ergebnisse werden in den folgenden Unterkapiteln erwéhnt.
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4.3.3.1 Hemmung von «a;-Adrenozeptoren durch Prazosin Fiir Prazosin kann konstatiert wer-
den, dass die Substanz den myogenen Tonus hemmt. Interessanterweise stellt Prazosin einen inversen
Agonisten dar. Zusatzlich handelt es sich mit den «aj-Adrenozeptoren um die pharmakologisch unter-
suchte Rezeptorfraktion, die mit den ETa-Rezeptoren in Mesenterialarterien die héchsten RNA-Level
vorwies. Dies deutet wiederum auf eine hohe, fiir die Gesamtmechanosensitivitat entscheidende Anzahl

von Rezeptorproteinen auf der Zelloberflache.

Der myogene Tonus in Skelettmuskelarteriolen spontan hypertensiver Ratten (SHR) wurde nicht durch
unspezifischen a-Adrenozeptor-Antagonismus mittels Phentolamin beeinflusst (Falcone et al., 1993).
Ob Phentolamin einen inversen Agonisten an «;-Adrenozeptoren darstellt (Lee et al., 1997) oder nicht
(Vilardaga et al., 2005) ist strittig. Falls Phentolamin eine derartige Eigenschaft aufweist, ist wahr-
scheinlich, dass die komplexe Pathophysiologie der spontan hypertensiven GefaBe fiir den Unterschied
zur vorliegenden Arbeit verantwortlich ist. Der myogene Tonus ist in SHR starker als in normotensiven
Ratten. Unter anderem verlaufen die vaskuldren intrazellularen Kalziumlevel auf Druckerhéhung nach
einer anderen Kinetik als in normotensiven Ratten. Auch liegt in GefaBen aus hypertensiven Tieren ein
starkeres Gewicht auf dem RhoA-Rho-Kinase-Kontraktionsweg als im normotensiven Zustand (Jarajapu
& Knot, 2005). Diese Unterschiede in der Kontraktionsregulation der vaskularen glatten Muskelzellen
konnten fiir die beobachtete Unempfanglichkeit fiir inverse Agonisten an «i-Adrenozeptoren in Ge-
faBen aus spontan hypertensiven Ratten verantwortlich sein. Beispielsweise kdnnte ein chronisch aktiver

Gagp/13-Signalweg akute Veranderungen durch inversen Agonismus kaschiert haben.

Falls Phentolamin jedoch keinen inversen Agonisten darstellt, so konnte der Unterschied zur vorliegenden
Arbeit darin liegen, dass Prazosin anders als Phentolamin «;-Adrenozeptoren in einen inaktiven Zustand

uberfiithren kann.

Davon unabhéngig beweist die Arbeit von Falcone und Mitarbeitern, dass wahrend der Ausbildung eines
myogenen Tonus in spontan hypertensiven Ratten keine chemische autokrine Aktivierung (d.h. lokale

Bildung und Freisetzung von Noradrenalin) von a-Adrenozeptoren erfolgt.

In isolierten Mesenterialarterien aus Schweinen konnten Nankervis und Kollegen keinen Einfluss von 1 yM
Prazosin auf die Ausbildung eines myogenen Tonus festellen. Allerdings registrierten sie auch nur einen
schwachen myogenen Tonus in Arterien aus Individuen, die einen Tag alt waren. 40-tigige Schweine
lieferten nur Mesenterialarterien, die keinen myogenen Tonus ausbildeten. In keiner Altersgruppe konn-
te Prazosin den myogenen Tonus reduzieren (Nankervis et al., 2001). Die in der vorliegenden Arbeit
getesteten Mesenterialarterien stammten aus 12 Wochen alten Mausen und bildeten zuverlassig einen
robusten myogenen Tonus aus. Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Nankervis und Kollegen konnte
Prazosin den myogenen Tonus reduzieren. Der entscheidende Unterschied liegt wahrscheinlich im relativ
druckpassiven Verhalten der porcinen Mesenterialarterien. Diese weisen offenbar eine viel geringere Me-
chanosensitivitat auf, als die murinen Mesenterialarterien, so dass auch die Hemmung eines putativen
Mechanosensors viel geringer ins Gewicht fallen diirfte.

Fir aq1-Adrenozeptoren fehlen bisher noch Daten zu Mechanosensitivitdt auf Einzelzellebene. Auch
Studien (iber die Konformationsanderung der Rezeptormolekiile durch mechanischen Stress existieren
nicht. Die relative Rolle der einzelnen a1-Adrenozeptorsubtypen fiir den myogenen Tonus muss schlieBlich

ebenfalls geklart werden. Hierfiir bieten sich konditionale gewebeselektive Gendefizienzmodelle (sog.
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knockout-Tiere) an.

4.3.3.2 Erhohung der Ruhekontraktilitdit durch die RCB-Kombination Die Ruhekontraktilitat
unter RCBP- sowie unter RCB-Applikation, nicht aber unter Prazosin war gegeniiber der Kontrollgruppe
signifikant erhoht. Die untersuchten GefaBe selbst waren strukturell und funktionell gleichwertig, was
sich in gleichen KonstriktionsausmaBen auf 60mM KCI duBerte. Moglicherweise hangt dieser Befund mit
der Substanz Candesartan zusammen: Vraamark und Mitarbeiter beobachteten eine Linksverschiebung
der Autoregulationskurve von Zerebralarterien durch Candesartan (Vraamark et al., 1995). Die Arte-
rien kontrahierten sich also bei niedrigeren Druckwerten, dilatierten aber auch schon bei niedrigeren

Druckwerten wieder.

Auch die Ergebnisse von Stephanie Blodow aus unserer Arbeitsgruppe sprechen dafiir: Candesartan als
Monosubstanz erhdhte den Ruhetonus. SchlieBlich zeigten auch Mesenterialarterien aus AT1a-AT1g-
doppelt gendefizienten Mausen eine Linksverschiebung der MT»-Kurve bei reduziertem Maximaltonus.
Eine unspezifische hemmende Wirkung von Candesartan auf die Kontraktion der glatten Muskelzellen ist
also unwahrscheinlich. Damit scheint eine fehlende Mechanosensitivitat von AT1a- und AT;g-Rezeptoren
(genetisch oder pharmakologisch bedingt) zum einen einen héheren Ruhetonus der GeféBe und zum

anderen eine geringere Konstriktion auf steigende intravasale Driicke zu bewirken.

Auch BQ-123 als Monosubstanz fiihrte in den Experimenten von Stephanie Blodow zu einem gesteigerten

Ruhetonus. Relcovaptan zeigte keine derartige Wirkung.

Somit kann die erhéhte Ruhekontraktilitdt in den RCBP- und RCB-Ansitzen Candesartan und BQ-
123 zugeschrieben werden. Der Effekt ist durch Kombination der Substanzen nicht-additiv. Die diesem
Phanomen zugrundeliegenden molekularen Mechanismen kdnnten sich moglicherweise tiber eine Analyse

der nachgeschalteten Signalkaskade erhellen lassen.

4.3.3.3 Hemmung von ATi-Angiotensin-1l-Rezeptoren durch Candesartan Ob nun Candesar-
tan tatsachlich selbst einen hemmenden Effekt auf den myogenen Tonus ausiibt, kann durch die vor-
liegenden Ergebnisse weder bestatigt noch widerlegt werden, da Candesartan stets nur in Kombination
mit anderen Substanzen analysiert wurde. Aus diesem Grund fiihrte Stephanie Blodow die vorliegende

Arbeit fort. Die Applikation von Candesartan als Einzelsubstanz fiihrte zu komplexen Effekten:

Candesartan verhinderte die Transition von bisigmoider MT1-Kurve zu monosigmoider MT»-Kurve. Da-
mit einher ging eine prominente Suppression des myogenen Tonus. Da die MT,-Kurve unter RCBP
und RCB eine monosigmoide Verlaufsform zeigte, kann gefolgert werden, dass die Wirkung der Einzel-
substanz Candesartan durch die Kombination mit anderen Substanzen kaschiert werden kann. Dessen
ungeachtet zeigen die Ergebnissse von Stephanie Blodow, dass Candesartan als inverser Agonist an AT;-
Rezeptoren den myogenen Tonus hemmen kann. Dies unterstltzt die Annahme, dass AT;-Rezeptoren

eine mechanosensorische Rolle fiir das Zustandekommen des myogenen Tonus spielen.

Erste Beobachtungen, dass Candesartan die zelluldre Signaltransduktion durch mechanischen Stress
inhibiert existieren schon seit 1994. Dabei waren vor allem die Signalwege im Fokus, die mit kardialer

Hypertrophie assoziiert sind und weniger mit Kontraktilitat (Kojima et al., 1994).
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Fir Candesartan ist bekannt, dass es eine inaktive Konformation des ATi-Rezeptors stabilisiert und
damit als inverser Agonist fungiert. Ferner hemmt Candesartan die mechanische Aktivierung des AT1-
Rezeptors auf zelluldrer Ebene und auf Organebene. Die zelluldren Effekte von Candesartan umfassten
die Hemmung der Gagi-Translokation und der gesteigerte IP3-Produktion, die sonst durch Dehnung
von ATi-exprimierenden Zellen erfolgt. Auch die Aktivierung von Proteinkinasen, die dem mechanisch
aktivierten AT1-Rezeptor nachgeschaltet sind, wurde durch Candesartan verhindert. Die Organeffekte
umfassten eine singifikante Verminderung einer nachlastbedingten kardialen Hypertrophie. Eine Ver-
zerrung der Beobachtungen durch lokal gebildetes Angiotensin Il wurde ausgeschlossen (Zou et al.,
2004; Yasuda et al., 2008; Akazawa et al., 2009). Der in der vorliegenden Arbeit beobachtete Hemm-
effekt konnte nach diesen Befunden auf die alleinige Wirkung von Candesartan oder seine Wirkung in

Kombination mit den anderen Substanzen zuriickgefiihrt werden.

In spontan hypertensiven Ratten konnte eine stirkere Autoregulation beobachtet werden, d.h. dass
bei gleichem arteriellem Druck ein geringerer zerebraler Blutfluss als in normotensiven Ratten vorlag.
Chronische Candesartanzufuhr verdnderte die Autoregulation im Sinne eines zunehmend druckpassiven
Verhaltens in normotensiven und hypertensiven Ratten. Nach chronischer Candesartanzufuhr konnte in
den Gehirnarterien eine Reduktion der Autoregulation beobachtet werden. Dabei war unter Candesartan
bei gleichem arteriellen Druck ein starkerer zerebraler Blutfluss zu beobachten. (Nishimura et al., 1998).
Dies entspricht einem reduzierten Stromungswiderstand, damit also einem reduzierten myogenen Tonus.
Diese Ergebnisse kdnnen also im Sinne einer hemmenden Wirkung von Candesartan auf den myogenen
Tonus interpretiert werden. Eingeschrankt wird die Vergleichbarkeit dieser Arbeit mit der vorliegenden

durch die Verwendung hypertensiver Ratten.

Auch die Arbeitsgruppe um Vraamark konnte eine Linksverschiebung der zerebralen Autoregulations-
kurve durch Candesartan feststellen. Dabei setzte bereits bei niedrigeren Druckwerten (48 mmHg) eine
Konstriktion ein als in der Kontrollgruppe (60 mmHg). Der zerebrale Blutfluss wurde in den folgenden
Druckbereichen konstant gehalten, stieg aber dann wieder frither an (126 mmHg) als ohne Candes-
artanzufuhr (144 mmHg) (Vraamark et al., 1995). Dies entspricht einer friiher einsetzenden passiven
Dilatation durch steigenden Druck. Der myogene Tonus wird demnach sowohl durch akute wie durch
chronische Candesartanzufuhr gehemmt. Eine 3hnlich Linksverschiebung in SHR konnte auch durch
Angiotensin-Converting-Enzyme-Inhibitoren (ACE-I) induziert werden (Sadoshima et al., 1994). Die Ex-
perimente zur zerebralen Autoregulation wurden alle in vivo durchgefiihrt. Die Bildung von systemischem
Angiotensin |l konnte dabei nicht ausgeschlossen werden. Die Ergebnisse der Arbeiten zu Candesartan
kénnten somit durch die Hemmung der Angiotensin-lI-Bindung am AT;-Rezeptor erklart werden. Eine
weitere Interpretationsmoglichkeit ist, dass Candesartan (iber inversen Agonismus an ATi-Rezeptoren

deren Mechanotransduktion hemmt, was wiederum die Autoregulation der GefaBe beeintrachtigt.

In Mesenterialarterien aus Ratten mit ischdmischer Kardiomyopathie (KMP) beobachteten Geschwend
und Mitarbeiter einen gesteigerten myogenen Tonus (Gschwend et al., 2003). Der myogene Tonus lieB
sich nur in der KMP-Gruppe, nicht aber in der Kontrollgruppe durch Candesartan hemmen. Dass nur
im KMP-Modell der AT1-Rezeptor eine Rolle im myogenen Tonus spielen soll, stellt einen Widerspruch
zur vorliegenden Arbeit dar. Andererseits wurde von Gschwend und Mitarbeitern ausgeschlossen, dass

die Rolle des AT;i-Rezeptors im KMP-Modell durch gesteigerte Angiotensin Il-Level bedingt war. Da
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zudem die Konstriktionsantwort auf Angiotensin Il in der KMP-Gruppe erhdéht war, schlossen die Autoren
auf hohere AT-Rezeptorlevel. Hohere Rezeptorlevel wiederum kénnten durch mechanische Aktivierung
einen erhéhten myogenen Tonus vermitteln. Autokrine Stimulation durch druckabhingig freigesetzte
Liganden (iber den ACE-Weg konnte ausgeschlossen werden. Die GefidBe der Kontrollgruppe zeigten
einen niedrigen myogenen Tonus (ca. 20% bei 120 mmHg), der deutlich niedriger ausfiel als in der
vorliegenden Arbeit (ca. 30% bei 120 mmHg). Moglicherweise ist die Vergleichbarkeit beider Experimente
durch eine geringere intrinsische Myogenitat - z.B. durch niedrigere AT1-Rezeptorlevel als in der Maus -
in Mesenterialarterien der Ratte erschwert. Zusammenfassend kénnen die Ergebnisse von Gschwend et
al. als Hinweis auf eine ligandenunabhangige Aktivierung erhohter AT;-Rezeptorlevel im KMP-Modell
aufgefasst werden. Candesartan scheint diese Aktivierung zu hemmen.

Die mechanosensitive Rolle der AT1-Rezeptoren scheint auf diversen Ebenen gesichert. Auch die Rolle
als Mechanosensor fiir den myogenen Tonus tritt immer klarer hervor. Das relative Gewicht der Subtypen
AT1a und ATyp fiir die Ausbildung eines myogenen Tonus ist jedoch noch véllig unklar. Konditionale,
gewebeselektive Knockout-Modelle kénnten fiir die Beantwortung dieser Fragestellung einen vielverspre-

chenden Ansatz darstellen.

4.3.3.4 Hemmung des ETs-Endothelinrezeptors durch BQ-123 Aufbauend auf den hier vorge-
stellten Ergebnissen untersuchte Stephanie Blodow fiir unsere Arbeitsgruppe die Effekte von BQ-123
als Monosubstanz auf den myogenen Tonus. Es zeigte sich, dass BQ-123 eine Rechtsverschiebung der
MT,-Kurve bewirkt. Das Konstriktionsmaximum blieb unbeeitrachtigt. Ferner war auch unter BQ-123
die initiale Kontraktilitdt erhoht. Damit konnte demonstriert werden, dass der ETa-Rezeptor als Me-
chanosensor fiir den myogenen Tonus fungiert. Er kann wohl aber nicht durch einen BQ-123 in einem
inaktiven Zustand stabilisiert werden, da das Tonusmaximum der Kontrollkurve trotzdem noch erreicht

werden kann - allerdings erst zu einem spateren Druckpunkt.

Die bereits zitierte Arbeit von Gschwend und Mitarbeitern beschreibt ebenfalls die Auswirkung von 1
M BQ-123 auf den myogenen Tonus von Mesenterialarterien (Gschwend et al., 2003). Dabei wurde
weder in der Kontroll- noch in der KMP-Gruppe ein Effekt festgestellt. Diese Ergebnisse sprechen nicht
fiir eine Rolle von ET p-Rezeptoren fiir den myogenen Tonus. Dabei schlieBt der mangelnde Effekt von
BQ-123 zumindest eine autokrine Stimulation von ETa-Rezeptoren durch druckabhingig freigesetzte
Liganden im untersuchten Modell aus.

Eine schrittweise Erhohung des intravasalen Druckes in Mesenterialarterien der Ratte unter akuter ETa-
Blockade durch Darusentan hatte keinen Einfluss auf den myogenen Tonus (Iglarz et al., 1998). Allerdings
ist derzeit noch unbekannt, ob es sich bei bei Darusentan um einen neutralen Antagonisten oder einen
inversen Agonisten handelt. Moglicherweise kénnen nur inverse Agonisten mechanoinhibitorische Effekte

austiben.

Im Gegensatz dazu konnten Nguyen und Mitarbeiter zeigen, dass sowohl Bosentan als unselektiver
ET-Rezeptorantagonist als auch BQ-123 als selektiver ET o-Antagonist den myogenen Tonus hemmen
(Nguyen et al., 1999). Dabei fiihren die Autoren die Stimulation des ET a-Rezeptors und das Zustande-
kommen des myogenen Tonus zuriick auf eine druckabhangig erfolgende lokale Freisetzung von ET-1

durch das Endothel. Dieser Schluss wurde gezogen, da nach Endothelentfernung eine Reduktion des
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myogenen Tonus auf dhnliche AusmaBe wie unter BQ-123 und Bosentan erfolgte. Auffallend ist hierbei
jedoch eine starke Reduktion des myogenen Tonus nach Endothelentfernung. Andere Arbeiten zeigen
durchgéngig einen hierdurch verstarkten oder unveranderten myogenen Tonus (Gschwend et al., 2003;
Anschiitz & Schubert, 2005). Die Integritat der GefaBe nach Endothelentfernung konnte durch die Ent-
fernungsprozedur beeintrachtigt worden sein. Damit kénnten die identischen Level des myogenen Tonus
im deendothelialisierten GefaB mit und ohne Bosentan als unspezifische Effekte durch Schadigung erklart
werden. Davon unberiihrt bleibt jedoch die Beobachtung, dass ET a-Antagonisten den myogenen Tonus

reduzieren konnen.

Zou und Mitarbeiter konnten auf Einzelzellebene keine Mechanosensitivitat fiir den ET p-Rezeptor fest-
stellen. Der als MaB fiir die Rezeptoraktivierung registrierte Effekt bestand in einer ERK-Aktivierung
(Zou et al., 2004). Diese Ergebnisse wiederum stehen denen von Mederos y Schnitzler und Kollegen
entgegen. Auf Einzelzellebene konnten Mederos y Schnitzler und Kollegen durch osmotische Dehnung
ET a-exprimierender Zellen eine Aktivierung rezeptorgesteuerter TRPC-Kanéle hervorrufen. Die Kanal-
aktivierung lieB sich durch einen selektiven ETa-Antagonisten hemmen (Mederos y Schnitzler et al.,
2008). Da die Aktivierung von TRPC-Kanalen in vivo in einer Depolarisation resultiert, konnte da-
mit ein zur Depolarisation fiihrendes mechanosensitives Ereignis selektiv dem ET a-Rezeptor zugeordnet

werden.

In groBeren Beinarterien (ca. 300 pm Durchmesser) der Maus konnten Sonveaux und Mitarbeiter kei-
nen myogenen Tonus registrieren (Sonveaux et al., 2004). Nach Implantation eines Tumors nahmen
die GefaBe myogene Eigenschaften an. Der neu auftretende myogene Tonus lieB sich vollstandig durch
BQ-123 unterdriicken. Die TumorgefaBe wiesen hohere ET a-Proteinlevel, hohere Sensitivitat auf ET-1-
Stimulation und eine stirkere ET-1-Expression auf. Die Autoren fiihren den BQ-123-sensiblen myogenen
Tonus auf Stimulation der ET a-Rezeptoren durch ET-1 zuriick. Eine weitere Interpretationsmoglichkeit
ware schlieBlich die mechanische, ligandenunabhangige Aktivierung der ETa-Rezeptoren. Interessan-
terweise waren die Tumoren, deren myogener Tonus durch BQ-123 gehemmt wurde, strahlensensibler.
Méglicherweise war der Tumor durch die reduzierte Autoregulation anfalliger fiir Strahlenschaden. Damit
ergeben sich faszinierende neue Anwendungsmethoden fiir die pharmakologische Inhibition der Mecha-

nosensitivitat des ET a-Rezeptors.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass der ET p-Rezeptor eine Rolle als Mechanosensor fiir
den myogenen Tonus zu spielen scheint. In unserer Arbeitsgruppe konnte die Substanz BQ-123 jedoch
nur eine Rechtsverschiebung des myogenen Tonus induzieren. Wenn man den steigenden intravasalen
Druck in Analogie zu einer steigenden Agonistenkonzentration betrachtet, entspriache BQ-123 damit
einem kompetitiven Antagonisten (surmountable Antagonist) gegen die Aktivierung durch Druck. Viel-
leicht kann die genauere Untersuchung der Substanz auf ihre Bindungsstellen am Rezeptor und auf eine
moglicherweise bisher unentdeckte Funktion als inverser Agonist helfen, die molekularen Grundlagen
dieser funktionellen Besonderheit zu enthiillen. Auf den Erkenntnissen zum AT;i-Rezeptor aufbauend
ist vorstellbar, dass die Bindungsstellen von BQ-123 am Rezeptor quantitativ zu gering sind, um die

Mechanosensitivitat nicht-kompetitiv zu inhibieren (Qin et al., 2009).
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4.3.3.5 Hemmung des V;p-Vasopressinrezeptors durch Relcovaptan Der einzige Hinweis auf
eine mogliche Mechanosensitivitat des Via-Rezeptors stammt aus der Arbeitsgruppe um Mederos y
Schnitzler. Via-exprimierende Zellen zeigten auf osmotische Dehnung eine Aktivierung von TRPC6-
lonenkanalen. Die Kanalaktivierung erfolgte nicht, wenn der TRPC6-Kanal isoliert exprimiert wurde.
Da dieser Kanalstrom auch mit dem myogenen Tonus assoziiert wird (Welsh et al., 2002; Mederos y
Schnitzler et al., 2008), lag es nahe, auch fiir den Via-Vasopressinrezeptor eine Rolle als Mechanosensor

im Kontext des myogenen Tonus zu fordern.

Fiir unsere Arbeitsgruppe untersuchte Stephanie Blodow, an die Arbeit von Mederos y Schnitzler und
Kollegen und an die vorliegende Arbeit ankniipfend, die Effekte von Relcovaptan auf den myogenen
Tonus. Relcovaptan beeinflusste keinen Parameter der Regressionskurve signifikant. Damit scheint der
V1a-Rezeptor als Mechanosensor fiir den myogenen Tonus keine relevante Rolle zu spielen. Moglicher-
weise ist er aber an anderen mechanosensitiven Prozessen beteiligt. Hierfiir stellt der Rezeptor jedenfalls

ein interessantes zukiinftiges Untersuchungsobjekt dar.

Bisher sind keine inversen Agonisten fiir den Via-Rezeptor bekannt. Antagonisten wie Relcovaptan
miissen also empirisch auf ihre Eignung zur Suppression von Mechanosensitivitat (berpriift werden,
da ihre genauen Wechselwirkungen mit dem Rezeptor und die Auswirkungen ihrer Bindung auf die
nachgeschaltete Signalkaskade bisher unbekannt sind. Unter Zuhilfenahme von konditionalen gewebe-
spezifischen Knockout-Modellen kénnten schlieBlich auch nicht-pharmakologisch weitere Einblicke in die

putative Mechanosensorik des Rezeptors moglich werden.

Auch BRET (Biolumineszenz-Resonanz-Energietransfer)-Analysen, die eine auf mechanische Rezepto-
raktivierung folgende Rekrutierung von (3-Arrestin visualisieren, konnten sich als hilfreich erweisen. Die
Mechanosensitivitat des AT;-Rezeptors konnte liber diesen Ansatz bereits gut gezeigt werden (Mede-
ros y Schnitzler et al., 2008; Rakesh et al., 2010). Die Anwendung auf andere putative Mechanosenoren
und ihre inhibitorischen Molekiile erscheint damit vielversprechend.

4.3.4 Nicht-Additivitdt von kombinierter pharmakologischer Inhibition des myogenen Tonus

Interessanterweise zeigte sich kein Unterschied zwischen der Applikation von RCBP, RCB und Prazosin
in der jeweiligen reduzierenden Wirkung auf den myogenen Tonus. Dieser fehlende Unterschied soll als
Nicht-Additivitat bezeichnet werden. Die molekulare Grundlage der Nicht-Additivitat findet sich mog-
licherweise in limitierenden G-Proteinkonzentrationen. Die Rezeptoren konkurrieren sowohl im aktiven
wie auch im inaktiven Zustand um G-Proteine und kénnen damit ihre Signale gegenseitig ausléschen.
Auch der Begriff ,negative Interferenz" (Tubio et al., 2010) kursiert fiir diese Beobachtung. Das Pha-
nomen ist in der Literatur fiir diverse G-Protein-Familien gut dokumentiert und damit auch fir alle an
sie koppelnden 7TMR relevant.

Monczor und Mitarbeiter transfizierten Zellen mit dem Hjy-Histaminrezeptor. Die Applikation des inver-
sen Hy-Agonisten Tiotidin reduzierte konzentrationsabhangig die cAMP-Antwort auf den 3-Adrenozeptoragonisten
Isoproterenol. Die Interpretation der Autoren lautete, dass Tiotidin als inverser Agonist den Hy-Rezeptor
in einem inaktiven, aber G-Protein-affinen Zustand stabilisiert, im Sinne des cubic ternary complex-
Modells fiir G-Protein-koppelnde Rezeptoren (Weiss et al., 1996). Diese erhohte Affinitat fiir G-Proteine

121



ohne G-Protein-Aktivierung hat ein G-Protein-Minderangebot fiir andere, an das gleiche G-Protein kop-
pelnde Rezeptoren zur Folge (G-Protein-hijacking [Entfiihrung/Festhalten des G-Proteins]). Eine Sti-
mulation anderer, auf das gleiche G-Protein konvergierender Rezeptoren reduziert so den Maximaleffekt
der Stimulation (Monczor et al., 2003).

In einer weiteren Arbeit konnten die Autoren zeigen, dass sich die bloBe Gegenwart des Hy-Rezeptors ne-
gativ auf die cAMP-Antworten auf Stimulation anderer Gs-koppelnder Rezeptoren wie des CT-Kalzitoninrezeptors
und des EP,-Prostaglandinrezeptors auswirkte (Tubio et al., 2010). Dies wurde auf eine hohe G¢-Protein-
Sequestrierung des inaktiven Hy-Rezeptors zuriickgefiihrt. Die negative Interferenz zwischen den Re-
zeptoren lieB sich durch Gas-Uberexpression riickgiangig machen. Derselbe Effekt zeigte sich auch bei
zusatzlicher Transfektion der Hy-exprimierenden Zellen mit 8>-Adrenozeptor: In Abhangigkeit von der
urspriinglichen Hy-Anzahl der Zellen wurde der Effekt einer 8, -Stimulation erniedrigt. In einer endogen
Bo-Adrenozeptor exprimierenden Zelllinie fiihrte ein [S>-Adrenozeptor-Knockdown zu héheren cAMP-
Leveln auf Stimulation anderer Gs-koppelnder 7TMR. Die Ergebnisse zeigen, dass die Expressionslevel
eines G-Protein-koppelnden Rezeptors entscheidend fiir eine negative Interferenz mit anderen auf das
gleiche G-Protein konvergierenden Rezeptoren sind. Sie stiitzen damit die Hypothese, dass in der vor-
liegenden Arbeit eine solche Interferenz stattgefunden haben konnte, da in dieser nur hochexprimierte

Rezeptoren pharmakologisch gehemmt wurden.

Die Arbeitsgruppe um Shapira zeigte diesen Effekt auch fiir G;/,-Proteine. Allerdings wird betont, dass
er nur in heterologen Expressionssystemen zu beobachten sei, nicht dagegen in endogenen Expressions-
systemen (Shapira et al., 2000). Fiir 7TMR mit G;/,-Protein-Signaltransduktion kénnte die negative
Interferenz somit in vivo nur eine untergeordnete Rolle spielen. Es bleibt abzuwarten, was kiinftige

Arbeiten in dieser Hinsicht herausfinden.

Monczor und Kollegen untersuchten nur 7TMR mit Gs-Signaltransduktion. Die vorliegende Arbeit hin-
gegen untersuchte nur den Einfluss von Gg/11- oder Gyp/13-Proteinen auf den myogenen Tonus. Dass
die Ergebnisse von Monczor et al. dennoch auf die vorliegende Arbeit Gbertragbar sind, zeigte eine
Veroffentlichung von Dasso und Taylor. In dieser konnte eine Konkurrenz von aktivierten V1-Rezeptoren
und aktivierten a;;-Adrenozeptoren um die nachgeschalteten G-Proteine demonstriert werden (Dasso &
Taylor, 1992). Arginin-Vasopressin hemmte die Bindung von Adrenalin an seine spezifischen Rezeptoren

und umgekehrt. Spezifische Antagonisten verhinderten diesen Effekt.

Die Formierung eines hochaffinen Rezeptor-Agonisten-Komplexes ist abhdngig von der Assoziation des
Rezeptors mit einem G-Protein (De Lean et al., 1980). Damit kann aus der Hemmung der Aktivierung
des zweiten Rezeptors geschlossen werden, dass die Hemmung durch eine G-Protein-Sequestrierung am
ersten Rezeptor erfolgte. Es scheint also wahrscheinlich, dass die Aktivierung eines Rezeptors Gq/11-

oder Gyy/13-Proteine an diesem Rezeptor konzentriert und deren Aktivierung katalysiert.

Die zitierten Untersuchungen wurden an Membranpraparationen durchgefiihrt. Die Konkurrenz um G-
Proteine war unabhangig von hinzugefiigtem GTP. Damit fallt die zitierte Arbeit nicht unter den Vorwurf
des Artefakts von Chabre und Kollegen (Chabre et al., 2009). Diese schreiben, dass Kooperativitat zwi-
schen verschiedenen 7TMR ein in-vitro-Artefakt sei. Die reziproke Beeinflussung des Bindungsverhaltens
zweier TTMR-Liganden sei durch eine GTP-Depletion zu erklaren, was eine G-Protein-Sequestrierung

und unphysiologisch hohe Affinitat des Rezeptors zum Liganden nach sich ziehe. Da in der Arbeit von

122



Dasso und Taylor der Effekt in Anwesenheit und in Abwesenheit von extern zugefiigtem GTP persistierte,
greift der Vorwurf des Artefakts hier nicht. Vielmehr wird eine Ausweitung der negativen Interferenz auch

auf Gq/11- oder Gyp/13-Protein-koppelnde 7TMR und damit auch auf die vorliegende Arbeit mdglich.

Weiter gestiitzt wird dieses Modell durch Ergebnisse von Fitzsimons und Kollegen, die eine eine negative
Interferenz zwischen dem Hi-Histaminrezeptor und dem P2Y5-Purinrezeptor, die beide an G/1;-Proteine
koppeln, zeigen konnten. Dabei konnte ein inverser Agonist am H;i-Rezeptor die Signaltransduktion
des P2Y-Purinrezeptors konzentrationsabhiangig hemmen. Uberexpression von Gag; - d.h. Aufhebung
der limitierenden G-Proteinkonzentrationen - unterband diesen Effekt (Fitzsimons et al., 2004). Gg/11-
koppelnde 7TMR kdnnen also tber den Effekt von inversen Agonisten G-Proteine binden und damit die

Signaltransduktion des jeweils anderen Rezeptors erschweren.
Die Anwendung des Modells auf die vorliegenden Ergebnisse ware also wie folgt:

Dass die hemmenden Effekte von RCBP, RCB und Prazosin in ihrer Hohe gleich ausfallen, kénnte durch
einen Mangel an G411~ oder Gyp/13-Proteinen bedingt sein. Alle Rezeptoren konvergieren auf dieselben
G-Proteine und sind zudem in Mesenterialarterien hoch exprimiert. Sollte die G-Proteinkonzentration in
einer Zelle also tatsichlich der limitierende Faktor fir die Signaltransduktion sein, kdnnte ein inverser
Agonist bereits eine derartige G-Protein-Sequestrierung am inaktivierten Rezeptor induzieren, sodass
eine Signaltransduktion durch mechanische Aktivierung der anderen Rezeptoren nicht mehr méglich ist.

So kénnte Prazosin alleine den gleichen Hemmeffekt erzeugen wie die Kombinationen RCBP oder RCB.

Prazosin und Candesartan sind nachgewiesenermaBen inverse Agonisten. Beide Substanzen waren ent-
weder alleine oder in Kombination in den Experimenten mit RCBP, RCB und Prazosin anwesend. Es
ist also vorstellbar, dass sie sich beide eben nicht in ihren Hemmeffekten addieren, sondern ein inverser

Agonist durch G-Protein-Sequestrierung den Effekt des anderen inversen Agonisten obskuriert.

Abbildung 38 verdeutlicht nochmals schematisch das Konzept der Nicht-Additivitat durch negative

Interferenz.
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Abbildung 38: Nicht-Additivitat durch negative Interferenz. Die obere Bildhilfte zeigt schematisch negative Interferenz
von zwei mechanosensitiven 7TMR in Gegenwart eines inversen Agonisten. Bindung des inversen Agonisten an 7TMR;
fihrt zur G-Protein-Sequestrierung an 7TMR; ohne Signaltransduktion. Eine folgende Membrandehnung fiihrt zu keiner
Signaltransduktion an 7TMR;, da dieser durch den inversen Agonisten in einer inaktiven Konformation stabilisiert wird
(siehe auch Abbildung 37). Die Mechanosensitivitdt von 7TMR; bleibt ebenso ohne nachgeschalteten zelluléren Effekt,
da nicht geniigend G-Proteine fiir die Signaltransduktion zur Verfiigung stehen. Die untere Bildhalfte zeigt schematisch
negative Interferenz von zwei mechanosensitiven 7TMR in Gegenwart zweier inverser Agonisten. Beide 7TMR sind durch
ihre inversen Agonisten in eine inaktive Konformation iiberfiihrt worden und damit nicht mehr durch Dehnung aktivierbar.
Ferner konkurrieren sie um die Bindung und Sequestrierung von G-Proteinen. Eine nun erfolgende Membrandehnung
fihrt zu keiner Signaltransduktion. Damit gleicht das AusmaB der Signaltransduktion in der oberen Bildhalfte dem in der
unteren Bildhalfte. So wird auch die Nicht-Additivitat der Effekte von RCB und Prazosin verstandlich. Abbildungselemente

entnommen aus Akazawa et al., 2009.

Negative Interferenz kann somit auch Beobachtungen erklaren, die dem Modell der sequentiellen Akti-
vierung von 7TMR und TRPC-Kanilen am Anfang der Signalkaskade des myogenen Tonus scheinbar
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widersprechen: 7TMR-Agonisten und mechanischer Stress induzieren jeweils einen transmembranéren,
depolarisierenden TRPC-lonenstrom. Die Kombination beider Stimuli fiihrt jedoch zu keiner Verstar-
kung des TRPC-Stroms (Anfinogenova et al., 2011). Diese Beobachtungen missen trotzdem nicht zur
Verwerfung der Hypothese von mechanosensitiven 7TMR fiihren, da sie gut mit der Konkurrenz um G-
Proteine erklart werden kdnnen. Wenn ein limitierter G-Protein-Pool durch einen rezeptoraktivierenden
Stimulus bereits erschopfend rekrutiert wird, kann durch einen zweiten, ebenfalls rezeptoraktivierenden

Stimulus keine Steigerung der Antwort erreicht werden.

Auch die Nicht-Additivitat der kontraktilen Effekte von pharmakologischer Stimulation und Erhdhung
des intravasalen Drucks konnen durch dieses Konzept erklart werden (Anschiitz & Schubert, 2005).
Es zeigte sich, dass die gleiche Konstriktionsantwort sowohl durch alleinige Druckerh6hung als auch
durch Druckerhéhung plus pharmakologische Vorkonstriktion erreicht wird. Kleinere Druckerh6hungen
hingegen, die unter Kontrollbedingungen noch keinen myogenen Tonus ausldsten, wurden durch phar-
makologische Vorkonstriktion in den myogenen Bereich verschoben. Dies bedeutet, dass ein Synergismus
davon abhangig sein kénnte, in welchem AusmaB druckinduzierte und pharmakologische Kontraktions-
wege aktiviert sind. Ein kleiner Drucksprung aktiviert wahrscheinlich nur eine geringe Population von
Rezeptoren. Damit konkurriert er nur um eine entsprechend kleinere Anzahl an G-Proteinen mit den
pharmakologisch aktivierten Rezeptoren. Ein groBer Drucksprung konnte dagegen unter Umstanden in

seinem Effekt durch parallele pharmakologische Rezeptoraktivierung verschleiert werden.

Zur Erhartung der Vermutung, dass die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit Giber negative Interferenz
erklart werden konnten, sind weitere Arbeiten speziell mit den hier untersuchten Rezeptoren notwendig.
Insbesondere wére interessant, ob sich Ergebnisse auf Einzelzellebene im heterologen Expressionssystem

mit zwei und mehr 7TMR reproduzieren lassen.

4.4 Ausblicke

Wie schon erwdhnt, wurden in unserer Arbeitsgruppe bereits die Effekte der Einzelsubstanzen Relco-
vaptan, Candesartan und BQ-123 auf den myogenen Tonus getestet. Mit diesen Kenntnissen kann eine
Korrelation zwischen Expressionslevel des Rezeptors und Tonusreduktion durch dessen Hemmung erstellt

werden.

Es wurde ein RNA-basiertes Rezeptorexpressionsprofil fiir mehrere GefaBgebiete erstellt. Auf Basis dieser

Ergebnisse lassen sich weitergehende Experimente planen:

So kdnnen auch die untersuchten LeitungsgefaBe in ihrer Fahigkeit, einen myogenen Tonus auszubilden,
explizit getestet werden. Wenn die diesbeziiglichen Daten fiir Abdominalaorta und A. mesenterica su-
perior vorliegen, konnen die Daten mit denen der kleinen Mesenterialarterien verglichen werden. Damit
kénnte iiber drei GefaBgenerationen hinweg eine Anderung von Myogenitit untersucht werden. Un-
terschiede zwischen Leitungs- und WiderstandsgefaBen lieBen sich auf diese Weise womoglich genauer
erfasssen. Es ware ferner interessant zu wissen, ob es auch in den LeitungsgefaBen zu einer bisigmoiden
MT1-Kurve mit Linksverschiebung und Transition zur monosigmoiden MT,-Kurve kommt. Unterschie-
de in den Parametern der Regressionskurven kénnten ebenfalls weitere Hinweise auf die funktionellen

Unterschiede zwischen Leitungs- und WiderstandsgefaBen und deren molekulare Trager liefern.
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Desweiteren konnten liber die Applikation von inversen Agonisten an LeitungsgefaBen die erarbeiteten
signifikanten Unterschiede in den 7TMR-RNA-Leveln weiter auf ihre funktionelle Relevanz untersucht
werden. Damit lieBe sich die Vermutung, dass sich Unterschiede zwischen Widerstands- und Leitungsge-

faBen an den Expressionsleveln spezifischer, vermutlich mechanosensitiver 7TMR widerspiegeln, weiter
erharten.

Ein Nachteil der vorliegenden Arbeit ist, dass sie den Einfluss anderer hypothetischer Mechanosensoren
im Rahmen der MT-Entstehung nicht ausschlieBen kann. Dies ist wegen der Vielfaltigkeit der diskutierten

Strukturen nahezu unmdglich in einem einzigen Ansatz zu realisieren.

Da der myogene Tonus durch inverse Agonisten bisher nur in seinem Maximaleffekt gesenkt werden
konnte, nicht aber vollstandig unterdriickt wurde, ist anzunehmen, dass weitere komplementare mecha-
nosensitive Strukturen existieren, siehe auch Tabelle 3. Folglich miissen auch die anderen Strukturen,
fur die Gber eine Funktion als Mechanosensor des myogenen Tonus bisher spekuliert wurde, mit dem
gleichen Ansatz untersucht werden.

Auch hier ware es interessant, Unterschiede in der Expression und Funktionalitat zwischen Leitungs- und
WiderstandsgefaBen festzustellen. SchlieBlich sollte versucht werden, deren relativen Anteil am Zustan-
dekommen des myogenen Tonus durch selektive Ausschaltung zu quantifizieren. Abildung 39 versucht,

den quantitativen Anteil Gg/11- bzw. Gyo/13-Protein-koppelnder sensorischer 7TMR am myogenen Tonus
darzustellen.
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Abbildung 39: Gezeigt ist der relative Anteil der in der vorliegenden Arbeit untersuchten 7TMR (lila hinterlegt) am
gesamten myogenen Tonus (blau hinterlegt). Der myogene Tonus konnte durch die Hemmung der 7TMR nicht komplett
unterdriickt werden. Damit liegt es nahe, andere putative Sensoren (siehe auch Tabelle 3) fiir das Zustandekommen
des myogenen Tonus zu analysieren. Vielleicht kann kiinftig deren relativer Anteil ebenfalls beziffert werden und in ein
Gesamtmodell mathematisch inegriert werden.
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Wahrscheinlich liegt in der Konvergenz verschiedener Mechanosensoren der Schliissel zum Verstandnis
dieses Organreflexes:

Die Tatsache, dass verschiedene zellulare Strukturen zur Gesamtmechanosensitivitat beitragen, kénnte
bei Ausfall eines Sensors iiber Redundanz eine groBtmogliche Restsensitivitat und damit eine groBtmog-

liche Restantwort garantieren.

Am Ende kénnte ein mathematisches Modell des myogenen Tonus stehen, dass alle relevanten Sensoren
miteinander kombiniert und in ihrem relativen Anteil umfasst. Dieses Modell kann hoffentlich allen
bisher diskutierten tonusrelevanten Strukuren ihren Platz im komplexen Gefiige der Signalkaskaden des
myogenen Tonus zuweisen.

Auf die Ergebnisse zur Mechanosensitivitdt von 7TMR und deren Beeinflussung durch inverse Agonisten
iibertragen, kénnte das Stichwort ,,Mechanopharmaceutics" wieder aktiviert werden. Dieses bezeichnete
urspriinglich die pharmakologische Beeinflussung mechanosensitiver lonenkanéle (Hamill, 2006). Die
Ausweitung auf inverse Agonisten konnte helfen, auf deren Beeinflussung mechanosensitiver Prozesse
hinzuweisen, was den bisherigen, rein pharmakochemischen Horizont ihrer Anwendung weit lberstiege.
Zusatzlich lassen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit vermuten, dass eine Kombination verschiedener
inverser Agonisten an auf die gleichen G-Proteine konvergierenden 7TMR durch die resultierende negati-
ve Interferenz nicht sinnvoll ware. Sollten mechanoinhibitorische inverse Agonisten explizit als solche zur
Anwendung am Menschen gelangen, miisste eine Kombinationstherapie unbedingt kritisch betrachtet
werden.

Die Ergebnisse beschranken sich jedoch nicht nur auf die Mechanoinhibition: Alle sich bisher in the-
rapeutischer Anwendung befindlichen Antagonisten sollten auf intrinsische Eigenschaften als inverse
Agonisten iberprift werden. Daran anschlieBen sollte sich eine kritische Evaluation, welche Substanzen
sich zur Kombinationstherapie eignen, und bei welchen eine negative Interferenz zu befiirchten ist.
Mechanosensitivitat ist ein fiir den Gesamtorganismus fundamentaler Prozess. Dessen ungeachtet ist
noch erstaunlich wenig iiber die Prozesse bekannt, die mechanische Energie in zelluldre Signale umsetzen
(Kung, 2005; Christensen & Corey, 2007). Vielleicht kann kiinftig das Konzept mechanosensitiver 7TMR
helfen, auch auf anderen Gebieten als dem myogenen Tonus Erkenntnisfortschritte zu erzielen.

5 Zusammenfassung

Die vorliegend prasentierten Experimente hatten zum Ziel, die hypothetische Rolle von Gg/1;- bzw.
Gi2/13-koppelnden heptahelikalen Transmembrandomanenrezeptoren (7TMR) als Mechanosensoren fiir
die Initiation des myogenen Tonus zu untersuchen.

Um festzustellen, welche 7TMR hierfiir besonders relevant sind, wurden LeitungsgefaBe mit Widerstands-
gefaBen in ihren RNA-Leveln fiir eine Reihe von 7TMR verglichen. Dies geschah auf der Grundlage, dass
LeitungsgefaBe einen geringeren myogenen Tonus aufweisen als WiderstandsgefaBe. Eine aus hoheren
RNA-Leveln ableitbare gréBere Anzahl an putativen Sensormolekiilen sollte also iiber eine groBere Me-
chanosensitivitat des GefaBes zu einem hoheren AusmaB an myogener Vasokonstriktion fiihren.

Die RNA-Level wurden mittels quantitativer RT-PCR (qRT-PCR) bestimmt. Die Quantifizierung er-

folgte relativ zum geometrischen Mittel dreier Haushaltsgene. Die untersuchten WiderstandsgefaBe um-
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fassten kleine Mesenterialarterien, Nierenarterien und Gehirnarterien. Die untersuchten LeitungsgefaBe

umfassten die A. mesenterica superior, Bauchaorta, A. carotis communis und die Pulmonalarterie.

Folgende Rezeptoren stellten sich in der qRT-PCR aufgrund ihres Expressionsprofils als vielversprechende
molekulare Sensorproteine in WiderstandsgefaBen heraus: AT g-Angiotensinrezeptor, ET o-Endothelinrezeptor,

Va-Vasopressinrezeptor, aa-Adrenozeptor.

In einem zweiten Schritt wurde versucht, iiber pharmakologische Inhibition der vorgenannten Rezeptoren
eine Reduktion des myogenen Tonus zu erreichen. Die eingesetzte Methode war die isobare Konstrikti-
onsmessung (Arteriographie) an isolierten kleinen Mesenterialarterien. Die Methode erforderte vor der
eigentlichen Applikation der Pharmaka die Registrierung eines myogenen Tonus in Abwesenheit jegli-
cher Pharmaka. Dann erst wurde der myogene Tonus unter Anwesenheit von Pharmaka ein zweites
Mal registriert. Bei der genaueren Analyse des ersten myogenen Tonus fiel dessen bisigmoider Verlauf
auf. Moglicherweise liegt dieser charakteristischen Form eine zeitversetzte Aktivierung der an die pu-
tativen mechanosensitiven 7TMR koppelnden G-Proteine zugrunde: Zunachst werden wahrscheinlich

Gg/11-Proteine aktiviert, dann Gy /13-Proteine.

Bei der Analyse des Kurvenverlaufs zum zweiten myogenen Tonus zeigte sich unter Kontrollbedingun-
gen, d.h. unter Abwesenheit von Pharmaka, eine Linksverschiebung relativ zum ersten myogenen Tonus.
Dariiberhinaus anderte sich die Kurvenform von bisigmoid zu monosigmoid. Wahrscheinlich sind auch fiir
diese Charakteristika Eigenheiten der an die putativ mechanosensitiven 7TMR koppelnden G-Proteine
verantwortlich: Die im Zuge des ersten myogenen Tonus aktivierten Gy,/13-Proteine inaktivieren mog-
licherweise langsamer durch GTP-Hydrolyse als die Gg/1;-Proteine. Deshalb kénnten zu Beginn des
zweiten myogenen Tonus beide G-Protein-Spezies aktiv sein und so die Mechanosensitivitat der glatten
Muskelzellen drastisch erhéhen, was die Linksverschiebung erklaren wiirde. Die nun konzertiert erfolgen-

de G-Protein-Aktivierung konnte ferner den monosigmoiden Kurvenverlauf erklaren.

Die Applikation der Pharmaka erfolgte zunachst als Kombination von antagonistischen Substanzen an
ATi-, ETaA-, Via- und ai-Rezeptoren. Eingesetzt wurden Candesartan, BQ-123, Relcovaptan und Pra-
zosin. Diese Kombination reduzierte den myogenen Tonus signifikant in seiner Amplitude. AnschlieBend
wurde Prazosin als Monosubstanz getestet. Der Hemmeffekt unterschied sich nicht von der urspriingli-
chen Viererkombination. SchlieBlich erfolgte eine Testung der urspriinglichen Kombination unter Auslas-
sung von Prazosin. Auch hier war der hemmende Effekt derselbe. Zur Erklarung dieser Befunde wurde
das Konzept der negativen Interferenz herangezogen: Dabei konkurrieren 7TMR um einen limitierten
Pool an G-Proteinen. Inverse Agonisten (wie sie die Substanzen Candesartan und Prazosin darstellen)
filhren zu einer Sequestrierung von G-Proteinen an den jeweiligen Rezeptoren ohne folgende Signal-
transduktion. Dabei konnte die Applikation eines inversen Agonisten dieselben Effekte erzielen wie eine

kombinierte Applikation.

Letztlich konnte durch den hemmenden Effekt von Prazosin fiir a;-Adrenozeptoren bestatigt werden,
dass sie eine mechanosensitive Funktion austiben. Unter Beriicksichtigung der Ergebnisse des qPCR-Teils
handelt es sich wahrscheinlich um aqa-Adrenozeptoren. Deren Mechanosensitivitat kann einen Teil der
Kontraktion glatter Muskelzellen auf einen steigenden intravasalen Druck vermitteln und damit einen

entsprechenden Anteil am myogenen Tonus erklaren.
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