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Einleitung 1

A. Einleitung

,ES klingt wie eine Ironie des Schicksals, dass man mir Nitroglyzerin innerlich
verschrieben hat“, schrieb Alfred Nobel an einen Freund. Er litt an Angina pectoris
und schon vor uber 100 Jahren wurde dieser NO-Donator als Pharmakon zur
Reduzierung von Angina pectoris Schmerzen eingesetzt. Die dem Arzneistoff
zugrundeliegende Pharmakologie und das wirksame Agens war damals noch nicht
bekannt. Vielleicht die groRere Ironie ist es, dass das aus dem Verkauf von Dynamit
erwirtschaftete Privatvermdgen Nobels von ihm zur Stiftung des gleichnamigen
Preises verwendet wurde. Ein Preis, den 1998 die drei Amerikaner, Furchgott,
Ignarro und Murad erhielten, fur die Entdeckung und Identifizierung eines endo-
genen Botenstoffes im kardiovaskularen System, der zunachst als EDRF (,endo-

thelium-derived relaxing factor®) bezeichnet wurde. Genau dieser Faktor ist es, der
aus der Metabolisierung des exogen zugefuhrten Sprengstoffes Nitroglyzerin frei-
gesetzt wird und den Stifter vor seinen pektanginésen Schmerzen bewahrte. Seit
dieser Entdeckung (Ilgnarro et al., 1987) war das Radikal Stickstoffmonoxid Ziel

intensiver Forschung.

A.1. Der NO/cGMP/cGKI-Signalweg

Endogen wird NO von den NO-Synthasen (NOS) gebildet, durch die katalysierte
Oxidation von L-Arginin zu L-Citrullin in der Gegenwart von Sauerstoff und NADPH
als Substraten und den Cosubstraten FAD, FMN, Calmodulin und Tetraydro-
biopterin. Als Produkte dreier verschiedene Gene sind bisher drei NOS-Isoformen
bekannt: die neuronale (hnNOS oder NOS1), die induzierbare (iNOS oder NOS2) und
die endotheliale NO-Synthase (eNOS oder NOS3). Von einer zusatzlichen, mito-
chondrialen NO-Synthase (mtNOS) wurde berichtet, die als Alpha-lsoform der nNOS
angesehen wird. (Giulivi, 2003)

Diese Vertreter der Enzymfamilie kommen in den unterschiedlichsten Geweben vor,

bestehen jeweils aus zwei identischen Untereinheiten, wobei NOS 1 und 3 Kalzium-
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Calmodulin abhangig sind, konstitutiv exprimiert werden und eine autoinhibitorische
Schleife besitzen.

Die induzierbare NOS findet sich vor allem in Makrophagen und Neutrophilen, ist
weder kalziumabhanig, noch verfugt sie Uber Autoinhibition. Ihre Bezeichnung gilt
jedoch mittlerweile als Uberholt, da eine konstitutiv exprimierte iNOS in Herzmuskel-
Zellen gefunden wurde. (Buchwalow et al., 2001)

Die ubiquitare Verteilung dieser Enzyme deutet schon an, dass ihr Produkt,
Stickstoffmonoxid, eine wichtige Rolle bei vielen physiologischen und patho-
physiologischen Prozessen spielt: bei der Motilitdt des Gastrointestinaltrakts, der
Immunabwehr, da das Radikal in hoheren Konzentrationen zytotoxisch wirkt, beim
Lernen und der Gedachtnisbildung, bei der Regulation des Blutdrucks und der
Thrombozytenaggregation. (Hofmann et al., 2006; Pacher et al., 2007)

Therapeutisch werden indirekt oder direkt freisetzende NO-Donatoren in erster Linie
zur kurz- oder langerfristigen Anfallsprophylaxe bei Angina pectoris eingesetzt.
Ausgeldst durch die Scherkrafte des Blutstroms wird im Endothel des vaskularen
Systems kontinuierlich NO gebildet, welches schnell durch biologische Membranen
diffundiert und zum Beispiel in den sich unter dem Endothel befindenden glatten
Muskelzellen an die Hdm-Gruppe der I16slichen Guanylatzyklase bindet. Dadurch wird
die sGC aktiviert und die Synthese des sekundaren Botenstoffes cGMP (zyklisches
Guanosin-3'5’-mono-phosphat) aus Guanosin-5'-triphosphat (GTP) induziert.

Diese Zyklasen setzen sich jeweils aus einer von zwei Alpha-Untereinheiten (a1,02 )
und einer von zwei Beta-Untereinheiten (B1,52) zusammen. Die Bezeichnung
Ll0slich® fur im ,Zytosol gelost® hat sich als irrefuhrend herausgestellt, da im Gehirn
der Maus eine membrangebundene Form (a2,81) gefunden wurde. Deshalb wurde
die Bezeichnung ,NO-sensitive Guanylatzyklasen® (NO-GC) vorgeschlagen.
(Koesling et al., 2004) An der pharmakologischen Modulation dieser Enzyme wird
intensiv geforscht. Auf dem Weg zur Arzneimittelzulassung befinden sich bereits die
NO-unabhangigen sGC Aktivatoren und die NO-abhangigen sGC Stimulatoren. Sie
verursachen bei Abwesenheit bzw. die zuletzt genannten bei Anwesenheit von
Stickstoffmonoxid eine Erhdhung der zellularen cGMP-Spiegel. Fur diese neuen
Klassen von Pharmaka werden viele Indikationen diskutiert, wie z.B. die Therapie der
arteriellen und pulmonalen Hypertonie, der Herzinsuffizienz, der Arteriosklerose, der
erektilen Dysfunktion, der renalen Fibrose, der Niereninsuffizienz, der Leberzirrhose

oder die Prophylaxe von Thrombosen. (Evgenov et al., 2006; Stasch et al., 2006)
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Neben den sGCs existieren die als membranstandig bekannten, partikularen
Guanylatzyklasen (pGC), die durch die natriuretischen Peptide aktiviert werden,
keinen NO bindenden Protoporphyrin IX-Ring besitzen und ebenfalls nach
Aktivierung cGMP synthetisieren. Bisher sind sieben Isoformen dieser Enzymfamilie
bekannt. Alle vereinen die katalytische und die peptidbindende Einheit in einem
Molekul und besitzen eine transmembranare Domane. (Cerra and Pellegrino, 2007;
Kuhn, 2003)

Neben den cGMP synthetisierenden Enzymen existieren Phosphohydrolasen, die
Phosphodiesterasen (PDEs), die die sekundaren Botenstoffe cGMP und cAMP durch
Ringo6ffnung des zyklischen Phosphat-Esters am 3’-Ende hydrolysieren.

Bisher sind elf Familien der PDEs bekannt, mit zahlreichen Isoformen und Splice-
varianten. Diese unterscheiden sich in ihrer raumlichen Struktur, den kinetischen
Eigenschaften, ihrer zellularen Lokalisation und Expression, in ihrer unter-
schiedlichen Sensitivitat gegenlber Inhibitoren, sowie ihrer Substratspezifitat und
Modulation ihrer Aktivitdt. (Bender and Beavo, 2006; Rybalkin et al., 2003) Die
Phosphodiesterasen als pharmakologische Zielstruktur werden seitens der
Pharmaindustrie intensiv beforscht.

1998 wurde unter dem Namen Viagra® auf dem deutschen Markt ein selektiver
Inhibitor der PDE 5 eingefuhrt. Bei dieser PDE handelt es sich um ein cGMP
stimuliertes, ausschliel3dlich cGMP abbauendes Enzym. Ein neues Arzneimittel mit
demselben Wirkstoff wurde Anfang 2006 als Ravatio® zur Therapie der pulmonalen
Hypertonie eingefuhrt. Mit Cialis® (Tadalafil) und Levitra® (Vardenafil) sind zwei
weitere PDE 5-Inhibtoren neben Viagra® (Sildenafil) auf dem deutschen Markt zur
Behandlung der erektilen Dysfunktion zugelassen.

Auch finden die Inhibitoren der PDE 3, Amrinon, Enoximon und Milrinon, die so-
genannten Inodilatatoren, bei Herzinsuffizienz (NYHA IV) Anwendung.

Das zyklische GMP kann auch cAMP abbauende PDEs hemmen, zum Beispiel die
PDEs 3. Dadurch ist ein ,crosstalk zwischen dem cGMP und cAMP System maglich
und damit eine Vernetzung zweier Signalwege. Hohe Konzentrationen an
zyklischem Guanosinmonophosphat sind ausserdem in der Lage, die Aktivitat der
cAMP-abhangigen Proteinkinase, der Proteinkinase A, zu modulieren. (Bender and
Beavo, 2006)

Eine weitere Zielstruktur von cGMP stellen ,cyclic nucleotide-gated“, CNG-Kanale

dar. Es konnte gezeigt werden, dass die Offenwahrscheinlichkeit dieser Kationen-
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kanale in olfaktorischen und visuellen Neuronen durch Bindung des sekundaren

Botenstoffs moduliert werden kann. (Biel et al., 1998)

L-Arginin
JNDS GTP
/ ‘ ANP
BNP

NO —— |sGc pGC “—‘ CNP

+ Citrullin \ / ~ Guanylin

cGMP

LN

FDEs  prs PKG  CNG

Abb. A-1: Synthese von cGMP und dessen zellulére Zielstrukturen.

NO wird von den NO-Synthasen (NOS) aus L-Arginin synthetisiert und aktiviert die ,l6sliche Guanylat-
zyklase” (sGC), was zur Bildung von cGMP aus GTP flhrt. Das cGMP kann auch nach Aktivierung der
partikularen Guanylatzyklase (pGC) durch die Natriuretischen Peptide (ANP, BNP, CNP) oder
Guanylin synthetisiert werden. Die Effektoren von cGMP sind Phosphodiesterasen (PDEs), die
Proteinkinase A (PKA) oder die cGMP-abhangigen Kinasen (Proteinkinase G, PKG) oder Zyklo-
nukleotid-aktivierte Kationenkanale (CNG).

A.1.1. Die Proteinkinasen G

Schlie3lich stellen die Proteinkinasen G, auch als cGMP-aktivierte Proteinkinasen
(cG-Kinasen) bezeichnet, die wichtigste Zielstruktur dieses zyklischen Nukleotids dar.
(Pfeifer et al., 1999)

Sie phosphorylieren spezisch Serin- und Threoninreste der Substratproteine und
werden zur Familie der Serin/Threonin-Kinasen gezahlt. In Saugern fihrt die Ex-
pression zweier Gene prkg1 und prkg 2 zu drei verschieden cG-Kinasen.

Wahrend die Isoformen cGKla und cGKIf Produkt des gleichen Gens (prkg1)
sind, wird die cGKII von prkg2 kodiert. Die Isoformen la und IB unterscheiden
sich durch ihre N-terminale Aminosauresequenz und durch die unterschiedlichen
Konzentrationen in verschiedenen Geweben. Die lo-Isoform wird vor allem in Herz,

Lunge und Cerebellum, die Ip-Isoform in hippocampalen Neuronen, dem Bulbus
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olfactorius und in Thrombozyten exprimiert. Beide Isoformen werden in glatten
Muskelzellen gebildet, wie sie zum Beispiel im gesamten arteriellen System als
Bestandteil der GefaRwand vorkommen. (Hofmann et al., 2006) Die Proteinkinasen
G sind Homo-dimere, und aus 3 funktionellen Domanen aufgebaut:

- der am aminoterminalen Ende gelegenen autoinhibitorischen Sequenz, die
gleichzeitig fur die Bindung am Zielprotein und fur die stabile Dimerisierung
der Monomere der Proteinkinase verantwortlich ist.

- der regulatorischen Domane, die zwei Tandembindungstaschen flr
cGMP besitzt.

- dem katalytischen Abschnitt, mit einer Bindungsstelle fir ATP von dem der
endstandige Phosphatrest auf das Substrat Ubertragen wird.

Die Proteinkinasen G Typ | und Il unterscheiden sich hinsichtlich ihrer
Gewebsverteilung und subzellularen Lokalisation. Typ Il ist durch Myris-
toylierung an die Membran gebunden.

Die cGKI kommt im vaskularen Endothel, in Monocyten, Makrophagen, in
Neutrophilen, in der Niere, im Herz, in den Hinterhornganglien, in der Retina und
daneben im Gehirn zum Beispiel Hippocampus (Feil et al., 2005a; Kleppisch et al.,
1999) der Amygdala, der Hypophyse und im cerebralen Cortex vor. (Feil et al.,
2005b; Keilbach et al., 1992)

A.1.2. Substrate und Effekte der Proteinkinasen G

Neben ihrer wichtigen Funktion in glatten Muskelzellen (s.u.) regulieren die cG-
Kinasen eine Vielzahl weiterer physiologischer Mechanismen. (Hofmann et al., 2000;
Hofmann et al., 2006)

Die cGKII spielt eine Rolle in der enchondralen Ossifikation (Pfeifer et al., 1996) und
bei der Unterdrickung der Reninfreisetzung durch NO in der Niere. (Wagner et al.,
1998) Daneben ist sie an der Regulation der intestinalen Chloridionen- und Wasser-
Sekretion beteiligt. Die durch das hitzestabile Enterotoxin von Escherichia coli (STa)
ausgeloste Diarrhoe wird Uber die cGKII vermittelt. STa bewirkt eine pathologische
Erhohung der cGMP-Konzentration durch die pGC-C. Dies aktiviert die PKG Il und
der CFTR (,cystic fibrosis transmembrane conductance regulator)-Chlorid-Kanal

wird durch das aktive Enzym phosphoryliert (Vaandrager et al., 1997) und gedffnet,
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was eine erhdhte Wassermenge im Intestinum und Diarrhoe zur Folge hat.(Pfeifer et
al., 1996)

Die cGKI ist an zahlreichen Signalmechanismen im glatten Muskel beteiligt, die zur
Relaxierung von glatten Muskelzellen fihren. (Koeppen et al., 2004; Murthy, 2006;
Ny et al., 2000; Pfeifer et al., 1998; Sausbier et al., 2000)

Durch Phosphorylierung der regulatorischen Untereinheit MYPT1 ,myosin targeting
subunit 1“ der glattmuskularen Myosinphosphatase (SMPP-1M, ,smooth muscle
phosphatase®) (Surks et al., 1999) durch die cGKla wird eine relaxierende Wirkung
erreicht. (Surks and Mendelsohn, 2003)

Die la-Isoform phophoryliert dabei den Serin-Rest 695, verhindert dadurch die
Kontraktion via Phosphorylierung des benachbarten Threonin-Restes 696 durch die
Rho-Kinase. (Wooldridge et al., 2004) Neben dieser von der zytosolischen
Kalziumkonzentration unabhangigen Relaxierung, vermittelt die Proteinkinase Gl

Mechanismen, die Uber die Reduktion der [Ca];den gleichen Effekt erzielen.

Die Offenwahrscheinlichkeit Kalzium-aktivierter Kaliumkanale (BK.) wird durch
Phosphorylierung erhoht. Der dadurch vermehrt stattfindende Kaliumausstrom aus
der Zelle bewirkt eine Hyperpolarisation, eine Negativierung des Membranpotentials,
und flhrt damit unter anderem zum SchlieRen von spannungsabhangigen L-Typ
Kalzium-Kanalen. (Alioua et al., 1998) Die [Ca]; wird als Folge dessen nicht weiter
erhoht und wirkt der Ca?*/Calmodulin-abhdngigen Aktivierung der Myosin-Leichte-

Ketten-Kinase entgegen. (Somlyo and Somlyo, 2003)

Das RGS 2-Protein (,regulator of G-protein signalling®) ist ein weiteres Substrat der
cGKI. (Tang et al., 2003) Eine Aktivierung Gg-gekoppelter Rezeptoren durch
endogene Agonisten wie Noradrenalin oder Angiotensin Il fihrt zur Stimulation der
Phospholipase CpB, die Synthese von Inositol-1,4,5,-trisphosphat (IP3) und
Diazylglyzerol ist die Folge. IP; triggert nach Bindung an den IP3-Rezeptor den
Kalzium-Ausstrom aus dem endoplasmatischen Retikulum glatter Muskelzellen.
Phosphorylierung von RGS-2 durch die cGKI fuhrt zur Erhéhung der GTPase-
Aktivitat (Faktor 10% bis 10%) (Hepler, 1999; Heximer et al., 1999) der Alpha-
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Untereinheit des Gq4-Proteins, dadurch zu einer Hemmung der IPs-Synthese und

hemmt damit konsekutiv den Kalzium-Ausstrom aus dem sarkoplasmatischen

Retikulum.

Hormon

Rezeptor

PLC [53
/ . Rho=¥ Rho-Kinase
—
MYPT1/MLCP
 — R E—
T Ak nFM- _; n. = L-Typ
CG KI L o | Ca”'-Kanal
2+ Cca*
IP;RI C G MP Hyper-
polarisation
C

NO

Abb. A-2: Schema der cGKl-abhangigen Relaxierung von glatten Muskelzellen. BKca, RGS-2,
MYPT1, PLCB3 und IRAG sind Substratproteine der cGKI. Die Phosphorylierung dieser Substrate

bewirkt eine Relaxierung der glatten Muskulatur. (Siehe Text)

Der IP3; vermittelte Kalzium-Ausstrom kann auch direkt gehemmt werden. Dies wird
durch IRAG (IP3;-Rezeptor assoziiertes cGMP-Kinase Substrat), ein am SR
verankertes Protein, bewirkt. Nach Phosphorylierung durch cGKIp unterdrickt IRAG
den Kalziumausstrom aus Speichern des sarkoplasmatischen Retikulums Uber den

IPs-Rezeptor. (Geiselhoéringer et al., 2004b)
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A.1.3. Das IP3;-Rezeptor assoziierte cGMP-Kinase Substrat IRAG

Identifiziert wurde das 125 kDa schwere Protein IRAG zum ersten mal im Jahr 2000
durch Isolation mittels Affinitatschromatographie aus mikrosomalen Membranen von
glatten Muskelzellen der bovinen Trachea. Durch Co-Immunoprazipitation konnte
gezeigt werden, dass das Protein in einem trimeren Komplex zusammen mit dem
IPsRI und der cGKIB im glatten Muskel vorliegt. (Schlossmann et al, 2000) Im Yeast-
Two-Hybrid System konnte die Interaktion von IRAG mit cGKla und cGKiIl
ausgeschlossen werden. (Ammendola et al., 2001)

Dies konnte unabhangig davon einige Jahre spater eine andere Arbeitsgruppe

nochmals bestatigen. (Casteel et al., 2005)

cGKIB -

|I"IEF3 cC 2+ -
a. ;
~ -

&%
|nsP3RlA‘-§ ‘{ COME

C 32+ER IRAG

Abb. A-3: Das IP;-Rezeptor assoziierte cGMP-Kinase Substrat IRAG.

cGKIB wird durch cGMP aktiviert und interagiert mit ihrem N-Terminus mit IRAG. IRAG ist am
endoplasmatischen Retikulum verankert und besitzt eine Interaktionsstelle mit dem Inositol-1,4,5-
triphosphat-Rezeptor.  (hier:InsP3R) InsP3 fiuhrt zum Kalzium-Ausstrom, der nach der

Phosphorylierung von IRAG unterdriickt wird.
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Mit funktionellen Studien in COS-7 Zellen, in welchen IRAG heterolog exprimiert
wurde, konnte die Hemmung des Kalziumausstroms nachgewiesen werden. Der
mittels Bradykinin induzierte Ca®*-Ausstrom konnte durch Aktivierung der cGKIp

mittels dem cGMP-Analogon 8-Br-cGMP unterdruckt werden.

Eine C-terminal gelegene Transmembrandomane verankert IRAG in der Membran
des SR. In der zentralen Region des Proteins weist IRAG eine coiled-coil Domane
auf. lhr N-terminaler Teil ist fur die Protein-Protein-Interaktion mit dem IP3;-Rezeptor
essentiell.

In vitro konnten durch Proteinsequenzierung mittels Massenspektrometrie 5 putative
Phosphorylierungsstellen ermittelt werden, die die entsprechenden Konsensus-
sequenzen der cGKIp besitzen. In vivo konnten kurzlich zwei der funf Phosphory-
lierungsstellen in intakten humanen Thrombozyten bestatigt werden. (Schlossmann
et al., 2000)

Klrzlich wurde gezeigt, dass dem NO/cGKIB/IRAG-Signalweg eine entscheidende
Rolle in der NO vermittelten Thrombozytenaggregationshemmung zufallt. (Antl et al.,
2007)

Ausser in Thrombozyten ist IRAG vor allem in glatten Muskelzellen lokalisiert, wie
zum Beispiel im Uterus, im Gastrointestinaltrakt, in der Blase, in der Trachea, der
Lunge und insbesondere auch im arteriellen System. (Geiselhdringer et al., 2004a)
Im Gastrointestinaltrakt resultiert die Deletion von Exon 12 des IRAG Gens in einer
stark reduzierten Motilitat und einer Dilatation des Verdauungsapparates. Die durch
8-Br-cGMP vermittelte Relaxation vorkontrahierter Muskelpraparate des Colons war
nahezu aufgehoben. In Analogie dazu relaxierten mit Norepinephrin vorkontrahierte
Aortenringe, in Gegenwart von 8-Br-cGMP nicht mehr. Daraus kann abgeleitet
werden, dass die Interaktion zwischen cGKIl und IRAG einerseits und dem IPs-
Rezeptor andererseits essentiell ist, fur den relaxierenden Effekt von cGMP im

glatten Muskel bei hormoninduzierter Kontraktion. (Geiselhdringer et al., 2004b)
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A.2. Ziele dieser Arbeit

Laut der Todesursachenstatistik des Statistischen Bundesamtes fuhren die Kreis-
lauferkrankungen mit Uber die Jahre relativ stabilen 45% diese Liste nach wie vor an.
Stickstoffmonoxid und der entsprechenden Signalkaskade fallt hierbei sowohl im
therapeutischen Bereich als auch im Verstandnis der zugrundeliegenden Pathologie
eine wichtige Rolle zu. Die Pharmaindustrie betreibt mit grolem finanziellen Aufwand
und hohem Interesse die Suche nach Maglichkeiten einer pharmakologischen
Intervention auf vielen Stufen dieses Signalweges. (sGCs, PDEs, NO-Donatoren)
Nicht nur deshalb ist ein fundamentales Verstandnis dieser Signalweges wichtig.

Als zentrale Elemente der Signalkaskade fallen dabei der cGKI und deren Substrate
eine grof3e Rolle zu. Um die genaue Funktion der Isoformen lo. und I zu klaren,
wurden kurzlich cGKI knockout Mause generiert, die im glatten Muskel nur jeweils
eine Isoform der Kinase exprimieren. (Weber et al. 2007) Ebenso generiert wurde
eine IRAG Deletionsmutante (IRAG A12/A12 Maus), bei der die Interaktionssteller
zwischen IRAG und dem IP3;-Rezeptor zerstort wurde. (Geiselhdringer et al., 2004b)
SchlielRlich existiert seit kurzem eine IRAG knockout Maus, die kein IRAG Protein
synthetisieren kann.

Diese Mausmodelle bieten die Mdglichkeit zur Untersuchung des NO/cGMP/cGKI/
IRAG-Signalweges. Ziel dieser Arbeit war es zu ermitteln, wie sich die genetischen
Manipulationen auf kardiovaskulare Parameter wie etwa den Blutdruck oder die
Herzfrequenz dieser Mausmodelle auswirken. Insbesondere sollte dabei die Rolle
von IRAG bei der NO vermittelten Relaxierung in den Widerstandsgefal’en weiter

aufgeklart werden.
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B. Material und Methoden

Samtliche Chemikalien bzw. Pharmaka stammen, wenn nicht anders erwahnt, von
Sigma Aldrich (Minchen, Deutschland), Axxora (Grunberg, Deutschland), und
Biotrend (KoIn, Deutschland). Sildenafil stammte von der Firma Pfizer (Karlsruhe,
Deutschland). Das chirurgische Besteck wurde von Fine Science Tools (Heidelberg,

Deutschland), das Nahtmaterial von Ethicon (Norderstedt, Deutschland) bezogen.

B.1. Mause

Die Generierung der A12/A12 Mause wurde von Herrn Matthias Werner, Aldo
Ammendola und Jens Schlossmann die der cGKla/cGKIB-Rescue Linien von Silke
Weber vorgenommen. Die Mause wurden im Tierhaus des Instituts fur
Pharmakologie und Toxikologie der TU Munchen gezichtet und gehalten. Hierzu
wurden bis zu 5 adulte Tiere in Makrolon Kafigen gehalten. Als Einstreu wurden
autoklavierte Spane (Altromin) verwendet, die bei Bedarf noch mit Nistmaterial
(,Nestlet”, Emsicon) erganzt wurden. Die Futterung (,Zuchtdiat-Ratten und Mause®)
und Wasserversorgung erfolgte ad libitum. Zur Zucht wurden jeweils zwei Weibchen
im paarungsfahigen Alter (ab 5 Wochen) zu einem Mannchen (ab 6 Wochen)
gesetzt. Nachkommen wurden durch PCR-Analyse von Schwanzbiopsien
genotypisiert und im Alter von 4 Wochen von der Mutter abgesetzt und nach
Geschlechtern getrennt. Fur die Experimente wurden 10-14 Wochen alte Wildtyp,
A12/A12, bzw. cGKla/B-Rescue Tiere mit dem genetischen Hintergrund 129/Sv

verwendet.

B.2. Analyse und Detektion von Proteinen

B.2.1.SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen wurde standardgemafl mit der denaturierenden SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli (Laemmli, 1970)
durchgefuhrt. Daflr wurde eine Mini-Gel Apparatur (Mini Protean Il Cell, Bio-Rad)
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verwendet. Je nach gewlnschten Trenneigenschaften wurden Gele mit
unterschiedlichen Konzentrationen an Acrylamid (7,5% bis 10%) gegossen. Zunachst
wurde das Trenngel bis ca. 2 cm unter den oberen Rand gegossen und mit
Isopropanol Uberschichtet. Nach der Polymerisation wurde das Isopropanol
abgenommen, das Sammelgel darauf gegossen und der Kamm eingesetzt. Die
Proteinproben wurden vor dem Auftrag mit Laemmli-Puffer (Endkonzentration 1x)
versetzt und 5 min bei 95°C denaturiert. Die polymerisierten Gele wurden in die
Elektrophoresekammer eingebaut, die denaturierten Proben aufgetragen und bei 150
V vertikal in 1x SDS-Laufpuffer aufgetrennt. Als Molekulargewichtsmarker wurde der
.Protein Molecular Weight Marker” (NEB) verwendet. Dieser Marker enthalt Proteine
mit dem Molekulargewicht von 6,5 bis 175 kDa. Nach der Elektrophorese wurden die
Proteine auf eine PVDF-Membran transferiert (Millipore).

10x SDS-Laufpuffer pH 8,3 Acrylamid AA30%/BA 0,2%

Tris« HClI 250 mM 40% Acrylamid/

Glycin 1,92 M Bisacrylamid (Fluka) 3 Raumteile
SDS 1% (mN) in H20bidest. 1 Raumteil
11,5% Trenngel 4x Laemmli-Puffer

Tris «HCI (pH 8,8) 1,5M 1,8 ml Tris « HCI pH 6,8 240 mM
SDS 10% (m/V) 83,5 ul SDS 8% (m/V)
AA 30%/BA 0.2% 3,25 ml DTT 200 mM
APS 10% 100 wl Glyzerin 40% (VIV)
TEMED 10 wl Bromphenolblau quantum satis
H20bidest. 3,25 ml

5% Sammelgel

Tris « HCI (pH 6,8) 0,6 M 0,5 ml
SDS (10% miV) 50 wl
AA 30% (29:1 BA) 830 pl
APS 10% 50 wl
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TEMED 10
H20pidest. 3,6 ml

B.2.2. Westernblot

Die Anwesenheit bestimmter Proteine in Zell- und Gewebsextrakten wurde durch
Western-blotanalyse nachgewiesen. Dazu wurden die Proteinproben durch SDS-
PAGE aufgetrennt und elektrophoretisch vom Gel auf eine Polyvinylidendifluorid-
Membran (PVDF, Millipore) transferiert. Durch Bindung spezifischer Antikorper an die
Membran konnten native wie auch heterolog exprimierte Proteine durch Enzym-
gekoppelte Sekundarantikérper und anschlieBende Enzymsubstrat vermittelte
Farbreaktion detektiert werden.

Die in dieser Arbeit verwendeten Antikorper sind mit den Angaben des Herstellers,
Spenderorganismus und entsprechender Verdinnung im Anhang ,Verwendete

Antikérper” zu finden.

B.2.2.1. Proteintransfer durch das Semidry-Verfahren

Fur das Semidry-Verfahren (Kyhse-Andersen, 1984) wurden Filterpapiere (GB001
Gel Blotting Papier; Schleicher & Schull) und die PVDF-Membran auf GelgroRe
zugeschnitten, mit den entsprechenden Puffern getrankt und in folgender
Reihenfolge luftblasenfrei von unten (Anode) nach oben (Kathode) zwischen zwei
Graphitplatten aufgebaut:

6 Lagen Filterpapier mit Anodenpuffer 1

4 Lagen Filterpapier mit Anodenpuffer 2

Membran

SDS-Gel

6 Lagen Filterpapier mit Kathodenpuffer

Der Transfer der Proteine aus dem Gel auf die Membran erfolgte durch Blotten mit

konstanter Stromstarke von 0,8 mA/cm? fiir 1 h.
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B.2.2.2. Immundetektion:

Die Membran wurde mit 5% Magermilchpulver (MP) in 1x TBST geschwenkt (UN bei
4°C oder 1 h bei RT), um freie Protein-Bindungsstellen zu blockieren. Nach dem
Waschen mit 1x TBST ist die Membran Uber 90 Minuten mit dem entsprechend
verdunnten spezifischen primaren Antikorper (in 1x TBST + 3% BSA + 0,05% NaNj3)
bei RT inkubiert worden. Im Anschluss an dreimaliges Waschen in 1x TBST/1% MP
(e 5 min) wurde der Blot mit einem sekundaren Antikorper (Konjugat aus Anti-
Kaninchen- oder Anti-Maus-IgG und Meerrettich-Peroxidase oder alkalischer
Phosphatase) fur 1 Stunde geschwenkt. Es folgten wieder 3 Waschschritte, wobei
der letzte nur mit TBST erfolgte.

Um die Meerrettich-Peroxidase nachzuweisen, wurde eine Chemilumineszenz-
Reaktion (Roswell & White, 1978) benutzt. Dazu wurde das Luminol-beinhaltende
ECL (enhanced chemiluminescence)-System (Amersham) verwendet. Die beiden
enthaltenen Lésungen wurden 1:1 gemischt und fir 2 min mit der Membran inkubiert.
In Gegenwart von Wasserstoffperoxid oxidiert die Peroxidase das Luminol, wobei
Chemilumineszenz entsteht. Diese konnte mit einem Rontgenfilm (Hyperfilm ECL,
Amersham) detektiert werden.

Zur Sichtbarmachung der alkalischen Phosphatase wurde die Membran mit Ent-
wicklungspuffer (20 ml AP-Puffer + 80 pyl BCIP + 80 pl NBT) solange inkubiert, bis ein
blauer Farbkomplex nachzuweisen war. Die Farbung wurde durch Waschen mit
Wasser oder TBST beendet.

Anodenldosunq | Anodenlosung Il

Tris-HCI, pH 10,4 300 mM Tris-HCI, pH 10,4 425 mM
Methanol 20% (VIV) Methanol 20% (VIV)
Kathodenlosung AP-Puffer

Tris-HCI, pH 7,6 25 mM Tris-HCI, pH 9,5 100 mM

y-Aminohexansaure 40 mM NaCl 100 mM
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Methanol 20% MgCl; 5mM
10x TBST-Puffer BCIP-Losung

Tris HCI, pH 8,0 100 mM 5-Bromo-4-Chloro-3-

NaCl 1,5M Indolylphosphat in 50%

Tween 20 0,1% Dimethylformamid 25 mg/mi
NBT-Lésung

Nitroblau-Tetrazolium
in 70% DMF 50 mg/ml

B.3. Untersuchung der Arteria tibialis von Wildtyp- und IRAG A12 Mutanten

Durch die Regulation des Durchmessers kleiner Arterien und Arteriolen wird
hauptsachlich der Gefallwiderstand und damit der Blutdruck bestimmt. Der Einfluss
der NO/cGMP-Signalkaskade auf die Regulation des vaskularen Tonus wurde an der
Arteria tibialis der Maus untersucht. Die Arteria tibialis von mannlichen Wildtyp und

A12/A12 Mausen, im Alter zwischen 10-14 Wochen, wurde isoliert und in 4° C kaltem
PBS vorsichtig freiprapariert und von anhangendem Binde- und Fettgewebe befreit.
Anschlielend wurde das Gefall in ein kleines Organbad mit 10 ml KH-Puffer
transferriert. Die Enden des Gefalles wurden auf eine extrem dunn ausgezogene
Glaskapillare aufgezogen und mit chirurgischem Nahtmaterial der Starke 7/0 an der
Glaskapillare fixiert. Mikromanipulatoren an beiden Glaskapillaren erlaubten eine
korrekte Fixierung der kanulierten Arteria tibialis in horizontaler Position. Das
Organbad mit dem fixierten Gefal3 wurde anschlielend auf der Plattform eines
inversen Lichtmikroskops (Carl Zeiss, Jena) befestigt und die Arterie mit einer
Fiberglaslampe (Schott) transilluminiert. An das Mikroskop angeschlossen war eine

Videokamera (Kappa Messtechnik), deren Signal digitalisiert und anschliel3end
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mittels einer Computersoftware (Myoview, Danish Myo Technology) ausgewertet
wurde. Mit Hilfe des Computerprogramms war es moglich, die Anderungen des
inneren Gefalldurchmessers permanent zu analysieren und auszuwerten. Die
Glaskapillare mit der aufgezogenen Arterie wurde Uber einen Schlauch mit einem
Behalter, der physiologischen KH enthielt, verbunden, der Puffer wahrend der
gesamten Messung mit Carbogen begast. Mittels einer Pumpe wurde ein konstanter
intravasaler, Druck von 60mmHg erzeugt. Dabei wurde sichergestellt, dass wahrend
der gesamten Versuchsdauer kein Fluss im Gefal} auftrat. Nach einer Equilibrie-
rungsphase von 5 Minuten, wurde die Temperatur des KH langsam auf 37+0.5° C
erhoht und Uber die gesamte Versuchsdauer gemessen und kontrolliert. Nach ca. 30
Minuten entwickelte die Arteria tibialis spontan einen myogenen Tonus. Alle Sub-
stanzen wurde, nach erreichen des Gleichgewichtszustandes des myogenen Tonus,
per Pipette (Abimed, Langfeld) direkt ins Organbad appliziert. Es wurden Konzen-
trationswirkungskurven fur Phenylephrin (PE) und dem schnellfreisetzenden NO-
Donor DEA/NO (Maragos et al., 1991; Maragos et al., 1993) erstellt. Bei letzterer war
die Arteria tibialis durch 3 uM PE Badkonzentration vorkontrahiert. Dabei wurde
jeweils nach Zugabe einer definierten Konzentration und 2 Minuten Wartezeit bis
zum Erreichen des Gleichgewichtszustandes die nachst héhere Konzentration im
Organbad durch Applikation einer ensprechend konzentrierten Loésung an PE bzw.
DEA/NO erzeugt.

C

A
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Abb. B-1: Apparativer Aufbau zur Untersuchung von isolierten GefalRen unter annahernd
physiologischen Bedingungen.

A) Zu sehen ist der Arteriograph in dem sich das Organbad mit der isolierten A. fibialis befindet. Mit
dem Temperatursensor (dunkelgraues Kabel, von links oben kommend) wird die Badtemperatur auf
konstant 37°C gehalten. Der physiologische Puffer im Becken wird mit Carbogen begast
(durchsichtiger Schlauch, von links oben) und kann Gber den Schlauch (rechts unten) abgesaugt
werden. Die PC-Schnittstelle ermoglicht die Steuerung der tGberwachten Parameter und Analyse der
Messdaten per Computer. Der Puffer fliel3t aus dem Vorratsgefal’ (nicht zu sehen) iber den Eingang
P1 durch das Gefal® und verldsst den Arteriographen tUber den Ausgang P2. Die beiden Bulldog-
Klemmen halten duch ihre Masse die Seidenfaden gespannt. (siehe B)

B) In der vergroBerten Darstellung des Organbads lasst sich das Gefal® erkennen. Die Arterie ist auf
die beiden Glaskapillaren aufgezogen und mit chirurgischer Seide fixiert. Durch das Sichtfenster lasst
sich das Gefal} betrachten.

C) Mit einem inversen Mikroskop und daran angeschlossener Videokamera kann die Arterie wahrend
der Messung beobachtet und kénnen die Bilder aufgezeichnet werden. Eine Computer-Software

ermittelt den Innendurchmesser der Arteria tibialis.

Puffer:

PBS, pH 7,4: Krebs-Henseleit (CO, -begast: pH 7,4)

NaCl 135 mM NacCl 118,3 mM

KCI 3mM KCI 4,7 mM

Na,HPO,.2 H,0 8 mM CaCl, . 2H,0 1,8 mM

KH,PO, 2 mM MgSO,.7H,0 1,2 mM
KH2P04 1,2 mM
NaHCO; 25,0 mM
Na,EDTA .2H,0 0,026 mM

Glukose 11,1 mM
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Abb. B-2: Bildsequenz aufgenommen wahrend einer Messung mit einer isolierten Arteria tibialis.
Nach der Zugabe von Phenylephrin kontrahiert das GefalR. (zweites Teilbild) Mit steigender DEA/NO

Konzentration im Organbad dilatiert die Arterie zunehmend.(nachfolgende Bilder der Sequenz)

B.4. Hinterbein Perfusion

Das Hinterbein Perfusionsmodell stellt eine Methode dar, die Reaktionen der
gesamten Widerstandsgefalle in den Hinterbeinen der Maus in Form von Druck-
anderungen, verursacht durch vasoaktive Pharmaka, zu erfassen. Nach cranialer
Dislokation wurde das Tier in die feuchte Kammer der Perfusionsanlage uberfuhrt
(Hugo Sachs, March-Hugstetten) und die Bauchhdhle erdffnet. Der abdominale Ab-
schnitt der Vena cava inferior und der Aorta wurde von umgebendem Fett- und
Bindegewebe befreit, die Vene langs aufgeschnitten, und das austretende Blut mit
Sugi® Saugtupfern (Kettenbach) aufgenommen. In die Aorta wurde eine Metall-
kanlle (Hugo Sachs) eingeflihrt und dieser mit 7/0 Seide fixiert. Die Kanule war Uber
ein Schlauchsystem mit einer Pumpe und einem auf 37° C vorgewarmtem Reservoir
mit Carbogen begastem KH verbunden. Ein weiterer Abgang des Schlauchsystems
ermdglichte eine direkte Injektion von Pharmaka in den Kreislauf der perfundierten
Hinterbeine. Die letzte Abzweigung des Schlauchsystems war Uber einen kallibrierten
Druckaufnenmer (Hugo Sachs) mit einem Computer verbunden, Uber den man
mittels der Software HSE-BDAS Ver. 1.0.26.9 (Hugo Sachs) den mittleren Druck im
Gefallsystem der Hinterbeine ermitteln konnte.

Wahrend der gesamten Messung lag die Maus in der verschlossenen, auf konstant
37° C temperierten feuchten Kammer. Zu Beginn der Messung wurde die Pump-
leistung innerhalb der ersten funf Minuten langsam soweit erhoht, bis ein Perfusions-
druck von 100+0.5 mmHg erreicht war. Nach einer Equilibrierungsphase von
weiteren funf Minuten wurde mit der Dosiswirkungskurve von DEA/NO begonnen,

wobei die nachsthéhere Dosis stets erst beim Erreichen eines Gleichgewichtszu-
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standes injiziert wurde. Die Viabilitdt der Gefalke in den Hinterbeinen der Nager

konnte durch Applikation einer Dosis PE am Ende des Experiments gezeigt werden.

A B

IDruckmesser

Vena cavd
|, inferior

Aorta
abdominalis

Kapillaren

Blutdruckmessung

Wasserbad
far die Perfu-
sionslésung
und Schlauch
pumpe

Feuchte Kammer Pumpe zur Regulation der
mit Kandlen und Perfusat-Geschwindigkeit

Warmetauscher  pcyel der feuchten Kammer

Abb. B-3: Das Hinterbeinperfusions-Modell

A) Mit Hilfe einer Pumpe und einer Pufferlésung wird Uber die thorakale Aorte ein kiinstlicher

.Kreislauf‘ erzeugt. Das Kapillarnetz der Hinterbeine wird durchstrémt und Uber die Vena cava inferior
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verlasst der Puffer den ,Kreislauf‘. Ein Drucksensor misst die Druckunterschiede, die durch vasoaktive
Pharmaka induziert werden.

B) Die stilisierte Schere und der schwarze Pfeil zeigen den Abschnitt an, an dem die Aorta eroffnet
und die Metallkanile eingefihrt wird.

C) Gezeigt ist der apparative Aufbau der Messanlage im Uberblick.

Puffer:
KH-Puffer siehe B.3.

B.5. Invasive Blutdruckmessung mittels Radiotelemetrie Transmittern

Um die Auswirkungen der genetischen Manipulation in vivo in den transgenen
Mausen zu erfassen, wurde invasiv der Blutdruck in den Tieren gemessen. 24
Stunden vor der Implantation der Messgerate mussten diese aktiviert und auf ihre
Funktion hin Uberpruft werden.

Zu Beginn des operativen Eingriffs, wurden die mannlichen Nager mit einem
Gemisch von 1.75 Vol. % Isofluran (Forene®, Abott) und 100 % O, narkotisiert. Die
Atmung erfolgte spontan. Der Proband wurde auf einer mit 37° C temperierten, mit
steriler Auflage (Hartmann, Heidenheim) abgedeckten Warmematte (Fischer
Scientific, Ulm), fixiert. Die Augen der Tiere wurden mit Bepanthen® Augen- und
Nasensalbe (Bayer, Leverkusen) bedeckt. Die Arteria carotis communis sinistra
wurde stumpf, unter Schonung des Nervus vagus freiprapariert. Der Zugang erfolgte
dabei nach vorsichtigem Teilen der beiden Halften der Glandula mandibularis,
zwischen dem Musculus sternohyoideus und dem M. sternomastoideus. Wahrend
die C. communis kaudal zur Bifurkation irreversibel mittels 7/0 Seide ligiert wurde,
erfolgte ca. 0,75 cm proximal zur ersten Ligatur eine zweite, reversible, unter
Verwendung einer Bulldog-Klemme. Nach einem Schnitt in den vom Blutstrom
abgetrennten GefalRabschnitt der Karotis wurde der Katheter des Transmitters
(DataSciences Int., Frankfurt, Modell PA-C10) eingefihrt, und mit 7/0 Nahfaden am
Gefald fixiert und zum Einschnitt hin abgedichtet. Der Transmitter wurde in einer
seitlich geschaffenen Tasche subkutan platziert. Zur Volumensubstitution einerseits
und um die Reibung des Transmitters andererseits zu mildern, wurde die Tasche mit
1 ml Ringer-Lactat-Losung gefillt (Fresenius), die Drisen dann in ihre urspringliche
Position gebracht und die Wunde mit 7/0 Seide vernaht. Die Naht wurde mit steriler,
isotoner NaCl-Losung (Braun) gereinigt, den Mausen subkutan 5 mg pro kg
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Korpergewicht Ketoprofen injiziert und die wachen Tiere vorsichtig in ihre Kafige
gesetzt. Die weitere postoperative Analgesie erfolgte ab dem folgenden Tag und fir
die nachsten 2 Tage durch Zugabe von Ibuprofen (30 mg/kg KG, berechnet auf eine .
Wasseraufnahme von ca. 5 ml pro Tag) ins Trinkwasser der Mause. Nach einer
mindestens funftdgigen Regenerationsphase wurden die Nager in ihren jeweiligen
Kafigen auf Daten-Empfangsplatten gestellt, die mit einem Computer verbunden
waren. Nach dem Aktivieren der Transmitter durch Uberstreichen des Kafigs mit
einem starken Magneten, lie® sich der Blutdruck in den sich frei bewegenden,
wachen Mausen kontinuierlich (jede Minute, fir 20 Sekunden) messen. Die Software
Dataquest ART 4.1. (Data-Sciences Int.) ermdglichte die Erfassung des systolischen,
diastolischen und mittleren arteriellen Blutdrucks, sowie die Aktivitat der Probanden
innerhalb der Plattenebene, und deren Pulsdruck.

Die Tiere wurden abwechselnd in einer 12 Stunden dauernden Licht- und
Dunkelphase gehalten. Die Lichtphase der Mause dauerte jeweils von 6Uhr
bis18Uhr, die Dunkelphase von 18Uhr bis 6Uhr.

Die Substanzen wurden in steriler, isotoner NaCl-Losung (Braun) gelost und als

Bolus, abhangig vom Koarpergewicht, intraperitoneal appliziert. Als NO-Donoren
wurde das kurzwirksame SNP und das stabilere (im Vergleich zu DEA/NO und SNP),
langer wirkende DETA/NO verwendet. (Mooradian et al., 1995)
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Abb. B-5: Durchfihrung der Transmitter Implantation

A) Schematisch dargestellt ist die genaue Lokalisation der beiden Ligaturen an der Arteria carotis, die
in diesem Abschnitt parallel zur Trachea verlauft.

B) Schematische Darstellung zum Zeitpunkt nach der Insertion und Fixierung des Katheters. Die
Katheterspitze mindet in den Aortenbogen, ohne die GefaBwand zu berihren.

C) GroRenverhaltnis des Transmitters zu einem 1Euro-Cent Stlick. Rechts unten im Bild Iasst sich ein
Teil des insgesamt 5 cm langen Katheters erkennen.

D) Schematisch ist hier die Lage (subkutan) des Transmitters nach Implantation gezeigt.

Verwendete Substanzen und Dosierungen zur i.p. Injektion:

SNP 2 mg/kg KG 7 umol/kg Kg

DETA/NO 60 mg/kg KG 370 umol/kg KG

PE . HCI 3 mg/kg KG 14,7 umol/kg KG

CCh 0,5 bzw. 1 mg/kg KG 2,74 bzw.5,5 umol/kg KG
Y-27632 . 2HCI 10 mg/kg KG 31.2 umol/kg KG
Ketoprofen 5 mg/kg KG 19,7 umol/kg KG
Isoprenalinbitartrat 1 mg/kg KG 2,8 umol/kg KG

Sildenafilcitrat (Viagra®) 10 bzw. 20mg/kg KG 15 bzw. 30 umol/kg KG
Prazosin . HCI 2 mg/kg KG 4,8 umol/kg KG
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Eine Ausnahmegehmigung nach §9 Abs. 1. Satz 4 TierSchG der Regierung von
Oberbayern fur die oben genannten Eingriffe an der Maus lag fur Dominik Bernhard

Vor.

B.6. Herzfrequenzmessung mittels EKG von perfundierten, isolierten murinen

Herzen

Um eventuelle Veranderungen an der hormonellen Frequenzmodulation
festzustellen, wurden Herzen aus Al12 Tieren beziehungsweise aus IRAG knockout
Tieren frisch isoliert und perfundiert. Nach Tétung der Mause mittels cranialer
Dislokation wurde der Brustraum eroffnet, das noch schlagende Herz vorsichtig
entnommen und uber den Aortenbogen innerhalb von zwei Minuten an einer
Metallkanule (Aussendurchmesser 1,2 mm, Innendurchmesser 0,7 mmm, Hugo
Sachs, Deutschland) mittels Nahseide der Starke 7/0 befestigt. Die Kanule war Uber
einen Polyethylenschlauch mit einem mit Carbogen begasten KH-Reservoir
verbunden. Eine Schlauchpumpe (Abimed) wurde so eingestellt, dass die Flussrate
des retrograd pefundierten Herzens 3 ml/min betrug. Der Puffer wurde vor Eintritt in
das Organ auf 37° Celsius erwarmt. Nach einer Equilibrierungsphase von 30 Minuten
wurden die zwei Elektroden eines EKG-Transmitters (Modell: TA10EA-F20, Data-
Sciences International) dem schlagenden Herzen soweit angenahert, dass eine
Elektrode das Hohlorgan im Bereich des rechten Atriums beruhrte, die zweite an der
Herzspitze. Nach Aktivierung des Transmitters konnte Uber eine Empfangsplatte und
der Software Dataquest ART 4.1. (Data-Sciences International) ein EKG ermittelt
werden, das der zweiten Eindhoven-Ableitung entspricht, und daruber die Herz-
frequenz des autonom schlagenden Organs bestimmt werden. Uber einen
Dreiwegehahn konnte das Herz mit KH mit steigenden Konzentrationen an
Carbachol perfundiert werden. Die Dosiswirkungskurven wurden bei basaler
Schlagfrequenz und an mit 10° M Isoprenalin stimulierten Herzen von Kontrolltieren,
A12- und IRAG KO Mausen ermittelt.
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B.7.Statistik

Alle Ergebnisse in dieser Arbeit sind als Mittelwert + SEM dargestellt, Statistische
Unterschiede wurden mit Hilfe des Student t-Tests untersucht. Ein Stern (*) zeigt
einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen zwei Mittelwerten an, wobei

p< 0,05 als statistisch signifikant erachtet wurde. Zwei Sterne zeigen ein
Signifikanzniveau von kleiner 1% an (p< 0,01), drei Sterne stehen fur p< 0,001. Der
Buchstabe n gibt die Anzahl der untersuchten Tiere von jedem Genotyp an. Zur
Auswertung der Daten wurde die Software Prism Version 4.0 (Graphpad Software

Inc.) verwendet.
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C. Ergebnisse

C.1. Charakterisierung von IRAG A12 Tieren
C.1.1. Westernblotanalyse von IRAG mittels Imnmunodetektion

Das Vorkommen von IRAG wurde mit einem spezifischen Antikorper (siehe Anhang)
in  Gesamtproteinextrakten verschiedener Mausgewebe mittels Immunoblots
analysiert. Bei der Gewinnung von Protein aus Mausgeweben wurde stets darauf
geachtet, dass die Organe frei von Fremdgewebe (z.B. Fettgewebe) und Blut sind,
da dies das Ergebnis verfalschen konnte. Das Fettgewebe bewirkt dabei einen
Lverdunnungseffekt des Organextraktes, mit scheinbar geringerer IRAG Expression
und die sich im Blut befindenden Thrombozyten exprimieren IRAG und kénnen zu
einem falsch-positiven bzw. scheinbar hdheren Expressionsniveau flhren. Es
wurden insgesamt verschiedene Gewebe untersucht. Dabei zeigte sich, dass IRAG
stark in Uterus, Blase, Magen, Colon und auch in der Aorta exprimiert wird. (Siehe
Abb.)
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Abb. C-1: Westernblots von homogenisierten murinen Wildtyp bzw. IRAG A12 Geweben

A) Gezeigt ist ein Westernblot verschiedener Gewebe, der mit dem IRAG-Antikdrper immundekoriert
und mittels ECL-System detektiert wurde. Die jeweilige Gesamtproteinmenge, die aufgetragen wurde,
ist angegeben.

B) Gezeigt ist ein Westernblot (freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Frau Dr. Katja Sigl)
verschiedener Gewebe, der mit den entsprechenden Antikérpern gegen die angegeben Proteine
(rechts) immudekoriert und mittels ECL-System detektiert wurde. Fir die beiden mittleren Bahnen

wurden Zellkulturen muriner glatter Muskelzellen verwendet.

C.1.2. Einfluss der Deletion der IRAG Interaktionsstelle auf die NO vermittelte

Relaxierung der A. tibialis

Nicht die Aorta, sondern kleine Arterien und Arteriolen regeln den peripheren Wider-
stand und damit den Blutdruck. Sie bringen durch ihre geringe GréRe und gleichzeitig
durch den geringen Grad an Parallelschaltung, dem Blutfluss den grofRten
Widerstand entgegen. Werden solche kleine Arterien isoliert und in vitro ein
intravasaler Druck aufgebaut, so entwickeln sie nach kurzer Zeit spontan einen
myogenen Tonus. (Brayden and Nelson, 1992; Schubert et al., 1999)

Im Folgenden wurden Segmente der A. tibialis von Wildtyp und IRAG A12/A12
Mausen analysiert, die nach Anlegen eines intramuralen Drucks von 60 mmHg
spontan einen myogenen Tonus entwickelten. Diese Tatsache, deutet an, dass die
Regulation des Gefaltonus in diesem Gefaly sowohl im Wildtyp als auch in
IRAG A12/A12 Mausen ahnlich oder identisch zu der von ,echten®

Widerstandsgefallen ist.
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Abb. C-2: Relaxierung der isolierten Arteria tibialis bei WT- und A12-Mausen

A) Dargestellt ist der Unterschied des Innendurchmessers (ID) zwischen vorkontrahierten und
dilatierten Arterien in um in Abhangigkeit der DEA/NO Konzentration im Organbad. (n=8, fir die
héchste Konzentration (300nM) n=4). Die dicke durchgezogene(WT) beziehungsweise die
unterbrochene (A12) sigmoide Linie beschreibt die Naherungskurve zu den tatsachlichen Werten.

B) Auswertung der Dosiswirkungskurven in Form eines Balkendiagramms. * (p<0,05); **(p<0,01)

Die Applikation des schnellfreisetzenden NO-Donors DEA/NO bewirkte bei den
Wildtypgefallen eine deutliche Relaxierung des glatten Muskels und damit eine
Vergrollerung des Gefalllumens. Bei den Arterienabschnitten der Mutanten war die
Dilatation durch den NO-Donor wesentlich geringer (Abb. C-2A)) Die ECso-Werte der
beiden Dosiswirkungskurven lagen zwischen 3,9-4,9 * 107 M. Die groRte Dilatation
erreichten die Arterien beider Genotypen bei einer Badkonzentration von 10* M
DEA/NO. (WT n=8, 97,75+20,58 um versus A12/A12 n=8, 28,63+5,7 um; p=0.006).
Der Unterschied in der NO vermittelten Relaxierung war schon ab einer
Konzentration von 10° M DEA/NO signifikant. (siehe Abbildung) Dieses Ergebnis
zeigt, dass dem cGKIB/IRAG Signalweg in diesem ,Quasi-Widerstandsgefall“ bei der
NO vermittelten Relaxierung eine wichtige Rolle zukommt. Um diese Aussage auch

auf ,echte” WiderstandsgefaRe ausdehnen zu kdnnen, bedarf es eines anderen



Ergebnisse 28

Modells. Die entsprechenden Gefalle der Maus besitzen einen zu geringen

Durchmesser fur die eben beschriebene Methode.

C.1.3. Perfusion der Hinterbeine von Wildtyp und IRAG A12 Mausen

Bei der Hinterbein-Perfusion handelt es sich um eine Methode, die die Antwort aller
Widerstandsgefalle in den Hinterbeinen der Maus nach NO-Donator Applikation
erfassen kann.

Dazu wurden bei einem uber mehrere Minuten stabilen Perfusionsdruck von 100
mmHg DEA/NO Dosiswirkungskurven ermittelt. (Abb. C-3A)) Bereits bei der
geringsten Dosis von 107" mol zeigen die Hinterbeine der Kontrolltiere einen
geringen Abfall des Perfusionsdrucks (88,63+5,5 mmHg), der bei der groten Dosis
von 10® mol 67,9+8,2 mmHg erreichte. Der Druck in den entsprechenden
Gliedmalen der mutierten Mause fuhrte zu keinem Abfall des Perfusionsdrucks
durch die verwendeten DEA/NO Boli. Stattdessen zeigte sich ein tendenziell leichter
Anstieg.

Die Druckwerte am Beginn und am Ende der Messung unterschieden sich aber nicht
signifikant. (Abb. C-3)
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Abb. C-3: Vasodilatation durch DEA/NO in den perfundierten Hinterbeinen von WT- und A12-Mausen.
A) Dargestellt ist der Abfall des Perfusionsdrucks in mmHg in Abhangigkeit der applizierten
Stoffmenge an DEA/NO in mol. Die dicke, durchgezogene (Wildtyp) und die gestrichelte Linie (A12 )
zeigt die jeweilige Naherungskurve. Die n-Zahl betragt n=8, bei der hochsten Dosis n=4. Was zeigen
die anderen Linien?

B) Statistische Darstellung der Dosiswirkungskurven als Balkendiagramm. * (p<0,05); **(p<0,01)

Die Deletion von Exon 12 resultiert in der Zerstdérung der IP;-Rezeptor
Interaktionsstelle von IRAG. Analog zu der isolierten Arteria tibialis zeigte demnach
dieses Experiment, dass die IRAG/IPs;-Rezeptor Interaktion fur die NO vermittelte
Relaxierung der Widerstandsgefalle in den Hinterbeinen der Maus essentiell ist.
Um diese Aussage auch auf das lebende Tier ausweiten zu kbnnen, war es
notwendig, die Veranderung des Blutdrucks der beiden Genotypen nach Applikation

von NO-Donatoren zu messen.
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C.1.4. Effekt von [cGMP]; erhohenden Pharmaka auf den Blutdruck von IRAG
A12 und Wildtyp-Mausen

Nach der Implantation der Telemetrie-Transmitter hatten die Mause eine
Regenerationsphase von mindestens 5 Tagen. Danach erhielten die Versuchstiere
einen in der Humanmedizin klinisch etablierten NO freisetzenden Wirkstoff, Natrium-
nitroprussid intraperitoneal verabreicht in einer Dosierung von 7 umol/kg Korper-
gewicht.

In der nachfolgenden Abbildung ist der Effekt auf den mittleren arteriellen Blutdruck
zu sehen. Der MAP (,mean arterial blood pressure®) ergibt sich ndherungsweise aus
diastolischem Blutdruck und dem Drittel der Differenz von systolischem und
diastolischem Druck. Genauer gesagt setzt er sich aus dem Produkt der
Herzauswurfleistung und der Compliance der Aorta zusammen zu dem der zentrale
Venendruck addiert wird.

Beide Kurven zeigen am Ende des Effekts (Abb. C-4A)) einen Anstieg des MAP Uber
den Basalwert vor der Injektion. Dies lasst sich durch die Applikationszeit tagsuber
erklaren. Die noch schlafenden Mause wurden durch die Injektion aufgeweckt und
waren nach Abklingen des Effekts noch wach und aktiv und damit der Blutdruck
erhoht.

Die Reduktion des Blutdrucks durch SNP ist bei den Mutanten stark beeintrachtigt.
Der systolische, diastolische und der mittlere arterielle Druck nimmt im Vergleich zum
Wildtyp signifikant weniger ab. (Abb. C-4)

SNP

MAP [mmHg]
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Abb. C-4: Blutdruckabfall durch SNP bei wachen, frei beweglichen WT- und A12-Mausen

A) Dargestellt ist der Verlauf des mittleren arteriellen Blutdrucks tGber die Zeit. Der schwarze Pfeil zeigt
den Zeitpunkt der i.p. Applikation von 7umol/kg KG SNP an. (n=6)

B) Statistische Auswertung von A) als Balkendiagramm, welches den Unterschied der Reduktion des
MAP in mmHg durch die SNP Applikation zeigt.***(p<0,001)

Mit DETA/NO, einem Stickstoffmonoxid freisetzenden Pharmakon mit langerer
Halbwertszeit, lied sich der mit SNP gezeigte Effekt im &hnlichen Umfang
reproduzieren. (Abb.C-5) Die Reduktion des Blutdrucks fiel auch hier in den A12/A12
Mausen um ca. 70% geringer aus. Wiederholt man die Prozedur in der Dunkelphase,
die der aktiven Phase von Nagern entspricht, zeigt sich dieser deutliche Unterschied
ebenso. Dieser Unterschied war stets signifikant, sowohl in den mit SNP, wie auch in
den mit DETA/NO durchgefuhrten Experimenten.

Somit ist IRAG ein bedeutender Mediator in der NO/cGMP/cGKIB abhangigen

Relaxierung des vaskularen glatten Muskels.
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Abb. C-5: Blutdruckabfall in wachen, sich frei bewegenden Tieren durch DETA/NO

A) Gezeigt ist der Verlauf des mittleren arteriellen Blutdrucks in Abhangigkeit von der Zeit wahrend
eines begrenzten Abschnitts der Lichtphase. Der schwarze Pfeil zeigt die Applikation von DETA/NO
(370 umol/kg KG) an. (n=6)

B) Analog zu A), jedoch in der Dunkelphase

C) Statistische Auswertung von A) (linke Abb.) und B) (rechte Abb.) als Balkendiagramm, welches den
Unterschied der Reduktion des MAP in mmHg durch die DETA/NO Applikation zeigt.*(p<0,05);
**(p<0,01);***(p<0.001)

Um einen moglichen Unterschied in der PDE 5 abhangigen Degradierung von cGMP
(durch Veranderung der Aktivierung der PDE 5, Rybalkin et al. 2003) zu
untersuchen, wurde den Versuchstieren Sildenafil appliziert.

Es ist bekannt, dass Sildenafil in Abwesenheit von NO nur eine sehr schwache
Erhdhung der intrazellularen cGMP-Spiegel bewirkt. (Cawley et al., 2007) In
klinischen Studien an gesunden Probanden bewirkte Sildenafil in der am hdchsten in
Deutschland zugelassenen Dosierung von 100mg kaum eine Blutdrucksenkung.

http://www.pfizer.com/pfizer/download/uspi_viagra.pdf (mittlere maximale Senkung

der Systole: 8,5 mm Hg und der Diastole: 5,5 mm Hg)
Die i.p. Verabreichung der zwei verwendeten Dosierungen von Sildenafil bewirkte in

der Maus ebenfalls nur einen geringfligigen Abfall des MAP. (Abb. C-6)
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Abb. C-6: Effekt von Sildenafil auf den Blutdruck wacher, sich frei bewegender WT- und A12-M&use.
A) Die Abbildung zeigt in Abhangigkeit der Zeit den MAP. Der schwarze Pfeil verdeutlicht den
Zeitpunkt der Injektion von 15 umol/kg KG Sildenafilzitrat. (n=6)

B) Analog zu A), jedoch wurden 30 pumol/kg KG Sildenafilzitrat injiziert.

C.1.5. Basaler Blutdruck

Bei der Ermittlung des Blutdrucks der Tiere Uber 24h, also uUber eine gesamte Licht-
und Dunkelphase, zeigte sich, dass die Deletionsmutanten im Vergleich zu den
Wildtyp-Mausen hypoton sind. Mittels Radiotelemetrie zeigte sich bei den beiden
Genotypen ein signifikanter Unterschied im Blutdruck von 14,0+3,9 mmHg. (Abb. C-
7)

Bereits zuvor wurde eine tendenzielle, nicht signifikante Hypotonie bei einem kleinen
Kollektiv dieser transgenen Tiere beschrieben. (Geiselhdringer et al., 2004b) Dabei
wurde jedoch die ,Tail-cuff-Plethysmographie“ als Methode verwendet, bei der
bekannt ist, dass sie zu groReren Abweichungen bei der Blutdruckbestimmung flhrt.
AuRerdem sind Blutdruckmessungen uber einen langeren Zeitraum mit dieser
Methode per se nicht moglich. Mit Einfuhrung der Telemetrie-Transmitter wurde
daher diese Methode nahezu obsolet. (Van Vliet et al., 2000)
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Abb. C-7: Mittlerer arterieller Blutdruck wacher, sich frei bewegender WT- und A12-Mause

A) Das Balkendiagramm zeigt den MAP gemittelt Uber eine volle Licht- und eine Dunkelphase (je 12
Stunden) von Kontrolltieren und A12 Mausen. (n=6)

B) Dargestellt ist der mittlere arterielle Blutdruck gemittelt iber eine volle Lichtphase (12 Stunden,
n=6).

C) Gezeigt ist der MAP gemittelt (iber eine volle Dunkelphase (12 Stunden, n=6)

**(p<0,01)
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C.1.6. Herzfrequenz-, Aktivitits- und Pulsdruckmessung mit IRAG

Deletionsmutanten und Kontrolltieren

Mithilfe der Radiotelemetrie-Transmitter war es gleichzeitig moglich den Pulsdruck,
die Herzfrequenz und die Aktivitdt der Nager zu messen. Die nachfolgenden
Abbildungen zeigen, dass keine signifikanten Unterschiede bei den Basalwerten

dieser Parameter gefunden wurden. (Abb. C-8, C-9)
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Abb. C-8: Herzfrequenz und Pulsdruck von wachen, sich frei bewegenden WT- und A12-Tieren

A) In dem Balkendiagramm ist die Herzfrequenz als Anzahl der Schlage pro Minute (BPM), gemittelt
Uber eine volle Licht- und eine volle Dunkelphase gezeigt. (24 Stunden, n=6)

B) Die Abbildung zeigt wahrend des gleichen Zeitabschnitts wie bei A) den Pulsdruck der
entsprechenden Mause.

n.s.: nicht signifikant
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Abb. C-9: Lokomotorische Aktivitdtsmessung von wachen, sich frei bewegenden WT- und A12-
Méausen.

A) Die Abbildung zeigt die Aktivitdt der Genotypen in Form eines Balkendiagramms Uber eine
gesamte Licht- und Dunkelphase. (24 Stunden) Die Aktivitat wird in Form von arbitraren ,counts per
minute“ (innerhalb der zweidimensionalen Ebene der Empfanger-Platte) dargestellt.(n=6)

B) Das Balkendiagramm bildet die Aktivitdt analog zu A) ab, jedoch nur wahrend der Lichtphase.

C) Gezeigt ist die gemittelte Aktivitat (siehe A), gemittelt Gber die Dunkelphase.

n.s.: nicht signifikant

Da die NO vermittelte Blutdrucksenkung der IRAG A12 Tiere stark vermindert war,
unterschied sich auch die durch den Blutdruckabfall induzierte reflektorische
Tachykardie der beiden Mauslinien. (Siehe Abb. C-10)
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Abb. C-10: Reflextachykardie durch NO-Donatoren in wachen, sich frei bewegenden WT- und A12-
Mausen.

A) Dargestellt ist der Verlauf der Herzfrequenz in einem Zeitabschnitt wahrend der Lichtphase. Der
schwarze Pfeil zeigt den Zeitpunkt der i.p. Applikation von 7umol/kg KG SNP an. (n=6)

B) Gezeigt ist der Verlauf der Herzfrequenz in Abhangigkeit der Zeit wahrend eines Abschnitts der
Lichtphase. Der schwarze Pfeil zeigt die Applikation von DETA/NO (370 umol/kg KG) an. (n=6)

C.1.7. Frequenzmessung mit isolierten Herzen von A12 und IRAG knockout

Tieren mittels EKG-Transmittern

Frihere Untersuchungen an A12 Tieren mit EKG-Transmittern zeigten keinen
Unterschied in der Frequenzmodulation durch Isoproterenol, Atropin oder o-
Methoxamin (ein selektiver a4-Adrenozeptor Agonist). (Personliche Mitteilung von
Juliane Stieber).

In der Literatur wurde beschrieben, dass in neonatalen Myozyten von eNOS
knockout Tieren die Reduktion der spontanen Herzfrequenz durch Carbachol
ausblieb. (Feron et al.,, 1998) Auch konnte gezeigt werden, dass in ventrikularen
Myozyten von eNOS KO Tieren die Reduktion des L-Typ Kalzium-Kanalstroms durch
Carbachol ausblieb. (Han et al. 1998)
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Um die Rolle von IRAG, als Bestandteil der Stickstoffmonoxid Signalkaskade, in der
Carbachol-induzierten  Frequenzreduktion zu  klaren, wurden Carbachol

Dosiswirkungskurven an isolierten Herzen ermittelt.

Zwischen den Herzen von IRAG A12 Tieren und Wildtyptieren zeigte sich dabei kein
signifikanter Unterschied bezlglich der Herzfrequenzen und der Frequenzmodulation
mit Carbachol bzw. Isoprenalin. (Ab.. C-11) Jedoch konnte wegen der geringen n-

Zahl keine Aussage beziglich der statistischen Signifikanz gemacht werden.
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Abb. C-11: Herzfrequenz isolierter Herzen von WT- und A12-Mausen.

Abgebildet ist die basale Frequenz pro Minute (linke Balken) von Wildtyp, IRAG knockout und IRAG
A12 Mauseherzen bei Perfusion mit physiologischem Puffer. Bei Anwesenheit von 1uM Carbachol
(CCh) im Perfusat reduziert sich die Herzfrequenz im gleichen Umfang. (mittlere Balken)

Die rechten Balken zeigen die durch 1uM Isoprenalin (Iso) ausgeldste Tachykardie.

Die n-Zahlen sind innerhalb der Balken angegeben.

C.2. Telemetrie Experimente mit cGKla und cGKIp ,,Rescue” Mausen

Vorherige Untersuchungen zeigten, dass IRAG spezifisch mit der Isoform I3 der
Proteinkinase G (cGKIp) interagiert und durch dieses Enzym phosphoryliert wird.
(Antl et al.,, 2007 Ammendola et al., 2001; Casteel et al., 2005) Die hier gezeigten

Untersuchungen mit A12 unterstreichen die bedeutende Rolle von IRAG in dem
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NO/cGKIB-Signalweg bei der Vasodilatation und Blutdruckregulation. Damit stellt sich
aber die Frage ob und welche Rolle die cGKla bei der NO vermittelten
Blutdrucksenkung spielt. In glatten Muskelzellen von cGKI-defizienten Mausen
konnte namlich gezeigt werden, dass die gestorte Kalziumregulation nur durch
Transfektion mit cGKla, nicht aber mit I wiederhergestellt werden konnte. (Feil et
al., 2003) Die Autoren folgerten daher, dass die IB-Isoform fur die Proliferation von
glatten Muskelzellen verantwortlich sein kénnte, beziehungsweise fur die
Differenzierung oder Genexpression.

Um die Bedeutung der cGKla und cGKIp in glatten Muskelzellen zu klaren wurden
zwei ,Rescue” Mauslinien generiert. Diese sind cGKI knockout Mause, die jeweils
eine Isoform der cGKIl im glatten Muskelzellen exprimieren. (Weber et al. 2007) An
diesen Mausmodellen wurden analog zu den Untersuchungen der IRAG
Deletionsmutante mittels Radiotelemetrie der MAP und die Herzfrequenz analysiert
und NO-Donatoren, Carbachol bzw. der Rho-Kinase-Inhibitor Y27632 i.p. appliziert.
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Abb. C-12: Basaler Blutdruck von wachen, sich frei bewegenden la- und IB-Rescues.

A) Gezeigt ist der MAP der beiden Rescue-Linien im Vergleich zu den Kontrolltieren, gemittelt Gber
eine vollstandige Licht- und Dunkelphase (24 Stunden, n=9 fiir die Kontrolltiere, n=5 fir die trans-
genen Tiere).

B) Dargestellt ist der MAP gemittelt iber die entsprechen Lichtphase.

C) Die Abbildung zeigt den MAP gemittelt Gber die entsprechende Dunkelphase.

n.s.: nicht signifikant
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Der basale Blutdruck und der Pulsdruck war in beiden Rescue Mauslinien im

Vergleich zu den Kontrolltieren unverandert.
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Abb. C-13: Pulsdruckmessung von wachen, sich frei bewegenden la- und Ip-Rescues.

A) Das Balkendiagramm zeigt den Pulsdruck im mmHg gemittelt Uber eine volle Licht- und
Dunkelphase.(24 Stunden)

B) Dargestellt ist die entsprechende Lichtphase von A).

C) Die Abbildung zeigt die entsprechende Dunkelphase von A).

n.s.:nicht signifikant

Die gemittelte Herzfrequenz pro Minute, gemittelt Uber 24 Stunden, war hingegen in
beiden Linien im Vergleich zu den Kontrolltieren signifikant verandert. Bei den la-
.Rescue” Mausen war die Frequenz gemittelt Uber 24 Stunden signifikant erhoht.
Dieser Unterschied war auf die erhdhte Herzfrequenz tagstber im Vergleich zum WT
zuruckzufihren. Dagegen war die Frequenz weder nachts noch gemittelt Uber 24h

signifikant unterschiedlich.
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Abb. C-14: Herzfrequenzmessung von wachen, sich frei bewegenden la- und Ip-Rescues.

A) Das Balkendiagramm zeigt die BPM gemittelt Uber eine volle Licht- und Dunkelphase 24 Stunden,
n=9 fur die Kontrolltieren, n=>5 fir die transgenen Tiere)

B) Dargestellt ist die Herzfrequenz gemittelt liber die entsprechende Lichtphase zu A).

C) Gezeigt sind die BPM der von A) entsprechenden Dunkelphase.

*(p<0,05); **(p<0,01); n.s.:nicht signifikant
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Im Gegensatz dazu zeigten die IB-Rescue Tiere eine signifikante Bradykardie,
sowohl Uber 24 Stunden, als auch in der Dunkelphase. Wahrend der Lichtphase fand
sich kein Unterschied in der Schlagfrequenz zwischen den IB-Rescues und den

Wildtyp Tieren.

Die Aktivitaten der beiden transgenen Mauslinien war signifikant erniedrigt, sowohl
nachts als auch tags. Wahrend die la-,Rescues® eine um etwa 50% verringerte
Aktivitat gemittelt Uber 24 Stunden im Vergleich zur Kontrolle aufwiesen, war die

Aktivitat der Ip-,Rescues” um 75% verringert.
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Abb. C-15: Aktivitdtsmessung von la- und IB-Rescues.

A) Die Abbildung zeigt die Aktivitdt der Genotypen in Form eines Balkendiagramms (ber eine
gesamte Licht- und Dunkelphase. (24Stunden) Die Aktivitat wird in Form von arbitraren ,counts per
minute“ (innerhalb der zweidimensionalen Ebene der Empfanger-Platte) dargestellt.(n=6)

B) Das Balkendiagramm bildet die Aktivitdt analog zu A) ab, jedoch nur wahrend der Lichtphase.

C) Gezeigt ist die gemittelte Aktivitat (siehe A), gemittelt Uber die Dunkelphase.

*(p<0,05); **(p<0,01); ***(p<0,001); n.s.: nicht signifikant

Interessanterweise variierte die Aktivitat in beiden Mauslinien nicht abhangig vom
Aussenlicht. Dies deutet auf einen gestérten Schlaf-Wach-Rhythmus hin. Bei den
Kontrolltieren zeigte sich eine tagsuUber signifikant geringere Aktivitat, was fur die

nachtaktiven Nager typisch ist.
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Abb. C-16: Aktivitatsmessung von wachen sich frei bewegenden Wildtyptieren.

Das Balkendiagramm zeigt den Unterschied in der Aktivitdt von Kontrolltieren wahrend einer vollen
Lichtphase und Dunkelphase. (jeweils 12 Stunden, n=9)

*(p<0,05)

Im Folgenden sind die Ergebnisse der Injektionen von verschiedenen NO-Donatoren
(SNP und DETA/NO) gezeigt. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass, mit den
verwendeten Boli an NO-Donatoren, in beiden ,Rescue® Linien Blutdruckabfall im

gleichen Umfang wie bei den Kontrolltieren erfolgt.
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Abb. C-17: Blutdruckabfall durch 7 uM/kg KG SNP in wachen, sich frei bewegenden lo- und If-
Rescues.

A) Gezeigt ist der Verlauf des mittleren arteriellen Blutdrucks in Abhangigkeit von der Zeit wahrend
eines begrenzten Abschnitts der Lichtphase. Der schwarze Pfeil zeigt die Applikation von SNP
7umol/kg KG) an. (n=9 fiir die Kontrolltiere, n=5 fir die la-,Rescues®)

B) Analog zu A) (n=4 fir die Ip-,Rescues*)

C) Das Balkendiagramm zeigt den Mittelwert der Blutdruckreduktionen in A) und B) durch SNP in
mmHg.

*(p<0,05); n.s.: nicht signifikant
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Abb. C-18: Blutdruckabfall durch DETA/NO in la- und IB-Rescues.

A) Gezeigt ist der Verlauf des mittleren arteriellen Blutdrucks in Abhangigkeit von der Zeit wahrend
eines begrenzten Abschnitts der Lichtphase. Der schwarze Pfeil zeigt die Applikation von DETA/NO
(370 umol/kg KG) an. (n=7 fur die Kontrolltiere, n=4 fir die la-,Rescues®)

B) Analog zu A). (n=7 fur die Kontrolltiere, n=4 fir die I1p-,Rescues®)

C) Das Balkendiagramm zeigt den Mittelwert der Blutdruckreduktionen in A) und B) durch DETA/NO in
mmHg.

n.s.: nicht signifikant

Die nach Injektion der NO-freisetzenden Pharmaka erfolgende Reflextachykardie war

in keiner der Mauslinien unterschiedlich. (nicht gezeigt)

Carbachol, ein Muskarinrezeptoragonist, bewirkt durch Stimulation endothelialer Ms-
Rezeptoren nicht nur eine vermehrte Stickstoffmonoxid-Bildung, sondern auch eine
Freisetzung von EDHF (,endothelium derived hyperpolarizing factor®), welcher tber
einen alternativen, noch nicht genau aufgeklarten Mechanismus ebenfalls zu einer
Vasorelaxation fuhrt. Am Herzen bewirkt Carbachol durch Stimulation von Mo-
Rezeptoren eine Bradykardie.

Der Verlauf des MAP nach i.p. Injektion von Carbachol ist in Abb. C-19 dargestellit.
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Weder das Ausmal} der Blutdrucksenkung, noch die Bradykardie (nicht gezeigt) war

signifikant im Vergleich zu den Kontrolltieren verschieden.
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Abb. C-19: Effekt von Carbachol auf den MAP von wachen, sich frei bewegenden la- und IB-Rescues.
A) Gezeigt ist der Verlauf des mittleren arteriellen Blutdrucks in Abhangigkeit von der Zeit wahrend
eines begrenzten Abschnitts der Lichtphase. Der schwarze Pfeil zeigt die Applikation von 5,5 umol/kg
KG) an. (n=7 fir die Kontrolltiere, n=2 fur die la-,Rescues®)

B) Analog zu A). (n=7 fir die Kontrolltiere, n=4 fir die I1p-,Rescues*)

C) Das Balkendiagramm zeigt den Mittelwert der Blutdruckreduktionen in B) durch Carbachol in
mmHg.

n.s.:nicht signifikant

Eine Zielstruktur der cGKla ist die regulatorische Untereinheit der Myosin-
phosphatase MYPT1. Diese Phosphorylierung am Serin-Rest 695 verhindert die
Phosphorylierung durch die Rho-Kinase am benachbarten Threonin 696 und bewirkt
auf diesem Weg eine Relaxierung der glatten Muskulatur und damit einen
Blutdruckabfall.

Durch diese Vernetzung der beiden Signalwege (NO/cGKla einerseits und RhoA-
Rho-Kinase andererseits) ware eine verandertes ,signalling® in der Rho-Kinase
Signalkaskade denkbar. Deshalb wurde den ,Rescue“-Tieren der Rho Kinase
Inhibitor Y-27632 intraperitoneal verabreicht. Keine der beiden verwendeten
transgenen Mauslinien verhielt sich im Vergleich zu den Kontrolltieren signifikant

unterschiedlich.
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Abb. C-20: Effekt von Y-27632 auf den Blutdruck wacher, sich frei bewegender la- und Ip-Rescues.
A) Gezeigt ist der Verlauf des mittleren arteriellen Blutdrucks in Abhangigkeit von der Zeit wahrend
eines begrenzten Abschnitts der Lichtphase. Der schwarze Pfeil zeigt die Applikation von 31,2
umol/kg KG) an. (n=6 fur die Kontrolltiere, n=2 fur die la-,Rescues)

B) Analog zu A). (n=6 fir die Kontrolltiere, n=4 fiir die 1p-,Rescues*)

C) Das Balkendiagramm zeigt den Mittelwert der Blutdruckreduktionen in B) durch Y-27632 in mmHg.

n.s.: nicht signifikant
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D. Diskussion

Es gibt zahlreiche Untersuchungen zur Bedeutung von Stickstoffmonoxid bei der
Regulation des Blutdrucks und bei der Genese vieler Erkrankungen. (Barbato and
Tzeng, 2004; Benjamin and Vane, 1996; Pacher et al., 2007; Vanhoutte, 2006;
Vanhoutte et al., 2005)

Die hauptsachliche Quelle der vaskularen NO Synthese ist die endotheliale NO-
Synthase. Durch reaktive Sauerstoff Spezies wird Tetrahydrobiopterin, ein
essentieller Cofaktor der Stickstoffmonoxid Produktion, oxidiert. Dies fuhrt zum
,Jncoupling“, dem Abkoppeln der Hyperoxid-Radikal Synthese (veraltet: Superoxid-
Radikal) von der eigentlichen NO Produktion und damit zu einer kontinuierlichen
Entstehung von Radikalen einerseits und zum Erliegen der NO Synthese
andererseits. Dieser Pathomechanismus wird als pradisponierender Faktor flr
Hypercholesterinamie, Diabetes mellitus, Arteriosklerose und der Hypertonie
diskutiert. (Forstermann, 2006; Li and Forstermann, 2000)

D.1. Die Rolle von IRAG im vaskularen glatten Muskel

In vivo und in vitro Experimente mit entsprechenden Mausmodellen konnten sowohl
die sGC (Friebe et al., 2007) als auch die cGKI (Pfeifer et al., 1998) als essentielle
Bestandteile der NO vermittelten Vasorelaxation identifizieren. Interessanterweise ist
die von anderen Arbeitsgruppen gezeigte sGC unabhangige Vasodilatation durch S-
Nitrosylierung von Proteinen bei physiologischen NO Konzentrationen in Aorten von
sGC knockout Mausen nicht zu beobachten (genauer: knockout der fur die Funktion
der sGC essentiellen Bi-Untereinheit; von den Autoren auch als NO-GC knockout
bezeichnet: Friebe et al. 2007)

Die genaue Bedeutung von IRAG im vaskularen System, als Bestandteil dieses
Signalwegs war bisher unbekannt.

Die Untersuchung der isolierten A. tibialis zeigte klar die Auswirkung der Deletion des
Exons 12 des IRAG Gens. Die durch NO ausgeléste Vasodilatation war stark

eingeschrankt.
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Im Hinterbeinperfusionsmodell, das im Gegensatz zum erwahnten ,Quasi-
Widerstandsgefall® den Vorteil besitzt die Reaktion aller kleinen Gefal3e in den
Hinterbeinen der Maus zu erfassen, konnte dieser Effekt der Deletion ebenfalls
beobachtet werden. Das Ausmal} der eingeschrankten Antwort auf NO freisetzende
Pharmaka war hier sogar noch ausgepragter.

Analoge Ergebnisse lieferten Kraftmessungen mit isolierten Aorten und
Muskelpraparate aus dem Kolon von IRAG A12 Mutanten. Messungen an mit Fura-2
beladenen kultivierten Aortenzellen von A12 Mausen zeigten, dass der Kalzium-
Ausstrom aus den Speichern des endoplasmatischen Retikulums sich nicht durch
Aktivierung der cGKI unterdricken liel3. (Geiselhoringer et al., 2004b) Durch die in
vivo Blutdruckmessung im Rahmen dieser Arbeit unter fur die Tiere stressfreien
Bedingungen im gewohnten Umfeld bei voller Bewegungsfreiheit konnte ebenfalls
die kaum vorhandene Vasorelaxierung durch NO freisetzende Substanzen in den

IRAG A12 Mausen gezeigt werden.

Somit scheint die durch Stickstoffmonoxid ausgeloste Vasodilatation Uuberwiegend
Uber die cGMP abhangige Kinase I und IRAG abzulaufen, wobei die Interaktion von
IRAG mit dem IPsR1 fiir die Hemmung der Ca**-Freisetzung aus den Speichern des

ER essentiell ist.

Die Inaktivierung von Genen, die fir Proteine der NO/sGC/cGKI-Signalkaskade
kodieren, fuhrt in vielen Fallen zu Bluthochdruck.

Je nach angewendeter Methode weisen eNOS knockout Mause eine Erhdhung des
mittleren arteriellen Blutdrucks auf, die zwischen 8 und 50 mmHg liegt. (Duplain et
al., 2001; Huang and Lo, 1998; Kojda et al., 1999; Kurihara et al., 1998; Shesely et
al., 1996; Stauss et al., 2000)

Das Fehlen einer funktionsfahigen l6slichen Guanylatzyklase fuhrt bei Mausen zur
Erhéhung des systolischen Blutdrucks im Mittel um 26 mmHg. (Friebe et al., 2007)
Bei RGS-2"" Mausen ist die SNP vermittelte Blutdrucksenkung vermindert und der
basale Blutdruck leicht erhoht. (Obst et al., 2006; Sun et al., 2005; Tang et al., 2003)
SchlieRlich sind juvenile cGKI”™ Mause ebenfalls hyperton. (Erhdhung des MAP um
16 mmHg. (Pfeifer et al., 1998; Weber et al., 2007)



Diskussion 57

Uberraschender Weise und im Gegensatz zu oben genannten knockout
Mausmodellen der gleichen Signalkaskade weisen die IRAG Deletionsmutanten
keine Hyper- sondern eine Hypotonie auf.

Eine veranderte Herzfrequenz oder eine veranderte lokomotorische Aktivitat der A12
Mause kann als Ursache ausgeschlossen werden, da sich die transgenen Tiere nicht
von ihren Wildtyp Artgenossen in diesem Parameter unterschieden.

In Aorten von IRAG A12 Tieren ist das Ausmal der Expression der cGKIp
geringfugig reduziert, das der cGKla hingegen geringfugig erhoht.

Zusammen mit einer vermehrten Proteinsynthese verschiedener Targets der cGKla
konnte der erniedrigte Blutdruck erklart werden. Jedoch entsprechen die
Expressionsniveaus der wichtigsten Substrate von cGKI im Westernblot aus
Aortenextrakten von A12 Tieren denjenigen der Wildtyptiere. (RGS-2, MYPT1)

Als weitere Moglichkeit kdnnte die Gegenregulation Uber das RAAS-Systems die
erwartete Hypertonie nicht nur ausgleichen, sondern uUberkompensieren und die
beobachtete Hypotonie erklaren.

In Immunohistochemischen Farbungen von Nierenschnitten lield sich zudem IRAG im
Vas afferens und efferens nachweisen. Die Expression von IRAG in der Macula
densa und im restlichen juxtaglomerularen Apparat konnte nicht eindeutig gezeigt
aber auch nicht eindeutig ausgeschlossen werden. (personliche Mitteilung Beate
SpielRberger)

Die Expression von IRAG allein in den reninsezernierenden Zellen kdnnte eine
Hypotonie erklaren, wenn angenommen wird, dass IRAG physiologischer Weise
direkt an der Reninsekretion beteiligt ist. Bei indirekter Beteilung von IRAG an der
Reninsekretion kénnte eine postulierte kompensierte Hypertonie Uber zu hohen
Druck am Barorezeptor beziehungsweise im Vas afferens zur Verminderung der
Reninausschuttung und zu verminderter Aldosteronfreisetzung fuhren.

Schlief3lich steht noch die Expressionanalyse von IRAG im murinen Gehirn aus. Eine
Expression im Hypothalamus kénnte ebenfalls eine Hypotonie verursachen.

Kurzlich konnte mit Ratten gezeigt werden, dass die durch Hamorrhagie verursachte
Hypotonie durch intrathekale Injektion von 8-Br-cGMP abgeschwacht werden kann.
Die Autoren folgerten, ein NO/cGMP abhangiger Mechanismus erhoht die Aktivitat
sympathischer Neurone und damit den Blutdruck. (Malik et al., 2007) Dieser konnte

die Hypotonie der A12 Mutanten ebenfalls verursachen.
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D.2. Bedeutung der cGKla und cGKIp im vaskularen System

Die Rolle der beiden cGKI Isoformen in glatten Muskelzellen wird intensiv beforscht.
Als Produkt des gleichen Gens unterscheiden sich beide Formen in den 100 ersten
Aminosauren. Die Interaktion der cGKla mit RGS-2 (Tang et al., 2003) und der
MYPT1 (Surks et al., 1999) qgilt als gut untersucht. Gleiches gilt fur die Interaktion der
cGKIB mit IRAG. (Ammendola et al., 2001; Antl et al., 2007; Schlossmann et al.,
2000)

Die Rolle, die der IB-Isoform im Vergleich zur la-Isoform bei der Regulierung des
Tonus glatter Muskelzellen zufallt, wurde lange Zeit als gering angesehen Nur die
Rekonstitution der cGKla Expression in kultivierten glatten cGKI-knockout
Muskelzellen war in der Lage, die unterdrickende Wirkung von 8-Br-cGMP auf
Norepinephrin induzierte intrazellulare Kalziumtransienten wiederherzustellen. (Feil
et al., 2003)

In Ovarialzellen chinesischer Hamster (CHO-Zellen) konnte die Isoform la effektiver
als I den durch Thrombin ausgelosten Anstieg von [Ca®"]; reduzieren. Analoge
Ergebnisse lieferten Experimente mit vaskularen glatten Muskelzellen humaner
Herzen. (Co403 Zellen) Die Hemmung der cGKla Expression mittels RNS Interferenz
erhohte zusatzlich den durch einen Thrombinrezeptoragonisten ausgeldsten Anstieg
der [Ca®'].. Die Anwesenheit von 8-Br-cGMP hatte unter diesen Voraussetzungen
keinen Effekt auf die intrazelluldre Kalziumkonzentration. Die adenovirale
Uberexpression der Ip-Isoform hatte dabei ebenfalls keinen Einfluss auf die [Ca2+]i
und zwar unabhanig davon, ob die cGKloa Expression zusatzlich unterdruckt wurde
oder nicht (Christensen and Mendelsohn, 2006)

Die Ergebnisse im Rahmen dieser Arbeit zeigen jedoch deutlich, dass die alleinige
Expression einer der beiden Isoformen im glatten Muskel unter annahernd
physiologischen Kinasekonzentrationen (maximal 2-fache Uberexpression, Weber et
al., 2007) ausreicht, den myogenen Tonus und somit den MAP bei physiologischen
Werten dauerhaft zu erhalten.

Der ausgeprigte gastrointestinale Phanotyp der cGKI™ Tiere, mit stark
eingeschrankter intestinaler Passagezeit, trat in beiden ,Rescue®-Linien nicht mehr
auf. Isometrische Kraftmessungen mit Aorten der beiden Mausmodelle ergaben fur 8-
Br-GMP die gleichen ECso-Werte wie die der Wildtyp-Mause.
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Auch die NO vermittelte Reduktion des Blutdrucks war bei diesen transgenen Linien
nicht signifikant verandert im Vergleich zu Kontrollmausen. Erklaren lasst sich die
Diskrepanz zwischen den einzelnen Versuchen durch den generellen Unterschied
zwischen in vivo und in vitro Experimenten. Die genannten Arbeitsgruppen
verwendeten isolierte, kultivierte Gewebezellen oder heterologe
Expressionssysteme. Schon von glattmuskularen Zellen ist bekannt, dass die
Expression der cGKI nach mehreren Zell-Passagen stark abnimmt. (Cornwell and
Lincoln, 1989)

Kilrzlich wurde von einer reduzierten Expression bereits nach der ersten Passage
berichtet. (Weinmeister et al. 2007)

Interessanterweise bewirkt der ,Rescue” mit nur jeweils einer Isoform eine deutlich
gesteigerte Lebenserwartung mit erheblicher ,Verbesserung® des ausgepragten
Phanotyps, wie er bei cGKI”™ Mausen zu beobachten ist.

Die Hypertonie der cGKI”~ Mause wurde mit juvenilen Tieren (ca. 4 Wochen) gezeigt.
Diejenigen, die das Erwachsenenalter erreichen, sind, vermutlich aufgrund des stark
eingeschrankten Allgemeinzustandes, normoton.

Analoge Blutdruckmessungen mit juvenilen ,Rescue“-Tieren erbrachten keinen

Unterschied zu adulten ,Rescue“-Mausen. (Weber et al., 2007)

Die bekannten fur die Isoformen spezifischen Signalwege konnten aber auch
ausreichend sein, um die Regulation des Tonus vaskularer glatter Muskelzellen
wiederherzustellen. Die cGKla senkt den vaskularen Tonus durch Aktivitatserhéhung
der Myosinphosphatase (Bonnevier et al., 2004; Huang et al., 2004; Wooldridge et
al., 2004) und durch Inaktivierung der PLC durch vermehrte Hydrolyse von GaqGTP
zu GagGDP (Obst et al., 2006, Sun et al., 2005; Solvay et al., 1995). Die cGKIp
phosphoryliert IRAG und vermindert den Kalziumausstrom durch den IP3R1, (und
somit einen Anstieg der [Ca2+]i) und den Tonus glatter Muskelzellen. (Geiselhdringer
et al., 2004) Dagegen sprechen die Ergebnisse der Experimente mit IRAG A12
Tieren. Die Zerstorung der Interaktionsstelle von IRAG mit dem IPs-Rezeptor ist
bereits ausreichend, trotz Expression der cGKla, den in dieser Arbeit gezeigten

vaskularen Phanotyp zu verursachen.
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Gerade die Tatsache der veranderten Expressionsmuster dieser Kinasen durch die
Deletion von Exon 12 weist auf eine Gegenregulation der Zelle hin. Die verringerten
Expressionslevel der cGKIB werden durch eine erhdhte cGKla Expression
ausgeglichen. Diese molekulare Gegensteuerung hat aber keinen Einfluss auf die

nahezu fehlende Vasorelaxierung durch NO.

Schlielich kénnte der Phanotyp der Mause durch eine veranderte Substratspezifitat
der jeweiligen Kinase bei gleichem Expressionsniveau der Zielstrukturen erklart
werden. Die eine Isoform konnte die Zielproteine der anderen Isoform
phosphorylieren (und vice versa) und Uber diesen ,Rettungsmechanismus® die
Regulation des Blutdrucks wiederherstellen. Dieser postulierte Mechanismus wirde
erst bei einem ,kompletten Ausfall“ einer Isoform greifen, da IRAG A12 Mutanten
sowohl cGKla als auch cGKIB in vaskularen glatten Muskelzellen exprimieren, der
vaskulare Phanotyp dort aber trotzdem auftritt.

Dagegen spricht die Tatsache, dass IRAG eine positiv geladene a-Helix, die nur eine
Interaktion mit dem negativ geladenen N-Terminus der cGKIp erlaubt, nicht aber mit

dem positiv geladenen N-Terminus der cGKla. (Casteel et al., 2005)

Die Experimente mit den la. und IB-,Rescues” zeigen also, das die Expression einer
Isoform ausreicht, die Stickstoffmonoxid vermittelte Blutdrucksenkung und -
regulation wiederherzustellen. Deletiert man die Interaktionsstelle von IRAG mit dem
IPsR1, so ist die NO vermittelte Blutdrucksenkung aufgehoben, obwohl beide
Isoformen in vaskularen glatten Muskelzellen von IRAG A12 Mutanten exprimiert
werden. Dies legt die Vermutung nahe, IRAG besitzt, neben der bekannten
Signalweiterleitung Uber cGKIB/IRAG, noch mindestens eine weitere Funktion. Die
Deletion von Exon 12 beeintrachtigt diese Funktion dann soweit, dass trotz
Expression der la-lIsoform in VSMCs die Blutdrucksenkung durch Stickstoffmonoxid
nicht wiederhergestellt wird.

Moglich ware es, dass das mutierte Protein sterisch die Phosphorylierung des IP3R1
durch die cGKla behindert. Das diese Phosphorylierung (deren physiologische
Bedeutung noch nicht gezeigt ist) moglich ist, wurde in vitro schon gezeigt. (Murthy
and Zhou, 2003) In A12 Mausen wird das mutierte im ER verankerte Protein, wenn
auch in geringerem Umfang, exprimiert und konnte die postulierte Hinderung

verursachen. In den la-,Rescues” ist ein funktionsfahiges IRAG Protein vorhanden,
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die cGKla konnte dann den IPsR1 phosphorylieren und Uber diesen Mechanismus
die Blutdruckregulation und —senkung durch NO wieder herstellen. Dabei konnte die
IRAG-IP3 Interaktionsstelle notwendig fur die Unterdrickung des IP3 induzierten
Ca?*-Ausstroms aus dem ER sein. Denkbar ware eine rdumliche Veranderung der
Pore des Kanals nach Phosphorylierung von IRAG durch die cGKIp oder alternativ
nach Phosphorylierung des IP3R1 durch die cGKla.

Der durch 8-Br-cGMP kaum reduzierbare Kalzium-Ausstrom durch den IP3R1 der
IRAG A12 VSMCs (Geiselhoringer et al. 2004) zeigt, eine ,zusatzliche* Funktion von
IRAG musste Uber eine direkte oder indirekte Verringerung der [Ca?"];

ablaufen. Eine Veranderung in der Rho-Kinase Signalkaskade ist durch die in dieser
Arbeit gezeigten Experimente unwahrscheinlich. Die kurzlich generierte IRAG
knockout Mauslinie kénnte zur Klarung dieser Frage beitragen. Stickstoffmonoxid
generierende Substanzen sollten den Blutdruck dieser Tiere in vollem Umfang

senken.
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E. Zusammenfassung

Die NO/cGMP/cGKI Signalkaskade spielt eine wichtige Rolle bei der Modulation und
Aufrechterhaltung des Blutdrucks. Eine Stérung dieser Kaskade wird als ein Faktor
bei der Entstehung bzw. Progredienz zahlreicher Erkrankungen diskutiert, wie zum
Beispiel Hypercholesterinamie, Hypertonie, Diabetes mellitus, Arteriosklerose mit
nachfolgender peripherer arterieller Verschlusskrankheit, Myokardinfarkt, und/oder

Apoplex.

Ziel dieser Arbeit war es, die genaue Aufgabe der Isoformen der cGKI und einer
Zielstruktur der cGKIp, IRAG, im vaskularen System zu untersuchen.

Dazu wurden vor kurzem zwei ,Rescue” Mauslinien generiert. Es handelt sich dabei
um cGKI knockout Mause, die jeweils eine Isoform der cGKI im glatten Muskelzellen

exprimieren.

Die Ergebnisse der Experimente mit den ,Rescue-Linien” ergab:

Der Blutdruck der Tiere war normal, und die NO vermittelte Regulation war ebenfalls
normal. Interessanterweise ist somit eine Isoform der cGKIl bei annahernd
physiologischen Proteinkonzentrationen in der Lage, die andere zu ersetzen und

damit den Tonus der vaskularen glatten Muskulatur in vollem Umfang zu regulieren.

Die Ergebnisse der Blutdruckuntersuchungen der ,Rescue“-Linien zusammen mit
denjenigen der IRAG A12 Tiere zeigten:

In IRAG A12 Deletionsmutanten ist die NO vermittelte Relaxation - genau wie die NO
vermittelte Aggregationshemmung in Thrombozyten (Antl et al., 2007) nahezu
verschwunden. Die Mause sind hypoton. Die Hypotonie ist wahrscheinlich durch eine
Beteiligung von IRAG an der Blutdruckregulation uUber das RAAS-System zu
erklaren. Der Defekt in der Stickstoffmonoxid induzierten Relaxation lasst sich allein
durch die Unterbrechung nur eines Teilweges uber den die cGKIp agiert, nicht
erklaren. IRAG fallt mindestens noch eine weitere, bedeutendere Rolle bei der
Modulation und Aufrechterhaltung des Blutdrucks zu, neben der bisher bekannten

Signalweiterleitung Uber cGKIB und Unterdrickung des IPs-vermittelten
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Kalziumausstroms. Diese weitere Rolle muss an die Verringerung der [Ca®'];
gekoppelt sein. Eine veranderter RhoA/Rho-Kinase Signalweg (,Kalzium
unabhangiger Signalweg“) als Ursache wird durch die in dieser Arbeit gezeigten
Ergebnisse unwahrscheinlich.
Die fehlende Reduktion des MAP durch NO in den Mutanten kdnnte durch sterische
Hinderung der cGKla (verursacht durch das noch vorhandene IRAG) und der damit

verbundenen Stérung der Phosphorylierung des IP3R1 erklart werden.

Es bleibt abzuwarten, in wie weit sich die Ergebnisse der IRAG A12
Deletionsmutanten mit den Daten der IRAG knockout Mause decken. Notwendig ist
eine intensivere Analyse der Renin, Aldosteron, Natrium- und Kaliumionen
Plasmaspiegel eines grolleren Kollektivs beider Mauslinien. Die intensivierte
Aufklarung der IRAG Expression in fur die Blutdruckregulation wichtigen Abschnitten

der Niere und des Gehirns sollte Ziel weiterer Forschungsarbeiten sein.
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Antikorper Referenz Verdiinnung Herkunft
IRAG, Nr. 90, Prof. J. 1:500 Kaninchen,
gereinigt Schlossmann polyklonal

Prof. F. Kaninchen,
CGKilc 1:200

Hofmann polyklonal

Prof. J. Kaninchen,
cGKIp 1:1000

Schlossmann polyklonal
Rho A Santa Cruz 1:1000 Maus, polyklonal
GABDH Biozol 1:1000 Mensch, polyklonal
MYPT1 Upstate 1:500 Schaf, polyklonal

ABR  Affinity Kaninchen,
IPsR1 _ 1:1000

Bioreagents polyklonal
Anti-Maus/

. . Dianova 1:100000 Esel, polyklonal
Meerrettichperoxidase
Anti-Kaninchen/ _ .
. . Dianova 1:100000 Ziege, polyklonal

Meerrettichperoxidase
Anti-Schaf/

Dianova 1:50000 Esel, polyklonal

Meerrettichperoxidase
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