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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 DAS NICHT ALLERGISCHE ANGIOODEM

Das Angioddem (AQ), auch Quincke, ist eine Schwellung der Schleimhaut und/oder
Submukosa der Haut, die die Atmung beeintrachtigen kann und potentiell lebensbedrohlich ist
(Bas, Hoffmann and Kojda, 2006). Manifestationsorgane sind vor allem Rachen, Kehlkopf und
die Zunge, was haufig eine Notfallbehandlung und mehrtadgige Krankenhausaufenthalte
erforderlich macht. Zu den charakteristischen Symptomen gehdéren Atemnot, Fremdkdrper-
und Engegefuhle im Hals, Stridor, Speichelfluss und Schluckbeschwerden sowie
Schwierigkeiten beim Sprechen. Die Schwellung der Atemwege kommt selten vor, ist aber
potenziell lebensbedrohlich und erfordert eine anti-6dematdse Notfalltherapie. Von den
Schwellungen kdnnen aber auch andere Korperteile betroffen sein, z.B. die Haut, der Magen-
Darm-Trakt und in seltenen Fallen Extremitaten oder Weichteilorgane. Abdominale
Schmerzen und Durchfall kdnnen auch auftreten (Bas, Hoffmann, et al., 2007; Banerji, 2010;
Bork, 2010; Bork et al., 2012).

1.1.1 PATHOPHYSIOLOGIE UND KLASSIFIZIERUNG DES ANGIOODEMS

Bei der Einteilung von AO wird unterschieden zwischen dem allergisch bedingten AO, welches
Uber Mastzellen und Immunglobulin E (IgE) vermittelt ist, sowie der nicht-allergischen Form,

die gewohnlich Uber Bradykinin vermittelt ist (Bas, Adams, et al., 2007).

Allergische AO treten als Odeme der Subkutis auf, und stellen somit ein Teilbild oder
Aquivalent einer Urtikaria dar, wobei die Urticaria-charakteristischen Quaddeln als Odeme des
Coriums zu betrachten sind. Somit handelt es sich bei beiden Krankheitsbildern um einen
gemeinsamen  Histamin-vermittelten  pathologischen = Mechanismus, der sich in

unterschiedlichen Gewebearten manifestiert.

Beim dem rezidivierenden AO handelt es sich hingegen um Erkrankung, deren

Pathophysiologie und klinisches Bild ursachlich durch erhdhte Plasma- / Gewebespiegel von




EINLEITUNG

Bradykinin induziert werden und daher auch als kininvermittelte Angioddeme bezeichnet
werden (Agostoni and Cicardi, 2001). Eine solche Erhéhung kann das Ergebnis einer
Uberproduktion von Bradykinin sein, beispielsweise beim angeborenen oder erworbenen
Angio6dem als Reaktion auf einen funktionellen C1-INH Mangel. Das hereditdre Angio6dem
(HAE) wird durch einem ererbten C1-Inhibitor-Mangel verursacht. C1-INH gilt als wichtigster
Regulator des Kallikrein-Kinin-Systems, das die Inhibition des plasmatischen Kallikreins und
des Faktor Xlla steuert. Kommt es zu einer akuten Attacke beim HAE, wird Kallikrein durch
den C1-Inhibitor-Mangel nicht ausreichend gehemmt und es entsteht lokal vermehrt
Bradykinin, was letztendlich die Schwellungen verursacht. Bei dem HAE wird zwischen
verschiedenen Untergruppen unterschieden (Lunn and Banta, 2011; Busse and Buckland,
2013):

e Typl 80-85 % er Falle
geringe C1-INH-Konzentrationen
e Typll 15-20 % der Falle
Normale C1-INH-Konzentration, Funktion eingeschrankt
e Typ lll Glykosylierung von FXII
wegen Funktiondefekt (Bjorkqvist et al., 2015)

Bei dem erworbenen AO durch C1-INH-Mangel ist differenzialdiagnostisch keine familidre
Haufung feststellbar. Teilweise sind Autoantikérper gegen C1-INH nachweisbar und die
plasmatische Konzentration der Bindungskomponente C1q von IgG und IgM Globulinen ist oft
vermindert (Bas, Hoffmann, et al., 2007; Banerji, 2010; Bork, 2010; Bork et al., 2012).

Als zweite wichtige und wesentlich haufigere Form muss das ACE-Hemmer (ACE-H)
induzierte Angioddem genannt werden (Bas, Adams, et al., 2007; Bas, Hoffmann, et al., 2007).
Hierbei handelt es sich um eine medikamentds induzierte Stérung des naturlichen Abbaus von
Bradykinin. ACE-Hemmer sind weit verbreitete, wirksame wund gut vertragliche
Antihypertensiva. Sie aktivieren metabolische und zellulare Mechanismen, die nicht nur den
Blutdruck senken, sondern auch das Endothel, das Herz, die Nieren und das Gehirn schitzen,
als Zielorgane eines erhohten Risikos flir Herz-Kreislauf-Erkrankungen. Der therapeutische
Nutzen dieser Arzneistoffe liegt in der Reduktion kardiovaskularer Ereignisse und der
Verbesserung der Lebensqualitdt bzw. des Uberlebens von Patienten (Regoli, Plante and
Gobeil, 2012). Eine Hyperkalidamie und erhdhte vaskulare Permeabilitat sind bisher als
Nebenwirkungen bekannt (Kaplan, 2010a). Bei etwa 5% bis 35% der Patienten kommt es zu
trockenem Husten, (Bas, Hoffmann, et al., 2007; Bezalel et al., 2015). Generell treten in 0,7%
der Falle die Symptome eines AO erstmalig nach einer unkomplizierten therapeutischen
Anwendungsdauer von 2 bis 3 Jahren auf (Makani et al., 2012). Heute kommt es nur sehr

selten zu Todesfallen durch diese Krankheit (Kim et al., 2014), wobei Patienten am meisten
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gefahrdet sind, bei denen das Odem véllig unerwartet und in den oberen Luftwegen auftritt.

Die Todesursache ist stets die Erstickung durch ein Larynxddem.

Insofern ware zu erwarten, dass sich die auf Bradykinin beruhenden Erkrankungsbilder sehr
ahneln. Dies ist jedoch nicht der Fall. So besteht nach klinischen Erfahrungen bislang kein
Zusammenhang zwischen der Aktivitat von C1-INH im Plasma und der Frequenz und Schwere
der Attacken (Kelemen et al., 2010). Ebenfalls bleibt bisher unbekannt weshalb nur 0,5 Prozent
der Patienten, die mit ACE-Hemmern behandelt werden, Uber eine Episode von Angioddemen
berichten (Solomon et al., 2005). SchlieRlich beschreiben HAE-Patienten keinen trockenen
Husten, obwohl dies eine haufige Nebenwirkung der ACE-Hemmer darstellt, die — wie
Angioddeme — durch Bradykinin verursacht wird (Fox et al., 1996). Dartber hinaus kommt es
in einigen Fallen durch wiederholte und langfristige Pharmakotherapie mit C1-INH bei HAE-
Patienten zu einer erhéhten Frequenz von Anfallen (Bork and Hardt, 2009). Dies belegt, dass
die an der Bradykinin-Aktivitat beteiligten Mechanismen noch unzureichend verstanden
werden, was entsprechende Probleme bei der Erkennung und Behandlung der Erkrankung mit
sich bringt. Es wird erwartet, dass die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit das Verstandnis des
pathophysiologischen Potentials der B2 Stimulation und die Wirkung und Nebenwirkung

zugelassener Arzneimittel erweitern.

1.1.2 INZIDENZ UND RISIKOFAKTOREN DER ACE-H — INDUZIERTEN ANGIOODEME

Zahlreiche Studien beziiglich der durch ACE induzierten AO sind retrospektiv, wobei es
moglicherweise zu einer Unterschatzung der tatsachlichen Inzidenz kam. Bei einer
vergleichenden randomisierten und doppelt verblindeten Studie zur Wirkung von Enalapril mit
Omapatrilat wurde eine Inzidenz von 6,8 AO pro 1000 Patienten berichtet, die Uber einen
Zeitraum von 24 Wochen Enalapril erhielten (Kostis et al., 2005). Mehrere Studien haben auch
gezeigt, dass unter bestimmten Bevolkerungsgruppen, darunter Frauen und Afro-Amerikaner,
ein signifikant erhodhtes Risiko besteht, an einem ACE induzierten AO zu erkranken. Die
Uberwiegende Anzahl der Studien belegen, dass mehr als die Halfte dieser AO in den ersten
90 Tagen der Behandlung mit einem ACE Inhibitor (ACE-H) auftreten. Ein erhdhtes Risiko
bleibt auch nach einjahriger Einnahme bestehen (Brown et al., 1996; Kostis et al., 2005; Miller
et al., 2008).

Die gréRte Beobachtungsstudie beziiglich durch Arzneimittel induzierter AO wurde von Miller
et al. durchgefihrt (Miller et al., 2008), mit 595.081 Kriegsveteranen die durch das

amerikanische Gesundheitssystem fur Kriegsveteranen versorgt wurden. Die Haufigkeit der
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durch ACE-H verursachten AO war héher bei Alteren, sowie bei Veteranen die an chronischer
Herzinsuffizienz oder koronarer Herzerkrankungen litten. Bei Diabetikern war das Risiko eher
geringer, an einem durch ACE-H verursachten AO zu erkranken. Kostis et al. (2005)
berichtete, dass auch jahreszeitlich bedingte Allergien und mehrfache Hautausschlage als

zusétzliche Risikofaktoren zum ACE induzierten AO beitragen.

Weitere Studien belegen, dass etwa 30-40% aller AO die in einer Notaufnahme behandelt
wurden, Verdachtsfalle von ACE induzierten AO waren, die somit die haufigste Ursache der
nicht-allergischen AO darstellten (Megerian, Arnold and Berger, 1992; Pigman and Scott,
1993; Gabb et al., 1996; Baner;ji et al., 2008; Bluestein et al., 2009; Kaplan, 2010b)

1.1.3 MECHANISMEN DER ENTSTEHUNG ACE-H — VERMITTELTER ANGIOODEME

ACE-Hemmer blockieren das Angiotensin Converting Enzyme (ACE, Kininase Il), ein Enzym
das Uberwiegend in der Lunge vorkommt und die Umsetzung des schwach
vasokonstriktorischen Angiotensin | in Angiotensin Il katalysiert. Folglich entsteht weniger
Angiotensin Il, was sich auf das kardiovaskuldare System und die Nieren auswirkt. ACE-
Hemmer senken den Blutdruck und verringern somit die Nachlast fir die Herzarbeit. Daher
sind ACE-Hemmer auch sehr gut zur Behandlung der Herzinsuffizienz geeignet und haben
auch prognostisch ginstige Auswirkungen bei der Behandlung der koronaren Herzerkrankung
(Garg, 1995; Yusuf et al., 2000).

Durch die ACE-Hemmung kommt es zwar zunachst zu einer Abnahme von Angiotensin Il,
spater steigen jedoch die Werte wieder an, da Angiotensin Il durch alternative Synthesewege
gebildet wird (Hoover et al., 2010). Obwohl neben der ACE noch weitere Peptidasen (vor allem
Aminopeptidase P) am Bradykinin-Abbau beteiligt sind (s. auch 1.2.1.2), ist die Hemmung der
ACE ausreichend um eine Vasodilatation zu verursachen (Gainer et al., 1998), die durch
erhohte Bradykinin-Konzentrationen vermittelt wird. Gleichzeitig kommt es zur erhdhten
GefaBpermeabilitat in den postkapillaren Venolen, was zur Bildung von Odemen fiihrt
(Agostoni et al., 2004; Kaplan, 2010a).

Bei der ursachlichen Analyse des ACE-H induzierten AO stellt sich auch die Frage, weshalb
AO nur bei einer kleineren Gruppe von Patienten nach ACE-Behandlung auftreten. Es gibt
Hinweise darauf, dass ACE-H induzierte Angoddeme vor allem bei Patienten auftreten, deren
Aminopeptidase oder neutrale Peptidase eine eingeschrankte Funktion aufweist (Molinaro,

Cugno, et al., 2002). Es ist mdglich, dass mehrere Genvarianten der sekundaren Peptidasen,
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die in bestimmten Bevolkerungsgruppen gehaufter auftreten, zu einer erhéhten Anfalligkeit fur
ACE-H bedingten Angioédemen fuhren (Hoover et al., 2010). Obwohl der biologische
Mechanismus des durch ACE-H induzierte AO sich vom HAE unterscheidet, kommt es in
beiden Fallen zu einem erhdhten Bradykinin-Serumspiegel (Cugno et al., 2003; Kaplan and
Ghebrehiwet, 2010). So zielt die Behandlung von AO darauf ab, die Bradykinin-Konzentration
zu senken, entweder durch eine Verringerung der BK-Produktion, Erhéhung des BK-Abbaus
oder die Blockade der Wirkung von BK am Rezeptor. Derartige Strategien waren

erfolgversprechend bei der Behandlung der beiden Formen des AO.

114 BEHANDLUNG DES ACE-HEMMER INDUZIERTEN ANGIOODEMS

Grundsatzlich missen Patienten mit einem akuten durch ACE-H induzierten AO des Kopf-
Hals-Bereichs stationar Uberwacht werden, mit vorhandener Tracheotomie-Bereitschaft.
Sobald der &tiologische Zusammenhang zum AO nachgewiesen ist, muss der ACE-H
abgesetzt und durch andere Antihypertensiva ersetzt werden, aufgrund der Gefahr weiterer
Angio6dem-Rezidive (Bas et al., 2004; Bas, Hoffmann and Kojda, 2006). Die bestehenden
therapeutischen Optionen sind unterschiedlich, gemaR den Leitlinien verschiedener Lander
(Kaplan, 2014).

Eine anti-6dematdse Notfalltherapie mit Kortikosteroiden, Antihistaminika und ggf. Epinephrin-
Inhalation sollte verabreicht werden wenn der &tiologische Hintergrund bei einem akuten
Angio6dem nicht geklart ist. Bei Kinin-induzierten AO (hereditar oder durch ACE-H induziert)
zeigt diese Behandlung jedoch keine oder nur eine geringe Wirkung (Bowen et al., 2004; Bas,
Hoffmann, et al., 2007; Banerji, 2010; Farkas, 2013; Lewis, 2013).

Die gegenwartigen therapeutischen Optionen fir das HAE sind in Abbildung 1.1-1 dargestellt.
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Niedemolekulares Hochmolekulares
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Abbildung 1.1-1 Therapeutische Interventionen des HAE. C1-INH: C1-Inhibitor; HMWK: Hochmolekulares Kininogen; BK:
Bradykinin; B2: Bradykinin Rezeptor 2; FXII: Faktor 12 (Quelle: Lewis, 2013; Bas, Adams, et al. 2007).

1.1.4.1 C1-INH Ersatztherapie

Die intraventdse Gabe von C1-INH-Konzentraten, welche aus humanem Plasma gewonnen
werden, stellt eine kausale Behandlungsoption zur Senkung des Bradykininspiegels dar (Bas,
Hoffmann, et al., 2007; Banerji, 2010).

Im Jahr 2009 erteilten die US- Zulassungsbehdrden fur neue Arzneimittel (FDA) die Zulassung
fur einen aus Plasma gewonnenem C1-INH (Berinert®, CSL Behring) zur Behandlung akuter
Attacken des HAE im Gesichts- und Bauchbereich bei erwachsenen und jugendlichen
Patienten (FDA, 2009). In Deutschland ist das Arzneimittel seit 30 Jahren zugelassen. Durch
die erweiterte europdische Zulassung im Jahr 2013 kann Berinert® auch zur
Kurzzeitprophylaxe praventiv verabreicht werden, um akute Episoden des HAE bei Patienten
im Kindes- und Erwachsenenalter zu vermeiden, die sich einem medizinischen, zahnarztlichen
oder operativen Eingriff unterziehen. Ruconest® (Pharming Gruppe, Leiden, NL) ist ein
weiterer rekombinanter C1-INH der in Europa zugelassen ist zur Behandlung des HAE.
Obwohl diese Wirkstoffe nicht zugelassen sind zur Therapie des ACE-H bedingten AO, kommt

es mehreren Berichten zufolge zur Besserung bei Patienten die nicht auf die Behandlung mit
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Kortikosteroiden und Antihistaminika ansprechen (Steinbach, Schweder and Freitag, 2001;
Nielsen and Gramstad, 2006; Gelée et al., 2008).

1.1.4.2 Neuere therapeutische Ansiétze

Ecallantid

Ecallantid (DX-88) ist ein Kallikrein-Hemmstoff der zur Behandlung des hereditdren
Angioddems eingesetzt wird. Dieses rekombinante Protein aus 60 Aminosduren wurde im Jahr
2009 von der US-amerikanischen Gesundheitsbehérde FDA zugelassen und wird dort von
dem Pharmaunternehmen Dyax unter dem Markennamen Kalbitor™ vertrieben. Eine
Zulassung fur den europadischen Markt steht derzeit noch aus. Durch die Hemmung des
Kallikreins wird das Gleichgewicht zwischen Bradykinin-Synthese und - Abbau
wiederhergestellt. Bei subkutaner Anwendung dieses Biopharmazeutikums trat jedoch bei 2,7
% der Patienten innerhalb von 1 Stunde nach Administration ein anaphylaktischer Schock auf
(Baneriji, 2010; Lunn and Banta, 2011). Auch Ecallantid war wirksam bei der Behandlung des
durch ACE-l bedingten AO (McDaniel, Baram and Wordell, 2011; Richards, Cohn and
McDaniels, 2011; Cohn, McDaniels and Richards, 2012), und entsprechende klinische Studien
wurden durchgefihrt zum Nachweis der Wirksamkeit und Sicherheit dieses Wirkstoffes.
(National Institute of Health, 2009, 2011), wobei derzeit noch keine verlalliche Ergebnisse

vorliegen.

Icatibant

Am 11. Juli 2008 hat die Pharmafirma Jerini von der Europaischen Kommission die Zulassung
fur Firazyr® erhalten, einer Injektionslosung mit dem Wirkstoff Icatibant, zur Behandlung
akuter Attacken des HAE. Damit wurde die erste Therapieform fur die Indikation HAE in allen
EU-Staaten zugelassen. Es handelt sich um einen hoch selektiven, kompetitiven und schnell
wirksamen Antagonisten des Bradykinin Rezeptors B2, der aus 10 teilweise nicht
proteinogenen Aminosauren besteht und subkutan verabreicht wird (Cruden and Newby,
2008; Baneriji, 2010). Die Sicherheit und Wirksamkeit von Icatibant wurde in verschiedenen
klinischen Studien untersucht, wobei es zu einer signifikanten Verringerung des Zeitraums bis
zum Abklingen der 6dematdsen Symptome kam (Cicardi et al., 2010; Lumry et al., 2011).
Unerwinschte Wirkungen waren Fieber und erhdhte Transaminase-Werte, anaphylaktische

Reaktionen wurden jedoch nicht verzeichnet. Nachdem BK eine wichtige Rolle spielt bei der
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blutdrucksenkenden Wirkung von ACE-H, kommt es durch den therapeutischen Einsatz von
Icatibant zu einer abgeschwachten blutdrucksenkenden Wirkung von ACE-H (Gainer et al.,
1998).

Icatibant wurde auch in verschiedenen Fallstudien zur Behandlung des durch ACE-H
verursachten AQ verwendet (Bas et al., 2010; Schmidt, Hirschl and Trautinger, 2010; Perez et
al., 2011). In einer Phase 2-Studie konnte gezeigt werden dass es auch hier zu einer
signifikanten Verringerung des Zeitraums bis zum vollstéandigen Abklingen der Odeme kam,
im Vergleich zur Kombinationstherapie aus einem Glukokortikoid und einem Antihistaminikum
bestand (National Institute of Health, 2010; Bas et al., 2015).

1.2 DAS KALLIKREIN KININ SYSTEM (KKS)

Das Kallikrein-Kinin-System (KKS) ist ein komplexes physiologisches Regelsystem welches
ein schlecht abgrenzbares System von Blut-Proteinen einschlief3t, die im Menschen bei der

Regulierung folgender wichtiger Funktionen mitwirken (Costa-Neto et al., 2008):

¢ Blutdruck und Natrium-Homoostase

¢ Inflammatorische Vorgange

e Renale, cardiale und neurologische Funktionen
¢ Nozizeption

o Kontraktion der glatten Muskulatur

o Zellproliferation, Angiogenese und Migration

Das KKS-System wurde im Jahr 1909 von Abelous & Bardier beschrieben (Abelous and
Bardier, 1909), nach der Entdeckung dass eine Injektion mit Urin (hochmolekulares Kininogen)
Hypotonie verursachte. 1930 wurde dies Kininogen von Emil Karl Frey, Heinrich Kraut und

Eugen Werle im humanen Urin nachgewiesen (Kraut, Frey and Werle, 1930).

Mediatoren des KKS sind Bradykinin und Kallidin, die als Vasodilatatoren auf unterschiedliche
Zellarten einwirken (Bhoola, Figueroa and Worthy, 1992). Die zentralen Elemente des KKS

sind, gemalf’ der Abbildung 1.2-1 und der Erlauterungen im folgenden Text:

¢ Kininogene (hochmolekulares Kininogen, HMWK; niedermolekulares Kininogen,
LMWK)

¢ Kinine (Bradykinin und Kallidin als wichtige vasoaktive Peptide)
¢ Kininogenasen (Kallikreine: Plasma- und Gewebe-Kallikrein)
¢ Kininasen

e Bradykinin-Rezeptoren (B1 und B2).
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Kininogene sind saure Glykoproteine die hauptsachlich in der Leber gebildet und ins Blut
abgegeben werden, wo sie als Komplex mit der Proteasevorstufe Prakallikrein zirkulieren.
Beide Kininogene bestehen aus einer einzelnen Polypeptidkette, wobei der C-terminale
Bereich (6 Domanen) unterschiedlich ist, im Gegensatz zum identischen amino-terminalen
Abschnitt (4 Domanen). Als Substrate von Kallikreinen und Vorldufern der Kinine kommen

Kininogene vor allem in Plasma, Lymphe und interstitieller Fllssigkeit vor.

[ —

- 1 {Gewebs)
Prekalikrein —» Kalikrein
l (KZ) (K‘l)
Niedermolekulares
i " GEDEIEAENCENEENED M >+ D)
—————
Kininogen (LMWK} _ Kalldin PE— @@@@
(Lysm—BradyI?mn, Lys-BK)\ {Lys-des-Arg'®-Bradykinin)
K Carboxy- Abbau zu inaktiven Peptiden

Peptidase N durch ACE (Kininase Il)
und M / \

Hochmolekulares p FEDESEEESGEERS ) o # G EDEE ) on
Kininogen (HMWK) 6 Bradykinin {BK) Kininase | des-Arg®-Bradykinin

Plasma _____, (Plasma) GKZ’ ‘Ki)
Prekaliikrein $ Kallikrein

Aktivierter Hageman
Hageman Faktor Faktor
Trypsin Plasma
Kalikrein  Negativ geladene Oberflichen

Abbildung 1.2-1 Das Kallikrein-Kinin-System (Quellen: (Sharma, 2012; Kaplan and Kusumam, 2014).

Im Plasma kommen beide Kininogene (LMWK und HMWK) vor (Miles, 1969), wobei etwa 15-
20% des gesamten Plasma-Kininogens als HMWK vorliegt und sich als Bestandteil der

intrinsischen Gerinnungskaskade an der Aktivierung des Faktors Xl zum Faktor Xla beteiligt.

LMWK wird zudem noch in verschiedenen Kdérpergeweben gebildet und beteiligt sich an
inflammatorischen Prozessen, wie z.B. bei Gewebeverletzungen (Yousef and Diamandis,
2001). Als kleineres Protein tritt LMWK durch die Kapillarwande und ist somit ein Substrat fur
Gewebe-Kallikrein, wahrend HMWK nur in der Blutbahn vorkommt und als Substrat des
Plasma-Kallikreins zu Bradykinin umgesetzt wird. Gewebe-Kininogen wurde zudem als
molekularer Marker der Arteriogenese identifiziert, mit hoher Expression in wachsenden
kollateralen GefalRen der Ratte (Hillmeister et al., 2008).
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Kallikreine sind Kininogenasen, die aus Kininogen aktive Kinine durch Proteolyse freisetzen.
Sie werden aus inaktiven Vorstufen (Prakallikreine) gebildet und werden in Gewebekallikrein
(GK) und Plasmakallikrein (PK) unterteilt, die sich in Bezug auf Molekulargewicht,
Substratspezifitdt und immunologischer Merkmale voneinander unterscheiden. Humanes
Gewebe-Kallikrein umfasst eine Genfamilie auf dem chromosomalen Locus (19913.4), die aus
mindestens 15 Genen besteht, mit ahnlicher genomischer Organisation und signifikanter
Homologie, sowohl auf Nukleotid- als auch auf der Protein-Ebene. Alle Gene sind putative
Serin-Proteasen, die in verschiedenen Organen synthetisiert werden (Niere, Pankreas,
Speicheldrisen, Gefallsystem, Skelettmuskeln) und die meisten von ihnen werden von
Steroidhormonen reguliert (Yousef and Diamandis, 2001). Plasmatisches Kallikrein wird von
einem einzigen Gen (KLB1) kodiert, in der Region q34-q35 des langen Armes von Chromosom
4 (Beaubien et al., 1991; Murray, Chao and Chao, 1992). Dabei synthetisieren Hepatozyten
zunachst das Prakallikrein, welches im Plasma als heterodimerer Komplex zirkuliert, wobei
uber 80 - 90% an HMWK gebunden vorliegt, im Verhaltnis 1:1. Als ein einkettiges a-Globulin
kommt Prakallikrein im humanen und tierischen Plasma in einer Konzentration von 35 - 50
pg/mL vor (Mandle, Colman and Kaplan, 1976; Reddigari and Kaplan, 1989). Sobald es durch
eine Entziindung zur erhdhten vaskularen Permeabilitadt kommt, treten Kininogen, Prakallikrein
und Hageman-Faktor aus den Blutgefa3en. Durch Kontakt mit negativ geladenen Oberflachen
aulRerhalb der BlutgefalRe (z.B. Kollagen, aber auch bakterielle Lipopolysaccharide) aktiviert
sich der Hageman-Faktor (Faktor XlI der Blutgerinnungskaskade) zum Faktor Xlla, welcher
plasmatisches Prekallikrein zu Kallikrein umsetzt; dies setzt dann Bradykinin aus HMWK frei
(Cochrane and Revak, 1980).

Weniger bedeutende Mechanismen zur Aktivierung des KKS verlaufen Uber den Kontakt des
HMWK mit den Membranen endothelialer Zellen, was zur Aktivierung von Prekallikrein zu
Kallikrein fuhrt, mit nachfolgender Bradykinin-Freisetzung (Nishikawa et al., 1992; Hasan,
Zisman and Schmaier, 1998; Motta et al., 1998). Die in der Blutbahn als inaktive Plasminogene
vorkommenden Proenzyme aus der Gruppe der Fibrinolysefaktoren kénnen nach Aktivierung
zu Plasminen, sowohl BK als auch Des-Arg®-BK aus HMWK bilden (Molinaro et al. 2002).
Faktor Xlla, Xla und Kallikrein konvertieren in vitro Plasminogen zu Plasmin, eine mogliche

Bedeutung dieses Weges in vivo ist jedoch noch unklar.

Kinine sind biologisch aktive Oligopeptide die Uber zwei Stoffwechselwege erzeugt werden,
dem plasmatischen und komplexeren System, welches durch die Aktivierung des endogenen
Gerinnungssystem aktiviert wird. Am zweiten und einfacheren Weg ist das niedermolekulare
Kininogen als Substrat des (Gewebs)-Kallikrein beteiligt. Kinine werden den
Gewebshormonen zugeordnet und umfassen eine Gruppe von strukturell ahnlichen Peptiden.

Dabei wird das Dekapeptid Kallidin aus LMWK von GK abgespalten, wahrend das Nonapeptid
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Bradykinin aus HMWK durch PK gebildet wird. Kallidin unterscheidet sich von Bradykinin nur
durch ein zusatzliches Lysin am N-Terminus und kann durch die Carboxypeptidasen N oder
M in Bradykinin umgewandelt werden. Kinine werden sehr schnell metabolisiert und inaktiviert
(Halbwertszeit <15 Sekunden) durch unspezifische Exo- und Endopeptidasen, die
Ublicherweise als Kininasen bezeichnet werden (Sharma, 2009). Die in der Leber
synthetisierte Carboxypeptidase (Kininase |), spaltet die C-terminale Aminosaure beider
Peptide ab und flihrt aus Bradykinin und Kallidin jeweils zur Entstehung von des-Arg®-
Bradykinin und des-Arg'-Kallidin als aktive Metaboliten (Bhoola, Figueroa and Worthy, 1992).
Diese entfalten, genauso wie ihre Prakursoren, starke und unterschiedliche agonistische

Wirkungen an den Bradykinin Rezeptoren.

Es besteht eine enge funktionelle Kopplung zwischen dem Kallikrein-Kinin-System und dem
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS), denn das Angiotensin Converting Enzyme
(ACE), konvertiert nicht nur Angiotensin | zu Angiotensin Il, was fir die Aufrechterhaltung des
Blutdruckes und der Regelung des Wasser-Elektrolyt-Haushaltes von grof3er Bedeutung ist,
sondern inaktiviert auch Bradykinin unter Bildung inaktiver Peptide. Somit wirkt das KKS in
antagonistischer Weise auf das RAAS, was besonders flir die Pathogenese verschiedener
Erkrankungen von Bedeutung ist, wie in folgenden Abschnitten dargestellt (Tschope,
Schultheiss and Walther, 2002).

1.2.1 BRADYKININ

1.2.1.1 Die Entdeckung von Bradykinin

Zusammen mit seinen Kollegen Wilson Teixeira Beraldo und Gastdo Rosenfeld entdeckte
Mauricio Rocha das Bradykinin im Plasma von Tieren nach der Zugabe von Trypsin oder des
Giftes der brasilianischen Lanzenotter-Schlange (Bothrops jararaca). Am isolierten
Meerschweinchen-lleum verursachte Bradykinin, im Vergleich zu Histamin und Acetylcholin,
eine langsamere Verzogerung der Kontraktionen. Die Bezeichnung ,brady” (griech.: langsam)
und ,kinin“ (griech.: Bewegung) brachte diese Eigenschaft der gefundenen Substanz zum
Ausdruck (Rocha e Silva, Beraldo and Rosenfeld, 1949).

Die AS-Sequenz des Nonapeptids Bradykinin ist in Abbildung 1.2-1 dargestellt, die Abbildung

1.2-2 zeigt die entsprechende Strukturformel (Summenformel: CsoH73N15011).
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Bradykinin hat nur eine kurze Plasmahalbwertszeit von 15 s, und die plasmatischen

Abbildung 1.2-2 Strukturformel von Bradykinin

Konzentrationen sind in der Regel sehr gering (0,2 — 7,1 pM) (Moreau et al., 2005).

1.2.1.2 Der Abbau von Bradykinin

Aus den des-Arg-Metaboliten von Bradykinin und Kallidin entstehen Gber die Kininase II, die
mit dem Angiotensin-konvertierenden Enzym (ACE) identisch ist, verschiedene inaktive

Metaboliten wie in Abbildung 1.2-3 gezeigt wird.

;adykinin\@

CPN

APP/DPPIV
CPM ACE
NEP
des-Arg- ACE » Inaktives
Bradykinin APP Bradykinin

€D

Bradykinin - Abbau
@@@@@@@@
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APP DPPIV NEP ACE CPN

™
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Abbildung 1.2-3 Abbau von Bradykinin. APP: Aminopeptidase P; DPPIV: Dipeptidyl-Peptidase |V; NEP: neutrale
Endopeptidase; ACE: Angiotensin-konvertierendes Enzym; CPN: Carboxypeptidase N. (Quelle: (Kaplan,
2014) Die Aktivitat von DPPIV nur nach Spaltung durch APP mdglich, d.h. DPPIV spaltet inaktiven BK-
Metabolit.
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ACE entfernt von Bradykinin zunachst die beiden C-terminalen Aminosaurn Phe und Arg,
gefolgt von einer anschlieRend Abspaltung von Ser und Pro, was zur Inaktivierung flhrt
(Sheikh and Kaplan, 1989). ACE ist an die luminale Oberflache von Endothelzellen gebunden
und kommt vor allem in der Lunge vor. In der gleichen Weise werden vom inaktiven Peptid
Angiotensin | zwei C-terminalen Reste abgespaltet, wodurch das vasokonstriktorisch
wirksame Peptid Angiotensin Il entsteht. Somit hat dieses Enzym eine doppelte Funktion,
indem das gefalRerweiternde Bradykinin inaktiviert wird, und ein vasokonstriktorisch wirksames
Peptid synthetisiert werden kann. Kinine werden auch von weniger spezifischen Kininasen
inaktiviert, z.B. CPN (plasmatisch) und CPM (endothelial), welche die C-terminale Aminosaure
Arginin von Bradykinin entfernen, wodurch des-Arg®-BK entsteht, ein spezifischer Agonist des
B1, der jedoch B2 kaum aktivieren kann (Kuoppala et al., 2000). ACE spaltet auch das
Tripeptid Ser-Pro-Phe? von des-Arg®-BK, wodurch dieses Peptid seine Aktivitat verliert und
nicht mehr an B1 binden kann (Kaplan, 2014). Aminopeptidase P (APP), die neutralen
Endopeptidase (NEP) und die Dipeptidyl-Peptidase IV (DPPIV) sind weitere Peptidasen die
an dem Abbau von BK beteiligt sind. Ihre spezifischen Schnittstellen sind in der Abbildung
1.2-3 angegeben. Interessanterweise sind diese Peptidasen membrangebundene
Glykoproteine (aufer CPN, einem ldslichen tetrameren Glykoprotein) und zugleich auch
Metallopeptidasen mit Zink im katalytischen Zentrum. In biologischen Flissigkeiten kommen
sie in I6slicher Form vor. Dabei ist ihre Bedeutung abhangig von der Tierart, dem analytischen
Ansatz, dem biologischen Milieu und dem pathophysiologischen Zusammenhang (Moreau et
al., 2005; Kaplan, 2014).

1.2.2 BRADYKININ REZEPTOREN

Bradykinin entfaltet seine biologischen Wirkungen hauptsachlich Uber zwei Rezeptoren, den
Bradykinin 1- und Bradykinin 2- Rezeptoren (B1 und B2) (Yousef and Diamandis, 2001;
Hillmeister et al., 2008). Beide Rezeptoren gehéren zu der Superfamilie der G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) (Yousef and Diamandis, 2001), die eine entscheidende Rolle
spielen bei Entzindungsprozessen, Endo- und Exozytose, sowie bei der Verarbeitung

von Licht-, Geruchs- und Geschmacksreizen.

Die Entdeckung der BK- Rezeptoren begann mit den Untersuchungen von Regoli et al.,
(Regoli, Barabé and Park, 1977), wobei zunachst B1 in der isolierten Kaninchen-Aorta

entdeckt wurde, als Vermittler des kontraktilen Effektes. B2 wurde drei Jahre spater von der
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gleichen Arbeitsgruppe beschrieben, als ein Rezeptor der in den meisten Gewebearten
konstitutiv exprimiert wird (Regoli and Barabé, 1980). Im Gegensatz dazu wies B1 in der Regel
eine nur sehr geringe oder gar keine Expression auf unter physiologischen Bedingungen
(Coelho et al., 1997).

Die fur B1 und B2 kodierenden Gene wurden den chromosomalen Regionen 14932 (Chai et
al., 1996) und 14932.1-14g32.2 (Ma et al., 1994) zugeordnet. Die AS-Sequenzhomologie von
B1 und B2 betragt nur 36% (Menke et al., 1994; Bachvarov et al., 1996).

Spezifische Liganden von B2 sind Bradykinin und Kallidin (Lys-Bradykinin), wahrend des-Arg®-
Bradykinin und Lys-des-Arg'°-Bradykinin die Agonisten von B1 sind (s. Abbildung 1.2-1).
Dabei handelt es sich um die natlrlichen Metaboliten von Bradykinin und Kallidin, welche

durch die Carboxypeptidasen N und M gebildet werden (Regoli and Barabé, 1980).

1.2.2.1 Bradykinin-B1-Rezeptor

Der humane B1 ist aus 353 Aminosauren (40,4 kDa) aufgebaut und es besteht etwa 70%
genomische Homologie zur Sequenz des entsprechenden Gens von Maus und Ratte. Die
Proteinsequenz wird ausschliellich von Exon 3 codiert (Bachvarov et al., 1996; Yang and
Polgar, 1996). Rezeptor-Epitope fir die Bindung von G-Proteinen kommen an mehreren
intrazelluldaren Doméanen vor und bilden eine gemeinsame Bindungsstelle (Leeb-Lundberg,
Mathis and Herzig, 1994). B1 hat als GPCR (Gag und Gai) eine charakteristische
heptahelicale Struktur mit drei Konsensusstellen in extrazellularen Doméanen fir N-gebundene
Glycosylierung, mit entsprechenden DRY (Asp-Arg-Tyr) und NPXXY (Asn-Pro-Tyr-XX)
Motiven. Putative Stellen fir die Phosphorylierung und Acylierung wurden auch beschrieben
(Marceau, 1995).

Das Expressionsniveau von B1 im gesunden Gewebe ist sehr niedrig. Zu einer starken und
schnellen Expression innerhalb weniger Stunden kommt es vor allem durch Verletzungen,
inflammatorische und oxidative Stressbedingungen in Immunzellen oder anderen
Gewebearten, die durch verschiedene proinflammatorische Zytokine (z.B. Interleukin-1(3)
sowie durch TNF-a vermittelt werden (Medeiros et al., 2004). B1 wird daher eher eine
strategische Rolle bei der chronischen Phase von entzindlichen immunbedingten
Erkrankungen zugeordnet (Diabetes, Asthma, rheumatoide Arthritis und Multiple Sklerose).
Der nukleare Faktor kappa B (NF-«B) ist ein wichtiger Aktivator des B1 (Schanstra et al., 1998),
wodurch die verschiedenen Phasen des Leukozyten-Rekrutierungsprozesses (Zell Rolling,
Adhasion und Migration) induziert werden (McLean, Perretti and Ahluwalia, 2000). Dabei

kommt es zu einer B1-induzierten Aktivierung von Leukozyten-Rezeptoren, wodurch die
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Produktion pro-inflammatorischer Molekule und auch die Leukozytenmigration induziert
werden. Die Reaktionskaskade fUhrt zur gesteigerten Synthese von Entziindungsmediatoren
wie Prostaglandine, Leukotriene, Hydroxyeicosatetraensdure und dem Thrombozyten-
aktivierende Faktor (PAF), kennzeichnend fir die typischen pathophysiologischen Effekte der

Kinine (Béckmann and Paegelow, 2000).

In einer Studie von Su et al. (Su et al., 2000) wurde gezeigt, dass die Stimulation von B1 Gber
die NO-Synthese bei der Vasodilatation und der Regulation des Blutdrucks beteiligt ist. Bei
intrakoronarer Infusion von des-Arg®-Bradykinin kam es zu einer dosis-abhangigen
Vasodilatation von Koronararterien, die nur von NOS-Inhibitoren abgeschwacht werden

konnte, nicht jedoch von B2 Antagonisten (Lamontagne et al., 1996).

B1 kann auch eine eher kompensatorische Rolle fiir einen fehlenden B2 tibernehmen, wobei
die Hochregulation wahrend der Gewebeschadigung einen sinnvollen Mechanismus der
Immunabwehr darstellt (Leeb-Lundberg et al., 2005). Unterschiedliche Studien der
vergangenen Jahre haben gezeigt, dass der B1 auch bei kardiovaskularen Erkrankungen an
der Regulation von Vasodilatation und Inflammation beteiligt ist. Dabei handelt es sich um
Prozesse der Modulation der kardiovaskularen Funktion die ursprunglich dem B2 zugeordnet
wurden (Dendorfer, Wolfrum and Dominiak, 1999; McLean, Perretti and Ahluwalia, 2000).

Pesquero et al (Pesquero et al., 2000) erzeugte das erste transgene B1 Knockout Modell (B1-
") der Maus, wobei das B1R Gen mit der kodierenden Region eines Neomycin Resistenzgens
in embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) ersetzt wurde. Die transgenen B1/ Mause
entwickelten sich wie der parentale Stamm. Im Vergleich zu B27- Mausen hatten B1-- Mause
zwar einen normalen Blutdruck, waren aber hyperalgetisch durch die reduzierte Reizschwelle
bei chemischer und thermischer Nozizeption. In dieser transgenen Mauslinie wurde zudem
eine verminderte Leukozyten-Akkumulation in entziindetem Gewebe beobachtet, als Reaktion

auf pro-inflammatorische Reize.

1.2.2.2 Bradykinin-B2-Rezeptor

Der B2 wurde in den meisten Gewebearten identifiziert und kommt vor allem auf
Endothelzellen, glatten Muskelzellen, Fibroblasten, Mesangialzellen, einigen Neuronen,
Astrozyten und polynukledren Neutrophilen vor (Couture et al., 2001), wobei die Expression
des B2 konstitutiv ist. Das humane B2 kodierende Gen befindet sich wie das B1 kodierende
Gen auf Chromosom 14 (152), etwa 12 kb aufwarts von BDKRB1 (153) und besteht aus 3

Exons. Die Homologie entsprechender B2-Gensequenzen zwischen Mensch und Maus
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betragt etwa 80% (Moreau et al., 2005). Aus den codierenden Sequenzen der Exons 2 und 3

wird ein Protein mit 391 Aminosauren synthetisiert (Hess et al., 1994).

Die Expression des B2 wird nicht durch BK selbst geregelt (Khosravani et al., 2015) , sondern
durch cAMP und Phorbolester (Pesquero et al., 1996). Weitere potentielle Bindungsstellen
wurden im B2-Promotor identifiziert, z.B fiir Ostrogene, GATA-1, CCAAT displacement
protein (CDP), E2F, EGRZ2, IL-6 aktivierende Proteine, NF-kB und p53 (Baptista et al., 2002).
IL-1 erhoht die Expression des B2 durch einen Prostanoid- und cAMP-abhangigen Signalweg
(Schmidlin et al., 1998).

Bradykinin und Kallidin sind die Agonisten des B2 von den B1-Agonisten Lys-des-Arg'®-BK
und des-Arg®-BK nicht aktiviert wird (Bhoola, Figueroa and Worthy, 1992; Goodfellow et al.,
1996; Faussner, Bathon and Proud, 1999). Die B2 haben verschiedene Funktionen in
unterschiedlichen Gewebearten, regeln die bronchiale Konstriktion, Reaktionen auf akute
Entzindungen, Schmerz und Schmerzempfindlichkeit durch Aktivierung der sensorischen
Nervenenden. Im kardiovaskularen System regulieren sie die lokale Durchblutung durch
Vasokonstriktion oder Vasodilatation der Gefal’e, und im Tiermodell wurde gezeigt dass
endogenes Bradykinin zu kardioprotektiven Effekten nach ischamischer Vorbehandlung fihrt
(Wall, Sheehy and Hartman, 1994). AuRerdem sind B2 an einer antiarrhythmischen Wirkung
im Herzen beteiligt (Vegh, Papp and Parratt, 1994). Bei der Aktivierung der zellularen
Komponente von Entziindungsreaktion, wie die Leukozyten-Rekrutierung spielen B2 jedoch
eine eher untergeordnete Rolle (McLean, Perretti and Ahluwalia, 2000) siehe auch Abschnitt
1.2.3.

Zur funktionellen Analyse des B2 wurde vor etwa 20 Jahren die erste B2 Knockout Maus (B2-
) generiert (Borkowski et al., 1995). Diese Tiere waren hypertensiv und reagierten auf
Angiotensin Il mit einem verstarkten Blutdruckanstieg oder einem hohen Verzehr von
Nahrungssalz und entwickelten Herzinsuffizienz im Laufe des Alters. Somit wurde erstmals
der Beitrag eines dysfunktionalen B2 Signalwegs zur Pathogenese von Hypertonie und
Herzinsuffizienz gezeigt. Die B2 Knockout (B27) Mause zeigten keine morphologischen

Veranderungen und waren fruchtbar.

Internalisierung und Trafficking des B2

Die Aktivierung des B2 durch Ligandenbindung mit Bradykinin fuhrt zu einer schnellen
Internalisierung des Rezeptors durch Endozytose und Desensibilisierung des B2, wobei dies
fur B1 nicht beobachtet wurde (Austin et al., 1997). Dieses unterschiedliche Verhalten der

BK-Rezeptoren ist ein weiterer Hinweis flr die Hypothese, dass B2 eher in der akuten Phase
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der Inflammation und Schmerzreaktion von Bedeutung ist, wahrend B1 eher im

Zusammenhang mit chronischen Entziindungsprozessen stehen (Dray and Perkins, 1993).

In der Abbildung 1.2-4 ist die zellulare und nukleare Lokalisierung des B2 dargestellt.

~ [Lamin C|

Proteasom Zellkern

Abbildung 1.2-4 Schematische Darstellung der zellularen Translokation und nuklearen Lokalisierung des B2. (1) Durch
Agonisten induzierte Endozytose und Recycling des B2 zur Zelloberflache. (2) Nach Endozytose kann B2 in
den Zellkern gelangen. (3) B2 kann nach Ubiquitinierung zu Lysosomen und/oder Proteasomen geleitet

werden (Quelle: (Takano and Matsuyama, 2014).

Die Internalisierung wird durch die Bindung des Agonisten eingeleitet. Dies ist auch bei
anderen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren der Fall. Dabei kommt es zum endocytotischen
Einschluss des Rezeptors in Caveolae, der moglicherweise durch einen Clarthin-
unabhangigen Mechanismus vermittelt wird (Lamb, De Weerd and Leeb-Lundberg, 2001). Der
Ubiquitin-vermittelte Abbau Uber Lysosom und/oder Proteasom sowie das intrazellulare
Recycling des B2 sind noch nicht endglltig geklart. Der Uberwiegende Anteil der
internalisierten B2 wird nach Stimulation durch den Agonisten aus den endosomalen Vesikeln
wieder in die Zellmembran gefluhrt. Die Eliminierung der B2 Uber Lysosomen ist noch nicht
vollstandig geklart. Die vom Agonisten verursachte Internalisierung nicht der einzige

Mechanismus welcher die Herunterregulierung des Rezeptors vermittelt. Selbst wenn der B2
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dem Agonisten flur mehrere Tage ausgesetzt ist, kommt es im physiologischen Zustand zu
keiner wesentlichen Herunterregulierung des Rezeptors (Khosravani et al., 2015), (Marceau
et al., 2002). Dies geschieht nur in manchen pathologischen Prozessen die mit chronisch-

inflammatorischen Vorgangen einhergehen.

Der zytoplasmatische Bereich des B2 enthélt ein Kernlokalisierungssignal (KRFRK) zur
Migration in den Zellkern (Lee et al., 2004). Mittels konfokaler Mikroskopie und Live Cell
Imaging wurde jedoch in HEK 293T Zellen gezeigt, dass weder der Zusatz von Bradykinin
noch das Vorhandensein des Kernlokalisierungssignals an der Translokation bzw. nuklearen

Lokalisierung von B2 beteiligt sind (Takano et al., 2014).

Savard et al (Savard et al., 2008) zeigten, dass Bradykinin eine transitorische Mobilisierung
von nukleoplasmatischem Ca?* bewirkt, sowie eine Aktivierung/Phosphorylierung von Akt und
H3 Acetylierung. Diese Autoren konnten auch zeigen, dass Bradykinin die iINOS-Expression
in isolierten Leberzellen induzierte, was darauf schlieRen Iasst, dass nukleér lokalisierter B2,
nach BK-Bindung als transkriptioneller Regulator auf die Expression spezifischer Gene wirkt.
Mittels des Two-Hybrid-Systems konnte gezeigt werden, dass der B2 von HEK293 Zellen mit
Lamin C interagiert, einem von zahlreichen Laminen die im Zellkern eukaryotischer Zellen tber
membrangebundenen Proteine mit der inneren Kernmembran verankert sind. Dabei hatte
weder der Zusatz von Bradykinin noch das Vorhandensein des Kernlokalisierungssignals
einen Einfluss auf die nukledre Lokalisierung bzw. Translokation von B2. Somit wurde
vorgeschlagen, dass die Heterodimerisierung des B2 mit Lamin C eine wichtige Rolle spielt
bei der zellularen Signalisierung und physiologischen Funktion (Takano and Matsuyama,
2014; Takano et al., 2014):

1.2.2.3 Durch B1 und B2 vermittelte Signalwege

Um die vielfaltigen physiologischen Funktionen der von BKR1 und BKR2 vermittelten
Reaktionen zu erfassen, aus denen sich auch mdgliche pharmakologische Strategien fir die
Behandlung unterschiedlicher Erkrankungen ergeben kdnnten, ist es erforderlich die durch die

beiden Rezeptoren vermittelten Signalwege naher zu betrachten (Abbildung 1.2-5).
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Abbildung 1.2-5
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Durch B1 und B2 vermittelte Signalwege. B2 ist meist mit Goq assoziiert, seltener mit Ggi, Gos und Gai213. Die
Signalisierung von Gqq fUhrt zur Aktivierung der Phospholipase C (PLCR), Proteinkinase C (PKC) und MAP
Kinase. Zudem aktiviert B2 die eNOS und Phospholipase PLA,, wobei NO und Prostaglandine (PG) im
extrazellularen Raum freigesetzt werden, die wiederum Guanylatzyklase (GC) und Adenylatzyklase (AC)
aktivieren, wodurch cAMP und cGMP synthetisiert wird. Die Aktivierung der eNOS ist komplex und erfordert
die Dissoziation von eNOS von B2 und weitere Phosphorylierung durch PKC. Zudem interagiert B2 direkt
mit der Tyrosin Phosphatase SHP2, wodurch die Aktivitat der ERK (Extracellular-signal Regulated Kinase)
moduliert wird. B1 interagiert auch mit Goq und G;und aktiviert die gleichen Signalwege wie B2, wobei jedoch
die jeweiligen Muster unterschiedlich sind. Der B2-induzierte Anstieg der Ca?* - Konzentration mobilisiert
vorwiegend Kalzium aus intrazellularen Pools, wobei der (iber B1-vermittelte Anstieg der Ca? -
Konzentration vor allem durch extrazelluldren Einstrom zustande kommt. Die durch B1 verursachte NO-
Bildung ist abhangig von der Aktivierung der iNOS Uber der ERK-induzierten Phosphorylierung, was zur
nachhaltigen NO-Synthese fuhrt. Je nach Zellarten, zellularer Umgebung und Wechselwirkungen zwischen
den Signalwegen kommt es zu unterschiedlichen biologischen Reaktionen (Quelle: (Moreau et al., 2005;
Bas, Adams, et al., 2007; Maurer et al., 2011; Couture, Blaes and Girolami, 2014).
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Die Bindung von BK an den B2 aktiviert verschiedene G-Proteine (Gag, Gai, Gas Und Ga12/13
(Leeb-Lundberg, 2012) wodurch es zu einer Aktivierung der Phospholipase PLC-1 kommt,
mit einem vorlbergehenden Anstieg von Inositol 1,4,5-Triphosphat (IP3) und Diacylglycerol.
Die erhohte IP3-Konzentration fiihrt zum Anstieg der Ca?* - Konzentration im Cytosol,
entweder Uber die Freisetzung aus internen Speichern oder durch verstarkten Einfluss (Adams
et al., 1989). Dadurch wird die Ca?* abhangige endotheliale eNOS aktiviert. Dies betrifft auch
weitere nachgeschaltete Effektorproteine z.B. PLA,, PLCy, PLD, verschiedene Isoformen von
PKC (q, €, ¢), GTPase RhoA, Hsp90, MAP Kinasen, P13 Kinase (Moreau et al., 2005). Durch
die Aktivierung von PLA; kommt es zur Freisetzung von Arachidonsaure und Prostaglandin-
Synthese (Martin and Wysolmerski, 1987), woraus sich die Akkumulation von cAMP und
Bildung von freien Radikalen ergibt (Emond et al., 1990; Kakoki and Smithies, 2009; Kuhr,
Lowry, et al., 2010; Morand-Contant, Anand-Srivastava and Couture, 2010; Kayashima,
Smithies and Kakoki, 2012).

Uber den aktivierten B1 kommt es auch zur Initiierung verschiedener Signalwege, die tber
Guag, Gai, vermittelt sind. Dabei kommt es bei der Aktivierung von B1 zu langer andauernden
Effekten im Vergleich zu B2, obwohl es sich in beiden Féllen um ahnliche Signalwege handelt.
Diese Tatsache wird erklart durch eine langsamere Desensibilisierung und Internalisierung von
BKR1 im Vergleich zu BKR2 (s. auch 1.2.2.2), aber auch durch Unterschiede bei der
Mobilisierung von Ca?* oder der Rekrutierung von eNOS bzw. iINOS (Marceau, Hess and
Bachvarov, 1998; Fathy et al., 1999; Leeb-Lundberg et al., 2005). Die Aktivierung von B2
verursacht eine vortibergehende Freisetzung von NO (iUber eNOS), wobei es durch die
Aktivierung von B1 zu einer hohen und langer andauernden NO-Bildung kommt, welche Uber
iINOS vermittelt ist (Kuhr, Lowry, et al., 2010). Durch die Interaktion zwischen der C-terminalen
Domane von B2 und eNOS kommt es zu einer Hemmung der Oxygenase-Domane (Golser et
al., 2000). Bei der Bindung von BK an den B2 wird diese Interaktion aufgehoben und NO wird
synthetisiert (Ju et al., 1998). Bei der B2-abhangigen NO-Synthese in endothelialen Zellen ist
die Ca?*-Calmodulin Signalkette involviert, sowie die durch Phosphorylierung (Ser-1177)
bedingte Aktivierung von eNOS (Venema, 2002). Demgegenuber kommt es bei der Ggi —
vermittelten B1-Aktivierung zur Aktivierung des ERK/MAP Kinase Signalweges, unter
Beteiligung von Beta-Arrestin-1 und Src (Kuhr, Lowry, et al., 2010; Kuhr, Zhang, et al., 2010;
Brovkovych et al., 2011).

Durch eNOS gebildetes NO verursacht Vasodilatation, agiert als antioxidativer und
antiinflammatorischer Mediator durch Hemmung der endothelialen Leukozyten-Adhasion,
Thrombozyten-Aktivierung und Proliferation sowie Kontraktion von glatten Muskelzellen (Wink

and Mitchell, 1998; Javanmard et al., 2009). Bei B2~ Mausen wurde eine verminderte renale
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NO-Exkretion nachgewiesen, sowie eine Reduktion des kapillaren glomerularen Lumens
(Praddaude et al., 1995). Hohe NO-Konzentrationen in den GefalRen kénnen auch durch iNOS
verursacht sein, als Reaktion auf ROS oder proinflammatorische Zytokine (Aktan, 2004; Wu,
Tyml and Wilson, 2008). Bei hohen NO-Konzentrationen kommt es Uber die Reaktion mit dem
Superoxid-Anion (O2*) zur Bildung des hochreaktiven Peroxonitrits (ONOO-), welches an der
Entstehung von inflammatorischem und oxidativem Stress malfigeblich beteiligt ist (Radi,
Kehrli and Ackermann; Kuhlencordt et al., 2001).

Die Ergebnisse neuerer Studien haben auch gezeigt, dass G-Protein-vermittelte Signalwege
Uber Protein-Protein-Interaktionen beeinflusst werden (Ritter and Hall, 2009) und dies konnte
auch eine Folge der BK-Bindung an den B2 sein. So wurde von Duchene et al (Duchene et
al., 2002) gezeigt, dass es durch BK-Bindung an B2 Uber die Interaktion einer spezifischen
Domane des B2 mit der Tyrosin Phosphatase SHP2 zu einer Aktivierung von SHP2 kommt.
Gleichermalien kommt es zur IP3-Bildung in endothelialen Zellen durch die Interaktion der C-

terminalen intrazellularen Domane des B2 mit PLCy1 (Abbildung 1.2-5) (Venema et al., 1998).

1.2.2.4 Genetische Polymorphismen von B1 und B2

Fir die B1 und B2 kodierenden Gene in den chromosomalen Regionen 14932 (Chai et al.,
1996) und 14q32.1-14932.2 (Ma et al., 1994) wurden bisher verschiedene genetische
Polymorphismen beschrieben. Dabei betreffen die klinisch relevanten Polymorphismen
kardiovaskulare Phanotypen und sind somit auch wichtig flir das Verstandnis von Struktur-
Wirkungs-Beziehungen veranderter Rezeptoren, abweichenden Signalwegen und
pathophysiologischem Geschehen. In Tabelle 1.2-1 sind die bisher bekannten genetischen

Polymorphismen zusammenfassend dargestellt.

Bei beiden Rezeptoren wurden Polymorphismen beschrieben, die als pradiktive Marker eine
genetische Pradisposition fur kardiovaskulare Erkrankungen mit einer gewissen
Wabhrscheinlichkeit anzeigen. Zudem gibt es Hinweise darauf, dass sich durch diese Marker
auch eine Reaktion auf die Behandlung mit ACE-H vorhersehen lassen kdnnte. Demnach
weisen die Polymorphismen beider Gene auf die Beteiligung von B1 und B2 am essentiellen
Bluthochdruck, an der diabetischen Nephropathie und (im Falle von B2) am ACE-Hemmer

induzierten Husten hin.

Die intrinsichen Mechanismen der ACE-H sind mit einer Akkumulation von Kininen verbunden,
oftmals unter der unerwlnschten Nebenwirkung eines persistierenden, trockenen,
unproduktiven Hustens. Die Annahme eines primaren und genetisch bedingten

Zusammenhangs zwischen dem Auftreten von ACE-H-bedingtem Husten und
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Polymorphismen des B2 scheint daher begrindet. So unternahmen Nishio et al. (2011) eine
Meta-Analyse von 11 Studien bezuglich ACE-H-induziertem Husten, bei denen auch
detaillierte Informationen tber ACE I/D (Insertion/Deletion) und B2 Polymorphismen vorlagen.
Insgesamt wurden 6 Studien beziglich der ACE I/D Polymorphismen untersucht (398
Kaukasier, 723 Ostasiaten), und 3 Studien bezlglich der B2 Polymorphismen (300
Ostasiaten). Dabei wurde eine signifikante Assoziation zwischen ACE I/D und durch ACE-H
verursachtem Husten in einer Ostasiatischen Population festgestellt [random effects (RE) OR
= 1.49 (1.11-2.02), P= 0.009], nicht jedoch unter Kaukasiern [RE OR = 0.90 (0.60-1.35)].
Genauso war auch die Allelfrequenz des B2 signifikant unterschiedlich [OR = 2.25 (1.42-3.57))],
sowie auch die Verteilung der T/C Genotypen (x2 = 8.366, P= 0.015). Die Meta-Analyse zeigte,

dass bei Ostasiaten ein signifikanter Zusammenhang bestand zwischen dem B2 und durch

ACE-H herbeigefuhrtem Husten [RE OR = 2.29 (1.42-3.69), P= 0.001] (Nishio et al., 2011).

Tabelle 1.2-1 Charakterisierung der genetischen Polymorphismen der B1 und B2.
Rezeptor ~ L-Okalisation und Pathophysiologie bzw. Krankheitsbild Referenz
P Beschreibung phy 9 '
-699 G/C -699C-Allel: wesentlich seltener vorhanden bei (Bachvarov et al., 1998;

Singularer Nukleotid-
Polymorphismus in der

Patienten mit Nierenversagen im Endstadium. Dieses
Ergebnis wurde jedoch nicht bestatigt in groReren

Zychma et al., 1999;
Knigge et al., 2000;

B1 Promotor-Region Patienten-Kohorten. Dhamrait et al., 2003)
-699G-Allel: hdheres Risiko durch koronaren
Bluthochdruck bei Mannern im mittleren Alter
Exon 1: BE1 +9/-9 BE1 +9/+9 Phanotyp: Erhéhte BK-vermittelte (Braun et al., 1996;
An- (+9) oder Vasodilatation im menschblichen Unterarm wahrend Houle et al., 2000;
Abwesenheit (-9) einer9  ACE-Hemmung Maltais et al., 2002; Van
bp langen wiederholten BE1 -9 Phéanotyp: Erhdhtes Bluthochdruck-Risiko in Guilder et al., 2008;
Sequenz in der einer brasilianischen Population durch erhéhten Freitas et al., 2009)
nichtkodierenden Region  diastolischen Druck;
BE1 +9/-9 Phanotyp: erhdhtes urinares Albumin und
Kreatinin bei Diabetikern
BE1 +9 Phanotyp: Niedrige Werte fiir urinares Albumin
und Kreatinin bei Diabetikern
B2 58 T/IC 58T-Allel: Protektiver Effekt vor Bluthochdruck in (Gainer et al., 2000;

Singularer Nukleotid
Polymorphismus

asiatischen und Afro-amerikanischen Populationen;
erhohtes Risiko bei Kaukasiern.

58T-Allel: Erhohtes Risiko flir durch ACE-H
verursachten Husten, verbunden mit einer héheren B2-
Transkriptionsrate;

58C-Allel: erhdhtes Risiko fur essentiellen
Bluthochdruck bei Asiaten

Mukae et al., 2000, 2002;
Niu et al., 2010; Nishio et
al., 2011; Bhupatiraju et
al., 2012)

Kombination der BE1
+9/-9 und 58 T/C
Polymorphismen

Beide genetische Marker agieren synergistisch, ein
erhdhtes Risiko furr essentiellen Bluthochdruck wurde
nachgewiesen

(Bhupatiraju et al., 2012)
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1.2.3 PHYSIOLOGISCHE FUNKTIONEN VON BRADYKININ UND BRADYKININ-

REZEPTOREN

Fur das Verstandnis der physiologischen Rolle von Kininen waren zunachst die Erkenntnisse
wichtig, die in den 80er Jahren mit der Entwicklung von selektiven Antagonisten fiir beide
Rezeptoren festgestellt wurden (Regoli and Barabé, 1980; Sharma, 2014). Weitere
Erkenntnisse erbrachten Forschungsarbeiten der darauffolgenden Jahren mit den transgenen
Mauselinien C1-INH- (Han et al., 2002) und B2~ (Madeddu et al., 1999).

Im Laufe der nachfolgenden Jahre wurden in zahllosen Studien die vielfaltigen Wirkungen von
Bradykinin und den beiden Rezeptoren nachgewiesen. Dies betrifft die Regulation des
Blutdrucks in peripheren und koronaren Blutgefalen, die Regulation von Salz- und
Wasserhaushalt sowie Insulinfreisetzung, kardioprotektive, anti-fibrotische, apoptotische und
antiproliferative Wirkungen, oxidative oder antioxidative Effekte. Bradykinin ist auch an
Entzindungsprozessen beteiligt, durch die Aktivierung endothelialer Zellen, wobei es
zusatzlich zur Vasodilatation zu einer erhdhten vaskuldren Durchlassigkeit kommt, was mit
den klassischen Entzindungssymptomen wie Rétung, Warme, Schwellung und Schmerzen
einhergeht. Insbesondere tragt Bradykinin zur Gewebe-Uberempfindlichkeit bei, z.B.
allergischem Schnupfen oder Asthma. Zum Bradykinin-abhangigen Angioddem kommt es
infolge eines angeborenen oder erworbenen C1-INH-Mangel oder durch die Verwendung von
ACE-H zur Behandlung von Hypertonie oder Herzinsuffizienz (Moreau et al., 2005; Bas,
Adams, et al., 2007; Maurer et al., 2011; Sharma, 2012; Couture, Blaes and Girolami, 2014;
da Costa et al., 2014).

1.2.3.1 Vasodilatatorische und vasokonstriktorische Wirkung

Seit der Entdeckung von Bradykinin, beschrieben zahlreiche Autoren seine potenten
vasodilatatorischen Eigenschaften, wobei der genaue Wirkungsmechanismus und die
jeweiligen endothelialen Mediatoren noch nicht bekannt waren. In den vergangenen Jahren
wurden die molekularen Zusammenhange und Mediatoren beschrieben, die sich durch die
Aktivierung der B1 und B2 uber Bradykinin ergeben, sowie deren nachgeschalteten
Signalwege (Gryglewski et al., 2002; Hammond et al., 2011; Leffler, Parfenova and Jaggar,
2011; Giles et al., 2012 ). Zusatzliche Beweise ergaben sich aus Versuchen mit B1 Agonisten,
oder bei konstitutiver Expression von B1, wobei in verschiedenen Tierarten stets eine
Abnahme des Blutdrucks festgestellt wurde. Dies wurde in unterschiedlichen Gefal3arten im

Tiermodell, aber auch in Menschen nachgewiesen (Regoli, Plante and Gobeil, 2012).
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Kinine Uben jedoch auch starke vasokonstriktorische Effekte aus. Bradykinin verursacht die
Kontraktion von GefalRen nach Verletzungen und fordert die Freisetzung endothelialer
Vasokonstriktoren (Briner, Tsai and Schrier, 1993; Vanhoutte et al., 2009). Die Halsvene des
Kaninchens und die menschliche Nabelschnurvene reagieren auf Bradykinin mit
Vasokonstriktion (Marceau et al., 1994). In vitro wurde eine B1-induzierte Kontraktion der
Ratten-Pfortader nachgewiesen, wobei die Kontraktion durch die Bindung von Thromboxan
A2 an deren Rezeptoren in den endothelialen glatten Muskelzellen zustande kam (Basei et
al., 2012).

Die menschliche Nabelschnurvene wird oftmals in Kontraktilitdtsversuchen eingesetzt, zur
Beschreibung von vaskularen Mechanismen und der Evaluation potenziell vasoaktiver

Substanzen (Marceau et al., 2010).

1.2.3.2 Antioxidative Wirkung

Es gibt verschiedene Hinweise bezlglich einer Kopplung des KKS Systems mit oxidativem
Stress. Die protektiven Wirkungen des KKS vor oxidativem Stress und Organschaden in Herz
und Nieren werden, gemaR den Schlussfolgerungen in der Ubersichtsarbeit von Kayashima
et al. (Kayashima, Smithies and Kakoki, 2012), mit erhdhten NO-Konzentrationen in
Verbindung gebracht. Dabei wurde auch gezeigt, dass die Infusion mit Kininen einen
protektiven Effekt hat vor Salz-induzierten renalen Schaden durch Hemmung des oxidativen
Stresses (reduzierte Aktivitat der NADPH Oxidase und Superoxid-Synthese). Dadurch konnte
eine Hemmung entziindlicher und apoptotischer Prozesse festgestellt werden (Chao et al.,
2007).

Bei der intramyokardialen Injektion mit Kallikrein wurde eine Reduktion eines experimentellen
myokardialen Infarktes reduziert. Nach 24 Stunden wurde eine erhdhte NO-Konzentration
gemessen und die Apoptose von Kardiomyozyten wurde gehemmt. Bei einer 7-tagigen
Infusion mit Kallikrein kam es zu einer Reduktion der Infiltration von Monozyten und
Makrophagen in das geschadigte Gewebe und einer Verbesserung der Herzleistung.
Gleichzeitig stellten die Autoren auch eine Reduktion der Expression und Aktivitat der NADH
Oxidase fest, was mit einer geringeren Superoxid-Bildung einherging. Signalwege die an
oxidativen Prozessen beteiligt sind (z.B. MAPK) wurden auch herunterreguliert. Diese Effekte
wurden nicht festgestellt wenn der B2 durch die gleichzeitige Verabreichung von Icatibant
blockiert wurde (Yao et al., 2007).
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1.2.3.3 Inflammatorische und anti-inflammatorische Wirkung

Eine zunehmende Anzahl Uberzeugender Beweise belegen die zentrale Rolle des KKS bei
entzindlichen Prozessen. Somit ist die Frage nach den involvierten Mechanismen sehr
relevant, gerade in Bezug auf den rasanten Anstieg von chronischen Erkrankungen in den

vergangenen Jahrzehnten, denen meist entziindliche Prozesse zugrunde liegen.

Bradykinin hat eine starke proinflammatorische Wirkung, die Gber beide Rezeptoren vermittelt
wird. Es wird davon ausgegangen, dass B2 fur den Beginn einer entzundlichen Reaktion
wichtig ist, wahrend B1 eher bei der Aufrechterhaltung eines chronisch inflammatorischen

Zustands von Bedeutung ist (Couture et al., 2001).

Die Expression von B1 wird durch verschiedene proinflammatorische Zytokine (z. B. IL-1j,
TNFa und Interferon y stimuliert (Leeb-Lundberg et al., 2005) Diese Mediatoren aktivieren und
regulieren unterschiedliche Signalwege, wobei aber stets auch der Signalweg des
Transkriptionsfaktors NF-kB aktiviert wird. Die Aktivierung von NF-kB ist ein charakteristisches
Kennzeichen aller entziindlichen Prozesse. In praktisch allen Zelltypen und Geweben kommt
NF-kB vor, wo er regulierend auf die Genexpression zahlreicher inflammatorischer Mediatoren
wirkt, und somit eine wichtige Funktion hat bei der Steuerung der Immunantwort, der
Zellproliferation und des Zelltodes (Ghosh and Hayden, 2008). Somit ist NF-kB der wichtigste
Transkriptionsfaktor welcher B1 bei inflammatorischen Prozessen hochreguliert. Schanstra et
al (Schanstra et al., 1998) zeigten in menschlichen Lungen-Fibroblasten, dass eine Hemmung
der NF-kB-Aktivierung mit einer Blockade der IL-1B-vermittelten B1-Aktivierung
einherging. Diese Gruppe konnte auch zeigen, dass die B1-Aktivierung an sich auf die NFkB
Aktivierung stimulierend wirkte, was schliel3lich zu einer erhéhten Synthese von IL-1 B oder
TNFa flihrte. Somit bestehen komplexe Wechselwirkungen zwischen B1 und
proinflammatorischen Zytokinen bei der Entstehung bzw. der Verschlechterung entzindlicher
Reaktionen. An den Orten einer Entzindung sind Kininogene, Kallikrein und Kininase
hochreguliert und die lokale Synthese von B1 Agonisten z.B. des-Arg®-BK stellt einen weiteren
entzindlichen Stimulus dar (Bhoola, Figueroa and Worthy, 1992; Leeb-Lundberg et al., 2005).
Damit wird vermutet, dass nach einer ersten inflammatorisch bedingten B1-Induktion, es zur
Etablierung eines Kreislaufs mit stets positiven und verstarkenden Signalen kommt, wodurch
die chronisch entzindlichen Vorgange erklart werden kdonnten. Heute gilt es als weitgehend
anerkannt, dass der mitunter wichtigste Effekt des B1 in seiner Rolle bei der Rekrutierung

entzindlicher Zellen liegt (Duchene and Ahluwalia, 2009).

Eine schadigende Wirkung des B1 wurde auch bei der Pathogenese der Alzheimer
Erkrankung nachgewiesen indem er zur neuroinflammatorischen Wirkung der R-Amyloid-

Ablagerungen beitragt. Versuchstiere einer transgenen Mauslinie der Alzheimer Erkrankung,
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die eine Form des menschlichen beta-Amyloid-Vorlauferproteins tGberexprimiert, wurden mit
einem selektiven B1-Antagonisten behandelt, welcher die Blut-Hirn-Schranke uberwindet
(SSR240612). In den unbehandelten Tieren wurde eine héhere hippokampale Konzentration
des B1 festgestellt und die Behandlung mit SSR240612 fiihrte zu verbesserter
Gedachtnisleistung und raumlicher Orientierung, sowie auch zu einer Abnahme der I6slichen
AB Plaques (Lacoste et al., 2013).

Die Aktivierung von B2 geht mit einer erhdhten vaskularen Permeabilitat und Rekrutierung von
Neutrophilen einher, was zur Odembildung fihrt und zur Freisetzung von IL-1B8, und TNFa,
sowie der Rekrutierung entzindlicher Zellen bei Gichtanfallen (Shaw and Harper, 2011). Trotz
der bekannten pro-inflammatorischen Effekte beider Rezeptoren, wurde flr B2 auch ein anti-
inflammatorischer Effekt beschrieben. Bei der Studie von Yao (2007), die im vorhergehenden
Abschnitt vorgestellt wurde, kam es durch die intramyokardiale Injektion von Kallikrein auch
zu einer verringerten Aktivierung von NF-kB und einer reduzierten Expression von MCP-1 und
VCAM-1 sowie anderen entziindlichen Markern. CCL2 wird an Orten der Entziindung von
Monozyten, T-Gedachtniszellen und dendritische Zellen gebildet, wahrend das VCAM-1-
Protein die Adhasion von Lymphozyten, Monozyten, Eosinophilen und Basophilen an das
GefalRendothel vermittelt. VCAM-1 ist auch an der Leukozyten-Endothelzellen-
Signaltransduktion beteiligt und spielt moglicherweise eine Rolle bei der Entwicklung von
Arteriosklerose und rheumatoider Arthritis (Put et al., 2014). Bradykinin vermittelt auch anti-
inflammatorische und neuroprotektive Effekte im Gehirn, Gber multiple Wirkungen auf
Gliazellen. Die durch Lipopolysaccharide verursachte Freisetzung von IL-1 B und TNFa aus
diesen Zellen wurde durch Bradykinin reduziert, was auch mit einem Anstieg an cAMP
verbunden war (Noda et al., 2007). Von Monteiro et al (Monteiro et al., 2007) wurde gezeigt,
dass die Aktivierung von B2 eine durch Trypanosomen verursachte Entziindung reduzierte,
beruhend auf dem Vergleich von Ergebnissen von zwei transgenen Mauslinien (C57BL/6 B2
~und C57BL/6 B2**).

Somit scheint B2 sowohl fur eine friihe inflammatorische aber auch eine anti-inflammatorische
Reaktionskaskade wichtig zu sein. Dagegen tragt B1 zu einer verlangerten und chronifizierten

inflammatorischen Reaktion bei.
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1.2.3.4 Weitere Wirkungen

Die Proliferation von vaskularen glatten Muskelzellen ist ein typisches Kennzeichen des
arteriosklerotischen Prozesses nach endothelialer Verletzung. Bradykinin vermittelt die
Aktivierung des MAP-Kinase Signalwegs. Daran ist der B2 beteiligt, denn dieser Effekt von
Bradykinin wurde durch den B2-Antagonisten HOE-140 aufgehoben, nicht jedoch durch den
B1-Antagonisten des-Arg®-Leud-BK (Velarde et al., 1999; Yang et al., 2005). Kinine haben nicht
nur einen proliferativen Einfluss auf endotheliale Zellen, sondern sind auch an der
Neovaskularisation nach einer akuten Ischamie beteiligt. Dies geschieht an den Orten
arterieller Schaden durch die Rekrutierung und Aktivierung von B2 exprimierenden
mononuklearen Zellen mit regenerativen Eigenschaften (CD34, CXCR4). Bei Patienten mit
koronarer Herzkrankheiten (KHK) wurde eine Herunterregulierung dieser Gruppe von
mononuklearen Zellen beobachtet, was zu einer gestdrten Wiederherstellung der Bradykinin-
vermittelten endothelialen Reparatur fiihrt, und als neuer Mechanismus flir endotheliale
Schaden bei Patienten mit KHK beschrieben wurde (Krankel et al., 2008, 2013).

Neuere Studien erbrachten auch Hinweise auf die Beteiligung von Bradykinin an der
Hemmung der Apoptose endothelialer Zellen. Die Expression und Aktivitat des B2 in der
mikrovaskularen endothelialen Zellinie pPCMVEC trug zum Schutz der Zellen vor nekrotischen
und apoptotischen Schaden bei, die durch H2O, und LPS induziert wurden. Diese Effekte
wurden durch die Behandlung mit dem B2 Antagonisten HOE 140 aufgehoben. Durch die
Behandlung mit Bradykinin kam es gleichzeitig zu einer erhéhten Expression von COX-2, des
anti-apoptotischen Proteins Bcl-2 und der Superoxid-Dismutase (SOD). In ex vivo Versuchen
mit Rattengehirnen wurde zudem nachgewiesen, dass BK zu etwa 40% die durch H20:
verursachte mikrovaskulare Degeneration verhinderte (Bovenzi et al., 2010). Bradykinin
verhinderte auch die Seneszenz und DNA-Schaden, die durch Behandlung von bovinen
Aortenendothelzellen mit H>O, verursacht wurden. Durch die Verwendung des B2-
Antagonisten HOE-140 und des NO-Inhibitors N(omega)-methyl-L-Arginin Acetat wurde der
protektive Effekt von Bradykinin aufgehoben (Oeseburg et al., 2009).

Die Vorbehandlung von Hasenherzen durch Perfusion mit Bradykinin (10# M BK, 20 min.,
37°C) schitzte auch Kardiomyozyten bei einer nachfolgenden Kardioplegie. Bei den so
konditionierten Herzen wurde eine 3-fach verringerte Apoptoserate von Kardiomyozyten
festgestellt, was mit einer verbesserten linksventrikuldren Leistung einherging (Feng et al.,
2005). Bei ahnlichen Versuchen wurde gezeigt dass BK Antagonisten und NOS Inhibitoren
die inflammatorische und apoptotische Reaktion von Kardiomyozyten verstarkten, wobei
dieser Effekt durch einen exogenen NO-Donor aufgehoben werden konnte (Yeh et al., 2010).
Der protektive Effekt von B2 bei kardialer Apoptose wurde auch eindrticklich belegt in der

Studie von Marketou et al (Marketou et al., 2010), wo es bei gleichzeitiger Gabe des BK-
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Agonisten NG291 wahrend der Induktion eines akuten myokardialen Infarktes zu wesentlich
verbesserten kardioprotektiven Effekten kam (Herzfunktion, Gewebeumbau und Expression

von Entziindungsproteinen) (Marketou et al., 2010).

Weniger eindeutige Ergebnisse wurden in verschiedenen Studien berichtet beziglich
apoptotischer Vorgange im Nierengewebe. So zeigte Chiang et al (Chiang et al., 2007) dass
Bradykinin die ROS-Synthese steigert und auch mitochondrielle Schéden auslost, sowie
renalen tubularen Zelltod durch ATP-Erschépfung, der Uber einen PLC-abhangigen
Mechanismus vermittelt ist. Die gleichen Autoren zeigten auch, dass eine Kallikrein-
Vorbehandlung bei Ratten, die 5 Tage vor einer akuten Ischamie/Reperfussion der
Nierenarterie stattfand, im Vergleich zu den nicht vorbehandelten Kontrollen zu einer stark
verschlechterten renalen Funktion fuhrte. Durch die Vorbehandlung kam es zu einer
verstarkten tubularen Nekrose, hdherer TNF-a Konzentration und vermehrtem oxidativen
Stress, verbunden mit apoptotischen und entziindlichen Vorgangen. Diese Effekte lielen sich
invertieren durch gleichzeitige Vorbehandlung mit einem B2 Antagonisten, nicht jedoch mit

einem B1 Antagonisten (Chiang et al., 2006).

Im Gegensatz zu diesen Forschungsergebnissen wurde durch eine 3-wdchige Bradykinin-
Infusion bei salz-sensitive Dahl-Ratten, die 2 Wochen lang vor der Infusion eine salzreiche
Erndhrung erhielten, eine Verbesserung der renalen Funktion festgestellt, sowie der
entsprechenden Laborwerte. Dabei kam es zu keiner Veranderung des Blutdrucks. Im
Vergleich zu den Kontrolltieren wurden glomerularen Schaden verbessert, es kam zu einer
geringeren Apoptoserate und reduzierten Entziindungsparametern (Chao et al., 2007). Bei der
diabetischen Nephropathie wurde ein protektiver Effekt des KKS auf die Apoptose von
Podozyten festgestellt (Kwak et al., 2011). Der Einfluss des KKS auf ischamische Schaden
der Niere wurde auch mit KO-Mausen untersucht (B2 und B1-/B2). Nach 30-min(tiger
beidseitiger renaler Okklusion mit anschliefiender Reperfusion (24 h) ergab sich eine erhdhte
Anzahl von apoptotischer Zellen (TUNEL-positiv) in der Niere von KO-Mausen im Vergleich
mit den Kontrollen. Die Untersuchung weiterer zellularer Parameter bestatigte dass beide BK
Rezeptoren eine wichtige Rolle spielen bei der Verringerung von apoptotischen DNA-Schaden
sowie morphologischen und funktionalen Nierenschaden infolge von Verletzungen die durch

Ischamie und anschliellende Reperfusion bedingt sind (Kakoki et al., 2007).
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1.24 DIE BEDEUTUNG VON BRADYKININ UND BRADYKININ-REZEPTOREN IN
PHYSIOLOGISCHEN PROZESSEN

Eine drastisch erhéhte trans- und parazellulare Gefalipermeabilitat (s. 0) ist charakteristisch
fir zahlreiche pathophysiologische Veranderungen, einschlieBlich Sepsis, Entziindung oder
Trauma. Dazu zdhlen auch zahlreiche Erkrankungen bei denen es zu chronisch-
inflammatorischen Veranderungen kommt, die sich auf einer systemischen Ebene auswirken,
z.B. Diabetes, Arterioskerlose oder maligne Tumore mit Metastasen. Dabei handelt es sich um
ein sehr komplexes biologisches Geschehen, bei denen der Bradykinin-vermittelte Durchtritt
von Proteine und Flussigkeiten durch das vaskulare Endothel Uber transendotheliale Vesikel
oder Uber interendothelialen Verbindungen als der wesentliche Mechanismus betrachtet wird,

der diesen Veranderungen zugrunde liegt (Maurer et al., 2011).

Eine kaum zu ermessende Anzahl von Studiendaten belegen die Effekte von Kininen im Herz-
Kreislaufsystem und im renalen System und deren protektiven Wirkungen bei drohenden
Organschaden die z.B. im Zusammenhang stehen mit Diabetes oder ischamischen
Erkrankungen. Die Wirkung der Kinine ist jedoch auch belegt durch die weit verbreitete
Anwendung der Wirkstoffgruppe der ACE-Hemmer, welche den raschen Bradykininabbau

hemmen (siehe 1.2.4.2).

1.2.4.1 Vaskulére Pathologien

Seitdem erstmals 1976 von Margolius et al gezeigt wurde, dass es bei hypertensiven Patienten
zu einer verminderten Ausscheidung von Kallikrein im Urin kommt (Margolius et al., 1976),
zeigte eine Vielzahl weiterer Untersuchungen die Bedeutung des KKS bei der Pathogenese
des Bluthochdruckes auf. Zunachst wurde in B2 KO-Mausen beobachtet, dass der Blutdruck
sich bei einer hohen Salzaufnahme erhdhte, wahrend er unter physiologischen Bedingungen
stabil blieb (Alfie et al., 1996, 1997). Weitere Versuche von Brochu et al (Brochu et al., 2002)
erbrachten dann den Beweis, dass Endothelin 1 und Angiotensin Il als hoch wirksame
vasokonstriktorische Hormone die Blutdrucksteigerung verursachten, wobei es bei den B2-KO
Mausen zu keinem kompensatorischen Effekt kam. Eine Erhdhung der Blutdruckwerte wurde
aber auch beobachtet bei Langzeitexperimenten mit der gleichen Mauselinie, bei
Verabreichung einer Kost mit normalem Salzgehalt (Emanueli et al., 1999). Bei der Deletion
beider BK-Rezeptoren kam es zu grof3en Einschrankungen der endothelialen Relaxation und
einer reduzierten NO-Verfligbarkeit, was ein Hinweis war fiir die Beteiligung beider Rezeptoren

an dem Stoffwechsel und der vaskularen Funktion von NO (Loiola et al., 2011).
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Bei arteriosklerotischen Veranderungen wurde eine Hochregulation von B1 nachgewiesen,
durch eine intensive Immunzytochemische Markierung von B1 in endothelialen Zellen,
Schaumzellen (Makrophagen), Entzindungszellen und Fibroblasten in der verdickten Intima
arteriosklerotischer Plaques, sowie auch in den endothelialen glatten Muskelzellen der tiefer
liegenden Tunica media. B2 wurde durch diese Methode auch in den gleichen Zellen
nachgewiesen, jedoch mit einer geringeren Intensitat (Raidoo et al., 1997). Bei B1- und
Apolipoprotein-E KO Mausen wurde eine Pradisposition zur Arteriosklerose berichtet, wobei
es durch die Abwesenheit des B1 auch zu einer Verschlechterung von Aortenaneurismen kam
unter hypercholesterolamischen Bedingungen (Merino et al.,, 2009). Diese Ergebnisse
verdeutlichen die protektive Wirkung des B1 und der nachgeschalteten Signalkette vor

vaskularen arteriosklerotischen Veranderungen.

1.2.4.2 Kardiovaskulare Erkrankungen

Herz-Kreislauf-Erkrankungen stehen weltweit an erster Stelle der Haupttodesursachen. Wie
bereits mehrfach erwahnt, wird das KKS mit Herzfunktionsstérungen in Verbindung gebracht.
Zahlreiche experimentelle und klinische Forschungsdaten der vergangene Jahre haben
gezeigt dass Diabetes, Bluthochdruck, Herzinsuffizienz, Ischamie, Herzinfarkt und
linksventrikulare Hypertrophie mit einer lokal verringerten Aktivitat des KKS einhergeht. Bei
kardiovaskularen Erkrankungen sind aber auch die vom KKS verursachten pleiotropen Effekte
von Bedeutung, die in der Hemmung von Apoptose, Entziindung und Hypertrophie bestehen,
bei gleichzeitiger Forderung der Angiogenese und Neurogenese in Herz, Nieren, Gehirn und
BlutgefalRen. Bei lokaler sowie systemischer Verabreichung von BK kommt es zu einem
erhdhten koronaren Blutfluss und einer Verbesserung des Herzmuskelstoffwechsels (Sharma,
2012).

Das physiologische Gleichgewicht der Flussigkeits-HomoOostase und der Regulation des
Kreislaufs wird durch eine fein abgestimmte Steuerung zwischen dem KKS und dem Renin-
Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) gewahrleistet (Scholkens, 1996). Im Herz-Kreislauf-
System vermittelt BK eine Vasodilatation und Plasma-Extravasation was zu entzindlichen
Reaktionen fuhrt (Moreau et al., 2005). Die Gefallerweiterung wird im gesunden Zustand vom
BK2-Rezeptor vermittelt; unter entzindlichen Bedingungen kommt es zur jedoch
Hochregulierung des B1, welcher auch die Kinin-induzierte Vasodilatation und Hypotonie
vermittelt. Wie bereits in Abbildung 1.2-5 dargestellt, kommt es durch die Stimulation des B2
Uber die eNOS zur NO-Bildung, welches vom Endothel in die glatten Muskelzellen diffundiert
und die Guanylatzyklase aktiviert. Die Biosynthese von Prostaglandinen durch PLA2 wird auch

stimuliert, was zur Bildung von cAMP in glatten Muskelzellen fuhrt. Diese physiologischen
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Wirkungen von Kininen sind nicht nur fur die Behandlung von Hypertonie und ischdmischen
Erkrankungen wichtig, sondern auch fir die Aufrechterhaltung der Nierenfunktion (Moreau et
al., 2005). Die Aktivierung der B2 mit NO-Bildung tragt bei zum Schutz vor oxidativen Schaden

im Herz-Kreislauf-System und bei Ischdmie-bedingten Herzerkrankungen (Chao et al., 2006).

Die Rolle des KKS bei Bluthochdruck wurde erkannt durch Beobachtungen einer signifikant
verringerten Ausscheidung von Kallikrein Uber den Urin bei hypertensiven Patienten und wird
mit einer fehlerhaften Kinin-Bildung erklart (Chao et al., 2006). Die pharmakologischen
Wirkungen von BK bei der systemischen Kontrolle des Blutdrucks setzt sich zusammen aus
der vasodilatatorischen Wirkung, in Kombination mit der Reduktion des peripheren
GefaRwiderstandes und Regulation der Ausscheidung von Na* (Sharma, 2012). Uber die
Bindung von Kininen an endotheliale B2 und der damit verbundenen Freisetzung von NO und
Prostaglandinen kommt es zu einer vasodilatatorischen, anti- ischadmischen und anti-
proliferativen Wirkung, wobei myokardiale Reserven an energiereichen Phosphaten und
Glykogen erhalten bleiben (Schélkens, 1996). Angesichts gegenlaufiger vasokonstriktorischer
Wirkung von Angiotensin Il tragen Kinine auch zur Aufrechterhaltung der kardiovaskularen
Homdostase bei, und werden kontinuierlich wahrend einer Ischamie oder Hypoxie am Herzen
freigesetzt. BK konnte auch der Verschlechterung der linksventrikularen Hypertrophie bei
hypertensiven Ratten entgegenwirken, wobei die kardioprotektive Wirkung durch B2-
Rezeptor-Antagonisten und NOS-Inhibitoren blockiert wurde. Ein Mangel an Komponenten
des KKS am Herzen kann daher myokardiale Dysfunktion bewirken, die mit hohem

Bluthochdruck und linksventrikularer Hypertrophie einhergehen (Sharma, 2012).

1.2.4.3 Nierenerkrankungen

Eine eingeschrankte renale Ausscheidung von Kallikrein wurde bei Patienten mit
Nierenerkrankungen festgestellt, wobei die reduzierte Ausscheidung mit der Schwere der
Erkrankung einherging (Price, 1982; Naicker et al., 1999). Langzeit-Infusionen einer sehr
geringen Dosis Rattenharn-Kallikrein reduzierte funktionell und morphologisch das
Fortschreiten der Nierenschadigung in Dahl-Ratten, die anfallig sind gegen eine salzinduzierte
Hypertonie und mit einer salzreichen Kost gefuttert wurden. Der renale Schutz wurde durch
die Stimulation von B2 vermittelt, denn durch die Gabe von Icatibant wurde dieser Effekt wieder
aufgehoben (Hirawa et al., 1999). In weiteren Studien konnte gezeigt werden, dass die
Ubertragung des Kallikrein-Gens mittels Adenoviren zu einer verbesserten renalen Funktion
bei der gleichen Rattenlinie fiihrte, sowie auch bei der Rattenlinie 2K1C (mit renaler arterieller
Okklusion) oder bei niereninsuffizienten Versuchstieren mit 5/6 Nephrektomie (Chao et al.,
1998; Yayama et al., 1998; Wolf et al., 2000). Kallikrein machte auch die Salz-induzierte renale
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Fibrose und glomerulare Hypertrophie rickgangig und reduzierte die Akkumulation von
Entzindungszellen im Interstitium und den GefaRen von Dahl-Ratten (Zhang, Chao and Chao,
1999). Diese renalen protektiven Effekte wurden auch beobachtet bei normotensiven Tieren

mit Gentamycin-induzierten Nierenschaden (Murakami ef al., 1998).

1.2.4.4 Krebs

Die bisher aufgeflhrten pleiotrope Funktionen der Kinine, bei der Aktivierung endothelialer
Zellen, Proliferation, Aktivierung von Leukozyten etc. sind auch innerhalb von chronisch
entzindlichen Mikroumgebungen von Bedeutung, die ein Charakteristikum maligner
Erkrankungen sind. Daher wurde die Rolle von Kinin-Rezeptoren innerhalb verschiedener

Krebs-Studien untersucht.

Da Costa et al (da Costa et al., 2014) begrinden lhre Ansicht dass Kinin-Rezeptoren (vor
allem B1) aus folgenden Grunden viel versprechende Ziele fur die Krebstherapie sind: (1) die
Zellen zahlreicher Tumore exprimieren anormal hohe Mengen dieser Rezeptoren; (2) einige
Krebsarten produzieren Kinine und benutzen sie als autokrine Faktoren, um ihr eigenes
Wachstum selbst zu stimulieren; (3) die Aktivierung der Kinin-Rezeptoren fuhrt zur Aktivierung
von Makrophagen, dendritischen Zellen und anderen Zellen der tumoralen Mikroumgebung;
(4) Kinine haben pro-angiogene Eigenschaften; (5) Kinin-Rezeptoren wurden in Verbindung
gebracht mit der Migration, Invasion und Metastasierung von Krebszellen; (6) selektive
Antagonisten gegen B1 oder B2 haben anti-proliferative, entziindungshemmende und anti-
angiogene Effekte gegentber Krebszellen gezeigt, wobei auch deren Migration eingeschrankt

wurde.

Bisher wurden der B2-Antagonist RMP-7 (Labradimil) und der duale B1/B2- Antagonist B9870
(Breceptin) im Tierversuch erprobt. Trotz der vielversprechenden praklinischen Ergebnisse,
bei denen gezeigt wurde dass Labradimil die Aufnahme von Carboplatin in implantierte Gliome
erhéht, konnten die Daten in einer klinischen Phase Il Studie nicht reproduziert werden (Prados
et al., 2003; Warren et al., 2006).

Die Expression von B1 und/oder B2 wurde in unzahligen Studien Uber ganz unterschiedliche
Krebsarten berichtet (z. B. Nieren-, Speiserbhren-, Gebarmutterhals-, Magen-, Prostata-,
Lungen- und Mammakarzinome, Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinome, Osteosarkom,
endometriale und gastrische Karzinome, Lymphome, Hepatome, Mesotheliome oder
Hypophysenadenome). Diese Ergebnisse weisen auf eine Beteiligung des KKS und vor allem
der B1 und B2 an elementaren biologischen Mechanismen des Kanzerogenese, z.B. der

malignen Transformation und Tumor-Progression, die allen genannten Krebsarten gemeinsam
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sind. Detailliertere Daten zu den aufgefiihrten Krebsarten kdénnen der umfassenden

Ubersichtsarbeit von da Costa (2014) entnommen werden.

1.2.4.5 Asthma

Asthma bronchiale beruht auf einer dauerhaft bestehenden Uberempfindlichkeit der
Atemwege und bei entsprechend veranlagten Personen stellt sich ein chronisch entzindlicher
Zustand ein, mit anfallsweiser Atemnot infolge von Bronchialobstruktion. Charakteristisch sind
auch die Bildung von Odemen der Bronchialschleimhaut sowie die vermehrte Sekretion von
Schleim. Bei der Pathogenese von Asthma kommt der neutralen Endopeptidase (NEP) eine
regulatorische Rolle zu. Dabei handelt es sich um ein membrangebundenes Enzym, welches
verschiedene Substratmolekile, unter anderem auch Bradykinin, am N-terminalen Ende der
hydrophoben Aminosauren spaltet. Durch Zigarettenrauch oder andere Reize sowie
entziindliche Veranderungen kommt es zu einer Hemmung der NEP-Transkription und einer
geanderten Regulierung der Abbaus von NEP-Substraten (Kroegel, 2002). Um die Wirkung
von Bradykinin auf die asthmatische Bronchokonstriktion zu erfassen, wurden Bradykinin, der
NEP-Hemmer Phosporamidon und der ACE-Hemmer Captopril im Meerschweinchen —
Tiermodell inhalativ verabreicht. Dabei kam es unter der Einwirkung von Bradykinin zu einer
dosisabhangigen Erhéhung der plasmatischen Exsudation. Die NEP-Hemmung und Captopril
verursachten eine Exazerbation, da beide Wirkstoffe den Abbau von Bradykinin verhindern

und somit die Bronchokonstriktion verstarken (Létvall et al., 1991; Cui et al., 1999).
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1.3 DIE ENDOTHELIALE PERMEABILITAT

Das GefalRendothel entspricht der inneren Oberflaiche von BlutgefaBen und stellt die
Ubergangsstelle dar zwischen zirkulierenden Blutkomponenten und Zellen der GefaRwand
sowie dem umgebenden extravaskularen Gewebe. Endothelzellen haben eine wichtige
Funktion bei der Steuerung der Perfusion und regeln, als semipermeable Barriere, den
Ubertritt  von  Flissigkeiten, Nahrstoffen und  Stoffwechselprodukten  zwischen
AustauschmikrogefaBen und dem Interstitium. Gleichzeitig wird das Eindringen von
Krankheitserregern oder Schadstoffen in die Blutbahn verhindert (Beck et al., 1999; Bertuglia,
2004). Enge interzellulare Verbindungen stellen eine ausreichende Permeabilitdtsbarriere dar,
die von Wachstumsfaktoren, Zytokinen und anderen stressbedingten Molekile gesteuert
werden (Miles and Miles, 1952). Wahrend der Wirtsabwehr gegen Infektionen oder als
Reaktion auf Gewebeverletzungen kommt es zu Veranderungen der endothelialen Integritat,
welche sowohl als Ursache aber auch als Folge inflammatorischer Prozesse betrachtet
werden koénnen. Derartige kapillare Lecks stéren die Flissigkeitshombostase und
beeintrachtigen auch die Sauerstoffversorgung des umliegenden Gewebes. Im Laufe der Zeit
kommt es zu pathophysiologischen Prozessen die auf Stoffwechselstérungen, Infektionen,
traumatischen Prozessen oder anderen Krankheitserscheinungen beruhen was zu multiplen
organspezifischen Dysfunktionen fihren kann (Weis, 2008; Kumar et al., 2009; Curry and
Adamson, 2010).

1.3.1 DIE ENDOTHELIALEN BARRIEREN

Es wird grundsatzlich unterschieden zwischen verschiedenen Arten von endothelialen
Barrieren. Das kontinuierliche Endothel ist undurchlassig fur die im Blut gelosten Stoffe durch
die Ausbildung von Tight Junctions, die als besonders dichte Zell-Zell-Kontakte eine sehr
impermeable Form der inneren Auskleidung von blutleitenden GefalRen darstellen. Sie tragen
dazu bei, dass der Stoffaustausch zwischen Gewebe und Blut durch hochselektive
Transportmechanismen strikt kontrolliert wird und kommen meistens in der apikalen Region
von Epithelzellen (z.B. Nieren-, Harnblasen- und Darmepithel) sowie
Gehirnkapillarendothelzellen (Blut-Hirn-Schranke) vor. Dabei handelt es sich um schmale
Bander aus Membranproteinen zu denen das Occludin gehért, bzw. Proteine die zu Gruppe
der Claudine gehdéren, und die auf Kapillarebene eine besonders effektive
Permeabilitatsbarriere zwischen Blut und Gewebe gewahrleisen. Zusatzlich sind die Zellen

des kontinuierlichen Endothels (auf3er in den Kapillaren des ZNS) reich an so genannten
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Caveolae. Dabei handelt es sich um kleine Kavitaten mit cholesterinreichen Mikrodoméanen,
die als 50-100 Nanometer grof3e Q-férmige Einbuchtungen der Plasmamembran zu erkennen
sind (s. auch Abbildung 1.3-1). Kontinuierliche Endothelien kommen vor im Gewebe von Haut,
Herz, Lunge, Nervensystem (Blut-Hirn-Schranke), Skelettmuskulatur, Fettgewebe, exokrinen
Drisen und Thymus. Im Nierenglomerulus, in der Darmwand sowie in endokrinen Drisen
kommt das durchlassigere fenestrierte Endothel vor, wobei ,Fenster”, die im Durchmesser
etwa 70 nm gro sind, auch den Durchtritt gréferer Molekile ermdglichen. Durch die
speichenartigen Diaphragmen der ,Fenster* wird jedoch die Durchlassigkeit flir sehr groler
Molekulle oder sogar Zellen wieder einschrankt. Bei dem diskontinuierlichen Endothel handelt
es sich um eine besonders durchlassige Form, die durch weite Abstande zwischen den
meisten Endothelzellen gekennzeichnet ist. Durch diese grobmaschige Architektur kdnnen
sogar Blutzellen Uber den parazellularen Transportweg hindurchtreten. Kapillaren mit
diskontinuierlichem Endothel ermdglichen einen ungehinderten Transport aller
Blutbestandteile und kommen vor allem in den Lebersinusoiden sowie den Nierenglomeruli

Vvor.

Die endotheliale Barrierefunktion der Austauschmikrogefalle (Kapillaren und postkapillare
Venolen) beruht auf der Integritat der endothelialen Struktur, die auf Moment-zu-Moment-
Anderungen reagiert in Bezug auf das Zytoskelett, komplexe interzelluldre Verbindungen und
die Bindung an die Basalmembran. Eine niedrige und selektive basale Permeabilitat wird durch
eine feine physiologische/molekulare Regulierung dieser zellularen Strukturen gewahrleistet.
Die Stimulation durch entziindungshemmende Zytokine, Krankheitserreger, aktivierte
Blutzellen oder Krankheitszustande fiuhren zu endothelialen Dysfunktionen. Die
Pathophysiologie dieser Vorgange ist gekennzeichnet durch einen ubermaligen Fluss des
Blutplasmas in das umgebende Gewebe, bedingt durch die eingeschrankte para- und

interzellulare Integritat. Diese Mechanismen sind in Abbildung 1.3-1 dargestellt.
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Abbildung 1.3-1 Transzellulédre und parazellulare Permeabilitdt im mikrovaskularen Endothel. Die endotheliale Glykokalyx

kleidet luminal jedes gesunde Gefall aus und ist neben der Endothelzelle selbst ein bedeutender Bestandteil
der GefaRbarriere. Die Barrierefunktion der vaskuldren Endothelien wird durch eine diinne Zellschicht
gewahrleistet, die iber membrangebundene Integrine der Basalmembran eng aufliegt. Endotheliale Zellen
sind durch Tight Junction-Proteine verbunden, die eine selektive Passage von geldsten Stoffen und
Flussigkeiten durch das Endothel ermdglichen. Durch pathophysiologische Vorgange werden diese
Verbindungen pords, wobei auch grofle Liicken entstehen kénnen. Geloste Stoffe kdnnen auch Uber
Caveolae durch das Zellinnere transportiert werden, entweder Uber Rezeptor-vermittelte endozytotische
Vesikel oder Uber vakuolenartige vesikulare Organellen (VVOs), die mit endozytotischen Vesikeln
fusionieren kénnen und somit offene transzelluldare Poren bilden kénnen. Der transzelluldre Transport von

Wasser wird in den endothelialen Membranen durch Aquaporine z.B. Sammelrohr in der Niere reguliert.

1.3.1.1 Transzelluldre Permeabilitét

Die Transzytose ist ein wichtiger Weg der endothelialen transzellularen Permeabilitat fur
Makromolekiile (Michel and Curry, 1999; Mehta and Malik, 2006; Predescu, Predescu and
Malik, 2007; Chidlow and Sessa, 2010; Komarova and Malik, 2010). An dem Mechanismus ist
die Vesikel-vermittelte Endozytose an der luminalen endothelialen Membran beteiligt, mit
anschlieltender Transzytose durch die Zelle sowie Exocytose an der basolateralen Membran.
Der Transport von der apikalen zur basolateralen Membran kann durch einzelne Vesikel
vollzogen werden oder durch ein zusammenhangendes Cluster von miteinander verbundenen
vesiculo-vakuoldren Organellen (VVOS), die kanalartige Strukturen bilden mit einem
Durchmesser von 80-200 nm, die den Zellinnenraum vollstédndig durchqueren (Kohn et al.,
1992; Dvorak et al., 1996).

Endozytose und Exozytose werden durch Caveolae vermittelt, lipidische Mikrodomanen und

Einstilpungen der Plasmamembran (Predescu and Palade, 1993; Simons and Ikonen, 1997).
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Das Volumen der Flussigkeit innerhalb Caveolae kann bis zu 15-20% des
Endothelzellenvolumens betragen (Frgkjaer-densen, 1991), was den Transport von
erheblichen FlUssigkeitsmengen und geldsten Stoffen ermdglicht. Caveolae enthalten
Caveolin-1 (CAV-1), ein 22 kDa grolles membrandres Strukturprotein, welches in einer
oligomeren Anordnung vorliegt, die den Caveolae ihre charakteristische Form und Struktur

verleiht (Sargiacomo et al., 1995; Predescu, Predescu and Malik, 2007).

Vesikular vermittelte Transzytose tritt auf, auch wenn Albumin an gp60-Rezeptoren auf der
Oberflache von Endothelzellen bindet (Minshall et al., 2000; Vogel et al., 2001; Hu and
Minshall, 2009). Leukozyten koénnen auch durch Transzytose durch das endotheliale
Zellinnere bewegt werden. Dies wurde in mikroskopischen Aufnahmen von Fluoreszenz-
markierten Leukozyten gezeigt, die nach membranarer Invagination internalisiert wurden
(Carman and Springer, 2004; Carman et al., 2007).

1.3.1.2 Parazelluldre Permeabilitét

Die parazellulare Permeabilitat ist verantwortlich fir den wesentlichen Anteil des Durchtritts
von Blutplasma und Proteinen durch mikrovaskuldre  Endothelzellen unter
pathophysiologischen Bedingungen. Wie bereits erwahnt, kommen in den Mikrogefallen
bestimmter Gewebearten (z.B. Niere und Leber), Diskontinuitdten oder Fenestrierungen
zwischen den Endothelzellen vor, um den physiologischen Durchtritt groRer Molekile oder
Proteine (Michel and Curry, 1999) zu ermdglichen. In anderen Organen regulieren
interzellulare Verbindungen oder Poren den selektive Durchtritt von Wasser, Makromolektlen
oder sogar Blutzellen. Die strukturelle und funktionelle Integritat dieser Ubergénge ist ein

wesentlicher Aspekt der parazellularen Permeabilitat.

Die beteiligten Strukturen der parazellularen Permeabilitdt sind in der Abbildung 1.3-2

zusammengefasst.
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Abbildung 1.3-2 Strukturen der transzellularen und parazellularen Permeabilitat
(A) Adhdrenz-Verbindungen [Quelle: Adherens Junctions structural proteins“ von Mariana Ruiz
LadyofHats. Lizenziert unter Gemeinfrei Uber Wikimedia Commons -

https://commons.wikimedia.org/wiki/File:

Adherens_Junctions_structural_proteins.svg#/media/File:Adherens_Junctions_structural_proteins.svg]

(B) Tight junctions [Quelle: "Cellular tight junction de" by artwork by Mariana Ruiz - File:Cellular tight
junction-en.svg translated to German by Kuebi = Armin Kiibelbeck. Licensed under Public Domain via
Wikimedia Commons - https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Cellular_tight_junction_de.png#/media/
File:Cellular_ tight_junction_de.png

(C) Gap junctions [Quelle: "Cellular gap junction de" by artwork by Mariana Ruiz - File:Cellular gap junction-
en.svg translated to German by Kuebi = Armin Kibelbeck. Licensed under Public Domain via Wikimedia

Commons - https://de.wikipedia.org/wiki/Gap_Junction#/media/File:Gap_cell_junction-de.svg

Die Adharenz-Verbindungen (Adherens Junctions, AJ) und Tight junctions (TJ) sind die am
weitesten verbreitete Art endothelialer Zellibergange und kommen als wichtige interzellulare
Strukturen im Endothel der meisten, wenn nicht sogar aller mikrovaskularer Gefalbetten vor
(Mehta and Malik, 2006; Komarova and Malik, 2010). Sie stellen eine Verbindung zwischen
den Aktin-Filamenten benachbarter Zellen her und starken sie dadurch mechanisch. Dabei
sind sie undurchlassig fur Albumin (69 kDa; Molekilradius 3,6 nm) und groRRe Proteine
(Simionescu, Simionescu and Palade, 1978; Mehta and Malik, 2006).

Tight junctions sind schmale Bander aus den integralen Membranproteinen Occludin und
Claudin. Sie umgurten die Epithelzellen vollstandig und stehen mit den Bandern der
Nachbarzellen in enger Verbindung. Zudem sind sie an das Aktin-Zytoskelett gebunden, tGber
a-Catenin und die Zona Occludens Proteine (ZO-1, ZO-2). Dadurch wird eine parazellulare
Barriere gebildet, die eine effektive Diffusionsbarriere darstellt. Im Vergleich zu AJ sind sie in

peripheren MikrogefalRen weniger verbreitet, und wurden im mikrovaskularen Endothel einiger
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spezialisierten Gewebearten, zum Beispiel der Blut-Hirn- oder Blut-Retina-Schranke
nachgewiesen (Pardridge, 1998; Hawkins and Davis, 2005), wo sie eine zusatzliche
Barrierefunktion darstellen, die den Durchgang wesentlich kleinerer Molekule (<1 kDa)

verhindern.

Weitere Strukturen kommen an zellularen endothelialen Strukturen von gréReren Gefalen vor,
die jedoch fir die parazellulare Permeabilitdt mikrovaskularer Endothelzellen von geringerer
Bedeutung sind. Gap Junctions sind Kanédle aus Connexinen, die Zellmembranen zweier
benachbarter Zellen durchqueren und deren Cytoplasma miteinander verbinden, wobei die
Membranen in einem Abstand von nur 2 bis 4 nm zueinander fixiert werden. Signalmolekdle,
z.B. Ca?* kénnen sich iber Gap junctions zwischen benachbarten Zellen bewegen (Koval and
Battacharya, 2006). Damit spielen die gap junctions eine eher indirekte Rolle bei der
Regulation der endothelialen Durchlassigkeit durch die Foérderung von Zell-Zell-

Kommunikation.

Das mikrovaskularen Endothel einiger Gewebearten enthadlt Poren von 50 bis 60 nm im
Durchmesser (zB Niere, Darm oder Plexus). Im diskontinuierlichen Endothel (in der Leber oder
Milz) kénnen die Licken bis zu 100 nm betragen (Levick, 2010). Diese Strukturen haben

jedoch keine Bedeutung fir die Regulation der Permeabilitat.

1.3.2 ARTEN DER PERMEABILITAT

Im pathophysiologischen Geschehen von akuten und chronischen Entziindungen, bei Krebs
und Prozessen der Wundheilung ist die GefalRpermeabilitat drastisch erhoht (Nagy et al., 2002,
2008; Dvorak, 2003; Nagy, Dvorak and Dvorak, 2003). Es handelt sich dabei um ein sehr
komplexes biologisches Geschehen, wobei die Ergebnisse experimenteller Untersuchungen
von zahlreichen Faktoren abhangen. Dazu gehoéren, unter anderem, die intrinsischen
Eigenschaften der unterschiedlichen Mikrogefale (Kapillaren, Venolen, Muttergefalie), die
Grolie, Form und Ladung der permeierenden Molekile sowie die Versuchstiere und deren
jeweilige GefalRbetten. Bei der Untersuchung der Permeabilitat ist generell zu beachten dass
die beteiligten Gefalte nicht nur einer einzigen Gefalart zugeordnet werden kénnen, wodurch
die Messungen stets eine Kombination verschiedener Faktoren darstellen, z.B. intrinsische
Eigenschaften des Blutes und extrinsische Charakteristika wie z.B. die Durchblutung. Je nach
den beteiligten Gefallen oder der Zusammensetzung des Extravasates und anderer Merkmale
kann unterschieden werden zwischen der basalen, akuten und chronischen vaskularen
Permeabilitat (Nagy et al., 2008).
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1.3.2.1 Die basale Permeabilitéit (BP)

Der Austausch von Wasser, Gasen (O und CO2) und kleinen Molekulen (z.B. Salz, Zucker
oder kleine Plasmaproteine) verlauft unter physiologischen Bedingungen Uber einen
bidirektionalen Transport der Uberwiegend durch die Diffusion vermittelt wird. Dabei kann die
basale Permeabilitdt verschiedener Gewebearten stark variieren und auch innerhalb eines
Gewebes kdnnen sich erhebliche Veranderungen ergeben, je nach hydrostatischem Druck,

Blutfluss und der gesamten endothelialen Flache die flir den Austausch zur Verfugung steht.

Kapillare Endothelien wurden urspringlich als eine diinne, passive Barriere beschrieben, die
von Poren unterschiedlicher Grofle durchdrungen ist. Mit der Moglichkeit
elektronenmikroskopischer Untersuchungen stellte sich jedoch in den 1950er Jahren heraus,
dass es sich dabei nicht um ,Poren” handelte, wodurch es auch weiterhin keine Erklarung gab
flr die Extravasation von Plasmaproteinen. Die Studien von George Palade brachten jedoch
neue Erkanntnisse, und zeigten dass kapillare Endothelien eine grof3e Anzahl kleiner Vesikel
enthielten (ca. 70 nm Durchmesser), die als Caveolae bezeichnet wurden (s. Abbildung 1.3-1)
(Palade, 1960, 1988; Palade, Simionescu and Simionescu, 1982). Membran und Inhalt dieser
Vesikel stehen oftmals in Kontinuitat mit der Zellmembran und dem extrazellularen Medium
(Blutplasma oder interstitielle Lymphe). Caveolae bewegen sich zwischen der luminalen und
abluminalen Seite des Kapillarendothels und transportieren Plasma und plasmatische
Proteine, wobei sie mitunter eine charakteristische Kette aus Vesikeln bilden (Dvorak, 2007a).
Zur gleichen Zeit wurde aber auch festgestellt dass Caveolin-1-defiziente Mause, die keine
Caveolae ausbilden kdénnen, trotzdem eine erhéhte Permeabilitat fir Albumin haben (Schubert
et al., 2002; Rosengren, Rippe and Rippe, 2006). Eine tUberaktive eNOS in den Mausen flhrt
zu einer erhéhten NO-Produktion, da keine Hemmung durch Caveolin vorliegt (Rizwan
Siddiqui et al., 2011).

1.3.2.2 Die akute vaskuldre Hyperpermeabilitdt (AVH)

Eine schnelle Erhdhung der GefaRpermeabilitat tritt auf, sobald das Endothel vaskularer
Mikrogefalien permeabilisierenden Stoffen (z.B. VEGF oder Histamin) ausgesetzt ist.
Histamin, Serotonin und VEGF werden in Mastzellen des Gewebes gespeichert und
freigesetzt, sobald die Degranulation dieser Zellen durch Faktoren wie z. B. Allergien oder
Insektenstiche stimuliert wird (Galli, 1997, 2000; Boesiger et al., 1998). Dadurch kommt es zu
einem schnellen, jedoch zeitlich limitierten (20-30 min.) EinflieBen von Plasma in das
umliegende Gewebe. Dabei ist die Menge der extravasierten Flussigkeit wesentlich héher als
bei der basalen Permeabilitdt. Wahrend man bei der basalen Permeabilitét die durchtretende

Flissigkeit eher als ein Filtrat bezeichnen kann (bestehend aus Wasser und kleinen
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Molekulen), hat das Extravasat der akuten Hyperpermeabilitdt, welches auch als Exsudat
bezeichnet wird, einen sehr hohen Gehalt an Plasmaproteinen. Sobald diese in Kontakt mit
dem Gewebefaktor kommen, wird das Blutgerinnungssystem aktiviert (Dvorak et al., 1981;
VanDeWater et al., 1985). Dabei entsteht eine gelartige Matrix aus Fibrin, welche den Abfluss
der Flussigkeit Uber Lymphgefalie verhindert und es kommt zur Schwellung des Gewebes.
Nachdem der Stimulus der Hyperpermeabilitat nicht andauernd ist, wird das Fibringerist ohne

weitere Konsequenzen rasch wieder abgebaut.

Im Unterschied zur basalen Permeabilitdt liegt bei der akuten Hyperpermeabilitdt eine
Verminderung der Barriere in den Venolen vor, die den Kapillaren nachgeschaltet sind (Majno,
Palade and Schoefl, 1961; Majno, Shea and Leventhal, 1969). Diese Erkenntnis stimmt
Uberein mit der Beschreibung von vesikularen Organellen (vesico-vacuolar organelle, VVO) in
Venolen, die einen alternativen transendothelialen Weg fiir plasmatische Extravasation nach
Stimulation mit permeabilisierenden Stoffen darstellen (Kohn et al., 1992; Dvorak et al., 1996;
Feng et al, 1996, 1997, 2000). VVO’s lassen sich elektronenmikroskopisch als
traubenférmiges Gebilde darstellen, welche das endotheliale Cytoplasma von der luminalen
zur abluminalen Seite durchqueren und auch in der Nahe von inter-endothelialen Zellkontakten
zu finden sind. Dabei konnen VVOs bis zu 10 Mal grof3er sein als Caveolae (Feng et al., 1999)
und sind untereinander und mit der Plasmamembran durch dinne Diaphragmen verbunden,
ahnlich wie bei den Caveolae (Feng et al., 1999). Bei Caveolin-1-defizienten Mausen, wurden
VVOs nachgewiesen, aber es ist nicht bestatigt ob dies auch ursachlich mit der vermehrten
kapillaren Permeabilitat zusammenhangt die bei diesen Tieren beobachtet wurde. Obwohl die
funktionalen Mechanismen der VVOs noch nicht ausreichend geklart sind, geht man davon
aus, dass die Permeabilitat fordernden Faktoren zur Offnung der Diaphragmen von VVOs
fihren, und somit eine transzellulare Verbindung fir die Extravasation von Plasma und
plasmatischen  Proteinen  verursachen. Dreidimensionale = Rekonstruktionen von
elektronenmikroskopischen Aufnahmen haben gezeigt, dass die durch Permeabilitdtsfaktoren
verursachte Offnungen in Endothelien von Venolen transendothelial und nicht parazellular sind
(Neal and Michel, 1995; Feng et al., 1997, 1999).

Wie bereits erwahnt, gehoéren die Adharenzverbindungen und Tight Junctions zu den
Strukturen der parazellularen Permeabilitdt. Cadherine sind als Adhé&sionsproteine
transmembranare Glykoproteine und vermitteln Zellkontakte in verschiedenen Geweben. Im
menschlichen Organismus sind mehr als 80 verschiedene Mitglieder der Cadherinfamilie
bekannt, die auch in Adharenzverbindungen und Tight junctions zur Stabilisierung von Zell-
Zell-Kontakten beitragen. Der vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor (Vascular Endothelial
Growth Factor, VEGF), Histamin oder Bradykinin fuhren zur Hyperphosphorylierung von VE-

Cadherin wodurch es zum Abbau von VE-Cadherin kommt, gefolgt von der Extravasation von
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Makromolekilen. Im Gegensatz dazu kommt es im physiologischen Zustand nur zu einem
vorubergehenden Abbau der Adharenzverbindungen, zumal VE-Cadherin recycelt und erneut
auf der Zelloberflache prasentiert wird (Fukuhra et al., 2006). Bei Erkrankungen die durch eine
andauernd erhohte vaskulare Permeabilitat charakterisiert sind, kommt es auch zu einer
andauernd gestorten strukturellen und funktionalen Regulation der parazellularen
Permeabilitat, die zellularen Verbindungen bleiben gedéffnet und es stellt sich ein Zustand der

chronischen Permeabilitat ein (Nagy et al., 2008).

1.3.2.3 Die chronische vaskuldre Hyperpermeabilitdt (CVH)

Wahrend es bei der AVH zu einer schnellen und voriibergehenden Erhéhung der Permeabilitat
kommt, wird bei der chronischem Einwirken von Permeabilitats-induzierenden Wirkstoffen das
Gefalbett langfristig verandert und somit auch die Venenstruktur und Venenfunktion. Dies ist
der Fall im pathologischen Geschehen von chronischen entzindlichen Erkrankungen wie z.B.
Rheuma oder Psoriasis, in Tumoren oder bei der Wundheilung (Nagy et al., 1995; Bates and
Jones, 2003; Dvorak, 2007b). Die Zusammensetzung des austretenden proteinreichen
Exsudates entspricht dem Plasma, was auch bei der akuten vaskularen Hyperpermeabilitat

der Fall ist.

Bei der CVH findet die gesteigerte Permeabilitat nicht in den GefalRbetten normaler Blutgefalle
statt. Sowohl bei der Wundheilung als auch im Fall von Tumoren handelt es sich bei den
hyperpermeablen GefalRen um abnormale neu gebildete Blutgefalie, vor allem Muttergefalie
und deren glomerularen mikrovaskularen Proliferationen (GMP) (Brown et al., 1992, 1997;
Pettersson et al., 2000; Sundberg et al., 2001; Ren et al., 2002; Nagy et al., 2006). Die
MuttergefalRe sind stark erweitert und entstehen aus bereits vorhandenen Blutgefalien bei
denen die Perizyten vom Endothel geldst werden und die Basalmembran abgebaut wird, wobei
es zu einer vier- bis funffachen Vergro3erung des Lumens kommt. Dadurch werden einzelne
Endothelzellen wesentlich flacher, ausgedinnt und vereinzelt. Durch die verklrzten Strecke
zwischen Lumen und Ablumen koénnen Makromolekile die Endothelzelle schneller
durchqueren (Nagy et al, 2006, 2008). Zusatzlich kommt es zur Extravasation von
Makromolekile durch Fenestrierungen, die sowohl in Mikrogefallen als auch in glomerularen
mikrovaskularen Proliferationen vorkommen (Feng et al., 1999). Damit ist auch eine
verlangsamte BlutfluRgeschwindigkeit verbunden, sowie eine durch die erhdhte Permeabilitat

bedingte Zunahme des Hamatokrit-Wertes.

Wie bereits im Fall der AVH beschrieben kommt es auch hier zur Aktivierung des
Blutgerinnungssystems und Bildung einer Fibrin-Matrix. Die Fibrin-Matrix bietet ein vorlaufiges

pro-angiogenes Stutzgewebe, welches spater von einwachsenden neuen Blutgefallen und
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Fibroblasten ersetzt wird (Dvorak, Dvorak, et al., 1979; Dvorak, Orenstein, et al., 1979; Dvorak,
2003).

14 REGULIERUNG DER VASKULAREN PERMEABILITAT

Das relative Ausmal der vaskularen Permeabilitat kann indirekt durch den Blutdruck und dem
daraus resultierenden Blutfluss reguliert werden. Eine Zunahme der Durchblutung, zum
Beispiel als Folge der Vasodilatation, erhoht die vaskuldre Permeabilitat (Meininger and Davis,
1992; Baskurt, Yalcin and Meiselman, 2004). Zu den wichtigsten regulatorischen Signalstoffen

der Gefalldurchlassigkeit gehdoren Wachstumsfaktoren (VEGF), Histamin und Bradykinin.

1.4.1 VASCULAR ENDOTHELIAL GROWTH FACTOR, VEGF

Der VEGF umfasst eine Familie von Proteinen die hauptsachlich vaskulares Endothel
stimulieren und wichtige Signalmolekule der Vaskulogenese und der Angiogenese darstellen.
Sieben verschiedene Formen des VEGF sind bisher bekannt (A-F, PIGF) (Yla-Herttuala et al.,
2007). VEGF bindet an zwei strukturell verwandte Rezeptoren (VEGFR1 und VEGFR2), wobei
vor allem VEGFR2 an der Regulierung der Permeabilitdt und Angiogenese beteiligt ist
(Workman, 2004; Sun et al., 2006). Die Rolle von VEGFR1 ist bisher weniger klar, es handelt
sich wahrscheinlich um einen negativen Regulator von VEGFR2 (Koch et al., 2011). Die
Bindung von VEGF an den VEGFR-2-Rezeptor fuhrt zu Dimerisierung, Aktivierung der
intrazellularen Tyrosinkinase, Phosphorylierung des Rezeptors und der intrazelluldren
Substrate der Kinase. Dabei ist die Position Y949 des VEGFR2-Rezeptors eine Bindungsstelle
fur das Protein TSAd (T-cell specific adaptor), welches an die zytoplasmatische Tyrosinkinase
(cSrc) bindet. Durch Gen-Silencing von TSAd kommt es zum Verlust der VEGF — induzierten
vaskularen Permeabilitat (Sun et al., 2012). Zudem wird Cadherin durch cSrc phosphoryliert
(Eliceiri et al., 1999; Weis et al., 2004; Kumar et al., 2009), was zum Abbau der interzellularen
Cadherin-Verbindungen beitragt, mit nachfolgender Internalisierung, Abbau oder Recycling
dieses Proteins (Fukuhra et al., 2006). Weitere Positionen der Phosphorylierung von VEGFR2
wurden beschrieben (Y1375, Y1214), die Signalwege induzieren, welche auch an der
Regulierung der vaskularen Permeabilitat beteiligt sind (Sakurai et al., 2005; Lamalice, Houle
and Huot, 2006; Funa et al., 2009; Claesson-Welsh and Welsh, 2013). Der eNOS-NO
Signalweg ist auch in die durch VEGF vermittelte Regulierung der vaskularen Permeabilitat
eingebunden, zumal in einer eNOS Knockout Mauslinie (eNOS”") die charakteristischen durch

VEGF vermittelten Signalwege blockiert sind. Dies weist darauf hin, dass eNOS eine wichtige
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Rolle spielt bei der VEGF-induzierten Angiogenese und vaskularen Permeabilitat (Fukumura
et al., 2001).

1.4.2 HISTAMIN

Histamin ist seit langem als 6dematogener Faktor mikrovaskularer Gefélle bekannt, vor allem
im Zusammenhang mit akuten Entzindungsreaktion die durch Allergien, Verbrennungen,
Insektenstiche Traumata oder manche Infektionskrankheiten verursacht sind. Vier Arten von
G-Protein-gekoppelten Histamin- Rezeptoren wurden bisher beschrieben (H1, H2, H3 und H4)
(Marshall, 1984; Hill et al., 1997; Parsons and Ganellin, 2006), wobei der Rezeptor H1 die
wichtigste Funktion in Bezug auf die vaskulare Permeabilitat hat (Clough, Bennett and Church,
1998). Es ist allgemein anerkannt, dass die Gg-gekoppelten Bindung von Histamin an den H1
Rezeptor die Phospholipase PLCR aktiviert und die intrazellulare Ca?*-Konzentration erhoht.
Dadurch kommt es zu einer hdheren Aktivitat der Myosin-leichte-Ketten-Kinase (MLKK) und
Aktin-Myosin-Kontraktionen (Yuan, 2000; Yuan et al., 2007). Die durch Histamin vermittelte
Signalkette verursacht auch die Phosphorylierung und somit den Abbau von Proteinen der
Adharenzverbindungen und der Tight junctions (Shasby et al., 2002; Mehta and Malik, 2006;
Guo et al., 2008).

1.4.3 BRADYKININ

Sowohl Histamin als auch Bradykinin aktivieren die Serin-Threonin Kinase Akt (Proteinkonase
B, PKB), welche die endotheliale NO-Synthase (eNOS) phosphoryliert und somit aktiviert
(Dimmeler et al., 1999; Fulton et al., 1999; Fukumura et al., 2001; Phung et al., 2006). Dadurch
kommt es zur Bildung von NO, einem der wichtigsten Regulatoren des Gefal3tonus. Die
Vasodilatation kommt durch Stimulierung der I6slichen Guanylatcyclase und die Erhéhung
des cyclischen GMP in den Muskelzellen der glatten Muskulatur zustande (Férstermann and
Sessa, 2012). Die eNOS kann auch von anderen Kinasen aufder Akt aktiviert werden. Ein
weiterer Effekt von NO besteht in der S-Nitrosylierung von R-Catenin, welches die Verbindung
herstellt zwischen der zytosolischen Domane des Zelladhasionsmolekuls Cadherin und dem
Aktin des Zytoskeletts (s. Abbildung 1.3-2). Dadurch kommt es zur Dissoziation von Catenin
und Cadherin und dem Abbau der Adharenzverbindungen (Thibeault et al., 2010). Die
Aktivierung der PLA, durch Ca?* fiihrt zur Bildung von Prostaglandinen und Leukotrienen
(Leeb-Lundberg, 2012).
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1.5 FRAGESTELLUNG

Die Rolle der Veranderungen der Bradykinin-Aktivitdt in HAE und ACE-H induziertem
Angioddem ist bislang weniger gut verstanden. Dies beinhaltet u. a. die Regulierung der
Expression des B2. Ob und in wie weit es zu Anderungen der Empfindlichkeit des B2 nach
langerer Stimulation mit Bradykinin kommt, ist bisher ebenso wenig bekannt und das gleiche
gilt fur die Synthese von vaskularem NO als Reaktion auf die Aktivierung des B2 in
Hautgefalen (Bas, Hoffmann and Kojda, 2006). Zudem erhéht die Behandlung mit ACE-H die
durch Acetylcholin und/oder Hyperamie induzierte Endothel-abhdngige Vasodilatation, was
auf eine erhohte vaskulare NO Bioverfligbarkeit hinweist bei Patienten die an Herz-Kreislauf-
Erkrankungen leiden. Dies wurde gezeigt im Fall von Bluthochdruck (Gainer et al., 1998), nicht
primar insulinabhangiger Diabetes (O’Driscoll et al., 1999) und KHK (Koh et al., 1999). Es ist
moglich, dass die Regulierung der B2 zu dem HAE und ACE-H induziertem Angioddem
beitragen kann, sowie einen Einfluss hat auf die Wirksamkeit von Wirkstoffen wie C1-INH oder
Icatibant. Dartber hinaus kdnnte eine solche Regulierung einen Einfluss haben auf den durch

ACE-Hemmer induzierten trockenen Husten (Fox et al., 1996).

Das Ziel dieser Dissertationsarbeit bestand darin, die Rolle von NO, Bradykinin, C1-INH,
Icatibant und Diclofenac zu untersuchen bezuglich der endothelialen Expression und Aktivitat
von B2 bzw. der involvierten Signalwege. Ein weiteres Ziel bestand darin, die damit
assoziierten phanotypischen Anderungen zu evaluieren, durch Messung der
Aortenkonstriktion, sowie durch die Bestimmung der vaskularen Permeabilitdt mittels des
Miles-Assays und der 2-Photonen-Mikroskopie. Da eine direkte Untersuchung dieser Fragen
am Menschen nicht moglich ist, basierte der experimentelle Aufbau auf endothelialen Zellen
(porcine Aorten-Endothelzellen, murine zerebrale Endothelzellen, humane umbilikale
venenendothelzellen) sowie auf verschiedenen Organen von Mauselinien (Lunge,

linksventrikulares Gewebe, Haut, Ohr, thorakale Aortenringe).

In diesem Zusammenhang sollten folgende Fragestellungen bearbeitet werden:

¢ Welchen Einfluss hat NO auf die Expression des Bradykinin-Rezeptors und die
durch Bradykinin induzierte Ca?*-Mobilisierung in verschiedenen Zellsystemen?

¢ Geht die Modifikation der vaskularen NO-Bioverfugbarkeit mit einer veranderten
Proteinexpression des B2 in vivo einher?

e Welche Wirkung hat endogenes vaskulares Bradykinin auf die Proteinexpression
des B2 und auf die vaskulare Permeabilitat in einem transgenen Mausmodell mit
Uberexprimiertem B2?
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¢ Welchen Einfluss hat die NO-Bioverfligbarkeit auf die Bradykinin-vermittelte
Vasomotion von Leitungsarterien wie der Aorta?

o Wie wird die vaskulare Permeabilitat (in der dorsalen Haut von Mausen) durch
Bradykinin und Labradimil verandert? Welche Signalwege sind daran beteiligt?
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 PUFFER UND LOSUNGEN

Die verwendeten Chemikalien und organische Losungsmittel wurden von den Firmen Roth
(Karlsruhe), Merck (Darmstadt) oder Sigma-Aldrich (Minchen) bezogen. Zur Herstellung

samtlicher Puffer wurde frisch destilliertes bzw. demineralisiertes Wasser verwendet.

o TAE-Puffer
40 mM Tris
0,1% Essigsaure
10 mM EDTA
pH 8,0

o TE-Puffer
10 mM Tris
1 mM EDTA
pH 8,0

e 10x TBE-Puffer
890 mM Tris

89 mM Borsaure
20 mM EDTA

¢ Lysispuffer fir Mausschwanzspitzen
50 mM Tris
100 mM EDTA
100 mM NaCl
1% SDS
pH 8,0
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o Gewebe-Lysispuffer, pH 7,6
5 mM Tris
1 mM EDTA
1 mM EGTA
2,5mM NayP204
1 mM R-Glycerolphosphat
1 mM NazVO4
5 mM NaF
1 mM PMSF

Proteaseinhibitoren (0,01g/ml Antipain, 0,01g/ml Aprotinin, 0,01g/ml Leupeptin,
0,01g/ml Benzamidin)

o Lysispuffer fur die Zellkultur (RIPA-Lysispuffer)
150 mM NaCl
50 mM Tris-HCI pH 8,0
1% NP-40
0,1% SDS

o Puffer fir Membranpraparationen, pH 7,4
150 mM Tris-HCL
2 mM PMSF
2mM EDTA
2mM EGTA

Proteaseinhibitoren (0,01g/ml Antipain, 0,01g/ml Aprotinin, 0,01g/ml Leupeptin,
0,01g/ml Benzamidin)

e Bradford-Reagenz
0,02% Coomassie Blue G 250
10% v/v Phophorsaure
5% v/v Ethanol

e Sammelgelpuffer, pH 6,8
250 mM Tris-HCI
0,2% SDS
pH 6,8

e 4x Trenngelpuffer, pH 8,8
150 mM Tris-HCI
0,4% SDS
pH 8,8
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SDS Probenpuffer

50 mM Tris

2% SDS

10% Glycerin

0,005% Bromphenolblau

10x SDS-Laufpuffer, pH 8,6
250 mM Tris-HCI

1,92 mM Glycin

1% SDS

TBST-Puffer, pH 7,6
20 mM Tris

150 mM NaCl

0,1% (v/v) Tween 20

TBS-Puffer, pH 7,6

20 mM Tris
150 mM NacCl

Western-Blotting-Puffer
25 mM Tris

200 mM Glycin

20% (v/v) Methanol

Stripping-Puffer

5 mM Tris

2% SDS

0,75% R-Mercaptoethanol

Krebs-HEPES-Puffer, pH 7,4
99 mM NacCl

4,69 mM KCI

1,87 mM CaCl,

1,2 mM Mg SO4

25,0 mM NaHCOs3

1,03 mM KoHPO,4

20 mM Na-HEPES

11,1 mM Glucose
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Coomassie Gel-Farbung

Losung 1: 0,2% Coomassie Brilliant Blue G 250, 90% Ethanol
Losung 2: 20% Essigsaure

Fixierlésung: 40% Ethanol

Entfarbungslésung: 20% Ethanol, 10% Essigsaure

Pluronic F-127-Lésung

0,2 g Pluronic® wurden mit DMSO ad 1,0 aufgefiillt und unter Warme geldst (20%,
w/v)

OG (Oregon Green)-Lésung, 1,5 uM

50 ug Oregon Green® 488 BAPTA-1 AM wurden in 39,7 ul DMSO gel6st und zu je 3,0
ul Aliquots in 2,0 ml Reagiergefalte verteilt. Die Aliquots wurden bei -20°C unter
Lichtschutz bis zur Verwendung gelagert. Am Tag des Experiments wurden dem
Aliquot 3,0 pl Pluronic F-127-Lésung und 2,0 ml KHP zugegeben. Die
Endkonzentration betrug 1,5 pM.

10 x Deglykosylierungspuffer
PBS Puffer 1x

20 mM EDTA

1% SDS

5% Triton X-100

10% 2- Mercaptoethanol

PBS Puffer

140,0 mM NaCl
10,0 mM NazHPO4 X 2H20

2,7 mM KClI
1,8 mM KH2PO4

1 x LDS Probenpuffer

40% Glycerol

4% Lithiumdodecylsulfat

0,8 % Triethylamin-Cl pH 7,6
4% Ficoll®-400

0,025% Phenolrot

0,025% Coomassie G250

2 mM EDTA 2-Natrium
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2.2 LABORTIERE

2.21 MAUSELINIEN UND TIERHALTUNG

Die folgenden Tierversuche wurden entsprechend §8 des Tierschutzgesetzes vom 18. Mai
2006 beantragt und von der Bezirksregierung Dusseldorf genehmigt (AZ 50.05-230-3-65/99,
AZ 50.05-230-3-94/00, AZ 50.05-230-18/06). Bei der Durchfiihrung der Versuche wurden alle
Vorschriften des Tierschutzgesetzes vom 18. Mai 2006 beachtet, sowie auch die Richtlinie
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals der US National Institute of Health. Alle
Mause wurden in der Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf in einem

speziellen pathogen-freien Bereich (SPF) geboren.

Um den Einfluss von endogenem Stickstoffmonoxid in vivo zu untersuchen, wurden in der
vorliegenden Arbeit transgene Tierlinien verwendet. Bei der eNOS Knockout Mauslinie (eNOS-
) wurde die endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) durch einen klassischen
Knockout ausgeschaltet, daher produzieren diese Tiere keine eNOS (Shesely et al., 1996).
Bei der eNOS-Uiberexprimierenden Linie (eNOS**) handelt es sich um Tiere mit einer erhéhten
eNOS-Genexpression im endothelspezifischem Gewebe (Suvorava et al.,, 2005). Diese
genetische Konstruktion entstand durch Klonierung des bovinen eNOS-Abschnittes zwischen
den Tie-2-Promoter und das Tie-2-Fragment (Oppermann et al., 2009). Transgen negative
Geschwister wurden als Kontrollen eingesetzt, sowie Kontrollmause des Stammes C57BL/6.

Alle Mause waren mannlich, im Alter zwischen 12 und 20 Wochen.

Zur Untersuchung des durch e-NOS bedingten oxidativen Stresses wurde die transgene
Mauslinie C101A-eNOS-tg (Mu**) verwendet, welche am Institut fir Pharmakologie und
Klinische Pharmakologie der Heinrich Heine Universitat Dusseldorf etabliert wurde (Suvorava
et al., 2015). Zu diesem Zweck wurde ein bovines eNOS cDNA-Fragment (4,1 kb) zwischen
den murinen Tie-2 Promotor (2,1 kb) und ein Tie-2 Intron Fragment kloniert, welches als Tie-
2 enhancer zur endothelspezifische Expression eingesetzt wurde. Die zielgerichtete
Mutagenese zur Substitution von Cystein durch Alanin wurde durch ,primer overlap extension®
PCR durchgefihrt. Um die langfristige Richtigkeit der genetischen Konstruktion zu
gewahrleisten, wurden in regelmafligen Abstanden transgen-spezifische PCR-Reaktionen
durchgefiihrt, gemal® den Angaben in Tabelle 2.2-1. Durch mindestens zehnfache
Ruckkreuzung transgen-positiver C101A-eNOS-tg Mause mit C57BL/6-Mausen wurde der
genetische Hintergrund gesichert. Die transgen negativen Geschwistertiere (C101A-eNOS-tg-
n) stammten aus der 15. — 20. Generation der Ruckkreuzung von C101A-eNOS-tg Mausen
mit C57BL/6-Mausen. Bei diesen Versuchstieren handelt es sich um mannliche Mause im Alter

zwischen 3 und 6 Monaten.
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In der vorliegenden Arbeit wurde zudem ein neue transgenen Linie verwendet (B2'9 bzw. BK**),
mit endothelspezifischer Uberexpression des B2, welcher aus der B2 exprimierenden
Plattenepithel-Karzinomzelllinie UDSCC 2 (squamosus carcinoma cells, HNO-Klinik, HH-
Universitat Dusseldorf) verwendet wurde. Das klonierte Genkonstrukt besteht aus dem B2, der
unter Kontrolle des murinen Tie-2-Promotors steht, sowie einem 10 Kb grof’em Fragment des
ersten Introns des Tie-2-Gens (Tie-2-Enhancer), der fiir die endothelspezifische Expression in
adulten Mausen wichtig ist. Die Generierung dieser Mauslinie ist in der Arbeit von Dr. rer. nat.
Vu Thao-Vi Dao (Dao, 2011) detailliert beschrieben.

Die Haltung und Zucht der Tiere erfolgte unter standardisierten Bedingungen (12 stindiger
Tag-Nacht-Rhythmus durch Kunstlicht, Raumtemperatur 20°C, relative Luftfeuchtigkeit 55°C
1 5%). Die Versuchstiere standen zu jedem Zeitpunkt unter tierarztlicher Kontrolle und wurden
alle 2 Tage auf das Vorhandensein von Infektionen und anderen Erkrankungen Uberpruft. Far
die Durchfliihrung der Versuche wurden nur Tiere verwendet, die Uber einen einwandfreien

korperlichen Zustand (Korpergewicht, Fell, Augen, Verletzungen) verfugten.

Kontinuierlicher Zugang zu Standardfutter (,Global Diet 2016 for rodents” der Firma Harlan,

Borchen) und entkeimtem Trinkwasser (pH 3) waren immer gewahrleistet.

2.2.2 FUTTERUNGSVERSUCHE

2.2.2.1 Organisches Nitrat PETN

Zur Erfassung des Effektes des NO Donators PETN auf die B2-Proteinexpression im Lungen-
und linksventrikularen Gewebe wurden etwa funf Monate alte Tiere des Stammes C57BI/6
verwendet. Die Labortiere wurden randomisiert in drei Gruppen eingeteilt (n=5, fir jede
Gruppe). Der NO-Donator Pentaerythrityltetranitrat (PETN, von Actavis GmbH Monheim,
Deutschland, in groRzugiger Weise zur Verfugung gestellt) wurde in die Futterpellets in zwei
verschiedenen Konzentrationen eingearbeitet um die gewunschte Tagesdosis (6 oder 60 mg
PETN/kg KG d) zu erreichen (Oppermann et al., 2011). Friihere Studien haben gezeigt, dass
mit dieser Vorgehensweise messbare Plasmakonzentrationen von Dosis-korrelierten PETN
Metaboliten nachgewiesen werden kdénnen (Oppermann et al., 2009). PETN oder Placebo

wurde dem Futter 4 Wochen lang zugesetzt.
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2.2.2.2 N“-nitro-L-Arginin

C57BL/6 Mause (n=12) erhielten in den 3 Wochen vor Versuchsbeginn N®-nitro-L-Arginin
(L-NA, Sigma, Deutschland), welches dem Trinkwasser (pH 3) in einer Konzentration von
1,5 mg/l zugesetzt. Ausgehend von einer durchschnittlichen Wasseraufnahme von 2,0 ml,
ergibt sich daraus eine tagliche Dosis von 100 mg L-NA/kg KG. Frihere Studien haben
gezeigt, dass diese Dosis ausreichend ist um eine Erhdhung des Blutdrucks zu
verursachen die dem Blutdruck der eNOS” entspricht (Kojda et al., 1999), d.h. es wurde
eine vollstdndige Hemmung der eNOS ereicht. Bei den Kontrollen handelte es sich um
Vehikel-behandelte C57BL/6 Mause (n=12).

2.2.3 INJEKTIONSVERSUCHE

Zum differenzierten Vergleich der akuten und chronischen Effekte verschiedener Pharmaka
auf die Proteinexpression von B2 im Lungengewebe der C57BL/6 Mauslinie, wurden der B2
Inhibitor Icatibant, (16 ug/kg KG) und der Kallikrein Inhibitor C1-INH (130 pg/kg KG) i.v. injiziert.
Bei den Akut-Versuchen wurde eine einzige Dosis verabreicht, wobei die Isolierung von RNA
und Proteinen 3 h nach Injektion erfolgte. Im Gegensatz dazu erfolgten bei den chronischen
Versuchen 3 Injektionen an 3 aufeinanderfolgenden Tagen, wobei auch hier 3 h nach der

letzten Injektion die RNA und Proteine isoliert wurden.

224 GENOTYPISIERUNG DER TRANSGENEN TIERE

2.2.4.1 Isolierung von genomischer DNA aus Biopsien der Maus

Biopsien aus der Schwanzspitze der Maus wurden zur anschlieRenden Genotypisierung der
Versuchstiere entnommen. Zur Isolierung der genomischen DNA wurde das entnommene
Gewebe mit 750 pl Lysispuffer und 17,5 ul Proteinase K (0,5 mg/ml; Qiagen) versetzt und bei
56°C Uber Nacht (ca. 16 Stunden) zur Lyse aller Proteine inkubiert. Zur Denaturierung der
Proteine wurden 250 pl einer 6 M NaCl-Losung zugegeben, die Reaktionsgefalle wurden
geschuttelt, 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieRend zentrifugiert (13 000 rpm,
15 min, RT). Zur Fallung der DNA wurde der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tberfiihrt,
gefolgt von der Zugabe von 500 pl eiskaltem (-20°C) absolutem Ethanol. Nach 10 min

Inkubation wurde erneut zentrifugiert (4°C; 13000 rpm; 30 min). Der Uberstand wurde
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verworfen und die DNA durch Zugabe von 750 pl kaltem Ethanol (70%) und anschliel3ender
Zentrifugation (4°C; 13000 rpm; 5 min) aufgenommen. Das Sediment wurde vollstandig
getrocknet, in 80 yl TE-Puffer aufgenommen und Uber Nacht gelést. Am nachsten Tag wurde
die DNA-Konzentration bei einer Wellenlange von 260 nM mit dem Biophotometer®
(Eppendorf, Hamburg) spektrophotometrisch bestimmt. Die Reinheit der DNA wurde als
ausreichend betrachtet, wenn der Quotient der Absorption bei 260 und 280 nm im Bereich von

ca. 1,8 lag. Die DNA (bzw. Aliquots) wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

2.2.4.2 Genotypisierung transgener Mduse mittels PCR

Die Genotypisierung der transgenen Mause erfolgte mittels PCR. Die Zielsequenzen zur
Genotypisierung transgen-positiver Mause (eNOS**) stammten aus dem Tie-2-Promoter
(Sense-Primer) sowie aus einer bovinen DNA-Sequenz die zur Konstruktion der transgenen
Maus verwendet wurde (Antisense-Primer). Fir die Untersuchung der Knockout-Tiere (eNOS-
) wurden zwei Primerpaare verwendet, welche die Neomycin-Kassette und die murine eNOS-
DNA-Sequenz flankierten (siehe Tabelle 2.2-1).

Die Uberpriifung der transgenen Konstrukte erfolgte durch transgen-spezifische PCR mit etwa
100-200 ng genomischer DNA, einer Primerkonzentration von 0,4 yM und dem ,Mastermix
2,5x" (Eppendorf, Hamburg). Die erfolgreiche Amplifikation der gewtinschten DNA-Sequenzen
wurde anschlieend mittels Gelelektrophorese Uberprift. Dafir wurde die amplifizierte DNA
im Verhaltnis 1:1 mit DNA-Auftragspuffer gemischt, im 2%-igen Agarosegel (mit
Ethidiumbromid (0,5 ul/ml,) oder Gelred Nucleic Acid Stain (0,06 ul/ml; Biotium, Hayward)
aufgetragen und anschlieBend elektrophoretisch aufgetrennt (30 min bei 90 V). Zur
Groflenbestimmung der amplifizierten DNA-Fragmente wurde eine 100 Bp-Leiter (Invitrogen,
Karlsruhe) im Gel aufgetragen. Die Auswertung erfolgte bei 254 nm im UV-Transilluminator

gegen die entsprechenden Laufstrecken der in der DNA-Leiter enthaltenen DNA-Fragmente.
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Tabelle 2.2-1 Genotypisierung der verwendeten transgenen Mauslinie: Primersequenzen, PCR-Mischungen und Amplifikationsbedingungen fiir die verwendeten Mauslinien.
eNOSs*™ eNOS™’- B2' (BK*) C101A-eNOS-tg (Mu**)
Sense 5 - GGGAAGTCGCAAAGTTGT GAG -3’ 5°- GCATCACCAGGAAGAAGACC - 37
) , . . 5"-AACAAGAGCGAGTGGAC-3’ 5- TTGAAGAGTGTGGGCCAGGA-3’

g Antisense 5 - GCTCCCAGTTCTTCA CGC GAG -3 5°- GAGCCATACAGATGGTTGCC - 3 5. CCAAAGAGCCAGTCGAAGTT-3' 5"- ACACCAGGGAGCCCAGGGC-3
g (Neomycin-Kassette)
g Sense 5"-CTCGACGTTGTCACTGAAGC - 3’
O Antisense - 5"-TCAAGAAGGCGATAGAAGGC - 3° - -

(Murine eNOS DNA-Sequenz)

Mastermix (2,5 x; Eppendorf,
Hamburg) 20 ul 10 pl 10 pl 10 pl
Primermix (10 uM) 10 pl 10 pl 0,8 pl 0,8 ul
MgCl, 1l 0,5 ul - -
DNA (100-200 ng/pl) 1ul 2,0 yl 1l 5ul
H,O UP 18 pl 2,5l 13,2 pl 9,2 ul
Gesamtvolumen des
Reaktionsansatzes 50 ul 25 ul 25 ul 25u
- Denaturierung 95°C, 3 min 95°C, 3 min 94°C, 3 min 95°C, 3 min
% Amplifikation 94°C, 1 min 95°C, 1 min 94°C, 30 sec 94°C, 70 sec
=
Ez Annealing 55°C, 1 min 35 Zyklen 57°C, 1 min 35 Zvklen 60°C, 30 sec 35 Zvklen 54°C, 75 sec 35 Zvklen
< Elongation 72°C, 1 min 72°C, 1 min 60°C, 30 sec 72°C, 2 min 7 sec

63



MATERIAL UND METHODEN

2.3 ZELLKULTUREN UND INKUBATION

Endothelzellen aus der Schweineaorta (PAEC, porcine aortic endothelial cells) wurden aus
frisch enthommenen Schweineaorten isoliert und die murine cerebrale Endothelzelllinie
bEND.3 wurde von ATCC (Teddington, Middlesex, UK) bezogen. Innerhalb von 7 bis 10 Tagen
wurden die Zellen bis zur Konfluenz kultiviert, wie bei Fox et al. (Fox et al., 1996) beschrieben.
Fur alle Versuche wurden Zellen der Passage 2-3 (PAEC) und Passage 20-25 (bEND.3)
verwendet. Zur Anzucht der Zellen wurde Dulbeccos modifiziertes Eagle-Medium (DMEM,
Gibco BRL, Grand lIsland, NY, USA) verwendet, supplementiert mit 10% (v/v) fotalem
Rinderserum (FBS, Hyclone Laboratories, Logan, UT, USA) und 100 Einheiten/ml Penicillin/
Streptomycin (Sigma, St. Louis, MO, USA). Die Inkubation erfolgte bei 37° C in Anwesenheit

von 5% CO.. Fur die Versuche wurden Zellen der Passagen 24-28 verwendet.

Fir die Inkubationsversuche wurden die Standardmedien ersetzt durch Medien ohne bovines
Rinderserum und die Zellen wurden fir 3 h mit dem NO-Donor DEA/NO inkubiert, sowie dem
lange wirkenden NO-Donor DETA/NO (100 uM) fir bis zu 24 h. Nach der Inkubation wurden
die Zellen abgeschabt und durch Einfrieren, Auftauen und anschlielendem Ultraschall fir (15

min bei 4° C) in Lysepuffer homogenisiert.

231 ISOLIERUNG VON PORVINEN AORTENENDOTHELZELLEN

Zur Praparation von porvinen Aortenendothelzellen wurden Aorten von frisch geschlachteten,
7-9 Monate alten Schweinen beiderlei Geschlechts vom ortlichen Schlachthaus (Duisburg,
Deutschland) bezogen. Die Aorta wurde in sterilen (autoklavierten) Kunststofftliten auf Eis
transportiert, um die Integritat des Gewebes zu bewahren und um mikrobielle Kontaminationen

zu vermeiden.

Far die Isolierung und Kultivierung von porvinen Aorten-Endothelzellen wurden zunachst die
Aorten mit einer Schere vom anhaftenden Gewebe befreit. Danach wurden die duleren Teile
der Aorten mit Ethanol (80%) desinfiziert. Samtliche Abzweigungen der
Zwischenrippenarterien wurden mit Klammern geschlossen, und das Innere der Aorten wurde
mit 20 ml PBS gespililt, wobei die Spdlflissigkeit in einem Becherglas aufgefangen wurde. Fir

die schnelle, aber sanfte Lésung der Endothelzellen unter Vermeidung von Zellschaden wurde
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10 ml Dispase in die Aorten injiziert, mit anschlieRender Inkubation (20 min., 37°C). Die
Zellsuspension wurde anschliefend in einem 50 ml Falcon-Rdhrchen aufgefangen und es
wurde mit 20 ml Kulturmedium M119 nachgespult. Nach Zentrifugation (200g, 5 min, RT)
wurde der Uberstand abgesaugt und verworfen. Das Sediment wurde in 15 ml M199
Kulturmedium aufgenommen, welches mit 10% FCS (PAA Laboratories, Célbe, Deutschland)
supplementiert war. Die Zellsuspension wurde dann in eine neue 75 cm? Zellkulturflasche

pipettiert. Fr die Versuche wurde die 4. Passage verwendet.

2.3.2 BESTIMMUNG DER REAKTIVITAT DES ENDOTHELS

Die Funktion des Endothels wurde durch den kumulativen Zusatz von Acetylcholin (0,01 bis
10 uM) Uberprift, gemaf des Beschreibung von O’Driscoll (O’Driscoll et al., 1999). Fir einige
Experimente wurde das Endothel entfernt durch sanftes Reiben der Intima-Oberflache mit
einem holzernen Stockchen (abweichend von der Beschreibung in Abschnitt 2.3.1). Nach der
Konstriktion mit Phenylephrin (0,2 yM) in der Gegenwart oder Abwesenheit des Endothels
oder L-Nitroarginin (L-NA, 100 pM), wurde Bradykinin (0,01 bis 10 yM) durch kumulative
Applikation zugesetzt. Bei einigen der Praparationen erfolgte eine Pra-Inkubation mit dem B2-
Antagonisten Icatibant (friiher Hoe-140, 10 uM), sowie mit dem nicht-selektiven COX-Hemmer
Diclofenac (10 pM).

24 PRAPARATION UND ANALYSE VON PROTEINEN

Aus dem Gewebe von transgenen und nicht transgenen Mausestammen (dorsale Haut,
Lunge, linker Herzventrkel), sowie aus den Zellysaten porviner Aortenendothelzellen wurde

die Proteinfraktion isoliert zur anschliefienden Untersuchung mittels Western-Blot.

241 PROTEINISOLIERUNG
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2.4.1.1 Isolierung von Proteinen aus Geweben der Maus
Herstellung von Gewebehomogenaten

Die Herstellung von Homogenaten und Isolierung der Proteinfraktionen fur die Untersuchung
der Proteinexpression im Western-Blot war identisch flir die verschiedenen Gewebe der Maus

(Haut, Lunge und linksventrikulares myokardiales Gewebe).

Die gefrorenen Organe wurden zunéchst in einem gefrorenen (zuvor in Stickstoff getrankten)
Metallmérser pulverisiert und unmittelbar in kaltem Lysispuffer dispergiert, entsprechend der
Menge des pulverisierten Gewebes. Zur Herstellung eines Gewebehomogenates wurde
mittels eines Ultra-Turrax (T8, lka Labortechnik, Staufen) fir 10 min. auf héchster Stufe

homogenisiert.
Isolierung der membranéren Fraktion

Zur lIsolierung der membranaren Fraktionen fir die Untersuchung des B2 wurden den
Homogenaten aquivalente Mengen an Tris-HCI-Puffer (150 mM) zugesetzt und zentrifugiert
(20000%g, 20 min, 4°C). AnschlieBend wurden die membrandren Bestandteile von der
zytosolischen Fraktion abgetrennt, indem das nach der Zentrifugation erhaltene Sediment in
? ml RIPA-Puffer aufgenommen und flir 20 min bei 4°C extrahiert wurde. Danach wurde
erneut zentrifugiert (20000xg, 20 min, 4°C) und anschlieRend wurden die Uberstéande

ausaliquotiert.

2.4.1.2 Isolierung von Proteinen aus bEnd.3 Zellen

Zur Proteinisolierung aus der endothelialen bEnd.3 Zellinie wurden die Zellen zweimalig mit
10 ml PBS (einfach, pH 7,4) gewaschen, und vorsichtig mit einem Zellkulturschaber von der
Flaschenunterseite abgelost. Nach Zentrifugation (200xg, 5 min) wurde der Uberstand
verworfen, das Zellsediment in 1 ml PBS aufgenommen, erneut zentrifugiert (100xg, 5 min,
RTp) und bei -80°C gelagert. Die Isolierung der membranéaren Fraktion erfolgte wie bereits

beschrieben (s. 0).

242 BESTIMMUNG DER PROTEINKONZENTRATION NACH BRADFORD

Der Bradford-Test diente der Bestimmung der Proteinkonzentration von Organ- und

Zelllysaten und wurde nach der Methode von Marion Bradford (Bradford, 1976) durchgefihrt.
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Der Farbstoff Coomassie-Brillant-Blau G-250 (Biorad, Minchen) verandert seine
urspriingliche rot-braune Farbung im ungebundenen Kkationischen Zustand nach
Komplexbildung mit Proteinen durch Absorptionsverschiebung. Durch die Komplexbildung
wird es in seine blau unprotonierte anionische Sulfonatform Uberflhrt und stabilisiert. Die
Bindung an den Proteinen erfolgt an unspezifische kationische und unpolare hydrophobe
Seitenketten, was eine Verschiebung des Absorptinsmaximums von 470 nm auf 595 nm
verursacht. Die Zunahme der Absorption bei 595 nm ist proportional zu der Menge an
gebundenem Farbstoff und damit zu der Proteinkonzentration in der Probe. Zur Erstellung
einer Kalibriergeraden wurde BSA (Sigma, Miinchen) in den Konzentrationen 10 yg ml-' bis
140 ug ml" in 5 mM Tris (pH 7,6) verwendet. Die Messungen wurden in Standard-VIS-
Kivetten (Sarstedt, Nimbrecht) durchgefiihrt und bei 595 nm im Spekrophotometer (DU 640
Spekrophotometer; Beckman, Krefeld) gemessen. Hierfur wurde eine Mischung von 100 pl der
zu messenden Proteinlésung mit 400 pl Bradford-Reagenz verwendet. Eine Mischung aus 100

Ml Tris mit 400 pl Bradford-Reagenz wurde als Kontrolle verwendet.

243 WESTERN-BLOT

Tobin und Renard haben 1979 erstmalig die Western-Blot-Methode eingefihrt, um die
Proteinexpression zu analysieren (Renart, Reiser and Stark, 1979; Towbin, Staehelin and
Gordon, 1979). Das Prinzip nach dem die Proteine aufgetrennt werden ist die denaturierende,
diskontinuierliche SDS-Gelelektrophorese (Laemmli, 1970; Maizel, Summers and Scharff,
1970). Die separierten Proteinbanden Komponenten werden anschliel3end auf eine Membran

Uberfiihrt und Uber eine Antikdrperbindung direkt auf der Membran detektiert.

Die Proben wurden 1:1 mit SDS-Probenpuffer versetzt und abhangig von dem zu
untersuchenden Protein entweder bei 95° C fiur 5 Minuten oder bei 70° C fur 10 Minuten
denaturiert. Die Gelmatrix, auf dem die Proben aufgetragen und aufgetrennt wurden, bestand
aus einem weitporigen Sammelgel (4,5% Acrylamid/Bisacrylamid 37, 5:1) und einem
engporigen Trenngel (7,5%-12% Acrylamid/Bisacrylamid 37, 5:1). Als Starter der
Quervernetzung des Acrylamid und somit der Polymerisierung des Gels wurde 0,6 pl/ml
TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin) und 0,8 uyg/ml Ammoniumpersulfat zugesetzt,

wobei die zugesetzten Konzentrationen im Sammel- und Trenngel identisch waren.

Fur die Gelelektrophorese bei 150 Volt wurden die Apparaturen der Firma Bio-Rad (Minchen)
verwendet. Bei jeder Proteintrennung lief in einer Tasche ein farbmarkierter Protein-

GroRenstandard (Precision Plus, Bio-Rad, Munchen) mit. Nach Eintritt der Proteine im

67



MATERIAL UND METHODEN

Sammelgel, erfolgte die Auftrennung im anschlieRenden Trenngel. Die nach MolekullgroRe
aufgetrennten Proteine wurden mit Hilfe einer Blotting Apparatur (Bio-Rad, Miinchen) bei 100
V Uber 90 Minuten in kaltem Western-Blotting-Puffer geblottet. Die Proteine wurden entweder
auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran (Porengréf3e 0,45 uM; Millipore, Schwalbach)
oder eine Nitrocelullose-Membran (PorengréfRe 0,4 uM; Millipore, Schwalbach) tberfihrt. Die
Membranen wurden zuvor mit Methanol aktiviert und die unspezifischen Bindungsstellen eine
Stunde lang entweder durch Blockingmilch (6% Milchpulver in TBST-Puffer; PVDF-Membran)
oder durch Odyssey®-Blocking Puffer (Nitrocellulose-Membran) geblockt. Danach wurde
dreimal fir 5 min mit TBST (PVDF-Membran) oder PBST (Nitrocellulose-Membran)
gewaschen. Die Detektion der spezifischen Bindungsstellen erfolgte nach
Antikérperinkubation bei 4°C Uber Nacht. Gemal den Angaben in der Tabelle 2.4-1, wurden
verschiedene Primarantikorper fir die Detektionen verwendet. Zur Standardisierung auf eine
Ladekontrolle wurden die Membranen mit Anti-Aktin oder Anti-GAPDH-Antikérper inkubiert

und vermessen.

Tabelle 2.4-1 Primér- und Sekundarantikérper zur Protein-Detektion im Westernblot: Bezeichnung, Quelle, Verdiinnung

und Hersteller.

Bezeichnung Quelle Verdiinnung  Hersteller

Anti-B2_MH Maus/Human 1:2500 Abcam, Cambridge

Anti-B2_M Maus 1:1000 BD Transduction, Heidelberg

Anti-B2_M Kaninchen 1:2500 Abcam, Cambridge
Primarantikérper Anti-Actin Kaninchen 1:5000 Sigma, Munchen

Anti-GAPDH Maus 1:8000 Sigma, Munchen

Anti-AT2 Kaninchen 1:300 Milipore, Schwalbach

Anti-AT2 Human 1:1000 Santa Cruz, Heidelberg

Anti-eNOS Maus 1:1000 BD Transduction, Heidelberg

Anti-Maus Maus 1:6000 Bio Rad, Miinchen

Anti-rabbit IR Dye® 800 CW Ziege 1:10000 Licor Biosciences, Bad Homburg
Zweitantikorper  Anti-mouse IR Dye® 680 LT Ziege 1:10000 Licor Biosciences, Bad Homburg

Anti-Kaninchen Ziege 1:8000 Calbiochem, Darmstadt

Anti-Ziege Esel 1:8000 Santa Cruz, Heidelberg
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2.4.3.1 Detektion der PVDF-Membran auf einem Réntgenfilm

Nach Inkubation mit einem Sekundarantikérper (s. Tabelle 2.4-1) fir eine Stunde wurden die
Membranen erneut vier Mal fur je 5 min gewaschen und mit Lumi-Light Western Blotting
Substrat (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim) oder SuperSignal® West Dura (Pierce,
Heidelberg) nach Angaben des Herstellers flir 5 min inkubiert und die Chemolumineszenz auf
einem Rontgenfilm (Hyperfilm™ ECL™, Amersham, Freiburd) detektiert. Die Filme wurden mit
der Kamera eines Densitometers (Gel Doc™ 1000, Bio-Rad, Miinchen) fotografiert und die
optische Dichte der Banden wurde mit Hilfe der Herstellersoftware Quantity One (Version
4.2.3., Bio-Rad, Minchen) bestimmt. Die Auswertung der Proteinexpression erfolgte durch

Normalisierung auf die Kontrolle (100 %).

2.4.3.2 Detektion der Nitrocellulose-Membran mit dem Licor Odyssey®

Fluoreszenzscanner

Die Nitrocellulose-Membran wurde mit Fluoreszenz-gekoppelten Sekundarantikérpern (Licor
Biosciences, Bad Homburg (s. Tabelle 2.4-1) im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
einer Stunde wurde 4 x 5 min in PBST gewaschen. Um die Reste des Tween 20 zu entfernen,
wurde die Membran anschlieRend mit PBS gewaschen. Die Membranen wurden auf die
MeRplatte des Licor Odyssey® gelegt und die Fluoreszenz mithilfe des Licor Odyssey®
Fluoreszenzscanners detektiert. Die Application Software Version 3.0 (Licor Odyssey®, Licor
Biosciences) diente zur Quantifizierung der Proteinexpression. Die Membranen wurden nach

der Vermessung in PBST gelagert.

2.5 PRAPARATION UND ANALYSE DER RNA

Nach der Isolierung und Quantifizierung der RNA aus unterschiedlichen Geweben und Zellen
erfolgte die cDNA-Synthese mittels reverser Transkription. Die dabei erzeugte cDNA wurde
als Template verwendet fir die anschlieRende Realtime-RT-PCR zur Quantifizierung der

mRNA-Expression des Bradykinin-2-Rezeptors.
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251 ISOLIERUNG DER RNA

2.5.1.1 Tierische Gewebe

Fir die Quantifizierung der mRNA-Expression bestimmter Gene in Mausen erfolgte die
Entnahme und Aufbereitung von Geweben der Lunge, des Herzens und der dorsalen Haut.
Die Homogenisierung der Mausgeweben erfolgte mittels eines ausschlieBlich fiir die RNA —
Isolierung eingesetzten Ultra-Turrax (T8, Ika Labortechnik, Staufen), wobei das RNeasy® Mini
Kit fir die RNA-Isolierung verwendet wurde. Die nachfolgend erwahnten Lésungen (mit
Ausnahme der Proteinase K sind Bestandteile des RNeasy® Mini Kits und wurden daher nicht

in dem entsprechenden Abschnitt (2.1, S. 55) aufgefiihrt.

Die in der RNA-Later® -Losung tiefgefroren (-80°C) aufbewahrten Gewebeproben wurden
zunachst mit kaltem, B-Mercaptoethanol enthaltenen denaturierenden RLT®-Lysispuffer
versetzt und im Ultra-Turrax homogenisiert. Zwischen aufeinanderfolgenden Proben wurde

der Ultra-Turrax stets mit 0,1%-iger NaOH-L6sung und Nuklease-freiem Wasser ausgesplilt.

Sobald keine Gewebestlicke makroskopisch mehr erkennbar waren, wurden die Homogenate
auf QiaShredder®-Saulen (berfihrt und zentrifugiert (13.000 rpm, 1 min). Der Uberstand
wurde anschlieRend mit 590 pl Nuklease-freiem Wasser und 10 yl QIAGEN® Proteinase K
(Qiagen, Hilden) inkubiert (50°C, 10 min). Nach Zugabe des 0,5-fachen Ethanol-Volumens
wurde der gesamte Ansatz auf eine RNeasy® -Saule transferiert und zentrifugiert (10.000 rpm).
Bei diesem Schritt wurde die RNA in der Saule gebunden, der Uberstand wurde daher
anschlieRend verworfen. Danach wurde die Saule mit 350 yl RW1 Puffer® gewaschen und
zentrifugiert (10.000 rpm, 1 min). Zum Abbau der DNA-Verunreinigungen wurde 80 pl DNase-
Mix (10 pyl DNase™ + 70 yl RDD- Puffer™; Qiagen, Hilden) direkt auf die Saule pipettiert,
gefolgt von einer 15-minutigen Inkubationszeit. Zum Waschen der Saule und Aufreinigung der
RNA wurde 350 pyl RW1 Puffer® auf die Saule eingebracht und anschlieRend zentrifugiert
(10.000 rpm, 1 min). Dieser Schritt wurde noch 2-mal wiederholt, unter Verwendung von je
500 pl RPE Puffer®. Zur Elution der RNA wurde 30-50 ul Nuklease-freies Wasser verwendet
und anschlielend zentrifugiert (10.000 rpm, 1 min).

2.5.1.2 Porvine Aortenendothelzellen (PAEC) und bEND.3 Zellen

Die PAEC und bEND.3 Zellen wurden zunachst bis zu einer 80-90%-igen Konfluenz kultiviert.
Nach Zugabe von 700 ul kaltem Lysispuffer (RLT-Puffer® des RNeasy® Mini Kits + B-
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Mercaptoethanol (1:10)) wurde die gleichmalige Bedeckung des Zellrasens Uberprift und die
Zellen dann vorsichtig mit einem Kultur-Zellschaber (Neolab, Heidelberg) von der
Flaschenunterseite abgeldst und in ein Eppendorf Reaktionsgefal Uberfihrt. Die

Zellsuspension wurde solange resuspendiert bis alle Zellklumpen voneinander geldst waren.

AnschlieRend wurde die gesamte Zellsuspension auf QlAshredder® Saulen (Qiagen, Hilden)
Uberfiihrt und zentrifugiert (13.000 rpm, 2 min, RT). Der Uberstand wurde mit 700 ul Ethanol
(70%) versetzt und solange resuspendiert bis keine Schlieren mehr sichtbar waren. Von dieser
Losung wurden 700 pl auf eine RNeasy®-Saule aufgebracht und nach Herstellerangaben
fortgefahren. Die RNA-Elution erfolgte mit 50 ul Nuklease-freiem Wasser (Ambion, Darmstadt)
und einer Zentrifugation (13.000 rpm, 1 min, RT), wobei dieser Schritt zur Erhéhung der

Ausbeute wiederholt wurde.

2.5.2 BESTIMMUNG DER RNA-KONZENTRATION

Die Konzentration der RNA wurde bei 260 nm und 280 nm bestimmt mittels eines
BioEppendorf Photometers (Eppendorf, Hamburg). Es wurden Proben verwendet deren OD
260/280 Quotient zwischen 1,8 und 2 lag.

2.5.3 CDNA-SYNTHESE

Die komplementare DNA (cDNA) wurde unter Verwendung des High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit® (Applied Biosystems, Weiterstadt) synthetisiert. Pro Ansatz wurde
standardmaRig bis zu 2 ug RNA eingesetzt, wobei die Herstellerangaben zur Synthese der
cDNA befolgt wurden. Die synthetisierte cDNA wurde danach als Matrizen-DNA in der
Realtime-RT-PCR eingesetzt.

2.5.4 REALTIME-PCR

2.5.4.1 Grundlagen der Realtime-RT-PCR

Die Realtime-PCR ist eine Vervielfaltigungsmethode fur Nukleinsauren die auf dem Prinzip der
herkdbmmlichen Polymerase-Kettenreaktion (PCR) beruht, und die eine zusatzliche

Quantifizierung der amplifizierten DNA ermdglicht. Da sie meistens zur (relativen)
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Quantifizierung von mRNA verwendet wird, erfolgt die Vervielfaltigung erst nach der reversen

Transkription, daher die Bezeichnung ,RT-PCR".

Das Prinzip der Realtime-PCR besteht in der Quantifizierung von Fluoreszenzsignalen, die
wahrend jedes PCR-Zyklus in Echtzeit (real time) erfasst werden. Dabei nimmt die
Fluoreszenz proportional mit der Menge der synthetisierten PCR-Produkte zu. Am Ende einer
Realtime-PCR wird die Quantifizierung anhand der Fluoreszenzsignale der exponentiellen
Phase der PCR vorgenommen. Bei der DNA-Amplifizierung und gleichzeitigen Generierung
der Fluoreszenzsignale ist die Kombination aus 5°-Nuklease-Aktivitat der Taq Polymerase und
der Forster-Resonanzenergietransfer (FRET) entscheidend. Ein Donor-Fluorochrom
(Reporter) wird durch eine Lichtquelle angeregt und gibt einen Teil seiner Energie an ein in
der Nahe befindliches Akzeptor-Fluorochrom ab. Nimmt der Abstand zwischen Akzeptor und
Donor zu, so nimmt das Fluoreszenzsignal des Akzeptors ab, wahrend das des Donors

zunimmt.

Dieses Prinzip ist auch bei den hier verwendeten TagMan-Sonden vorhanden (TagMan®
Probe, Applied Biosystem, Weiterstadt), die an einem Ende mit einem Reporter-
Fluoreszenzfarbstoff und am anderen Ende mit einem Quencher (Akzeptor-Fluorochrom) (z.
B. FAM und TAMRA) markiert wurden. Die Amplifikation mit diesen Sonden ist in Abbildung
2.5-1 dargestellt.

Die Sonde wird so hergestellt, dass sie am Matrizen-Strang hybridisiert, zwischen den Primern
die zur DNA-Amplifikation eingesetzt werden. Wird nun fir die Amplifikation eine Tag-
Polymerase verwendet, die zusatzlich zur Polymerase-Aktivitat eine 5'-3'-Exonuklease-
Aktivitat besitzt, dann wird die Sonde wahrend der Gegenstrang-Synthese am 5'-Ende abbaut.
Somit entfernen sich Quencher und Reporter voneinander, und eine steigende Reporter-
Fluoreszenz kann gemessen werden. Somit steigt mit der Akkumulation des PCR-Produktes
die Fluoreszenz des Reporters an, die in jedem Zyklus am Ende der Elongation gemessen
wird. Dabei korrespondiert einem fluoreszenten Signal des Reporters eine neue und
sequenzspezifische DNA-Kopie, weil es nur dann zur Fluoreszenz des Reporters kommt,
wenn er durch die Exonuklease-Aktivitdt der Tag-Polymerase von der Sonde entfernt wurde

und damit auch aus der raumlichen Nahe zum Quencher.

72



MATERIAL UND METHODEN

Abbildung 2.5-1.

A
: Sense-Primer
5 R Q cDNA

5
P
antisense-Primer
B R
Sense-Primer
5 ) Q
3 5
. 3
5
5
. antisense-Primer
Emission
C \
Sense-Primer \
5 ) Q
3 57
. 3
5

<€ 5

antisense-Primer

Emission

Sense-Primer

”

antisense-Primer

(A) Wahrend der PCR-Reaktion bindet die TagMan Sonde spezifisch an eine komplementare Sequenz
zwischen den komplementaren Sequenzen beider primer. Bei einer intakten Sonde kommt es zur
Unterdriickung der Fluoreszenz aufgrund der Nahe des Reporters zum Quencher (FRET). (B) Die DNA
Polymerase synthetisiert den neuen Strang und (C) die Sonde wird durch die 5’-Nuklease —Aktivitat der Tag-
Polymerase abgebaut. Somit wird der Reporter von der Sonde getrennt, und bei Anregung mit Licht
geeigneter Wellenlange (je nach Reporter-Fluorophor) kommt es zu einer erhdhten und messbaren
Fluoreszenz-Emission des Reporters. (D) Nach jeweils einer vollendeten Polymerisation entsteht ein

Reportersignal fiir jede neu entstehende sequenzspezifische DNA Kopie.
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2.5.4.2 Realtime-RT-PCR der B2 mRNA Expression

Die Quantifizierung der mRNA-Expression des Bradykinin-2-Rezeptors erfolgte mittels der
Realtime-RT-PCR, wobei fir B2 und das konstitutiv exprimierte Haushaltsgen hprt1
(Hypoxanthin-guanin Phosphoribosyltransferase) das TagMan® Gene Expression System
(Mm01339967_m1 und MmO00446968, Applied Biosystems/Life Technologies) verwendet
wurde. Der Realtime-RT-PCR-Lauf erfolgte in dem Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR
System (Applied Biosystems, Weiterstadt).

Tabelle 2.5-1 Detektion der mMRNA-Expression der Gene B2 und HPRT mittels der Realtime-RT-PCR-Methode.
B2 Hprt1
TaqMan Gene Expression Assay Hs00176121 Mm00446968
Amplikon 99 bp 65 bp
Exon 2-3 bp 6-7 bp
20x TagMan® Gene Expression Assay 1l 1l
§ 2x TagMan® Gene Expression Master Mix 10 pl 10 pl
T D
=S  Primer (10 uM) 0,4l 0,4 pl
PR
£ 2 Sonde (10 uM) 0,2 ul 0,2 ul
§ cDNA template (100 bis 500 ng) 9 ul 9ul
Gesamtvolumen des Reaktionsansatzes 20 pl 20 pl
Polymerase-Aktivierung 95°C, 10 min 95°C, 10 min
o o o
i 95°C, 15 sec 95°C, 15 sec
&_) Denaturierung } 50 } 50
Annealing/Elongation 60°C, 1 min ! Zyklen 60°C, 1 min — Zyklen

2.5.4.3 Relative Quantifizierung der mRNA Expression nach der AAC+-Methode

Zur Standarisierung der Expression von B2 wurde das konstitutiv exprimierte Haushaltsgen
hprt1 koamplifiziert und zur Berechnung der relativen mRNA-Expression wurde die
vergleichende AAC-Methode verwendet. Dabei wurden zunachst die Zyklen bestimmt, bei
sich das Fluoreszenzsignal gerade deutlich von der Hintergrundstrahlung abhebt (Ci-Werte,
Threshold-Cycle). Je niedriger der Ci-Wert ist, d.h. je friher sich das Fluoreszenzsignal von
der Hintergrundstrahlung abhebt, umso héher ist die im Reaktionsgemisch enthaltene Zahl der

Kopien des Zielgens zu Beginn der Reaktion.
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Folgende Formeln wurden verwendet:
Ct (gesuchtes Gen, B2) = Ct (interne Kontrolle, HPRT1) = ACt

A Ct (Behandelte zellen) = A Ct (Unbehandelte Zellen) = A ACy

Relative Expression = 2-24¢t

2.6 MILES ASSAY

2.6.1 THEORETISCHE GRUNDLAGEN

Der Miles Assay ist eine Untersuchungsmethode zur Erfassung der endothelialen
Permeabilitdt von Mausen als Versuchstiermodell. Evans blue (Abbildung 2.6-1) ist ein
Albumin -bindender Farbstoff. Unter physiologischen Bedingungen ist ein intaktes Endothel
undurchlassig fur Albumin, somit wird das an Evans blue gebundene Albumin im Blutgefaf
zurlckgehalten. Ein intaktes Endothel verhindert die Extravasation des Farbstoffs in das
benachbarte Gewebe. Unter pathologischen Bedingungen, die mit einer erhohten
GefalRpermeabilitdt einhergehen, verlieren die Endothelzellen teilweise ihren engen Kontakt
zueinander und das Endothel wird durchlassig fur kleine Proteine wie z.B. Albumin. In diesem
Zustand ist auch die Extravasation des an Albumin gebundenen Evans blue in das Gewebe
moglich. Organe mit erhdhter Durchlassigkeit zeigen daher eine deutlich erhéhte Blaufarbung
im Vergleich zu Organen mit intaktem Endothel. Das Ausmal der Gefallpermeabilitat kann
dann durch einfache Visualisierung oder durch quantitative Messung des Farbstoffgehaltes
pro Milligramm Gewebe gemessen werden, im Vergleich zu unbehandelten Kontrolltieren. Bei
diesem Test handelt es sich um eine besonders einfache quantitative Methode, zumal der
Farbstoff aus dem Gewebe nach Inkubation mit Formamid extrahiert werden kann. Das
Absorptionsmaximum von Evans Blue liegt bei 620 nm. Durch Verwendung einer
Standardkurve fur Evans Blue werden dann die gemessenen Werte der Absorption in mg
Farbstoff pro mg Gewebe umgewandelt. Signifikante Unterschiede der GefalRpermeabilitat

werden anschlieRend mittels statistischer Analyse beurteilt (Radu and Chernoff, 2013).
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Abbildung 2.6-1 Strukturformel von Evans Blue

2.6.2 DURCHFUHRUNG

Permeabilitdtsmessungen wurden nach intravendser und intradermaler Verabreichung

verschiedene Wirkstoffe durchgefuhrt:

e id. Bradykinin 30 pl (2 nmol)
Histamin 30 pl (2 nmol )
Labradimil 30 pl 2 nmol)

o V. Icatibant 100 ug/kg KG
L-NAME 16 mg/kg KG
Diclofenac 5 mg/kg KG

Bei allen Versuchen wurde PBS als Kontrolle injiziert. Die verwendeten Mauselinien sind

nachfolgend aufgefuhrt:

e C57BL/6
e eNOS”KO (transgene eNOS Knockout Maus)
o C101A-eNOS-tg Maus (Mu** Maus)

e B29 Maus (BK* Maus)

Nach Anasthesie der 8-12 Wochen alten mannlichen Tiere mittels intraperitonealer
Verabreichung von Rompun® ( Xylazin 5 mg/kg KG; Bayer) und Ketavet® ( Ketamin 100 mg/kg
KG; Pfizer) wurde Evans Blue (30 mg/kg KG, gelost in 100 pl PBS; Sigma) in die Schwanzvene
injiziert (27 G Nadel/1ml Spritze). Wahrend der 20-minutigen Einwirkzeit wurden Rickenhaare
rasiert (Abbildung 2.6-2-A). Die restlichen Haare wurden mit einer Enthaarungscreme entfernt

(ISANA sensitiv, Rossmann) (Abbildung 2.6-2-B). Anschlieend wurden intradermal jeweils 30
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Ml 100 uM Bradykinin, Histamin oder Labradimil injiziert, wobei PBS (30 pl) als Kontrolle

verwendet wurde.

In einigen Experimenten wurden C57BL/6 Mause vorbehandelt, wobei den Tieren an 2
aufeinander folgenden Tagen jeweils eine Injektion (i.v.) Icatibant, L-NAME, Diclofenac bzw.
100 pl PBS (Vehikel) in den oben angegebenen Konzentrationen verabreicht wurde. Danach

wurden die Tiere in den vorhin beschriebenen Akutversuch Uberfihrt.

Abbildung 2.6-2 Anasthesierte Mause nach dem Rasieren (A) und Enthaaren (B).

Die Euthanasie der Tiere durch zervikale Dislokation erfolgte 30 min nach der
intradermalen Injektion. Die dorsale Haut wurde zur Quantifizierung der Extravasation
prapariert, und umgedreht (Abbildung 2.6-3-A). Die Stellen der intradermalen Injektion
wurden dann mit einer Stanze (9mm Durchmesser) ausgestanzt (Abbildung 2.6-3-B) und
gewogen und in Eppendorf-Reaktionsgefalte (2 ml) Gberfliihrt. Nach Zugabe von N,N-
Dimethylformamid (Sigma) wurde Evans Blue aus den Hautstiicken extrahiert (24 Stunden
bei 56 °C und 750 rpm in einem Eppendorf Thermomixer comfort) und photometrisch bei
620 nm in einem Beckman DV 640 Spectrometer unter Verwendung einer Glaskivette OS
1000 bestimmt. Die Menge des in die Haut permeierte Evans Blue wurde anhand einer
Standardkurve quantifiziert.
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Abbildung 2.6-3 (A) Ausgeschnittene und umgedrehte dorsale Haus mit Evans Blue Extravasation. (B) Zustand nach dem

Ausstanzen der Bereiche in denen Evans Blue in das umliegende Gewebe ausgetreten ist.

2.6.3 STANDARDKURVE

Die Menge Evans blue in den experimentellen Proben wurde durch Interpolation aus einer
Standardkurve berechnet. Dafir wurde zunachst eine Stammlésung (30 mg/ml) hergestellt,

die dann 1:1000 mit Formamid verdiinnt wurde (30 ug/ml Evans blue).

Fur die hochste Konzentration der Standardkurve (12.9 ug/ml) wurden 430 ul der verdiinnten
Stammlésung (30 upg/ml) zu 570 pl Formamid pipettiert. Danach wurden 500 pl der
hergestellten Losung (12,9 pg/ml) zu 500 yl Formamid pipettiert. Im weiteren Verlauf wurden
jeweils 2-fache Verdinnungen hergestellt, indem 500 ul der héher konzentrierten Evans blue
Lésung mit 500 yl Formamid gemischt wurde. Somit wurde die Standardkurve mit 8 Evans
blue-Konzentrationen hergestellt (12,9 pug/ml, 6,45 pg/ml, 3,225 ug/ml, 1,6125 pg/ml, 0,806
pg/ml, 0,403 pg/ml, 0,2015 pg/ml und 0.1 pg/ml. In Abbildung 2.6-4 wird beispielhaft eine
Standardkurve gezeigt.
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Abbildung 2.6-4 Standardkurve zur Bestimmung der Konzentration von Evans Blue in den ausgestanzten Hautstlicken
2.7 DEGLYKOSYLIERUNG

Fur die Deglykosylierung wurden 5ul von dem 10x Deglykosylierungspuffer zu 45 ul klarem
Zelllysat hinzugegeben und 10 Minuten bei 80°C denauturiert. Nach der Zugabe von 1 Einheit
des Enzyms N-glycosidase F (Sigma), wurden die Proben fir 2 Stunden bei 37 °C ohne zu

schitteln und mischen mit 1x LDS Probenpuffer inkubiert.

2.8 CALCIUM-ASSAY

Die Veranderung der intrazellularen Ca?*-Konzentration wurde mittels des Ca?* Assays
gemessen. Hierfur wurde der Fluoreszenzfarbstoff Oregon Green 488 BAPTA-1/AM
(Molecular Probes, Eugene, OR, USA) verwendet.
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Abbildung 2.8-1 Strukturformel von Oregon Green® 488 BAPTA-1, AM (Summenformel: CsgHssF2N3O; Molekiilmasse:
1258,07).

Der Farbstoff Oregon Green® (OG, Abbildung 2.8-1) ist membrangangig und enthalt mit
BAPTA  (1,2-bis(o-aminophenoxy)ethane-N,N,N',N'-tetraacetic  acid), eine  Ca?'-
komplexierende Komponente. Die Carbonsaurereste des OG liegen zunachst
acetoxymethyliert vor zur verbesserten membrangangigkeit des Farbstoffs. Nach passiver
Diffusion des OG durch die Zellmembran werden die Acetoxymethylester durch unspezifische
Esterasen gespalten. Der Farbstoff wird hydrophiler und kann die Zelle nicht mehr verlassen.
Die Komplexierung mit Ca?* erhoht die Fluoreszenzemission des Farbstoffs proportional zur
Ca?*-Konzentration. Aus dem Anstieg der Fluoreszenz kann so direkt auf den Grad an
Komplexierung und damit die Erhéhung der intrazellularen Ca?*-Konzentration geschlossen

werden.

Der Ca?*-Assay wurde mit dem NOVOstar® Microplate Reader mit integriertem Pipettiersystem
durchgefiihrt. Je nach Versuch wurde der Agonist Bradykinin (10 nM — 1 mM), der Antagonist
Icatibant (0 — 100 uM) bzw. der NO-Donor DEA/NO (10 uM) verwendet. ATP (10 uM) wurde
als initiale Kontrolle der zellularen Ca?* - Reaktion eingesetzt. bEnd3-Zellen wurden auf 96-
Well-Zellkulturplatten mit flachem Boden (Messplatten) mit einer Zelldichte von 20.000-30.000
Zellen pro well aufgebracht. Nach 24 Stunden wurde der Zellrasen mit 3ml K;HPO4 (Roth)
gewaschen oder je nach Experiment mit Arzneistoff inkubiert und erst danach gewaschen.
Anschlieend wurden die Zellen mit 20 pl einer 1,5 M OG-L6ésung im Brutschrank (37°C, 5%
CO) eine Stunde lang inkubiert. In der Zwischenzeit wurden die Reagenzienplatten (96-Well-
Zellkulturplatten mit rundem Boden) zu 80 pl (Agonistplatte) bzw. 40 pl (Antagonistenplatte)
pro well vorpipettiert. Aufgrund eines 1+9-Verdlnnungsschritts von den Reagenzien- auf die
MeRplatten, wurden alle Ldsungen 10-fach hdher konzentriert. Nach Inkubation mit OG wurde

der Farbstoff abgesaugt und je nach Modus wurde 160 pl (Antagonistmodus) bzw. 180 pl
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(Agonistmodus) K:HPO4 zugesetzt. Im Antagonistenmodus wurden an dieser Stelle 20 pl
Antagonistenlésung pro well aus der Antagonistenplatte auf die Messplatte pipettiert und
preinkubiert (20 Minuten bei 37°C). Im Agonistenmodus entfiel dieser Schritt. Danach wurde
die Messplatte im NOVOstar® fiir weitere 15 Minuten unter Lichtausschluss bei 37°C inkubiert.
AnschlielRend wurde die Messung der Fluoreszenz gestartet. Wahrend der Messung wurden
20 ul der Agonistenldsung aus der Agonistenplatte tiber das Pipettiersystem aufgezogen und
in das jeweilige well der Messplatte injiziert. Die Fluoreszenz wurde bei 520 nm (Bandbreite

25 nm) gemessen.

Fir die Konzentrations-Wirkungskurven wurde Bradykinin zugesetzt (10 nM — 1 mM), nach
Behandlung mit der Vehikel-Loésung KHP, Icatibant (30 min) oder DEA/NO (3 h). Als

anfangliche Kontrolle der zellularen Ca?*-Wirkung wurde ATP (10 uM) zugesetzt.

2.9 ZWEI-PHOTONEN MIKROSKOPIE

Bildgebungstechniken wie Magnetresonanztomographie, Computertomographie, Positronen-
Emissions-Tomografie oder Ultraschall ermdéglichen die nicht-invasive Darstellung funktionaler
und struktureller Aspekte. Die raumliche Auflosung dieser Verfahren ermdglicht jedoch keine
Visualisierung subzellularer Strukturen. Zudem ist eine auf den unterschiedlichen molekularen
Eigenschaften beruhende Visualisierung auch nicht mdglich. Mittels der optischen
Fluoreszenzmikroskopie wurden diese Nachteile Uberwunden, wobei die subzellulare
Aufldsung (<1 um) mit hoher Empfindlichkeit und molekularer Selektivitat fur spezifische

Strukturen kombiniert wurden.

Bei den klassischen fluoreszenzoptischen Verfahren ist jedoch eine Beobachtung von
Strukturen in intakten lebensfahigen Proben nicht moéglich. Erst durch die Kombination von
Multiphotonentechnik und Intravitalmikroskopie wurde es méglich, Interaktionen von Geweben
und Zellen in vivo unter physiologischen Bedingungen uber verschiedene Zeitrdume zu
beobachten (Cahalan et al., 2002). Die physikalischen Grundlagen des Zwei-Photonen-Effekts
wurden bereits in den 30iger Jahren von Maria Goebbert-Mayer theoretisch beschrieben
(Grzybowski and Pietrzak), die praktische Umsetzung flir die Mikroskopie erfolgte jedoch erst
in den 90 er Jahren durch Denk und Stricker (Denk, Strickler and Webb, 1990).

Das physikalische Prinzip eines 2-Photonen-Laser-Scanning-Mikroskop (Two-Photon Laser
Scanning Microscope, TPLSM) ahnelt dem der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie, bei
der ein Laser die Oberflache der eingestellten Ebene abtastet. Dabei werden die

Lichtintensitaten des reflektierten oder durch Fluoreszenz abgegebenen Lichtes nacheinander
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an allen Orten des abzubildenden Bereiches gemessen, so dass eine anschlielende
Rekonstruktion des Bildes moglich ist. Die dabei erzeugten digitalen Bilder werden in einem
Computer zusammengesetzt und kdnnen in Echtzeit beobachtet werden (Potter, 1996). Mittels
konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie wird jedoch nur eine Eindringtiefe von 50-80 pm

erzielt (je nach Praparat).

Bei TPLSM wird rotverschobenes Anregungslicht verwendet, welches auch
Fluoreszenzfarbstoffe anregen kann. Fir jede Anregung werden zwei Photonen Infrarotlicht
absorbiert, wobei die Verwendung von Infrarotlicht die Streuung des Lichts im Gewebe
minimiert. Aufgrund der Mehrphotonenabsorption kommt es zu einer effektiven Unterdriickung
von Hintergrundsignalen, was mit einer effizienten Lichtdetektion und reduzierten
Phototoxizitat verbunden ist, vor allem aber auch eine wesentlich tiefere Gewebepenetration
ermaoglicht, bis zu 1000 um (Denk, Strickler and Webb, 1990; Theer, Hasan and Denk, 2003).
Die Kombination all dieser Merkmale stellt TPLSM (ber mikroskopischen Techniken zur

dreidimensionalen Visualisierung von tiefer liegenden Strukturen im lebendigen Gewebe.

Zur Visualisierung der GefaRdurchblutung wurden die 8-12 Wochen alten mannlichen Tiere
der Mauselinien B2'9 und B2" mittels intraperitonealer Verabreichung von Rompun (5 mg/kg
KG; Bayer) und Ketavet (100 mg/kg KG; Pfizer) anasthesiert. Danach wurde den
Versuchstieren zunachst der Farbstoff FITC-Dextran (MW 2,000,000, Sigma-Aldrich) in die
Schwanzvene injiziert (20 mg/kg/KG, geldst in 50ul 0,9% NaCl (Braun). Die Injektion erfolgte
mittels eines selbst angefertigten Katheters, bestehend aus einem 20 cm langen Schlauch, an
dessen Spitze eine BD Microlance Kaniile 30 G befestigt wurde. Das andere Ende des
Schlauches wurde mit einer 1ml Insulin Spritze verbunden, gemafy der Darstellung in
Abbildung 2.9-1.

Das Ohrlappchen wurde mit Gewebekleber fixiert und ein Deckglas wurde mittels zweier
Magneten auf dem Ohrlappchen befestigt. Die Photomultiplier wurden auf die jeweiligen
Emissionsspektren der verwendeten Fluorochrome eingestellt (FITC: 495 - 530 nm; Alexa594-
Dextran: 590 - 650nm). Das Ohrlappchen wurde zunachst mit Laserlicht der Wellenlange
bestrahlt, um alle 60 Sekunden das Signal des nicht gewebedurchlassigen grunen
Fluorochroms FITC Uber einen Zeitraum von 30 min. zu registrieren. AnschlieRend wurde der
gewebedurchlassige Farbstoff Alexa594-Dextran (MW 10.000 Thermo Fisher) in der oben
beschriebenen Weise in die Schwanzvene der Versuchstiere injiziert (5 mg/kg/KG, gelost in
50ul 0,9% NaCl (Braun) und das emittierte Fluoreszenzsignal wurde in der gleichen Weise

aufgezeichnet.
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Abbildung 2.9-1 Die anasthesierten Versuchstiere wurden auf dem Objekttrager prapariert, wobei das Ohrlappchen mit
Gewebekleber fixiert wurde und ein Deckglas dartber mittels zweier Magneten befestigt wurde. Die Injektion
von FITC-Dextran (20 mg/kg/KG, gelost in 50ul 0,9% NaCl) und Alexa594-Dextran (5 mg/kg/KG, geldst in
50ul 0,9% NaCl) erfolgte mittels eines selbst angefertigten Katheters, bestehend aus einem 20 cm langen
Schlauch, an dessen Spitze eine BD Microlance Kanile 30 G befestigt wurde. Das andere Ende des

Schlauches wurde mit einer 1 ml Insulin Spritze verbunden.

2.10 STATISTIK

Alle Daten wurden durch Standard-Computerprogramme analysiert (GraphPad Prism PC
Software, Version 3.0, GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA, Varianzanalyse ANOVA).
Die Ergebnisse molekularbiologischer Versuchsreihen sind als arithmetische Mittelwerte +

Standardfehler des Mittelwertes (MW + SEM) angegeben, wobei n sich auf die Anzahl der
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Einzelversuche bezieht. Der Vergleich zweier Gruppen erfolgte mit einem ungepaarten,
zweiseitigen Student’s t-Test bzw. einer einfaktoriellen Varianzanalyse (Tukey-Test). Ein p-
Wert kleiner als 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet. Bei einem Vergleich mit mehr
als zwei Gruppen wurde eine Varianzanalyse (ANOVA) mit nachfolgendem Newman-Keuls-
Test durchgeflhrt.
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3 ERGEBNISSE
3.1 REGULATION DES B2-REZEPTORS DURCH NO
3.11 VALIDIERUNG VERSCHIEDENER ANTI-B2-ANTIKORPER

Zur Bewertung der Spezifitdt der beiden B2 Antikérper beziglich deren Bindung an B2 in
Zellinien und Mausegewebe, wurden verschiedene Western-Blot-Experimente durchgefihrt.
Der monoklonale Maus- Antikérper B2_M (BD Transduction, Heidelberg) bindet an nicht-
glykosylierte B2 und sollte eine Doppelbande bei ungefahr 42 kD zeigen, wahrend der
entsprechende monoklonale Antikérper aus Kaninchen B2_K (Abcam) an glykosyliertem B2
bindet; bei Bindung sollte eine einzelne Bande bei etwa 72 kD nachweisbar sein. Die
Inkubation von bEnd.3 Zellen mit 10 uM DEA/NO fir 3 h hat das Signal des B2_M nicht
verandert (Abbildung 3.1-1 A) und ahnliche Ergebnisse wurden erzielt flir porvine
Aortenendothelzellen (PAEC) (Abbildung 3.1-1 B) und in bEnd.3 mit dem Kaninchen-AK B2_K
(Abbildung 3.1-1 C). Im Gegensatz dazu kam es bei Verwendung von B2_K zu keinem Signal
im Bereich von 72 kD (Abbildung 3.1-1-D), was mdglicherweise auf eine Variation bei der
Arten-Spezifitat hinweist. Dennoch zeigten beide Antikdrper vergleichbare Ergebnisse in der
bEnd.3 Zellinie.
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Abbildung 3.1-1 Western-blots zur Validierung verschiedener anti-B2-Antikorper in den Zellinien bEND.3 (A, C) und PAEC
(B, D) Zellinien, mit (+) oder ohne (-) einer vorherigen 3-stiindigen Inkubation mit 10 yM DEA/NO, bei
Verwendung des monoklonalen Maus-AK B2_M (A, B) und des monoklonalen Kaninchen-AK B2_K (C, D).
Die Pfeile zeigen die vorhandene (A, B, C) bzw. fehlende (D) Bande der gebundenen AK, namlich 42 kD bei
B2_M (A, B) und 72 kD bei B2_K (C, D). Es handelte sich hierbei um Vorversuche zur Validierung der

Antikorper, daher wurden die Ergebnisse nicht quantifiziert.

85



ERGEBNISSE

Uberraschenderweise wurde das Signal des Maus-AK B2_M unterhalb von 42 kD gefunden

(Abbildung 3.1-1 A und B). Dieses Ergebnis wurde anschlieRend im Lungengewebe von

C57BL/6, eNOS”- und B2 Mausen Uberprift, unter Verwendung einer Protein-Leiter die ein
40 kD-Protein enthielt.

Abbildung 3.1-2
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Fluoreszenz-Muster der Western-blots mit Zellaufschlissen aus Lungengewebe (A, B) und dorsalem
Hautgewebe (C) der Mauslinien C57BL/6 (C57), eNOS™ und B2, bei Verwendung von monoklonaler Maus-
AK B2_M (A, B, C) und Kaninchen-AK B2_K (A, C). Die Pfeile weisen auf die Bande der gebundenen AK,
namlich 42 kD bei B2_M und 72 kD bei B2_K (A, C). (A) Farbemuster mit den monoklonalen Kaninchen-AK
B2_K (oben) und Maus-AK B2_M (Mitte). Der blot wurde bei 55 kD zerschnitten und der mittlere Teil wurde
als Streifen verwendet, um den Gesamtanteil an Proteinen zu verringern. (B) Farbemuster mit den anti-Maus
IgG Antikorper. Der anti-Kaninchen 1gG Antikorper zeigte kein Signal und der entsprechende blot ist daher
nicht gezeigt. Es handelte sich hierbei um Vorversuche zur Validierung der Antikdrper, daher wurden die
Ergebnisse nicht quantifiziert. (C) Farbemuster mit den monoklonalen Kaninchen-AK B2_K (oben) und Maus-
AK B2_M (Mitte). Der blot wurde bei 55 kD zerschnitten und der mittlere Teil wurde als Streifen verwendet,
um den Gesamtanteil an Proteinen zu verringern. Diese Blots wurden quantifiziert und in die Endergebnisse

einbezogen.
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Die Abbildung 3.1-2-A und Abbildung 3.1-2-C stammen vom gleichen blot, der fir den
Nachweis beider AK verwendet wurde und der bei 55 kD zerschnitten wurde. Die blots der
mittleren Bereiche der Abbildungen Abbildung 3.1-2-A und Abbildung 3.1-2-C wurden
ausgeschnitten und mit einem monoklonalen anti-GAPDH Maus-AK (Abbildung 3.1-2-A,
unterer Bereich) anti-Aktin Maus-AK (Abbildung 3.1-2-C, unterer Bereich) inkubiert, um die
gesamte Proteinmenge abzuschatzen. Wahrend der Kaninchen-AK B2_K ein eindeutiges
erwartetes Signal bei 72 kD zeigte, befand sich die Doppelbande des Maus-AK B2_M bei 38
kD, wie bereits bei den Western-blots mit den Zellinien bEND.3 und PAEC gezeigt wurde, und
somit erneut unterhalb der erwarteten Proteingréfie von 42 kD (mittlere Bereiche der
Abbildung 3.1-2-A und C). In den Zellaufschliissen aus Lungengewebe von B2 Mauselinien
waren die Signale beider Antikorper stark verringert. Dementspreched zeigen beide AK eine

gute, wenn auch nicht vollstdndige Spezifitat fir das B2 Protein.

Allerdings zeigt der Maus-AK B2_M ein wesentlich intensiveres Signal in eNOS”- Mausen.
Dies wurde in allen Proben beobachtet und ist als Hinweis auf unspezifische Farbung zu
werten, verursacht durch die Bindung des sekundaren Anti-Maus IgG Antikorpers. Das gleiche
Muster kann auch in der Abbildung 3.1-2-B beobachtet werden, obwohl hier der blot nur mit
dem Anti-Maus IgG Antikdrpers inkubiert wurde. Zudem sind derartig intensivere Signale nicht
mit dem monoklonalen Kaninchen-AK B2_K beobachtet worden (Abbildung 3.1-2-A und C,
jeweils obere Abschnitte). Angesichts dieser Ergebnisse ist die Anwendung des monoklonalen
Maus-AK B2_M fiir den Nachweis des B2 in eNOS” Mausen nicht geeignet. Es ist jedoch zu
bemerken, dass eine derartige falschliche Farbung im Lungengewebe von B2’- Mausen nicht
zu beobachten war (Abbildung 3.1-2-A).
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3.1.2 DER EINFLUSS VON NO AUF DIE ENDOTHELIALE B2 EXPRESSION IN

KULTIVIERTEN ZELLEN

3.1.2.1 Untersuchungen in porvinen Endothelzellen aus der Aorta (PAEC)

Effekt von DEA/NO auf die Bradykinin-B2-Rezeptor Expression

Um den Einfluss von NO auf Endothelzellen aus der Schweineaorta (PAEC) zu untersuchen,
wurden die praparierten Zellen fur 3 h mit 10 yM des NO Donors DEA/NO inkubiert (s. 0). Die

anschlielende Western-Blot Analyse mit dem Maus-Antikérper B2_M (

Abbildung 3.1-3) zeigte keinen statistisch signifikanten Unterschied (P=0,3028) zwischen den
relativen Fluoreszenzeinheiten, der mit DEA/NO behandelten Zellen (97,61 + 13,63%, n=8)
und der unbehandelten Zellen (Vehikelkontrolldsung; 100%, n=8).
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Abbildung 3.1-3 Einfluss von NO auf die B2 Proteinexpression in PAEC endothelialen Zellen. Reprasentative Western-Blots
der Proteinexpression, nach Inkubation mit dem NO Donor DEA/NO (10 pM, 3 h) und unter Verwendung des
Maus-Antikérpers B2_M. Alle Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt (n=8).
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Effekt von Bradykinin auf die Proteinexpression des Bradykinin-2 Rezeptors

Um den Wirkung von Bradykinin auf die Proteinexpression des B2 zu erfassen, wurden die
Zellen fur 3 Stunden mit Bradykinin (100 pM) inkubiert. Die Ergebnisse (Abbildung 3.1-4)
zeigen, dass es bei Behandlung mit Bradykinin (100 uM) zu einer leichten Erhéhung der
Expression des B2 kommt, von 100 % (Vehikel-Lésung) auf 122,8 £ 21,7%. Dabei handelt es
sich jedoch um eine Tendenz (p=0,6809).
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Abbildung 3.1-4 Einfluss von Bradykinin auf die B2 Proteinexpression in PAEC endothelialen Zellen. Reprasentative Western-

Blots der Proteinexpression, nach Inkubation mit Bradykinin (100 uM, 3 h; n = 6). und unter Verwendung des
Maus-Antikérpers B2_M. Alle Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt.

3.1.2.2 Untersuchungen in zerebralen Endothelzellen (bEND.3)

Effekt von DEA/NO auf die Proteinexpression des B2

Endothelzellen (bEND.3) aus zerebralen Blutgefalien wurden als zusatzliches Zellsystem
verwendet zur Untersuchung einer Regulation von DEA/NO auf die Proteinexpression des B2,
wobei fir 3 h mit 10 uM des NO Donors DEA/NO inkubiert wurde. Die B2 -Expression mittels
der Western-Blot-Methode ist in Abbildung 3.1-5 dargestellt. Die bEND.3 Zellen verhielten sich
hinsichtlich ihrer Ansprechbarkeit auf eine Regulierung des B2 in ahnlicher Weise wie die
PAEC (s. 3.1.2.1), zumal auch hier zwischen den relativen Fluoreszenzeinheiten der mit
DEA/NO behandelten Zellen (109,9 + 9,1%, n=8) und der unbehandelten Zellen (Vehikel-
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kontrollosung; 100%, n=8) kein statistisch signifikanter Unterschied festgestellt wurde

(p=0,3028).
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Abbildung 3.1-5 Einfluss von NO auf die B2 Proteinexpression in bEND.3 endothelialen Zellen. Reprasentative Western-Blots
nach Inkubation mit dem NO Donor DEA/NO (10 uM, 3 h) und unter Verwendung des Kaninchen-AK B2_K.
Alle Daten sind als Mittelwerte £+ SEM dargestellt (n=8).
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Effekt von DETA/NO auf die Proteinexpression des B2

Fur eine langerfristige NO-Behandlung der b.END.3 Zellen wurde DETA/NO verwendet (1
mM). Aufgrund seiner langen Halbwertszeit eignet sich DETA/NO besonders flur die
Generierung langerfristiger konstanter NO-Konzentrationen in Kulturmedien. Die in der
Abbildung 3.1-6 zusammengefassten Ergebnisse zeigen, dass eine verlangerte NO-
Exposition (24 h) nicht zu einer vermehrten Synthese von B2 flhrten. Zwischen der relativen
Expression der mit DETA/NO behandelten Zellen bestand weder nach 3 h (109,6 + 15,42%,
n=8) noch nach 24 h (104,8 + 3,67%, n=6) ein signifikanter Unterschied zu den Kontrollzellen
(p=0,8014, einfache ANOVA).
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Abbildung 3.1-6 Einfluss von NO auf die B2 Proteinexpression in bEND.3 endothelialen Zellen. Reprasentative Western-Blots
nach Inkubation mit dem NO Donor DETA/NO (10 yM, 3 h und 24 h) und unter Verwendung des Kaninchen-
AK B2_K. Alle Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt (n=8).

Effekt von DEA/NO auf die m-RNA Expression des Bradykinin-2 Rezeptors

Die Realtime-RT-PCR-Messung zur Bestimmung der mRNA-Expression des B2-Rezeptors
erfolgte nach 3-stindiger Inkubation der Zellen mit DEA/NO (10 pM), wobei zur
Standardisierung die mRNA des Haushaltsgens Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-

Transferase 1 (Hprt1) koamplifiziert wurde, gemaf den in der Tabelle 2.5-1 angegebenen
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Reagenzien und Versuchsbedingungen. Die Ergebnisse (Abbildung 3.1-7) belegen, dass es
unter Zusatz von DEA/NO nicht zu einer signifikant erhéhten mMRNA-Expression des Rezeptors
kommt zwischen den willkirlichen Einheiten der mit DEA/NO behandelten Zellen (1,35 + 0,29
a.u.) und der Kontrolle (1,0 a.u.; n=5; P=0,2245).
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Abbildung 3.1-7 Realtime-RT-PCR-Messung zur Bestimmung der mRNA-Expression des B2 in b.END.3 Zellen nach
Behandlung mit DEA/NO (10 uM, 3 h). Die Standardisierung der mRNA erfolgte durch Koamplifikation des
Haushaltsgens hprt1. Alle Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt

3.1.2.3 Untersuchungen an Endothelzellen der Nabelschnurvene (HUVECs)

Als weiteres Zellsystem zur Untersuchung des Einflusses von DEA/NO auf die
Proteinexpression des B2 wurden umbilikale Endothelzellen verwendet, die mit 10 uM des NO
Donors DEA/NO fir 3 h inkubiert wurden. Die spezifische B2—Expression, bezogen auf die
konstitutive Expression von Aktin und im Vergleich zu Vehikel-behandelten Zellen ist in
Abbildung 3.1-8 dargestellt.

Die umbilikalen Endothelzellen reagierten auf den Zusatz des NO-Donors DEA/NO fur 3 h in
ahnlicher Weise wie bereits vorher beschriebene Zellsysteme (PAEC, s. 3.1.2.1; bEND). Durch
den Zusatz von DEA/NO kam es zu keiner statistisch signifikanten Veranderung der relativen
Proteinexpression (im Vergleich zu Aktin) zwischen unbehandelten (100 %; n=6) und
behandelten (DEA/NO: 107,8 + 10,01 %; n=6; P=0,4542).
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Abbildung 3.1-8 Einfluss von NO auf die B2 Proteinexpression in umbilikalen endothelialen Zellen, nach Inkubation mit dem
NO Donor DEA/NO (10 uM, 3 h). Alle Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt, im prozentualen
Verhaltnis zur Proteinexpression des stukturellen Haushaltsproteins Aktin. Vehikel-Lésung (100 %; n=6;
DEA/NO 107,8 £ 10,01 %; n=6).

3.1.3 EFFEKT VON NO AUF DIE B2 -INDUZIERTE CA2* SIGNALISIERUNG

3.1.3.1  Bradykin induzierte Ca%* - Freisetzung

Um den Einfluss von Bradykinin auf die intrazellulare Ca?* Konzentration zu ermitteln, wurden
bEND.3 Zellen mit unterschiedlichen Bradykinin-Konzentrationen (0,01 — 1000 uM) behandelt.
Die Ergebnisse (Abbildung 3.1-9) zeigen einer Zunahme der intrazelluldren Ca?* Konzentration
fur ansteigende Bradykinin-Konzentrationen (im Bereich von 10 — 1000 uM). Fir die positiven
Kontrolle ATP (10 uM) wurde ein fluoreszentes Signal von 9643 + 153 a.u. gemessen, wobei
sich die Signale fir die Bradykinin-Konzentrationen im Bereich von 2500 — 10000 a.u.
befanden. Das ATP-Signal entsprach dabei dem Signal der hdchsten Bradykinin-
Konzentration (1000 pM).
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Abbildung 3.1-9 Konzentrationsabhangige Erhdhung der iCa?* durch Bradykinin in bEND.3 Zellen (p<0,0001, einfache
ANOVA; *P < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle; #P < 0,05 im Vergleich zur nachsten Konzentrationsstufe).
Unter der positiven Kontrolle ATP (10 uM) kam es zu einem fluoreszenten Signal von 9643 + 153 a.u. Die
Ergebnisse sind als Mittelwerte + SEM dargestellt und die P-Werte wurden mit dem Newman-Keuls Test
berechnet, welcher nach einfacher ANOVA durchgefiihrt wurde. a.u.: willkirliche Einheiten der Fluoreszenz-

Intensitat.

3.1.3.2 Hemmung des B2 Rezeptors durch Icatibant

Um den Einfluss des Antagonisten Icatibant zu erfassen, wurden die vorherigen Versuche
wiederholt. Dabei wurde eine konstante Bradykinin-Konzentration (50 uM) kombiniert mit
ansteigenden Konzentrationen von Icatibant (1-100 pM). Dabei kam es mit steigenden
Icatibant-Konzentrationen zu einer starken Abnahme der iCa?* (Abbildung 3.1-10), was auf

eine Hemmung von B2 durch Icatibant hinweist.
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Abbildung 3.1-10  Die durch 50 mM Bradykinin induzierte Erhéhung der intrazellularen Ca?* - Konzentration wurde in einer
konzentrationsabhangigen Weise gehemmt durch den selektiven B2 Antagonisten Icatibant, was auf eine
Abhangigkeit von B2 hinweist (P=0,0066, einfache ANOVA, *P < 0,05 im Vergleich zur Vehikel-
Kontrollésung; *P < 0,05 im Vergleich 50 uM Bradykinin. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + SEM
dargestellt und die P-Werte wurden mit dem Newman-Keuls Test berechnet, welcher nach einfacher ANOVA

durchgefuhrt wurde. a.u.: willkurliche Einheiten der Fluoreszenz-Intensitat.

3.1.3.3 Effekt von DEA/NO auf die durch Bradykin induzierte Ca%**-Freisetzung

Zur Beurteilung des Einflusses von NO auf die durch Bradykin induzierte Ca?*-Freisetzung,
wurden bEND.3 Zellen zunachst mit dem NO-Donor DEA/NO (10 pM; 3 h) vorbehandelt und
anschliefend mit ansteigenden Bradykinin-Konzentration (3.16 — 100 pyM) stimuliert. Die
Ergebnisse in Abbildung 3.1-11 zeigen, dass die Anwesenheit von NO keinen Einfluss hat auf
die durch Bradykin induzierte Ca?*- Freisetzung. Diese Ergebnisse sind ein Hinweis darauf,
dass NO keinen Einfluss hat auf die durch den B2 vermittelte Phospholipase C Signalkaskade
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Abbildung 3.1-11 Der durch Bradykinin induzierte Anstieg von iCa?* zeigte keinen Unterschied nach Pra-Inkubation (3 h) von
bEND.3 Zellen mit dem NO-Donor DEA/NO (10 pM) (P<0,001, einfache ANOVA, *P < 0,05 im Vergleich zu
100 uM Bradykinin; #P < 0,05 im Vergleich 100 uM Bradykinin nach Prainkubation mit DEA/NO. Die
Ergebnisse sind als Mittelwerte + SEM dargestellt und die P-Werte wurden mit dem Newman-Keuls Test
berechnet, welcher nach einfacher ANOVA durchgefiihrt wurde. a.u.: willkiirliche Einheiten der Fluoreszenz-

Intensitat.

3.1.4 EFFEKT DER VASKULAREN NO BIOVERFUGBARKEIT AUF DIE B2-PROTEIN-
EXPRESSION IN VIVO

Um den Effekt der vaskuldaren NO-Verfligbarkeit auf die B2-Proteinexpression in vivo zu
bestimmen, wurden Versuche mit verschiedenen Mauselinien durchgefuhrt, wobei auch
unterschiedliche Gewebearten entnommen wurden (dorsale Haut, Lunge und Myocard des
linken Herzventrikels). Dafiir wurde eine eNOS Knockout Mauslinie (eNOS”) verwendet,
sowie eine eNOS-Uberexprimierende Linie (eNOSY9) mit einer um 3,3-fach erhdhten eNOS-
Endothel-spezifischen Uberexpression (Suvorava et al., 2005). Der nicht-transgene Stamm

eNOS" wurde als Kontrolle verwendet.

Die B2 Proteinexpression in dorsalem Hautgewebe war in den eNOS” und C57BL/6-
Mauselinien ahnlich, unabhangig von dem verwendeten Antikérper (Abbildung 3.1-12 A und
B). Im Lungengewebe der eNOS” und eNOS** Mauselinien wurde ebenfalls kein Unterschied
festgestellt bezlglich der B2-Proteinexpression (Abbildung 3.1-12, C und D). Die gleiche
Beobachtung wurde bei der Untersuchung des linksventrikularen Myokards von eNOS**
Mauselinien gemacht, sowie deren nicht-transgenen Geschwistertiere C57BL/6 (Abbildung
3.1-12 E). In den Zellen des linken Ventrikelmyokards von C57BL/6 Mausen die 4 Wochen

96



lang mit L-Nitroarginin (L-NA) behandelt wurden, waren ebenfalls keine wesentliche
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Veranderung der B2 Proteinexpression festzustellen.

Abbildung 3.1-12
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B2-Protein-Expression in der Haut, der Lunge und dem linksventrikularen Herzgewebe verschiedener
Mauselinien. (A und B) B2-Proteinexpression im dorsalen Hautgewebe eNOS”- Maus bei Verwendung des
(A) Kaninchen-AK B2_K (97,61 + 13,63%, n = 4) im Vergleich zu C57BL/6-Mausen (100%, n = 4, P = 0,6380),
(B) Mause-AK B2_M (95.25 + 10.87%, n = 4) im Vergleich zu C57BL/6-Mausen (100%, n = 4, P = 0,6775).
(C und D) B2-Protein-Expression in Lungengewebe von (C) eNOS™’ Mausen mit dem B2_K Antikdrper (93,0
+ 26,0%, n = 5,) im Vergleich zu C57BL/6-M3usen (100%, n = 5, P = 0,7930) und (D) eNOS** M&usen mit
dem B2_M Antikérper (111.6 + 18.4%, n = 12) im Vergleich zu den nicht-transgenen Geschwistertieren
eNOS" (100%, n = 12, p = 0,5639). (E) B2-Proteinexpression im linksventrikularen Herzmuskelgewebe von
(E) eNOS** Mausen mit dem B2_M Antikérper (112.2 + 13.7%, n = 10) im Vergleich zu C57BL/6 Mausen
(100%, n =10, p = 0,3968) und in (F) C57BL/6 Mausen die mit dem NOS-Inhibitor L-NA behandelt wurden
(111,6 £ 18,4%, n = 12), im Vergleich zu den Vehikel-behandelten Kontrollen (100%, n = 12, p = 0,5639),
und ausgewertet mit dem B2_M Antikorper. Alle Vergleiche basieren auf der Vermessung von Signalen auf
demselben Blot. Alle Daten beziehen sich auf Mittelwerte SEM + Standardfehler und die angegebenen P-
Werte wurden berechnet mittels ungepaartem, zweiseitigem t-test. Reprasentative Beispiele von Western

Blots sind unterhalb der entsprechenden Graphen gezeigt.
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Ahnliche Ergebnisse wurden verzeichnet im Lungengewebe (Abbildung 3.1-13 A) oder
Myocard des linken Herzventrikels (Abbildung 3.1-13 B) von C57BL/6 Mausen nach 4-
wochiger Behandlung mit dem organischen Nitrat PETN, welches als NO-Donor in 2

Konzentrationen eingesetzt wurde (6 mg/Kg/Tag und 60 mg/Kg/Tag).
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Abbildung 3.1-13  Protein-Expression des BK2 Rezeptors bei Verwendung des B2_M Antikérpers, in (A) Lungengewebe und
(B) linksventrikularem Herzgewebe von Mausen die mit dem NO-Donor PETN behandelt wurden.
(A) Lungengewebe von C57BL/6-Mause denen 4 Wochen lang 6 mg/kg/Tag PETN verabreicht wurde (103,2
+ 5,28%, n = 5) oder 60 mg/kg/Tag (118,4 + 18,9%, n = 5), im Vergleich zur Vehikellésung (100%, n = 5, P
= 0,3916). (B) Linksventrikuldares Herzmuskelgewebe von C57BL/6-Mausen nach der 4-wdchigen
Verabreichung von 6 mg/kg/Tag (98,6 + 10,1%, n = 6) und 60 mg/kg/Tag (103,0 + 14,3%, n = 6) im Vergleich
zum Trager (100%, n = 6, p = 0.8602). Alle Vergleiche basieren auf der Auswertung von Signalen auf dem
gleichen Blot. Die Daten sind als Mittelwerte +/- SEM angegeben und die P-Werte wurden durch einseitige
ANOVA berechnet. Reprasentative Beispiele der Western-Blots sind an der Unterseite der entsprechenden

Graphen dargestellt.

Die zusammenfassende Bewertung der Daten aus Abbildung 3.1-12 und Abbildung 3.1-13
zeigten, dass die B2-Proteinexpression in verschiedenen Geweben von Mausen nicht durch
Veranderungen der vaskularen NO Bioverfugbarkeit reguliert wird. Diese Ergebnisse

bestatigen die Daten der in-vitro-Untersuchungen (s. 3.1.2).

3.1.5 WIRKUNG VON ENDOGENEM VASKULAREM BRADYKININ AUF DIE B2

PROTEINEXPRESSION IN VIVO

Um die Wirkung von Bradykinin auf die vaskulare B2 Proteinexpression in vivo zu untersuchen

wurden 6 Gruppen von C57BL/6 Mausen entweder einmal (akut) oder dreimal (chronisch)
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behandelt. Dabei wurde Icatibant verabreicht, als kompetitiver Antagonist der Bradykinin-
Bindung an B2, oder der C1-Esterase-Inhibitor (C1-INH), welcher hemmend auf Kallikrein
wirkt, und somit die endogene Bradykinin-Bildung hemmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung

3.1-14 zusammengefasst.
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Abbildung 3.1-14 B2 Proteinexpression in Lungengewebe von C57BL/6-Mausen nach Verabreichung des B2 Antagonisten
Icatibant oder des Kallikrein-Inhibitors C1-INH (jeweils n = 5), gemessen 3 h nach einer einzigen i.v. Injektion
(akute Verabreichung) oder 3 h nach der letzten von drei i.v. Injektionen an drei aufeinanderfolgenden Tagen
(chronische Verabreichung). (A und B) B2-Protein-Expression nach Icatibant-Verabreichung, unter
Verwendung des (A) B2_M AK (P = 0,1010) oder (B) B2_K AK (P = 0,3298). (C und D) B2-Proteinexpression
nach Verabreichung des C1-Esterase-Inhibitors (C1-INH) unter Verwendung des B2_M AK (P = 0,3855) oder
(D) des B2_M AK (P = 0,3884). Alle Vergleiche basieren auf der Auswertung von Signalen auf dem gleichen
Blot. Reprasentative Beispiele der Western-Blots sind an der Unterseite der entsprechenden Graphen
dargestellt. Die Daten sind als Mittelwerte +/- SEM angegeben und die p-Werte wurden durch einseitige

ANOVA berechnet.
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Weder Icatibant noch C1-INH fuhrten zu einem signifikanten Effekt was darauf hindeutet dass

unter diesen Versuchsbedingungen die Proteinexpression des B2 nicht beeinflusset wird.

3.1.6 BESTIMMUNG DER VASKULAREN BRADYKININ-AKTIVITAT AN DER MAUS-
AORTA

Bradykinin induzierte eine Vasokonstriktion der Mausaorten mit einem maximalen Effekt bei 1
MM. (Abbildung 3.1-15 A). Die Entfernung des Endothels verursachte eine starke Reduktion
der maximalen Verengung von 25,2 + 2,4% der maximalen KCI| Reaktion auf 7,9 £ 2,1%,
wahrend die Verabreichung von L-Nitroarginin (L-NA) die Kontraktion steigerte (Abbildung
3.1-15 B). Die durch Bradykinin verursachte Kontraktion wurde durch Icatibant oder Diclofenac
vollstandig gehemmt (Abbildung 3.1-15 A). Dies weist darauf hin, dass die Kontraktion durch
endotheliale B2-Aktivierung vermittelt ist und somit abhangig ist von der Cyclooxygenase
Aktivitat. In eNOS’- Mausen war die Vasokonstriktion der Aorten ahnlich wie bei den
Aortenringen die mit L-NA behandelt wurden. Bei C57BL/6 und eNOS** Mausen war die
kontraktile Reaktivitdt nach B2-Aktivierung nicht unterschiedlich, obwohl eNOS** Mause
wesentlich mehr eNOS in Endothelzellen exprimieren (Abbildung 3.1-15 C). Diese Ergebnisse
legen nahe, dass bei Mausen die Veranderung der vaskularen NO Bioverfligbarkeit die B2-

Aktivitat verandern kann, nicht jedoch deren Proteinexpression.
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Abbildung 3.1-15

Aktivitdt von Bradykinin in Aortenringen von Mausen.
(A) induzierte eine Verengung in
Aortenringen von C57BL/6-Méause (n = 9) (P <0,0001,

zweiseitige ANOVA Varianzanalyse) die abhangig war

Bradykinin

von der Konzentration und der Hemmung von eNOS
durch 100 pM L-NA (n = 10),
Cyclooxygenase durch 10 pM Diclofenac (n = 4) oder
der Blockade des B2 durch 10 pM Icatibant (n = 4) die
wurden (P<0,0001,
zweiseitige ANOVA, *P <0,05 gegenuber C57BL/6-
Mausen, Newman-Keuls-Test).

(B)
Aortenringe von C57BL/6- (n = 4) und eNOS™ (n = 4)
Mausen die abhangig war von der Konzentration (P
<0,0001, zweiseitige ANOVA) und der Mauselinie (P
<0,0001, zweiseitige ANOVA, * P < 0,05 gegenuber
C57BL/6 Mausen, Newman-Keuls-Test). Behandlung
Aortenringe L-NA verstarkte die Verengung in
C57BL/6-Mausen (* P <0,05 gegeniiber C57BL/6
Mausen, Newman-Keuls-Test, n = 4), aber nicht in
eNOS™ (P> 0,05, Newman-Keuls-Test, n = 4).

(©)
Aortenringen von C57BL/6 (n =
4),
Konzentration (P <0,0001, zweiseitige ANOVA) und
der Mauselinie (P <0,0001, zweiseitige ANOVA, * P
<0,05 gegeniiber C57BL/6 und eNOS** Mausen,
Newman-Keuls-Test). Die Hemmung von eNOS durch
100 uM L-NAME die dem Organbad zugesetzt wurden,
verstarkte die Verengung in C57BL/6-Mausen (* P
<0,05 gegenuber unbehandelten C57BL/6-Mausen,

der Hemmung der

dem Organbad hinzugeflgt

Bradykinin induzierte eine Verengung der

Bradykinin induzierte eine Verengung in
4) und eNOS**
die abhangig war

Méusen (n = von der

Newman-Keuls-Test, n = 4) und in eNOS** Mausen (P
<0,05 vs unbehandeltem eNOS**,
Test, n =

Newman-Keuls-
4), wobei es keinen Unterschied gab
zwischen C57BL/6 Mausen und eNOS** (P < 0.05,
Newman-Keuls-Test, n = 4).
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3.2 VERANDERUNGEN DER VASKULAREN PERMEABILITAT IN DER
DORSALEN HAUT VON C57BL/6 MAUSEN

Unter pathologischen Bedingungen die mit einer erhdhten Gefallpermeabilitat einhergehen,
verlieren die Endothelzellen teilweise ihren engen Kontakt zueinander und das Endothel wird
durchlassig fur kleine Proteine wie z.B. Albumin. Da in diesem Zustand auch die Extravasation
von Albumin gebundenem Evans blue in das Gewebe mdglich ist, kann das Ausmal} der
Gefalpermeabilitat durch quantitative Messung des ausgetretenen Farbstoffs pro Milligramm
Gewebe bestimmt werden, im Vergleich zu unbehandelten Kontrolltieren. Mittels dieses von
Miles (Miles and Miles, 1952) beschriebenen Ansatzes wurden Versuche durchgefiihrt zur
Untersuchung der Bradykinin-vermittelten vaskularen Permeabilitdt und deren Veranderung
durch unterschiedliche NO-Konzentrationen (L-NAME, eNOS(-/-) KO-Mause), oxidativen
Stress (C101A-eNOS)KO-Mause) sowie die Wirkstoffe Labradimil, Histamin, Icatibant und

Diclofenac.

3.2.1 VALIDIERUNG DER PBS-KONTROLLE

Um den Einfluss der Vehikel-Losung PBS zu erfassen, wurde zunachst die Evans blue
Konzentration aus unbehandelten ausgestanzten dorsalen Hautabschnitten verglichen mit
PBS —behandelten Hautabschnitten (n=6) (Abbildung 3.2-1). Dabei wurde festgestellt, dass
die Extravasation nach PBS — Behandlung praktisch identisch war wie bei den unbehandelten

Kontrolltieren. Daher wurde fiir alle weiteren Versuche PBS als Kontrolle verwendet.
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Abbildung 3.2-1 Durch die Vehikel-Losung PBS induzierte vaskulare Permeabilitét in vivo. Vergleich der Extravasation von

Albumin-gebundenem Evans blue in der dorsalen Haut von Tieren die mit der Vehikel-Lésung PBS

behandelt wurden (n=6), im Vergleich zu nicht behandelten Tieren (n=6).

3.2.2 BRADYKININ-INDUZIERTE VASKULARE PERMEABILITAT

Um die vaskuldre Permeabilitdt von Bradykinin zu ermessen, wurde der Miles-Assay in
C57BL/6 Mausen durchgefihrt, wobei den Tieren 30 pl einer 100 uM Bradykinin-Lésung
(entspricht einer Stoffmenge von 2 nmol) i.d. injiziert wurde. Zum Vergleich wurde 30 pl einer
Histamin-Losung (100 yM) als positive Kontrolle in benachbarte Hautregionen injiziert, und
PBS wurde als negative Vehikel-Kontrolle mitgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.2-2

dargestellt.
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Abbildung 3.2-2
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Durch Bradykinin 2 nmol induzierte vaskulare Permeabilitat (n=6), im Vergleich zu Histamin ( 2 nmol) (n=6),
Vehikel-Kontrolle (n=6) und unbehandelten Hautpartien (n=6) in der Mauselinie C57BL/6 (Miles-Assay).

(A) Fotografie der Evans Blue Extravasation in der dorsalen Haut nach i.d. Injektion von Bradykinin

(2 nmol), Histamin (2 nmol) und PBS (Vehikel-Kontrolle), im Vergleich zu einer unbehandelten Hautpartie.
Die Bilder stellen reprasentative Fotografien dar von 6 unabhangigen Experimenten.

(B) Spektrophotometrische Untersuchung der GeféaRpermeabilitdt, mittels der Bestimmung des
Farbstoffgehaltes des mit Formamid extrahierten Evans Blue, aus Stanzproben der dorsalen Haut. Die Grafik
zeigt die vergleichende Quantifizierung der Evans blue Extravasation, bezogen auf die durch PBS
verursachte Extravasation bzw. unbehandelte Hautproben (**** signifikanter (p<0,0001) Unterschied zur
Vehikel-Lésung; ## signifikanter (p<0,0001) Unterschied zur unbehandelten Probe; einfache ANOVA; Tukey
Test).

Durch Bradykinin wurde eine 4,4-fache Erhéhung (+ 0,11) der GefaRpermeabilitat festgestellt.

Dieser Wert war vergleichbar mit der durch Histamin verursachten Extravasation (4,1-fach,

0,11).

Mittels weiterer Versuche wurde die Dosis-Wirkungs-Beziehung ermittelt fir unterschiedliche
Bradykinin-Konzentrationen (10 — 100 uM; Abbildung 3.2-3).
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Abbildung 3.2-3
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Miles-Assay zur Bestimmung von Dosis-Wirkungs-Beziehungen nach i.d. Injektion von jeweils 30 pl
Bradykinin unterschiedlicher Konzentrationen (0,2 — 2 nmol) in die dorsale Haut von Mausen der Linie
C57BL/6 im Vergleich zur Vehikel-Lésung (PBS) (n= 5 / gestesteter Konzentration).

(A) Fotografie der Evans Blue Extravasation in der dorsalen Haut nach i.d. Injektion von Bradykinin-
Lésungen der angegebenen Konzentrationen und PBS (Vehikel-Kontrolle). Die Bilder stellen reprasentative
Fotografien dar von 5 unabhangigen Experimenten.

(B) Spektrophotometrische Untersuchung der GefalRpermeabilitdt, mittels der Bestimmung des
Farbstoffgehaltes des mit Formamid extrahierten Evans Blue aus Stanzproben der dorsalen Haut. Die Grafik
zeigt die vergleichende Quantifizierung der Evans blue Extravasation, bezogen auf die durch PBS
verursachte Extravasation (**** signifikanter (p<0,0001) Unterschied zur Vehikel-L6sung; einfache ANOVA;
Tukey Test).

Dabei wurde festgestellt, dass die Permeabilitadtssteigerung bei 0,2 nmol Bradykinin etwa 1,41

1 0,07 -fach hdher war als die Vehikel-Kontrolle. Bei einer hdéheren Bradykinin-Konzentration

(0,6 nmol) kam es zu keiner weiteren Steigerung der Permeabilitat (1,43 + 0,11). Bei 1 nmol

Bradykinin kam es zu einer hoch signifikanten Steigerung (2,3 + 0,11 -fache des PBS-Wertes),

wobei sich dieser Wert verdoppelte bei der Verwendung von 2 nmol Bradykinin (4,4 £ 0,13 -

fache des PBS-Wertes), was auf eine hoch signifikante und konzentrationsabhangige Dosis-
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Wirkungs-Beziehung der durch Bradykinin induzierten vaskuldren Permeabilitat im Bereich

von 0,2-2 nmol hinweist.

3.2.3 LABRADIMIL-INDUZIERTE VASKULARE PERMEABILITAT

Labradimil, (friiher auch als RMP-7 bezeichnet) ist ein aus 9 Aminosauren bestehendes
Peptid, welches als Bradykinin-Agonist selektiv an den B2 bindet, jedoch eine langere
Plasmahalbwertszeit als Bradykinin aufweist. Urspringlich wurde Labradimil entwickelt um die
Durchlassigkeit der Blut-Hirn-Schranke zu erhdhen. Durch Labradimil kommt es zu den
charakteristischen, fur Bradykinin bekannten Signalwegen, einschlieRlich der Erhdhung der
intrazellularen Ca?*-Konzentration und des Phosphatidylinositol-Umsatzes (Emerich et al.,
2001).

Zur vergleichenden Untersuchung der Wirkung von Labradimil und Bradykinin mit dem Miles-
Assay wurden beide Wirkstoffe i.d. (30 pl, 2 nmol ) in die dorsale Haut von Mausen der Linie
C57BL/6 injiziert (s. 2.6.2). Dabei wurde Histamin als Vergleichssubstanz verwendet. Die

Ergebnisse sind in der Abbildung 3.2-4 zusammengefasst.

Im Vergleich zu der Vehikel-L6sung wurde die vaskuldre Permeabilitdt statistisch
hochsignifikant erhéht, wobei die Wirkung von Bradykinin am hochsten war, gefolgt von
Histamin und Labradimil (Bradykinin: 4,41 £ 0,11 —fach, p<0,0001; Histamin: 4,11 + 0,17 —
fach, p<0,0001; Labradimil 3,7 £ 0,12 —fach, p<0,0001). Statistisch signifikante Unterschiede
wurden zudem festgestellt zwischen Bradykinin und Labradimil (p<0,05), nicht jedoch

zwischen Bradykinin und Histamin (p=0,30), bzw. Histamin und Labradimil (p=0,12).
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Abbildung 3.2-4

Bradvkinin

Labradami
2 nmol
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Evans blue Extravasation
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Ergebnisse des Miles-Assay zur Untersuchung der durch Labradimil (30 pl, 2 nmol) induzierten vaskularen
Permeabilitat (n = 6), im Vergleich zu Bradykinin (30 pl, 2 nmol ; n = 6) Histamin (30 pl, 2nmol; n = 6), der
Vehikel-Kontrolle PBS (n= 6) und unbehandelten Hautpartien (n = 6) in der Mauselinie C57BL/6.

(A) Fotografie der Evans Blue Extravasation in der dorsalen Haut nach i.d. Injektion von Labradimil (30 pl, 2
nmol; n = 6) und Bradykinin (30 pl, 2 nmol; n = 6). Die Bilder stellen reprasentative Fotografien dar von 6
unabhangigen Experimenten.

(B) Spektrophotometrische Untersuchung der GeféaRpermeabilitdt, mittels der Bestimmung des
Farbstoffgehaltes des mit Formamid extrahierten Evans Blue, aus Stanzproben der dorsalen Haut. Die Grafik
zeigt die vergleichende Quantifizierung der Evans blue Extravasation, nach i.d. Injektion von Labradimil (30
pl, 2 nmol; n = 6), Bradykinin (30 pl, 2 nnmol; n = 6) und Histamin (30 pl, 2 nmol; n = 6), bezogen auf die
durch PBS verursachte Extravasation bzw. unbehandelte Hautproben. (**** Signifikanter (p<0,0001)
Unterschied zur Vehikel-Losung; #*# Signifikanter (p<0,0001) Unterschied zu unbehandelten Proben;
Vergleich zwischen den angegebenen Behandlungen: n.s. (nicht signifikant p>0,05) ** hoch signifikant
p<0,01); einfache ANOVA; Tukey Test).
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3.24 ICATIBANT HEMMT DIE DURCH BRADYKININ UND LABRADIMIL INDUZIERTE
VASKULARE PERMEABILITAT

Icatibant ist ein selektiver Bradykinin-B2-Rezeptor-Antagonist (Wirth, Heitsch and Scholkens,
1995; Fincham et al., 2009), mit einer ahnlichen Struktur wie das koérpereigene Bradykinin und
mit Affinitat fur den B2. Durch die spezifische Bindung und die peptidomimetische Blockade
der B2-Rezeptoren kommt es in vivo zu einer dosis- und zeitabhangigen Hemmung der durch

Bradykinin induzierten Effekte (Rosenkranz, Brunner-Ferber and Knolle, 2007).

Um die Wirkung dieses Antagonisten auf die vaskulare dermale Permeabilitat zu untersuchen,
wurden die C57BL/6 Versuchstieren mit Icatibant vorbehandelt (i.v. 16 ug/kg KG, an jeweils 2
aufeinanderfolgenden Tagen). Danach wurden Bradykinin, Labradimil und Histamin i.d. (30 pl,
2 nmol) in die dorsale Haut injiziert, gemaR den Vorgaben zur Durchfiihrung des Miles-Assays

(s. 2.6.2). Die Ergebnisse sind in der Abbildung 3.2-5 zusammengefasst.

Wie bereits in Abschnitt 3.2.3 gezeigt, wurde die vaskulare Permeabilitat im Vergleich zu der
Vehikel-Lésung statistisch hochsignifikant erhéht, wobei die Wirkung von Bradykinin am
héchsten war, gefolgt von Histamin und Labradimil (Bradykinin: 4,41 £ 0,11 —fach, p<0,0001;
Histamin: 4,11 £ 0,17 —fach, p<0,0001; Labradimil 3,7 + 0,12 —fach, p<0,0001). Durch die
Vorbehandlung mit Icatibant kam es zur Reduktion der kapillaren Permeabilitat bei
Behandlung mit Bradykinin (vom 4,41 + 0,11 —fachen auf das 1,71 + 0,24 — fache der fir die
Vehikel-Lésung gemessenen Permeabilitat; p<0,0001). Diese Ergebnisse stehen in
Ubereinstimmung mit den Untersuchungen an Aortenringen von C57BL/6-M&usen, wobei die
durch Bradykinin verursachte Kontraktion durch Icatibant vollstdndig gehemmt wurde
(Abbildung 3.1-15 A).

Ahnliche Ergebnisse wurden auch bei der Behandlung mit Labradimil festgestellt (vom 3,74 +
0,12 —fachen auf das 1,86 + 0,19 — fache der Vehikel-Ldsung; p<0,0001). Die durch Icatibant
verursachte Reduktion der Extravasation bei Behandlung mit Bradykinin oder Labradimil

unterschied sich statistisch nicht voneinander (p = 0,99).

Dem gegenuber wurde die Wirkung von Histamin nicht durch die Icatibant-Vorbehandlung
beeinflusst, statistisch signifikante Unterschiede wurden nicht festgestellt zwischen den

Werten der Extravasation mit oder ohne Icatibant-Vorbehandlung.
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Abbildung 3.2-5
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Vaskulare Extravasation des an Serum-Albumin gebundenem Evans Blau in der dorsalen Haut von
Versuchstieren (C57BL/6 Mause) durch Bradykinin (30 ul, 2 nmol; n = 6), Labradimil (30 pl, 2 nmol; n = 6)
oder Histamin (30 pl, 2 nmol; n = 6), jeweils mit oder ohne Icatibant-Vorbehandlung (i.v. 16 pg/kg KG, an
jeweils 2 aufeinanderfolgenden Tagen).

(A) Fotografie der Evans Blue Extravasation in der dorsalen Haut. Die Bilder stellen reprasentative
Fotografien dar.

(B) Vergleichende Quantifizierung der Evans blue Extravasation. Die Ergebnisse sind als -fache Induktion
der durch PBS verursachten Extravasation ausgedriickt und als Mittelwert + SD dargestellt.

Vergleich zur Vehikel-Lésung: **** signifikant (p<0,0001); * signifikant (p<0,05); einfache ANOVA; Tukey
Test).
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3.2.5 DICLOFENAC HEMMT DIE DURCH BRADYKININ UND LABRADIMIL INDUZIERTE
VASKULARE PERMEABILITAT

Vorhergehende Untersuchungen haben gezeigt, dass durch den nicht-selektiven
Cyclooxygenase-Hemmer Diclofenac (10 uM) an Aortenringen von C57BL/6-Mausen ein
identischer Effekt nachweisbar ist wie bei Icatibant. Die durch Bradykinin verursachte
Kontraktion wurde vollstandig gehemmt (Abbildung 3.1-15 A), was auf eine maogliche
Beteiligung der Cyclooxygenase hinweist. Um die Wirkung von Diclofenac auf die durch
Bradykinin oder Labradimil induzierte vaskuldre Permeabilitat zu erfassen, wurden Versuche

durchgefiihrt deren Ergebnisse in Abbildung 3.2-6 dargestellt sind.

Wie bereits im vorhergehenden Abschnitt fir Icatibant beschrieben (Abbildung 3.2-5), wurde
nach Vorbehandlung mit Diclofenac eine statistisch signifikante Reduktion der durch
Bradykinin und Labradimil induzierten vaskularen Extravasation beobachtet (p<0,0001 bzw.
p<0,001).

Durch Bradykinin wurde die Permeabilitat, im Vergleich zu der Vehikel-Lésung, um den Faktor
4,41 £ 0,11 erhoht (p<0,0001), wahrend die Kombination von Bradykinin und Diclofenac eine
2,60 £ 0,28 -fache Erhéhung verursachte (p<0,001). Vergleichbare Ergebnisse wurden auch
fur Labradimil beobachtet, wo es zu einer 3,74 £ 0,12 -fachen Erh6hung der Permeabilitat der
Vehikel-Lésung kam (p<0,0001), die durch Diclofenac-Vorbehandlung auf den 2,44 + 0,25-
fachen Wert der Vehikel-Lésung reduziert wurde (p<0,0001). Bei dem Vergleich der durch
Bradykinin und Labradimil verursachten vaskuldren Permeabilitdt wurden keine statistisch

signifikanten Unterschiede festgestellt (ohne Diclofenac: p = 0,10; mit Diclofenac: p = 0,96).

Die Ergebnisse beziglich Bradykinin stehen in Ubereinstimmung mit den Untersuchungen an
Aortenringen von C57BL/6-Mausen, wobei die kontrahierende Wirkung von Bradykinin durch

Diclofenac vollstandig gehemmt wurde (Abbildung 3.1-15 A).
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Abbildung 3.2-6

Vaskulare Extravasation des an Serum-Albumin gebundenem Evans Blau in der dorsalen Haut von
Versuchstieren (C57BL/6 Mause) durch Bradykinin (30 pl, 2 nmol; n = 6) und Labradimil (30 pl, 2 nmol; n=
6), jeweils mit oder ohne Diclofenac-Vorbehandlung (i.v. 5 pg/kg KG, an jeweils 2 aufeinanderfolgenden
Tagen). (A) Fotografie der Evans Blue Extravasation in der dorsalen Haut. Die Bilder stellen reprasentative
Fotografien dar. (B) Vergleichende Quantifizierung der Evans blue Extravasation. Die Ergebnisse sind als -
fache Induktion der durch PBS verursachten Extravasation ausgedriickt und als Mittelwert + SD dargestellt.
Vergleich zur Vehikel-Losung: **** signifikant (p<0,0001); *** hoch signifikant (p<0,001); einfache ANOVA;
Tukey Test).
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3.2.6 L-NAME HAT KEINE WIRKUNG AUF DIE DURCH BRADYKININ UND LABRADIMIL
INDUZIERTE VASKULARE PERMEABILITAT

NO wird in der GefaRwand durch die endotheliale NO-Synthase (eNOS, NOS Ill) gebildet, die
in den vaskularen Endothelzellen stark exprimiert wird. Dabei wird die Aminosaure L-Arginin
zu Citrullin und NO umgesetzt (Palmer, Ashton and Moncada, 1988; Schmidt et al., 1988;
Bredt and Snyder, 1990), im Rahmen einer von NAD(P)H und Ca?*/Calmodulin-vermittelten
Reaktion (Mayer et al., 1989; Milsch, Bassenge and Busse, 1989). Neben der endothelialen
eNOS sind die neuronale NOS (nNOS, NOS 1) und die induzierbare NOS (iNOS, NOS 1) als

Isoenzyme bekannt.

Die NO-Bildung durch diese drei Isoformen kann mittels verschiedene L-Arginin-Analoga
gehemmt werden, z.B. Ny-Nitro-L-Arginin (L-NA) oder L-Nitroarginin-methylester (L-NAME)
(Palmer, Ashton and Moncada, 1988; ViteCek et al., 2012). Dabei handelt es sich um die ersten
synthetischen NOS-Inhibitoren. Ihre Fahigkeit, die NO-Synthese zu blockieren, wurde in den
frGhen neunziger Jahren beschrieben (Moore et al., 1990; Rees et al., 1990). L-NA wird wegen
seiner schlechten Ldslichkeit (etwa 4 mmol/L bei neutralem pH) eher selten in biologischen
Systemen verwendet. Der Methylester von L-NA (L-NAME) wirkt als schwacher NOS-Inhibitor,
wird aber leicht zu L-NA hydrolysiert durch ubiquitédr vorhanden Esterasen (Griffith and
Kilbourn, 1996). Somit ist die Verwendung von L-NAME sowohl in vitro als auch in vivo
Experimenten vorteilhafter gegeniber L-NA, da mit Bezug auf die Loslichkeit in einer

wassrigen Umgebung keine Einschrankungen zu verzeichnen sind (ViteCek et al., 2012).

Um die Beteiligung von NO an der Bradykinin- oder Labradimil- induzierten Erhéhung der
vasalen Permeabilitdt zu untersuchen, wurden Versuchstiere der Linie C57BL/6 mit L-NAME
vorbehandelt (i.v. 16 mg/kg KG, an jeweils 2 aufeinanderfolgenden Tagen vor dem Miles-
Assay), wie bereits in den vorhergehenden Abschnitten fur Icatibant (3.2.4) und Diclofenac
(3.2.5) beschrieben.

Die Ergebnisse der Abbildung 3.2-7 zeigen dass L-NAME keinen wesentlichen Einfluss hat
auf die durch Bradykinin und Labradimil erhdhte Permeabilitdt, was darauf schlieRen lasst

dass eine vermehrte NO-Verfugbarkeit an der erhdhten Permeabilitat nicht beteiligt ist.
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Abbildung 3.2-7 Vergleichende Quantifizierung der Evans blue Extravasation in der dorsalen Haut von Versuchstieren
(C57BL/6 Mause), nach i.d. Injektion von Labradimil (30 pl, 2 nmol; n = 6) oder Bradykinin (30 pl, 2 nmol; n
= 6) mit oder ohne L-NAME-Vorbehandlung (i.v. 16 mg/kg KG, an jeweils 2 aufeinanderfolgenden Tagen).
Die Ergebnisse sind als -fache Induktion der durch PBS verursachten Extravasation ausgedriickt und als
Mittelwert + SD dargestellt.

Vergleich zur Vehikel-Lésung: **** signifikant (p<0,0001);
Vergleich zwischen den angegebenen Behandlungen: n.s. (nicht signifikant, p>0,005) * signifikant (p<0,05);
einfache ANOVA,; Tukey Test).

3.3 ENOS’~ MAUSE ZEIGEN KEINE VERANDERTE VASKULARE
PERMEABILITAT DURCH BEHANDLUNG MIT BRADYKININ ODER

LABRADIMIL

Um die Rolle von NO bei der Bradykinin-induzierten Extravasation noch eingehender zu
untersuchen, wurden weitere Versuche zur Bedeutung der endothelialen eNOS unternommen,
unter Verwendung der eNOS Knockout Mauslinie (eNOS-). Bei diesen Versuchstieren wurde
die eNOS durch einen klassischen Knockout ausgeschaltet, daher produzieren diese Tiere
keine eNOS (Shesely et al., 1996).
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Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.3-1 zusammengefasst. Wie bereits in vorherigen
Experimenten gezeigt wurde (s. 3.2.3, Abbildung 3.2-4), stieg die vaskulare Extravasation in
Tieren der Linie C57BL/6 durch Bradykinin und Labradimil an, um den Faktor 3,74-4,41 im
Vergleich zu der Vehikel-Kontrolle PBS. Bei den Versuchstieren der Knockout Mauslinie
(eNOS”*) kam es fir beide Wirkstoffe auch zu einem entsprechenden Anstieg der
Permeabilitat, die sich jedoch statistisch nicht unterschied von den C57BL/6 Versuchstieren.
Bei beiden Linien war die Wirkung von Bradykinin etwas hoéher im Vergleich zu Labradimil,
statistisch signifikante Unterschiede zwischen C57BL/6 und eNOS”- wurden jedoch nicht
festgestellt. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Produktion von endothelialem NO
Uber eNOS keinen Einfluss hat auf die durch Bradykinin oder Labradimil erhéhte vaskulare
Permeabilitat. Die vorherigen Ergebnisse bezliglich der Wirkung von L-NAME auf die durch
Bradykinin und Labradimil induzierte vaskulare Permeabilitat (s. 3.2.6) wurden durch die

vorliegenden Versuche bestatigt.

( fache der durch PBS
verursachten Extravasation)

Evans blue Extravasation

T T T T T
Vehikel- C57BI/6 eNOS(-/-) C57BL/6 eNOS(-/-)
Losung Brad- +Brady- +Labra- +Labra-
ykinin kinin dimil dimil
2 nmol 2 nmol 2 nmol 2 nmol

Abbildung 3.3-1 Vergleichende Quantifizierung der Evans blue Extravasation in der dorsalen Haut von Versuchstieren
(C57BL/6 und eNOS™ Mausen), nach i.d. Injektion von Bradykinin (30 ul, 2 nmol; n = 6) oder Labradimil (30
pl, 2 nmol; n = 6). Die Ergebnisse sind als -fache Induktion der durch PBS verursachten Extravasation
ausgedriickt und als Mittelwert + SD dargestellt.

Vergleich zur Vehikel-Lésung: **** signifikant (p<0,0001); Vergleich zwischen den angegebenen
Behandlungen: n.s. (nicht signifikant p>0,005); einfache ANOVA; Tukey Test).
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34 VASKULARER OXIDATIVER STRESS HAT KEINEN EINFLUSS AUF DIE
DURCH BRADYKININ UND LABRADIMIL BEDINGTE VASKULARE
PERMEABILITAT

Zur Untersuchung des durch eNOS bedingten oxidativen Stress, wurde die transgene
Mauslinie C101A-eNOS-tg (Mu**) verwendet (Suvorava et al., 2015). Dafiir wurde zunachst
ein bovines eNOS cDNA-Fragment (4,1 kb) zwischen den murinen Tie-2 Promotor (2,1 kb)
und ein Tie-2 Intron Fragment kloniert, welches als Tie-2 enhancer verwendet wurde, zur
Endothelspezifischen Expression. Die zielgerichtete Mutagenese zur Substitution von Cystein
durch Alanin wurden durch primer overlap extension PCR durchgefihrt. Versuche haben
gezeigt, dass es bei der transgenen Mauslinie zu einer geringeren Bildung von NO und Citrullin
kommt, bei gleichzeitig erhéhter Synthese von Superoxid und Peroxonitrit (2,3 — 3,7-fach)
(Suvorava et al., 2015). Als Kontrolle wurden Mause der Linie C57BL/6 verwendet. Die

Ergebnisse sind in Abbildung 3.4-1 dargestellt.

Durch i.d. Injektion von Bradykinin und Labradimil (30 pl, 2 nmol) kam es bei allen
Versuchstieren und getesteten Bedingungen zu einer Steigerung der Permeabilitat, die
zwischen 3,05 + 0,36 und 3,5 + 0,5 —fach erhoht war im Vergleich zu der Vehikel-Kontrolle
(statistisch hoch signifikant, p<0,0001).

Zwischen den Mauslinien ergaben sich keine Unterschiede bezlglich der Evans-blue
Extravasation und die gleiche Beobachtung wurde gemacht bei dem Vergleich der Wirkstoffe
Bradykinin und Labradimil. Demnach hat die Veranderung der eNOS durch die C101A-
Mutation und der damit verbundene erhdéhte oxidative Stress keinen Einfluss auf die durch i.d.
Injektion von Bradykinin und Labradimil (30 ul, 2 nmol) bedingte Erhéhung der vasalen

Permeabilitat bzw. Evans-blue Extravasation.
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Abbildung 3.4-1

3.5

Um die Auswirkung einer erhdhten endothelspezifischen Uberexpression des B2 auf die durch
Labradimil und Icatibant induzierte Erhdhung der Permeabilitat fur Evans Blue in dorsalem
Hautgewebe der Versuchstiere zu erfassen, wurde eine neue transgene Mauslinie verwendet.
Bei diesen Tieren kommt es zur endothelspezifischen Uberexpression des humanen B2, der
unter Kontrolle des murinen Tie-2-Promotors steht, sowie einem 10 Kb grol’em Fragment des

ersten Introns des Tie-2-Gens (Tie-2-Enhancer), welcher fir die endothelspezifische

Evans blue Extravasation

(-fache der durch PBS
verursachten Extravasation)
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Vehikel- C101A- C101A-
Losung eNOS-tg C57BLIG eNOS-tg CS57BLIG

Bradykinin ,Labradimil
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Vergleichende Quantifizierung der Evans blue Extravasation in der dorsalen Haut von Versuchstieren der
Linie C101A-eNOS-tg (Mu*™) im Vergleich zu der Mauselinie C57BL/6, nach i.d. Injektion von Bradykinin (30
pl, 2 nmol) oder Labradimil (30 pl, 2 nmol). Die Ergebnisse sind als -fache Induktion der durch PBS
verursachten Extravasation ausgedrickt und als Mittelwert + SD dargestellt (Vehikelldsung: n=9; C101A-
eNOS-tg + Bradykinin: n=9; C57BL/6 + Bradykinin: n=4; C101A-eNOS-tg + Labradimil: n=9; C57BL/6 +
Labradimil: n=4).
Vergleich zur Vehikel-Losung: **** signifikant (p<0,0001);

CHARAKTERISIERUNG EINES NEUEN TRANSGENEN MAUSMODELLS MIT

ENDOTHELIALER UBEREXPRESSION DES BRADYKININ-B2-REZEPTORS

Expression in adulten Mausen wichtig ist (Dao, 2011).
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3.51 DiEe UBEREXPRESSION DES BRADYKININ-2-REZEPTORS ERHOHT DIE DURCH
BRADYKININ VERURSACHTE VASKULARE PERMEABILITAT

Um die Bedeutung des B2 fiir die durch Bradykinin, Labradimil und Histamin induzierte
vaskulare Permeabilitdt zu erfassen, wurden transgene Versuchstiere mit
endothelspezifischer Uberexpression des humanen B2 verwendet (B29 bzw. BK**), im
Vergleich zu den nicht-transgenen Geschwistertieren (B2" bzw. BK"). Wie in den
vorhergehenden Versuchen wurde den Versuchstieren 30 ul einer 2 nmol Bradykinin-,

Labradimil-, oder Histaminlésung i.d. injiziert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.5-1

dargestellt.
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Abbildung 3.5-1 Vergleichende Quantifizierung der Evans blue Extravasation in der dorsalen Haut von Versuchstieren der

Linie B2'9 (BK**) im Vergleich zu den nicht-transgenen Geschwistertieren (B2" bzw. BK"), nach i.d. Injektion
von Vehikel-Lésung (PBS, 30 pl, n=7), Bradykinin (30 pl, 2 nmol; n = 7), Labradimil (30 pl, 2 nmol; n = 7)
oder Histamin (30 pl, 2 nmol; n = 7). Die Ergebnisse sind als -fache Induktion der durch PBS verursachten
Extravasation ausgedriickt und als Mittelwert + SD dargestellt.

Vergleich zur Vehikel-Losung: **** signifikant (p<0,0001);

Vergleich zwischen den angegebenen Behandlungen: * signifikant (p<0,05); einfache ANOVA; Tukey Test).

Bei den Versuchstieren der Linie B2t (BK**), mit endothelspezifischen Uberexpression des
humanen B2 kam es durch i.d. Injektion von Bradykinin (30 pl, 2 nmol) zu einem 5,5 + 0,16-
fachen Anstieg der fir die Vehikel-Losung gemessene Evans-blue Extravasation. Bei den

transgen-negativen Geschwistertieren kam es zu einer 4,5 + 0,24 -fachen Erhéhung des
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Referenzwertes der Vehikellosung. Fur Bradykinin war der Unterschied zwischen beiden

Mauselinien statistisch signifikant (p<0,05).

Unter Verwendung von Labradimil oder Histamin kam es bei den transgenen Tieren zu einer
geringeren durchschnittlichen Erhéhung der Permeabilitdt im Vergleich zur Bradykinin-
Behandlung. Zusatzlich wurde fir jeden der beiden Wirkstoffe kein statistisch signifikanter
Unterschied festgestellt bezlglich des Vergleichs der Permeabilitat in transgenen Tieren und

deren Geschwistertieren.

Somit wurde in den transgenen Tieren eine starker ausgepragte Steigerung der Permeabilitat
durch Bradykinin im Vergleich zu Labradimil und Histamin verursacht. Bei den transgen-
negativen Geschwistertieren wurde jedoch kein Unterschied zwischen Bradykinin, Labradimil

und Histamin festgestellt.

3.5.2 REDUKTION DER VASKULAREN PERMEABILITAT DURCH ICATIBANT IN DER
MAUSLINIE B2T

Um die Wirkung von Bradykinin und Icatibant im transgenen Mausmodell B2 weiter zu
charakterisieren, wurden Versuchstiere und deren nicht-transgene Geschwistertieren mit
Icatibant vorbehandelt (100 ug/kg KG). Diese Versuchsreihe wurde parallel mit Bradykinin und

Histamin durchgefuhrt, die Ergebnisse sind in Abbildung 3.5-2 zusammengefasst.

Bei den nicht-transgenen B2" Versuchstieren kam es durch i.d. Injektion von Bradykinin (30
pl, 2 nmol) zu einer 4,45 + 0,24-fachen Erhohung der fur die Vehikel-LOsung gemessenen
Evans-blue Extravasation. Bei der Mauslinie mit endothelspezifischen Uberexpression des
humanen B2 der Linie B2!9 (BK**) war dieser Wert hoher (5,50 * 0,16; p<0,05).

Durch die Vorbehandlung mit Icatibant wurden die genannten Werte in hoch signifikanter
Weise reduziert (B2": 2,10 + 0,14, p<0,0001 und B2: 2,70 £ 0,25, p<0,0001). Bei der Icatibant-
bedingten Reduktion der Extravasation wurde jedoch kein statistisch signifikanter Unterschied

festgestellt zwischen transgenen Tieren und deren Geschwistertieren.

Bei der Behandlung der Tiere mit Histamin statt Bradykinin wurde eine Erhdhung der
Extravasation festgestellt im Bereich der 4,5 — 4,7 —fachen Werte der basalen Extravasation.
Dabei ergaben sich keinerlei Unterschiede zwischen den Mauselinien und durch Icatibant kam

es zu keiner Reduktion der Extravasation.

118



ERGEBNISSE

Evans blue Extravasation

Abbildung 3.5-2
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Vergleichende Quantifizierung der Evans blue Extravasation in der dorsalen Haut von Versuchstieren der
Linie B29 (BK**) im Vergleich zu den nicht-transgenen Geschwistertieren (B2" bzw. BK"), nach
Vorbehandlung mit Icatibant (100 pg/kg KG) und i.d. Injektion von Vehikel-Lésung; Bradykinin oder Histamin.
Vehikel-Lésung: n=7; BDKBR2-n + Bradykinin (30 ul, 100 uM; n = 7); BDKBR2-n + Bradykinin (30 pl, 100
pM) + Icatibant (100 pg/kg KG) n = 3); BDKBR2 + Bradykinin (30 pl, 100 uM; n = 7); BDKBR2 + Bradykinin
(30 pl, 100 pM) + Icatibant (100 ug/kg KG) n = 6). BDKBR2-n + Histamin (30 pl, 100 uM; n = 7); BDKBR2-n
+ Histamin (30 pl, 100 uM) + Icatibant (100 ug/kg KG) n = 3); BDKBR2 + Histamin (30 pl, 100 uM; n = 7);
BDKBR2 + Histamin (30 pl, 100 pM) + Icatibant (100 pg/kg KG) n = 6).

Vergleich zur Vehikel-Losung: **** signifikant (p<0,0001); Vergleich zwischen den angegebenen
Behandlungen: n.s. nicht signifikant (p>0,05); # signifikant (p<0,05); ## signifikant (p<0,0001); einfache
ANOVA, Tukey Test.
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3.6 PHYSIOLOGISCHE EXTRAVASATION IM OHRMODELL DER MAUS

Die physiologische Extravasation wurde in vivo im Ohrmodell gemessen, unter Verwendung
von 8-12 Wochen alten Versuchstieren der B2 liberexprimierenden Mauselinie B2'9 und deren
Geschwistertiere B2". Die Vorteile der Methode bestehen in der schnellen und gut
reproduzierbaren Praparation fir die 2-Photonen-Mikroskopie, sowie der guten Erreichbarkeit

des Ohres.

Den Versuchstieren wurde zunachst der Farbstoff FITC-Dextran (MW 2,000,000, Sigma-
Aldrich) in die Schwanzvene injiziert (20 mg/kg/KG, geldst in 50ul 0,9% NaCl (Braun). FITC-
Dextran ist aufgrund seiner Molekilgréfie nicht gewebsdurchlassig und wird in den Gefalien
zurtickgehalten. AnschlieRend wurde der gewebedurchlassige Farbstoff Alexa594-Dextran
(MW 10.000 Thermo Fisher) in die Schwanzvene der Versuchstiere injiziert (5 mg/kg/KG,
geldst in 50ul 0,9% NaCl (Braun) und das emittierte Fluoreszenzsignal wurde in der gleichen

Weise aufgezeichnet.
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Abbildung 3.6-1 Physiologische Extravasation im Mausmodell mit vergleichender Quantifizierung von Fluoreszenzsignalen in

der B2-Uberexprimierenden Méauselinie B2'9 (graue Linie; n=5 und den nicht transgenen Geschwistertieren
B2" (schwarze Linie, n =5)

(A) Prozentualer vaskularer Verlauf des Fluoreszenzsignals des nicht gewebedurchlassigen Farbstoffs FITC-
Dextran (Signalmessung alle 60 sek. tiber einen Zeitraum von 25 min.)

(B) Prozentualer vaskularer Verlauf des Fluoreszenzsignals des gewebedurchlassigen Farbstoffs Alexa594-

Dextran (Signalmessung alle 60 sek. tiber einen Zeitraum von 30 min.)

Gemal den physikalisch-chemischen Charakteristika des nicht gewebedurchldssigen

Farbstoffs FITC-Dextran, wurde weder in den transgenen Versuchstieren noch in den
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entsprechenden Geschwistertieren eine wesentliche Abnahme des vaskularen fluoreszenten
Signals festgestellt (Abbildung 3.6-1-A). Wenn der Farbstoff Alexa594-Dextran verwendet
wurde, so kam es in beiden Mauselinien im zeitlichen Verlauf (30 min.) zu einer erhdhten
Abnahme des fluoreszenten Signals (55 — 70% des urspriinglichen Wertes), was auf seine
Gewebedurchlassigkeit zurtckzufuhren ist. Die Abnahme des fluoreszenten Signals war in der
B2 Giberexprimierenden Mauselinie B2 signifikant gréRer (p<0,05) als in der Geschwistertiere
B2". Dies weist darauf hin, dass die Uberexpression des B2 mit einer Steigerung der

vaskuldren Permeabilitdt einhergeht.
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4 DISKUSSION

Die Regulierung der B2 Genexpression und Aktivitat ist bisher noch nicht ausreichend
untersucht. Eine derartige Regulation kénnte zur Uberstimulierung des BK2 Rezeptors fiihren,
der eine wichtige Rolle spielt bei der Entstehung von Angioédemen mit allergischem oder

hereditarem Ursprung (Bas, Hoffmann and Kojda, 2006).

Das Ziel dieser Studie war ein vertieftes Verstandnis des pathophysiologischen Potentials der
B2 Stimulation. Daflir wurde die Rolle von NO, Bradykinin, C1-INH, Icatibant und Diclofenac
untersucht bezuglich der endothelialen Expression und Aktivitat von B2 bzw. der involvierten
Signalwege. Ein weiteres Ziel bestand darin, die damit assoziierten phanotypischen
Anderungen zu evaluieren, durch Messung der Aortenkonstriktion in transgenen
Mausemodellen, sowie durch die Bestimmung der vaskularen Permeabilitat mittels des Miles-
Assays und der 2-Photonen-Mikroskopie. Da eine direkte Untersuchung dieser Fragen am
Menschen nicht moglich ist, basierte der experimentelle Aufbau auf endothelialen Zellen
(porcine Aorten-Endothelzellen, murine zerebrale Endothelzellen, endotheliale umbilikale
Zellen) sowie auf verschiedenen Organen von Mauselinien (Lunge, linksventrikulares

Gewebe, Haut, Ohr, thorakale Aortenringe).

Die damit verbundenen Fragestellungen sind nachfolgend aufgeflihrt, wobei die Ergebnisse
der durchgefiihrten Studie diskutiert werden in Anbetracht aktueller Forschungsergebnisse zu

den jeweilig bearbeiten Themen:

e Welches ist die Wirkung von NO, Bradykinin, C1-INH oder Icatibant auf die
Proteinexpression und Aktivitat des B2?

e Welches sind die phanotypischen Veranderungen, in Bezug auf Aortenkonstriktion
und vaskulare Permeabilitat, die sich aus einer veranderten NO-Bioverfligbarkeit
ergeben, und welchen Einfluss hat die Behandlung mit Bradykinin, Labradimil und
Histamin, in Kombination mit Icatibant, L-NAME oder Diclofenac auf die Bradykinin-
vermittelten Effekte?
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4.1 WIRKUNG VON NO, BRADYKININ, C1-INH ODER ICATIBANT AUF DIE
PROTEINEXPRESSION UND AKTIVITAT DES B2

411 VALIDIERUNG VERSCHIEDENER ANTI-B2-ANTIKORPER

Im Bereich der Proteinbiochemie dient der Western Blot zur qualitativen Analyse und dem
semiquantitativen Nachweis einzelner Proteinen und Protein-Veranderungen (Renart, Reiser
and Stark, 1979). Western-Blotting ist auch das Standardverfahren zur Validierung von
Antikérpern, wobei die Antikoérperspezifitdt durch die Anwesenheit einer Bande bestatigt wird,
die dem vorhergesagten Molekulargewicht des Zielproteins entspricht. Da jedoch viele
Proteine ahnliche Molekulargewichte aufweisen, ist eine Bande mit der richtigen GréRe kein
ausreichender Nachweis des gesuchten Zielproteins. Zudem ist die Kinetik der Antikorper-
Antigen-Bindung kontextabhangig, daher muss die Validierung in einer mdglichst

anwendungsspezifischen Art und Weise durchgefuhrt werden.

Wahrend des Western-Blotting-Verfahren werden Proteine zumeist denaturiert und somit
kénnen post-translationale Modifikationen an dem nativen Protein experimentell nicht
dargestellt werden. Ferner ist ein Western-Blot auch abhangig von der relativen Konzentration
des Zielproteins in Bezug auf anderweitige Proteine der zu untersuchenden Probe. Selbst
hoch spezifische und validierte Antikbrper kénnen eine Kreuzreaktivitdt mit Proteinen der
Probe aufweisen, die nicht dem Zielprotein entsprechen. Nachdem die Wahrscheinlichkeit
eines korrekten Nachweises des Zielproteins mit ansteigender Konzentration zunimmt, kann
es notwendig sein, Zellysate zu verwenden bei denen das zu untersuchende Protein
Uberexprimiert ist. Ein weiterer Ansatz zum Nachweis der Antikérper-Spezifitat im Western-
Blot ist die Verwendung von Zellysaten aus Zellinien welche das Zielprotein exprimieren oder
nicht. Negative Kontrollzelllinien kénnen auch durch Verwendung von RNA-Interferenz (RNAI)

abgeleitet werden, zur zielgerichteten Abschaltung von Genen (Algenés et al., 2014).

Die Bindung an das Zielmolekil und eine geringe Kreuzreaktivitdt sind die beiden
grundlegenden Kriterien welche funktionelle Antikorper erfullen missen. Dabei ist die
Spezifitat eines Antikdrpers abhangig von den physikalischen Eigenschaften der
Bindungsstelle, aber auch den Versuchsbedingungen des Western-Blots. Bei der enormen
Komplexitat des gesamten Proteoms eines Organismus, besteht immer die Mdglichkeit der
Reaktion mit ahnlichen Proteinen. Zur Validierung von Antikdrpern ist die Western-Blot
Analyse ein haufig verwendetes Verfahren (Burnette, 1981), denn damit kann die Grofie des
Zielproteins bestimmt werden und eine eventuell vorliegende Kreuzreaktivitat des Antikdrpers

festgestellt werden. Die WB-Analyse wird als die géangigste Validierungsmethode flr
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Antikérper betrachtet, obwohl mit dieser Methode verschiedene Einschrankungen verbunden
sind.

Dementsprechend hat das Europaische Netzwerk fiir Antikbrper einen Leitfaden
(www.euromabnet.com/guidelines/) fir die Validierung von Antikérpern veréffentlicht

(Roncador et al., 2016). Folgende Aspekte sind bei der Validierung erforderlich:

e Reaktivitat mit dem Zielprotein

e Spezifitdt mit dem Zielprotein

¢ Nachweis der Eignung in den zu untersuchenden Zell- und Gewebearten

e Nachweis von Reaktivitat und Spezifitat in der(n) zu untersuchenden Art(en)

e Negative experimentelle Kontrolle fur nicht-spezifische Reaktivitat

Gemal} dieses Leitfadens sollten im Idealfall stets unterschiedliche Antikérper parallel
untersucht werden, zumal dhnliche Muster der Antikdrper-Reaktivitat die Validierung der Daten
bestatigen. Im Idealfall sollten mehrere Antikdrper getestet werden, unter Einschluss von 2
positiven und 2 negativen Zellinien oder Gewebearten, wobei die fir die Studie relevante
Zellinie oder Gewebeart mit einbezogen wird. Dies ist besonders wichtig, wenn Zellinien und
Gewebearten von unterschiedlichen Organismen verwendet werden, da hier die Mdglichkeit
der unspezifischen Bindung besonders hoch ist. Wenn Antikérper gegen Proteine der Maus
verwendet werden, dann sollten stets die entsprechenden KO-Linien auch mit untersucht
werden (sofern es sich auch um einen Verlust des Epitops handelt und nicht nur um einen

Funktionsverlust z.B. durch Trunkierung).

In der vorliegenden Arbeit wurden die beiden monoklonalen Antikérper B2_M (Maus, Bindung
an nicht-glykosylierten B2) und B2_K (Kaninchen, Bindung an glykosylierten B2) eingesetzt.
Zur Validierung beider Antikérper wurden verschiedene Western-Blot-Experimente in Zellinien
und Mausegewebe durchgefihrt, um deren Spezifitat bezlglich der Bindung an B2
abzuschatzen. Um den Einfluss der DEA/NO-Behandlung auf die Antikorper-Bindung zu
bewerten, wurden die Vorversuche in Zellinien mit unbehandelten Zellen durchgefihrt, im
Vergleich zu Zellen die einer 3-stindigen DEA/NO-Behandlung unterzogen wurden. In der
murinen cerebralen Endothelzelllinie bEND.3 und in PAEC-Zellen wurde eine spezifische
Bindung des Antikdrpers B2_M beobachtet. Die erwartete Doppelbande bei 42 kD erwies sich
jedoch als geringer (Abbildung 3.1-1 A und B, s. 3.1.1). Dies beruht auf der Tatsache dass
die Migration des Zielproteins im Gel nicht nur von der Proteingréf3e beeinflusst wird, sondern
auch durch die Ladung der Proteine, den Grad der Denaturierung sowie der
Anwesenheit/Abwesenheit von hydrophoben Regionen. Daher konnen sich falsche Schlusse
ergeben aus dem einfachen Vergleich mit einem Proteinmarker. Proteine kénnen zudem

posttranslationale Modifikationen aufweisen (z.B. Glykosylierung), die das scheinbare
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Molekulargewicht in der SDS-PAGE beeinflussen. Daher ist auch keine klare Beziehung
vorhanden zwischen dem Molekulargewicht das aus der Genom-Sequenz vorausgesagt wird
und dem tatsachlichen Genprodukt mit post- translationalen Modifikationen. Je nachdem
welches Epitop mit dem Antikérper interagiert, besteht zudem die Moéglichkeit dass mehr als
ein Protein aus der gleichen Proteinfamilie erkannt wird. Dies kann das Vorhandensein von 2
Banden erklaren. So ergab z.B. die systematische Western-Blot-Validierung von 13.000
Antikérper mit Lysaten aus humanem Plasma, Zelllinien und Gewebearten (unter
standarisierten Bedingungen) eine spezifische Markierung fir 45% der untersuchten
Antikdrper. Proteinbanden mit unerwarteten Gré3en wurden in 43% der Falle festgestellt, bei

12% konnte keine Markierung erzielt werden (Algenas et al., 2014).

Fir den B2_K-Antikérper war nur eine spezifische Bande in bEND.3 Zellen nachweisbar
(Abbildung 3.1-1 C, s. 3.1.1), nicht jedoch in PAEC Zellen (Abbildung 3.1-1-D, s. 3.1.1), was
mdglicherweise auf eine Variation bei der Arten-Spezifitdt hinweist zumal es sich um ein

provines Zelllysat handelt und einen Kaninchen-Antikorper.

Die weiteren Validierungen wurden mit Zellaufschlissen aus Lungen- und Hautgewebe der
Mauselinien C57BL/6 und eNOS- durchgefiihrt, wobei die Linie B27 als Kontrolle eingesetzt
wurde. Fir die Linien C57BL/6 und eNOS konnte erneut eine spezifische Bindung beider
Antikérper nachgewiesen werden, unabhangig von dem verwendeten Zellysat (Abbildung
3.1-2, s. 41.1). Erneut wurde im Fall des B2 _M eine Doppelbande mit geringerer
MolekulgroRe festgestellt, was auf die bereits erwahnten Grinde zurlckgefihrt werden
konnte. In der Negativkontrolle (Linie B27-) war eine sehr schwach ausgepragte Bande fiir
B2_K nachweisbar, bei Einsatz des B2_M war keine Bande vorhanden. Dies ist ein weiterer
Hinweis auf die bessere Spezifizitdt des B2_M, der auch im Verlaufe aller weiteren Versuche

verwendet wurde.
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4.1.2 DER EINFLUSS VON NO AUF DIE ENDOTHELIALE B2 EXPRESSION IN
KULTIVIERTEN ZELLEN

Die biologischen Wirkungen von NO sind zahlreich und komplex. Stickstoffmonoxid wurde als
erstes gasformiges Signalmolekil entdeckt und wirkt an verschiedenen zellularen Prozessen,
die vor allem in Gefal3zellen stattfinden (SoRelle, 1998). Spater wurde auch die Bedeutung
von NO es in Entwicklungsprozessen gezeigt, sowie dessen Regulation einer Vielzahl von
physiologischen und pathophysiologischen Reaktionen (Christopherson and Bredt, 1997;
MacMicking, Xie and Nathan, 1997; Hibbs and Bastian, 1999; Bogdan, Rdllinghoff and
Diefenbach, 2000; Mayer, 2000; Bogdan, 2001a, 2001b). NO spielt eine Schllisselrolle bei der
physiologischen Regulation des kardiovaskularen Systems, da Anomalien bei der NO-
Produktion oder Bioverfligbarkeit Krankheiten wie Bluthochdruck, Arteriosklerose und
Angiogenese-assoziierten Stérungen (Moncada and Higgs, 2006; Pacher, Beckman and
Liaudet, 2007; Vanhoutte, 2009; Vanhoutte et al., 2009) vorausgehen bzw. diese begleiten.
Stickstoffmonoxid tbt auch physiologische Funktionen im Nerven- und Immunsystem aus, die
fir die Regulierung des Verhaltens wichtig sind. Darlber hinaus ist bekannt dass NO die
Magen-Darm-Motilitédt steuert und auch beteiligt ist an Abwehrmechanismen gegenuber
Infektionskrankheiten und Tumoren (Hibbs et al., 1988; Bredt, Hwang and Snyder, 1990; Bredt
and Snyder, 1992; Bogdan, 2001a; Napoli and Ignarro, 2001; Toda and Nakanishi-Toda, 2011;
Toda, Ayajiki and Okamura, 2012).

Der vasodilatatorische Effekt von NO wurde beschrieben durch die Aktivierung der I6slichen
Isoform der Guanylylcyclase (sGC), der mit der Bildung von cGMP einhergeht, sowie der
nachfolgenden Aktivierung von lonenkanalen und cGMP-abhangigen Kinasen (Zhao et al.,
1999; Bellamy et al., 2000). Aul’er sGC wurden jedoch in den vergangenen Jahren zahlreiche
andere Zielmolekule identifiziert, von denen viele Teil intrazellularer Signalketten sind, die zur
Aktivierung oder Repression zahlreicher Gene beitragen. Diese werden vermittelt durch die
Modulation von Transkriptionsfaktoren, der Translation oder die Stabilitdt der mRNA oder post-
translationalen Modifikationen primarer Genprodukt. Ein Nachweis von DNA-Elementen
innerhalb der Promotorregion eukaryotischer Gene, die direkt auf NO reagieren gibt es nach

unserem gegenwartigen Kenntnisstand bisher noch nicht.

Es ist bekannt, dass NO in der Blutgefallwand durch die endotheliale NOS (eNOS)
hauptsachlich aus L-Arginin gebildet wird. Zusatzlich gibt es jedoch weitere Mechanismen der
vaskularen NO-Synthese (Andrew and Mayer, 1999; Zweier, Samouilov and Kuppusamy,
1999; Chen, Pittman and Popel, 2008; Zhao, Vanhoutte and Leung, 2013). Als die

Gefalfunktion regulierende Isoform der NO-Synthasen (Boo et al., 2002; Férstermann and
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Minzel, 2006) wird die Aktivitdt von eNOS durch verschiedene Stimuli reguliert. Dazu gehdéren
Scherkrafte (Rubanyi, Romero and Vanhoutte, 1986; Kuchan, Jo and Frangos, 1994; Xiao et
al., 1997; Dimmeler et al., 1999; Boo et al., 2002; Andrews et al., 2010; Kolluru et al., 2010),
Acetylcholin (Chen Hi, Chiang and Jen; Xu, Tong and Eisenach, 1996; Cohen et al., 1997;
Kellogg et al., 2005), Bradykinin (Davisson et al., 1996; Danser et al., 1998; Coppo and Amore,
2000; Bae et al., 2003), Histamin (Mannaioni et al.; Kishi, Nakaya and Ito, 1998; Lantoine et
al., 1998; Li et al., 2003; Mondillo et al., 2009) und 17R-Estradiol (Caulin-Glaser et al., 1997;
Nekooeian et al., 1998; Chen et al., 1999; Selles et al., 2001; Miyazaki-Akita et al., 2007),

wobei Ca-abhangige und Ca-unabhéangige Signalwege involviert sind.

Bradykinin vermittelt Gber die Bindung an den B1 und B2 die Freisetzung der NO und
Prostaglandinen als vasodilatatorischen Mediatoren. Durch die Bradykinin-vermittelte
Aktivierung des B2 kommt es zur Aktivierung der MAPK Kaskade (Phospholipase C, PLCR;
Proteinkinase C, PKC und MAP Kinase) Uber Gqq. Dabei werden auch eNOS und PLA;
aktiviert. (s. auch Abbildung 1.2-5) (Moreau et al., 2005; Bas, Adams, et al., 2007; Maurer et
al., 2011; Couture, Blaes and Girolami, 2014). Urspriinglich ging man davon aus, dass eNOS
Uber den B2 mittels eines Mechanismus reguliert wurde, der Uber ein G-Protein vermittelt
wurde. Die Ergebnisse von Ju et al. (Ju et al., 1998) haben jedoch gezeigt, dass die eNOS
auch Uber eine direkte Interaktion mit dem B2 reguliert wird. Durch in vitro-Versuche konnten
die Autoren zeigen, dass ein Glutathion S-transferase Fusionsprotein welches die 4.
intrazellulare Doméane des B2 enthielt, an eine rekombinante eNOS bindet. Dabei wurde eine
selektive Hemmung der Aktivitdt von eNOS durch das Fusionsprotein festgestellt. Auch ein
synthetisches Peptid der 4. intrazellularen Doméane des B2 hemmte die Aktivitat der eNOS.
Weitere Versuche bestatigten die Interaktion zwischen eNOS und der B2 durch
Koimmunoprazipitation aus endothelialen Zellysaten und unter Verwendung von Antikdrpern
gegen B2 oder eNOS (Venema, 2002). Reversible inhibitorische Interaktionen finden demnach
nicht nur zwischen eNOS und Caveolin-1 statt, sondern auch mit dem B2. Wurden endotheliale

Zellen mit BK behandelt, so kam es zu einer schnellen Dissoziation des eNOS-B2.

Die Regulation des vasodilatatorischen Effekts von NO ist in Abbildung 4.1-1 veranschaulicht.
Die eNOS katalysiert in Gegenwart des Kofaktors BH4 die Oxidation von L-Arginin zu N-
Hydroxyarginin und schlieRlich den Abbau zu L-Citrullin und NO (Alp and Channon, 2004).
Zudem kommt es zu einer Aktivierung der Phospholipase C, die zu einer transienten Tyrosin-
Phosphorylierung fuhrt, gefolgt von einem Anstieg an Inositol 1,4,5-Triphosphat (IP3) und
Diacylglycerol. Dies ist verbunden mit einer erhéhten intrazelluléren Freisetzung von Ca?* und
einem vermehrten Ca?* -Einstrom (Adams et al., 1989), wodurch eNOS aus den Caveoli
freigesetzt wird (Feron and Balligand, 2006), oder die Transkription der eNOS wird
hochreguliert (Emanueli et al., 2004).
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Abbildung 4.1-1
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Regulation des Gefaltonus durch Stickstoffmonoxid (NO). NO reguliert den Gefaltonus durch drei
verschiedene Signalwege. I: Stimulierung der NO I6slichen Guanylat-Cyclase (sGC) in den vaskuléren
glatten Muskelzellen mit cGMP-Synthese. Dadurch wird die Proteinkinase G (PKG) aktiviert, die den Ca2+-
Einstrom Uber Spannungsgesteuerten Ca-Kanale (VDCC) verhindert, sowie auch die Ca2+-Freisetzung tuber
den Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3)-Rezeptor (IP3R). PKG wirkt auch auf die Ca-ATPase des Sarco-
/Endoplasmatischen Retikulum (SERCA) und fordert die Wiederaufnahme von zytosolischem Ca in das
Sarcoplasmatische Retikulum (SR). Dadurch sinkt die intrazellulare Ca-Konzentration und Calmodulin wird
inaktiviert, wodurch die Myosin Leichte Ketten Phosphatase (MLCK) nicht mehr aktiviert werden kann.
Daraus ergibt sich eine Unterbrechung des Querbriickenzyklus zwischen Aktin und Myosin und es kommt
zur Vasodilatation. S-nitrosylierung durch NO. S-Nitrosylierung steigert die Aktivitat der SERCA, wodurch es
zu einer beschleunigten intrazelluldren Ca-Reduktion kommt, welche zur zellularen Entspannung beitragt.
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) kdnnen durch NO direkt nitrosyliert werden, wodurch die Bindung
von Liganden an den Rezeptor verhindert wird. Die S-Nitrosylierung der G-Protein-gekoppelten
Rezeptorkinase 2 (GRK2) verhindert die Desensibilisierung und Internalisierung von -Adrenozeptoren und
die S-Nitrosylierung von R-Arrestin 2 erhoht die Internalisierung des Rezeptors (Quellen: (Oliveira-Paula,
Lacchini and Tanus-Santos, 2015; Zhao, Vanhoutte and Leung, 2015)
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Die Diffusion von NO durch die Membran der glatten GefaBmuskelzellen verursacht die
Aktivierung der Guanylatzyklase, welche die Konversion von Guanosintriphosphat in
zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP) katalysiert. cGMP aktiviert die Proteinkinase G-1
(PKG1), die verschiedene =zelluldre Proteine phosphoryliert. Dazu gehdéren 1,4,5
Inositoltriphosphat (IP3) und das IP3-Rezeptor assoziierte cGMP-Kinase Substrat IRAG,
welche zu einer Verringerung der intrazellularen Ca2*-Konzentration beitragen. PKG wirkt auch
auf die Ca-ATPase des Sarco-/Endoplasmatischen Retikulum (SERCA) und foérdert die
Wiederaufnahme von zytosolischem Ca?* in das Sarcoplasmatische Retikulum (SR). Eine
weitere Wirkung der PKG beruht auf der Hemmung des Ca?*-Einstroms (iber
spannungsgesteuerte Ca-Kanale (VDCC). Insgesamt nimmt daher die intrazellulare Ca?*-
Konzentration stark ab, und es kommt nicht mehr tber die Calmodulin-vermittelte Aktivierung
der Myosin Leichte Ketten Phosphatase (MLCK), was zur Entspannung der glatten
GefalRmuskulatur fuhrt.

Vasodilatatorische Effekte werden aber auch Gber S-nitrosylierte Proteine vermittelt, wobei es
zu einer reversiblen Bindung von NO an Thiol-Gruppen kommt (in der Regel der Aminosaure
Cystein). Von besonderer Bedeutung fiir den Tonus der glatten Gefallmuskulatur, wird durch
die S-Nitrosylierung die Expression und Funktion von G Protein-gekoppelten Rezeptoren
(GPCRs) reguliert (Whalen et al., 2007; Daaka, 2012), z.B. der G-Protein gekoppelten
Rezeptorkinase 2 (GRK2), die R-Adrenozeptoren phosphoryliert und deren Desensibilisierung
und Internalisierung induziert. Somit dndern NO und S-Nitrosothiole den Verlust der [3-
adrenergen Signalisierung in vivo durch S-Nitrosylierung von GRK2, was zu einer
Verringerung der GRK2-vermittelten Phosphorylierung von R-Adrenorezeptoren fuhrt, sowie
zu einer Abnahme der Rezeptor-Desensibilisierung und Internalisierung (Whalen, Johnson
and Lewis, 2000; Whalen et al., 2007).

In der klinischen Forschung wird bei Patienten die an Herz-Kreislauf- Erkrankungen leiden
davon ausgegangen, dass die durch ACE-H bedingte Verstarkung einer durch Acetylcholin
und/oder Hyperamie induzierten Endothel-abhangigen Vasodilatation auf eine erhohte
vaskulare NO Bioverfiugbarkeit hinweist. Insofern stellt sich die Frage nach der Regulation der
eNOS-Signaltransduktionskaskade bei der medikamentds induzierten Storung des naturlichen
Abbaus von Bradykinin, die durch Verabreichung von ACR-H zustande kommt. Es ware
moglich, dass die Regulierung der B2 zu dem HAE und ACE-H induziertem Angioddem
beitragen kann, bzw. auch die Wirksamkeit von Wirkstoffen wie C1-INH oder Icatibant

beeinflusst.

Um diese Hypothese einer NO-vermittelten Regulation des B2 zu untersuchen, wurden in der
hier vorliegenden Arbeit zunachst verschiedene Zellsysteme verwendet, z.B. porvine

Aortenendothelzellen (PAEC), murine cerebrale Endothelzellen (b.END) und endotheliale
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umbilikale Zellen (HUVEC). Der Einsatz unterschiedlicher Zellsysteme beabsichtigte die
Erfassung eventueller Unterschiede bei der Ansprechbarkeit des B2 auf eine NO-vermittelte
Regulation. Dabei wurden spezifische Gleichgewichts-Konzentrationen (steady-state level)
von NO verandert durch den Zusatz (100 uM) des kurz wirksamen NO Donors DEA/NO (3 h
Inkubation) sowie des lange wirkenden NO-Donors DETA/NO flr bis zu 24 h.

Nach Inkubation mit dem NO-Donor DEA/NO fir 3 h wurde in keiner der genannten Zellarten
eine statistisch signifikante Veranderung der relativen Proteinexpression des B2 festgestellt
(s. Abbildung 3.1-3 (3.1.2.1), Abbildung 3.1-5 (3.1.2.2), Abbildung 3.1-8 (3.1.2.3)). Auch bei
dem Einsatz des NO Donors DETA/NO zur langerfristigen konstanten NO-Generation Gber 3h
oder 24 h in bEND.3 Zellen, kam es nicht zu einer vermehrten Proteinsynthese von B2 (s.
Abbildung 3.1-6; 3.1.2.2). Dabei wurde in diesen Zellen kein Unterschied festgestellt bezlglich
der Wirkung der beiden NO Donoren DEA/NO und DETA/NO (s. Abbildung 3.1-5 und
Abbildung 3.1-6; 3.1.2.2). Die Wirkung des NO Donors DEA/NO wurde in bEND.3 Zellen
sowohl auf Ebene der Transkription (Real-Time PCR) als auch der Proteinexpression
(Western Blot) untersucht. Unter Zusatz von DEA/NO (10 puM, 3 h) wurde keine statistisch
signifikante Erhéhung der Expression von m-RNA oder Protein des B2 festgestellt (s.
Abbildung 3.1-5 und Abbildung 3.1-7; 3.1.2.2). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass NO
generell keine rickkoppelnde regulatorische Wirkung auf die vaskulare B2 Expression hat.
Dies scheint ein generelles zellulares Geschehen zu sein, zumal es sich um Zellen
unterschiedlicher Organe sowie Organismen handelt (Schwein (PAEC), Maus (bEND.3) und
H. sapiens (HUVECSs)). Unsere Versuche in PAEC haben zudem gezeigt, dass eine 3-stlindige
Inkubation der Zellen mit BK (100 pM) keinen statistisch signifikanten Einfluss hat auf die
Proteinexpression, sondern es zu einer leichten jedoch nicht signifikanten Erhohung der
Expression des B2 kommt, von 100 % (Vehikel-Losung) auf 122,8 + 21,7% (s. Abbildung 3.1-4,
(3.1.2.1)).

In unseren Untersuchungen hat jedoch selbst eine NO-Konzentrationen die etwa 1000-mal
hoher war als die Gleichgewichtskonzentration von NO im humanen Gefal3system in vivo
(Vallance et al., 1995; Kojda et al., 1998) die B2 Expression in PAEC und bEnd.3 Zellen nicht
erhoht. Diese Ergebnisse bestatigen fruhere Versuche aus unserem Labor, wobei PAEC
Zellen und porvine glatte Muskelzellen der Aorta mit dem NO-Donor S-nitroso-N-
Acetylpenicillamin (SNAP) behandelt wurden. Eine Wirkung von NO auf die vaskulare
Expression von B2 konnte ebenfalls nicht nachgewiesen werden (Kocgirli et al., 2010). Dem
gegenlber wiesen jedoch bereits mehrere Autoren nach, dass die Bioverfligbarkeit von

endothelialem NO die Expression verschiedener Proteine reguliert.

Mit ihren Untersuchungen konnten Fukai et al. (Fukai et al., 2000) zeigen, dass die durch den

NO-Donor erhéhte NO-Bioverfligbarkeit die Expression der extrazelluldaren Superoxid-
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Dismutase (ecSOD) aus glatten GefalRmuskelzellen der humanen Aorta in einer Zeit- und
Dosisabhangigen Weise (0-24 h; 10 — 100 pM) erhdht. Der biologische Hintergrund dieser
wichtigen Regulation besteht in der Tatsache dass NO sowohl ein Biosignal darstellt, als auch
ein toxisches Radikal mit freien Elektronenpaaren. Daher kann es bei der Anwesenheit von
Superoxid-Radikalen (O2*) zur Bildung des hoch reaktiven Peroxinitrits kommen, welches
Schaden an Enzymen, DNA, Mitochondrien und Membranen verursacht. Gleichzeitig kdnnen
auch Signalkaskaden verandert beziehungsweise gestért werden, was mit der Einleitung von
apoptotischen oder nekrotischen Prozessen in Zusammenhang gebracht wird, sowie auch mit
kardiovaskularen Erkrankungen, sowie Schmerz, Neurodegeneration, Alterung und
Erkrankungen des Immunsystems. Die extrazelluldre Superoxid-Dismutase (ecSOD) stellte
daher einen wichtigen zelluldren Schutzmechanismus dar. Wenn in den Versuchen von Fukai
et al.,, (2000) die Guanylatcyclase gehemmt wurde durch den Inihibitor ODQ und die
Proteinkinase G mittels des Inhibitors Rp-8-CPT-cGMP, dann wurde die durch DETA-NO
vermittelte Erhéhung der Expression der extrazellularen Superoxid-Dismutase (ecSOD) nicht
beobachtet. Dabei konnte auch gezeigt werden dass der regulatorische Effekt von NO uber
cGMP vermittelt wird, nicht jedoch iber cAMP. Die Wirkung von NO auf die ecSOD Expression
wurde durch Inhibition der MAP-Kinase-p38, nicht jedoch der MAP-Kinase-Kinase-p42/44
verhindert, wodurch die Mitwirkung der MAP-Kinase-p38 an der Signalkaskade zur NO-
vermittelten Wirkung auf ecSOD gezeigt werden konnte. Diese Ergebnisse wurden auch von
Oppermann et al. (Oppermann et al., 2009) bestéatigt und haben gezeigt, dass die NO-
Bioverflgbarkeit die Expression und Aktivitdt der ecSOD reguliert. Dabei stellte sich heraus,
dass die vermehrte NO-Freisetzung durch PETN oder die Verwendung einer eNOS**
Mauselinie zu einem 2,5 bis 3,6-fachen Anstieg der ecSOD Proteinexpression im Lungen- und
Aortengewebe fiihrte. Eine erhéhte Expression der mRNA wurde jedoch nicht festgestellt, was
auf eine post-translationale Regulation hinweist. Eine alternative Erklarung ware die ecSOD
Proteinsynthese in anderen Organen oder Geweben mit anschlieRendem Transport in das

Lungen- bzw. Aortengewebe.

Weitere Beispiele belegen die Bedeutung des NO-vermittelten Mediatorsystems bei der
Regulation der Expression vasoprotektiver Proteine. So wurde im Rahmen der Dissertation
von Dao (Dao, 2011) untersucht, ob das koérperliche Training die Expression arterieller
Proteine wie B2 oder AT2-Rezeptor reguliert. Dazu wurden C57BI/6- und transgene Mause
unterschiedlichen Trainingprotokollen (erzwungen oder freiwillig) ausgesetzt. Nach beiden
Trainingsformen ergab die quantitative Auswertung der Western-Blots eine signifikante
Hochregulation des AT2-Rezeptors im Vergleich zu den untrainierten Kontrolltieren. Es stellte
sich zudem heraus, dass dies verursacht wurde durch die trainings-induzierte Erhdhung der
NO-Bioverfligbarkeit, zumal es in trainierten eNOS-- - Mausen durch korperliches Training zu

keiner Veranderung der AT2-Rezeptor-Expression kam. Die trainingsbedingte veranderte NO-
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Bioverfugbarkeit hatte jedoch keinerlei Auswirkungen auf die Expression der antioxidativ
wirksamen Hamoxygenase bzw. des B2. Obwohl in den Versuchen von Dao Labortiere der
Linie C57BL/6 statt Zellinien verwendet wurden und die NO-Bioverfugbarkeit durch
kérperliches Training verandert wurde (und nicht durch DEA/NO bzw DETA/NO), steht die
nicht vorhandenen Regulation der B2-Expression durch NO in Ubereinstimmung mit den

Ergebnissen unserer Untersuchungen.

41.3 EFFEKT VON NO AUF DIE B2 -INDUZIERTE CA2* SIGNALGEBUNG

Die intrazytoplasmatischen Konzentration des freien Calciums wird im Wesentlichen durch die

folgenden Mechanismen reguliert (Rang et al., 2007).

e Calcium-Transporter und lonenkanale in der Plasmamembran
e Calcium-Aufnahme in intrazellulare Speicher

e Calcium-Freisetzung aus intrazellularen Speichern.

Dabei befindet sich in einer ruhenden Zelle der grofite Anteil des intrazellularen Calciums im
endoplasmatischen Retikulum oder dem sarkoendoplasmatischen Retikulum als zelluldren

Speichern.

Intrazellulare Calcium-Konzentration kénnen gemessen werden durch Verwendung von
calciumsensitiven Farbstoffen. Diese sollten eine nicht-invasive Messung der Ca?*-
Konzentration ermdglichen und eine hohe Selektivitat fir die Bindung an Ca?*-lonen haben.
Zusatzlich sollten derartige Farbstoffe eine gute Zellgangigkeit haben, um Zellwande oder
Membranen effektiv zu durchdringen, wobei sie jedoch auch keine Wechselwirkungen mit
zellularen Vorgangen eingehen sollten. Ca-sensitive Farbstoffe haben nach Ca?*-Bindung eine
erhohte Fluoreszenz und werden bei vielen Untersuchungen zur Calcium-vermittelten
Signaliibertragung verwendet die mit intrazellularem Ca?*-Zufluss bzw. —Freisetzung oder -
Speicherung einhergehen. Das Fluoreszenzsignal aus diesen Zellen wird dann in der Regel
mittels Fluoreszenz-Mikrotiterplatten-Assays, Fluoreszenz-Mikroskopie oder

Durchflusszytometrie gemessen.

Wie bereits erlautert (siehe 4.1.2), fihrt die Bindung von BK an B1 und B2 zu einer Ggq-
vermittelten Aktivierung der Phospholipase C (PLCR), Proteinkinase C (PKC) und MAP
Kinase, wobei die eNOS aktiviert wird. Endothelzellen bilden in vivo eine Schnittstelle
zwischen flieRendem Blut und GefalRgewebe, und wirken regulierend auf humorale und

physikalische Reize indem Signalmolekile freigesetzt werden, die entspannend oder
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kontrahierend auf die GefaRmuskelzellen wirken, und dadurch zur vaskuldren Homdostase
beitragen. Wie bereits dargestellt, (s. 4.1.2), ist die Aktivierung der B1 und B2 mit einem
Anstieg der intrazelluldren Ca?*-Konzentration verbunden, die durch Ca?* Einstrom Uber
lonenkanale und durch Ca?* -Freisetzung aus intrazellularen Speichern vermittelt wird. Durch
die Erhéhung der NO-Konzentration in den Endothelzellen und Diffusion in die Zellen der
glatten Gefallmuskulatur kommt es dort zur Regulation des Gefaltonus. Die im Rahmen der
bereits vorgestellten Signalwege sinkende intrazellulare Ca?* - Konzentration (s. Abbildung
1.2-5, 41.2 und Abbildung 4.1-1) tragt zur zelluldren Entspannung bei, indem der

Querbrickenzyklus zwischen Aktin und Myosin unterbrochen wird.

Uber den B2 bewirkt BK eine transitorische Mobilisierung von nukleoplasmatischem Ca?*
(Savard et al., 2008). Im Rahmen unserer Versuche wurde gezeigt dass die beschriebenen
Mechanismen in endothelialen bEND.3 Zellen vorkommen, die mit unterschiedlichen BK-
Konzentrationen (0,01 — 1000 uM) behandelt wurden. Wie erwartet, ging mit steigenden BK-
Konzentrationen eine Zunahme der intrazellularen Ca?*- Konzentration einher (Abbildung
3.1-9, s. 3.1.3.1). Dieser Signalweg ist nicht nur auf Endothelzellen beschrankt, und wurde
z.B. auch in der Neuroblastom-Glioblastom-Zellinie NG108-15 beschrieben (Imanishi et al.,
2006).

Icatibant ist ein hoch selektiver B2 Antagonist (Wirth, Heitsch and Schélkens, 1995; Fincham
et al., 2009), der Affinitat fir den B2 hat, nicht jedoch flir den B1 oder andere Peptid-
Rezeptoren (Rhaleb et al., 1992). Dadurch hemmt Icatibant die durch BK induzierte
Vasodilatation (Cockcroft et al., 1994) und wird bei der Behandlung des HAE eingesetzt,
wodurch es zu einer signifikanten Verringerung des Zeitraums bis zum Abklingen der
o0dematdsen Symptome kommt, im Vergleich zu herkdmmlichen Therapien (Cicardi et al.,
2010; Lumry et al., 2011). In unseren Versuchen flihrte der Zusatz steigender Icatibant-
Konzentrationen (1-100 uM), in Kombination mit einer konstanten BK-Konzentration (50 pM)
zu einer starken und konzentrationsabhangigen Abnahme der iCa — Konzentration
(Abbildung 3.1-10, s. 3.1.3.2), was auf eine Hemmung von B2 durch Icatibant hinweist.
Dieser Effekt wird tiber die Bindung von BK an den B2 vermittelt, in Ubereinstimmung mit der
frGheren Beschreibung von Icatibant als hoch selektiven, kompetitiven und schnell wirksamen
Antagonisten des B2 (Cruden and Newby, 2008; Banerji, 2010).

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie haben auch gezeigt, dass NO keinen Einfluss auf die
Mobilisierung von iCa aus intrazellularen Pools hat. Der durch BK induzierte Anstieg von iCa
wurde nicht statistisch signifikant verandert durch Pra-Inkubation (3 h) von bEND.3 Zellen mit
dem NO-Donator DEA/NO (10 uM) (Abbildung 3.1-11 s. 3.1.3.3). Die Ergebnisse unserer
Untersuchungen stimmen Uberein mit der Tatsache, dass NO die durch Gqq-Protein abhangige

BK-Signalisierung nicht moduliert (Bas et al., 2010), und auch den BK-induzierten Signalweg
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Uber PLC nicht beeinflusst. Die Ergebnisse der hier vorliegenden Untersuchungen stimmen
auch Uberein mit den Daten von Savard et al. (Savard et al., 2008), die eine transitorische
nukleoplasmatische Mobilisierung von iCa zeigten, welche nur durch den B2 Antagonisten
HOE 140 blockiert wurden, nicht jedoch durch den B1 Antagonisten R954. Dabei wurde die
Mobilisierung von iCa nur in C57/BI6 M&usen beobachtet, nicht jedoch in B2-KO M&usen.

41.4 EFFEKT DER VASKULAREN NO BIOVERFUGBARKEIT AUF DIE B2-PROTEIN-
EXPRESSION IN VIVO

Kinine wie BK, LysBK oder Kollidin sind extrazellular gebildete proinflammatorische Peptide,
die in Reaktion auf pathologische Reize gebildet werden und lber G-Protein -gekoppelten
Rezeptoren B1 und B2 wirken. Diese Rezeptoren sind physiologisch durch die Stimuli und ihre
gemeinsame Beteiligung an einer Vielzahl von Entziindungsreaktionen gekennzeichnet (z.B.
Vasodilatation, vaskulare Permeabilitdt, Hyperalgesie und Schmerzen). Der funktionelle
Unterschied zwischen beiden Rezeptoren liegt vor allem in der Expression und Regulation.
Der B2 wird Uberwiegend konstitutiv exprimiert und unterliegt einer raschen und homologen
Desensibilisierung nach Stimulation durch den Agonisten. Der B1-Rezeptor wird durch deutlich
weniger Agonist desensibilisiert. Diese unterschiedliche Regulation stimmt Uberein mit den
Ergebnissen die belegen, dass der B2 bei allgemeinen und kurzfristigen Entziindungs- und
Schmerzreaktionen beteiligt ist, wahrend B1 an den langfristigen Reaktionen beteiligt ist. Die
Entwicklung verschiedener peptidischer und nicht-peptidischer Antagonisten in Tiermodellen
hat ergeben, dass beide Rezeptoren potenzielle Ziele sind bei entzindlichen Erkrankungen
wie zum Beispiel Sepsis, allergischem Asthma, Rhinitis oder entziindlichen Odemen (Dray and
Perkins, 1993; Ongali et al., 2003).

Zahlreiche Faktoren regulieren die Expression des B2. Die Hochregulation der mRNA und des
B2 Proteins durch proinflammatorische Zytokine ist seit langem bekannt. Interferon-y ist aktiv
in humanen T24 Harnblasenkarzinom-Zellen (Lung et al., 1998). IL-18 und TNF-a induzieren
die Hochregulation des B2 in humanen embryonalen Lungenfibroblasten der Zellinie HEL299.
Durch Bindungsassays mit radioaktiv markiertem des-Arg(10)-Kallidin und BK wurde von
Haddad et al. (Haddad et al., 2000) gezeigt, dass sowohl IL-13 als auch TNF-a eine rasche
und vorubergehende Erhdohung der mRNA-Expression der beiden BK-Rezeptoren induziert,
wobei der Anstieg nach 2 Stunden maximal war. Die Hochregulation der B2 durch TNF-alpha
wird Uber den p38 MAPK und/oder PKA Signalweg vermittelt. Dabei handelt es sich um eine

post-transkriptionale Regulation. Scherrer et al. (Scherrer et al., 1999) untersuchten die
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Wirkung des Glukokortikoids Methylprednisolon (10°° M) auf die Regulierung der B2-
Expression in trachealen glatten Muskelzellen des Hamsters. Auch hier wurde eine
vorubergehende Hochregulation festgestellt. Nach 6-stlindiger Behandlung stieg die Anzahl
der B2 an, und erreichte nach 12 Stunden erneut den Basalwert. Funktionale und molekulare
Ansétze belegten auch die regulatorischen Effekte von Ostrogenen auf die Expression und
Funktion des B2 in Ratten. Nach Ovarektomie wurde eine reduzierte vasodilatatorische
Antwort auf BK festgestellt. Durch Ostrogen-Gabe wurde die normale Reaktion auf
des-Arg®-BK, Acetylcholin und Prostaglandin E2 wiederhergestellt. Da Kinine einen
kardioprotektiven Effekt haben, kénnte die Abnahme ihrer vasodilatatorischen Aktivitat zu dem
erhéhten Risiko kardiovaskularer Erkrankungen nach der Menopause beitragen (Madeddu et
al., 1997). Die Expression des B2 wird auch durch Glukose reguliert. In glatten
GefalBmuskelzellen (Aorta) von Ratten wurde 24 h nach Glukose-Zugabe (25 mM) eine
40%-ige Erhdéhung der B2 festgestellt, wobei es zur erhdhten mRNA-Expression bereits
4 Stunden nach Glukose-Zugabe kam. Der Glukose-vermittelte Mechanismus beruhte auf
einer Steigerung der PKC-Aktivitat, wobei es zur Translokation der PKC-Isoformen (1, B2, €
und ¢ kam. Diese Ergebnisse wurden bestatigt durch die Hemmung der PKC-Aktivitat, wobei
ein erneuter Glukose-Zusatz den B2-Level nicht erhéhte (Christopher et al., 2001). Auch far
Wachstumsfaktoren (z.B. Platelet-derived growth factor, PDGF) die als Mitogene bei
vaskuldren Verletzungen freigesetzt werden, wurde eine Zeit- und Dosisabhangige Erh6hung
der Expression der B2 mRNA (6 - 7-fach nach 2 - 4 h) und der B2-Proteinexpression (2 - 4-
fach nach 6 - 12 h) nachgewiesen. Bereits 1 h nach PDGF-Zugabe begann die Zunahme der
B2-Expression (Dixon, Sharma and Dennis, 1996). Auch in Spinalganglien wurde mittels RT-
PCR und Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) eine geringe Expression der B2 m-RNA
gezeigt, die aber durch die Zugabe des Nervenwachstumsfaktors stark hochreguliert wurde.
Genauso war auch die Proteinexpression des B2 auf den wachsenden Axonen gering, wie
durch Immunofluoreszenz-Versuche mit einem B2-spezifischen Antikérper nachgewiesen
wurde. Nach Zugabe des Nervenwachstumsfaktors erhdhte sich die Expression stark. Dieser
Nachweis wurde auch mit anderen Gewebearten durchgefiihrt (verletzte Nerven, Haut,
Muskeln) (Lee et al., 2002). Liesmaa et al. (Liesmaa et al., 2007) untersuchten den Effekt von
Lovastatin auf die Expression der B2 in humanen koronaren Endothelzellen mittels RT-PCR,
Western blot und immunocytochemischen Untersuchungen. Lovastatin induzierte eine Zeit-
und konzentrationsabhangige Erhdhung der Expression beider BK-Rezeptoren in den
kultivierten Zellen. Nach 12 Stunden kam es zu einer starken Expression (> 11-fach), die nach
24 Stunden wieder auf Basalwerte abfiel. Ein Langzeiteffekt (bis zu 72 h) mit erhéhter BKR-
Expression wurde auch festgestellt. Damit ging ein Anstieg der B2 einher, sowie ein
zeitabhangiger zelluldrer Anstieg des cGMP, als Mediator des BK-NO-vermittelten

Signalwegs. Von den gleichen Autoren wurde auch in den gleichen Zelllinien nachgewiesen,
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dass Sauerstoffmangel auch zu einer erhdhten m-RNA Expression des B2 flhrte. In kardialen
mikrovaskularen Endothelzellen der Ratte wurde gezeigt, dass es bei einem Sauerstoffgehalt
von 5% O zu einer vierfachen Erhdhung der B2-Expression (MRNA und Protein) fuhrte,
wahrend eine schwere Hypoxie (1% Oz) die B2-mRNA Expression nur geringfiigig hemmte
(Liesmaa et al., 2009).

Die aufgefuhrten = Mechanismen zur erhdhten B2-Expression beziehen die
Transkriptionsfaktoren p53, KLF-4, und cAMP response element binding protein (CREB),
und/oder CREB- binding protein (CBP) mit ein. Es ist zudem bekannt, dass die
Phosphorylierung von CREB nach der Stimulation der glatten Gefallmuskelzellen mit NO-
Donoren zustande kommt. Dieser Effekt wird wahrscheinlich vermittelt durch cGMP-abhangige
Hemmung der Phosphodiesterase Il und anschliefender Akkumulation von cAMP
(Steinbicker et al., 2011)

Der Effekt der vaskularen NO-Bioverflugbarkeit auf die B2-Proteinexpression in vivo wurde
auch in verschiedenen Organen (dorsale Haut, Lunge, linksventrikulares Myocard) von
Versuchstieren der Linien C57BL/6, eNOS” und eNOS** untersucht (Abbildung 3.1-12, s.
3.1.4.) Bei der eNOS”-Mauselinie (Knockout) wurde eNOS durch einen klassischen Knockout
ausgeschaltet, daher produzieren diese Tiere keine eNOS (Shesely et al., 1996). Im
Gegensatz dazu, handelt es sich bei der eNOS-liberexprimierenden Linie (eNOS**) um Tiere
mit einer endothelspezifischen Uberexpression der eNOS im GefalRgewebe (Suvorava et al.,
2005). Weder in der Haut (Abbildung 3.1-12, A und B, s. 3.1.4.), noch im Lungengewebe
(Abbildung 3.1-12, C und D) oder linksventrikularem Herzgewebe (Abbildung 3.1-12, E und
F s. 3.1.4.) wurde eine signifikant veranderte Proteinexpression des B2 festgestellt. Die in
transgenen Mauselinien veranderte Bioverfligbarkeit von NO fiihrte generell zu keinen
statistisch signifikanten Veranderungen beziglich der Proteinexpression von B2. Dies
Ergebnis wurde auch in unterschiedlichen Gewebearten festgestellt, was darauf hinweist dass
es sich um ein allgemeines zellulares Geschehen handelt, welches unabhangig von dem
untersuchten Organ ist. Die hier vorliegenden in vivo Daten in sehr gefal3reichem Gewebe wie
Lunge, Herzmuskel und Haut aus verschiedenen Mausmodellen mit Gberexprimierter oder
deletierter eNOS stimmen mit den Ergebnissen zur B2 Expression in PAEC und bEnd.3 Zellen
Uberein. Dies ist eine weitere Bestatigung der Tatsache, dass der Gber NO-cGMP vermittelte

Signalweg nicht an der Regulation der B2 Genexpression in Endothelzellen beteiligt ist.
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41.5 WIRKUNG VON ENDOGENEM VASKULAREM BRADYKININ AUF DIE B2
PROTEINEXPRESSION IN VIVO

Verschiedene Autoren haben die Auswirkungen einer anhaltenden BK-Aktivierung des B2
untersucht. So wurde bereits von Blaukat et al. (Blaukat et al., 1996) gezeigt, dass eine
anhaltende BK-Aktivierung des B2 mit einer funktionalen Desensibilisierung einhergeht, die
mit der Phosphorylierung/Dephosphorylierung des Rezeptors verbunden ist sowie mit Zyklen
von Endocytose und erneuter Expression auf der Membranoberflache. Die Kinin-abhangige
Phosphorylierung des B2 war rasch und transient, wobei sie mit der Kinetik der
Desensibilisierung/Sensibilisierung des Rezeptors einherging, wie durch Radioliganden-
Assays und die Freisetzung von intrazellularem Ca?* nachgewiesen wurde. In humanen
Fibroblasten wurden B2 Rezeptoren nach langerer BK-Exposition (>12 h) herunterreguliert,
wobei die Autoren zur Erklarung ihrer Beobachtungen einen kombinierten Mechanismus aus
transkriptionaler Repression und beschleunigtem Abbau des Rezeptors vorschlugen (Blaukat
et al., 2003). Im Gegensatz dazu flihrte eine kirzere 3-stiindige Stimulierung mit BK nicht zu
einen nachweisbaren Abbau eines Fusionsproteins aus Kaninchen-B2 und GFP, obwohl eine
fortbestehende Endozytose beobachtet wurde (Bachvarov et al., 2001). Ein zusatzlicher
Agonisten-unabhangiger Mechanismus wurde fur die B2 Herunterregulation bei entzindlichen
Prozessen vorgeschlagen. Daran waren mehrere extrazellulare Proteasen beteiligt,
einschliel3lich Gewebekallikrein und durch aktivierte Neutrophile sezernierte Proteasen, die
ein B2-GFP Fusionsprotein in intakten Zellen in wenigen Minuten abbauten (Marceau et al.,
2002; Houle et al., 2003). Die Untersuchung der molekularen Mechanismen von Enquist et al.
(Enquist et al, 2007) =zeigten zudem, dass Kinine in humanen embryonischen
Lungenfibroblasten die Endozytose der Rezeptoren dahingehend verandern, dass B2 auf der
Zelloberflache reduziert wird, wahrend B1 vermehrt exprimiert wird. B2 ist ohne BK-Aktivierung
ein stabiles Protein der Plasmamembran. Nach BK-Stimulierung und Arrestin-Bindung wird
der Rezeptor schnell Gber Clarthin-Bindung und Membraninvagination internalisiert. Nach
Zusatz des Agonisten erfolgt jedoch ein schnelles Recycling. Dem gegenliber erwies sich B1
als konstitutiver G-Protein-gebundener Rezeptor, der ohne Agonisten-Stimulation konstitutiv
internalisiert tber einen Clarthin-abhangigen Signalweg, aber ohne Beteiligung von R-Arrestin.
Die Agonisten-Bindung stabilisierte vorubergehend den B1 und verzdogerte somit die
Endozytose (Enquist et al., 2007). In isolierten Zellkernen aus Leberzellen der Ratte konnten
Savard et al. (Savard et al., 2008) zeigen, dass BK die Aktivierung/Phosphorylierung der
Proteinkinase Akt hervorruft, sowie die Acetylierung des Histons H3. Durch Chromatin-
Immunprazipitation wurde die Bindung des acetylierten H3-Komplexes, nicht jedoch des B2,

an die Promotorregion des pro- inflammatorischen iNOS-Gens nachgewiesen. Damit wurde
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ein neuer BK-vermittelter intrakriner Signalweg mit nachgeschalteten Effektoren in Leberzellen
der Ratte nachgewiesen. Mittels des Two-Hybrid-Systems konnte zudem gezeigt werden,
dass der B2 von HEK293 Zellen mit Lamin C interagiert, einem von zahlreichen Laminen die
im Zellkern eukaryotischer Zellen Uber membrangebundene Proteine mit der inneren
Kernmembran verankert ist. Weder der Zusatz von BK noch das Vorhandensein des
Kernlokalisierungssignals hatten Einfluss auf die nukledre Lokalisierung bzw. Translokation
von B2. Somit wurde vorgeschlagen, dass auch die Heterodimerisierung des B2 mit Lamin C
eine wichtige Rolle spielt bei der zellularen Signalisierung und physiologischen Funktion
(Takano and Matsuyama, 2014; Takano et al., 2014).

Pesquero et al. (Pesquero et al., 1994) identifizierten die genomische Struktur des B2 und
fanden keine Hinweise auf ein klassische Doméane der Transkriptions-Initiation. Sie berichteten
jedoch von einer 1143-bp langen Region in der putativen Promotor-Region des B2 von Ratten,
welche die Expression eines fusionierten Luciferase-Reportergens in NG108-15 Zellen
ermoglichte. Diese Region enthalt auch ein cAMP-responsives Element, die zur signifikanten
Transkription nach Stimulation mit 8-bromo-cAMP flihrte (Pesquero et al., 1996). Die Aktivitat
des Promotors wurde auch durch BK erhoht. In den darauffolgenden Jahren identifizierte die
gleiche Arbeitsgruppe mehrere regulatorische Elemente in einem 4.6-kb langen Fragment der
5°-flankierenden Sequenz des Promotors von B2 von Ratten (Baptista et al., 2002). Die in
silico  Analyse zeigte mehrfache potenzielle  Bindungsstellen fir  mehrere
Transkriptionsfaktoren auf, z.B.: GATA-1, E2F, Egr-2, IL-6 aktivierendes Protein, SP-1, ras,
NF-kB, p53, SEF-1, cAMP-response element binding protein (CREB), sterol regulatory
element binding protein (SREBP), Interferon und Ostrogen.

Aus friiheren Studien geht hervor, dass eine langfristige medikamentése Therapie mit C1-INH
die Haufigkeit der Angioédeme in HAE Patienten erhéhen kénnte (Bork and Hardt, 2009).
Obwohl die Wirksamkeit von C1-INH bei dieser Erkrankung nachgewiesen wurde, und auch
eine klinische Erfahrung von etwa 30 Jahren vorliegt (Bork and Barnstedt, 2001; Cicardi et al.,
2010), wurde die langfristige Wirksamkeit und Sicherheit nur fur eine monofiltrierte Zubereitung
in einer kontrollierten Studie untersucht. C1-INH hemmt Kallikrein, den Hageman-Faktor
(Faktor Xll) und Plasmin. Kallikrein und der Hageman-Faktor sind entscheidend an der
endogenen Bildung von BK beteiligt, in einer positiven Rickkopplungsschleife (Kaplan, 2010a;
Kaplan and Joseph, 2010). Daher hemmt C1-INH die endogene BK-Synthese und es wurde
bereits friiher gezeigt, dass humaner C1-INH, in den Konzentrationen der hier vorliegenden
Untersuchungen, die BK-induzierte Extravasation bei Mausen stark verringert (Han et al.,
2002). Dennoch hatte C1-INH keine Wirkung auf die B2 Expression in C57BL/6-Mausen, was
darauf hindeutet, dass das Ausmal} der B2-Aktivierung in vivo keine Auswirkungen auf die B2-

Expression hat, unabhangig davon welche B2 Signalwege aktiviert sind. Diese Ergebnisse
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stehen in Ubereinstimmung mit unserer Beobachtung, dass Icatibant keine Wirkung auf die in

vivo Expression von B2 hatte.

Icatibant ist ein selektiver BK-B2-Rezeptor-Antagonist (Wirth, Heitsch and Schélkens, 1995;
Fincham et al., 2009), mit einer ahnliche Struktur wie das kérpereigene BK und mit Affinitat fir
den B2. Durch die spezifische Bindung und die peptidomimetische Blockadevvon B2 kommt
es in vivo zu einer dosis- und zeitabhangigen Hemmung der durch BK induzierten Effekte
(Rosenkranz, Brunner-Ferber and Knolle, 2007).Icatibant hemmt B2-induzierte Signalisierung,
ist wirksam flr die Behandlung von HAE (Cicardi et al., 2010) und auch zur Therapie von AO
die durch ACE-Inhibitoren induziert sind (Bas et al., 2015).

In unseren Untersuchungen stellte sich daher die Frage, in wieweit endogen vorhandenes BK
einen Einfluss auf die Expression der B2 mRNA im Lungengewebe der Mauselinie C57BL76
hat. Dazu wurde die BK-Bioverfiigbarkeit verandert, einerseits durch die Verabreichung von
Icatibant als hoch selektivem B2-Antagonisten (s. Abbildung 3.1-14 A und B, s. 3.1.5) und
andererseits durch die Blockade der BK-Synthese mit C1-INH , dem wichtigsten
physiologischen Hemmer (s. Abbildung 3.1-14 C und D, s. 3.1.5). Fur beide Wirkstoffe
wurden keine signifikanten Veranderungen der B2-Expression festgestellt, weder bei akuter
(eine einzige i.v. Injektion und Bestimmung der Proteinexpression nach 3 h) noch bei
chronischer Verabreichung (i.v. Injektionen an 3 aufeinander folgenden Tagen mit
anschliefender Bestimmung der Proteinexpression). Es zeigte sich zudem, dass der
Nachweis der B2 unveranderten Proteinexpression mit mehereren Antikbrpern zum selben
Ergebnis fihrte und unabhangig von dem verwendeten Antikérper (Maus oder Kaninchen) war
(Khosravani et al., 2015).

Diese Ergebnisse bestatigen die Daten von Han et al. (Han et al., 2002), die belegten dass
es fur C1-INH keinen Zusammenhang gibt zwischen dem Ausmal’ der B2-Aktivierung in vivo
und der B2-Expression. Unsere Ergebnisse stimmen auch Uberein mit den Ergebnissen der
Dissertation von Dao (Dao, 2011), wobei der Frage nachgegangen wurde ob die
vasoprotektiven Effekte des korperlichen Trainings (2 Trainingsprotokolle) ebenfalls iber eine
Beteiligung des B2 vermittelt werden. Auch hier wurde nachgewiesen, dass sich die B2-
Exession nicht veranderte. Somit erscheint es unwahrscheinlich, dass eine geanderte BK-

Bioverfugbarkeit einen Einfluss auf die Expression der B2 hat.
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4.1.6 BESTIMMUNG DER VASKULAREN BRADYKININ-AKTIVITAT AN DER MAUS-
AORTA

Bisher liegen nur wenige Daten vor bezuglich BK-vermittelter vasokonstiktiver Effekte an
Aortenringen von C57BL/6-Mausen. In der Arbeit von Felipe et al. (Felipe et al., 2007) wurde
nachgewiesen, dass abdominale Aortenringe von C57BL/6-Mause auf BK mit einer
konzentrationsabhangigen Verengung reagieren, wie durch isometrische Messungen
nachgewiesen wurde. Dabei waren die Effekte von BK unabhangig von der Anwesenheit eines
intakten Endothels und die Kontraktion wurde auch nicht verandert durch die Zugabe von
L-NAME. Demnach schlieRen die Autoren einen NO-abhangigen vasodilatatorischen Effekt
aus, welcher die vasokonstriktorische Wirkung von BK abmildern wirde. Durch Icatibant wurde
die Verengung fast vollstandig aufgehoben, was die Bedeutung von BK fir diesen Effekt
bestatigte. Durch die Zugabe von Indomethacin, einem nichtselektiven Inhibitor der
Cyclooxygenasen (COX-1 und COX-2) wurde der kontraktile Effekt von BK signifikant
erniedrigt, was die Beteiligung vasokonstriktorisch wirksamer Prostanoide nahelegt.
Gleichzeitig konnten die Autoren die funktionale Expression von B2 in der Gefallwand
nachweisen, wobei die Expression des B1 nur etwa 10 % der B2-Expression betrug. Dieser
Effekt scheint jedoch gewebespezifisch zu sein, denn Felipe et. al. (2007) konnten keine
derartigen BK-vermittelten vasokonstriktorischen Effekte in der thorakalen Aorta feststellen.
Ahnliche Ergebnisse einer geringen Vasokonstriktion der thorakalen Aorta im Vergleich zur
abdominalen Aorta ergab auch die Untersuchung von vasokonstriktorischen Effekten die durch

Angiotensin Il und Endothelin-1 ausgeldst wurden (Russell and Watts, 2000).

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Ergebnisse haben gezeigt, dass BK einen
konzentrationsabhangigen vasokonstriktorischen Effekt in Aortenringen von C57BL/6-Mausen
ausubt. Diese Wirkung war am hochsten bei 1 yM BK und die Entfernung des Endothels fuhrte
zu einer starken Reduktion der maximalen Kontraktion (von 25,5 + 2,4 % auf 7,9 + 2,1 % der
maximalen KCI-Wirkung). In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Felipe et al (2007)
konnte auch hier gezeigt werden, dass die durch BK induzierte B2-abhangige Vasokonstriktion
Uber den B2-Rezeptor vermittelt wird, zumal die Zugabe von Icatibant die Vasokonstriktion
reduzierte (s. Abbildung 3.1-15 A, s.3.1.6). Zudem wurde durch die Zugabe von Diclofenac,
einem Wirkstoff der wie Indomethacin COX-1 und COX-2 hemmt, eine vollstandige Hemmung
des kontraktilen Effektes von BK nachgewiesen. Dieses Ergebnis legt nahe, dass die
Stimulation von B2 in der thorakalen Aorta von Mausen der Zellinie C57BL/6 ein
Cyclooxygenase-Produkt freisetzt, welches die Vasokonstriktion vermittelt. Eine ahnliche
Beobachtung wurde mit Acetylcholin in Hamster-Aortenringen gemacht (Wong et al., 2009).

Diese Autoren konnten zeigen, dass die Endothel — abhangige Kontraktion durch Acetylcholin
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nach Hemmung der NO-Produktion ausgelést wurde. Nach Verabreichung von COX-2 —
Hemmern (nicht jedoch COX-1-Hemmern) oder durch Thromboxan-Rezeptor Antagonisten
wurden die durch Acetylcholin verursachten Kontraktionen vermieden. Die Wirkung von
Acetylcholin ging mit einer Freisetzung von Prostaglandin Fz und Prostacyclin (PGI.) einher,

wobei es zu Kontraktionen nur durch relevante Konzentrationen von Prostaglandin Faq kam.

Wurden die Aortenringe mit BK und L-NAME behandelt, einem NOS-Inhibitor mit struktureller
Analogie zu L-Arginin, trat eine Verstdrkung des vasokonstriktorische Effektes auf (s.
Abbildung 3.1-15 A, s.3.1.6). Dieses Ergebnis wurde bestatigt durch weitere Untersuchungen
die zeigten, dass die durch BK verursachte Aortakonstriktion sich fast verdoppelte nach
Hemmung der NOS durch L-NA oder in eNOS”- Mausen. Aortenringe die mit L-NA behandelt
wurden, zeigten eine erhohte vasokonstriktorische Reaktion auf BK, auf ein Niveau welches
in der thorakalen Aorta von eNOS” Mausen beobachtet wurde (s. Abbildung 3.1-15 B,
s.3.1.6). Daher waren die Reaktionen der Aorta auf die B2-Aktivierung abhangig von der
eNOS-Aktivitat, zumal die durch BK induzierte NO-Bildung der Vasokonstriktion
entgegenwirkt. Diese Ergebnisse stimmen jedoch nicht Gberein mit den Daten von Felipe et
al., (2007), die keinen zusatzlichen vasokonstriktorischen Effekt durch L-NAME feststellten.

Diese Effekte waren jedoch &ahnlich in Aortenringen von Mausstdmmen mit auffallend
unterschiedlicher Bioverfiigbarkeit von vaskularem NO. In der eNOS-lUberexprimierenden
Linie (eNOS**) ist die Expression der eNOS um den Faktor 3,3 erhoht (Suvorava et al., 2005).
Trotzdem kam es nicht zu einer verstarkten NO-Produktion, welche der BK-vermittelten
Vasokonstriktion entgegenwirken wurde. Die Vasokonstriktion der durch BK oder BK + L-
NAME verursachten Aortenkonstriktion in Mausen der Linien C57BL/6 und eNOS** war
vergleichbar. Somit scheint die Wirkung von NO auf die B2-induzierte Aortenkonstriktion in der
Mauselinie C57BL/6 limitiert zu sein, und konnte wahrscheinlich noch zusatzlichen
regulatorische Mechanismen unterliegen. Dies Ergebnis schlielt jedoch nicht eine Rolle von

NO bei der BK-induzierten Extravasation und/oder Angioddem nicht aus.
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4.2 VERANDERUNGEN DER VASKULAREN PERMEABILITAT IN DER
DORSALEN HAUT VON C57BL/6 MAUSEN

Verschiedene Entzindungsmediatoren kdnnen die mikrovaskulédre endotheliale Permeabilitat
fir Makromolekile schnell erhéhen. Unter pathologischen Bedingungen, die mit einer
erhohten Gefallpermeabilitdt einhergehen, verlieren die Endothelzellen teilweise ihren engen
Kontakt zueinander und das Endothel wird durchlassig fur kleine Proteine wie z.B. Albumin.
Da in diesem Zustand auch die Extravasation von Albumin-gebundenem Evans blue in das
Gewebe mdglich ist, kann das Ausmal} der GefalRpermeabilitdt durch quantitative Messung
des ausgetretenen Farbstoffs pro Milligramm Gewebe bestimmt werden, im Vergleich zu
unbehandelten Kontrolltieren. Mittels dieses von Miles (Miles and Miles, 1952) beschriebenen
Ansatzes wurden Versuche mit dorsalen Hautabschnitten der Mauslinien C57BL/6, eNOS™,
eNOSY (Mu**) und B2% durchgefiihrt, zur Untersuchung der BK-vermittelten vaskularen
Permeabilitat und deren Veranderung durch unterschiedliche NO-Konzentrationen (L-NAME,
eNOS’ KO-Mause), oxidativen Stress (C101A-eNOS” KO-Mause) sowie die Wirkstoffe

Labradimil, Histamin, Icatibant und Diclofenac.

4.2.1 BRADYKININ- UND LABRADIMIL-INDUZIERTE VASKULARE PERMEABILITAT

Bradykinin und Histamin sind wichtige 6¢dematogene Faktoren. Die Beteiligung der PKC
(Abbildung 1.2-4, s. 1.2.2.) an der Signalkaskade zur endothelialen Permeabilitat ist seit
vielen Jahren bekannt, wobei auch nachgewiesen wurde dass die Hemmung der PKC zu einer
Reduktion der Hyperpermeabilitat fUhrte (Murray, Heistad and Mayhan, 1991; Kobayashi et
al., 1994). In der Publikation von Feletou (Félétou, Bonnardel and Canet, 1996) wurde erstmals
gezeigt, dass BK die mikrovaskulare Permeabilitdt in den Backentaschen des Hamsters
induziert. Diese mikroskopischen Beobachtungen wurden mit anasthesierten Tieren
durchgefuhrt, und die Extravasation wurde durch die Verwendung von FITC-Dextran als
Gewebe-undurchlassigem Farbstoff nachgewiesen. Durch Verwendung des B2 Antagonisten

Icatibant wurde die Beteiligung des B2 an diesem Geschehen bestatigt.

Die bisher bekannten Signalwege sind von Duran et al. (Duran, Breslin and Sanchez, 2010)
zusammengefasst worden. Demnach aktiviert die Bindung proinflammatorischer Agonisten an
ihre Rezeptoren eine Vielzahl von intrazellularen sekundaren Signalstoffen, welche Ca?* aus
intrazellularen Speichern 16sen und weitere Proteine aktivieren, wie z.B. die Serin-Threonin

Kinase Akt und ERK-1/2.Das Gesamtergebnis ist eine Funktionszustandsénderung im
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Phosphorylierungs-Zustand von eNOS mit erhdéhter NO-Produktion, die eine erhdhte
Durchlassigkeit der mikrovaskularen Barriere begunstiget (Duran, Breslin and Sanchez, 2010).
Bradykinin aktiviert zudem auch die Calmodulin-abhéngige Kinase Il, welche die
Phosphorylierungsstelle der eNOS (Ser-1177) aktiviert und somit auch auf diesem Weg zur NO-
Synthese beitragt (Fleming et al., 2001).

Bradykinin Gbt auch eine direkte Wirkung auf die Claudine der Tight junctions (s. 1.3.1.2) aus,
die im mikrovaskularen Endothel spezialisierter Gewebearten vorkommen, zum Beispiel der
Blut-Hirn- oder Blut-Retina-Schranke und eine zusatzliche Barrierefunktion fiir kleinere
Molekule (<1 kDa) darstellen. Immunzytochemische Versuche und Western Blot Ergebnisse
zeigten, dass BK in einer Konzentration von 10-° M eine reduzierte Expression von Claudin-5
verursachte. Dabei kam es jedoch nicht zu einer erhdhten Expression von B2 in den
untersuchten Mikrogefalen des Rattengehirns. Eine Ca?*-induzierte Ca?*-Freisetzung wurde
auch beobachtet; Agonisten der IP3-Rezeptoren und der Ryanodin-Rezeptoren (IP3 und
Caffein) erhdhten die durch BK induzierte Herunterregulation von Claudin 5, wahrend
Antagonisten dieser beiden Rezeptoren (2-APB und Ryanodin), den Effekt von BK auf Claudin
aufhoben (Zhou et al., 2014).

In unseren Versuchen konnten wir mittels des Miles Assays zeigen, dass BK (100 uM, 30 pl)
im dorsalen Hautgewebe von Mausen der Linie C57BL/6 eine Erh6hung der vaskularen
Permeabilitat verursachte, die statistisch signifikant war P<0,0001 und in der gleichen
GroRenordnung wie Histamin lag (Abbildung 3.2-2, s. 3.2.2). Fur ansteigende BK-
Konzentrationen ergab sich eine Dosis-Wirkungs-Beziehung, die ab einer Konzentration von
10 uM im Vergleich zur Vehikel-Kontrolle statistisch signifikant war (Abbildung 3.2-3, s. 3.2.2).
Im Vergleich zu Histamin und Labradimil verursachte BK die starkste Extravasation, ein
statistisch signifikanter Unterschied ergab sich jedoch nur zwischen BK und Labradimil
(Abbildung 3.2-4, s. 3.2.3). Unsere Ergebnisse bestatigen daher die Ergebnisse der
Untersuchungen von Boric et al., (1987) und Murray et al. (1991). Bereits 1987 beschrieben
Boric et al. (Bori¢, Roblero and Duran, 1987) die in vivo Effekte von BK auf die transvaskulare
Passage von Makromolekilen im Kremastermuskel von Ratten, wobei FITC-Dextran 150 als
makromolekularer Marker verwendet wurde. Wenn BK topisch aufgetragen wurde
(108 — 107 M), konnte nach wenigen Minuten die Passage von FITC-Dextran 150 aus dem
Gewebe beobachtet werden. Auch in der Backentasche des Hamsters, als einem alternativen
Modell zur vaskuldren Permeabilitit, wurde die Extravasation nach BK-Zusatz (10 M)
beobachtet (Murray et al., 1991).
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4.2.2 DiE WIRKUNG VON ICATIBANT UND DICLOFENAC AUF DIE DURCH BRADYKININ
UND LABRADIMIL INDUZIERTE VASKULARE PERMEABILITAT

Die generelle Bedeutung der mikrovaskularen Permeabilitdt im Kontext der NO-Kaskade
wurde in der Ubersichtsarbeit von Duran et al. (2010) zusammengefasst. GemaR diesen
Autoren aktiviert die Bindung von pro-inflammatorischen Agonisten wie VEGF an ihre
Rezeptoren eine Vielzahl von intrazellularen Signalstoffen, die zur Ca?* - Freisetzung aus
intrazellularen Speicher flihren, sowie auch zur Aktivierung von PKC, Akt/PKB und ERK-1/2.
Das Gesamtergebnis ist eine Anderung der Phosphorylierung von eNOS und eine erhéhte
NO-Produktion, wodurch es zur Beglinstigung einer erhdohten Durchlassigkeit der
mikrovaskularen Barriere kommt. Mehrere Elemente zur Entstehung des Gesamtsignals sind
jedoch noch nicht ausreichend geklart, wie z. B. die Signalkette von NO zu den Anderungen
der zellularen Verbindungen bzw. des Zytoskeletts, die letztendlich den hyperpermeablen
Zustand herstellen. Die Interaktionen von proinflammatorischen Agonisten mit ihren
spezifischen Rezeptoren flihren zur Aktivierung von Ca?* -Kanalen und Phospholipasen (A, D
und C). Die Aktivierung von PLA; kann Uber den Lipoxygenase-Signalweg zur Bildung von
Leukotrienen flhren, insbesondere LTC4, welches die NOS aktiviert und die
Kapillarpermeabilitat erhdht. Andererseits aktiviert PLA; Gber den Cyclooxygenase-Signalweg
die Thromboxansynthase und bedingt daher den vasokonstriktorischen Effekt in den Gefallen

der Hamsterbacke (Duran and Dillon, 1990; Duran, Breslin and Sanchez, 2010).

Durch Vorbehandlung mit dem selektiven B2 Antagonisten Icatibant (i.v., 16 pg/ kg KG, an
jeweils 2 aufeinander folgenden Tagen) kam es zu einer signifikanten Reduktion der durch BK
vermittelten Steigerung der Permeabilitat, die sich nicht mehr statistisch signifikant unterschied
von den Werten der Vehikelldsung (Abbildung 3.2-5, s. 3.2.4). Icatibant ist ein hoch selektiver,
kompetitiver und schnell wirksamer Antagonist des B2 (Cruden and Newby, 2008; Baneriji,
2010) und die Hemmung der Permeabilitdt nach Rezeptor-Blockade ist ein Beleg fur die
Beteiligung des B2 am Signalweg der zur BK-vermittelten vaskuldren Permeabilitat fihrt. In
dieser Versuchsreihe wurde zudem gezeigt, dass auch Labradimil als B2 — Agonist zu einer
gesteigerten mikrovaskularen Permeabilitat fihrt, die in der GroRenordnung der durch
Bradykinin verursachten Extravasation lag (Abbildung 3.2-5, s. 3.2.4). Auch hier kam es
durch die Verwendung von Icatibant zu einer Reduktion der Extravasation, was wiederum die
Ergebnisse zur BK-vermittelten Steigerung der Permeabilitdt belegt. Da die Histamin-
vermittelte Extravasation vor allem tUber den H1-Rezeptor vermittelt wird, (Clough, Bennett and
Church, 1998), war die ausbleibende Wirkung von Icatibant erwartet (Abbildung 3.2-5, s.
3.2.4). Die Wirkung von Icatibant als Antagonist des B2 wurde in der vorliegenden Arbeit auch

in anderen Testsystemen nachgewiesen (Lungengewebe von C57BL/6 Mausen, s. 3.1.5,
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Aortenringe von C57BL/6 Mausen, s. 3.1.6). Sie stehen in Ubereinstimmung und entsprechen
den erwarteten Ergebnissen. Ahnliche Ergebnisse, d.h. eine signifikante Reduktion der BK-
und Labradimil- vermittelten Steigerung der Permeabilitat wurden nach der Vorbehandlung der
Versuchstiere mit dem nicht-selektiven Cyclooxygenase-Hemmer Diclofenac (5 mg/kg KG)
erzielt (Abbildung 3.2-5, s. 3.2.4). Diese Ergebnisse bestatigt die Beteiligung des PLA,-
vermittelten Cyclooxygenase-Signalwegs bei der Regulierung der Permeabilitat in
Mikrogefallen der Haut von C57BL/6 Mausen. Die Ergebnisse unserer Versuche haben
gezeigt, dass die Hemmung der Synthese vasokonstriktorisch wirksamer Prostanoide nicht
nur die Konstriktion von Aortenringen im Mausemodell C57BL/6 verhindert (s. 3.1.6), sondern
auch die durch BK vermittelte Permeabilitat. Demnach konnte es hier Uber einen cAMP-
vermittelten Signalweg, wahrscheinlich auch unter Beteiligung der p38 MAPK, zur BK-

vermittelten Hyperpermeabilitdt gekommen sein (Duran et al., 2010).

4.2.3 Die WIRKUNG EINER VERANDERTEN NO-BIOVERFUGBARKEIT AUF DIE DURCH
BRADYKININ UND LABRADIMIL INDUZIERTE VASKULARE PERMEABILITAT

Die ersten experimentellen Nachweise einer Beteiligung von NO am Transport von
Makromolekiilen durch intakte Mikrogefalie wurden in den friihen 1990er Jahren veroffentlicht
und erbrachten teilweise kontroverse Ergebnisse (Hughes, Williams and Brain, 1990; Kubes
and Granger, 1992; Mayhan, 1992; Yuan et al., 1992). Mayhan (Mayhan, 1992) zeigte mittels
intravitaler Fluoreszenmikroskopie dass BK zu einer Erhéhung der mikrovaskularen
Permeabilitat in Gefallen der Hamsterbacke fuhrt. Wurde das Gewebe jedoch L-NAME
ausgesetzt (0,01, 0,1, und 1,0 uM), kam es zu einer statistisch signifikanten Reduktion der
mikrovaskularen Permeabilitdt. Studien in intestinalen Mikrogefalen zeigten, dass NO wichtig
ist fir den Erhalt einer dichten Mikrogefalbarriere, zumal die NOS-Hemmung mit L-Arginin-
Analoga den Durchtritt von Makromolekulen erhdhte (Kubes and Granger, 1992; Kurose et al.,
1993). In anderen Gewebearten, isolierten Venolen, einzelnen Kapillaren sowie in
endothelialen monozellularen Schichten wurde jedoch auch gezeigt dass die Aktivitat der
eNOS, als Reaktion auf inflammatorische Stimuli, die mikrovaskulare Permeabilitat erhoht
(Hughes, Williams and Brain, 1990; Mayhan, 1992; Yuan et al., 1992, 1993; Ramirez et al.,
1995; Ramirez, Kim and Duran, 1996; Wu et al., 1999; Lal et al., 2001). Wong et al. (Wong,
Dorovini-Zis and Vincent, 2004) zeigten, dass die durch Zytokine (TNF-a, IL-1B, IFN-y) oder
Lipopolysaccharide erhohte Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke durch NO reduziert wurde,
unter Beteiligung einer cGMP-vermittelten molekularen Aktivierung. Die Wirkung von NO und

BK wurde auch mit immunohistochemischen Methoden in terminalen meseterialen Gefallen
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von Ratten untersucht, wobei FITC-dextran (70 kDa) als Marker des makromolekularen
Transports verwendet wurde. Bei diesen Versuchen wurde durch BK (100 nM) eine Erh6hung
der mikrovaskuldren Permeabilitdt um 168 % festgestellt. Die Hemmung der NO-Synthese
durch L-NA (300 pM) hatte nur einen geringen Effekt (Erhdhung um 25 %). Bei dem
kombinierte Einsatz von BK und L-NA kam es jedoch zu einer starken Erhéhung der

mikrovaskularen Permeabilitdt um 607 % (Arnhold et al., 1999).

Gemal dem von Duran et al. (2010) vorgeschlagenen Modell zur Beteiligung von eNOS bzw.
NO an der mikrovaskuldaren Permeabilitat ist eNOS mit Caveolin verbunden, lokalisiert an
membrandren Caveoli. Wenn proinflammatorische Signale endotheliale Zellen erreichen,
I6sen sich Caveoli von der Plasmamebran und es kommt zur Internalisierung von eNOS,
welches von Caveolin-1 dissoziiert und phosphoryliert werden kann, was zur erhéhten NO-
Produktion fihrt. NO kénnte dann an weitere intrazellulare Zielmolekile binden, welche in

weiteren Signalwegen die mikrovaskuldre Permeabilitat erhéhen.

In unseren Untersuchungen wurde keine biologische Wirkung des eNOS Inhibitors L-NAME
(i.v., 16 pg/ kg KG) auf die durch BK oder Labradimil verursachte Steigerung der Permeabilitat
in dorsalem Hautgewebe der Mauslinie C57BL/6 beobachtet (Abbildung 3.2-7, s. 3.2.6).
Somit bestatigen die Ergebnisse unsere Untersuchungen nicht die Untersuchungen von
Mayhan et al (1992), bei denen L-NAME zu einer statistisch signifikanten Reduktion der
mikrovaskularen Permeabilitat in GefaRen der Hamsterbacke fihrte. Bei der Untersuchung
von terminalen mesenterialen Gefalken von Ratten war dieser Effekt jedoch gegenteilig, es
kam beim kombinierten Einsatz von BK und L-NA zu einer starken Erhdhung der

mikrovaskularen Permeabilitat.

Unsere Ergebnisse zum ausbleibenden Effekt von L-NAME auf die Extravasation im dorsalen
Hautgewebe der Mauselinie C57BL/6 wurden in weiteren Versuchen mit transgenen Tieren
validiert, unter Verwendung der transgenen eNOS KO Mauselinie eNOS im Vergleich zu
den nicht transgenen Geschwistertieren C57BL/6. Die Ergebnisse (Abbildung 3.3-1, s. 3.3)
bestatigten die bereits friiher nachgewiesene Evans Blue Extravasation bei Zusatz von BK
oder Labradimil (100 uM) in der Mauselinie C57BL/6. Bei den Tieren die keine eNOS
exprimierten (Mauselinie eNOS--) kam es zu keiner Anderung der Permeabilitat, die Werte fir
BK und Labradimil waren vergleichbar mit den Ergebnissen der nicht transgenen
Geschwistertiere C57BL/6. Diese Ergebnisse stehen in Ubereinstimmung mit den Daten
vorhergehender Versuche (Abbildung 3.2-7, s. 3.2.6), die zeigten dass der eNOS Inhibitor L-
NAME (i.v., 16 pg/ kg KG) keinen Einfluss hat auf die durch BK oder Labradimil verursachte

Steigerung der Permeabilitat in dorsalem Hautgewebe der Mauslinie C57BL/6.

146



DISKUSSION

Somit scheint die eNOS bzw. NO unter den von uns getesteten experimentellen Bedingungen
nicht beteiligt zu sein an der Anderung der mikrovaskuldren Permeabilitit die durch BK
verursacht wurde in dorsalem Hautgewebe der Mauselinien C57BL/6 bzw. eNOS-- . Unsere
Ergebnisse bestatigen auch nicht die Untersuchungen von Predescu et al., (Predescu et al.,
2005), die in LungengefaBen der Mauselinien C57BL/6 bzw. eNOS” nach L-NAME-
Behandlung den mikroskopischen Nachweis der Offnung von interdendothelialen
Verbindungen fihren konnten. Bei diesen Untersuchungen wurde jedoch keine vorherige
Behandlung mit BK durchgefihrt. Generell kdnnten unsere abweichenden Ergebnisse bedingt
sein durch die unterschiedliche Wirkung von L-NAME bzw. L-NA in verschiedenen Gefal3-
bzw. Gewebe- oder Tierarten. Als weitere Griinde fiir unterschiedliche Ergebnisse wurden von
Duran et al. (2010) die spezifischen experimentellen Bedingungen angefiihrt, die hier

wahrscheinlich auch eine Rolle spielen.

4.2.4 DiE WIRKUNG VON VASKULAREM OXIDATIVEM STRESS UND DER ERHOHTEN B2
EXPRESSION AUF DIE DURCH BRADYKININ UND LABRADIMIL INDUZIERTE

VASKULARE PERMEABILITAT

In transgenen Versuchstieren (eNOS’- KO-Mause) verursachte die i.d. Injektion von BK und
Labradimil (30 ul, 100 uM) keine Veranderung der vasalen Permeabilitat im Vergleich zu den
nicht transgenen Geschwistertieren. In weiteren Versuchen wurde daher untersucht, ob ein
durch eNOS bedingter oxidativer Stress in der durch BK ausgelosten Signalkette zur
gesteigerten Permeabilitat involviert sein konnte. Dafur wurde die transgene Mauslinie C101A-
eNOS-tg (Mu**) verwendet (Suvorava et al., 2015), bei der eine geringere NO- und Citrullin-
Bildung besteht, bei gleichzeitig erhohter Synthese von Superoxid und Peroxonitrit
(Abbildung 3.4-1, s. 3.4). Die Ergebnisse zeigten auch hier, dass die veranderte NO-
Bioverfugbarkeit bei gleichzeitig erhdhtem oxidativem Stress keinen Einfluss hat auf die durch

BK oder Icatibant verursachte mikrovaskulare Permeabilitat.

Zusatzlich wurde das Modell einer spezifischen Uberexpression des B2 verwendet, um zu
untersuchen ob eine genetische bzw. pharmakologische Aktivierung der endothelialen B2
Signalkaskade zur gesteigerten Extravasation beitragt. Die Ergebnisse haben gezeigt, dass
die BK-vermittelte Permeabilitdt von der Expression des Rezeptors abhangig ist, zumal es in
einer transgenen Mauslinie mit Uberexprimiertem B2 (B2'9) zu einer hoheren Permeabilitat bei

den transgenen Tieren kam im Vergleich zu den nicht-transgenen Geschwistertieren (p<0,05)
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(Abbildung 3.5-1, s.3.5.1). Durch Vorbehandlung mit Icatibant kam es bei beiden Tierlinien
zur signifikanten Reduktion der Permeabilitdt, wobei der vorher beschriebene Unterschied
zwischen transgenen und nicht-transgenen Tieren nicht mehr nachweisbar war. Die durch
Histamin verursachte Permeabilitat wurde auch hier, wie erwartet, nicht verandert durch den
Einsatz von Icatibant (Abbildung 3.5-2, s. 3.5.2).

Die Bedeutung des B2 an der Regulation der vaskularen Permeabilitadt wurde zusatzlich belegt
durch die Messung der Gewebepermeabilitdt in vivo mittels der 2-Photonen-Mikroskopie
(Abbildung 3.6-1, s. 3.6). Bei Verwendung des Farbstoffes Alexa594-Dextran in beiden
Mauselinien kam es im zeitlichen Verlauf (30 min.) zu einer Abnahme des fluoreszenten
Signals (55 — 70% des urspriinglichen Wertes), was auf seine Gewebedurchlassigkeit
zuriickzufiihren ist. In der B2 Uberexprimierenden Mauselinie B2'9 war jedoch die Abnahme
des fluoreszenten Signals signifikant hdher (p<0,05) als in der Geschwisterlinie B2" (3.6), was
eine erhdhte Extravasation durch B2-Uberexpression belegt. Diese bislang noch vorlaufigen
Ergebnisse stimmen Uberein mit den Daten unserer vorherigen Versuchsergebnisse, wonach
die BK-vermittelte Extravasation im dorsalen Hautgewebe der B2 Uberexprimierenden
Mauselinie B2'9 hoéher ist als in der Mauselinie C57BL/6.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die Rolle der Veranderungen der Bradykinin-Aktivitat im hereditaren Angioddem und ACE-
Hemmer induziertem Angioddem ist bislang nicht gut verstanden. Dies beinhaltet auch die
Regulierung der Expression des Bradykinin-2-Rezeptors. Ob und in wie weit es zu
Anderungen der Empfindlichkeit des Bradykinin-2-Rezeptors nach langerer Stimulation mit
Bradykinin kommt, ist bisher ebenso wenig bekannt und das gleiche gilt fir die Synthese von
vaskularem NO als Reaktion auf die Aktivierung des Bradykinin-2-Rezeptors. Das Ziel dieser
Arbeit bestand darin, die Rolle von NO, Bradykinin, C1-Inhibitor, Icatibant und Diclofenac zu
untersuchen bezlglich der endothelialen Expression und Aktivitdt des Bradykinin-2-Rezeptors
bzw. der involvierten Signalwege. Ein weiteres Ziel bestand darin, die damit assoziierten
phanotypischen Anderungen zu evaluieren, durch Messung der Aortenkonstriktion, sowie
durch die Bestimmung der vaskuldren Permeabilitdt mittels des Miles-Assays und der 2-
Photonen-Mikroskopie. Da eine direkte Untersuchung dieser Fragen am Menschen nicht
mdglich ist, basierte der experimentelle Aufbau auf endothelialen Zellen (porcine Aorten-
Endothelzellen, murine zerebrale Endothelzellen, endotheliale umbilikale Zellen) sowie auf
verschiedenen Organen von Mauselinien (Lunge, linksventrikulares Gewebe, Haut, Ohr,

thorakale Aortenringe).

Die Ergebnisse dieser Arbeit haben gezeigt, dass die m-RNA- und Proteinexpression des
Bradykinin-2-Rezeptors nicht verandert wurde durch Behandlung unterschiedlicher Zellen
(PAEC, bEND.3 und HUVEC) mit Bradykinin oder den NO-Donatoren DEA/NO und DETA/NO.
Auch die Veranderung der NO-Bioverfugbarkeit in Lungengewebe, linksventrikuldarem
Herzgewebe oder Hautgewebe durch Vorbehandlung mit dem NO-Donator PETN, Hemmung
der eNOS durch L-NA oder Verwendung der transgenen Mauselinie eNOS-- und eNOS** hatte
keinen Einfluss auf die Proteinexpression des Bradykinin-2-Rezeptors. Die gleichen
Ergebnisse wurden beobachtet im Lungengewebe der Maus wenn die Bradykinin-Synthese
mit C1-Inhibitor blockiert wurde oder bei Verwendung des Bradykinin-Antagonisten Icatibant.
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit haben zudem gezeigt, dass NO keinen Einfluss hat
auf die Mobilisierung von iCa aus intrazellularen Pools. Der durch Bradykinin induzierte
Anstieg von iCa wurde nicht verandert durch Pra-Inkubation von bEND.3 Zellen mit dem NO-
Donator DEA/NO.

149



ZUSAMMENFASSUNG

Phanotypischen Anderungen wurden erfasst durch Messung der Aortenkonstriktion, sowie
durch die Bestimmung der vaskuldren Permeabilitdt mittels des Miles-Assays und der 2-
Photonen-Mikroskopie. Die Aortenring-Konstriktionen in der Mauselinie C57BL/6 wurde durch
Bradykinin induziert und Uber den Bradykinin-2-Rezeptor vermittelt. Dabei wurde die
Konstriktion durch NO abgeschwacht und durch Diclofenac bzw. Icatibant aufgehoben, was
auf die Bedeutung der eNOS und Cyclooxygenase hinweist fir die funktionale Aktivierung des
Bradykinin-2-Rezeptors. Auch die vaskulare Permeabilitat von dorsalem Hautgewebe in der
Mauselinie C57BL/6 wurde durch Bradykinin erhdht und die gleiche Beobachtung wurde fir
Histamin und Labradimil gemacht. Die Aufhebung der vaskuldaren Permeabilitdt durch
Diclofenac bzw. Icatibant zeigte erneut die Vermittlung dieser Reaktion tber den Bradykinin-
2-Rezeptor. Im Gegensatz zu den Versuchen in Aortenringen kam es durch die Variation der
NO-Bioverfiigbarkeit (Hemmung der eNOS mittels L-NAME oder eNOS-Uberexpression in der
Mauselinie eNOS**) zu keiner Anderung der Permeabilitat. Vaskulrer oxidativer Stress hatte
auch keinen Einfluss auf die durch Bradykinin bedingte vaskuldre Permeabilitdt. Die
endothelspezifische Uberexpression des humanen Bradykinin-2-Rezeptors in transgenen
Versuchstieren (B2'9 bzw. BK**) war jedoch mit einer erhdhten vaskuldren Permeabilitat
verbunden, was sowohl im Miles-Assay als auch mittels 2-Photon Mikroskopie gezeigt werden

konnte.

Die Daten der vorliegenden Untersuchung haben somit gezeigt, dass Bradykinin, NO, C1-INH
oder Icatibant keine Anderung der Proteinexpression des Bradykinin-2-Rezeptors
verursachen. Somit ist eine Veranderung der Expression von B2 vermutlich nicht an der
Pathogenese des Angioddems beteiligt. Zudem hat NO auch keine Wirkung auf die
Bradykinin-vermittelte vaskulare Extravasation im dorsalen Hautgewebe der Maus, aber die
erhdhte endotheliale Expression des humanen Bradykinin-2-Rezeptors in transgenen Mausen
fUhrte zu einer erhéhten vaskularen Permeabilitat und kdnnte ein wichtiger Faktor sein bei der
Pathogenese des Bradykinin-induzierten Angioddems. Zukunftige Ansatze, mit einer
effektiven experimentellen Verknipfung von physiologischen, molekularbiologischen
Methoden und nicht-invasiven Darstellungen von funktionalen und strukturellen Aspekten
biologischer Vorgange werden weitere Fortschritte erbringen fir das vertiefte Verstandnis der

involvierten biologischen Mechanismen und Faktoren.
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6 SUMMARY

The role of transformation of bradykinin activity in hereditary angioedema and ACE inhibitor-
induced angioedema has not yet been well recognized. This also includes regulation of the
expression of the bradykinin B2 receptor. Until now, it has been little known whether and to
what extent the changes in the sensitivity of the bradykinin B2 receptor after prolonged
stimulation with bradykinin can happen. The same applies to the synthesis of vascular NO in
response to the activation of the bradykinin B2 receptor. The aim of this work was to analyze
the role of NO, bradykinin, C1 inhibitor, Icatibant and Diclofenac regarding the endothelial
expression and activity of the bradykinin B2 receptor and involved signaling pathways. Another
objective was to evaluate associated phenotypic changes by measuring aortic constriction as
well as by determining vascular permeability using the Miles assay and two-photon
microscopy. Since a direct examination of these issues on humans is not possible, the
experimental setup is based on endothelial cells (porcine aortic endothelial cells, murine
cerebral endothelial cells, endothelial umbilical cells) and on various organs of mouse lines

(lung, left ventricular tissue, skin, ear, thoracic aortic rings).

The results of this work showed that the mRNA and protein expression of the bradykinin B2
receptor was not altered by treatment of different cells (PAEC, bEND.3 and HUVEC) with
bradykinin or the NO donors DEA/NO and DETA/NO. The change of NO bioavailability in the
pulmonary tissue, the left ventricular heart tissue or the dermal tissue by pretreatment with the
NO- donor PETN, inhibition of eNOS by LNA or use of the transgenic mouse line eNOS -/- and
eNOS +/+ had no effect on the protein expression of the bradykinin B2 receptor. The same
results were observed in the mouse pulmonary tissue when bradykinin synthesis was blocked
with C1 inhibitor or when using the bradykinin antagonist Icatibant. The results of the present
work demonstrated that NO has no influence on mobilization of ICa from intracellular pools.
The bradykinin-induced increase in ICa was not altered by pre-incubation of bEND.3 cells with
the NO donor DEA/NO.

Phenotypic changes were detected by measuring aortic constriction as well as by determining
vascular permeability using the Miles assay and two-photon microscopy. The aortic ring
constrictions in the mouse line C57BL/6 were induced by bradykinin and mediated via the
bradykinin B2 receptor. The constriction was attenuated by NO and abolished by Diclofenac
or Icatibant indicating the importance of eNOS and cyclooxygenase for the functional activation

of the bradykinin B2 receptor. Also, the vascular permeability of the dorsal dermal tissue in the
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mouse line C57BL/6 was increased by bradykinin and the same observation was made for
histamine and labradimil. The removal of vascular permeability by Diclofenac or Icatibant again
demonstrated the mediation of this response via the bradykinin B2 receptor. In contrast to the
experiments in aortic rings, variation of the NO bioavailability (inhibition of eNOS by means of
L-NAME or eNOS overexpression in the mouse line eNOS +/+) did not change the
permeability. Vascular oxidative stress also had no effect on bradykinin-induced vascular
permeability. However, endothelium-specific overexpression of the human bradykinin B2
receptor in transgenic test animals (B2tg and BK ++) was associated with increased vascular
permeability that could be demonstrated both in the Miles assay and by two-photon

microscopy.

Thus, the data of the present study demonstrated that bradykinin, NO, C1-INH or Icatibant
cause no change in protein expression of the bradykinin B2 receptor. Therefore, the change
in the expression of B2 is probably not involved in the pathogenesis of angioedema. In addition,
NO also has no effect on bradykinin-mediated vascular extravasation in the mouse dorsal
dermal tissue, but the increased endothelial expression of the human bradykinin B2 receptor
in transgenic mice resulted in increased vascular permeability and could be an important factor
in the pathogenesis of the mouse Bradykinin-induced angioedema. Future approaches with an
effective experimental combination of physiological, molecular biological methods and non-
invasive representations of functional and structural aspects of biological processes will
provide further progress for deep understanding of involved biological mechanisms and

factors.
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