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I. Zusammenfassung :

Die Aktivierung des Bradykininrezeptors Typ II (B2) fiihrt zur Bildung von NO,
Prostacyclin (PGI2) und des Endothel-derived hyperpolarizing factors (EDHF). Es ist noch
nicht bekannt, ob diese Mediatoren umgekehrt auch die Expression von B2 beeinflussen,
weshalb die Wirkung von NO auf die B2-Expression im Rahmen dieser Promotion
untersucht werden sollte. Diese Frage hat eine besondere klinische Relevanz, denn wenn
NO die B2-Expression beeinflusst, miisste die Verwendung der hdufig eingesetzten
Antihypertensiva aus der Gruppe der ACE-Hemmer und AT1-Blocker kritischer iiberdacht
werden. Die Verwendung von ACE-Hemmern und ATI1-Blockern verursacht durch die
Hemmung des Angiotensin-Converting-Enzyms (ACE) regelmifBig einen erhohten
Bradykinin-Spiegel. Folglich steigt das Risiko, ein nicht allergisches Angioddem mit allen
klinischen Komplikationen zu entwickeln, um ein Vielfaches. Es ist jedoch auch bekannt,
dass die Verwendung von ACE-Inhibitoren und ATI1-Blockern zu einer verbesserten
Endothelfunktion fiihrt, indem vermehrt NO zur Verfiigung gestellt wird. Dies hat u.a. eine
vasoprotektive Funktion und senkt den Blutdruck. Um eine mogliche Wechselwirkung
zwischen Bradykinin und NO nachzuweisen, bestand der erste Schritt darin, den nativen
B2-Proteingehalt in den Organen Herz und Lunge von eNOS-Knockout-Méausen, eNOS™,
eNOS" und C57BL/6 zu bestimmen. In weiteren Versuchen wurden die Méuse dann
entweder mit dem NO-Donor PETN oder mit dem NOS-Inhibitor L-NA behandelt, um
mogliche Auswirkungen von erhéhten NO Spiegeln bzw. fehlendem NO auf den B2
aufzeigen zu konnen. Unbehandelte transgen-negative eNOSn Méause und C57BL/6 Mause
dienten in allen Versuchen als Negativkontrollen. In den an PAEC durchgefiihrten in-vivo-
Experimenten wurde ebenfalls der B2-Proteingehalt nativ und nach Behandlung mit den
NO-Donatoren (SNAP oder DETA/NO) bestimmt.

Auch der B2 Proteingehalt nach Behandlung mit dem NOS-Inhibitor (L-NA) wurde in den
PAEC bestimmt. Die Behandlung der Zellen mit L-NA entsprach dabei dem akuten
pharmakologischen Knockout, da alle NO-Isoformen durch die L-NA inhibiert werden und
somit ein direkter Vergleich mit dem genetischen eNOS-Knockout moglich ist. Uns hat
besonders interessiert, ob es Kompensationsmechanismen zwischen der eNOS und der B2
gibt und ob diese sich voneinander unterscheiden.

In allen Experimenten konnte aber kein Einfluss von NO auf die B2-Expression
nachgewiesen werden. Die B2-Expression blieb immer konstant. Es spielte keine Rolle, ob
die Méuse eNOS tiiberexprimieren, die Expression normal ist oder, wie bei den eNOS-
Knockout-Méusen, komplett fehlt. Auch die Menge an verfiigbarem NO spielte fiir die B2-
Expression keine Rolle. Es machte keinen Unterschied, ob NO-Donatoren oder NOS-
Inhibitoren eingesetzt wurden. Auch die genetisch bedingte 3,3-fach hohere eNOS
Expression in eNOS™ Maiusen zeigte keinen Einfluss. In allen Fillen konnte kein Einfluss
von NO auf die B2-Expression detektiert werden, so dass eine Interaktion sicher

ausgeschlossen ist.



I1. Question and Summary of the Dissertation

Activation of the vascular bradykinin receptor type II (B2) leads to the formation of NO,
prostacyclin (PGI2) and the endothelium-derived hyperpolarizing factor (EDHF). It is not
yet known whether these mediators, conversely, also influence the expression of the B2,
which is why the effect of NO on the B2 expression should be investigated within the
framework of this doctoral thesis. This question also has special clinical relevance, because
if NO influences B2 expression, the use of the frequently used antihypertensives ACE
inhibitors and AT1 blockers would have to be reconsidered more critically. Because of the
use of ACE inhibitors and AT1 blockers, the inhibition of the angiotensin converting
enzyme (ACE) also regularly causes an increased bradykinin level. Consequently, the risk
of developing non-allergic angioedema with all clinical complications increases many
times over. It would then be necessary to reconsider more often whether alternative
antihypertensives should be used more frequently to avoid the complications of acute life-
threatening angioedema. However, it is also known that the use of ACE inhibitors and AT1
blockers leads to an improved endothelial function and as a result more NO is available,
which brings about vasoprotective function and blood pressure reduction. In order to detect
a possible interaction between bradykinin and NO, the first step was to determine the B2
protein content in the organs heart and lung of eNOS knockout mice, eNOS™, eNOS" and
C57BL/6. In further experiments, the different animal lines were then treated either with
the NO donor PETN or with the NO inhibitor L-NA, in order to be able to show possible
effects of the missing NO on the B2. Untreated transgene-negative eNOS mice and
C57BL/6 mice always served as negative controls. In addition to the in vivo experiments,
B2 protein content was determined natively, after treatment with NO donors (SNAP or
DETA/NO) or after treatment with a NO inhibitor (L-NA) in in vitro experiments

with porvine aortic endothelial cells (PAEC). The treatment of cells with L-NA
corresponded to an acute pharmacological knockout, since all isoforms of NO are inhibited
by the L-NA and thus allowed a direct comparison with the genetic eNOS knockout. We
were particularly interested in whether there are compensation mechanisms between the
eNOS and the B2 and whether they differ from each other in a pharmacological and a
genetic knockout.

In all experiments, no influence of NO on B2 expression could be demonstrated. The B2
expression always remained constant. It does not matter if the animals overexpress eNOS,
the eNOS expression is normally high, or, as with the eNOS knockout animals, none at all.
The amount of available NO played no role for B2 expression. It also does not matter if

additional NO donors or NO inhibitors are used.
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1 Einleitung

1.1 Bedeutung des NO im kardiovaskuliren System

Menschen und SdugeMause verfiigen liber ein kardiovaskuldres System bestehend aus dem
Herzen, Aorta, Arterien und Venen. Die Aufgabe des kardiovaskuldren Systems ist unter
anderem die Sicherstellung der Organ- und Gewebeperfusion, der Gastransport und der
Transport diverser Mediatoren und Hormone. Das kardiovaskuldre System unterteilt sich dabei
in das Hoch- und Niederdrucksystem, welche unterschiedliche Funktionen erfiillen. Beide
Systeme sind in ihrer Funktion abhidngig vom Vorhandensein eines intakten Endothels, da
dieses das Stickstoffmonoxid (NO) generiert, welches eine entscheidende Bedeutung fiir die
Blutdruckregulation hat. Das NO wird dabei im Endothel durch die endotheliale NO-Synthase
(eNOS) gebildet.

Nach heutigem Kenntnisstand geht man davon aus, dass verschiedene kardiovaskulire
Erkrankungen mit einer Dysfunktion des vaskuldren Endothels assoziiert sind. So kommt es
z.B. bei Vorliegen einer endothelialen Dysfunktion u.a. zu einer gestorten Relaxation der
Gefide und einer eingeschriankten Vasodilatation. Dieser Umstand beglinstigt die Entwicklung
der arteriellen Hypertonie und ihrer konsekutiven Spétfolgen. Diese wéren beispielsweise die
Entwicklung der Linksherzhypertrophie, die im weiteren Verlauf zur chronischen
Linksherzinsuffizienz fiihren kann (Moncada S and Higgs A, 1993).

Zu den anerkannten Risikofaktoren filir die Entwicklung einer endothelialen Dysfunktion
zdhlen die Hyperlipiddmie, der Diabetes mellitus, die Hyperhomocysteindmie, das Rauchen
und das fortgeschrittene Lebensalter (De Vries A S et al., 2000; Sydow K and Boger R H,
2001).

NO ist mittlerweile ein anerkannter wichtiger protektiver Mediator von GefiBwénden, da es
zur endothelabhidngigen Vasodilatation fiihrt und somit den Blutdruck aktiv beeinflussen und
senken kann. Es kann unabhéngig vom sGC/cGMP/cGKI-Signalweg auch eine direkte
Hyperpolarisation der glatten GefaBwandmuskulatur induzieren, indem es Kaliumkanéle der
glatten Muskelzelle 6ffnet und so eine Vasodilatation und Blutdrucksenkung bewirkt (Faraci
and Heistad, 1998; Nelson and Quayle, 1995). NO agiert dabei auch als antiatherogener
Faktor, indem es die Thrombozytenaggregation und die Thrombozytenadhédsion in den
GefdaBBen hemmt. Durch die NO-induzierte Inhibition der Expression von Chemokinen und
Adhasionsmolekiilen wird auch die Adhédsion von Leukozyten an den GefdBwéinden gehemmt
und so die Progression der Arteriosklerose deutlich verzdgert. Eine weitere wichtige Funktion
von NO ist die Inhibition der Proliferation der glatten GefiBwandmuskulatur (Forstermann et
al., 1994; Li & Forstermann, 2000), so dass die Ausbildung der vaskulidren Hypertrophie mit

verengtem Gefdlllumen verhindert werden kann. Dies ist deshalb wichtig, da auf diese Weise
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Ischdmien, Myocardinfarkte oder Apoplexe verhindert werden konnen. Die NO Generation im
vaskuldren System ist aber wie bereits erwihnt auf das Vorhandensein eines intakten
Endothels angewiesen, da dort das NO gebildet und freigesetzt wird. So bilden z.B.
Endothelzellen nach einer akuten Schidigung weniger NO, so dass es zu einem
Blutdruckanstieg kommt und zusétzlich Adhisivmolekiile freigesetzt werden. Diese fordern
die Migration und Adhéision von Monozyten und Lymphozyten in die GefaBle, wodurch die
Progression der Arteriosklerose begiinstigt wird (Gewaltig M T, Kojda G, 2002). Erschwerend
kommt hinzu, dass in bereits arteriosklerotisch verdnderten Gefdl3en das vorhandene NO
vermehrt durch Sauerstoffradikale inaktiviert wird und dies die Progression der Arteriosklerose

weiter akzeleriert (Forstermann et al., 1994; Li & Forstermann, 2000).

In der Summe seiner Wirkungen erfiillt NO also wichtige vasoprotektive Aufgaben. Es
reguliert aktiv den Blutdruck, wirkt antiatherogen und anti-inflamatorisch, verhindert die
Ausbildung der vaskuldre Hypertrophie und dadurch letzlich die Entwicklung von Ischdmien
und Infarkten. Durch diese Eigenschaften hemmt und verzogert es die Ausbildung

kardiovaskulédrer Erkrankungen

1.2 Das Kallikrein-Kinin-Sytem

Kinine sind Oligopeptide und gehoren zu den Gewebshormonen. Sie werden durch Kallikrein
aus Kininogenen freigesetzt. Das Kinin-Kallikrein-System stellt dabei ein schwer abgrenzbares
System aus verschiedenen Blut-Proteinen dar, welches eine Rolle bei Inflammationen,
Blutdruckregulation, Koagulation und der Algesie spielt. Die wichtigsten Mediatoren dabei
sind das Bradykinin und Kallidin, beide kdnnen auf viele Zell- und Gewebetypen einwirken.
Bradykinin ist dabei einer der potentesten bekannten Vasodilatatoren und fithrt wie in Abb. 1
dargestellt unter anderem zur Freisetzung von NO, Prostacyclin (PGI2) und dem endothelium-
derived hyperpolarizing factor (EDHF) (Abu-Soud H M, et al., 1995). Alle bekannten
Kininrezeptoren gehdren zu den G-Protein gekoppelten Rezeptoren der sieben-transmembran-
Familie und sind membransténdig. Bis dato sind zwei Subtypen des Bradykininrezeptors

bekannt, der Bradykininrezeptor Typ I (B1) und der Bradykininrezeptor Typ II (B2).

Der B1-Rezeptor zihlt zu den induzierbaren Rezeptoren und wird in einer Vielzahl von
Geweben und Organen nach akuter Gewebeschiddigung de novo synthetisiert. Neben einer
erhohten Gefallpermeabilitidt und der Induktion der Vasodilatation kommt ihm eine Rolle in
der Algesie-Entwicklung zu. Der B2-Rezeptor dagegen wird in vielen Geweben konstitutiv
gebildet, nach seiner Aktivierung kommt es entsprechend wie in Abb. 1 dargestellt zur

Signaltransduktion, welche unter anderem die Vasodilatation und Hyperpermeabilitit der



Endothelzellmembran fiir Calcium-Ionen bewirkt. So kommt es zu einem Calcium-Einstrom,

der weitere Mechanismen in Gang setzt. Letzlich wird dabei NO, PGI2 und EDHF gebildet.

Brad ykinin

glatte GefaBwandmuskelzelle

Abb. 1: Schematische Ubersicht iiber die Mechanismen der Bradykinin-induzierten
Vasodilatation am Beispiel einer vaskuliren Endothelzelle und glatten Muskelzelle.
(Bas M, et.al., Non-Allergic Angioedema. Rolle of bradykinin. 2015. Allergy, 62:842-853)

Es konnte bereits dokumentiert werden, dass Bradykinin iiber die Aktivierung des B2, sowohl
in peripheren Gefidl3en, als auch in den Koronararterien zur Vasodilatation fithrt (Cohen R A, et
al., 1995). Weitere bekannte Eigenschaften und Funktionen des Bradykinins sind die
Beteiligung an der Algesie-Entwicklung (vgl. der Wirkung des Histamins), die chemotaktische
Wirkung auf Leukozyten, die Beteiligung an allergischen und anaphylaktischen Reaktionen,
die Beteiligung an Inflammationsprozessen, sowie die Beteiligung bei der Kontraktion der
glatten Bronchial-, Darm- und Uterusmuskulatur, sowie als Mediator beim nicht-allergischen

Angioddem (Dendorfer A, et al., 2001).

1.3 Die Rolle von Bradykinin bei der Entwicklung nicht-allergischer Angio6deme

Unter einem Angioddem versteht man im Allgemeinen das klinische Bild einer 6dematdsen
Schwellung von Geweben, insbesondere Schwellungen der Haut und Schleimhéute. Betroffen
sein konnen auch die Schleimhéute des gastrointestinalen Traktes, der Atemwege und der
Genitalien. Man unterscheidet dabei das allergische Angioddem, welches histaminerg
vermittelt wird und das nicht-allergische Angio6dem, welches zumeist bradykininvermittelt ist
(Bas M, et al., 2007).

Das nicht-allergische Angioddem wird in fiinf weitere Subtypen unterteilt (siche Tabelle 1).
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Man differenziert zwischem dem RAAS-induzierten Angioddem (Renin-Angiotensin-

Aldosteron-System), dem hereditédren Angioddem (HAE), dem erworbenen Angio6dem

(Acquired Angioedema, AAE), dem idiopathischen Angioddem (IAE) sowie dem

pseudoallergische Angioddem (PAE). Das RAAS-induzierte Angioddem tritt dabei am

hiufigsten in Erscheinung. Ausgeldst wird es durch eine antihypertensive Therapie mit ACE-

Hemmern oder AT1-Blockern. Es kann dabei zu jedem Zeitpunkt auftreten und muss nicht

zwingend zu Beginn der antihypertensiven Therapie in Erscheinung treten. Selbst nach Jahren

der guten Medikamentenvertréglichkeit ist die Entwicklung eines RAAS-induzierten

Angioddems noch mdglich und sollte als Ausloser fiir ein auftretendes Angioddems stets

bedacht werden. Aktuell werden in Deutschland schiatzungsweise circa 7 Millionen Menschen

mit einem ACE-Hemmer behandelt. Rein rechnerisch ware daher mit 20.000-35.000 Fallen/

Jahr eines RAAS-induzierten Angio6dems zu rechnen, da es mit einer Inzidenz von 0,4-0,7%

in Erscheinung tritt (Bas M, et al., 2007). Und genau diese hohen Fallzahlen verdeutlichen,

welche grofe klinische Bedeutung das RAAS-induzierte-Angio6dem hat und wie wichtig

daher die Verfiigbarkeit von geeigneten medikamentdsen und klinischen Mallnahmen sind

(Bas M, et al., 2007).

Zur besseren Ubersicht sind in Tabelle 1 die unterschiedliche Angioddemformen tabellarisch

zusammengefasst und ihre bekannten Ausldser sowie die bekannten Mediatoren dargestellt.

Tabelle 1: Ubersicht iiber die verschiedenen Formen der bekannten Angio6deme. ACE=

Angiotensin Converting Enzyme, AT1 = Angiotensin-1, C1-INH= C1-Esterase-Inhibitor,

RAAS = Renin-Angiotension-Aldosteron-System

Angioddem |RAAS- Hereditéres Erworbenes | Idiopathisches | Pseudoallergisches
Typ induziertes Angioddem | Angioddem | Angioddem Angioddem (PAE)
Angioddem | (HAE) (AAE) (TAE)
(RAE)
Ausloser ACE- Typ Iund II: | Lymphom ? Aspirin
Hemmer C1-INH- Bradykinin Leukotrien
AT-1-Blocker | Defekt
Sacubitril Typ III:
Faktor-12-
Defekt
Mediator Bradykinin Bradykinin Bradykinin ? Leukotrien




Beim hereditdrem Angioddem unterscheidet man den Typ I-III. Typ I und Typ II konnen
dabei auf einen Defekt der C1-Esterase zuriickgefiihrt werden. Typ III kommt nur selten
vor und wird auf Punktmutationen innerhalb des Faktor 12 zuriickgefiihrt, welche zu einer
defekten Funktion von Faktor 12 fiihrt. Durch eine fehlerhafte Glykosylierung kommt es
zu einer gesteigerten kontaktinduzierten Autoaktivierung des Faktor 12. Diese fiihrt zu
einer exzessiv gesteigerten Aktivierung des Kallikrein-Kinin-Weges und in dessen Folge
wird vermehrt Bradykinin gebildet. Die Faktor 12 vermittelte Fahigkeit zur Koagulation,
sowie die Fahigkeit durch Bindung des C1-Esterase Inhibitors inaktiviert zu werden,
bleiben bei dieser Mutation aber erhalten (Bjorkqvist et al., 2015). Therapeutisch konnten
daher beim hereditdrem Angioddem bereits sehr gute Ergebnisse mit der Applikation von

C1-Esterase-Hemmern erzielt werden.

Eine weitere und noch wenig untersuchte Form des Angioddems ist das sogenannte erworbene
Angioddem. Aktuell geht man davon aus, dass bestimmte Erkrankungen wie z.B. das B-Zell-
Lymphom durch die Bildung von Auto-Antikorpern einen gesteigerten Verbrauch der C1-
Esterase bewirken und dadurch diese Form des Angioddemes auslosen. Gleiches gilt fiir das
hepatozelluldre Karzinom und die Leberzirrhose. Beide Erkrankungen gehen mit einer
reduzierten Syntheseleistung der Leber einher und fithren so zu erniedrigten C1-
Esterasespiegeln, wodurch es zu einem erhohten Bradykininspiegel kommt. Dieser begiinstigt

dann die Entwicklung des erworbenen Angioddems.

Unter dem pseudo-allergischen Angioddem (PAE) versteht man ein hiufig medikamenten-
induziertes Angioddem, welches gehduft unter der Einnahme von ASS (Acetylsalicylsiure)
auftritt, grundsitzlich kann es aber bei entsprechender Disposition von jedem Medikament
ausgelost werden. Es spricht gut auf die Therapie mit Glukokortikoiden und Antihistaminika

an.

Die zeitnahe klinische Unterscheidung zwischen einem allergischen und einem nicht-
allergischen Angioddem ist von grofer Bedeutung, da in der akuten Notfallsituation mit bereits
eingetretener 6dematoser Schwellung des Rachenraumes und der dadurch bedingten Dyspnoe,
eine akute vitale Bedrohung besteht. Letztlich entscheidet dann die korrekte Therapieform iiber
den weiteren Therapieerfolg. Wahrend bei der allergischen Form des Angioddemes
(histaminvermittelt) mit der Applikation von Glucocorticoiden, Antihistaminika und Adrenalin
rasch Erfolge erzielt werden, ist diese Therapie bei dem nicht-allergischen Angio6dem

(bradykininvermittelt) wirkungslos. Hier hat sich klinisch die Therapie mit dem synthetischen



kompetitiven B2-Rezeptor-Antagonisten Icatibant als effektiver erwiesen (Bas M, et al.,
2015). Icatibant ist strukturell ein Decapeptid, welches dem Bradykinin dhnelt. Die Wirkung
basiert auf der selektiven und kompetitiven Hemmung der B2-Rezeptoren, wodurch die
Wirkungen von Bradykinin verhindert wird. Icatibant hat flinf nichtproteinogene
Aminoséuren, daher kann es nicht iiber die Carboxypeptidase N, die Kinase I oder durch das
ACE-Converting Enzym abgebaut werden. Erste klinische Effekte nach Icatibant-Applikation,
wie die Regression des Odemes und die Besserung der klinischen Symptomatik sind nach circa
50 Minuten zu erwarten. Eine vollige Symptomfreiheit kann meist innerhalb von vier Stunden
erzielt werden (Bas M, et al., 2010).

AuBerst hilfreich fiir die Unterscheidung zwischen allergischem und nicht-allergischem
Angioddem sind die akkurate Anamnese (Medikamenten- und Familienanamnese), sowie die
korperliche Untersuchung. Es sollte verstiarkt auf klinische Zeichen einer Urtikaria oder
allergischer Exantheme geachtet werden sollte. Diese frithen klinischen Zeichen konnen ein
entscheidender erster Hinweis auf die allergische Genese eines Angioddemes sein. Mogliche
Differentialdiagnosen sind Erkrankungen aus dem rheumatischen Formenkreis, Tumore des
Kopf-Hals-Bereiches, Speicheldriisenerkrankungen, Abszesse und Gesichtsphlegmone. Auch
Folgen einer onkologischen Strahlentherapie und das Vena cava superior Syndrom sind
mogliche Differentialdiagnosen. Daher sollte neben der iiblichen laborchemischen
Routinediagnostik ergdnzend eine weitergehende Diagnostik mit Bestimmung der ACE-
Serumaktivitit, eine Rheumadiagnostik mit Bestimmung der Autoantikorper (ANA, ANCA,
ENA), eine Allergiediagnostik mit Bestimmung des spez. IgE und der Tryptase, eine
Bestimmung des C1-Inhibitor-Antigen und der C1-Inhibitor-Aktivitit, sowie die Bestimmung
der Faktor 12-Aktivitét eingeleitet werden (Bas M, et al 2010). Beim idiopathischen
Angioddem (IAE) sind bis dato weder die Ausldser noch die beteiligten Mediatoren bekannt.
Therapiert wird es mit Glukocorticoiden und Adrenalin. Bei Therapieresistenz kann im Notfall

Icatibant im off-label use versucht werden (Bas M, et al 2010).

1.4 Regulation der eNOS-AKktivitiit

Vaskuldr wird NO in den Endothelzellen der Tunica intima mit Hilfe der endothelialen
NO- Synthase (eNOS) gebildet. Zum jetzigen Zeitpunkt sind drei Isoformen der NO-
Synthase bekannt, die unterschiedliche Expressionsmuster in den verschiedenen
Korpergeweben aufweisen. Man unterscheidet die induzierbare (iNOS), die neuronale
(nNOS) und die endotheliale NO-Synthase (eNOS). Die induzierbare NO-Synthase wird
hauptsédchlich in Makrophagen und neutrophilen Granulocyten nach Zytokinstimulation als

Antwort auf eine Entziindungs- u./o. Immunreaktion gebildet (Cohen R A, et al., 1995).



Die neuronale NO-Synthase wird liberwiegend in Neuronen gebildet und das NO fungiert
als Neurotransmitter, indem es die Sekretion von Glutamat im priasynaptischen Spalt
induziert. Auf diese Art wird der neuronale Impuls weitergeleitet.

Die eNOS befindet sich hauptsédchlich in den so genannten Caveoli, das sind
Einstiilpungen der Plasmamembran innerhalb der Endothelzelle und das NO wird durch
den intrazelluldren Calcium-Einstrom freigesetzt. Das Calcium bindet dabei an das
Calmodulin, welches darauthin direkt an die eNOS bindet. Dadurch kommt es innerhalb
der eNOS zu einem Elektronentransport, bei dem letztendlich NO gebildet wird.
Unterbrochen wird die NO-Bildung durch das Protein Calveolin. Dieses bindet an die
Reduktionsdoméne der eNOS und dadurch wird der Elektronenfluss wieder unterbrochen.
Die Bindung der eNOS an das Calveolin erfolgt dabei {liber einen Myristoylrest. Diese
Bindung fiihrt also zur Inaktivierung der eNOS und diese wird wieder in die Caveoli der

Plasmamembran aufgenommen.

Die Aktivitdt der eNOS kann durch verschiedene weitere Regulationsmechanismen beeinflusst
werden. Der dabei wichtigste Regulationsmechanismus ist die positive Feedback-Inhibition
durch das NO selber (Buga G M, et al., 1993). Liegt geniigend NO vor, bindet dieses an das
Fe2" Atom der Himgruppe, welches zu NO eine wesentlich hohere Affinitit aufweist als zum
Sauerstoff, dadurch kann bereits 80-90% der eNOS-Aktivitit inhibiert werden (Abu-Soud H
M, et al., 1995).

Auch die Hohe der eNOS-Transkription, die Stabilitit der entsprechenden mRNA und die
Translationsrate sind entscheidende weitere Faktoren der eNOS-Expression und der eNOS-
Aktivitit (Nathan C and Xie Q, 1994). Zu einer erhohten eNOS-Expression kommt es zum
Beispiel nach mechanischer Dehnung der Gefédle (z.B. durch erhdhten Blutfluss), dem
sogenannten ,,Shear Stress. Darunter versteht man eine laminare Stromung in den Gefal3en,
welche direkt auf die Endothelzellen einwirkt. Die so entstandene Schubspannung beeinflusst
sowohl die Transkriptionsrate, als auch die Stabilitdt der eNOS- mRNA (Davis et al., 2001)
und fiihrt zu einer gesteigerten eNOS Expression. Diese ist allerdings auf eine erhdhte
Aktivitdt der MAPKinasen Ras/Raf/MEK1/2 und Erk1/2 angewiesen. Die Stabilisierung der
eNOS-mRNA dagegen scheint von der Aktivitdt der MAP-Kinasen weitgehend unabhingig zu
sein (Davis et al., 2001). Denn die 3’-Polyadenylierung spielt hier eine deutlich wichtigere
Rolle (Weber et al., 2005). mRNAs mit langem 3’-Poly(A)-Schwanz sind deutlich stabiler und
werden haufiger translatiert (Mazumder et al., 2003). Und tatsdchlich findet man in
Endothelzellen, welche zuvor Shear Stress ausgesetzt waren, eine gesteigerte Expression von
eNOS-mRNA mit langem 3’-Poly(A)-Schwanz, eine verldngerte Halbwertszeit der eNOS-
mRNA und eine erhdhte Translationsrate (Weber et al., 2005). Die dazu nétige Aktivierung



des eNOS-Promotors wird durch die Bindung des Transkriptionsfaktors NF-xB an das ,,shear
stress-responsive element” (5'-GAGACC-3’, lokalisiert zwischen -990 und -984) eingeleitet
(Davis et al., 2004). In einer weiteren Region des eNOS-Promotors (652 und 644) bindet
zusitzlich der so genannte Kruppel-like factor” KLF2 (SenBanerjee et al., 2004).

Auch der Aufbau des intrazelluldren Zytoskeletts und die Féhigkeit der eNOS an die
Zytomembran zu binden, nehmen weiteren Einfluss auf die eNOS-Aktivierung (Rizzo V, et al.,
1998). So wird die gebildete eNOS nach der Translation im Golgi-Apparat myristoliert und
palmitoyliert und anschliefend in der Zellmembran durch Bindung an Caveolin verankert (Liu
J, etal., 1995). Dort kommt es zur Tyrosin- und Serinphosphorylierung durch die
Proteinkinase A und die Akt-Kinase (Dimmeler S, et al., 1999; Fulton D, et al., 1999) und
somit zur Aktivierung der eNOS.

Durch die Proteinkinase C kann die Aktivierung auch wieder riickgéngig gemacht werden

(Hirata K, et al., 1995).

Unter hypoxischen Bedingungen kommt es iiber eine Hemmung der Transkription zu einer
reduzierten eNOS-Expression und eNOS Aktivitit (Bouloumie A, et al., 1999). Die dabei noch
gebildete mRNA wird durch den vaskulédren endothelialen Wachstumsfaktor VEGF zwar
kompensatorisch stabilisiert (Bouloumie A, et al., 1999; Kroll J and Waltenberger J, 1998),
jedoch durch den Tumornekrose-Faktor o und hohe LDL-Konzentrationen schneller wieder
abgebaut (Laufs U, et al., 1998). Weitere Studien deuten darauthin, dass durch NO-Synthasen
unter hypoxischen Bedingungen zusitzlich Superoxidradikale generiert werden. Dies konnte
bereits fiir die neuronale NO-Synthase und die endotheliale NO-Synthase dokumentiert werden
(Heinzel B, et al., 1992; Pou S, et al., 1992; Cosentino F, et al., 1995; Pritchard K A et al.,
1995). Dieser Vorgang wird als NOS-Entkopplung bezeichnet und kehrt die eigentliche
Wirkung der NO-Synthasen (vasoprotektives NO) zu generieren, ins genaue Gegenteil um, da
sie nun selber Radikale produzieren und so den oxidativen Stress in den Zellen weiter erhéhen.
So wurde fiir das eNOS-Enzym bereits beschrieben, dass es bei ungeniigenden L-Arginin-
Spiegeln u./o. bei unzureichender Versorgung mit BH4 hdmkatalysiert Superoxid (02-.)
generiert. Bei grenzwertiger L-Arginin/BH4-Versorgung wird zwischen der NO- und O2-
Produktion gewechselt, so dass u.a. Peroxynitrit (ONOO-) entsteht (Vasquez-Vivar et al.,
1998; Xia et al., 1998). Bei einem Mangel an L-Arginin und ausreichenden BH4-
Konzentrationen wird H>O» generiert (Stuehr et al., 2001).

Mittlerweile weill man aber, dass ein eNOS-abhingiger oxidativer Stress alleine das vaskulére

Remodeling nicht verstérkt (Suvorava T, et al., 2015).

Weitere zusitzlich auf die Expression einflussnehmende Faktoren, die hier nur der

Vollstiandigkeit halber aufgezdhlt werden sollen, sind Lysophosphatidylcholin, cGMP-



Analoga, Lipoproteine, Inhibitoren der Proteinkinase C, sowie verschiedene Zytokine (Cohen
R A, 1995; Inou N, et al., 1995; Ohara Y, et al., 1995; Ravichandran L V., et al., 1995;
Uematsu M, et al., 1995; Zembowicz A, et al., 1995).

1.5 eNOS-Knockout Miuse

Bradykinin ist einer der potentesten bekannten Vasodilatatoren und fiihrt u.a. zur
Freisetzung von NO, Prostacyclin (PGI2) und dem endothelium-derived hyperpolarizing
factor (EDHF) (Abu-Soud H M, et al., 1995). Uns interessierte, ob NO umgekehrt auch
einen Einfluss auf Expression von Bradykinin besitzt. Um eine moglicherweise vorhandene
Interaktion zwischen NO und Bradykinin zu untersuchen, wurden u.a. eNOS Knockout Méuse
(eNOS-/-) eingesetzt.

Diese Miuse sind defizient fiir die endotheliale NO-Synthase und weisen im Vergleich zu
WildtypMéusen regelméBig eine arterielle Hypertonie auf, durchschnittlich ist eine Erhohung

des mittleren arteriellen Druckes von circa 20mmHg nachweisbar. (Suvorava T, et al., 2015).

Als bereits gesichert gilt auch, dass der pharmakologische Knockout der eNOS durch das L-
Nitroarginin (L-NA) den arteriellen Blutdruck erhhen kann, denn in vivo wird kontinuierlich
NO iiber die eNOS Funktion aus dem Endothel freigesetzt. Das NO fiihrt {iber die induzierte
Vasodilatation zu einer Verringerung des peripheren Widerstands und bewirkt so die
Blutdrucksenkung. Das Fehlen der eNOS fiihrt somit zu einem erh6hten vaskuldarem
Grundtonus und zur arteriellen Hypertonie. Trotzdem entwickeln eNOS- Knockout Mause
tiber die Zeit keine Linksherzhypertrophie, welche als typische Langzeitkomplikation der
arteriellen Hypertonie anerkannt ist. Auch die Perfusion der Koronarien, das Herzzeitvolumen,
sowie die koronare Zirkulation von Bradykinin, welches eine Vasodilatation in den Koronarien
bewirken kann, bleiben unverindert (Goedecke et al., 1998; Stauss et al., 1999). Die
auftretende arterielle Hypertonie scheint aber eine Folge der fehlenden eNOS Aktivitét zu sein,
da die Herzfrequenz der eNOS-Knockout Méuse erniedrigt ist. Eine gesteigerte Aktivitit des
sympathischen Nervensystems, als mogliche weitere Ursache der arteriellen Hypertonie
kommt nicht in Frage (Goedecke et al., 1998; Kojda et al., 1999; Stauss et al., 1999). Bei
gesteigerter Sympathikusaktivitit kommt es regelmifBig zu einem Anstieg der Herzfrequenz.
Diese liegt aber hier nicht vor. Die beiden wichtigsten Hormone des sympathischen
Nervensystems sind dabei das Adrenalin und Nor-Adrenalin und beide Hormone bewirken
durch Vasokonstriktion einen Blutdruckanstieg und erhéhen die Herzfrequenz.

Der beobachtete Blutdruckanstieg in eNOS- Knockout Méusen erklért sich dadurch, dass tiber
die Aktivierung der Proteinkinase G NO die Reninsekretion hemmt (Wagner et al., 1998).



Somit kann eine gesteigerte Aktivitdt des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems zur
Entwicklung des arteriellen Hypertonus in den eNOS- Knockout Méusen beitragen. Und
tatsidchlich weisen eNOS- Knockout Méuse stets eine messbar erhohte Reninkonzentration im
Plasma auf (Shesely et al., 1996).

Die Uberexpression des eNOS-Gens fiihrt dagegen erwartungsgemif zur Entwicklung einer
arteriellen Hypotonie. Es wird vermehrt NO gebildet, welches tiber die Vasodilatation den
Blutdruck senkt (Ohashi Y et al., 1998; Suvorava T, et al., 2005 ; Bas M, Oppermann M,
2011).

Im Vorfeld konnte bei Mausen mit disruptiertem eNOS-Gen schon gezeigt werden, dass
bedingt durch die fehlende vaskuldre NO-Produktion, arteriosklerotische
GefdaBwandverdnderungen nach einem gesetzten intraluminalen Schaden wesentlich stirker
ausgepragt waren, als bei KontrollMausen mit intaktem eNOS-Gen (Huang et al., 1995). Hier
manifestiert sich also erneut der vasoprotektive Effekt des von der eNOS generierten NO. Zu
bedenken bleibt allerdings, dass in den eNOS-Knockout Mdusen auch andere Isoenzyme der
NO-Synthase (iNOS, nNOS) im geringen Malle vasoaktives NO freisetzen konnen und den
Verlust der eNOS, zumindest theoretisch und partiell kompensieren konnten. Allerdings
scheint dieser theoretisch denkbare Kompensationsmechanismus keine Rolle zu spielen, da es
in den eNOS- Knockout Miusen regelméBig zur Entwicklung der arteriellen Hypertonie

kommt (Kurihara et al., 1998).

Zusammenfassend suggerieren diese Befunde, dass von der endothelialen NO-Synthase
gebildetes NO einen wichtigen Einfluss auf den Tonus der Geféf3e ausiibt, indem es

vasodilaMausend und in der Summe seiner Effekte vasoprotektiv wirkt.

1.6 Fragestellung

Die Aktivierung des vaskuldren Bradykinin Rezeptors Typ II (B2) fiihrt zur Bildung von NO,
Prostacyclin (PGI,) und des endothelium-derived hyperpolarizing factors (EDHF). Noch ist
nicht bekannt, ob diese Mediatoren umgekehrt auch die Expression des B2 beeinflussen,
weshalb im Rahmen dieser Promotion der Effekt von NO auf die vaskuldre B2 Expression
untersucht werden sollte. Diese Fragestellung hat besondere klinische Relevanz, denn wenn
NO die B2 Expression beeinflusst, miisste der Einsatz der hiufig genutzen Antihypertensiva
ACE-Hemmer und AT1-Blocker kritischer iiberdacht werden. Durch den Einsatz der ACE-
Hemmer und AT1-Blocker wird durch die Hemmung des Angiotensin-konverMé&usendes
Enzym (ACE) auch regelmifig ein erhohter Bradykininspiegel generiert. Somit erhoht sich
das Risiko ein nicht allergisches Angioddem mit allen klinischen Komplikationen zu

entwickeln um ein Vielfaches. Es miisste hdufiger iiberdacht werden, ob nicht alternative
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Antihypertensiva hiufiger eingesetzt werden sollten, um die Komplikationen des akut
lebensbedrohlichen Angioddems zu vermeiden. In Frage kimen z.B. Calciumantagonisten und
viele andere Medikamente. Aber, es ist auch bekannt, dass es durch den Einsatz von ACE-
Hemmern und AT1-Blockern zu einer verbesserten Endothelfunktion kommt und dadurch
vermehrt vaskulidres NO zur Verfligung steht, welches eine vasoprotektive Funktion und
Blutdrucksenkung bewirkt. Die zahlreichen vasoprotektiven Eigenschaften des NO weisen
allerdings nicht alle Antihypertensiva auf. Und besonders positiv zu bewerten sind die Effekte
des NO bei bereits an Arteriosklerose, koronarer Herzkrankheit oder peripherer arterieller
Verschlusskrankheit (pAVK) erkrankten Patienten, da sich die Progression der vaskulédren
Erkrankung durch NO verzdgern 148t.

Um eine mdgliche Interaktion zwischen dem Bradykinin und NO nachzuweisen, wurde im
ersten Schritt der B2 Proteingehalt in den Organen Herz und Lunge von eNOS-Knockout
Miusen, eNOS™, eNOSn und C57BL/6 bestimmt. In weiterfiihrenden Versuchen wurden die
verschiedenen Tierlinien dann entweder mit dem NO-Donor PETN oder mit dem NOS-
Inhibitor L-NA behandelt, um mogliche Effekte des fehlenden NO auf den B2 darstellen zu
konnen. Transgen-negative eNOSn und C57BL/6 Méuse dienten stets als Negativkontrollen.

Ergidnzend zu den in vivo Experimenten wurde in in vitro Experimenten mit porvinen
Aortenendothelzellen (PAEC) der B2- Proteingehalt nativ, nach Behandlung mit NO-
Donatoren (SNAP oder DETA/NO) oder nach Behandlung mit einem NOS-Inhibitor (L-NA)
bestimmt. Die Behandlung der Zellen mit L-NA entsprach dabei einem akuten
pharmakologischen Knockout, da alle Isoformen der NO durch das L-NA gehemmt wurden
und ermoglichte so den direkten Vergleich mit dem genetischen eNOS-Knockout. Uns
interessierte besonders, ob es zu Kompensationsmechanismen zwischen der eNOS und dem B2
kommt und ob diese sich bei einem pharmakologischen und einem genetischen Knockout

voneinander unterscheiden.

2. Material und Methoden

2.1. Substanzen und Puffer

1x TAE-Puffer (pH 8,0) Tris-Acetat 40 mM, EDTA ImM
Trenngelpufter (pH 8,8) Tris 1,5 M, SDS 0,4 %
Sammelgelpuffer (pH 6,8) Tris 0,25 M, SDS 0,2 %
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Tankpuffer (10x, pH 8,6) Tris 0,25 M, Glycin 1,2 M, SDS 1 %

Westernblot Puffer (pH 8,5) Tris 0,250 M, Glycin 0,001 M, MeOH 20%
TBST (pH 7,6) Tris 0,01 M, NaCl 0,13 M, Tween 0,1 %
Probenpuffer Tris 50 mM, SDS 2 %, Glycerin 10 %,

Bromphenolblau 0,005 %

Probenpuffer (denaturierend): 440 pul Probenpufter, 60 pl B-Mercaptoethanol

ProteingroBenmarker von BioRad, Precision Plus Protein™, All Blue Standards, 500 ul

ProteingroBBenmarker von BioRad, PageRuler Plus Prestained ™ , 500 pl

4-20% Tils-glycine SO6-PAGE

Gellauf: Elektrophoresekammer Mini Protean von BioRad®

Blotting: Blotkammer von Biorad®
Blocken:

2% ECLadvanced / TBST (Amersham, Freiburg)
Skim Milk Powder (Fluka, Miinchen)

Verwendete Antikorper:

-Polyklonaler anti-B2 Bradykinin-Receptor-Antibody Acris Antibodies
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(SP 4078P)

-Monoklonaler anti-B2 Bradykinin-Receptor-Antibody
(BD Biosciences)

-Meerrettich-Peroxidase-konjugierter anti-mouse IgG Antikorper (Sigma-Aldrich, Missouri /

USA) monoklonaler anti-eNOS/NOS Type III (BD Biosciences)

Detektion:
-ECL Advance Westernblotting Detection Kit (Amersham, Freiburg)

-Lumi-Light-Westernblotting 1 Substrate, Lumi-Light Westernblotting 2 Substrate (Roche,

Mannheim)

Herstellung des Trenngels (fiir 2 Gele) 12 %
Acrylamid-Bisacrylamid (30 %) 7,6ml
Trenngelpuffer (4x) 4,7ml
Aqua bidest 6,4ml
TEMED 18ul
APS (10 %) 180ul
Herstellung des Sammelgels 4,5 %
Acrylamid-Bisacrylamid (30 %) 2,4ml
Sammelgelpuffer (10x) 4,0ml
Aqua bidest 9,3ml
TEMED 18ul
APS (10 %) 180ul

Gewebe-Lysis-Puffer (4ml)

200ul 100mM Tris

8ul PMSF (500x)
90ul PIC (500x)

40ul PIM

40p EDTA (100x)
400ul EGTA (10x)
40ul Na4P207 (100x)
20 Na-Vanadat
40ul Na-F (100x)
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40ul 3-Glycerolphosphat

mit dH,O auf ein Endvolumen von 4 ml auffiillen

Zellysis-Puffer/ RIPA-Lysis-Puffer:

150 mM NacCl 1,Sml 5 M
50 mM Tris/HCI pH 8,0 25ml1M
1 % NP-40 500 pl

0,1 % SDS 500 pul 10 %
H>O 45 ml

TE-Puffer pH 8,0

10 mM Tris (121,14 mg / 100 ml)
1 mM EDTA (372,24 mg / 100 ml)

Coomassie-Féarbung / Losungen:

Stock I: 0,2 % Coomassie Brilliant blue R-250 in Ethanol 90 %
Stock 1II: Essigsdure 20 %
Fixierungslosung: Ethanol 40 %

Essigsédure 10 %
Wasser 50 %

Destaininglosung.: Ethanol 20 %
Essigsdure 10 %
Wasser 70 %
Ponceau-Farbung / Lésung:
10 x Stammldsung Ponceau- S, eingesetzt fiir die Experimente wurde eine mit Wasser
verdiinnte 1x Ponceau-S-Losung.
Verwendete Kits:
-Qiagen QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden)

-ECL Advance Westernblotting Detection Kit (Amersham, Freiburg)
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Weitere Materialen und Gerite:

PVDF-Membran (Roche, Mannheim)

Rontgenfilme (Hyperfilm ECL, Amersham, Freiburg)
Ultra-Turrax (T8, Ika Labortechnik)
Begasungsbrutschrank

Gel-Dokumentationssystem Gel Doc 100- System, BioRad

Zellkulturmedien:

Medium M 199 with Earle Salts with Glutamin (PAA the Cell Culture Company, Célbe),
Trypsin EDTA (1: 250) 1x (PAA the Cell Culture Company, Colbe),

Foetal Bovine Serum “ Gold “, defined foetal Bovine Serum, EU approved (PAA the Cell
Culture Company, Célbe).

Penicillin / Streptomycin (100x) (PAA the Cell Culture Company).

DETA/NO: Diethylenetriamine/nitric oxide adduct (Sigma-Aldrich, Miinchen).

2.2 Versuchstiere

Die Zucht der verwendeten Méuselinien erfolgte unter der Leitung und Supervision von Frau
Dr. med. Treiber, Leiterin der Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf.
Die Miuse wurden in der zentralen Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine-Universitét
Diisseldorf in Edelstahlkéfigen unter standardisierten Bedingungen gehalten (Raumtemperatur
20°C, relative Luftfeuchte 55 % + 5 %, Tag-Nacht-Rhythmus 12 h durch Kunstlicht mit 300
Lux). Sie erhielten keimfreies Trinkwasser ad libitum aus Flaschen und wurden kontinuierlich

tierdrztlich uberwacht.

2.2.1 eNOS" / eNOS™ Mause:

Mit Hilfe eines Tie-2 Promotors wurden eNOS™ Miuse mit einer 3,3- fach hoheren aortalen
eNOS-Expression generiert (Suvorava T, et al., 2005 ; Bas M, Oppermann M, 2011).

Als Negativkontrollen dienten in allen durchgefiihrten Experimenten transgen-negative
Wurfgeschwister (eNOS"). Fiir die Versuche wurden ausschlieBlich mannliche Mause im Alter
zwischen 12 bis 20 Wochen eingesetzt. Die bei den Versuchen erhobenen Daten der eNOS
Knockout Méuse wurden mit den Daten der eNOS" Méuse verglichen und in Relation gesetzt.
Die einzelnen Priparationsschritte der Organpréparation sind fiir alle verwendeten
Maiusestamme identisch. Die Mause wurden mit Kohlendioxid euthanasiert und auf einem

Priparationstisch fixiert. Mit einer Schere wurde das Fell vom Thorax entfernt, Sternum und
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Rippen fiir die Entnahme des Herzens und der Lunge durchtrennt. Das Herz wurde frei
pripariert, mit einer Pinzette umfasst und von der Aorta an der Aortenwurzel abgetrennt. Auch
die Lungen wurden fiir die Experimente entnommen und verwendet. Nach der Entnahme
wurden die Organe sofort in ein steriles Eppendorfgefal iiberfiihrt und in fliissigem Stickstoff
bis zum Ende der Praparation aufbewahrt. Bis zur Lyse am Folgetag wurden sie in einer -80°C
Truhe gelagert. Die Durchfiihrung der Studie wurde im Vorfeld von der Regierung genehmigt
(AZ 50.05-230-3-65/99, AZ 50.05-230-3-94/00, AZ50.05-230-18/06) und die Experimente
wurden nach den Richtlinien fiir den Umgang mit VersuchsMausen laut deutschem
Tierschutzgesetz und ,,Guide for he care and use of Laboratory animals,, (US Institute of

Health) durchgefiihrt.

2.2.2 eNOS Knockout Miuse

Fiir die Experimente wurden u.a. auch eNOS-Knockout Méuse eingesetzt (Shesely et al., 1996;
Goedecke et al.,1997). Der Genotyp eines jeden Mauses wurde mit Hilfe der PCR und der aus

der Schwanzspitze isolierten DNA vor Versuchsbeginn bestimmt.

2.2.3 L-NA Behandlung

Um eine mdglicherweise vorhandene Abhdngigkeit der B2 Expression von NO zu
berpriifen, erhielten eNOS" und eNOS ™" Miuse iiber 3 Wochen den NOS-Inhibitor L-
Nitroarginin (L-NA, Sigma, Deutschland), (100 mg/kg/KG/d), welcher alle Isoformen
der NO-Synthasen gleichermafen inhibiert und so die gesamte endogene NO-
Freisetzung hemmt. Diese Vorgehensweise entspricht dem akuten pharmakologischen

Knockout der eNOS (Kojda G and Harrison D G, 1999).

2.2.4 PETN Behandlung

C57BL/6 Méuse wurden randomisiert in 3 Gruppen eingeteilt (n= 6 je Gruppe) und erhielten
iiber 4 Wochen entweder ein Placebo des NO-Donors Pentaerythriltyl-Tetranitrat (PETN) 0
mg, oder PETN in der Dosierung 6 mg (PETN-6) bzw. 60 mg (PETN-60) PETN/kg/KG/d iiber
die Nahrung. Die Plasmakonzentrationen der PETN Metabolite Pentaerythritol Di- und
Mononitrat wurden mit Hilfe der Gaschromatographie / Massenspektrometrie bestimmt, um
sicher zu stellen, dass eine ausreichend hohe orale PETN Dosis appliziert wurde und gentigend
hohe NO Plasmaspiegel erreicht wurden (Vorgehensweise siche Muller et.al., 2004). Nach
oraler Gabe wird PETN aufgrund des hepatischen firstpass-Effekts schnell und fast komplett
zu Pentaerithrityltrinitrat (PE-tri-N) denitriert. PE-tri-N wird ebenfalls schnell denitriert, so
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dass dieser Metabolit nicht im Plasma quantifiziert werden kann. Nur bei sehr hohen oralen
Dosen finden sich Spuren von PE-tri-N im Vollblut. Pentaerithrityldinitrat (PEDN) ist daher
der erste Nitratester, der im Plasma quantifizierbar ist. In zwei weiteren Schritten wird PEDN
zu Pentaerithritylmononitrat (PEMN) und Pentaerithrit metabolisiert. Nach oraler Applikation
kann der PETN Spiegel im Plasma also nicht direkt gemessen werden, daher wurden
stattdessen die Konzentrationen von PEDN und PEMN bestimmt.

Das PETN wurde tiber die Firma Actavis, Langenfeld, Deutschland bezogen.

2.3 Zellkulturexperimente

2.3.1 PAEC (porvine Aortenendothelzellen)

Fiir die Experimente wurden ausschlieBlich miannliche Mause verwendet. Im Anschluss an die
Praparation erfolgte stets eine PCR zur Geschlechtsbestimmung. Die Aorten der Miuse
wurden uns freundlicherweise vom Duisburger Schlachthof (Emmericherstr. 96 B, 47138

Duisburg) kurz nach der Schlachtung zur Verfiigung gestellt.

2.3.2 Priparation der PAEC

Die Aorten (Pars thoracica) wurden zu Beginn der Préparation mehrfach mit sterilem PBS
gespiilt. Das Fett und die umgebende Tunica adventitia externa wurden entfernt und die von
der Aorta abgehenden Gefil3e ligiert. AnschlieBend wurde das Lumen mit PBS und 10 ml
Dispase Solution® (1 mg/ml, Calbiochem, Darmstadt, Deutschland) gespiilt und das untere
Ende der Aorta verschlossen. Nach einer 20-miniitigen Inkubation bei 37°C wurde die so
gewonnene Zell-Losung zweimalig fiir jeweils 5 Minuten mit 200 x g in dem Kulturmedium
199 (PAA, Pasching, Osterreich), welches zusitzlich 10 % fetales Kilberserum und Penstrep®
enthielt (PAA, Pasching, Osterreich) zentrifugiert. Das erhaltene Zellpellet wurde
resuspendiert und die Zellen in Zellkulturflaschen und im Inkubator bei einer Temperatur von
37°C kultiviert. Nach sieben bis zehn Tagen und bei entsprechender Zellkonfluenz, wurden
weitere Passagen angelegt. Fiir die Experimente wurden die Passagen 2 bis 3 eingesetzt, damit
eine bestehende B2 Expression als gesichert anzunehmen war und eine gestorte B2 Expression,

durch ein zu hohes Zellalter, ausgeschlossen werden konnte.

2.3.3 Passagieren der PAEC

Vor dem Passagieren der Zellen wurde der Arbeitsplatz und das Mikroskop griindlich

und mehrfach mit Ethanol gereinigt, um mogliche Kontaminationen der Zellkulturen zu

17



vermeiden. Die Zellkonfluenz wurde fiir jede Zellkulturflasche einzeln bestimmt. Bei
einer Zellkonfluenz von mindestens 80-90% wurde das Medium mit einer Pasteurpipette
entfernt und anschlieBend 20 ml PBS in die Zellkulturflasche gegeben und diese
mehrfach geschwenkt, damit verbliebenes altes Medium ausgewaschen und entfernt
werden konnte, ansonsten hétte dieses spéter das Trypsin inaktivieren kdnnen.

Nach diesem Arbeitsschritt wurde das PBS abpipettiert und 6-7 ml Trypsin /5 ml PBS in
die Zellkulturflasche eingebracht. Unter dem Mikroskop wurde die moglichst
vollstindige Ablosung der Zellen von der Wand der Zellkulturflasche kontrolliert. Die
erhaltene Trypsin-Zellsuspension wurde aufgenommen und in ein neues Réhrchen
tiberfithrt und mit 20 ml frischem Medium versetzt. Das R6hrchen wurde bei 200 x g fiir
5 Min / RT zentrifugiert. Nach erfolgter Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen
und 15 ml frisches Medium M199 hinzu gegeben und das Zellpellet resuspendiert. In
neue Zellkulturflaschen wurde jeweils 5 ml der Zelllosung pipettiert und die Zellen
wurden im Wiarmeschrank (37°C, 5% Kohlendioxid) bis zur néchsten Passagierung

weiter kultiviert.

2.4 Zellinkubationen PAEC-Zellen

Die Kultivierung der PAEC-Zellen erfolgte in einem Begasungsbrutschrank bei 5,0 %
Kohlendioxid und einer konstanten Temperatur von 37°C. Das verwendete Medium setzte sich
aus Medium 199 (PAA), 8 % fetalem Kélberserum (FCS), 100 U/ml Penicillin, sowie 100
pg/ml Streptomycin zusammen und wurde zweimal wochentlich komplett ausgetauscht. Bei
entsprechender Zell-Konfluenz wurden die Zellen wie bereits beschrieben passagiert und fiir
die Experimente verwendet.

Die PAEC wurden entweder mit dem NOS-Inhibitor L-NA, dem NO-Donor SNAP (S-Nitroso-
N-acetyl-D,L-penicillamin) oder dem NO-Donor DETA /NO (Diethylenetriamine/nitric oxide
adduct) behandelt. Nur mit Medium inkubierte Zellen dienten als Negativkontrollen. Die
Zellen wurden jeweils entweder iiber einen Zeitraum von 1h, 3h, 6h, oder 12h inkubiert. Nach
den jeweiligen Inkubationen wurden sie lysiert und 40pug Protein / Probe wurde fiir die

Westernblot-Versuche eingesetzt.

2.4.1 L-NA Inkubation von PAEC

Fiir die Inkubation wurde jeweils ImM L-NA eingesetzt, welches vorab in PBS gelost und
dann dem Medium hinzugefiigt wurde. Die Inkubationszeiten waren entweder 1h, 3h, 6h,
sowie entsprechende Negativkontrollen (nur mit Medium inkubierte Zellen). Das L-NA
inhibiert alle Isoformen der NOS und dadurch die komplette endogene NO-Produktion
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innerhalb der PAEC. Dies entspricht dem akuten pharmakologischen Knockout, so dass

direkte Vergleiche zum genetischen Knockout mdglich wurden.

2.4.2 SNAP Inkubation von PAEC

10 umol SNAP wurde in DMSO geldst und dem Medium hinzugefiigt. Die gewidhlten
Inkubationszeiten waren hier ebenfalls 1h, 3h, 6h, sowie entsprechende Negativkontrollen
(nur mit Medium inkubierte Zellen). SNAP ist ein stabiler NO Donor und potenter
Vasodilatator. SNAP induziert in vivo und in vitro keine pharmakologische Toleranz. Es
setzt unter physiologischen Bedingungen spontan NO frei und in wéssriger Losung betragt

die Halbwertszeit circa 4,6 Stunden.

2.4.3 DETA/NO Inkubation von PAEC

Die PAEC-Zellen wurden fiir diese Versuche mit 100 uMol DETA/NO inkubiert.

Die Zeitintervalle der Inkubationen waren 1h, 3h oder 6h, sowie entsprechende
Negativkontrollen (nur mit Medium inkubierte Zellen). DETA/NO gehort zu den NO-
freisetzten zwitterionischen Polyaminen, den sogenannten NONOates. In wéssigriger
Losung setzt es spontan und pH-abhéngig 2 Molekiile NO frei. Die Halbwertszeiten
betragen bei 37°C und einen pH Wert von 7.4 jeweils 20 Stunden und 56 Stunden.

2.5 Molekularbiologische und biochemische Untersuchungen

2.5.1 Proteinpriparation aus Zellen

Vorbereitungen fiir die Proteinpréparationen:
Unmittelbar vor Gebrauch wurde 1,5 ml RIPA-Lysis Puffer und 60 pl Proteinase-Hemmer-
Cocktail 3 (Calbiochem) bereit gestellt und bis zum eigentlichen Gebrauch auf Eis aufbewahrt.

Durchfiihrung:

Das Medium wurde aus den Zellkulturflaschen entfernt und die Zellen wurden 2x mit
jeweils 10 ml PBS gewaschen. Durch vorsichtiges mechanisches Ablésen wurden die
Zellen von der Wand der Zellkulturflasche geldst und wieder in das alte Medium
aufgenommen. Im néchsten Praparationsschritt erfolgte eine Zentrifugation bei 200 x g
bei RT fiir 5 Minuten. Das Zellpellet wurde 1x mit 10 ml PBS gewaschen und erneut bei
200 x g und RT fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet in 1 ml PBS resuspendiert und in ein 2 ml Standardreaktionsgefd3 iiberfiihrt. Die
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Zellsuspension wurde mit 2000 rpm und RT fiir 5 Minuten zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und das Pellet mit 200 pl eiskaltem RIPA-Lysis Puffer resuspendiert. Die so
erhaltene Zellsuspension wurde fiir 15 Minuten im Ultraschallbad bei 0°C
homogenisiert. Die homogenisierte Zelllosung wurde erneut mit 100 x g fiir 10 Minuten
bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand mit den isolierten Zellproteinen wurde abpipettiert
und in ein neues 1,5 ml Standardreaktionsgefal3 tiberfiihrt und bei -80°C gelagert.

2.5.2 Proteinpriparation aus Organen

Die Organproben wurden bis zur Proteinpriparation am Folgetag bei -80°C gelagert und
kurz vor der Proteinpréparation in fliissigen Stickstoff {iberfiihrt und so entsprechend bei
-196°C schockgefroren. Die Organproben wurden einzeln mechanisch pulverisiert und
das Pulver in ein 1,5 ml Reaktionsgefa} iiberfiihrt und mit 500 pl Lysispuffer (Lungen)
bzw. 250 ul Lysispuffer (Herz) versetzt. Anschlieend wurden die Proben mit dem
Ultra-Turrax® homogenisiert und zusitzlich noch einmal zur besseren Homogenisation
im Ultraschallbad auf Eiswasser 10 Minuten lang behandelt. Es folgte dann die
Zentrifugation mit 100 x g bei 4°C fiir 10 Minuten. Der gewonnene Uberstand wurde in
ein neues 1,5 ml Standardreaktions-gefd3 Reaktionsgefal3 tiberfiihrt und 20 Minuten lang
bei 4°C mit 100 x g zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand in ein
neues Reaktionsgefdll verbracht. Mit Hilfe der Bradford Methode wurde die

Proteinkonzentration der Proben bestimmt.

2.5.3 Proteinkonzentrationsbestimmung aus Organ- und Zelllysaten nach Bradford

Die Bestimmung des Proteingehaltes der Organ- und Zelllysate erfolgte mit Hilfe der
Bradford-Methode. Der Bradford-Test ist eine photometrische Methode fiir die semi-
quantitative Bestimmung von Proteinen (Bradford, 1976). Der Triphenylmethanfarbstoff
Coomassie-Brillant-Blue G-250 bildet dabei in saurer Losung mit kationischen, sowie
nichtpolaren, hydrophoben Seitenketten von Proteinen Komplexe aus. Das
Absorptionsspektrum der ungebundenen kationischen rotgefarbten Form hat ein
Absorptionsmaximum bei 470 nm. Durch die Komplexbildung mit Proteinen wird der
Farbstoff in seiner blauen, unprotonierten, anionischen Sulfonatform stabilisiert und das
Absorptionsspektrum verschiebt sich auf ein Absorptionsmaximum bei 595 nm. Da der
Extinktionskoeffizient des Farbstoff-Protein-Komplexes sehr viel hoher als der des freien
Farbstoffes ist, kann die Zunahme der Absorption bei 595 nm durch die Bildung des
Komplexes mit hoher Empfindlichkeit gegen das freie Farbreagens photometrisch bestimmt

werden und ist daher ein MaB fiir die Proteinkonzentration der Losung. Das Ausmal} der
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Farbreaktion variiert allerdings von Protein zu Protein und ist abhéngig von der Temperatur
und der Zeit bis zur Messung. Daher wird zur genauen Konzentrationsbestimmung zusitzlich
eine Kalibrationslosung benétigt. Meist werden so genannte Standardproteine, wie das BSA,
zur Kalibrierung eingesetzt. Vor der eigentlichen Proteinkonzentrationsbestimmung der Proben
wurde mit verschiedenen Konzentrationen von BSA eine Kalibrierung des Photometers
vorgenommen und nach linearer Regression der resulMédusenden Eichgrade die Steigung
errechnet. Unter den gleichen Bedingungen wurden dann die Proben der Lysate gemessen und

deren Proteingehalt bestimmt.

Herstellung des Bradford Reagenz:

Chemikalien:

40 mg Coomassie Blue G- 250
10 ml Ethanol (96 %)

20 ml Phosphorsaure (85 %)
170 ml Aqua dest.

Coomassie Blue G250 (BioRad, Miinchen) wird unter Riihren bei 50°C in Ethanol geldst (30
min). Anschliefend werden 150 ml Aqua dest., sowie 20 ml Phosphorsdure zugegeben. Alles
zusammen wird ad 200 ml aufgefiillt. Die Losung wird bei Raumtemperatur fiir weitere 30—60
min geriihrt und anschlieBend durch einen Millipore Filter mit 2 um PorengroBe gesaugt oder
alternativ zweimal durch einen Faltenfilter gegossen. Die erhaltene Losung sollte leicht
briunlich gefirbt sein und das Reagenz ist ungefiahr vier Wochen bei Raumtemperatur und
lichtgeschiitzter Lagerung haltbar.

Herstellung einer Verdiinnungsreihe (Eichkurve zur Proteinbestimmung)

Chemikalien:

Tris-Pufter (5§ mM)

1 mg/ml BSA (Bovine Serum Albumine)
Bradford-Reagenz

Pipettierschema:

Endkonzentration BSA [ul] Tris Puffer [ul]
BSA [pug/ml]

140 100 614

120 100 733
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100 50 450
90 50 505
80 50 575
50 200 200
20 50 200
10 50 450

Messung der Verdiinnungsreihe:

Wenn die Verdiinnungsreihe fertig gestellt ist, werden jeweils 100 pl einer Probe mit je 400 pl Bradford-

Reagenz in einer Kiivette gegeben. Nach fiinf Minuten Wartezeit verfarbt sich die Losung in den Kiivetten

bldulich und die Proben werden gegen einen Blank, bestehend aus 100 pl Tris mit 400 pl Bradford-Reagenz,

bei 595 nm (vis) gemessen.

Auswertung der Messergebnisse:

Nach der Messung werden die ermittelten Messwerte in das Computerprogramm ,,Prism3*

(GraphPad® Software) iibertragen. Dieses Programm ermittelt die lineare Regression und die

Standardabweichung, so dass eine Eichgerade angelegt werden kann.

Extinktion

0 T T 1
0 50 100 150

Konzentration Eichprotein [ pg/ml]

Abb.2: Exemplarische Eichgerade

Durch die Verwendung einer Stammldsung mit bekannter Proteinkonzentration kann iiber eine

Verdiinnungsreihe eine Eichkurve erstellt werden. Als Stammldsung wurde bovines Serumalbumin (BSA)

eingesetzt.

Mit Hilfe der Geradengleichung kann mit Hilfe der folgenden Gleichung die Konzentration C

des Proteins bestimmt werden: C= (E -b)/m

E: Extinktion
b: Ordinatenabschnitt

m: Steigung
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2.5.4 Proteinauftrennung

Die Proteinauftrennung aus den Organ- und Zelllysaten erfolgte nach dem Prinzip der
diskontinuierlichen Gelelektrophorese. Es wurde ein 4,5%iges Sammelgel und ein 12%iges
Trenngel eingesetzt. Die eingesetzte Proteinkonzentration wurde im Verhéltnis 1:1 mit
Probenpuffer gemischt (z.B. 20 pl Proteinlosung + 20 pl Probenpuffer denaturierend) und bei
95°C 5 Minuten lang im Hitzblock denaturiert. Die denaturierten Proben wurden im Anschluss
durch Vortexen (15 sec.) homogenisiert und dann zentrifugiert (15 sec.). Unmittelbar vor dem
Auftrag der Proteine auf das Sammelgel wurden die Proben mit einer Auftragekaniile
homogenisiert. Die Proteinauftrennung erfolgte bei 160 Volt in einer Elektrophoresekammer
(Mini Protean, BioRad, Miinchen) mit 1x Tankpuffer. Der Gellauf selber wurde im 4°C
Kiihlraum des Institutes durchgefiihrt und dauerte im Durchschnitt circa 2,5 Stunden. Als
Molekulargewichtsmarker diente der Precision Plus Protein™ All Blue Standards (BioRad,
Miinchen). Bei den Gewebeproben aus der Lunge wurde jeweils eine Proteinkonzentration von
80ug/ Probe eingesetzt, bei Gewebeproben aus dem Herzen nach PETN-Behandlung ebenfalls
80 ng Protein / Probe und nach L-NA Behandlung 150ug Protein / Probe, sowie bei allen
Zelllysaten jeweils 40 pg Protein / Probe.

2.5.5 Protein-Transfer

Die im Trenngel aufgetrennten Proteine wurden in einer Blotting Kammer (BioRad, Miinchen)
auf eine PVDF-Membran (Roche, Mannheim) iibertragen. Dazu wurde die Blotting Kammer
mit eiskalten Blotpuffer befiillt und die Ubertragung der Proteine auf die Membran erfolgte bei
90 Volt und dauerte circa 1,5 h. Wihrend des Proteintransfers wurde der Blotpuffer nach circa
45 Minuten Laufzeit einmal komplett gegen neuen eiskalten Blottingpuffer ausgetauscht und

das Eis innerhalb des Kiihlakkus wurde bei Bedarf entsprechend 6fter gewechselt.

2.5.6 Blotting-Prozedur

Die Blotting- Prozedur ist fiir alle in dieser Promotion aufgefiihrten Westernblots identisch und
wird daher nur einmal exemplarisch beschrieben. Sie erfolgte stets im Anschluss an die
Gelelektrophorese. Hierzu wurde zur Grof3e des Gels ein passendes Stiick einer PVDF-
Membran ausgeschnitten und dieses kurz in Methanol aktiviert (30 sec) und dann in dH,O
rehydriert (2 min). AnschlieBend wurde die Membrane zur Aquilibrierung des pH-Wertes fiir 5
Minuten in den Westernblot-Puffer gelegt. Die Filter und Schwidmme wurden ebenfalls in den
Westernblot-Puffer gelegt, bis diese gut durchtrinkt waren. Eventuell vorhandene Luftblasen

wurden aus den Schwammen und Filtern durch leichte manuelle Kompression entfernt.
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Die Blotkammer (BioRad) wurde wie in Abbildung 3 gezeigt zusammengesetzt, ein Schwamm
wurde auf die schwarze Seite der Halterung postiert, die Filter, das Gel, die Membrane, weitere
Filter und ein weiterer Schwamm wurden nacheinander in die Halterung eingebracht. Die
Halterung wurde so in die Kammer gesetzt, dass deren schwarze Seite zur schwarzen Kathode
zeigte. Die Kammer wurde mit kaltem (4°C) Westernblot-Puffer befiillt, ein Kiihlaggregat und
ein Rithrfisch wurden in die Kammer eingebracht und diese dann auf einen Magnetriihrer
gestellt. Das Blotting erfolgte bei 90 V und dauerte circa 1.5 h. Nach dem Blotten wurde die
Membrane vollstindig getrocknet und anschlieBend in Methanol ca. 30 sec lang reaktiviert,
dann circa 2 Minuten in dH»O rehydriert und fiir weitere 2 Minuten in TBST gelegt.

Vor der Antikdrperinkubation mit dem Primérantikérper wurde die Membrane bei 75kD in
zwei Teile geschnitten und der obere Teil der Membrane mit dem eNOS-Antikorper (eNOS
Bande bei 135 kD) und der untere Teil der Membrane mit dem B2 Antikérper (B2 Bande bei
42 kD) inkubiert.
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Abb. 3: Schematischer Aufbau einer Blot-Kammer (www.bio-rad.com)

2.5.7 B2-Western- Blot (monoklonaler Antikorper)

Die B2-Expression wurde durch Westernblotversuche und die Verwendung eines
monoklonalen Antikdrpers gegen B2 ermittelt. Lunge und Herz wurden den Miusen im Alter
von 12 bis 20 Wochen entnommen und in fliissigen Stickstoff bei —196°C schockgefroren und
entsprechend dem unter 4.5.2 beschriebenen Protokoll der Proteinpréparation lysiert. Die
Homogenisate der jeweiligen Organe wurden fiir die Westernblots eingesetzt. Die
Proteinauftrennung durch die Elektrophorese und die sich anschlieBende Blotting Prozedur

erfolgte wie bereits beschrieben. Zum Blocken wurde eine 2 %ige ECLadv.- Losung
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hergestellt. Hierzu wurde 1 g ECLadv. (ECL Advance Westernblotting Detection Kit,
Amersham, Freiburg) in 50 ml TBST-Puffer aufgelost. Mit dieser Losung wurde die Membran
fiir eine Stunde bei Raumtemperatur auf einer Wippe inkubiert, so dass unspezifische

Bindestellen blockiert wurden.

1. Primérantikérperinkubation (monoklonaler Antikérper gegen B2):

Fiir die Inkubation mit dem Primérantikdrper wurde eine 2%ige ECLadv.-Losung mit mAb
anti-B2 (BD Biosciences, Heidelberg) 1:1000 hergestellt und die Membrane wurde mit der
ECLadv./ Antikorper-Losung gut bedeckt. Es erfolgte eine Inkubation auf der Wippe bei 4°C
iiber Nacht. Am Folgetag wurde zusitzlich fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur weiter inkubiert.
Im Anschluss wurde die Membrane 4x 5 Minuten mit TBST-Puffer gewaschen, um
ungebundene Antikorper zu entfernen. Die Spezifitit des BD-Antikorpers wurde mittels
Geweben aus Bradykinin-Knockoutmiusen bereits liberpriift und nachgewiesen (Khosravani

et al., 2015).

2. Sekundérantikdrperinkubation:

Fiir die Sekundérantikérperinkubation wurde der Meerrettich-Peroxidase-konjugierte
anti-mouse IgG Antikorper (Sigma-Aldrich, Missouri / USA) 1:10.000 in 2%iger
ECLadv./TBST Losung verdiinnt. Die Membrane wurde mit der Antikérperlosung gut
bedeckt und fiir eine Stunde bei Raumtemperatur auf einer Wippe inkubiert. Danach
wurde die Membrane 4x 5 Minuten lang mit TBST-Puffer gewaschen, damit

ungebundene Antikorper entfernt wurden.

Entwicklung der Membranen:

Pro Membrane wurden 500 ul ECLadv. Losung A und 500 pul ECLadv. Losung B vermischt
und die Membrane in dieser Losung fiinf Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Entwicklung der Membrane erfolgte in der Dunkelkammer des Photolabors auf zwei
iibereinandergelegten Réntgenfilmen (Hyperfilm ECL, Amersham®, Freiburg) mit
Belichtungszeiten von circa 10 sec., 20 sec., 30 sec.. Der Rontgenfilm, welcher direkt auf der
Membrane gelegen hatte wurde verworfen, da er lediglich als Filter zur Signalabschwichung
diente. Auf diese Weise konnten klare Signale erhalten werden, gleiches konnte alternativ auch

durch kiirzere Belichtungszeiten erreicht werden.
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2.5.8 eNOS- Westernblot

Zum Blocken der Membrane wurde eine 2%ige ECLadv.- Losung hergestellt. Dazu wurde
1 g ECLadv. in 50 ml TBST-Puffer durch vortexen aufgelost. Die Membrane wurde in der
Blocking-Losung fiir eine Stunde bei Raumtemperatur auf einer Wippe inkubiert.

1. Primérantikdrperinkubation:

Fiir die Inkubation mit dem Primérantikdrper wurde eine 2%ige ECLadv.-Losung

mit dem mAb anti-eNOS/NOS Type III (BD Biosciences) mit einer Antikdrperverdiinnung
von 1:1000 hergestellt. Die Membrane wurde mit der ECLadv./ Antikdrper-Losung gut
bedeckt und auf einer Wippe bei 4°C iiber Nacht im Kiihlraum inkubiert. Am Folgetag wurde
die Inkubation bei Raumtemperatur fiir eine Stunden fortgesetzt und im Anschluss wurde die
Membrane 4x 5 lang Minuten mit TBST-Puffer gewaschen, um so iiberschiissigen
ungebundenen Antikorper zu entfernen.

2. Sekundérantikdrperinkubation:

Fiir die Inkubation mit dem Sekundirantikorper, dem Meerrettich-Peroxidase-
konjugierten anti-mouse IgG Antikorper (Sigma-Aldrich, Missouri / USA),wurde dieser
auf eine Konzentration von 1:25.000 in einer 2 % igen ECLadv./TBST Losung verdiinnt.
Die Membrane wurde mit der Losung bedeckt und fiir eine Stunde bei Raumtemperatur
auf einer Wippe inkubiert, anschlieBend wurde sie 4x fiir jeweils 5 Minuten mit TBST-

Puffer gewaschen.

Entwicklung der Membranen:

Zur Entwicklung der Membranen wurde pro Membran 500 pul ECLadv. Losung A und 500 pl
ECLadv. Losung B vermischt und die Membrane darin fiir fiinf Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert und anschlieend auf zwei iibereinander gelegten Rontgenfilmen (Hyperfilm ECL,
Amersham®, Freiburg) im Photolabor entwickelt (Belichtungszeiten ~ 10 sec., 20 sec., 30sec.).
Der Rontgenfilm, welcher direkt auf der Membrane gelegen hat, wurde verworfen, da er
lediglich als Filter zur Signalabschwichung diente. Auf diese Weise erhielt man klare Signale,

gleiches konnte aber auch durch kiirzere Belichtungszeiten erreicht werden.

2.5.9 Detektion der Proteine
Zur Detektion des gebundenen Sekundérantikorpers auf der Membrane wurde dessen
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Peroxidaseaktivitdt bestimmt. Hierzu wurde ein Rontgenfilm (Hyperfilm ECL, Amersham,
Freiburg) in der Dunkelkammer des Fotolabors fiir einige Sekunden auf die inkubierte

Membrane gelegt und entwickelt .

Antigen

Sekundarer Antikorper
POD Konjugat

PL B

Lumi-Light
POD Substrat

LICHT

Primarer Antikorper

Abb. 4: Schema der Antikorper-Bindung und Peroxidase-Reaktion auf der Membran.
(http://biochem.roche.com/pack-insert/2015218b.pdf)

Die Detektion erfolgt durch Chemilumineszenz. Durch das Enzym Peroxidase kommt es zur Umsetzung von
Wasserstoffperoxid, wobei Sauerstoff freigesetzt wird, welcher die Oxidation von Luminol im alkalischen
Milieu katalysiert. Durch die Oxidation wird das Luminol auf ein hoheres Energieniveau transferiert und bei
Riickkehr in den urspriinglichen energetischen Ausgangszustand wird diese Energie als Chemilumineszenz
wieder freigesetzt. Durch den Zusatz von sogenannten Enhancern (Verstiarkern) wird die Menge des

emittierten Lichtes erhoht und so die Zeitdauer der Emission verldgert und das Signal verstérkt.

2.5.10 Coomassie-Farbung

Nach der Blotting-Prozedur wurden die Polyacrylamid-Gele hiufig einer Coomassie- Farbung
unterzogen, um die Effektivitit des Protein-Transfers beurteilen zu kénnen. Coomassie-
Brillant-Blau R-250 ist ein Triphenylmethanfarbstoft, der u.a. zum Anférben von Proteinen
verwendet werden kann. Er lagert sich an die basischen Seitenketten der Aminosduren an und
farbt Proteine somit unspezifisch. Er kann daher zur Detektion von aufgetrennten Proteinen in
einem Polyacrylamid-Gel eingesetzt werden. Die Nachweisgrenze fiir Coomasie R-250 liegt

bei circa 0,1 pg Protein pro Bande in einem Gel.

Die Gele kamen zuerst flir 30 Minuten in eine Fixierungslosung und anschlie3end fiir 20
Minuten in ein Gemisch aus Stock I+II Losung (1:1). Im Anschluss wurden sie erneut fiir 30
Sekunden in die Fixierungslosung gelegt und dann in der Destaining-Losung so lange
inkubiert, bis die Proteinbanden gut sichtbar wurden. Die Gele wurden im letzten
Arbeitsschritt 2x 5 Minuten in destilliertem Wasser gewaschen, zwischen zwei Einmachfolien

gespannt und iiber Nacht getrocknet.
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Abb. 5: Beispiel einer Coomassie-Firbung. Die Proteinbanden wurden durch den Farbstoff blau
angeféarbt und sind nun im Gel gut sichtbar. Deutlich wird auch die Auftrennung der Proteine anhand ihrer
Grofie. Im oberen Bereich des Geles befinden sich die groeren Proteine, wihrend die kleineren Proteine
wihrend der Gelelektrophorese weiter nach unten gewandert sind. Jeweils links und rechts wurde der

verwendete Grofenstandard aufgetragen. (BioRad, PageRuler Plus, Prestained Protein Ladder).

2.5.11 Ponceau S-Fiarbung

Um zu iiberpriifen, ob nach dem Western-Blot die Proteine effektiv auf die PVDF-Membran
iibertragen worden sind, wurden diese héufig einer Ponceau S Farbung unterzogen. Ponceau S
ist ein roter Azofarbstoff (3-Hydroxy-4-((2-sulfo-4- ((4-sulfophenyl)azo)phenyl)azo)- 2,7-
naphthalindisulfonsiure Tetranatriumsalz), der Proteine auf einer PVDF-Membran reversibel
anfirbt. Ponceau S bindet dabei an positiv geladene Aminogruppen der Proteine und kann
leicht wieder mit Wasser ausgewaschen werden, danach kann die Membran fiir die

Immundetektion mit Antikdrpern weiter verwendet werden.

Abb. 6 : Exemplarische Ponceau- Firbung. Die rotlich angefirbten Banden auf der Membrane

stellen die Proteine dar. Die B2 Bande (42kD) ist in Hohe der 40kD Bande des Groflenstandards am rechten
Bildrand gut sichtbar geworden (BioRad, PageRuler Plus Prestained Protein Ladder).

2.5.12 Quantitative Auswertung der Western-Blots

Die darstellbaren Proteinmengen auf den belichteten und entwickelten Filmen wurden mit dem
Gel Doc 1000® (BioRad, Miinchen) und der Software Quantity One® (Version 4.1.1)

ausgewertet und es erfolgte eine elektronische Berechnung der Pixelwerte (OD-Werte,
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Optische Dichte-Werte).

2.5.13 Blots der Zellversuche

Siehe Westernblot Versuche der Méduse mit monoklonalem Primérantikorper.

2.5.14 DNA-Isolierung aus PAEC

Die DNA wurde grundsétzlich mit dem QIAamp DNA Mini Kit® isoliert. Zu Beginn der
DNA-Isolierung wurde das Medium aus den Zellkulturflaschen entfernt und aufbewahrt. Die
Zellen wurden 1x mit 10 ml PBS gewaschen, trypsinisiert und wieder in das alte Medium
aufgenommen. Anschlieend wurde die Zelllosung mit 300 x g 5 Minuten bei 4°C zentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Das gewonnene Pellet wurde in 200 pl PBS resuspendiert und in
ein 1,5 ml Standardreaktionsgefal} iiberfiihrt und mit 20 pl Proteinase K (alternativ Qiagen
Protease) und 200 pl Puffer AL versetzt. Eine Homogenisierung erfolgte durch Vortexen (circa
15 sec.) und die Inaktivierung aller Enzyme durch eine 10 miniitige Inkubation bei 56°C im
Heizblock. Im nichsten Préparationsschritt erfolgte eine 1 miniitige Zentrifugation mit 8000
rpm und es wurde 200 pl 100% Ethanol hinzugefiigt. AnschlieBend wurde erneut fiir 15 sec.
gevortext und fiir 1 Minute mit 8000 rpm zentrifugiert. Eine der mitgelieferten Saulen des Kits
wurde auf ein Auffanggefal3 gestellt und das gewonnene Lysat auf die Séule geben. Der
Deckel der Sdule wurde verschlossen und es erfolgte eine Zentrifugation fiir I Minute mit
8000 rpm. Die Sdule wurde im néchsten Arbeitsschritt auf ein frisches Auffanggefal3 gestellt
und 500 pl Puffer AW1 hinzugefiigt. Dann wurde fiir I Minute mit 8000 rpm zentrifugiert. Die
Sdule wurde abermals auf ein neues Auffanggefdl gestellt und es wurden 500ul Puffer AW2
hinzugefiigt und erneut fiir 3 Minuten mit 14000 rpm zentrifugiert. Im néchsten
Préparationsschritt wurde die Sdule auf ein 1,5 ml Standardreaktionsgefil plaziert, 200 ul
Puffer AE oder dH»O auf die Séule gegeben und fiir 5 Minuten bei RT inkubiert und letztmalig
erneut fir I Minute mit 8000 rpm zentrifugiert. Die isolierte DNA wurde bei -20°C gelagert.

2.5.15 DNA-Isolierung aus Miausen

Zur Isolierung der genomischen DNA wurde den Méusen im Alter von etwa vier Wochen ein
1-1,5 cm groBes Stiick Schwanzspitze amputiert. Das Gewebe wurde in 750 ul Lysispuffer und
Proteinkinase K (0,5 mg/ml Endkonzentration) tiber Nacht bei 55°C inkubiert. Nach Zugabe
von gesittigter NaCl-Losung (~6 M) wurde der Ansatz 5 min geschiittelt und 10 Min. mit
13.000 rpm zentrifugiert, um so die Proteine abzutrennen. Zur Fillung der DNA wurden 850 pl
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des gewonnen Uberstandes in ein neues Eppendorfgefi iiberfiihrt und mit 600 ul Isopropanol
99% versetzt. Nach 2-3 maligem Umschwenken wurde die prézipitierte DNA durch 5 miniitige
Zentrifugation mit 13.000 rpm abgetrennt und der Uberstand verworfen. Das gewonnene Pellet
wurde mit 1,5 ml Ethanol 70% gewaschen und durch Zentrifugation (5 Min mit 13.000 rpm)
wurde der Ethanol wieder von Pellet entfernt. Das Pellet wurde bei Raumtemperatur

vollstindig getrocknet und in 100 pl TE-Puffer aufgenommen.

2.5.16 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration der isolierten DNA wurde UV-spektrophotometrisch bei einer Wellenlénge
von 260 nm mit dem BioPhotometer (Eppendorf, Hamburg) nach Herstellerangaben bestimmt.
Die Menge der UV-Strahlung, die von einer DNA-Ldsung absorbiert wird, ist ihrem DNA-
Gehalt direkt proportional. Die Reinheit der DNA-Probe wurde durch das Verhiltnis der
Absorption bei 260 nm und 280 nm (A260/A280) im Vorfeld {iberpriift. Bei einer reinen DNA-
Probe liegt dieser Wert typischerweise bei 1,8. Geringere Werte deuten auf eine

Kontamination der Probe hin.

2.5.17 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine etablierte Methode zur Vervielfiltigung von DNA-
Abschnitten. Der Begrift Kettenreaktion beschreibt dabei den Umstand, dass die Produkte der
vorherigen Zyklen als Matrize fiir die folgenden Zyklen dienen und so eine exponentielle
Vervielfiltigung der DNA ermoglichen. Die PCR wird durch das Enzym DNA-Polymerase
ermoglicht, welches ubiquitér in allen Lebewesen vorkommt. Die DNA wird normalerweise
vor der Mitose repliziert. Die DNA-Polymerase bindet dazu an einen einzelnen DNA-Strang
und synthetisiert mithilfe eines kurzen und komplementéren Oligonukleotids (= Primer) den
komplementidren DNA Strang. Fiir die Durchfiihrung der PCR benétigt man die zu
replizierende Original-DNA (=Template) und zwei unterschiedliche Primer, damit auf den
beiden Einzelstringen der Original- DNA, jeweils der Startpunkt der DNA-Synthese festgelegt
werden kann. Durch die Primerbindung wird der zu vervielfaltigende DNA-Abschnitt von
zwel Seiten begrenzt. Aulerdem bendtigt man eine thermostabile DNA-Polymerase (= Taq-
Polymerase), Desoxyribonucleosidtriphosphate als Bausteine der DNA-Synthese,
Magnesiumionen fiir die korrekte Funktion der Polymerase und Pufferlésungen, um ein fiir die
DNA-Polymerase geeignetes Milieu zu gewéhrleisten.

Die Polymerase-Kettenreaktion selber findet in dem so genannten Thermocycler statt. Hier

werden die Reaktionsgefifle exakt auf die vorgegebenen Temperaturen wihrend der einzelnen
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Reaktionsschritte erhitzt und wieder abgekiihlt. Ein PCR-Prozess beinhaltet im Durchschnitt
circa 20-50 Zyklen und jeder Zyklus wird dabei in drei weitere Arbeitsschritte unterteilt. Der
erste Arbeitsschritt besteht aus der Denaturierung der DNA, hierzu wird die initial noch
doppelstrangige DNA auf circa 94-96°C erhitzt und durch die thermische Aufspaltung der
Wasserstoffbriicken erfolgt die Trennung der DNA - Strdnge voneinander. Wahrend dieses
ersten Zyklus wird die DNA daher oft fiir lingere Zeitrdume erhitzt als eigentlich nétig, um
sicher zu stellen, dass sich die zu replizierende DNA und auch die eingesetzten Primer
vollstindig voneinander getrennt haben. Der néchste Arbeitsschritt besteht aus der
Primerhybridisierung (= Primer Annealing), also der Anlagerung der Primer an die zu
replizierende DNA. Hierzu wird die Temperatur durch den Thermocycler 30 Sekunden lang
auf einen Wert gebracht, welcher die spezifische Anlagerung der Primer an die DNA erlaubt.
Die dabei zu wihlende Temperatur wird durch die Lange und die Sequenz der Primer
bestimmt. Wéhlt man eine ungeeignete Temperatur, konnen sich die Primer nicht korrekt an
die komplementéiren Sequenzen der zu replizierenden DNA binden und es entstehen
unspezifische PCR-Produkte. Meist liegt diese Temperatur etwa 5—10°C unterhalb des
Schmelzpunktes der Primersequenzen (in der Regel bei einer Temperatur von circa 55-65°C).
Wihrend der sich anschlieBenden DNA-Amplifikation fiillt die DNA-Polymerase die zu
replizierenden DNA-Abschnitte mit freien Nukleotiden auf. Startpunkt ist dabei das 3'-Ende
des angelagerten Primers. Der Primer wird nach der Replikation nicht wieder von der
synthetisierten DNA abgelost, sondern bildet jetzt den Anfang des neuen DNA-
Doppelstranges. Die Amplifikation dauert durchschnittlich circa 30 Sekunden pro

500 Basenpaare, variiert aber je nach verwendeter DNA-Polymerase. Die zu wihlende
Temperatur wihrend der Amplifikation wird im wesentlichen vom Arbeitsoptimum der
eingesetzten DNA-Polymerase beeinflusst und liegt bei der Taq-Polymerase circa 68—72°C .
Wie in Abbildung 7 ersichtlich entstehen im ersten Zyklus der PCR also 2 DNA-Stringe, die
im Bereich der Zielsequenz doppelstringig sind. Nach dem Schmelzen zu Beginn des zweiten
Zyklus stehen dadurch zwei DNA-Einzelstridnge und zwei am 3’-Ende {iberlange Einzelstrange
zur Verfliigung. Dies wird verstdandlich, wenn man bedenkt, dass nur der Startpunkt der DNA-
Synthese durch den Primer festgelegt wurde, nicht jedoch der Endpunkt. Im sich
anschlieenden Denaturierungsschritt erfolgt der Abbruch der DNA-Strangsynthese dann
durch die thermische Strangtrennung. Im zweiten Zyklus liegen jetzt die eingesetzte DNA und
die neu synthetisierten DNA-Stringe vor. An der urspriinglichen DNA erfolgt dann derselbe
Prozess wie im ersten Zyklus, d.h. an die neu synthetisierten DNA-Einzelstringe, welche an 5’
bereits dort enden wo sie sollen, lagern sich erneut Primer in der 3’-Region an. Die nun
synthetisierten DNA- Striinge haben keinen 3’-Uberhang mehr, weil das Template am 5° Ende
durch die erste Syntheserunde und den ersten Primer korrekt endet. Nach dem zweiten Zyklus

liegen also zum ersten mal Produkte der gewiinschten Lange vor und in den sich
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anschlieenden weiteren PCR-Zyklen vermehren sich die gewiinschten DNA- Produkte
exponentiell, da sie als Matrize und Ausgangspunkt fiir weitere Strangsynthesen dienen. Die
unerwiinschten langen Produkte (Produkte des ersten Zyklus) vermehren sich linear, da hier
nur die eingesetzte Original-DNA als Matrize dient.

Die PCR kann fiir viele unterschiedliche Zwecke eingesetzt werden, zum Beispiel fiir die
genetische Testung auf genuine Erkrankungen, zum Nachweis von Mutationen, zum Nachweis

bakterieller oder viraler Infektionen, fiir genetische Fingerabdriicke oder den Vaterschaftstest.

Polymerasekettenreaktion - PCR
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o Denaturierung (Schmelzen) bei ca. 96°C
© Primerhybridisierung (Anlagerung) bei ca, 68°C
€ Elongation (Verlingerung) bei ca. 72 °C

Abb. 7: Schritte wiahrend einer PCR. Die zu replizierende DNA wird im ersten Schritt durch
Erhitzen aufgetrennt, so dass zwei einzelne Original -DNA-Striange vorliegen. Im nédchsten Schritt erfolgt die
Anlagerung der Primer. Dann werden die Nucleotide wihrend der Elongation in die neuen DNA-Stringe
integriert und so die freien Stellen innerhalb der DNA wieder besetzt. Im letzten Schritt liegen dann die

Produkte der PCR, sowie die urspriinglich eingesetzte DNA vor. (https://de.wikipedia.org/wiki/Polymerase-

Kettenreaktion).

2.5.18 Genotypisierungs-PCR eNOS™ und eNOS" Miuse

Alle PCR Untersuchungen wurden grundsitzlich mit dem Mastercycler Gradient® (Eppendorf,
Hamburg) durchgefiihrt.

PCR-Ansatz fiir Tie2eNOS (Stamm 4014):

1.Primer Cat 5: 5ul  (Ausgangslosung 1:50 verdiinnt)
2.Primer ENOS: Sul  (Ausgangslosung 1:50 verdiinnt)
Wasser: 2,5 ul
Mg?+: 0,5 ul
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Mastermix: 20 ul

Mastermix 2,5x (Firma Qiagen, BestellNr. 201445), die Mg*+ Losung wird zusammen
mit dem Mastermix geliefert. Die Primer wurden {iber die Firma MWG bezogen. Die
eingesetzten Mengen sind stets fiir den einfachen Ansatz einer Probe (Ansatz 23 pl+2 pl
DNA) angegeben, bei mehreren Proben multipliziert man diese Werte entsprechend mit
der Probenanzahl + 2 zusitzliche gedachte Proben, um bei Pipettierungenauigkeiten

noch geniigend Ansatz zu haben.

PCR-Programm Tie2eNOS (Stamm 4014):

1.Primer catgenot 5 (Cat 5)
5’-GGG AAG TCG CAA AGT TGT GAG-3’

2.Primer eNOS Genotyp 261 (eNOS)
5'GCT CCC AGT TCT TCA CGC GAG-3’

Programm fiir die PCR
Temperaturen:

Schritt 1: 95°C 3 Min.
Schritt 2: 95°C 1 Min.
Schritt 3: 54°C 1 Min.
Schritt 4: 72°C 2 Min.

35 Zyklen ab dem 2. Schritt

Insgesamt wurden 12 pl Probe + 5 pl Blaumarker / Slot auf das Gel auftragen. Die
DNA-Fragmente wurden in einem 1,5%igem Agarosegel (1,5 g Agarose + 100ml 1x

TAE- Puffer, welchem 0,5 ul Ethidiumbromid zugesetzt wurde), bei 90 Volt aufgetrennt.

Die Laufzeit des Gels betrug circa 30 Minuten (Elektrophoresekammer Mini Protean,
BioRad, Miinchen).

Nach der Elektrophorese wurden die DNA-Fragmente im UV-Licht analysiert und
ausgewertet. Die Bilder wurden mit dem Gel Doc 1000® (Biorad, Miinchen) erstellt.
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Exemplarisches PCR-Ergebnis:

Das Molekulargewicht der eNOS betrigt 135 bp, in diesem Bereich liegt entsprechend die
erwartete eNOS Bande. Das Transgen konnte in den Mausen 38 und 42 nachgewiesen werden,

bei den transgen- negativen Mausen handelte es sich jeweils um transgen-negative

Wurfgeschwister.
- KEouh!
3 39 o 44 42 M 33 38 39 4o 44 42 DM
w-— 150 bp
- - - - e
QAS Y g ./VLS., L VOS, ) /(,V\” \‘th; 9 A/LS.A Q;LCSri Q,L\aﬁ.]a_‘vvﬂ\;\ Q"\/L/bw 2%

Abb. 8: PCR-Ergebnis transgen-positiver eNOS**- Miuse (Méuse 17, 35, 98)

Die gesuchte Bande zeigt sich erwartungsgemél nur bei den transgen-positiven eNOS*" Mausen, die
transgen-negativen eNOS" Miause weisen die Bande nicht auf. M bezeichnet den aufgetragenen
Groflenstandard (BioRad, Precision™, All Blue Standards). Die markierte Bande des GroBenstandards liegt

dabei im Groéflenbereich von 150 Basenpaaren. Leer bezeichnet einen Slot ohne Probe. Ganz rechts wurde

die eNOS DNA aufgetragen.

2.5.19 Genotypisierungs-PCR eNOS —Knockout Miuse (Stamm 1008)

PCR-Ansatz:
Primer 1-4 Ausgangslosung 1:50 (Verdiinnung: 2pl Primer + 98 pl dH,O)

Primer 1: 2,5ul
Primer 2: 2,5ul
Primer 3: 2,5ul
Primer 4: 2,5 ul
Wasser: 18 ul
Mg: 1 pul

Mastermix: 20 ul

Nach diesem angegebenen Schema wurde die Ansatzlosung hersgestellt. Fiir den einfachen

Ansatz einer DNA Probe wurden 49ul Ansatzlosung und 1pl DNA eingesetzt.
Sequenzen der eingesetzten Primer :

1. Primer: 5"-GCA TCA CCA GGA AGA AGA CC-3°
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2. Primer: 5'-GAG CCA TAC AGA TGG TTG CC-3¢

3. Primer: 5'-CTC GAC GTT GTC ACT GAA GC-3 ¢

4. Primer: 5" -TCA AGA AGG CGA TAG AAG GC-3¢

Programm fiir die PCR = ENOSGEN2 (Name des gespeicherten Programms)

Temperaturen:
Schritt 1: 95°C 3 Min.
Schritt 2: 94°C 1 Min.
Schritt 3: 55°C 1 Min.
Schritt 4: 72°C 1 Min.

35 Zyklen ab dem 2. Schritt

Abb. 9 : Beispiel einer PCR zur Bestimmung des eNOS- Knockout-Genotyps.

Die Mause Nr. 29, 30, 31, 32 und 33 weisen keine eNOS Bande auf und sind homozygote eNOS-
Knockout Méuse. Das eNOS Gen wurde bei ihnen durch eine Neomycin-Kassette im Rahmen eines
Recombinase-mediated cassette exchange (RMCE) ersetzt. Das Kontrolltier ist ein heterozygotes Tier.
Es besitzt die eNOS Bande, da es noch iiber ein eNOS Gen verfiigt. Die iiber der eNOS Bande
liegende Bande stellt die Neomycinbande dar.

2.5.20 PCR zur Geschlechtsbestimmung PAEC

Da fiir die Experimente ausschlieBlich méannliche Mause verwendet werden sollten, erfolgte
regelméBig eine Geschlechtsbestimmung. Die Unterscheidung zwischen ménnlichen und
weiblichen Méusen erfolgte durch den Nachweis des porvinen Amelogenin-Gens, das als
gewebespezifisches Protein im Zahnschmelzepithel zu finden ist (Ikawa et al., 2005).
Amelogenin wird durch zwei Gene kodiert, AmelX und AmelY, die sich im 5'-
untranslatiertem Bereich in ihrer Sequenz unterscheiden. Bereits im Vorfeld wurden
Primerpaare generiert, die auf dem X- oder dem Y-Chromosom des Amelogenin-Gens binden
und so eine Unterscheidung zwischen méannlichen und weiblichen Méusen ermoglichen. Die

erwartete Fragmentgrofe betrug fur das AmelY 277 Basenpaare und fiir das AmelX 245
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Basenpaare. Pro Probe wurde 1 pg DNA und 20 pmol Primer (MWG, Ebersberg) eingesetzt.
Die Temperaturzyklen wurden im Mastercycler Gradient® (Eppendorf, Hamburg) generiert. Im
Anschluss erfolgte die Auftrennung der DNA durch Elektrophorese in einem 1,5%igem
Agarosegel.

1. Primerpaar fur das Y-Chromosom:
Sense: 5'-ACCACAGCTGATGGCAAAGC-3’
Antisense: 5'-CCGGGAACCTTTTGAGAGTCC-3’

2. Primerpaar fur das X-Chromosom:
Sense: 5'-TGGGCAACATTAGTACGACACG-3’
Antisense: 5'-GCTGTGATTAGTCCATGCAGTTTG-3"

Es wurde jeweils ein Primerpaar fiir das X-Chromosom und ein Primerpaar fiir das Y-

Chromosom eingesetzt, so das insgesamt vier Primer benotigt wurden.

Nach Isolierung der DNA aus den porvinen Aortenendothelzellen wurde die PCR mit dem Taq
PCR Mastermix (Qiagen, Hilden), 5 pmol des sense- und des antisense-Primer sowie 100-200
ng DNA unter folgenden PCR-Konditionen durchgefiihrt:

Vorbereitung der Primer:

Die Primer wurden tiber die Firma MWG bezogen, es wurden 20 pmol Primer /Probe

eingesetzt. Die Primer wurden wie folgt auf eine Ausgangskonzentration von 100 pmol

verdiinnt.

AMEL Y Sense-Primer + 183 ul dH,O
AMEL Y Antisense-Primer + 67 pl dH>O
AMEL X Sense-Primer + 210 pl dHO

AMEL X Antisense-Primer + 269 ul dH>O

Um nun die Konzentration von 20 pmol zu erhalten, wurde 4 pl Primer + 16 pul dH>O
eingesetzt.

PCR-Ansitze zur Bestimmung der Heterochromosomen:

Pro Probe wurden 1 pg DNA eingesetzt.

X-Chromosom:

12,5 pl Mastermix / Probe
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0,5 pl Anti-Sense-Primer X / Probe
0,5 ul Sense-Primer X / Probe

1 ul DNA / Probe

10,5 pl dH>O / Probe

Y-Chromosom:

12,5 pl Mastermix / Probe

0,5 pl Anti-Sense-Primer Y / Probe
0,5 pl Sense-Primer Y / Probe

1 ul DNA / Probe

10,5 pl dH2O / Probe

Als Negativkontrolle fiir das X-Chromosom:

12,5 pl Mastermix

0,5 pl Anti-Sense-Primer X
0,5 ul Sense-Primer X

11,5 pl dH2O / Probe

Als Negativkontrolle fiir das Y-Chromosom:

12,5 pl Mastermix / Probe
0,5 pl Anti-Sense-Primer Y
0,5 ul Sense-Primer Y

11,5 pl dH2O / Probe

PCR-Programm:

94°C 3 Minuten

94°C 30 sec.

63°C 30 sec.

72°C 25 sec.

72°C 7 Minuten

45 Zyklen ab dem 2. Schritt
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AmelY H,O AmelX H,O 1KB-
277 Bp 245 Bp Leiter

Abb. 10: Exemplarisches PCR-Beispiel einer Geschlechtsbestimmung.
In diesem Beispiel konnten sowohl Amel Y (277 Bp) als auch Amel X (245 Bp) nachgewiesen werden, daher

handelte es sich um ein méinnliches Tier. Die Pfeile markieren jeweils das X bzw. das Y-Chromosom.

2.5.21 Auftrennung der DNA-Fragmente

Die DNA-Fragmente wurden in einem 1,5%igem Agarosegel (1,5 g Agarose + 100 ml TAE-
Puffer, welchem 0,5 pl Ethidiumbromid zugesetzt wurde), bei 90 Volt aufgetrennt. Die
Laufzeit betrug circa 30 Minuten. Als Gelpuffer wurde 1x TAE-Puffer eingesetzt. Die DNA
Proben wurden jeweils mit 5 pl Blaumarker versetzt und in die Slots des Gels eingebracht. Als
DNA GroBenstandard wurde eine 100 bp DNA Ladder (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet.
Nach der Elektrophorese wurden die DNA-Fragmente im UV-Licht analysiert und
ausgewertet. Die Bilder wurden mit dem Gel Doc 1000® (Biorad, Miinchen) erstellt.

Elektrophorese-Ansatz / Probe:
25 ul PCR-Produkt + 5 ul Probenpufter.

12 pl wurden pro Probe aufgetragen.
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2.6. Statistische Auswertung

Alle biochemischen und funktionellen Methoden sind als arithmetischer Mittelwert (£ SEM,
Standardfehler des Mittelwertes) der jeweiligen Anzahl (n) von Einzelexperimenten
ausgedriickt. Die Daten wurden durch eine one-way-ANOV A mit nachfolgendem Student-
Newmans-Keuls Test oder einen unpaarigen zweiseitigen Student-t-Test analysiert. Das
Signifikanzniveau fiir o wurde mit einer [rrtumswahrscheinlichkeit von P < 0,05 festgelegt. Bei
Westernblots wurde jeweils eine repriasentative Abbildung von mehreren Versuchen mit
dhnlichem Ergebnis dargestellt. Alle statistischen Berechnungen erfolgten mit dem
Computerprogramm Graph Pad Prism, Version 3,0 (Graph Pad Software, San Diego, CA,
USA).

3 Ergebnisse

3.1 B2 Expression in eNOS" und eNOS™ Miusen

Beziiglich der B2 Expression konnte zwischen eNOS™ und eNOS" Méusen weder fiir die
Lunge (124,6+28,4%, p>0,05 Abb. 11), noch fiir das Herz (114,5+18,1%, p>0,05 Abb.13) ein
signifikanter Unterschied gezeigt werden. Dies legt die Vermutung nahe, dass die durch die
eNOS Uberexpression erhdhte endogene NO-Produktion keinen direkten Einfluss auf die B2
Expression nimmt und es auch keine organspezifischen Unterschiede zwischen Lunge und

Herz gibt.

200+

B2-Expression [%]
3

0

eNOSn eNOS++
Abb. 11: Vergleich der B2 Expression in der Lunge zwischen eNOS" und eNOS™ Miiusen

(n=8). Zwar lisst sich eine marginale Steigerung der B2 Expression in den eNOS™ Méiusen beobachten,

allerdings ist diese nicht signifikant (p = 0,57).
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Abb. 12: Vergleich der pulmonalen B2 Expression zwischen zwischen eNOS" und eNOS**

Maiusen im Westernblot. Eine signifikant veréinderte Expression des B2 Rezeptors ist nicht zu

detekMausen. Die B2 Banden sind nahezu identisch.
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Abb. 13: Vergleich der kardialen B2 Expression von eNOS" und eNOS*" Miusen (n=10).

Wie der Vergleich der B2 Expression im Herzen von eNOS" und eNOS™" Miusen zeigt, lasst sich keine
signifikante Anderung der B2 Expression nachweisen. Im Herz der eNOS™ M#use manifestierte sich

lediglich eine tendenzielle Erhdhung der B2-Expression, dhnlich wie dieses bereits fiir die Lunge gezeigt

werden konnte.

Exemplarisch zeigen Abb. 12 und Abb. 14 zwei Blots, aus denen die Daten fiir die
entsprechenden Balkendiagramme (Abb. 11 und Abb. 13) generiert wurden.

Herz
eNOSn eNOSTT
B2 — - B

42 kd _ .
e

Abb. 14: Vergleich der kardialen B2 Expression von eNOS" und eNOS*" Miusen im

Westernblot. Die B2 Expression wird durch die erhdhte zur Verfiigung stehende Menge von vaskulirem

NO nicht verdndert, sie bleibt konstant.

40



3.2. B2 Expression in eNOS-Knockout Miusen

In eNOS Knockout Mausen konnte initial eine signifikante Zunahme der B2 Expression in der
Lunge 130,7+6,5% (p<0,05) und im Herzen 172+£26% (p<0,05) gezeigt werden (Abb. 15).
Allerdings wurde in diesen Experimenten akzidentell eine unspezifische IgG-Bande durch den
eingesetzten Sekundirantikorper detektiert und falschlicherweise als B2-Bande interpretiert.
Diese IgG-Bande konnte nur in eNOS Knockout Méusen nachgewiesen werden. Sie liegt,
ebenso wie der Bradykininrezeptor in Hohe von circa 42 kD. Im Rahmen von
Folgeexperimenten mit einem anderen Sekundérantikdrper konnte aber zwischenzeitlich
bewiesen werden, dass in eNOS Knockout Méusen keine Hochregulation der B2 Expression
stattgefunden hat. Auch hier blieb die B2 Expression unbeeinflusst von NO (Khosravani M, et
al., 2015).

- Grében-
e — -—— standard
—— -_—
—
— e

25kd

— |
—— —

- 2 B

eNQOS C57Bl6 eNOS C57Bl6 eNOS C57Bl6 eNOS C57Ble
Knockout Knockout Knockout Knockout

Abb. 15: Darstellung der IgG Bande in einer Coomassie Fiarbung eines SDS—Geles

bei eNOS Knockout Miusen im Vergleich zu C57Bl/6. Auf das Gel aufgetragen wurden
jeweils C57B1/6 Mause und eNOS Knockout Mause. In Hohe von 42 kD befindet sich die Bande des
B2 Rezeptors und in fast derselben Hohe wird auch die Bande des IgG dargestellt. Diese Bande war

nur in eNOS Knockout Mausen vorhanden, in den anderen untersuchten Tierlinien trat sie nicht auf.

3.3 B2 Expression in den PETN behandelten C57Bl/6 Miusen

In den mit dem NO-Donor PETN behandelten Médusen kam es unabhédngig von der
eingesetzten PETN-Konzentration weder in der Lunge noch im Herzen zu einer
Veranderung der B2 Expression (Abb. 16 und Abb. 18). Nach einer PETN-Behandlung
sind die Metabolite des PETN, das Dinitrat PEDN und das Mononitrat PEMN im
Blutplasma nach Ethylacetatextraktion per GC/MS messbar. Dabei kann ein direkt
proportionaler Zusammenhang zwischen der verabreichten Dosis und der Konzentration
der Metabolite gefunden werden. > = 0,5606 fiir PEDN und r*> = 0,7374 fiir PEMN. Die

gefundenen Plasmaspiegel entsprachen dabei beispielsweise in den Mausen die 6 mg/kg
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KG/Tag bekamen 167105 ng/ml (PEMN) und 17,343,3 ng/ml (PEDN) (Oppermann
et.al., 2008).
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Abb. 16: Einfluss verschiedener PETN Konzentrationen auf die B2 Expression in der

Lunge. Unabhingig von der eingesetzten PETN Konzentration zeigt sich keine Anderung der B2
Expression (n = 6). Die B2 Expression wurde mittels BD Antikorper evaluiert. Die VersuchMéuse erhielten

iiber vier Wochen entweder 6 mg/kg KG/Tag oder 60 mg/kg KG/Tag PETN. Als Negativkontrolle dienten
Mause die 0 mg/kg KG/Tag PETN erhielten.
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Abb. 17: Exemplarischer PETN-Westernblot fiir die Lunge. Aufgetragen wurden

Gewebeproben aus der Lunge von Méusen, die mit unterschiedlichen PETN Dosen von Omg/kg KG/Tag , 6
mg/kg KG/Tag und 60 mg/kg KG/Tag behandelt wurden. Unabhéingig von der eingesetzten PETN Dosis
zeigt sich fiir keine eingesetzte PETN Dosis im Western Blot keine verdnderte B2 Bande. Als
Negativkontrolle dienten die mit PETN Omg/kg KG/Tag behandelten Méuse.

Abbildung 17 zeigt, dass die B2 Expression unabhingig von der eingesetzten PETN
Konzentration stets konstant bleibt. Das exogen zugefiihrte NO hat somit keinen Einfluss auf
die B2 Expression. Dies verdeutlichen besonders gut die unbehandelten Méuse (0 mg PETN).
In ihnen lag nur die endogene Menge von NO vor, da sie lediglich ein Placebo (PETN 0
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mg/kg KG/Tag ) erhielten. Trotzdem zeigen sie die gleiche B2 Expressionsrate, wie die mit

PETN behandelten Méuse.
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Abb. 18: Einfluss verschiedener PETN Konzentrationen auf die B2 Expression in der

Lunge. Aufgetragen wurden pulmonale Gewebeproben von Méusen, die mit unterschiedlichen PETN

Dosen (0 mg/kg KG/Tag , 6 mg/kg KG/Tag , 60 mg/kg KG/Tag ) behandelt wurden. Die mit PETN 0 mg/kg
KG/Tag behandelten Méause stellen dabei die Negativkontrollen dar.

Abbildung 18 zeigt, dass die B2 Expression unabhingig von der eingesetzten PETN Dosis
konstant bleibt.
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Abb. 19: Exemplarischer PETN-Westernblot fiir das Herz. Aufgetragen wurden kardiale

Gewebeproben von Méausen, die mit unterschiedlichen PETN Dosen (0 mg/kg KG/Tag , 6 mg/kg KG/Tag ,
60 mg/kg KG/Tag ) behandelt wurden. Die mit PETN 0 mg/kg KG/Tag behandelten Miuse stellen dabei die
Negativkontrollen dar. Am rechten Bildrand sieht man den aufgetragenen GroBenstandard. In Héhe von circa

42 kd befindet sich die gesuchte B2 Bande.

Exemplarisch zeigen Abb. 17 und Abb. 19 zwei Blots, aus denen die Daten fiir die
entsprechenden Balkendiagramme (Abb. 16 und Abb. 18) generiert wurden. Im den
Westernblots ldsst sich dokumenMéusen, dass die B2 Expression unter allen gewihlten
Versuchsbedingungen konstant bleibt. Ein gewebespezifischer Unterschied zwischen

pulmonalem und kardialem Gewebe ldsst sich durch dieses Ergebnis ebenfalls nicht ableiten.
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3.4 eNOS-Expression in den PETN behandelten C57/Bl6 Miusen

Getestet wurde die eNOS Expression unter dem Einfluss von exogenem NO. Das PETN diente
dabei als NO-Donor. Eingesetzt wurden unterschiedlich hohe Dosen von PETN (0 mg/kg
KG/Tag , 6 mg/kg KG/Tag und 60 mg/kg KG/Tag ) wodurch unterschiedlich hohe vaskulére
NO Spiegel generiert wurden. Die eNOS Expression blieb bei allen eingesetzen PETN Dosen

konstant.
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Abb. 20: Einfluss verschiedener PETN Konzentrationen auf die eNOS Expression in der
Lunge. Die eNOS Expression wird nicht durch das PETN bzw. die daraus resulMédusende erh6hte Menge

von vaskuldrem NO beeinflusst.
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Abb. 21: Westernblot eNOS Expression im Lungengewebe von PETN behandelten
C57/BI16 Miusen. Aufgetragen sind Gewebeproben von Miusen, die mit unterschiedlichen PETN

Konzentration behandelt worden sind. Die PETN Konzentration betrug entweder 0 mg/kg KG/Tag , 6 mg/kg
KG/Tag oder 60 mg/kg KG/Tag . Unterschiede in der eNOS Expression zeigen sich aber nicht.

In Abbildung 21 ist die eNOS Expression in pulmonalem Gewebe unter Einfluss von
unterschiedlichen PETN Konzentrationen (0 mg, 6 mg und 60 mg) dargestellt. Die

Expressionsrate von eNOS ist sowohl unter Einfluss von 6 mg PETN als auch unter 60 mg
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PETN vergleichbar mit der Kontrolle ohne (0 mg) PETN. Im direkten Vergleich dazu zeigt
sich auch im kardialen Gewebe keine Abhédngigkeit der eNOS Expression von der eingesetzen

PETN Konzentration (siche Abbildung 22).

Unter den gegebenen Versuchsbedingungen konnte weder fiir kardiales noch fiir pulmonales
Gewebe ein Effekt der eingesetzten PETN Konzentration auf die eNOS-Expression

nachgewiesen werden (je n= 6).
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Abb. 22: Einfluss verschiedener PETN Konzentrationen auf die eNOS-Expression im

Herzen (n=9). Die eNOS Expression bleibt konstant. Weder organspezifische Effekte (Lunge oder Herz),
noch die eingesetzte PETN Konzentration und damit die vorliegende vaskuldre Menge von NO verdandern

diesen Sachverhalt.
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Abb. 23: Westernblot von eNOS Expression im Herzgewebe von PETN behandelten

C57/B6 Miusen. Aufgetragen sind Gewebeproben von Miusen die mit unterschiedlichen PETN
Konzentration behandelt worden sind. Die PETN Konzentration betrug entweder 0 mg/kg KG/Tag , 6 mg
/kg/d oder 60 mg/kg KG/Tag .

In Abbildung 23 ist die eNOS Expression in kardialem Gewebe unter Einfluss von
unterschiedlich hohen PETN Konzentrationen dargestellt. Die Expressionsrate von eNOS ist
sowohl unter Einfluss von 6 mg PETN als auch unter 60 mg PETN vergleichbar mit der
Negativkontrolle. Weder im kardialen noch im pulmonalen Gewebe 1a6t sich eine

Abhéngigkeit der eNOS Expression zur eingesetzen PETN Konzentration nachweisen.
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3.5 B2 Expression in L-NA behandelten eNOS"/ eNOS™ Miusen

In mit L-NA behandelten eNOS" und eNOS™ Méusen konnte weder im pulmonalem noch in
kardialen Gewebe eine signifikant verdnderte B2 Expression nach L-NA Behandlung
dokumentiert werden. Die akute pharmakologische Hemmung der eNOS durch die
Behandlung mit L-NA fiihrt also nicht kompensatorisch zu einer erhohten B2 Expression. Und
wie die Experimente mit eNOS Knockout Mausen im weiteren Verlauf zeigten, gibt es auch
keinen Unterschied zwischen einer pharmakologischen Hemmung und einem genetischen
Knockout. Beim genetischen Knockout wird allerdings lediglich die eNOS nicht exprimiert,
die Expression der Isoformen nNOS und iNOS bleibt unverindert. Trotzdem lieBen sich die
gleichen Resultate erzielen, da nur die eNOS fiir die vaskuldre NO Generation eine

entscheidende Rolle zu spielen scheint.

In Abbildung 24 wird die B2 Expression zwischen eNOS" und eNOS™ Miusen, die mit L-NA
behandelt wurden, verglichen. Die B2 Expression bleibt konstant, die pharmakologische
Hemmung aller NO Synthasen und somit auch die deutlich reduzierte bis aufgehobene Menge

von vaskuldrem NO beeinflussen den B2 nicht. Eine Interaktion liegt daher nicht vor.
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L-NA L-NA L-NA L-NA L-NA L-NA L-NA L-NA L-NA

Abb. 24: Exemplarischer Blot fiir Lungengewebe. Alternierend wurden Proben von eNOS™ und

eNOSn Miusen aufgetragen. Im Vergleich zu den eNOSn Miusen liegt in den eNOS** Méusen eine 3,3 fach
hohere eNOS Expression vor. Dadurch haben eNOS™ Miuse einen erhhten vaskuldren NO Spiegel in vivo.

Ein Einfluss von NO auf B2 konnte aber trotz erhdhtem NO Spiegel nicht dokumentiert werden.
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Abb. 25: Exemplarischer Blot fiir Herzgewebe. Aufgetragen sind Proben von mit und

ohne L-NA behandelte eNOS™, eNOSn und eNOS Knockout Miuse.

In Abbildung 25 wurden kardiale Gewebeproben von eNOS-Knockout-Mausen, mit und ohne
L-NA behandelte eNOS""- und eNOS"-Miuse aufgetragen. Auf diese Weise konnte die
pharmakologische Hemmung mit dem genetischen Knockout der eNOS innerhalb der
verschiedenen Tierlinien direkt verglichen werden. Die B2-Expression dnderte sich in keinem

der untersuchten Fille.
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Abb. 26: Zusammenfassung der bisher dargestellten Effekte auf die B2 Expression
im Herzen von eNOS" und eNOS** Miusen mit und ohne L-NA Behandlung.
Zusammenfassend ldsst sich im kardialen Gewebe fiir keine der unterschiedlichen
Versuchsbedingungen und der verwendeten Tierlinien eine verdnderte B2 Expression nachweisen.

Das Vorhandensein oder die Abwesenheit von NO beeinflulen die B2 Expression nicht.

In Abbildung 26 wird die B2 Expression von eNOS" und eNOS™ Miusen mit und ohne L-NA
Behandlung verglichen. Es wird deutlich, dass die B2 Expression unter allen gewéhlten
Versuchsbedingungen konstant blieb. Die pharmakologische Hemmung durch die L-NA
Behandlung éndert die B2 Expression nicht. Das gleiche Ergebnis zeigen auch die eNOS
Knockout Miuse, der genetische Knockout der eNOS und das damit dauerhaft fehlende
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endotheliale NO hat ebefalls keinen Einfluss auf die B2 Expression. Folglich scheint es auch

keinen Unterschied zwischen den beiden Formen der Hemmung zu geben.

3.6. B2 Expression in L-NA behandelten PAEC-Zellen

Um den Einfluss von NO auf die auf die B2 Expression in PAEC zu untersuchen,
unterzogen wir auch diese einer pharmakologischen Hemmung und blockierten die NO
Synthasen mit L-NA. Die Inkubationszeitraume mit dem L-NA lagen bei 1-6 h. Verglichen
wurden die erzielten Ergebnisse mit unbehandelten PAEC. In Abbildung 27 und
Abbildung 28 sind die Ergebnisse graphisch als Balkendiagramm und exemplarischer
Western Blot dargestellt.
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Abb. 27: Effekt einer L-NA Inkubation auf die Expression des B2 in PAEC.

Aufgetragen sind PAEC die mit 1 mM L-NA jeweils fiir 1 h, 3 h oder 6 h inkubiert wurden. Die Kontrolle fiir
den jeweiligen Inkubationszeitraum waren ohne L-NA behandelte PAEC. Bei diesem Versuchsaufbau

handelt es sich um eine pharmakologischen Hemmung. Das L-NA blockiert unselektiv alle NO Synthasen.

Unabhingig von der Expositionsdauer zum L-NA ldsst sich keine signifikant verdnderte
B2 Expression zeigen. Lediglich nach einer 6 stiindigen L-NA Inkubation lésst sich eine
reduzierte B2 Expression dokumenMausen. Im t-Test zeigte sich jedoch keine signifikante

Verdnderung.
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Abb. 28: Westernblot der B2 Expression in PAEC nach L-NA Inkubation.

Aufgetragen sind PAEC, die iiber die Inkubationszeitraume 1-6 h einer NO Synthasen Blockade durch
L-NA unterzogen wurden. Als Negativkontrolle dienten mit Medium inkubierte PAEC. Am rechten

Bildrand sieht man den nachgezeichneten GroBenmarker. Bei circa 42 kd befindet sich die B2 Bande.

Unabhingig von der Dauer der jeweiligen L-NA-Inkubation zeigte sich im Westenblot
kein Unterschied der B2 Expression zwischen den mit L-NA behandelten und nicht
behandelten Zellen (Abbildung 28). Die Blockade der NO Synthasen und die damit
reduzierte bis aufgehobene Verfiigbarkeit von NO nimmt keinen Einfluss auf die B2

Expression.
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3.7. eNOS- Expression in L-NA inkubierten PAEC-Zellen

Auch die eNOS Expression unter Blockade mit L-NA als NOS Inhibitor wurde untersucht.
Wir wihlten Inkubationszeitraume von 1-6 h, um eine geniigend lange Inhibitionsdauer zu
erzeugen. So konnten wir sicherstellen, dass die eNOS in ihrer Funktion auch tatséchlich
gehemmt wurde. In Abbildung 29 ist der Effekt der eNOS Blockade durch das L-NA als
Balkendiagramm dargestellt. Abbildung 30 zeigt einen exemplarischen Westernblot aus der

Versuchsreihe, aus dem Daten fiir das Balkendiagramm generiert wurden.
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Abb. 29: Effekt einer L-NA Behandlung auf die Expression des eNOS in PAEC-Zellen (n
= 8). Die Zellen wurden jeweils mit 1 mM L-NA iiber 1 h, 3 h oder 6 h inkubiert. Als Negativkontrollen

dienten mit Medium behandelte Zellen.
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Abb. 30: Darstellung der B2 Banden und eNOS- Banden fiir PAEC-Zellen. Nach dem

Western Blot wurde die Membrane in Hohe von 75 kd in zwei Hélften geteilt und entsprechend den
angegebenen Protokollen mit dem jeweiligen Antikorpern inkubiert. Gegeneinander aufgetragen sind jeweils

die positiven und negativen Kontrollen der entsprechenden L-NA Inkubationszeiten.
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Die eNOS-Expression dnderte sich unabhingig von der Inkubationsdauer nicht signifikant.
Eine kompensatorisch erhohte Translationsrate und Stabilisierung der verbliebenen eNOS
m-RNA nach der Blockade durch das L-NA nach 3 h und nach 6 h scheint theoretisch als
Kompensationsmechanismus denkbar zu sein (siche Abb. 29). Im Rahmen dieser
Promotion wurde dies allerdings nicht ndher untersucht. Unabhingig von der Dauer der
jeweiligen L-NA-Inkubation zeigt sich auch fiir die B2 Expression keine Anderung
(Abb.30).

3.8. B2 Expression in SNAP inkubierten PAEC-Zellen

Um den Einfluss von NO auf die B2 Expression in PAEC-Zellen zu untersuchen, wurden
u.a. Zellkulturexperimente entworfen, in denen die Zellen entweder mit den NO-Donator
SNAP oder DETA/NO tiber unterschiedlich lange Zeitrdume behandelt wurden. Der
jeweilige NO Donor wurde direkt dem Medium hinzu gefiigt (siche Kap. 4.4.2. und 4.4.3.).
So konnten deutlich erhohte NO Spiegeln in den Versuchen erzielt werden und ein ggf.
vorhandender Einfluss von NO auf den B2 hétte sichtbar werden miissen. Die
Halbwertszeit von SNAP betrédgt bei pH Werten zwischen 6-8 und einer Temperatur von
37°C circa sechs Stunden. Es wurde also wéhrend der Inkubationsintervalle (1-6 h) auch
ausreichend NO durch SNAP freigesetzt. DETA/NO ist ein NO Donor, der zwei Molekiile
NO freisetzt und der pH abhéngig dissoziiert. Die Halbwertszeit von DETA/NO betrigt bei
37°C und einem pH von 7,4 circa 20 und 56 Stunden. Es wurde also auch hier wihrend der
Inkubationsintervalle (1-6 h) garantiert ausreichend NO durch DETA/NO freigesetzt. Eine

ungeniigende NO Liberation durch die NO Donatoren kann somit ausgeschlossen werden.
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Abb. 31: Effekt einer SNAP-Inkubation (10 pM) auf die Expression des B2 in PAEC-
Zellen (n = 11). Die porvinen Aortenendothelzellen (PAEC) wurden jeweils mit der gleichen

Konzentration SNAP {iiber einen Zeitraume von 1-6 h behandelt. Als Negativkontrollen dienten Zellen, die

nur mit Medium behandelt wurden.

Die Abbildung 31 zeigt die B2 Expressionsrate unter dem Einfluss von SNAP als
NO Donor iiber die Inkubationszeitraume 1-6 h. Eine Verdnderung der B2
Expression ldsst sich nicht feststellen. Nach einem Inkubationsintervall von 3 bzw.

6 h kommt es lediglich zu einem leichten Anstieg der B2 Expression.

Die Abbildung 32 zeigt einen exemplarischen Western Blot aus der Versuchsreihe.

B2 Bande
- el - - T — ” - w
— — S —
-_— 37 kd
L]

6h 6h 3h 3h 1h 1h 1h lh
SNAP N SNAP N SNAPSNAP N N

N=Negativkontrolle, nur mit Medium inkubierte PAEC

Abb. 32: Darstellung der B2 Banden PAEC-Zellen nach SNAP-Inkubation im

Westernblot. Aufgetragen wurden die jeweiligen Inkubationsintervalle mit SNAP im direkten Vergleich

zu ihrer Negativkontrolle. Am rechten Bildrand befindet sich der Grofenstandard. Dieser wurde zur besseren

Darstellung gesondert markiert. Die obere der beiden Banden stellt die B2 Bande (42kd) dar.

Unabhéngig von der Anwesenheit des NO Donors SNAP und der damit konsekutiv erh6hten
NO Menge, zeigte sich keine Anderung der B2 Expression. Auch die Inkubationsdauer und die
damit unterschiedliche Expositionsdauer zum NO nimmt keinen Einfluss auf die B2

Expression.
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3.9. eNOS Expression in SNAP inkubierten PAEC

Um einen moglichen Einfluss von NO auf die eNOS Expression zu untersuchen, wurden die
PAEC mit SNAP als NO-Donor iiber unterschiedliche Inkubationsintervalle behandelt und die
eNOS Expression mit einem Westernblot {iberpriift. Durch die Behandlung mit SNAP standen
in den Versuchen hohe Mengen von NO zur Verfiigung. Ein Einfluss von NO auf die eNOS
wire so gut sichtbar geworden. Auflerdem konnte sichergestellt werden, dass ein ausbleibender
Effekt nicht auf zu niedrige NO Dosen zuriickgefiihrt werden konnte, da durch SNAP als NO

Donor hohe Mengen von exogen zugeflihrtem NO vorlagen.

150
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50

eNOS Expression [%]

Kontrolle SNAP 1h SNAP 3h SNAP 6h
Zeit/ h

Abb. 33: Effekt einer SNAP-Inkubation (10 pM) auf die Expression der eNOS in PAEC
(n=11). Die Zellen wurden iiber 1-6 h mit SNAP behandelt und damit einem erhéhten NO Spiegel

ausgesetzt. Als Kontrolle dienten Zellen, die nur mit Medium ohne SNAP-Zugabe behandelt wurden.

In Abbildung 33 ist die Expression der eNOS in Abhéngigkeit zur jeweiligen Inkubationsdauer
mit SNAP dargestellt. Zu erkennen ist keine Anderung der eNOS Expression. Diese bleibt iiber
den gewdhlten Zeitraum von bis zu 6 h vergleichbar mit der Negativkontrolle. Nach einer
Inkubationsdauer von 1 h ldsst sich eine leicht reduzierte eNOS Expression, moglicherweise
im Rahmen einer Herabregulation der Transkriptions-u./o. Translationsrate, detekM&usen. Die
eNOS Expression betrug fiir die Kontrolle 100 %=+0 %, SNAP 1 h 82 %+29,4 %, SNAP 3 h
105 %+40,2 % und fiir SNAP 6 h 117 %+38 %

Die Abbildung 34 stellt einen exemplarischen Western Blot aus der Versuchsreihe dar. Eine
signifikante Verdnderung der eNOS Expression ist unabhédngig von der Inkubationsdauer nicht

detektierbar.
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Abb. 34: Westernblot der eNOS Expression in PAEC nach SNAP-Inkubation. Dargestellt
ist die eNOS Expression nach SNAP Behandlung der PAEC Zellen. Aufgetragen wurden die jeweiligen

Inkubationsintervalle mit ihren entsprechenden Negativkontrollen. Am rechten Bildrand befindet sich der
GroBenstandard (Marker). Dieser wurde zur besseren Darstellung gesondert markiert, weil man ihn teilweise
im Scan nur schlecht erkennen konnte. Die eNOS Bande (135 kd) lduft fast auf Hohe der 150 kd Bande des
Markers .

Abbildung 35 stellt die eNOS- und B2-Expression in PAEC nach L-NA- bzw. SNAP-
Inkubation im direkten Vergleich in einem Westernblot dar. Weder das vollige Fehlen von NO
(L-NA Behandlung) noch eine deutlich erhohte NO Konzentration (SNAP) zeigen Einfluss auf

die jeweiligen Expressionsraten. Ebensowenig wie die Inkubationsdauer.

M
-—
Anti- - ammedll B W “ s = 150kd -
eNOS
= 100 kd =+
T3
75kl =
o 50kd _
Anti- —
B2
- T a— ® = 3?
. - - — T 37kd =
3h 3h  3h  3h 1h 1h 1h 1h
SNAP L-NA N N SNAP L-NA N N

Abb. 35 eNOS- und B2-Expression in PAEC nach L-NA- bzw. SNAP-Inkubation im
direkten Vergleich im Westernblot. Nach dem Blotting wurde die Membrane in Hohe von 75 kd in
zwei Hélften geteilt und mit den entsprechenden Antikérpern (Anti-eNOS oder Anti-B2) inkubiert.
Aufgetragen sind die jeweiligen Inkubationszeitraume mit SNAP, L-NA und die entsprechende
Negativkontrolle. Am rechten Bildrand befindet sich der handschriftlich {ibertragene Grofenstandard (M=
Marker von Biorad, Precision plus Protein, All blue standards) . Dieser war teilweise nach dem Blotting auf
der Membrane schlecht sichtbar. Daneben befindet sich ein exemplarisch hinzugefiigter Gréenstandard. So
wird ersichtlich, dass die Gr6f3en auf der Membrane korrekt markiert wurden. Am linken Bildrand ist die
Unterteilung der Membrane und die entsprechende Antikdrperbehandlung dargestellt. Die B2 Bande befindet
sich in Hohe von 42 kd und die eNOS Bande in Héhe von 135 kd.
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3.10 Effekte der DETA/NO Inkubation auf die B2 Expression in PAEC-Zellen

Da viele Faktoren Einfluss auf die NO Dissoziation von SNAP haben, wie zum Beispiel die
Pufferzusammensetzung, Zeit, Temperatur und der pH Wert, sollte ein chemisch anders
aufgebauter NO-Donor getestet werden. Hierzu wurde DETA/NO fiir die nun folgenden
Versuche verwendet. DETA/NO setzt im Gegensatz zu SNAP zwei Molekiile NO frei. Ein
ausreichend hoher NO Spiegel ist daher als gesichert anzunehmen. In Abbildung 36 ist die B2
Expression als Balkendiagramm nach DETA/NO Behandlung fiir die jeweiligen
Inkubationsintervalle (1-12 h) und der entsprechenden Negativkontrollen gegeneinander
aufgetragen. Die Abbildung 37 zeigt einen exemplarischen Western Blot aus der

Versuchsreihe.
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Abb. 36: B2 Expression nach Inkubationen von PAEC mit DETA/NQO. Die Zellen wurden 1h,

3h, 6h bzw.12h mit DETA/NO behandelt. Als Negativkontrolle dienten Zellen die nur mit Medium behandelt

wurden.

Die B2 Expression bleibt nach Behandlung mit dem NO Donor DETA/NO iiber die
gewihlten Inkubationszeitraume konstant. Auch ein langer Inkubationszeitraum von 12 h

andert die B2 Expression nicht.

3h 3h 3h 3h 3h 3h 6h 6h 6h 6h 6h 6h
+_+_+_+_+-+-B£33nden

+ = Inkubation mit DETA/NO
- = Inkubation ohne DETA/NO

Abb. 37: Darstellung eines DETA/NO Westernblots mit PAEC (3h und 6h). Inkubiert

wurden die Zellen jeweils iiber einen Zeitraum von 3 Stunden bzw. 6 Stunden. Das + stellt dabei eine

DETA/NO Behandlung fiir den angegebenen Zeitraum dar. Das — ist die entsprechende Negativkontrolle.
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Abb. 38: Darstellung eines DETA/NO Westernblots mit PAEC (12h). Das — markiert die
Negativkontrollen (PAEC nur mit Medium inkubiert). Das + steht fiir mit DETA/NO behandelte Zellen. Am
linken Bildrand befindet sich exemplarisch der GroBenstandard (BioRad, Precision™, All Blue Standards).
Die B2 Bande befindet sich in Héhe von 42 kd.

Unabhingig vom gewéhlten Inkubationszeitraum lésst sich kein Effekte auf die B2
Expression dokumenMéusen. Sie bleibt konstant und ist vergleichbar mit der
Expressionsrate der Negativkontrollen. Ein Einfluss von NO durch die Behandlung mit

dem NO Donor DETA/NO wird im Rahmen dieser Versuchsreihe nicht sichtbar.

4. Diskussion

Die Regulation der B2 Expression ist bis dato nur unzureichend verstanden. So ist z.B. noch
weitgehend unbekannt, ob sich die B2 Expression im Rahmen eines Feedback-Mechanismus,
dhnlich wie bereits fiir das NO beschrieben, selbst regulieren kann und ob NO einen Einfluss
darauf hat. In dieser Promotion sollte daher der Einfluss von NO auf die B2 Expression ndher
untersucht werden. Denn gerade im Rahmen einer antihypertensiven Therapie mit ACE
Hemmern oder AT1 Blockern kommt es, iiber die verbesserte Endothelfunktion, zu einer
gesteigerten eNOS Aktivitét, so dass letztlich vermehrt NO gebildet wird. Gleichzeitig wird
aber auch der Abbau des Bradykinins durch die Hemmung des Angiotensin-Converting-
Enzyms (ACE) reduziert, so dass es zu einem erhohten Bradykininspiegel und so gehduft zur
Ausbildung eines nicht allergischen Angioddemes kommen kann. Um die Zusammenhénge
besser zu verstehen, untersuchten wir den Einfluss von NO auf Zellen und Gewebe
verschiedener Spezies (porvine aortale Zellen, Zellen aus der humanen Nabelschnur und
humane Tumorzellen in Vorversuchen, sowie Herz- und Lungengewebe von genetisch in ihrer
eNOS Expression modifizierten (eNOS™ und eNOS Knockout) und nicht modifizierten
Maiusestammen (eNOSn und C57/B16)). Durch die verschieden angelegten Experimente
konnten wir daher speziesspezifische und organspezifische Unterschiede weitgehend

ausschlieflen.
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4.1 Zellexperimente

Fiir unsere Zellexperimente wurden porvine aortale Endothelzellen eingesetzt und unter
verschiedenen Versuchsbedingungen wurde der Effekt von NO auf die endotheliale B2
Expression untersucht. Die Zellen wurden entweder mit NO Donatoren oder NO Inhibitoren
behandelt. Als NO Donor diente DETA/NO oder SNAP und die Zellen wurden tiber die
Inkubationszeitrdume 1h, 3h, 6h und 12h inkubiert. Als Negativkontrolle dienten in allen
Experimenten unbehandelte Zellen (nur mit Medium inkubiert). Wie die Versuche mit den NO
Donatoren unter 5.10 zeigen, konnte unabhéngig vom eingesetzten Donor keine NO
Abhénigkeit der B2 Expression detektiert werden. Auch die Abwesenheit von NO durch die
Hemmung der eNOS mit L-NA zeigte keinen signifikanten Effekt auf die B2 Expression.
Untersucht wurden auch hier die Inkubationszeitrdume 1h, 3h, 6h und 12h. Eine Abhéngigkeit
der B2 Expression zum Inkubationszeitraum konnte ebenfalls nicht gezeigt werden (Kapitel

5.6).

Die gleichen Ergebnisse erhielten wir bei der Untersuchung der eNOS Expression unter dem
Einfluss von NO. Die eNOS Expression wird, wie die B2 Expression, zum Beispiel durch
exogen zugefiihrtes NO nicht beeinflusst. Das vermehrt vorliegende NO (durch die exogene
NO Zufuhr) induziert keine messbare Herabregulation der eNOS Expression. Eine Steigerung
des NO Angebotes hatte somit keinen Effekt auf die eNOS Expression. Auf den ersten Blick
erstaunlich, da bis dato eine Feedback-Inhibition durch NO auf die eigene Generation
postuliert wird (Ignarro L J, 1994 ; Suvorava T, Pick S, Kojda G, 2017). Ein moglicher
Erklarungsansatz fiir dieses Phanomen wire eine reduzierte Transkriptions- oder
Translationsrate der eNOS. Auch eine kiirzere Halbwertszeit der eNOS mRNA ist denkbar.
Die kompensatorische Herabregulation der nNOS und der iNOS, damit der NO Spiegel unter
dem Einfluss von exogenem NO konstant bleibt, ist unwahrscheinlich, da die nNOS nur in
neuronalem Gewebe vorhanden ist und die iNOS lediglich in Zellen des Immunsystemes wie
Makrophagen und neutophilen Granulocyten induzierbar ist. Ferner wiirden die produzierten
NO Mengen durch die beiden NO Synthasen nicht ausreichen, um die Funktion der eNOS zu
ersetzen. Dies konnte bereits in den Versuchen mit eNOS-Knockout Méusen im Vorfeld
gezeigt werden (s. Kapitel 3.5).

Auch die Behandlung der Zellen mit einem NO Inhibitor (L-NA) zeigte keinen signifikanten
Einfluss auf die eNOS Expression. Inkubiert wurden die Zellen jeweils iiber den Zeitraum 1h,
3h und 6h. In keinem Inkubationsinterval ladsst sich eine signifikante Verdnderung der eNOS
Expression als Folge der pharmakologischen Hemmung dokumenMéusen. Der detektierte

Anstieg der eNOS Expression fiir die Inkubationszeitraume 3h und 6h in Abbildung 29 erklart
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sich am ehesten durch eine erhohte Translationsrate der noch verbliebenen eNOS mRNA

(Hobbs A J, Fukuto J M and Ignarro L J, 1994).

Um zu iiberpriifen, ob die Ergebnisse der Zellversuche auch in vivo reproduzierbar sind,
filhrten wir ergénzend Versuche mit genetisch in ihrer eNOS Expression modifizierten
Miusestimmen durch. Die Mause erhielten, analog zu den Zellversuchen, entweder einen NO
Donor (PETN) oder einen NO Inhibitor (L-NA). Uns interessierte auch, ob es zwischen einer
pharmakologischen Hemmung der eNOS (durch L-NA) und dem genetischen Knockout
(eNOS Knockout Miuse) unterschiedliche Kompensationsmechanismen in der fehlenden

endothelialen NO Generation gibt.

4.2 Ergebnisse der Miusexperimente

4.2.1 eNOS" und eNOS* Miuse

Fiir unsere in vivo Versuche wurde unter anderem ein transgener Mausestamm (eNOS ™)
eingesetzt, dessen endotheliale eNOS-Expression 3,3—fach hoher ist als in nicht transgenen
Maiusen und der dadurch eine deutlich erhdhte vaskuldre Verfiigbarkeit von NO hat
(Oppermann M, et al. 2011; Suvorava T, et al. 2005). Diese Tierlinie eignete sich daher sehr
gut, um die moglicherweise vorhandenen Effekte von NO auf die Expression des B2 besser
darstellen zu konnen. Bestimmt wurde die B2 Expression fiir die Organsysteme Lunge, Herz
und Aorta (Aorta in Vorversuchen und nicht im Rahmen dieser Promotion) (Oppermann M, et
al., 2009). Es konnte zwischen den eNOS™ und eNOS" Méusen aber weder fiir die Lunge
(124,6+28,4%), noch fiir das Herz (114,5+18,1%) ein signifikanter Unterschied in der B2
Expression dokumentiert werden. Ein Einfluss von NO auf die Expression des B2 in vivo ist
nicht wahrscheinlich. Da aber eine 3,3-fach hohere eNOS Expression ggf. nicht ausreichend
hohe NO Spiegel generiert, um Effekte die von NO auf die B2 Expression sichtbar zu machen,
wurden ergdnzende Versuche mit dem NO Donator PETN durchgefiihrt (Versuche 5.3 und 5.4).
Es wurden unterschiedliche Konzentrationen von PETN getestet (Omg, 6mg, 60 mg). Das
Vorhandensein ausreichend hoher Plasmaspiegel von PETN bzw. dessen Metabolite PEDN und
PEMN, wurde vor dem Einsatz der Mause in den Versuchen iiberpriift (Oppermann M, et al.,
2009). Eine verdnderte B2 Expression unter dem Einfluss eines erhéhten vaskuldren NO

Angebotes konnte aber nicht dokumentiert werden.
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4.2.2 L.-NA Behandlung:

Das L-NA wurde als Inhibitor aller NO Synthasen eingesetzt, es blockiert die endogene NO
Produktion vollstdndig und erzeugt so die pharmakologische Hemmung der eNOS. Die
endotheliale NO Produktion kommt vollstdndig zum Erliegen. Eine Kompensation durch den
B2 wire denkbar gewesen, denn eine Aktivierung des B2 fiihrt ebenfalls u.a. zur NO
Produktion.

Uns interessierte im Rahmen der L-NA Experimente auch, ob es einen Unterschied im
Kompensationsmechanismus zwischen einem akuten pharmakologischen versus permanenten
genetischen Knockout gibt. Zusétzlich wollten wir untersuchen, ob die B2 Expression in eNOS
Knockout Méusen, durch den genetischen Verlust der eNOS, verdndert ist. Bradykinin ist ein
potenter Vasodilatator und wére es denkbar gewesen, dass bei fehlender vaskuldarer NO
Generation durch die eNOS, die vasodilaMéausende Funktion durch das Bradykinin bzw. {iber

die NO Generation durch Bradykinin {ibernommen werden kann.

Die gestellten Fragen konnen aber vollstandig negiert werden. Zwischen einer
pharmakologischen Hemmung und dem genetischen Knockout gibt es keine Unterschiede im
B2 Expressionsmuster (siehe Versuche 5.2 und 5.5). In L-NA behandelten eNOS" und in
genetisch nicht verdnderten C57/B16 Méusen konnte ebenfalls keine Verdnderung der B2
Expression fiir die Lunge (24,0 £9,5%, p<0,01) und das Herz gezeigt werden. Exakt die
gleichen Ergebnisse (Abb.24,Abb.25,Abb.26) erhielt man in Versuchen mit L-NA behandelten
eNOS ™" Miusen. In eNOS™ Mausen liegt eine erhohte Bioverfiigbarkeit von NO vor, die
Hemmung der eNOS durch das L-NA hétte daher messbare Effekte auf die B2 Expression
zeigen miissen,wenn es denn eine Interaktion zwischen NO und B2 geben wiirde. Es kam aber
in keinem der untersuchten Fille zu einer verdnderten B2 Expression, somit ist eine Interaktion

des NO mit dem B2 auszuschliessen.

4.2.3 PETN / NO-Donor Behandlung:

In den mit PETN behandelten Miusen kam es unabhéngig von der eingesetzten PETN-
Konzentration weder in der Lunge noch im Herzen zu einer signifikanten Verdnderung der B2
Expression. Eine erhohte Bioverfiigbarkeit von NO (durch das iiber PETN exogen zugefiihrte
NO) verdndert in beiden Organsystemen die B2 Expression nicht (siche Abb. 16 und Abb. 18).
Es 14t sich daher ableiten, dass es keine Interaktion zwischen dem NO und B2 gibt. Denn der
deutlich erhohte vaskuldre NO Spiegel beeinflusst die B2 Expression nicht. Auch die Dauer
der erhoht vorliegenden NO Spiegel dndern diese Tatsache nicht. In eNOS"™ Miusen liegen
zum Beispiel dauerhaft erhohte NO Spiegel vor. Ob es sich um endogenes NO (eNOS™) oder
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exogenes NO (PETN) handelt ist ebenfalls unerheblich.

4.3 Gegeniiberstellung der Ergebnisse

Alle eingesetzten Méusestimme wurden u.a. mit L-NA als unselektivem NOS-Inhibitor
behandelt und dadurch einer akuten pharmakologischen Hemmung der eNOS unterzogen.
Unter diesen Bedingungen konnte {iberpriift werden, ob das Ausschalten der endogenen NO
Produktion kompensatorisch zu einer verdnderten B2 Expression fiihrt. Bei fehlender eNOS
Aktivitét, wire z.B. eine Hochregulation des B2 theoretisch denkbar, da Bradykinin ebenfalls
NO generieren kann und somit auch vasodilaMausend wirkt. Bradykinin hétte somit
theoretisch die fehlende NO Geneneration nach Blockade der eNOS durch das L-NA
kompensieren kénnen. Eine beobachtbar erhohte B2 Expression wire die Folge eines solchen
Kompensationsmechanismus gewesen. Die B2 Expression blieb aber unverindert, ein
Kompensationsmechanismus findet daher folglich nicht statt. Auch die pharmakologische NO-
Substitution mit einem resulM#usendem Uberangebot von vaskulir zur Verfligung stehendem
NO durch PETN, DETA/NO oder SNAP verdnderte die B2 Expression nicht. Dies untermauert
erneut, dass es zwischen NO und B2 keine Interaktion gibt. Auch in eNOS™ Miusen mit einer
genetisch bedingt 3,3 fach hoheren aortalen eNOS Expression, konnte kein Zusammenhang
zwischen NO und der B2 Expression dokumentiert werden. In diesen Méusen liegt ein
dauerhaft erhohter vaskuldrer NO Spiegel vor und wiirde es eine Interaktion zwischen NO und
Bradykinin geben, so hitte sich gerade hier dies im Expressionsmuster des B2 zeigen miissen.
Tatsdchlich ist aber auch hier die B2 Expression konstant. Gleiches gilt flir die Experimente
mit den anderen Tierlinien (C57BL/6, eNOS", eNOS Knockout). Auch hier konnte
tibereinstimmend keine NO-Abhéngigkeit der B2 Expression gezeigt werden. Die Ergebnisse
legen den Schluss nahe, dass NO unter keinen Umsténden direkt Einfluss auf die B2
Expression nimmt. Wiirde NO einen Einfluss auf die B2 Expression ausiiben, dann hitte dies
in den unterschiedlich angelegten Experimenten manifest werden miissen. Auch die ebenfalls
untersuchte eNOS Expression blieb sowohl in den in vivo als auch in den in vitro
Experimenten konstant und untermauert damit ebenfalls die fehlende Interaktion zwischen NO
und dem B2. In geringer Menge kann NO noch zusitzlich durch die Isoformen nNOS und
iNOS generiert werden (Buga, G. M., et.al., 1993). Diese beiden Isoformen der NO-Synthasen
wurden allerdings im Rahmen dieser Dissertation nicht untersucht. Es wére interessant zu
iiberpriifen, ob ein Uberangebot von NO auch eine kompensatorische Herabregulation der
Isoformen bewirkt oder sich nur die Translationsraten u./o. die Stabilitit der eNOS mRNA

verdndert (Hobbs A J, Fukuto J M and Ignarro L J, 1994).

Um die Effekte von NO auf die B2 Expression zu untersuchen, wurde bereits in Vorversuchen
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auch der NO-Donor PETN eingesetzt. Eine ausreichend erhohte Bioverfiigbarkeit von NO war
wihrend unserer Experimente sicher gewéhrleistet (Oppermann M et al., 2008), da der NO
Gehalt bzw. die Metabolite des PETN (PEDN und PEMN) im Plasma der Mause kontrolliert
wurden. Ein zu niedriger NO Spiegel, durch eine zu niedrig gewéhlte PETN-Dosis, kommt
also als Fehlerquelle fiir die erzielten Ergebnisse nicht in Frage. Und auch die erhobenen Daten
der eNOS™ Versuche legen kongruent zu den PETN Versuchen nahe, dass NO keinen Einfluss
auf die Expression des B2 hat. Das Uberangebot von NO #ndert die B2 Expression nicht.
Dieser Sachverhalt zeigte sich deckungsgleich in den untersuchten Organsystemen Herz,
Lunge und Aorta, so dass auch organspezifische Effekte keine bedeutende Rolle spielen.

Der durchgefiihrte Vergleich zwischen dem so genannten Hochdrucksystem (Herz) und dem
Niederdrucksystem (Lunge) des Kreislaufes war interessant, weil diese Systeme
unterschiedliche Aufgaben und Funktionen erfiillen. Das Niederdrucksystem des Kreislaufs
besteht aus dem Lungenkreislauf, den Venen, dem Kapillarbett und dem rechten Herzen. In
diesem Sytem herrschen Blutdruckwerte zwischen 0-15 mmHg und die Hauptaufgabe des
Niederdrucksystem ist die Zwischenspeicherung von Blut (vendses Pooling). Dies wird {iber
die entsprechende Dehnbarkeit der Gefdle erreicht. Kommt es beispielsweise zu einem akuten
Blutverlust, wird das im Niederdrucksystem gepoolte Blutvolumen dem Kreislauf wieder zur
Verfiigung gestellt und sichert damit den fiir die Perfusion notwendigen Blutdruck. Um dieser
Aufgabe entsprechen zu konnen, ist die Féhigkeit zur Vasodilatation der Gefdfle essentiell. Das
NO die Vasodilatation in GefdBBen bewirkt ist mittlerweile ein anerkanntes Faktum. Umso
interessanter war daher die Frage, ob diese Funktion in Abwesenheit von NO, z.B. durch einen
genetischen Knockout oder die pharmakologischer Inhibition der eNOS, von Bradykinin
tibernommen werden kann. Und da die Lunge am leichtesten bei einer Préparation zugénglich
ist und ausreichend Untersuchungsmaterial liefert, wurde sie stellvertretend fiir das
Niederdrucksystem ausgewéhlt und untersucht.

Das so genannte Hochdrucksystem des Kreislaufes besteht aus dem linken Herzen, sowie den
Arterien. Der dort vorliegende Blutdruck liegt in Ruhe zwischen 70 und 120 mm Hg. In akuten
Belastungssituationen kann der Blutdruck entsprechend bei Bedarf gesteigert werden. Die
Hauptaufgabe des Hochdrucksystems ist u.a. die gesicherte Perfusion der Organe. Trotz der
unterschiedlichen Aufgaben der beiden Systeme zeigt sich aber in der B2 Expression kein
Unterschied. Auch hier ist die B2-Expression unabhingig von NO, denn auch hier spielt die
eingesetzte NO-Konzentration und die Expositionsdauer zum NO keine Rolle. Um dies auch
als gesichert annehmen zu konnen, wurden bewusst sehr hohe NO-Konzentrationen und lange
Expositionszeitraume zum NO gewéhlt. So wurden z.B. die NO-Donatoren DETA/NO und
SNAP in einer Konzentration von 100 uM eingesetzt, wodurch in den Zellen eine
Konzentration von circa 30 uM NO erreicht wurde (Patzner et al., 1998). Dies entspricht

ungefdhr einer 1000 x hoheren NO-Konzentration, als sie in vivo im Steady State tiberhaupt
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erreicht werden kann (Vallance et al., 1995). Selbst diese hohen NO-Konzentrationen zeigten
keinen Effekt auf die B2 Expression in Lunge, Herz, Aorta und PAEC. Ein gewebespezifischer

und speziesspezifischer Effekt darf daher ausgeschlossen werden.

Initial wurde in den Versuchen mit den eNOS Knockout Méausen félschlicherweise ein
Artefakt in Hohe der B2 Bande (42 kD) durch den eingesetzten Sekundérantikorper als erhohte
B2 Expression fehlinterpretiert. Es schien so zu sein, dass kompensatorisch fiir den Verlust der
eNOS eine signifikante Hochregulation des B2 Rezeptors statt gefunden hétte. Dies wire
plausibel gewesen, wenn man bedenkt, dass moglicherweise der Prostacyclin-Weg und die NO
Generation durch Bradykinin, neben der theoretisch denkbaren Kompensation durch die nNOS
und iNOS, eine Rolle spielen konnte. Denn neben NO konnen auch Prostaglandine eine
wichtige Mediatorfunktion ausiiben und die Synthese von Prostacyclin ist mit einen Anstieg
der Calciumkonzentration in den Endothelzellen verbunden. Beim Prostacyclin-Weg spaltet
die Phospholipase A2 strikt calciumabhéngig aus Phospholipiden der Zellmembran
Arachidonséure ab. Diese wird durch die Cyclooxygenase in Prostaglandin H2 umwandelt, aus
welcher die Prostaglandin 12-Synthase die Bildung des vasodilaMéusenden Prostacyclins
katalysiert. Prostacyclin bindet in den glatten Muskelzellen an den membranstindigen G-
Protein-gekoppelten IP-Rezeptor (Smyth and Fitz Gerald 2002). Uber ein G-Protein wird jetzt
die Adenylatcyclase aktiviert, die den zweiten wichtigen second messenger in glatten
Muskelzellen, das zyklische Adenosin-5-Monophosphat (cAMP), synthetisiert. Das cAMP
fiihrt dann zur Aktivierung der Proteinkinase A, die dhnlich wie die cGK, tiber
Phosphorylierungen unterschiedlicher Zielproteine eine Relaxation der glatten Muskelzelle
bewirkt (Shaul et al., 1992).

Prostacyclin kann also eine vom sekundéren Botenstoff cAMP unabhingige Hyperpolarisation
der glatten Muskelzellen durch Offnung der ATP-abhiingigen Kaliumkanilen bewirken
(Jackson et al., 1993; Jackson 1993) und somit zur Relaxation der glatten
GewiBwandmuskulatur fithren, wodurch eine Vasodilatation moglich wird. Dieser theoretisch
denkbare Kompensationsmechanismus scheint aber in den eNOS Knockout Miusen keine
Rolle zu spielen, da sich zwischenzeitlich durch weitere Experimente mit einem anderen
Antikdrper und der standardisierten Messung gegen Actin belegen lief3, dass der B2 Rezeptor

seine Expression in eNOS Knockout Méusen nicht verdandert (Khosravani M, et al., 2015).

Hochregulationen des B2 konnten aber durchaus bereits schon dokumentiert werden. So weil3
man z.B. das bei bestimmten genuinen Erkrankungen, wie dem angeborenen Angioddem,
regelmiBig eine erhohte B2-Expression detektiert werden kann (Kivity et al., 2010). Auch das
ACE-Hemmer und AT I-Inhibitoren den Abbau von Bradykinin hemmen und so zur

Manifestation eines nicht allergischen Angioddemes fithren konnen ist bereits bekannt. Bei
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dieser Angioodemform spielt das Bradykinin als auslosendes Agens eine entscheidende Rolle
(Bas M et al., 2007). Es bewirkt als Mediator eine erhohte Permeabiltit der Gefafie und vor
allem in den postkapilldren Venolen eine Vasodilatation. Ausgeldst wird die Vasodilatation
iber die Bindung an B2 und normalerweise wird das dabei entstehende kurzlebige Nonapeptid
(Halbwertszeit im Plasma circa 7 Sekunden) von spezifischen Metalloproteasen in Gewebe
und Serum wieder abgebaut. In diesem Prozess sind auch das Angiotensin-Converting-Enzym
(ACE), die neutrale Endopeptidase (NEP), die Aminopeptidase (APP), und indirekt auch die
Dipeptidylpeptidase IV (DPPIV) involviert.

Auch in vaskuldren glatten Muskelzellen, pulmonalen Fibroblasten und in der
Trachealmuskulatur von Ratten konnte bereits eine Hochregulation des B2 durch Interleukin 1
B (Schmidlin et al., 1998), Glucocorticoide (Scherrer et al., 1999), Tumornekrose Faktor

o (Haddad et al., 2000), Glucose (Christopher et al., 2001), Ostrogen (Madeddu et al., 1997)
und plated derived growth factor (Dixon et al., 1996) gezeigt werden.

Die Hypoxie und die Applikation von Lovastatin bewirken ebenfalls eine gesteigerte B2
Expression (Liesmaa et al., 2009; Liesmaa et al., 2007). Als Erkldrungsansatz wurden
verschiedene Mechanismen beschrieben, welche die untranslatierte 3'- und 5'-Region der B2
Gene, den Transkriptionsfaktor p53, KLF-4 und das cAMP response element binding protein
(CREB) u./0o. CREB-binding Protein beinhalteten. Interessanterweise tritt hier die
Phosphorylierung von CREB in vaskuléren glatten Muskelzellen nach der Stimulation mit NO-
Donatoren auf und wird vermittelt durch die cGMP-abhéngige Hemmung der
Phosphodiesterase 111, sowie die nachfolgende Erh6hung des cAMP (Steinbicker et al., 2011).
Durch Nutzung eines Reportergenes konnte gezeigt werden, dass die Stimulation des B2 mit
Bradykinin die B2 Promotor Aktivitéit erhoht (Pesquero et al., 1996). Allerdings nimmt in
transfizierten HEK 293 Zellen, die mit einem griinfluoreszierenden Protein markiert sind, nach
prolongierter Stimulation mit einem nicht inaktivierbaren Bradykininrezeptoragonist die B2
Dichte wieder ab, weil der B2 Rezeptor im Rahmen einer Endocytose nach Uberstimulation
verstérkt sequestiert wird (Bawolak et al., 2009). In wie weit bei diesem Prozess zusétzlich
noch eine verringerte Transkriptionsrate oder reduzierte mRNA-Stabilitéit eine weitere Rolle
spielen kann zum jetzigen Zeitpunkt nicht beantwortet werden. Da diese Vorgénge aber in den
HEK 293 Zellen ohne die Anwesenheit von NO stattfinden (HEK 293 Zellen exprimieren
keine eNOS), darf angenommen werden, dass NO keinen direkten Einflu3 auf die B2

Expression ausiibt (Schmidt et al., 2001).
Der Vollstidndigkeit halber sei noch erwéhnt, dass das durch die B2 Aktivierung gebildete NO
und Prostacyclin moglicherweise zu einer so genannten Signaling pathway Modulation der

Genexpression des B2 fiihrt (Busse and Fleming, 2003).

63



Die vielen Studien zum Bradykinin liefern also noch recht widerspriichliche Ergebnisse, so
wurde z.B. beschrieben, dass abdominelle Aortenringe von C57BL/6 Miusen in Anwesenheit
von Bradykinin konzentrationsabhédngig verstarkt kontrahieren. Diese Kontraktionen lassen
sich fast vollstindig durch den Bradykininantagonisten Icatibant unterbinden (Felipe et al.,
2007). Somit darf ein Einfluss des Bradykinins auf die Kontraktion angenommen werden. Nur
widerspricht diese Beobachtung der bereits bekannten bradykininvermittelten Relaxation der
glatten Muskulatur und der dadurch vermittelten Vasodilatation in der Aorta (Ding et al., 2002;
Talikder et al., 2004).

Interessanterweise ist Diclofenac, als unselektiver Cyclooxygenase-Inhibitor, in der Lage die
bradykininvermittelten Kontraktion vollstdndig zu unterbinden. Daher wire denkbar, dass vom
Endothel und der glatten GefdBwandmuskulatur nach Stimulation durch Bradykinin ein
Cyclooxygenase-Produkt freigesetzt wird, welches dann die Vasokonstriktion induziert.
Vergleichbar wire dies mit der bekannten Acetylcholinvermittelten Vasokonstriktion in
aortalen Ringen bei Hamstern (Wong et al., 2009). Dies wiirde bedeuten, dass die
Vasokontraktion nicht direkt durch das Bradykinin ausgeldst wird, sondern durch ein
Cyclooxygenase-Produkt und eine durch dieses Produkt initiierte Signalkettenkaskade.
Bradykininvermittelte Vasokonstriktionen wurden auch in den von uns verwendeten eNOS
Knockout Méusen bereits beschrieben. Nach Stimulation mit Bradykinin fiel dort die
Vasokonstriktion fast doppelt so hoch aus, so dass dieser Umstand eine funktionelle Relevanz
des Bradykinins bei der Vasokonstriktion nahelegt. Moglicherweise ist die erhohte
Kontraktilitit durch die fehlende eNOS und die dadurch reduzierte vaskuldre NO-Generation
bedingt und es so zu einer reduzierten Fahigkeit zur Vasodilatation in den eNOS Knockout

Mausen kommt.

Zusammengefasst untermauern die Befunde stimmig, dass NO nicht in die Regulation und
Expression des B2 involviert ist. Dann ist auch plausibel, warum Anderungen des vorliegenden

vaskuldren NO Angebotes keinerlei Effekt auf die B2 Expression ausiiben.

Die erzielten Resultate unserer Experimente sollten zukiinftig durch weitere Experimente
erginzt werden, z.B. kdnnten Westernblots mit anderen Organsystemen einen mdglicherweise
doch vorhandenen organspezifischen Effekt nachweisen. Die Tatsache das nicht nur das linke
Herz, sondern auch das rechte Herz in den Experimenten verwendet wurden und somit keine
exakte Trennung zwischen dem Hochdrucksystem und dem Niederdrucksystem stattfand, hatte
eher keinen Einfluss auf die erzielten Resultate, da der Gewebeanteil des rechten Herzens am
kardialen Gesamtvolumen vernachléssigt werden kann. Somit war der Vergleich des
kompletten Herzens mit der Lunge, die komplett zum Niederdrucksystem gehort keine

Fehlerquelle fiir fehlende organspezifische Effekte. Es wire interessant
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Widerstandsarterien,die einen entscheidenden Einfluss auf die Blutdruckregulation haben zu
untersuchen. Auch die Untersuchung von Schleimhéuten wire mehr als wichtig, denn gerade
hier kommt es bei der Ausbildung von nicht allergischen Angioddemen zu einer ausgepragten
bradykininvermittelten Vasodilatation. Dabei wird durch Bradykinin NO generiert und es wére
interessant zu wissen, ob in den Zellen der Schleimhédute die NO Generation durch die eNOS
beeinflusst wird. Denn dies wiirde bedeuten, dass Bradykinin doch einen Einfluss auf NO hat
und dieser gewebespezifisch ist. Geradezu zwingend sollten Experimente mit B2 Knockout
Maiusen durchgefiihrt werden. Lief3e sich in den B2 Knockout Méusen eine signifikante
Veridnderung der eNOS Expression oder einer anderen NO-Synthase nachweisen, so wére die

Interaktion zwischen den beiden Mediatoren NO und Bradykinin nicht mehr auszuschlieBen.

Auch die Regulation des B2 unter dem Einfluss von Antagonisten sollte weiter untersucht
werden. Dies ist fiir die Entwicklung von Medikamenten, die an den B2 binden und
dadurch dessen Funktion und Wirkung modifizieren und damit fiir die Therapie des nicht
allergischen Angioddemen weiterhin essentiell (Khosravani M, et al., 2015). Mit Icatibant
steht bereits seit 2008 ein selektiver B2 Antagonist fiir die Behandlung des genuinen
Angioddems in Deutschland zur Verfiigung. Icatibant ist ein Dekapeptid mit dhnlicher
Struktur wie das Bradykinin. Es blockiert den B2 Rezeptor, so dass Bradykinin seine
permeabilititsfordernden und vasodilaMausenden Effekte nicht mehr ausiiben kann.
Letzlich wird so klinische Ausbildung des nicht allergischen Angioddems verhindert. Zur
Prophylaxe eines akuten Schubes bei bereits bekanntem hereditaren Angioodemes (HAE)
steht seit circa 30 Jahren die Therapie mit Berinert ® zur Verfiigung. Berinert® ist ein C1-
INH-Konzentrat aus Spenderblut. Es wird intravenos appliziert und ist in Deutschland
Mittel der Wahl. Seit 2010 steht zudem mit Conestat alfa ®, als rekombinantes C1-INH-
Konzentrat, ein Priparat zur Verfligung fiir das kein Spenderplasma mehr benétigt wird.
Ein weiterer klinisch zur Verfligung stehender Wirkstoff ist der rekombinante Kallikrein-
Inhibitor Ecallantide, der die Biosynthese von Bradykinin reduziert. Als Nebenwirkung fiihrt
dieser durch die Hemmung des Faktor 12 zu einer verldngerten aPPT-Zeit, die letztlich zu
einer erhohten Blutungsneigung fiihrt. Insbesondere bei zeitgleicher Anwendung anderer
Antikoagulantien ist hier erhohte Vorsicht geboten und regelméfige aPPT-Kontrollen sind
zwingend notwendig. Historisch wurde bereits Danazol® zur Prophylaxe des hereditéren
Angioddems seit den 70er Jahren des letzten Jahrhunderts eingesetzt. Allerdings gibt es in
Deutschland seit 2005 keine Danazol-haltigen Fertigarzneimittel mehr auf dem Markt, da der
Hersteller aufgrund des ungiinstigen Nutzen-Risiko-Verhéltnisses der oralen Darreichungsform

auf eine Nachzulassung verzichtet hatte (Quelle : https://de.wikipedia.org/wiki/Danazol).

65



Gerade im Hinblick auf die Therapie der Bradykinin-vermittelten nicht allergischen
Angioddeme, die sich schnell zu einem akut lebensbedrohlichen Krankheitsbild entwickeln
konnen, wire es wiinschenswert weitere schnell wirksame Medikamente zur Verfiigung zu
haben. Leider ist die Datenlage zum kompletten Mechanismus der B2 Expression aber zum
aktuellen Zeitpunkt noch widerspriichlich und unzureichend. Es werden zwar fast taglich neue
Erkenntnisse gewonnen, wie z.B. das es beim nicht allergischem Angio6dem zu einer
verdnderten B2 Signalkette kommt (Bas M, et al., 2010), aber es sind bei weitem noch nicht

alle beteiligten Mechanismen und Mediatoren bekannt.

Es ldsst sich zum jetzigen Zeitpunkt und in der Zusammenschau der vorliegenden Ergebnisse
im Rahmen dieser Promotion aber postulieren, dass NO keinen direkten Effekt auf die B2
Expression ausiibt. NO wird stidndig im Endothel generiert und hat in seiner Summe
vasoprotektive Eigenschaften, es spielt eine entscheidende Rolle bei der Blutdruckregulation,
indem es die Vasodilatation auslost. Bradykinin fithrt zwar ebenfalls zur Vasodilatation, erhoht
gleichzeitig aber auch die Gefallpermeabilitit. Es wirkt dhnlich wie Histamin und ist an
Inflammationen, Algesie und der Ausbildung des nicht allergischen Angioddems beteiligt. Es
fordert in der Summe seiner Wirkungen auch die Ausbildung und Progression der
Arteriosklerose. Wenn nun NO kontinuierlich im Endothel gebildet wird und dabei, durch
Interaktion mit dem B2, auch stindig Bradykinin generiert wiirde, wird plausibel warum NO

keinen direkten Einfluss auf die B2 Expression haben sollte.
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5. Anhang

5.1. Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Ubersicht iiber B2-Rezeptor gekoppelte Mechanismen
Abb. 2: Exemplarische Eichgerade

Abb. 3: Schematischer Aufbau einer Blot-Kammer

Abb.
Abb.

Schema der Antikdrper-Bindung und Peroxidase-Reaktion auf der Membran

Beispiel einer Coomassie-Féarbung
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Abb. 6: Exemplarische Ponceau- Farbung

7: Schritte wihrend einer PCR

8: PCR-Ergebnis transgen-positiver eNOS - Miuse

9: Beispiel einer PCR zur Bestimmung des eNOS- Knockout-Genotyps
Abb. 10: Exemplarisches PCR-Beispiel einer Geschlechtsbestimmung
Abb. 11: Vergleich der B2 Expression in der Lunge zwischen eNOS" und eNOS"™" Méusen
Abb. 12: Vergleich der pulmonalen B2 Expression zwischen zwischen eNOSn und eNOS++
Mausen
Abb. 13: Vergleich der kardialen B2 Expression von eNOSn und eNOS++ Méusen
Abb. 14: Vergleich der kardialen B2 Expression von eNOSn und eNOS++ Méusen im
Westernblot
Abb. 15: Darstellung der IgG Bande in einer Coomassie Farbung eines SDS—Geles bei eNOS
Knockout Méusen im Vergleich zu C57Bl/6
Abb. 16: Einfluss verschiedener PETN Konzentrationen auf die B2 Expression in der Lunge
Abb. 17: Exemplarischer PETN-Westernblot fiir die Lunge
Abb. 18: Einfluss verschiedener PETN Konzentrationen auf die B2 Expression im Herzen
Abb. 19: Exemplarischer PETN-Westernblot fiir das Herz
Abb. 20: Einfluss verschiedener PETN Konzentrationen auf die eNOS Expression in der
Lunge
Abb. 21: Westernblot von eNOS Expression im Lungengewebe von PETN behandelten
C57/B6 Méusen
Abb. 22: Einfluss verschiedener PETN Konzentrationen auf die eNOS-Expression im Herzen
Abb. 23: Westernblot von eNOS Expression im Herzgewebe von PETN behandelten C57/B6
Miusen
Abb. 24: Exemplarischer Blot fiir Lungengewebe
Abb. 25: Exemplarischer Blot fiir Herzgewebe
Abb. 26: Zusammenfassung der bisher dargestellten Effekte auf die B2 Expression im Herzen
von eNOSn und eNOS++ Méusen mit und ohne L-NA Behandlung
Abb. 27: Effekt einer L-NA Inkubation auf die Expression des B2 in PAEC
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Abb. 28: Westernblot der B2 Expression in PAEC nach L-NA Inkubation

Abb. 29: Effekt einer L-NA Behandlung auf die Expression des eNOS-Rezeptors in PAEC-
Zellen

Abb. 30: Darstellung der B2 Banden und eNOS- Banden fiir PAEC-Zellen

Abb. 31: Effekt einer SNAP-Inkubation (10 pM) Inkubation auf die Expression des B2 in
PAEC-Zellen

Abb. 32: Darstellung der B2 Banden PAEC-Zellen nach SNAP-Inkubation im Westernblot
Abb. 33: Effekt einer SNAP-Inkubation (10 pM) auf die Expression der eNOS in PAEC
Abb. 34: Westernblot der eNOS Expression in PAEC nach SNAP-Inkubation

Abb. 35: eNOS- und B2-Expression in PAEC nach L-NA- bzw. SNAP-Inkubation im direkten
Vergleich im Westernblot

Abb. 36: B2 Expression nach Inkubationen von PAEC mit DETA/NO

Abb. 37: Darstellung eines DETA/NO Westernblots mit PAEC

Abb. 38: Darstellung eines DETA/NO Westernblots mit PAEC
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5.3. Poster

%M/%’M Effekt des eNOS-Knockouts auf die Expression des
univirsitar  Bradykinin-Rezeptors Typ Il in Mausen

UNIVERSITAT
DUSSELDORF Valcaccia S, Dao VT, Kocgirli O, Suvorava T, Kumpf S, Floeren M, Oppermann M,
Universitatsklinikum Kojda G

Diisseldorf .

Institut fiir Pharmakologie und klinische Pharmakologie, Universitéatsklinikum Disseldorf, Heinrich-Heine-
Universitat, Diisseldorf, Germany

Zusammenfassung

Unsere Daten deuten darauf hin, dass die BKR-2 Expression in normalen
und iiberexpremierenden eNOS-Mausen in vivo durch NO hoch reguliert
werden kann,allerdings scheint unter physiologischen Bedingungen die
NO-Produktion schon maximiert zu sein,da keine signi

i durch ische U pression der eNOS oder durch
Zugabe von NO-Donatoren erreicht werden konnte. In eNOS-Knockout
Mausen scheint die signifikante Erhohung des BKR-2 wahrscheinlich als
Kompensation fiir den Verlust der endothelialen NO-Synthase zu
dienen.Mogli veise spielt hier der P in-Weg, neben der
Kompensation durch die nNOS, eine bedeutende Rolle.Der Vergleich des
Anstiegs der BKR-2 Expression in Herz und Lunge legt auBerdem
nahe,dass der Hauptteil der BKR-2 Expression im GefaBsystem selbst
reguliert werden kann,da beide Organe &hnlich hohe signifikante
Veranderungen bzgl. der BKR-2 Expression zeigen.

Einfithrung

Die Aktivierung des vaskuléren Bradykinin
Rezeptors Typ Il (BKR-2) fiihrtu.a. zur Bildung
des vasodilatorisch wirksamen Prostacyclins und
zur Bildung von NO durch die eNOS. Noch ist
unbekannt, ob diese beiden Mediatoren die
Expression des BKR-2 beeinflussen, deshalb
untersuchten wir den Effekt von NO auf die
vaskuldre BKR-2 Expression.
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Methoden

Mit Hilfe eines Tie-2 Promotors wurden
eNOS++Mause miteiner 2.3 fach héheren
aortalen eNOS-Expression generiert Als
Negativkontrolle dienten transgennegative
Wurfgeschwister (eNOSn).Die Daten der
eNOSn Tiere wurden mitden Daten dereNOS-
Knockout Tiere verglichen und in Relation
gesefzt.

m/ L-NA behandelte Mause
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eNOS-Knockout Mause
Die Knockout Tiere wurden in den Jackson
Laboratories generiert und 10x mit dem Stamm
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p<0.001
* p<0.001
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B2-Expression [%]

C57BL/6 zuriick gekreuzt Der Genotyp der
Tiere wurde mit Hilfe einer PCR und der DNA
aus den Schwanzspitzen der Tiere verifiziert.

B2-Expression [%]
BKR-2 Expression [%]

L-NA Behandlung

eNOSn und eNOS++ Méuse erhielten tber 3 Wochen den
NO-Inhibitor —L-Nitroarginin (100mg/kg/KG/d),welcher die
endogene NO-Freisetzung durch die eNOS hemmt.

PETN behandelte Mause

PETN Behandlung

C57BL/6 Mause wurden randomisiert in 3 Gruppen
eingeteilt (n=6 je Gruppe ) und erhielten 4 Wochen lang
entweder ein Placebo des NO-Donors Pentaerythriltyl-
Tetranirat (PETN) Omg, 6mg (PETN-6) oder 60mg
(PETN-60)PETN/kg/KG/d.
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Zellinkubationen

Endothelzellen aus Schweineaorten (PAEC) wurden mit dem
NO-Inhibitor L-NA bzw. dem NO-Donor SNAP ( S-Nitroso-N-
acetyl-D,L-penicillamin) inkubiert. Die Inkubationen erfolgten
uber 1h ,3h und 6h. Zellen, die mit L-NA inkubiert wurden,
sind zusatzlich mit Calciumionophor stimuliert worden. Als
Negativkontrolle dienten Zellen, die nur mit Medium
+Calciumionophor behandelt worden sind. Die mit SNAP
behandelten Zellen wurden vor der Inkubation nicht
stimuliert. Als Negativkontrollen dienten nur mit Medium
inkubierte Zellen. Die Zellen wurden nach der Inkubation
lysiert und fiir die Westemblots genutzt.
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Westernblots

Westernblots Ergebnlsse BKR2 Expression in  eNOS-Knockout ::(hlz-:d::‘r?:ri:: in den PETN und LNA
Die BKR-2 Expression wurde durch Westernblots und die BKR-2 Expression in eNOS n und eNOS ++ Mausen . . . In den PETN behandelien Tieren kam es unabhéngig von der
eines ikorpers gegen BKR-2 Méusen Uberaschenderweise kam es nicht wie eingeselzien PETN-Konzenation weder in der Lunge noch

emwartet zu einer deutichen Abnahme  der im Herzen zu einer signifkanten Veranderung der BKR-2

ermittelt. Lunge und Herz wurden den Méusen im Alter von 4-
6 Monaten entnommen und im fiiissigen Stickstoff
schockgefroren. Homogenisate der Organe wurden fiir die
Westernblots genutzt.

Leider konnte  beziglich der BKR-2
Expression zwischen den eNOS++ und
eNOSn Méusen weder fir die Lunge
(124.6+28.4),noch fiir das Herz (114.5+18.1)
ein signifikanter Unterschied gezeigt werden,
obwohl sich eine Upregulierung des BKR-2
in der Lunge und auch im Herzen
nachweisen lieB. Dies legt die Vermutung
nahe, dass die endogene NO-Produktion
unter physiologischen Bedingungen bereits
maximal ist und nicht weiter gesteigert
werden kann.

Expression.Gleiches lieR sich bei den fir die

BKR-2 vielmehr konnte

eine signifikante Upregulation der BKR-2
Expression von 130.746.5% (p<0.005) firr die
Lunge und 172426% (p<0.05) firr das Herz
nachgewiesen werden. Diese Daten legen
nahe, dass es bedingt durch das Fehen der
eNOS zu einem kompensatorischen Anstieg
der BKR-2 Expression kommt.

mit SNAP behandellen Zellen zeigen. Beide NO-Donboren
kgnnen die BKR-2 Expression nicht mehr stsigern.

In L-NA behandelten eNOSn Mausen konnte dagegen eine
signifikante Abnahme der BKR-2 Expression in der Lunge
von 240 95%( p<0.01) nachgewiesen werden. Eine
ahniich hohe Abnahme von 13.5$5.7(p<0.01) der BKR-2
Expression konne auch fir L-NA behandelte eNOS ++
Mause gezeigtwerden

Dies legt die Vermutung nahe, dass es bei dem genetschen
Knockout und dem  pharmakologischen ~Knockout zu
unerschiedichen Kompensatonsmechanismen kommt.
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5.4. Abstracts

1. Abstract

NO-Synthase knockout effects on protein expression of bradykinin receptor type-2 in

mice in-vivo
Valcaccia S, Dao V T, Kocgirli O, Suvorava T, Kumpf S, Floeren M, Oppermann M, Kojda G.

Institut fiir Pharmakologie, Universitétsklinikum Diisseldorf

Prisentiert auf der Jahrestagung der Deutschen Pharmazeutischen Gesellschaft in Bonn

vom 08.10.-11.10.2008

Activation of vascular bradykinin receptor type 2 (B2) leads to generation of the vasodilators
prostacyclin and NO. It is not known whether these mediators impact on the expression of B2.
We sought to investigate the effect of NO on vascular B2. eNOS"™ mice with 3.3 fold higher
aortic eNOS-expression were generated using endothelium-specific Tie-2 promotor and
transgene negative littermates served as controls (eNOS"). B2 expression was determined by
Westernblotting using a monoclonal antibody directed against B2. Mice were sacrificed at an
age of 4-6 months. Lungs and hearts were flash frozen in liquid nitrogen.Thawed and
homogenized pieces of frozen organs were used for Westernblotting. In some cases, eNOS"
and eNOS™" were fed for 3 weeks with 100 mg/kg BW/day. Blood pressure was measured with
a tail-cuff system. Treatment with L-NA resulted in a strong increase of systolic blood pressure
from 118.2+1.4 to 134+4.7 mmHg. A similar increase was in eNOS-/- mice (138+2.3 mmHg)
confirming that treatment with L-NA was completely effective. Im L-NA treated eNOS" mice
we found a very strong decrease of B2 expression in the lung to 24.0+9.5 % (P<0.01). A
similar decrease to 13.5+5.7 was seen in eNOS™ (P<0.01). These data suggest that B2 protein
expression is upregulated by NO in-vivo. To substantiate this hypothesis we determined B2
expression in eNOS™". However, there was no difference to eNOS", neither in the lungs
(124.6+28.4 %, P>0.05) nor in the heart. (114.5£18.1 %, P>0.05). These data suggest that the
effect of NO on expression of B2 is almost exploited by physiologic NO-generation. Finally,
we investigated whether B2 in eNOS-/- and expected a strong decrease as found in the L-NA
treated animals. In striking contrast, we found a significant Hochregulationof B2 expression to
130.7£6.5 % (P<0.005) in lungs and to 172+26 % (P<0.05) in the heart. These data suggest
that the increase of B2 expression is likely a compensation for the lack of vascular NO. This
might be an important mediator of reactive hyperemia in the heart of these animals.
Furthermore, the comparable increase of B2 in the lung and the heart suggest that the majority
of regulation of B2 takes place in the vasculature, he most important common cell types in

these organs. NO appears to upregulate protein expression of B2 in normal mice and mice with
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an overexpression of endothelial NO. In eNOS knockout mice, the increase of B2 expression
seems to be regulated by different molecular mechanisms and might compensate for the loss of

endothelial NO.

2. Abstract

Generation of Animal Model for Increased Vascular Oxidative Stress

Suvorava T!, Weber M?, Valcaccia S!, Dao V T!, Kojda G!

' Institut of Pharmacology and Clinical Pharmacology, Heinrich Heine University,
Duesseldorf, Germany

2 Division of Cardiology, Emory University School of Medicine, Atlanta, USA

Prasentiert auf der 75. Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft fiir Kardiologie vom
16.04.-18.04.2009 in Mannheim.

Purpose: Compelling evidence suggest that numerous pathological conditions are
associated with increased vascular oxidative stress. Whether elevated vascular levels of
reactive oxygen species promote cardiovascular pathology or are the consequences of the
disease state is an important but ananswered question.

Methods: We have generated a mutant of bovine eNOS in which cysteine 101 was replaced
by alanine (C101A) resulting in uncoupling of eNOS. The effects of C101 A mutation have
been characterized in cultured human embryonic kidney cells (HEK) transfected with
either mutant eNOS (eNOS™) or wild type eNOS (eNOS™). Transgenic mice carrying
eNOS™ have been generated on a C57BL/6 background using the endothelium-specific
Tie-2 promotor. By breeding these mice with eNOS knockouts (eNOS™), mice that only
express eNOS™ (eNOS™/eNOS™") or no eNOS at all (eNOS”/eNOS™") were obtained.
Results: Studies in HEK cells transfected with eNOS™ revealed decreased eNOS activity,
increased superoxide generation inhibited by L-NAME treatment, less NO production
(45.8£6.2 %), strongly elevated protein oxidation level and decreased eNOS dimer stability
in native SDS-gels as compared to eNOS™ suggesting that eNOS™" has the typical features
of uncoupled eNOS.

Organ bath experiments showed increased aortic sensitivity of eNOS”/eNOS™" to NO-
donor S-nitroso-N-acetyl-penicillamine. In striking contrast, there was a significant
rightward shift in acetylcholine dose-response curve in eNOS”/eNOS™* (p=0.0062 vs
C57Bl/6, n=11-13). eNOS”/eNOS™" mice have elevated systolic blood pressure as
compared to C57Bl/6 (138+2.3 vs 118.4+3.1 mmHg in C57BL/6, n=6-8, p<0.05), but not
to eNOS”/eNOS™- (135.5+0.8, n=8). Western blot analysis confirmed the expression of
eNOS in eNOS”/eNOS™* and revealed an increased phosphorylation of eNOS at Ser1179
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in aorta, heart and muscle of eNOS”/eNOS™* as compared to C57B1/6 (p<0.05, n=4-8).
Since the number of circulting endothelial progenitor cells may serve as a marker of
ongoing endothelial dysfunction, EPCs were counted using Fluorescent Activated Cell
Sorter. Amount of circulating EPCs defined as CD34/Flk-1 or as Sca-1/Flk-1 double
positive cells was significantly lower in peripheral blood of eNOS”/eNOS™" as compared
to eNOS™/eNOS™" (n=7-8, p<0.05) strongly suggesting a role of uncoupled eNOS and
increased vascular oxidative stress in regulation of circulating EPCs.

Conclusions: Endothelial specific overexpression of uncoupled eNOS and increased
vascular oxidative stress decrease the number of circulating stem cells with endothelial

progenitor capacity.
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