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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Arterielle Hypertonie als Volkskrankheit

Herz-Kreislauf-Erkrankungen sind weltweit die h@sfe Todesursache (World Health
Organisation, 2008). Im Jahr 2008 starben alleidentschland 356.729 Menschen an den Folgen
von Krankheiten des Kreislaufsystems (Statistis&@sdesamt, 2008). Unter den Risikofaktoren
fur Herzinfarkt, Schlaganfall und andere mit denfdBsystem assoziierte Erkrankungen ist die
arterielle Hypertonie einer der wichtigsten. Dassage die Pravalenz dieses Risikofaktors in der
Bevdlkerung der Bundesrepublik Deutschland im maépnalen Vergleich mit am hdchsten ist
(Tabelle 1.1) (Wolf-Maier et al., 2003), zeigt ddandlungsbedarf, der hier auf dem Gebiet der

praventiven Gesundheitsvorsorge herrscht.

Land Gesamt Méanner Frauen
Nordamerika 27,6 30,4 24,8 44,4
USA 27,8 29,8 25,8 52,5
Kanada 27,4 31,0 23,8 36,3
Europa 44,2 49,7 38,6 26,8
Italien 37,7 44,8 30,6 32,0
Schweden 38,4 44,8 32,0 26,2
England 41,7 46,9 36,5 24,8
Spanien 46,8 49,0 44,6 26,8
Finnland 48,7 55,7 41,6 25,0
Deutschland 55,3 60,2 50,3 26,0

Tabelle 1.1 Pravalenz der Hypertonie in sechs eurofsthen Landern, Kanada und den USA (adaptiert nach \blf-
Maier et al., 2003) *Hypertonie definiert als Blutdruck 140/90 mmHg und/oder antihypertensive Behandlung

Da fiur die Beziehung zwischen Blutdruckwerten unemd Risiko, eine kardiovaskulare
Erkrankung zu erleiden, ein direkter logarithmidickearer Zusammenhang gezeigt werden
konnte (World Health Organisation, 2002), geht nm@ute immer weniger von einer binaren
Einteilung in gesund/krank aus. Umso wichtiger veergut vertragliche Medikamente, mit deren
Hilfe der Blutdruck der Menschen optimal eingesteNerden kann. Ein Blick in die

Verordnungsblocke der Arzte in Deutschland verrdauo die pathophysiologischen

Hauptansatzpunkte im Kampf gegen den Hochdrucktiemd welche finanziellen Ausmal3e dies
fur das Gesundheitssystem annimmt. Die Arzneingittglpe mit der groten Zahl an
Verordnungen (46,2 Mio.), dem hdochsten Verordnualyswen gemessen an definierten
Tagesdosen (6178,0 Mio.) und dem héchsten erzieltesatz (1888,6 Mio. €) Uberhaupt war im
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Einleitung

Jahr 2008 @& Gruppe der Angiotens-Hemmstoffe (Schwabe, 2009u dieser gehéren neb

den

Inhibitoren des Angiotensin Converting Ens (ACEHemmer) dir Blocker der

Angiotensin 1l-Reeptoren Typ 1 (Aj-Blocker) und seikurzem auch die Renininhibitor

1.2 Renin-AngiotensinAldosteron-System

Das Renin-Angiotensidddosteror-System (RAAS)ist ein endokrines System, an welch

Leber, Niere, Lunge und Gefal3system beteiligt sind daseinen wichtigen Regulator der

Homoostase des Natriumnd des Wasserhaushalts, intra-und extrarenale Gefal3widerstands

und

nicht zuletzt des arteriellen Blutdru darstellt. Gemal dieser klassischen Definition wlie

Aspartatprotease Reniniiber die enzymatisch inaktive Vorstufe Prorenvon den

juxtaglomerularen (JG) Epitheloidzellen, welcheder Tunica mediider afferenten Arteriolel

der Glomeruldiegen, gebildet und auf verschiedene Reize hiar alich konstitutiv, in das Vi

afferens sezernie(siehe Abb. 1.1.

*Extraglomerulire
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*Juxtaglomeruldrer
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S
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Abbildung 1.1 Schematische Zeichnung des Juxtaglomerulédren Apparatund seiner benachbarte
Strukturen [adaptiert nach (Beierwaltes, 2010)
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Das Substrat des Renins, Angiotensinogen, wirceinLeéber gebildet und freigesetzt und in der
Zirkulation zum Dekapeptid Angiotensin | (ANG ) ggalten. Der néchste Schritt der Kaskade
erfolgt durch das Angiotensin Converting Enzyme E)C welches uberwiegend in den
Endothelzellen des Gefal3systems der Lunge exptinvied und durch eine erneute Abspaltung
von zwei Aminosauren das Oktapeptid AngiotensifANG 1) bildet. ANG II, der vermeintliche
Haupteffektor des RAAS, wirkt an spezifischen Angitsin Il Typ 1 (AT) Rezeptoren, was u. a.
zur Konstriktion glatter Gefalimuskelzellen, Stintiola renaler Natriumresorption, zu verstarkter
Ausschuittung von Katecholaminen, Antidiuretischemrriion (ADH) und Aldosteron und zu
einer Steigerung von Durst und Salzappetit fuhrch¢®&da & Kurtz, 2009). All diese
Einzelwirkungen bewirken letztendlich eine Steiggyules arteriellen Blutdrucks, fihren jedoch
im Zuge von negativen Feedback-Schleifen z. T. aiexlir Hemmung der Reninfreisetzung
(siehe Abb. 1.2).

|_

Angiotensinogen

g
W

Angiotensin |

Angiotensin Il

P A
I( I< |
. \ I

AT1- Rezeptor

ADH-
Freisetzung

Natrium- Aldosteron-

. . m— | Wasserresorption
resorption freisetzung

Abbildung 1.2 Regelkreis des ,klassischen* RAASACE=Angiotensin Converting Enzyn
ADH=Antidiuretisches Hormon, AT1-Rezeptor= Angoitend Typ 1 Rezeptor

Dieser uberschaubare Regelkreis erklart die Haukiwg des RAAS, namlich die

Blutdruckstabilisierung. Neuere Erkenntnisse deygdioch auf einen sehr viel komplexeren
Sachverhalt hin. So wurden verschiedene andereaBigge der Angiotensinbildung, neue aktive
Komponenten, Metaboliten und Rezeptoren in versigmen Lokalisationen im ganzen Korper

und viele unterschiedliche Effekte der neuen Spiéle RAAS entdeckt (Rosivall, 2009).
9



Einleitung

Beispielsweise kann ANG Il von Aminopeptidasen 2d@\lIl und ANG 1V weiter metabolisiert
werden, welches dann an einen eigenen AngioteNsiRelzeptor oder, im Falle von ANG IIl, an
den AT;-Rezeptor bindet und so verschiedene Wirkungerakeitf Des Weiteren kann aus ANG |
und Il mittels ACE2 ein anderes bioaktives Peptittehen, ndmlich das aus sieben Aminosauren
bestehende Angiotensin(1-7). Auch existieren nel@nAngiotensin-Rezeptoren noch andere, an
denen Bestandteile des RAAS Effekte bewirken, wiB.zder Renin/Prorenin-Rezeptor, an dem
sowohl Prorenin als auch Renin binden kénnen undosoihrer Enzymfunktion unabhangig
maoglicherweise zu prosklerotischen VeranderungenGaweben fihren (Nguyen & Danser,
2008). Diese und weitere Beispiele sind in Abb.und@ Tab. 1.2 nochmals zusammengefasst.

[ |

Angiotensinogen / T TTos=3 R/P-R

Angiotensin (1-10) (ANG 1)

ﬂ AT2
Angiotensin (1-8) (ANG 11) 4 AT1

A
Angiotensin (1-9) g

Angiotensin (2-8) (ANG 1II) Y
Angiotensin (1-7) ﬂ /,
ﬂ Angiotensin (3-8) (ANG IV) ¢-------------> AT4

Inaktive Fragmente ﬂ

Inaktive Fragmente

Abbildung 1.3 Vereinfachter Uberblick iber Proteine Peptide, Enzyme und Rezeptoren des RAAS [adaptiert
nach(Schmieder et al., 2007) ANG=Angiotensin, ACE=Angiotensin Converting EnzyrP-R=Renin/Prorenin Rezeptor,
AT1=Angiotensin Il Typl Rezeptor

Voller Name Ligand Funktion
AT, Angiotensin Il Typ 1Rezeptor Angiotensin Il Vasokonstriktion, Stimulation von
Angiotensin Il Sympathikus und Aldosteronfreisetzung,

Forderung von Zellwachstum,
Matrixablagerungen und Entziindung

AT, Angiotensin Il Typ 2Rezeptor Angiotensin Il Antagemus zu den Effekten von AT1,
Forderung von Apoptose, Protektion von
Nervengewebe, mdglicherweise
Synergismus mit AT1 bei
Entziindungsférderung

AT, Angiotensin IV Rezeptor Angiotensin IV Vasodilatation, herabgesetzter Natrium-
Transport im Tubulus, verbessertes
Gedachtnis, méglicherweise
proinflammatorisch
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R/P-R  Renin/Prorenin Rezeptor Renin Anstieg von Angiotensinbildung,
Prorenin unabhéngige Forderung von
Matrixablagerungen

Tabelle 1.2 Rezeptoren des Renin-Angiotensin-Aldosta-Systems [adaptiert nach(Schmieder et al., 200[7)

Ausgangspunkt all dieser immer mehr im Detail es¢bten Schritte ist jedoch die Bildung und
Freisetzung des Renins und auch des Prorenins ewusl@-Zellen. Deshalb ist es, auch im
Hinblick auf die etwaige Entwicklung von neuen Vditffen, die modulierend in das RAAS
eingreifen und an ganz neuen Angriffspunkten aesetZonnten, unabdingbar, die
Regulationsmechanismen der Reninfreisetzung imiDataserstehen. Obwohl viele Fortschritte
auf dem Weg dorthin in den letzten Jahren gemacintien, gibt es noch immer einige wichtige
Details, Uber die wenig bekannt ist.

1.3 Regulation der Reninfreisetzung
1.3.1 Systemische Regulation

Wie teilweise bereits aus Abb. 1.2 zu ersehemibt,es zahlreiche Faktoren, die auf systemischer
Ebene die Bildung und Freisetzung von Renin modedieDie drei wichtigsten davon sind der
systemische arterielle Blut- und damit verbunden rdeale Perfusionsdruck, die Salzbeladung
des Korpers und die Aktivitdt des sympathischervbiesystems.

In verschiedenen Versuchsaufbauten, wie der isolprfundierten Niere (IPN), isoliert
perfundierten Glomerula oder auch isolierten JQefel konnte gezeigt werden, dass die
Reninfreisetzung in inverser Beziehung ztenalen Perfusionsdrucksteht, so dass ein Abfall
des Drucks die Freisetzung stimuliert, wohingegen Anstieg sie hemmt (Schweda & Kurtz,
2009). Dabei kann die Druckanderung vermutlichldix@n den JG-Zellen selbst und unabhéngig
von der Macula densa detektiert werden, da sowehhight-filternden Nieren (Scholz & Kurtz,
1993), als auch isoliert perfundierten Glomerula®iMacula densa (Bock et al., 1992), und
isolierten JG-Zellen dieser Zusammenhang zu seten(Mirota et al., 2002). Die Verbindung
zwischen Druck und Sekretion von Renin wird wohéiibinen Kalziumeinstrom und damit eine
Veranderung der intrazelluldren Kalziumkonzentratie*]; hergestellt, da bei fehlendem
extrazellularem Kalzium der erwartete Effekt ausbli(Wagner et al., 2007). Eine erhéhte
mechanische Belastung der JG-Zellen durch einetiggndes Perfusionsdrucks fuhrt zu einem
Einstrom von extrazellularem €aund hemmt auf diese Weise die ReninfreisetzungieBen
bewirkt der verminderte mechanische Stress aufJ@eZellen bei einem Druckabfall eine
Verminderung des Kalziumeinstroms, was wiederum Riminfreisetzung férdert. Was genau

[Ca®"]; in den JG-Zellen bewirkt, wird spater noch genaaréiutert werden. Neben diesem eben
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beschriebenen Signalweg spielt auch die FreisetzongAdenosintriphosphat (ATP) mit seiner
anschlieBenden Degradierung zu Adenosin und didddnrosin-Rezeptoren (A1AR) eine Rolle
(Schweda et al., 2005).

Fir die Beleuchtung des zweiten systemischen Regs/aderSalzbeladungim Korper, sollte
man sich zunachst die anatomischen VerhaltnisseNe&e nochmals vor Augen fihren. Bei
jedem Nephron kommt der dicke Teil der aufsteigentienle-Schleife mit seinen Zellen der
Macula densa in engen Kontakt mit dem Gefal3poleserugehorigen Glomerulums, und hier
v. a. dem Vas afferens mit den darin enthaltenatiagl Muskel- und JG-Zellen (siehe Abb. 1.1).
An dieser Stelle, die Teil des Juxtaglomerularerpapts ist, kommt es mittels der gerade
genannten Zellen zu einer Interaktion zwischen ltreu Flussigkeit auf der einen und
GefaRtonus und Reninfreisetzung auf der andererie.S&ine hohe Konzentration an
Natriumchlorid [NaCl] im distalen Tubulus fuhrt dgbzu einer Hemmung der Reninsekretion
und einer Erhohung des Gefal3tonus in der affereittriole mit einer sich daraus ergebenden
Senkung der Filtrationsrate im Glomerulum. Andesgssbewirkt eine Erniedrigung von [NacCl]
eine vermehrte Freisetzung von Renin. Allgemeirrlarnt ist, dass die Salzkonzentration in den
Zellen der Macula densa mittels des apikalefY#d2CI-Kotransporters registriert wird. Welche
im Signalweg weiter unten liegenden Signalmolekidian jedoch die Effekte genau bewirken, ist
weniger sicher. So ist etwa eine durch niedrigek®aizentrationen getriggerte Hochregulierung
der Cyclooxygenase 2 (COX2) in der Macula densaiem was dann mittels Bildung von
Prostaglandin E2 (PGE2) und Bindung an den zugg®lriPGE2-Rezeptoren zu einer
Stimulation der Adenylatzyklasen und einer gestéggeReninfreisetzung in den JG-Zellen fuhrt
(Harrison-Bernard, 2009). Auch fir die Signalkaskaoestehend aus ATP, Adenosin und
Al-Adenosinrezeptor konnte gezeigt werden, dassameGefalitonus und die Ausschittung von
Renin mit dem Salzgehalt an der Macula densa vaebi{Castrop, 2007).

Schliel3lich wéare noch der Einfluss dgsnpathischen Nervensystemauf das RAAS zu nennen.
Sowohl zirkulierende Katecholamine, als auch an d&iZellen ansetzende sympathische
Nervenfasern vermitteln Ubep;-adrenerge Rezeptoren eine gesteigerte Reninaussuinl
(DiBona & Kopp, 1997). Die Bedeutung dieses nenvdi#nflusses konnte u. a. mit Hilfe von
Doppelknockoutmausen gezeigt werden, defienund fB,-Adrenorezeptoren fehlten und bei
denen die gemessenen Plasmareninspiegel um meh80&s im Vergleich zur Wildtyp-
Kontrollgruppe reduziert waren (Kim et al., 200Reben dieser direkten Wirkung efferenter
Anteile des sympathischen Nervensystems auf digellen hat dieses dariberhinaus tiber andere
Mechanismen Einfluss auf den renalen Blutfluss, gleamerulére Filtrationsrate, den tubularen
Wasser- und Salztransport und somit auf die Ernsighund Aufrechterhaltung von

Bluthochdruck. So wurde interessanterweise gezedlgiss bei Patienten, die an einer
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medikamentds mit Angiotensin-Hemmstoffen nicht &hisaren Hypertonie litten, durch eine
Denervierung der Nieren der Blutdruck deutlich géseverden konnte (DiBona & Esler, 2010).
Neben diesen drei eben beschriebenen Hauptregeragiist es noch einige andere Hormone und
parakrin wirkende Botenstoffe, die Einfluss auf 8igdung und Freisetzung von Renin haben.
Der Vollstandigkeit halber seien hier das bei etbbiDruckbelastung in den Vorhéfen des
Herzen gebildete atriale natriuretische Peptid (AN#atelet-activating factor (PAF) und auch
Angiotensin Il (ANG Il) mit hemmender Wirkung fiiredReninfreisetzung genannt. Stimulierend
wirken vasoaktives intestinales Polypeptid (VIPaJctonin gene-related peptide (CGRP), das
Neuropeptid PACAP, Adrenomedullin, StickstoffmordXNO) und auch die Prostaglanding E
und b. Fur weitere Informationen sei an dieser Stelledaterse Reviews verwiesen (Hackenthal
et al., 1990), (Schweda et al., 2007), (Schwedaug&X 2009).

1.3.2 Zellulare Regulation

Auf zellularer Ebene sind es in erster Linie drign@lmolekile, die die Freisetzung des Renins
regulieren: die intrazellulare freie Kalziumkonz®tibn [Ca?];, zyklisches
Guanosinmonophosphat (cGMP) und zyklisches Adenosnophosphat (CAMP) (Schweda &
Kurtz, 2004). Wéahrend der Botenstoff CAMP die zaletrRolle bei der Freisetzung des Renins
einnimmt und [Cd]; hemmenden Einfluss besitzt, kann die Wirkung v@M@ sowohl
aktivierend, als auch inhibierend sein.

Die Tatsache, dassAMP die Ausschittung von Renin stimuliert, ist allggmanerkannt und
konnte in vielen verschieden Versuchen gezeigt arerdso bewirkten die oben erwdhnten
stimulatorischen Substanzen wie BGiad PG} (Jensen et al., 1996), Adrenomedullin (Jensen et
al., 1997), CGRP (Kurtz et al., 1988) oder Stimuiah desP;-Rezeptors wie Isoproterenol
(Hackenthal et al., 1990) in isolierten JG-Zelleohh nur eine erhohte Freisetzung von Renin,
sondern fuhrten gleichzeitig tUber eine Rezeptomitglte Aktivierung von Adenylatzyklasen
(ACs) zu erhohten cAMP-Spiegeln. Auch direkte Aldrang der ACs mit Forskolin fuhrte
sowohl bei der reninproduzierenden Zelllinie As 4l§ auch bei isolierten JG-Zellen zu einem
starken Anstieg der Reninausschittung (Grunbergeal.e 2006). Ebenso fuhrte die direkte
Applikation von cAMP in das Zytosol von JG-Zellentt@ls einer Patch-Pipette zu einer raschen
Freisetzung von Renin (Friis et al., 1999). Wie dANMtztendlich zur Freigabe von Renin fihrt,
ist bis heute kaum verstanden. So ist zwar bekaass die Ausschittung via Exozytose erfolgt
und der Proteinkinase A (PKA) dabei eine entschmeldeRolle zukommt (Friis et al., 1999), wie
genau dies jedoch vermittelt wird, ist unklar. né&razellulare cAMP-Konzentration wird nicht

nur durch die gebildete Menge, sondern auch duashAdismald seines Abbaus bestimmt. Dieser
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wird im Falle von cAMP von Phosphodiesterasen (POdesverkstelligt, die cAMP zu 5‘-AMP
hydrolysieren. Unselektive Hemmung von PDEs, belspieise durch 3-Isobutyl-1-
methylxanthin (IBMX) oder Theophylin, stimulierenolglich die Reninausschittung. In
Experimenten zur Expression der verschiedenen BDf6+imen in JG-Zellen stellte sich heraus,
dass in diesen Zellen v. a. die Isoformen PDE-3 BDB&-4 vorkommen (Friis et al., 2002). In
Ubereinstimmung mit dieser Erkenntnis zeigte siahrdsowohl in vivo als auch in vitro eine
deutliche Stimulation der Reninfreisetzung durcheespezifische Hemmung von PDE-3 und
PDE-4. Fir eine der beiden vorkommenden Isoformémlich PDE-3, wurde gezeigt, dass ein
intrazellularer Anstieg von cGMP diese inhibierie@®o, 1995). Auf diese Weise bewirkt z. B.
das von der l6slichen Guanylatzyklase (sGC) nachivikung durch NO gebildete cGMP
indirekt Uber einen Anstieg von cAMP eine Stimwatider Reninausschittung, was in vivo
(Beierwaltes, 2006) und auch in Patch Clamp Expemben an einzelnen JG-Zellen nachgewiesen
wurde (Friis et al., 2002).

Wie oben bereits erwahnt, wurde fdGMP jedoch nicht nur dieser stimulierende Einfluss
gezeigt, sondern auch ein hemmender, und zwar @ngithdavon, ob NO oder die Bindung von
ANP an seinen Rezeptor der Trigger zur Bildung wa(Eurtz & Wagner, 1998). Diese
inhibierende Wirkung wird tGber die cGMP-abhangiget&nkinase Il (cGKII) vermittelt, welche
in JG-Zellen hauptsachlich in der Nahe von RenieiSpervesikeln nachgewiesen wurde
(Gambaryan et al., 1996). In Versuchen mit transgeMausen wurde gefunden, dass stabile
cGMP-Analoga zwar in isolierten JG-Zellen von Wyjat und cGKI-, jedoch nicht von cGKiII-
Knockoutmausen die Reninausschittung hemmen kor(WWagner et al.,, 1998). Aus diesen
Versuchen kann gefolgert werden, dass cGKIll dierhende Wirkung von cGMP vermittelt. Die
molekularen Effekte der cGKIl sind allerdings unklaAuch die Frage, ob mehr die
stimulatorischen oder die inhibitorischen Effekie Wirkung von cGMP bestimmen, ist bis heute
wenig verstanden. Aufgrund der Tatsache, dass ffiritAt von cGMP zu PDE-3 hdher ist als
die zu cGKIl und dass cGKIl in der Lage ist, demmstatorischen Effekt von cAMP
abzuschwéchen, kann man vermuten, dass ein modé&rsgeg von cGMP die Reninsekretion
zwar stimuliert, ein starkes Ansteigen der Konzaian sie jedoch inhibiert (Schweda & Kurtz,
2004). AuBerdem erscheint es einleuchtend, dassntti&zellulare Lokalisation von cGMP-
bildenden Enzymen und den Zielmolekiilen von cGMRéerschiedenen Kompartimenten einen
wichtigen Faktor fur die Gesamtwirkung von cGMP dfelit. Ldsliche Guanylatzyklase (sGC),
die durch NO aktiviert wird, befindet sich genawge PDE-3 im Zytosol. Daher stimuliert das
von sGC stammende cGMP die Reninfreisetzung uber d&MP-Signalweg. Membran
gebundene partikulare Guanylatzyklase (pGC), weldre ANP aktiviert wird, befindet sich in
enger Nachbarschaft zu den Vesikeln mit cGKIIl. Degg nahe, dass von pGC gebildetes cGMP

in erster Linie die Abgabe von Renin hemmt (Schw&dk&urtz, 2009).
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Hemmende Wirkung hat auch der dritte Botenstoff darazellularen Regulatoren der
Reninfreisetzung, die intrazellularen freié@lziumionen. Klassische Vasokonstriktoren wie
Angiotensin Il, Norepinephrin oder Vasopressin veaghen in JG-Zellen einen Einstrom von
Kalziumionen und hemmen gleichzeitig deren Reniseisttung, was mit Versuchen an
isolierten JG-Zellen nachgewiesen werden konntat@et al., 1986), (Grinberger et al., 2006).
Auch eine Rezeptor-unabhéngige Erhéhung vorf'JGa. B. durch Zugabe von Thapsigargin,
eines Hemmers der sarkoendoplasmatischen RetikGia@mATPase (SERCA), welche fiir den
Transport von C& aus dem Zytosol in interne Speicher verantwortlgth hemmt die Abgabe
von Renin (Schweda et al., 2000). Andererseitstélibei isolierten JG-Zellen ein Absenken der
intrazelluldren Kalziumkonzentration durch den Bias des intrazellularen €aChelators
BAPTA-AM zu einer gesteigerten Ausschittung von iR€@rtiz-Capisano et al., 2007b). Ganz
im Gegensatz zu fast allen anderen sekretorisch#@nZ in denen ein Anstieg der intrazellularen
Kalziumkonzentration [C&]; die Exozytose von Substanzen auslést und fordeel]t das
Ansteigen von [CH]; also fir JG-Zellen den stérksten Inhibitionsmedsrans dar. Die
Erklarung dieser inversen Beziehung zwische" @md Reninfreisetzung, die als ,Kalzium
Paradoxon“ bezeichnet wird und sonst nur noch baied der Nebenschilddrise gefunden
werden konnte (Cohen et al., 1997), ist seit larggat Gegenstand der Forschung. Zahlreiche
Hypothesen mit verschiedenen Ansatzpunkten wundelen letzten Jahren aufgestellt, von denen
zumindest drei in der Tat zutreffend fir dieses r@nden zu sein scheinen: 1) Ein
Cét*/Calmodulin abhangiger Prozess, der zu einer Adtivig der Myosin-Leichtketten-Kinase
fuhrt, konnte eine verminderte Exozytose bewirkBelia Bruna et al., 1992). 2) Uber eine
Aktivierung der Phospholipase C (PLC) durch kladses Vasokonstriktoren wie ANG Il wird
Phosphatidylinositolbisphosphat (RIPzu Inositoltriphosphat (P und Diacylglycerol (DAG)
hydrolisiert. IR bewirkt dann tber Bindung an intrazellulareg-Rezeptoren die Freisetzung von
C&" aus intrazellularen Speichern, was wiederum zuivikung sog. ,store-operated channels*
(SOCs) filhrt, Uiber die Gaaus dem Extrazellularraum in das Zytosol einstrd@ut gleichen Zeit
bewirkt das gebildete DAG eine Aktivierung der Rinkinase C (PKC), fur welche gezeigt
werden konnte, dass sie bei Anwesenheit vofi” @& Freisetzung von Renin hemmen kann
(Kurtz et al., 1986). 3) Ein Anstieg von [€k kénnte (iber eine Modulation von lonenkanélen in
der Zellmembran oder der Membran der Renin-Spevelséel zu einer Hemmung der
Ausschuttung fuhren (Schweda & Kurtz, 2004). Eireste Hypothese, fur die vor kurzem, von
zwei Arbeitsgruppen unabhangig, eindrucksvolle Belgeliefert werden konnten, besagt, dass
die Erhéhung von [G4]; zu einer Hemmung der Adenylatzyklasen 5 und/od&ih@, und auf
diese Weise uber die verminderten cAMP-SpiegeRdirinfreisetzung gehemmt wird. Es konnte
an isolierten JG-Zellen gezeigt werden, dass eimedlEing von [C&]; durch ANG I,

Thapsigargin oder Endothelin-1 in gleichem Malie idteazellulare Konzentration von cAMP
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und die Freisetzung von Renin erniedrigte. Die Wirkunar aufgehoben, sobald « cAMP-
Spiegel durch cAMPAnaloga konstant gehalten wurde. Andererseits élikihe Erniedrigun
von [C&"]; durch Zugabe des Chelators BAF-AM zu einer Erhéhung der cAN-Konzentration
und gleichzeitiger Stimulierung der Reninausschgtu Dieser Effekt knnte wiederum
unterbunden werden, indem die Aktivilder ACs blockiert wurd€Grunberger et al., 200¢
(Ortiz-Capisano et al., 2007banz im Enklang mit diesen funktionellen Ergebnissen ko
auch die Expression von ACtnd AC6-mRNA in JG-Zellen nhgewiesen werde(Grinberger
et al., 2006), (OrtiZapisano et al., 2007 Abb.1.4 stellt alle im Text beschrieben
Mechanismen nochmals im Uberblick dZusammenfassend kann man sagen, dass diese
eine elegante Erklarung des lange Zeit nichtarbaren ,Kalzium Paradoxons” liefern, w
allerdings einen zumindest modulierenden Einfluss der vorhemagnten Thesen und at

weiterer Mechanismen nicht ausschli

PKA | — |— cGKiIl '/

Sarkoendoplasmatisches Retikulum

Abbildung 1.4 Zellulare Kontrolle der Reninfreisetzung [adaptiert nach (Schweda  Kurtz, 2009)] GP= GProtein, AC:
Adenylatzyklase PLC= Phospholipas C, IP3= Inositoltriphosphat, PKA= Proteinkinase AE3a= Phosphodiesterase
sGC= lgsliche Guanylatzyklase, A= partielle Guanylatzyclase A, weitere Erklarungen kdnnen deextdbschni
.Zelluldare Regulation* entnommen werc

C&* hemmt also in zentraler Position die ReninfreisetziWie das C** in die Zelle kommt, is
allerdings unklar.Aufgrund der zentralen Bedeutungs intrazellularen C**, waren die
Mechanismen, mit denendie JG-Zellen [C#]; regulieren, Gegenstand zahlreic
Untersuchungen. JG-Zellexprimierenviele unterschiedliche lonenkanaf&o wurden bis het
drei verschiedene KKanale, eii Ce*-aktivierter Cl-Kanal, ein N&K*/2CI-Kotransporter

(NKCC), einspannungsgesteuel L-Typ C&*-Kanal und geméaR funktionellen Hinweisen a
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sog. store-operated Channels (SOCs), deren Aktiditsich den Fullungsstand intrazellularer
Ca*-Speicher getriggert ist, nachgewiesen (Schwedal.e2007), (Schweda & Kurtz, 2009),
(Castrop et al., 2005), (Friis et al., 2004), @4t al., 2003), (Schweda et al., 2000).

Schon frih konnte gezeigt werden, dass Vasokotsteilk zu einer Depolarisierung der
JG-Zellen fuhren (Buhrle et al., 1986). Als Ursadtie diese depolarisierende Wirkung wurde
eine direkte oder Rezeptor-gekoppelte Modulation Kanalen diskutiert, die letztlich zu einem
Ausstrom von Cloder einem Einstrom von*Kfiihren (Kurtz & Penner, 1989). Als man noch
nicht wusste, dass €adiber eine Hemmung von AC5 und/oder AC6 die Reeisétzung hemmt,
wurde spekuliert, ob nicht die Erhéhung von{Ganur zur Depolarisierung der JG-Zellen fiihrt
und in Wirklichkeit dieses positivere Membranpotaihtlie Hemmung der Reninausschiittung
bedingt. Und tatsachlich konnte in zahlreichen HExpenten nachgewiesen werden, dass
depolarisierende Manoéver die Ausschiittung von Rariibieren und hyperpolarisierende diese
stimulieren (Kurtz et al., 2000), (Jensen & Sk&f96), (Castrop et al., 2005). Auch fir die in
JG-Zellen mittels RT-PCR und Immunfluoreszenz naghgsenen spannungsabhangigen
Cd&*-Kandle vom L-Typ (L-Typ Cg@, die in JG-Zellen erst bei sehr positiven
Membranpotentialen aktiviert wurden (Friis et @003), wurde anfangs eine verbindende Rolle
zwischen Membranpotential und éonzentration angedacht. Da eine derart ausgepragt
Depolarisation in JG-Zellen jedoch aufgrund gleahger Aktivierung hyperpolarisierend
wirkender C&'"-aktivierter K'-Kanale unter physiologischen Bedingungen sehr tinseheinlich

ist (Friis et al., 2004), konnte bisher keine fuokelle Rolle der L-Typ Cain der Kontrolle der
Reninfreisetzung gezeigt werden (Kurtz et al., 3990 fuhrten weder die Blockade von
spannungsabhéngigen Kalziumkanalen mit verschiedeKalziumantagonisten noch ihre
Aktivierung zu einer veranderten Reninfreisetzunglér isoliert perfundierten Niere (Scholz &
Kurtz, 1992). Da C& nun anscheinend nicht iber spannungsabhangigelkamaie Zelle
gelangen kann, muss es einen anderen Weg geben.

Ein méglicher Kandidat fiir einen funktionell relewan C4*-Kanal sind die weiter oben bereits
erwahnten store-operated Calcium Channels (SO@syetsuchen an der isoliert perfundierten
Niere zeigte sich, dass eine Hemmung der sarkodastoptischen Retikulum €aATPase
(SERCA), welche fiir den Transport von?Caus dem Zytosol in das sarkoendoplasmatische
Retikulum verantwortlich ist, die Freisetzung vorerith hemmte. Durch die Blockade von
SERCA mittels der Substanz Thapsigargin kann dasmai aus den intrazellularen
Kalziumspeichern in das Zytosol freigesetzté'Gacht mehr dorthin zuriick beférdert werden.
Dies fuhrt sukzessive zu einer Entleerung der $eejavas wiederum eine Aktivierung der SOCs

und somit einen C&Einstrom in die JG-Zelle zur Folge hat. Auf didsfeise wurde sowohl die
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basale Sekretionsrate von Renin abgesenkt alsdiedfreisetzung nach Stimulation vermindert.
Agonisten def-Adrenorezeptoren, Blockade des Salztransportsiimvéicula densa und auch die
Absenkung des Perfusionsdrucks konnten nach vgereZiugabe von Thapsigargin die Freigabe
von Renin deutlich weniger steigern als sie dieseolhapsigargin taten. Eine Absenkung der
extrazellularen Kalziumkonzentration konnte dies&kWhg innerhalb von Sekunden wieder
aufheben. Die Zugabe von bekannten SOC-Blockerma,Rifenamat, Gadolinium (Schumann et
al., 1994) oder Lanthan (Jan et al., 1999), verdadbe Wirkung von Thapsigargin jedoch nicht
(Schweda et al., 2000). Obwohl die Existenz von S$QC zahlreichen Zellen nachgewiesen
wurde, ist die molekulare Identitat weiterhin niefillig geklart. Ein moglicher Protagonist bzw.
eine Gruppe von Protagonisten, die bei der Bilduog SOCs und/oder der Regulation des
Kalziumeinstroms in die JG-Zellen eine wichtige IRdpielen kdnnten, sind die nichtselektiven
Kationenkandle aus der Familie der kanonischen kidssischen transienten Rezeptor Potential
(TRPC) Kanéle (Schweda & Kurtz, 2009).

1.4 TRPC: Canonical transient receptor potential channé
1.4.1 Einordnung in die Familie der TRP Kanale

Transiente Rezeptor Potential (TRP) Kandle bildee Superfamilie von Kationen-permeablen
Kanalen. Das zuerst entdeckte Mitglied, und damegrmnder der Familie, wurde als ein
Genprodukt vorDrosophilaidentifiziert, das diese zur visuellen Signaltduidion bendtigt. Der

Name transient receptor potential begriindet si¢daufliichtigen (engl.: transient) im Gegensatz
zur anhaltenden Antwort auf Licht von Fliegen, diee Mutation auf dem trp locus besitzen.
(Montell & Rubin, 1989). Basierend auf Ahnlichkeitén ihrer Aminosauresequenz werden die
kanalbildenden TRP-Proteine in S&ugetieren in sédfterfamilien eingeteilt: die klassischen
oder kanonischen TRPs (TRPCs), welche die groRteicktkeit zuDrosophila TRP aufweisen;

die Vanilloidrezeptor TRPs (TRPCVSs), die beispidsme den scharfen Geschmack von Chili-
Pfeffer vermitteln (Caterina et al., 1997); die W&htin TRPs (TRPMs); die Mucolipin TRPs
(TRPMLs); die Polycystin TRPs (TRPPs) und die Amkyilransmembranprotein 1 TRPs
(TRPAL). Die Kristallstruktur von TRP-Proteinen war noch nicht entschlisselt, jedoch weil3
man, dass alle TRP-Proteine sechs Transmembranéongthalten (siehe Abb. 1.5) und dabei
in ihrer Grundstruktur spannungsgesteuertésKgnalen ahneln (Flockerzi, 2007). Innerhalb der
TRP Unterfamilien ist die Gruppe der TRPC dahingeheinzigartig, dass sie nicht nur
verantwortlich ist fir Agonisten-aktivierte unseigk Kationenstrome, sondern auch eine
entscheidende Rolle beim sogenannten "slow sustaimmle of Ca2signaling” spielt, bei dem

langer anhaltende Erhéhungen der intrazellulareli@akonzentration [C4]; benétigt werden,
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um beispielsweise Transkriptionsfaktoizu aktivieren (Birnbaumer, 2009ie Unterfamilie de
TRPC besteht bei der Maus aus sieben Mitgliecndmlich TRPC1 IRPC7. Beim Mensche
dagegen existieren nur seclesschiedene TRFs, da hier TRPC2 lediglich ein Pseudogen zu
scheint. Aufgrund der groRBen Ahnlichkeit der Proéeinnerhalb iner Unterfamilie, jedoc
grof3erUnterschiede zwischen den Unterfami, geht man bis dato davon aus, dass siclr
Mitglieder derselben Unterfamilie zu heteromeren Karukturen zusammenfigen koni
(Flockerzi, 2007).

A Monomer B vermutete tetramere Kanalstruktur

Porenregion

Plasmamembran

Zytoplasma

Abbildung 1.5 Aufbau von TRP und den von ihnen gebileten Kanélen [adaptiert nact (Watanabe et al., 200¢
A) TRP-Proteine bestehen aus sechs Transmembrandomaneginencorenbildenden Schleife zwischen der funtiac
sechsten Domart®) Vier TRP-Proteine bilden vermutlich homotetramere und/odgertotetramere Kani

1.4.2 Expression inSaugetieret

Nahezu keine Zedl unseres Korpers ist frei von TF. Und so kommen auch TRPCs nah
ubiquitar in Saugetieren vor. Sie wurden im Nerystem, im kardiovaskularen System, in
Niere und der Leber, in Zellen aus Epi-, Endothel-und Knochenmarksgewelnachgewiesen
(Nilius, 2007),(Abramowitz & Birnbaumer, 200. Die genaue Lokalisation der TRPCs in
Niere war Gegenstand friiherer Untersuchur In renalen praglomerularen Widerstandsgef:
der Ratte wurde mittels RPCR und real time PCIMRNA von TRPC1,-3, -4, -5 und -6
nachgewiesen. Die Menge an TRPC3 mRNA war dab&engleich zur mRNA von TRPC:>-4,
-5 und 6 ungefahr um das Dreifache hoher. IWeiterenwurden die Versuche zum Verglei
auch mit Aortengewebe durchgefihrt. Dabei stelith $eraus, dass hier zwar die gleic
Kanédle gefunden werden konnten, allerdings die Meag mRNA von TRPC1 und TRP!
dominierte (Facemire et al., 20. In einem anden Versuchsaufbau wurde die Expression
TRPC in eier Zellkultur muriner Mesangiuzellen untersucht. Dabei konnte durch-PCR
ausschlielich  mRNA von TRPC1 und TRPC4 gefundenrdere Eire im Anschluss

durchgefuhrte immunhistbemische Farbung konntuRerdem zeigen, dass TRPC1 tberwie(
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im Zytoplasma, wohingegen TRPCA4 in erster Linielén Zellmembran exprimiert wird (Wang et
al.,, 2004). In einer etwas aufwandigeren StudieRattennieren, in der mittels konfokaler
Bildgebung auch die Expression innerhalb der Zgdeauer differenziert wurde, konnten auf
Proteinebene ausschliel3lich TRPC1, -3 und -6 nadlegen werden. TRPC1 war dabei in der
Konfokalmikroskopie im Glomerulum, in der apikalstembran des proximalen Tubulus und in
kultivierten Mesangiumzellen zu sehen. TRPC3 undPCTR waren ebenfalls im Glomerulum,
aber auch in den proximalen Anteilen des Sammedra@u sehen, wobei sich TRPC3 im
Gegensatz zu TRPCG6, das apikal und basolateraargriuf die apikale Membran beschrankte
(Goel et al., 2006). Schlie3lich wurden auch humislesangiumzellen auf ihre Expression von
TRPC hin untersucht. Dabei gelang auf Proteinebendtels Western Blot und
Fluoreszenzimmunhistochemie der Nachweis von TRP&1-4 und -6, wobei die Untersucher
auf die mangels optimaler TRPC-Antikérper nur saewv®urchfihrbarkeit der Immunblots
hinwiesen. TRPC1 und 4 waren bei diesen Versucheniiegend in der Zellmembran zu finden,
TRPC6 schien v. a. in der Nahe des Zellkerns exprimzu sein. In Versuchen zur
Koimmunoprazipitation konnte eine Interaktion voRHC1 mit TRPC4 und von TRPC1 mit
TRPC6 nachgewiesen werden. Auch in menschlichem@&iola und denen von Ratten konnten
diese vier TRPCs (1, 3, 4, 6) gefunden werden Setual., 2006).

1.4.3 Funktionen: Zusammenhange SOC-TRPC-STIM1-Orai

[Ca®*]; wird bestimmt durch die Summe des Einstroms vofi {Badas Zytosol hinein und seines
Transports aus ihm heraus. Aufgrund des grof3en édretionsgefalles zwischen Extra- und
Interzellularraum muss das Hinaus-Befordern vonziiah aktiv, u. a. mit Hilfe der beiden
Pumpen Plasmamembran “GATPase (PMCA) und sarkoendoplasmatisches Retikulum
Ca*-ATPase (SERCA), erfolgen. Kalzium kann dabei sdvgaimz aus der Zelle hinaus als auch
in intrazellulare Speicher gepumpt werden. Genasl diasen beiden Kompartimenten erfolgt
auch auf bestimmte Signale hin der Einstrom vofi @abei wird eines der Hauptsignale iiber
den weiter oben schon einmal erwahnten RezepfdrkKR-PLC-Signalweg vermittelt. Durch
Binden verschiedener Agonisten (z. B. ANG I1lI) amesi G-Protein-gekoppelten Rezeptor
(GPCR) bzw. einen Tyrosinkinase-Rezeptor (TKR) widdrch die PLQ3 bzw. PLCy
Phosphatidylinositolbisphosphat (RIPzu Inositoltriphosphat (P und Diacylglycerol (DAG)
hydrolisiert. IR bewirkt dann tber Bindung an intrazellulareg-Rezeptoren die Freisetzung von
Cd&* aus intrazellularen Speichern (Ferris et al., }1989er Kalziumeinstrom aus dem
Extrazellularraum, der daraufhin folgt, und der titis von C&* aus den Speichern wird

zusammen als Rezeptor gesteuertef” Gainstrom (ROCE) bezeichnet. Jedoch auch die
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Speicherentleerung an sich fihrt unabhangig vorepteren zur Aktivierung sog. ,store-operated
channels* (SOCs), iiber die €aus dem Extrazellularraum in das Zytosol einstr@&®CE).
SOCE muss dabei nicht notwendigerweise durch edirerelnen C&-Kanal vermittelt werden.
Vielmehr kann jeder lonenkanal, dessen AktivitamvBillungszustand interner €&peicher
abhéangt, zu den SOCs gezahlt werden (Smyth et2@06). Dartberhinaus fuhrt auch das
gebildete DAG zur direkten Aktivierung der nichtdal/en Kationenkanale TRPC3 und TRPC6
(Hofmann et al., 1999). Abb. 1.6 zeigt nochmals disammenhange im Uberblick. Wie genau
SOCs aufgebaut sind, ist nicht abschlieRend geK¥et am besten verstandene SOCE ist ein
selektiver, streng einwarts gleichgerichteter Kateinstrom mit der Bezeichnungrhc. Mit

Hilfe von Experimenten an Zellkulturen konnte vagrschiedenen Forschergruppen vor kurzem

Extrazellularraum

TRPC
Zytosol P
B N
?
SOCE

Cal+

Cai+

Ca*

Caz+

intrazellularer Ca?+ Speicher

Abbildung 1.6 Rezejtor-Gg/TKR-PLC-Signalwe¢. Fir eine eingehende Beschreibung sei auf den Osohait
JFunktionen: Zusammenhdnge SOC-TRPC-STIM1-Orai® vesen. GPCR=@rotein gekoppelter Rezept
PLC=Phospholipase C, TKR=Tyrosinkinaserezeptor, ,fIPPhosphatidylinositolbisphosphat, tMhositoltriphosphat
DAG=Diacylglycerol, IRR-Inositoltriphosphat Rezeptor, TRPC=canonischer transienter Rezeptor PalteKianal
SOCE=C&'-Speicher gesteuerter €a&Einstrom, krac=durch C&" Freisetzung aktivierter €aEinstrom,?=mdégliche bi
dato ungeklarte Interaktion

ein Durchbruch im Verstandnis dieses Gganals erreicht werden. Sie fanden heraus, dass zw
verschiedene Molekile die Hauptspieler verat sind, ndmlich das sich in der Membran des
endoplasmatischen Retikulums (ER) befindende stoingeraktionsmolekil 1 (STIM1) und das
in der Zellmembran lokalisierte Protein Orai (ehm@RACM fur Calcium Release-activated
Calcium Modulator). Es konnte gezeigt werden, ddssxpression von STIM1 und Orai in
HEK293 Zellkulturen zu 10-100 fach héheren?Gainstrom nach Stimulation mit Thapsigargin

fihrte (Peinelt et al., 2006), (Mercer et al., 200Bin Verlust von C& aus den internen
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Speichern im Zuge der Speicherentleerung fuhrt idadenutlich zu einer Dimerisation von
STIM (Stathopulos et al., 2006), (Luik et al., 2D@&lches anschlieend vom ER ausgehend
Kontakt zu bestimmten Mikrodoméanen der Zellmemb¢haipid Rafts) herstellt und dort die
Bildung des SOCE-Kanalkomplexes mit membranstamdi@eai- Proteinen und/oder TRPC
vermittelt (Birnbaumer, 2009). Ob nun TRPC an degiation von SOC-Kanélen beteiligt ist
oder gar ein Bestandteil von ihnen ist, wird bigodeontrovers diskutiert. Einen Hinweis flr eine
Beteiligung lieferten Experimente zur Koimmunoppitation, in denen sich herausstellte, dass
TRPC1, -4 und -5 Verbindungen mit STIM1 eingehenrkken (Yuan et al., 2007). Eine andere
Gruppe fand ebenfalls Prazipitate von STIM1 misdiedrei TRPCs (1, 4, 5) und zusatzlich noch
mit TRPC2. TRPC3 und TRPC6 konnten zwar keine t&r&mndung zu STIM1 eingehen, jedoch
wird fUr diese beiden Kanéle eine indirekte Regafaturch STIM1 postuliert, indem STIM1 die
Heteromerbildung mit anderen TRPCs vermittelt. FRPC1 wurde dartberhinaus gezeigt, dass
eine Ausschaltung von STIM1 mit Hilfe von siRNA salw die Aktivitat von TRPC1 als auch
von SOC im Allgemeinen hemmte (Worley et al., 200Vdrley et al schlagen aus diesem Grund
als neue Definition fur SOC vor, dass unter dieBegriff alle Kanale fallen, die von STIM1
reguliert werden und die Komplexbildung von STIM¥olge einer Entleerung intrazellularer
Céa*-Speicher zu ihrer Aktivierung benétigen. Wiededeme Gruppen sprechen TRPC dagegen
jedwede Beteiligung an SOC odefrAc ab. So konnte in HEK293 Zellen mit transienter
Expression von TRPC1, -3, -5 und -6 der durch Galen Carbachol, einem
Parasympathomimetikum, induzierte Einstrom vori*@acht durch gleichzeitige Koexpression
von STIM1 gesteigert werden. Ferner war die Akéivivon TRPC5 exprimierenden Zellen
unbeeinflusst von einer Ausschaltung von STIM1. Aut glatten Muskelzellen blieben TRPC6
zugeschriebene unselektive Kationenstréme nach @aheArginin-Vasopressin unverandert
nach Ausschaltung von STIM1 mittels siRNA (DeHawsnal., 2009). Eine Ursache fiur die
kontraren Ergebnisse liegt wohl an den unterscicieelh Versuchsaufbauten. Wahrend Daten, die
mit Hilfe von visueller Kalziumkonzentrationsmesgugeneriert werden, meist fur die Rolle von
TRPC als SOC sprechen, kommen Patch Clamp Expeemégufig zu gegenteiligen
Ergebnissen. Angesichts der vielen StorgroRerheigler visuellen Cd%onzentrationsmessung
auftreten konnen, wie z. B. unkontrollierbaren Ammgen von Spannungspotentialen - der
Hauptantriebskraft fur den Einstrom von Kalzium ifgtoplasma -, sollte vielleicht eher die
Elektrophysiologie zur Identifizierung von SOCE #&egezogen werden (Clapham, 2003).
Zusammenfassend erscheint dennoch die in Abb. Hhigedtellte Arbeitshypothese von

Birnbaumerals geeignete Grundlage flr weitere Untersuchungen.
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Abbildung 1.7 Mégliches Zusammenspiel zwischen TRPC, Orai und SWI. [verandert aus (Birnbaumer, 2009)]Der
Rezeptor-G-PLC-Signalwegaktiviert schnell TRPCs, was zu einem?*-Einstrom tiber ROC fiihrt. AuRerdem bewirkt
von der PLC gebildete {Riber Bindung an seinen Rezeptor die Entleerungrietd€?*-Speicher, was STIM in seine aki
Konformation bringt. Aktiviertes STIM bildedann mit Orai und TRPC innerhalb einer Mikrodomé&neén Zellmembra
(Lipid Raft) den SOCHanal. Dies fiihrt zum Einstrom von 2" und zur Entwicklung von IcraEinige -C3 und €6), abe
nicht alle TRPCs, konnten in ihrem Bestreben zu spuant Aktivitit gehemmt werden, indem sie von Orai in ih
ruhenden Zustand stabilisiert werde

1.4.4 Knockoutmause als geeignetes Versuchsmoc

Untersuchungen zumhktionellen Bedeutung von TR-Kanalengestalten sich schwierig,
selektive Werkzeuge, mit deren Hilfean einzelne TRP®anéle gezielt modulieren oder at
nur valide markieren kénntgrétenteilsfehlen. Aus diesem Grurgibt es bisher nur wenige
vivo Studien und die allermeisten bis heute gewoeneErkenntnisse beruhen &/ersuchen an
Zellkulturen (Nilius, 2007)Aufgrund dieses Mangels an Kanalblockern mit ackemder Poter
und Spezifitat, um TRP@esteuerte C*-Einstrome in Primarzellen verhindern oder aktiviere
konnen, ist es nicht moglicllje funktionelle Relevanz einzelner TR-Kandle in komplexeren
Organsystemen und integrativen Systemfunktionesinem Gesamtorganismus zu untersuc
Um dieses Defizit zu umgehen, benutzten versched@rbeitsgruppen die Moglichkeit d
gezielten Geninaktivierung in Stammzellen und genen so nockoumdause, denen ein

bestimmter TRPC-Kahafehlte. Bei diesen Maun kénnen nun die unterschiedlichs
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funktionellen Parameter bestimmt und mit denen reM&dtyp-Vergleichsgruppe verglichen
werden. Auf diese Weise kdnnen sehr elegant Rutlkssd Gber den Einfluss der einzelnen
TRPC-Kanale auf verschiedene Organsysteme gezogetew (Freichel et al., 2004). Daten zu
Versuchen mit TRPC Knockoutméausen wurden bisheTRiPC1, TRPC2, TRPC4, TRPCS5 und
TRPC6 veroffentlicht. Mit Hilfe dieser transgenerere konnten viele Erkenntnisse Uber die
Funktionen der einzelnen Kanale gewonnen werdenst8itie sich TRPC1 beispielsweise als
unabdingbare Voraussetzung fir die Ausbildung elerzhypertrophie bei Belastung heraus
(Seth et al., 2009). TRPC2 zeigte sich als wichtigegulator des Sexualverhaltens der Tiere
(Leypold et al., 2002), (Stowers et al., 2002), TRPals entscheidender Bestandteil bei der
Steuerung der Permeabilitat von Endothelzellen efaGen (Freichel et al., 2001). Eine
Beteiligung an Funktionen der Amygdala und Angsbassrtem-Verhalten von Mausen konnte
fur TRPC5 herausgefunden werden (Riccio et al.92@Md TRPC6 scheint an der Regulation
glatter GefaRmuskelzellen beteiligt zu sein, weeiatl die Ergebnisse bei diesen Tieren wohl
durch die kompensatorische Hochregulation von TRB&8nflusst waren (Dietrich et al., 2005).
Dietrich et al stellten fest, dass bei den von ihnen untersncRiRPC6E-Mausen arterieller
Blutdruck, durch Agonisten stimulierte Kontrak#iitund basaler Tonus der Zerebralgefa3e und
die TRPC-getragenen Kationenstrome in isoliertemttglh Muskelzellen Uberraschenderweise
erhoht waren. Und dies obwohl bei friheren in vilersuchen, bei denen TRPC6 in kultivierten
Zerebralarterien von Ratten mittels antisense @kgoxynukleotiden ausgeschaltet worden war,
eine deutliche Verminderung der reaktiven Vasokikigin der Arterien in Folge einer
induzierten Druckerhéhung zu verzeichnen war (Wedshal.,, 2002). Die daraufhin erfolgte
guantitative Messung der mRNA der Kanadle TRPC1-den Zerebralarterien ergab, dass die
gemessene Menge an TRPC3-mRNA im Vergleich zur tyilikontrollgruppe um das Drei- bis
Funffache erhdht wabDietrich et al folgerten, dass die erhohte TRPC3-mRNA wohl zilguhg
von homooligomeren TRPC3-Kanalen gefuhrt habe,idiegGegensatz zu TRPC6 nicht streng
Rezeptor-reguliert sind, sondern auch eine relatiie konstitutive Aktivitat aufweisen. Und
tatsachlich zeigte sich in weiteren Untersuchungiss der erhbhte Kationeneinstrom in den
glatten Muskelzellen durch Transfektion der Zellmit TRPC3-spezifischer siRNA komplett
aufgehoben werden konnte (Dietrich et al., 200%)c Brage, ob die Ausschaltung einzelner
TRPC-Kanale auch eine Auswirkung auf den Reninhaltister Tiere hatte, sind bis heute

allerdings noch keine Daten verfugbar.

24



Einleitung

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Zielsetzung dieser Arbeit war es herauszufindencheeRolle TRPC mdglicherweise im Renin-
Angiotensin-Aldosteron-System der Maus spielen kéniufgrund der weiter oben bereits
beschriebenen Problematik fehlender spezifischarrRéka, welche die einzelnen TRPC-Kanale
gezielt hemmen oder aktivieren kdnnen, wurde ddis Versuchsmodell der Knockoutméause
herangezogen. Nun haben frihere UntersuchungeneaenT bei denen Gene fir ein einzelnes
TRPC-Protein ausgeschaltet worden waren, gezeags die gewonnenen Ergebnisse sehr stark
durch die kompensatorische Hochregulation andeR¥Pd-Proteine beeinflusst werden kdnnen
(Dietrich et al., 2005). AuBerdem ist auch bekawiatss die kanalformenden Bestandteile der
TRPC-Kanale nicht nur aus homotetrameren, sondech aus heterotetrameren Kombinationen
von Mitgliedern innerhalb der TRPC-Unterfamilie tedsen kénnen (Flockerzi, 2007). Diese
Kombinationen scheinen allerdings nicht wahllos sohien allen TRPCs gebildet zu werden,
sondern eher innerhalb von Untergruppen, in di¢n siie verschiedenen TRPCs aufgrund
struktureller Ahnlichkeit auf Ebene der Aminosauegnteilen lassen. TRPC3, -6 und -7 formen
dabei die eine Gruppe und TRPC4 und -5 die and&®®C1 und -2 lassen sich aufgrund ihres
einzigartigen Aufbaus keiner dieser Gruppen saigcatuordnen (Hofmann et al., 2002). Genauso
Gruppen uberschreitend ist auch das Bindungsverhatin TRPC1. Nicht nur zu TRPC4 und -5
(Hofmann et al., 2002) sondern auch zu TRPC3, &é-dn(Zagranichnaya et al., 2005), (Liu et
al., 2005) konnte TRPCL1 in vergangenen VersucheZetlkulturen und verschiedenen isolierten
Gewebeproben Verbindungen eingehen. Und auch anbkationen aus drei verschiedenen
TRPC-Proteinen in HEK293-Zellen war TRPC1 betei(itrubing et al., 2003). Wegen dieser
heteromeren Komplexe, in denen TRPC-Kandle phygistberweise vorkommen, und der
Tendenz zur kompensatorischen Hochregulation nochandener TRPCs in Knockoutmausen,
erschien es sinnvoll, diese Problematik durch deeclhzeitige Ausschaltung von zwei TRPC-
Genen zu umgehen oder zumindest abzuschwachen.

Die vielfaltigen Kombinationsmoglichkeiten von TRPCusammen mit der bisherigen Datenlage
zum Expressionsmuster der verschiedenen TRPCs eneiNjewebe der Saugetiere liel3 die
Generierung und Verwendung von TRPC1/6 Doppelknaotkéusen als vielversprechenden
Versuchsaufbau erscheinen, um die Beteiligung dies&den Proteine und auch von TRPC-
Proteinen im Allgemeinen am RAAS der Maus zu untenen. Es sollte die Frage geklart
werden, ob Mause, denen TRPC1 und TRPC6 komplaterfe im Vergleich zur Wildtyp-
Kontrollgruppe Unterschiede in ihren Plasmareniegein und nachfolgend auch in den
Vitalparametern Herzfrequenz und Blutdruck aufweidéerner sollten etwaige Unterschiede in
der Nierenfunktion der beiden Gruppen durch Veoyialer Wasser-, Naund K'-Ausscheidung

aufgedeckt werden.
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Es ist bekannt, dass €adie Reninfreisetzung hemmt. Der Mechanismus, wis Halzium
allerdings genau in die Zelle gelangt, ist unkliar.friheren Versuchen wurde gezeigt, dass
.Store-operated channels” eine Rolle bei der Remulades intrazellularen Kalziumspiegels
spielen. Der molekulare Aufbau dieser Kanale istdato nicht vollig geklart. Die im Vorfeld
aufgestellte Hypothese war, dass, falls TRPC1 wwe/GRPC6 wichtige Regulatoren oder gar
Bestandteile der store-operated ?Cachannels in JG-Zellen sind, ein Einfluss auf die
Reninfreisetzung zu sehen sein musste. Durch degfalVeder zumindest die Hemmung dieser
Eintrittspforte fur C&" aus dem Extrazellularraum wiirden weniger Kalziuraioin das Zytosol
gelangen, wodurch die Reninfreisetzung gesteigemdan misste. Aufgrund der gesteigerten
Plasmareninspiegel wirde man wiederum eine Erhdbdeadlutdrucks bei den Knockout-Tieren
erwarten. Der Fokus dieser Arbeit lag also wenmdr der genauen Entschlisselung zelluléarer
oder gar molekularer Prozesse, sondern vielmehr dah Auswirkungen fur den
Gesamtmechanismus, den eine Ausschaltung der b&eea fir TRPC1 und TRPPC6 mit sich
bringt. Sollten sich relevante Unterschiede in damersuchten Parametern zwischen der
Knockout- und der Wildtyp-Vergleichsgruppe zeigerdre dies ein Anlass fur weitere Studien,
dann naturlich auch auf zellularer Ebene.

Da in frGheren Versuchen zur Expression von TRR@sNierengewebe von Saugetieren die
Ergebnisse durchaus unterschiedlich ausfielentesali3erdem in Vorversuchen an C57BL/6
Mausen mittels RT-PCR gezeigt werden, welche TRRQ&-Zellen der Maus vorkommen. Ein
Verfahren zur reinen Isolierung von JG-Zellen igtdgch nicht bekannt, weshalb die
nachgewiesene mMRNA auch von verschiedenen anderedem Praparationen enthaltenen
Zelltypen stammen koénnte. Daher erfolgte die Eingueg der mdglichen TRPC-Isoformen in
JG-Zellen mit Hilfe des Ausschlussprinzips durche duntersuchung von Gesamtnieren,
Glomerula, isolierten JG-Zellen und Renin-produaneilen As4.1-Zellen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Versuchstiere

Fiur die Untersuchungen wurden neun TRPC1/6 Doppekoutmause und neun in Alter und
Geschlecht gut gematchte Wildtypmause als Kontnatige verwendet. Die Zucht der TRPC1/6
Doppelknockoutmause erfolgte am Institut fur Phawhagie und Toxikologie der Universitat

Homburg (Prof. Dr. M. Freichel). Die Mause wurdds lsomozygote Doppelknockoutmause oder
Wildtypmause ubergeben. Um eine mdgliche Beeinfilngsder Messwerte von Seiten des
Untersuchers auszuschliel3en, waren diesem die @amotunbekannt. Nach Versuchsende
wurden die Genotypen der beiden Gruppen bekanrtbgegeind zusatzlich eine Kontroll-

Genotypisierung durchgefihrt. Alle Mause wurderEinzelkafigen gehalten und hatten freien
Zugang zu Trockenfutter und Wasser.

Fur die Versuche der RT-PCR zum Nachweis von mRNAdarschiedenen Geweben wurden
C57BL/6 Mause unterschiedlichen Alters und Gesttitegerwendet.

2.1.2 Primer

Zum Nachweis der TRPC-Kanale wurden sogenanntenigjpanning Primer verwendet. Bei
diesen wurde die Basenabfolge so gewahlt, dassdiekodierende Abschnitte des betreffenden
Gens (Intron) mit einschlieRen. Auf diese Weise rkawerhindert werden, dass bei
DNA-Verunreinigung der isolierten RNA die DNA in delben Amplifikatlange vervielfaltigt
wird. Zum einen wird dies dadurch erreicht, dass O&IA-Fragment eine andere Lange als das
entsprechende RNA-Transkript besitzt, bei dem ingeZules Splicings ja die Intron-Stiicke
herausgeschnitten werden, und zum anderen dieefeds Zyklus nicht ausreicht, um das viel
langere DNA-Fragment vollstandig zu amplifizierén. Vorversuchen wurden mit Hilfe eines
Gradientencyclers die optimalen Annealing Tempeeatwaller Primer bestimmt. Sie lagen fur
TRPC1, -2, -3, -5, -6 und -7 bei 60, fir TRPC4 bei 62;5C.

Fiur die Genotypisierung wurden zum Nachweis derddgruppe Primer in der Sequenz des
Exons 7 des TRPC6-Gens verwendet, welches bei derstélung der TRPC1/6-
Doppelknockoutmause (Dokos) entfernt wurde. ZumhMasis der genetisch verdnderten Tiere
wurden Primer fir ein eingebrachtes Neomycin-Resigen verwendet (Dietrich et al., 2005).

Die genauen Basenabfolgen und erwarteten Amplgikagen konnen Tabelle 2.1 entnommen
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werden. Die Analyse der PCR-Produkte erfolgte tsitiEHektrophorese auf 2% Ethidiumbromid

gefarbten Agarosegelen.

Verwendung Sequenz Amplifikat
TRPC1 sense 5-TCTGGGAATGTTCCTCCTTG-3' 374 bp
TRPC1 antisense 5'-GCTCGAGCAAACTTCCATTC-3'

TRPC2 sense 5-AGATTGCCCAGCTGCTTATG-3 325 bp
TRPC2 antisense 5'-CTCACTCTGATTTCGGCACA-3'

TRPC3 sense 5-ATTCTTCGAAGCCCCTTCAT-3' 389 bp
TRPC3 antisense 5'-CTCCTGCACGTGACTATCCA-3'

TRPC4 sense 5'-ACGCCATCAGAAAAGAGGTG-3' 385 bp
TRPC4 antisense 5'-GAGTTCTTGCAGCTCCCAAC-3'

TRPC5 sense 5'-CCAACAATTGCTAGCCACCT-3 398 bp
TRPC5 antisense 5'-AAATCCATCAGGTTCCACCA-3'

TRPC6 sense 5'-GCAAAAGGTTAGCGACAAGC-3' 413 bp
TRPC6 antisense 5'-CCTTGCACTGCATAGACAGC-3

TRPC7 sense 5-CTCTGCCCAATGAGACCTTC-3 375 bp
TRPC7 antisense 5'-GAGATGATCTGGGGGTCTGA-3

Renin sense 5-TGGGTGCCCTCCACCAAGTG-3

Renin antisense 5-CTCCCAGGGCTTGCATGATCA-3

TRPC6 WT sense 5-CAGATCATCTCTGAAGGTCTTTATGC-3' 28
TRPC6 WT antisense 5-TGTGAATGCTTCATTCTGTTTTGCGCC-3

Neomycin RG sense 5-GGGTTTAATGTCTGTATCACTAAAGCCTC3 339 bp
Neomycin RG antisense 5-ACGAGACTAGTGAGACGTGCTACTTGC

Tabelle 2.1 Verwendete PrimerpaareRG= Resistenzgebp Lange in Basenpaaren

2.1.3 Chemikalien

Die fur die Reverse Transkription benétigten Reagan wurden von der Firma Promega
(Madison, USA) bezogen. Reagenzien flr die PCR kawoa Invitrogen (Carlsbad, USA).

2.1.4 Puffer und L6sungen

TNES-Puffer

e L6sung D

« 10x PBS

« 10x TBE

* Maleatpuffer

Tris pH 7,5 10mM, NaCl 400mM, EDTA @0 100mM, SDS
0,6%

Guanidiniumthiocyanat 250g, DEP@2H1:1000) 293ml,
Trinatriumcitrat Dihydrat 17,6ml, Natriumlauregrcosinat 8,8ml,
ad 11 dd HO

80g NaCl, 2g KCl, 26,89 MO, x 7TH,O, 2,49 KHPQO,, ad 1l
dd HO

108g Tris, 55g Borséaure, 40ml,BBTA (pH8,0) 0,5mM, ad 1l
dd HO

4,059 Tris, 5,89 Maleinsaure, 2,9&A, ad 1l dd HO
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mit NaOH auf pH 6 einstellen

« MEM Minimum Essential Medium Eagle (Sigma Aldrjch

« DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium (Biochrom)

* FCS Fotales Kéalberserum

* BSA1% Bovines Serum Albumin 1% in MEM gel6st

e LOsung 1 10x KCIl 50mM, CagPOmM, NaCl 1300mM, D-Glucose 100mM,

Saccharose 200mM, Tris 100mM
* Verdaulsg.fur Iso- 0,96mg Trypsin-Inhibitor, 7,52n@ycin, 10,4mg Collagenase
lierung Glomerula  Typ Il, ad 20mI MEM
* Verdauldsung fur 75mg Trypsin (1643BAEE units/mgts®ff, SIGMA)
JG-Zellpraparation  53mg Collagenase A (Roche),Cdl 26sung 1

2.2 Invivo Methoden
2.2.1 Blutdruck- und Herzfrequenzmessung

Die Messung des Blutdrucks und der Herzfrequerdgte nach einer unblutigen und seit vielen
Jahren etablierten Methode (van Nimwegen et al.3Ll®azu wurden die Mause einzeln auf eine
vorgeheizte Messstation gesetzt und mit einem @a4xX8 cm (LxBxH) Deckel so abgedeckt,
dass nur noch der Schwanz durch eine vorgefei®fieung nach aul3en ragte. Auf diese Weise
wurde die Bewegungsmaoglichkeit der Maus ausreichemdjeschrankt und auf3erdem eine
bestmdégliche Abschirmung gegeniiber au3eren Reizeictd, die zu erhéhter Unruhe beim Tier
fihren kénnten. Uber den Schwanz wurde dann einesbieette gestreift, die mit Hilfe eines mit
einer luftgefullten Spritze beladenen Perfusors gehau dosiert aufgepumpt werden konnte. Der
Druck innerhalb der Manschette konnte mittels eidegwischen geschalteten Manometers
abgelesen werden. Der sich von der Maus aus begtasistal der Manschette gelegene Teil des
Schwanzes wurde dann in einer Messeinrichtungrfixia dieser befand sich eine in einen
Bruckenkreis geschaltete Widerstandszelle, dietdden Schwanz hindurch mit einer kleinen
elektrischen Lampe beleuchtet wurde und so dieaatgen in den Schwanzarterien der Maus in
ein elektrisches Signal umwandelte. Mit Hilfe ein@smgeschlossenen Computers mit
entsprechender Software konnte dieses dann in eamer mehr oder weniger gleichméRigen
Sinuskurve visualisiert werden. Die Herzfrequenzrdeu von dem Programm in Echtzeit
angezeigt und musste nur abgelesen werden. ZuinBeshg des Blutdrucks wurde nun der
Druck in der Manschette so lange erhoht, bis datflBss in den Schwanzarterien zum Erliegen

kam und auf diese Weise folglich auch das SignalMonitor verschwand. Der niedrigste am
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Manometer abgelesene Wert, bei dem keine Kurve mekrkennen war, stellte den systolischen
Blutdruckwert dar und wurde als vergleichende Megs#3g verwendet. Da diese Prozedur anfangs
fur die Tiere eine enorme Stresssituation darsteNtrden alle Mause zur Eingewdhnung an funf
aufeinander folgenden Tagen fir je 30 Minuten an Messplatz gesetzt, ohne dass Werte
erhoben wurden. In der darauffolgenden Woche wuddem an finf Tagen bei jeder Maus nach
einer jeweils 20minttigen Aufwarmzeit innerhalb teegr 20 Minuten je acht Blutdruckwerte mit
den dazugehorigen Herzfrequenzen ermittelt, so fasgedes Tier 40 Messpunkte erhoben
wurden, aus denen dann der Mittelwert gebildet wurd

Nach einer Woche Ruhe fir die Tiere wurden ihrenkitaschen mit dem Beta-Blocker
Propranololin der Konzentration 0,5g/L 4@ befiillt. Einen Tag spater folgten dann fur fualgé

die Blutdruckmessungen nach gewohntem Schema.

Nach erneut einer Woche Ruhe wurde die Blutdruoki- Herzfrequenzbestimmung an einem Tag
zwei bis drei Stunden nach intraperitonealer Gabe ¥Omg/kg Korpergewicht Propranolol

durchgefuhrt.

2.2.2 Plasmareninbestimmung

Zur Bestimmung der Reninkonzentration im PlasmaQPRurden den Mausen einige Tropfen
Blut aus ihrem submandibuldren Venenplexus entnamimés geschah durch kurzes Stechen
mit einer Lanzette und anschlieRendem Aufsaugen Bleses mit einer heparinisierten
Glaskapillare. Diese wurden anschlieRend mit eikgtsubstanz verschlossen und bis zur
weiteren Bearbeitung sofort auf Eis gelagert. Naehtrifugation der R6hrchen fur 5 Minuten bei
8.000 rpm wurden diese kurz oberhalb der Hamatplemize abgebrochen, anschlieend das
Plasma in 1,5 ml Eppendorf-Cups uberfuhrt und P@iGrad Celsius eingefroren.

Die PRC spiegelt die intrinsische proteolytischénigkeit des Plasmas wider, Angiotensin |
(ANG 1) aus Angiotensinogen zu generieren, wenrsa@ieaus exogener Quelle im Uberschuss
vorhanden ist (Kurtz & Schweda, 2001). Dies erkkich dadurch, dass dann das vorhandene
Renin der limitierende Schritt bei der Bildung vANG | ist. So kann anhand der Menge von
ANG |, die mit Hilfe eines Radioimmunoassays (RIfDiaSorin©) gemessen wird, die
Reninaktivitat indirekt bestimmt werden. Die begtén Mengen Angiotensinogen gewinnt man
durch Isolierung des Plasmas binephrektomierteteRatDieses wird aufgrund seines hohen
Gehalts an Angiotensinogen im Folgenden als Rehsisat bezeichnet.

Im Detail wurden die Proben als erstes 1:50 mit @diduffer verdinnt und b dieser

Verdinnung mit 114 Reninsubstrat, 13 RIA-Reaktionspuffer und @l PMSF vermischt.
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AnschlieRend wurden je @b dieses Gemisches fir 90 Minuten im Wasserbad3@eiGrad
Celsius inkubiert (Warmwert) bzw. fur den gleicltraum in Eiswasser gestellt (Kaltwert).
Nach der Inkubationszeit wurde die Reaktion desriMartes auf Eis gestoppt und jeu®on
allen Proben wurden in anti-ANG I-Antikdrper besttiete Rohrchen transferiert, mit 500
20d-markierten Angiotensin | Tracer vermischt undr fweitere 3 - 24 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach dieser Zeit wurde dbsung sorgfaltig aus den Rohrchen
abgesaugt und die Strahlungsaktivitat mit einem @ardahler gemessen. Die Reninaktivitat
errechnete sich dann aus dem Vergleich mit einer&tandardproben im selben Versuchslauf
gewonnen Eichkurve in [ng ANG I/ mlI*h]. Als PRC vde die Differenz aus Warmwert und

Kaltwert bestimmt.

2.2.3 Untersuchung der Nierenfunktion

Bei diesem Versuchsaufbau wurde jedes Tier firsé@elge in einen Stoffwechselkéfig gesetzt,
welcher zur Umgebung lediglich einen Austausch \woft zulie3. Fir alle M&use war freier
Zugang zu Trinkwasser und einer einheitlichen Tpge®n Trockenfutter gewahrleistet. Der
abgegebene Urin wurde kontinuierlich in einem Satgafél aufgefangen und einmal taglich
immer zur selben Uhrzeit zusammen mit dem Kot ams &afig entnommen. Der Kot wurde
entfernt und der Urin von jedem Tag in Eppendorf £hjs zur weiteren Untersuchung bei -20
Grad Celsius eingefroren. Die erste Sammlung 2Ad&tu nach Einsetzen der Tiere wurde
verworfen.

Nach Beendigung des Versuchs wurde das Gewichallen Urinproben bestimmt, 4Q@Din ein
neues Cup uberfuhrt und fur 10 Minuten bei 10.000 zentrifugiert, um etwaige Kot- und
Futterriickstande vom Urin zu trennen. Anschlie3endden die Proben 1:5.000 bzw. 1:10.000
mit bidestilliertem Wasser verdiinnt und zur flampplestometrischen Bestimmung der'Nazw.
K*-Konzentration eingesetzt. Bei der Flammenphotdmetnacht man sich die Eigenschaft
zunutze, dass manche Atome bei Verbrennung in dtteanme Licht von ganz bestimmter
Wellenlange ausstrahlen. Detektiert man nun mitelses Monochromators nur Licht der
spezifischen Wellenldnge des zu messenden Elermadtsergleicht die Werte mit einer vorher
erstellten Eichkurve, kann man die Konzentration@legesetzten Probe bestimmen. Jede Probe
wurde zweimal vermessen und daraus der Mittelwedstldet.

Durch Multiplikation der gemessenen Konzentratiabh sem vorher bestimmten Gesamtgewicht
des Urins (vereinfacht wurde ein spezifisches Geiwon 1g/ml angenommen) wurde dann die
tagliche N&- bzw. K'-Ausscheidung berechnet. Zudem wurde von allen érofit einem

Osmometer mittels Gefrierpunktserniedrigung die Glamtat bestimmt.
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2.3 In vitro Methoden
2.3.1 Mikrodissektion zur Isolierung von Glomerula

Zur Gewinnung von Glomerula wurden je einer C57BM&us nach Totung durch Genickbruch
beide Nieren mdglichst steril entnommen und in klimm Essential Medium (MEM) gewaschen.
Nach Entfernung der Nierenkapsel und des Nierensnatkde die Rinde von beiden Nieren in
ca. 1mnmi groRe Stiicke geschnitten und in einem kleinen flakhchen in 2ml bereits
vorgewarmter Verdauldsung (siehe Puffer und Losopgier 15 Minuten verdaut. Anschlieend
wurde die Verdauldsung abgesaugt und durch friseteetzt. Nach erneuten 15 Minuten
Verdauzeit wurde die LOsung mit den gelosten Aeteiljedoch ohne die Kortexstiicke,
zusammen mit 2ml 1% BSA in MEM in ein Falcontubeidbhrt und dort fir 10 Minuten auf Eis
stehen gelassen, damit sich die durch den Verdsausgelosten zellularen Anteile absetzen
konnten. Auf die Nierenrindenstiicke wurde wiederl 2Zraue Verdaulésung gegeben. Nach
Absinken der Zellen wurde der Uberstand bis aufs@@ul Rest abgesaugt und verworfen. Auf
den im Tube verbleibenden Anteil kamen erneut 2#%IBSA in MEM hinzu. Der ganze Inhalt
wurde dann in kleine Petrischalen, in denen 1 mMWbrgelegt war, tberfihrt und war bereit
zum Mikroskopieren. Alle Arbeitsschritte inklusivdes Mikroskopierens erfolgten mdglichst
RNase-frei unter stéandiger Kihlung auf Eis und \eardur jede Maus vier bis funf Mal
wiederholt. Unter dem Mikroskop wurden dann je 5G0omerula fur die TRPC-mRNA
Bestimmung von den Tubulusanteilen separiert un€ups mit 400! Lésung D mit 0,72%
Mercaptoethanol bei -80 Grad Celsius bis zur Wedtearbeitung eingefroren. Dabei wurde nicht

zwischen Glomerula mit und ohne anhaftendem Gefé&schieden.

2.3.2 Isolierung von JG-Zellen

Die Isolation der JG-Zellen aus Mausenieren ergolgich einem etablierten Protokoll (Kurtz &
Schweda, 2001). Jeweils zwei C57BL/6 Mausen wurmbeh Totung durch Genickbruch beide
Nieren maoglichst steril entnommen. Diese wurden chie3end nach Entfernung der
Nierenkapsel in einer mit wenigen Tropfen Lésungefiillten Petrischale mit einem Skalpell
dispergiert. Der Nierenbrei wurde dann in ein mmB vorgewarmter Verdaulosung (75mg
Trypsin, 53mg Collagenase A in Lsg. 1) gefilltesBearglas tberfihrt und fir ca. 50min bei 37
Grad Celsius unter standigem Ruhren verdaut. NetleV verifiziertem Nierenverdau wurde die
Suspension durch einen 22,4um Sieb filtriert und Bgétrat mit den Einzelzellen gesammelt.
Dieses wurde dann mit 2200 rpm fur 7 min bei Raumpeeratur pelletiert und zweimal mit 50 ml

Losung 1 gewaschen. Danach wurden die pelletietédien in 4 ml Loésung 1 resuspendiert, die
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gereinigte Zellsuspension mit 26ml 30 % isoosmbgscPercolllésung vermengt und fir 30
Minuten mit 11.000 rpm bei*4AC zentrifugiert. Von den nach der Dichtegradienggrtrifugation

typischerweise erscheinenden 4 Banden akkumuli@#ien wurde die unterste, welche sich
kurz GUberhalb der Erythrozyten befand, mit der Istem spezifischen Reninaktivitat (Dichte:
1.07g/ml) abgesaugt und die gewonnenen Zellen diteimje 50ml Losung 1 gewaschen. Zum
Schluss wurde das Zellpellet in 3,5ml Lésung D §it2% Mercaptoethanol aufgenommen, in
400ul Aliquots auf acht Eppendorf Cups verteilt und laisr Weiterverarbeitung bei -80° C

eingefroren.

2.3.3 As4.1 Zellkultur

As4.1-Zellen sind eine Renin exprimierende ZeMjniie aus dem Nierentumor einer transgenen
Maus gewonnen wurde (Sigmund et al., 1990). Didedelvurden von American Type Culture
Collection (ATCC No. CRL-2193) bezogen. Die Kulaving der Zellen erfolgte bei 37 °C und
5% CO2 in DMEM Medium (Biochrom) mit 10 % fotaleKélberserum (FCS), L-Glutamin,
Natriumpyruvat, 100 U/ml Penicillin und 1Q@/ml Streptomycin. Fur die reverse Transkription
wurden ca. 20.000 Zellen in jeweils 400ul LosungniD0,72% Mercaptoethanol geldst.

2.3.4 mRNA-Bestimmung
2.3.4.1 RNA-Isolierung

Zur lIsolierung der RNA aus den gesammelten Glomewilrde den Cups mit Losung D und
Mercaptoethanol, in denen sich die Glomerula bze4.A-Zellen befanden, als ersted t(RNA,
40ul Natriumacetat 2M, 400 wassergesattigtes Phenol pH4 un@l80hloroform hinzugegeben.
Nach Zugabe jeder neuen Substanz wurden die Cwosteet. Nachdem die Cups 15 Minuten
auf Eis stehen gelassen und 20 Minuten mit 12.p@0ei 4 Grad Celsius zentrifugiert wurden,
wurden 40QI der oberen Phase mit 4ddsopropanol 100% vermischt und fir mindesteng ein
Stunde bei -20 Grad Celsius aufbewahrt. Dann wudlenProben erneut fur 20 Minuten mit
12.000 rpm bei 4C zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und vdempdas zuriickgebliebene
kleine weililiche Pellet mit 5@0 Ethanol 70% gewaschen und ein drittes Mal fuiVBOuten mit
den gleichen Parametern zentrifugiert. Der Ubedstauwrde wieder abgesaugt und verworfen und
das Cup bei 50C und gedffnetem Deckel fir 10 Minuten stehen gga, damit der restliche
Alkohol noch verdunsten konnte. Zurtick blieb dielieste RNA, die im letzten Schritt in D
DEPC-Wasser resuspendiert wurde und bereit war di@ sich anschlielende reverse
Transkription.
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Bei den Gesamtnieren kam das Protokoll zur RNAdsahg mittels Guanidinthiocyanat-phenol-
chloroform unter Verwendung von Trizol© zur Anwemdu Dazu wurde je eine der nach der
Entnahme in flussigem Stickstoff schockgefrorenad anschlielRend bei -8@ aufbewahrten
Nieren in ein in Eis stehendes und mit 1ml Trizefigites Gefal3 gegeben und mittels eines
Dispergiergerats zerkleinert. Danach wurde der Mixein 2ml fassendes Eppendorf Cup
Uberfuhrt und funf Minuten bei Raumtemperatur stepelassen, in denen sich die vorhandenen
Proteine denaturieren und im Phenolanteil I6settesol Nach Zugabe von 2(ADChloroform
wurden die Cups vorsichtig geschittelt und fur 20en mit 12.000 rpm bei*@ zentrifugiert.
Auf diese Weise entstanden drei Phasen: unten réitiehe Phenolphase mit den geldsten
Proteinen und der DNA, in der Mitte eine weil3e ipt@se mit den relativ hydrophilen Proteinen
und oben ein wassriger Uberstand von ca.pbQfit der gelosten RNA, der vorsichtig
abgenommen und in ein neues 1,5 ml Eppendorf Cepfiitrt wurde. Zur Fallung der RNA
wurden 50Q! Isopropanol 100% dazugegeben, die Cups kurz ¢exorfir 10 Minuten bei
Raumtemperatur stehen gelassen und anschlieRendliriten mit 12.000 rpm bei °4C
zentrifugiert. Im Anschluss konnte der Uberstande&iippt, und das zuriickgebliebene glasige
Pellet mit 1ml Ethanol 75% gewaschen werden. Nanbkwer Zentrifugation fir 5 Minuten mit
7.500 rpm bei 4C, erneutem Abkippen des Uberstands und Trockulesggeoffneten Cups bei
Raumtemperatur wurden 300DEPC-Wasser dazugegeben, alles gevortext, furimaxzwei
Minuten in den Schuttler bei 65C gestellt, erneut gevortext und dann auf Eis eljest
Anschliel3end wurdenp® der Probe in 98 Wasser gelést und mit Hilfe eines Photometers die
RNA-Konzentration bestimmt. Als Zeichen fiir einduggene Isolierung musste die Ratio der
Absorption bei den Wellenlangen 260nm/280nm zwische und 2,0 liegen, da Werte <1,8
einen hohen Grad an Verunreinigung mit aromatiscAamnosauren angezeigt hétten, deren

Absorptionsmaximum bei 280nm liegt.

2.3.4.2 Reverse Transkription

Fur die reverse Transkription wurden jeweilgg RNA, ul oligo(dT) und Wasser in einem PCR-
Reaktionsgefald zu einem Gesamtvolumen vou Y¥6rmischt. Da bei der aus den Glomerula
isolierten RNA von einer eh schon geringen Konzian ausgegangen wurde, wurden dout 9
des Gemisches in dem sich die RNA nach der Isalgehefand, mit il oligo(dT) vermengt. Die
Reaktionsgefalle wurden dann funf Minuten lang in @@ermoblock bei 6& gestellt und
anschlielend wieder auf Eis. Zu den Proben wurdefylj Reverse Transkriptase (RT)ul4
dNTPs (2,5mM), 4l First Strand Puffer und 8 H,O gegeben und das fertige Gemisch im

Thermocycler mit dem eingestellten Programm von 37°fur eine Stunde mit sich
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anschlieBenden 94° C fur zwei Minuten inkubiert.r Fdie spéatere Verwendung als
Negativkontrollproben wurde zu jedem Ansatz noah zisatzlicher gemacht, bei dem anstelle

der RT zusatzlichd H,O eingesetzt wurde.

2.3.4.3 Qualitative Messung durch PCR mit dem Thermocycler

Die RT-PCR erfolgte standardmafig mit folgendematns4u 5x Puffer (GoTaq), 14 dNTPs
(2,5mM), 0,1l DNA Polymerase (GoTaq), uRPrimer sense, 1,2 Primer antisense, 1Q,B
H,O und 2 der bei der reversen Transkription gewonnenenA&DDie Amplifikation erfolgte je
nach verwendetem Template und verwendeter Primérumterschiedlicher Zyklenzahl und
unterschiedlicher Annealing Temperatur.

Fur die Bestimmung der TRPC-mRNA aus den Glomerdén isolierten JG-Zellen und den
As.4.1-Zellen erfolgte die PCR bei 40 Zyklen miMinute Denaturierung bei 94°C, 1 Minute
Annealing bei 60°C bzw. 62,5°C und 1 Minute Elomgabei 72°C.

Fir die Bestimmung der TRPC-mRNA aus der Gesangmgplgte die PCR bei 34 Zyklen mit 1
Minute Denaturierung bei 94°C, 1 Minute Annealireg 60°C und 1 Minute Elongation bei 72°C.
Die Analyse der PCR-Produkte erfolgte mittels Hiefgthorese auf 2% Ethidiumbromid gefarbten

Agarosegelen.

2.3.4.4 Semiquantitative Messung durch Real Time PCR

Die semiquantitative Bestimmung der Renin-Expressinden Gesamtnieren von Wildtyp- und
TRPC1/6 Doppelknockoutmausen erfolgte an cDNA irghtiCycler (Roche) mit dem Light
Cycler DNA Master SYBR Green | Kit (Roche MolecuBiochemicals). Pro Ansatz wurderul
cDNA, 3,0 mM MgCI2, je 1 pmol des sense und dessanse Primers und @ des Fast Starter
Mix (Puffer, dNTPs, SYBR Green, Taq) eingesetzt.s Demplifikationsprogramm im Light
Cycler bestand aus 1 Zyklus 95 °C fur 10 min gefetin 40 Zyklen mit Denaturierung bei 95 °C
fur 15 s, Annealing bei 60 °C fir 5 s und Elongathei 72 °C fur 15 s. Die relativen cDNA-
Konzentrationen wurden anhand des Verhaltnissesirzer Verdinnungsreihe eines aus allen
eingesetzten Proben gebildeten Pools berechnetdunch Bildung des Quotienten mit der
gleichzeitig gemessenen Menge der mRNA des Hausgjagl#3-Aktin normiert.
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2.3.5 Genotypisierung

Fir die Genotypisierung der Versuchstiere wurden beiden Gruppen je 2 Tiere zufallig
ausgewahlt. Von ihnen wurden je 0,5cm der Schwatzespbgeschnitten und diese dann tber
Nacht in je 60Ql TNES und 1@l Proteinase K (10mg/ml) bei 86 und leichtem Schiitteln
verdaut. Nachdem am nachsten Tag je 186YACI 6M zu den Proben dazugegeben, diese fur 15
Minuten stark geschuttelt und fur 15 Minuten mitQ® rpm zentrifugiert wurden, wurde %00
vom Uberstand zusammen mit 0@ Ethanol 100% in ein frisches Eppendorf Cup gegebe
dieses gekippt und nochmals mit 13.000 rpm fur Bu¥en zentrifugiert. AnschlielRend wurde das
Pellet mit 50Q1 Ethanol 80% gewaschen, wieder zentrifugiert fiMiButen mit 13.000 rpm und
der Uberstand abgesaugt. Nach erneuter ZugabeO@mh Bthanol 80% wurde die Probe diesmal
fur 10 Minuten bei 13.000 rpm zentrifugiert und dasp nach grindlichem Absaugen des
Uberstands fiir 15 Minuten an der Luft getrocknetfdgte die Zugabe von 150 H,0, welches
bei 55C fur 1 Stunde Zeit hatte das DNA-Pellet aufzulé$éach photometrischer Bestimmung
der DNA-Konzentration der Proben von 36-54 yhghurden je 2ul fir die folgende PCR-
Reaktion eingesetzt. Fir die Bestimmung des Gesosgolgte die PCR mit den unter
Materialien beschriebenen Primern bei 34 ZyklenIniinute Denaturierung bei 94°C, 1 Minute
Annealing bei 55°C und 1 Minute Elongation bei 72B%e Analyse der PCR-Produkte erfolgte
wieder mittels Elektrophorese auf 2% Ethidiumbrogedarbten Agarosegelen.

2.4 Statistik

Bei der Blutdruck- und Herzfrequenzmessung unternidbedingungen und unter oralps
Blocker Gabe wurden bei 7 Wildtyp- bzw. 8 TRPC1/6ppelknockoutmausen 5 Tage lang
taglich je 8 Werte erhoben. Daraus wurden je 5 Jiaféelwerte gebildet, aus denen wiederum
der Gesamtmittelwert fur jedes Tier bestimmt wurBei der Messung nach intraperitonealer
Gabe von Propranolol wurden bei 8 Wildtypen unddkd je 8 Werte erhoben.

Die Plasmarenin-Bestimmung erfolgte in Ruhe bei @8dipen und 9 Dokos und nach
intraperitonealep-Blocker Gabe an 7 Wildtypen und 4 Dokos. Alle Véesturden als Mittelwerte

+ SEM angegeben. Der Unterschied zwischen zwei @mpwurde mittels Student t-Test
bestimmt. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p <0%,wurde als statistisch signifikant

angesehen. Die Anzahl der Einzelexperimente eieesithsreihe wurde mit ,N“ bezeichnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Genotypisierung

Die Zucht der TRPC1/6 Doppelknockoutméuse erfolghe Institut fir Pharmakologie und
Toxikologie der Universitat Homburg (Prof. Dr. Mrdichel). Die Mause wurden als homozygote
Doppelknockoutmause oder Wildtypméause Ubergeben. dime mdgliche Beeinflussung der
Messwerte von Seiten des Untersuchers auszusahlie/aeen diesem die Genotypen der beiden
Gruppen wahrend der Versuche unbekannt. Nach Messade wurden die Genotypen
bekanntgegeben und zusétzlich eine Kontroll-Gensigmung durchgefuhrt. Es wurden die unter
2.1.2 erlauterten Primer verwendet. Als Negativkalig diente jeweils ein Ansatz, bei dem
anstelle der Probe die gleiche Menge Wasser eitrjesarde. Es zeigte sich bei beiden zufallig
ausgewabhlten Tieren der WT-Gruppe eine kraftigedafitir TRPC6 bei 234bp und keine beim
Neomycin-Resistenzgen. Bei den Mausen aus der Kipyer verhielt es sich genau umgekehrt
mit einer Bande fir das Neomycin-Resistenzgen I38b, jedoch keiner bei TRPC6. Die
Negativkontrollen zeigten keine spezifischen Anikdife (Abb. 3.1). Die Tiere der einen Gruppe
konnten somit eindeutig als Wildtyp-Vergleichsgrappnd die der anderen als TRPC1/6

Doppelknockout-Tiere identifiziert werden.

WT 2/ Neamycin-
H,0/ TRPC6
H,0/ Neomycin-
Resistenzgen

Standard 50 bp
WT1/TRPC 6
WT 1/ Neamycin-
Resistenzgen
WT2/TRPC6
Resistenzgen
KO 1/ TRPC6
KO 1/ Neomycin-
Resistentgen
KO 2/ TRPC6E
KO 2/ Neomycin-
Resistenzgen

500 bp — &

250 bp — -

234 bp —B 4+—339bp

Abbildung 3.1 Genotypisierung WT 1/2= Tier aus der Wildtyruppe; KO 1/2= Tier aus ¢
Doppelknockout-Gruppe; 4= Negativkontrollprobe; TRPC6= Primer fir TRPC6; Ngom-
Resistenzgen= Primer fir Neomycin-Resistenz§6bp Std DNA Molekiilgewichtsstandard; Kle
Pfeile (>) deuten die erwartete Lage der Amplifikate an
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3.2 Nachweis von TRPC-mRNA im Nierengewebe der Maus

3.2.1 Gesamtniere

Zunéachst wurde untersucht, ob die Nieren von C38BWausen mRNA der verschiedenen
TRPC-Isoformen exprimieren. Die Primer wurden wigen 2.1.2 beschrieben eingesetzt. Es
zeigte sich bei jeweils beiden Anséatzen eine lgéfBande der erwarteten Lange zwischen 325bp
und 413bp fur die Isoformen TRPC1, -2, -3, -4, A8l b6, nicht jedoch fur TRPC7 (Abb. 3.2). Die
Funktionstiichtigkeit des Primers fur TRPC7 wurde hiife von Proben aus Mausegehirnen

Uberprift, in denen TRPC7 exprimiert wird (Abb.3.4)
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Abbildung 3.2 Expression von TRP(Isoformen in der Gesamtnierevon C57BL/6 Mausen. H,O=Negativkontrolle;
Kleine Pfeile (&) deuten die erwartete Lage der Banden fur TRPC7 an

3.2.2 Glomerula

Ziel dieser Arbeit war es, den moglichen EinflussnvTRPC auf die Regulation der
Reninfreisetzung zu beleuchten. Daflr war es natigenherauszufinden, welche TRPC-
Isoformen in den JG-Zellen exprimiert werden. Eistext kein Verfahren, mit dem JG-Zellen zu
100% von samtlichen anderen Zelltypen isoliert vwaré&onnen. Dieses ware jedoch notwendig,
um das TRPC-Expressionsmuster mittels mRNA-Bestimgneindeutig klaren zu koénnen.

Deshalb erfolgte als erster Schritt der AnnahemringScreening auf TRPC-mRNA in Glomerula,
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in denen der prozentuale Anteil an JG-Zellen um ¥ielfaches hoher liegt als in der
Gesamtniere. Zwar enthalten Glomerula neben J@&Zealbch andere Zelltypen, jedoch kann
zumindest eine Beeinflussung der Ergebnisse durdbulliszellen bei diesem Versuchsaufbau
ausgeschlossen werden. Es wurden die in 2.1.2 fabfigen Primer verwendet. Als
Negativkontrolle wurden Proben verwendet, bei ddm&rder reversen Transkription von mRNA
in cDNA keine reverse Transkriptase hinzugegeberdevund die deshalb keine cDNA enthalten
kénnen (RT-). Der Nachweis von Renin-mRNA diente Rositivkontrolle fir eine erfolgreiche
reverse Transkription. Es zeigten sich deutliched®@a bei den Primern fir TRPC1, -3, -4 und -6
und fur Renin. Die Banden bei TRPC2 waren allesfathwach zu erkennen. Keine spezifischen
Amplifikate zeigten sich bei den Ansatzen fiur TRP@Hd TRPC7. Auch bei den
Negativkontrollproben (RT-) waren keine spezifistiganden zu sehen (Abb. 3.3), so dass man
anhand dieser Ergebnisse von der Expression vonCIRFRPC3, TRPC4 und TRPC6 in
Glomerula ausgehen kann. TRPC2 ist mdglicherweisdanden. Nicht exprimiert durften
TRPC5 und TRPC7 sein. Die deutlichen Banden beizdséatzlich durchgefiihrten Reninansatzen
zeigen aul3erdem, dass die Isolierung der Glomenthdie reverse Transkription erfolgreich
waren und ferner reninproduzierende JG-Zellen eipetnachtlichen Teil der Zellen aus dem

gewonnenen Ausgangsmaterial ausmachten.
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Abbildung 3.3 Expression von TRPC Isoformen und Remi in Glomerula von C57BL/6 Mausen.Eingesetzte Primer
waren fur:A) TRPC1; B) TRPC2; C) TRPC3; D) TRPC4; E) TRPCS5; F) TRP®; G) TRPC7; H) Renin; RT+=Probe
mit RT; RT-=Negativkontrolle ohne RT; Kleine Pfeile>} deuten die erwartete Lage der Amplifikate an

3.2.3 JG-Zellen und As.4.1 Zellen

Als nachstes wurde in isolierten JG-Zellen nach TRRRNA gesucht. Hier wurden die
Isoformen TRPC1, -4 und -6 nachgewiesen. In deirRproduzierenden Zelllinie As4.1 konnte
die Expression von TRPCL1 und -6 gezeigt werden. |Aikgte von TRPC4-cDNA waren bei den
As4.1-Zellen allenfalls sehr schwach zu erkennenkdiner der beiden Préaparationen wurde
MRNA der Isoformen TRPC3, -5 oder -7 gefunden. Eienauf dem Gel zu erkennen sind
nochmals die Amplifikate bei den Ansatzen fur TRP@G1 -4, -5, und -6 aus der Gesamtniere. Im
Gehirn der Maus konnte mRNA samtlicher TRPC-Isofemngezeigt werden. Insbesondere auch
TRPC7-mRNA, die im Nierengewebe nicht vorhanden warrde hier vorgefunden (Abb.3.4).
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Abbildung 3.4 Expression von TRPC-Isoformen in JG Zekn, As4.1-Zellen, Niere und Gehirn von C57BL/6 Mawen.
Eingesetzte Primer waren fiirA) TRPC1; B) TRPC3; C) TRPC4; D) TRPC5; E) TRPC56 F) TRPQ;
H,O=Negativkontrolle; Kleine Pfeile-¢) deuten die erwartete Lage der Amplifikate an.
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Obwonhl bei allen Praparationen aus nativem Niereetpe neben JG-Zellen auch andere Zellen
in den Proben vorhanden waren, kann man mittelsékisssprinzip festhalten, dass in den JG-
Zellen nur die Isoformen TRPC1, TRPC4 und TRPCé6riexprt sein kdnnen, da nur mRNA
dieser drei TRPCs sowohl in der Gesamtniere al$ ancden Glomerula und den isolierten
JG-Zellen nachgewiesen werden konnten. Al @armeable Kationenkanale kdnnten sie dort an

der Regulation der intrazellularen Kalziumkonzetbrabeteiligt sein.

3.3 Vergleich der Plasmareninspiegel von Wildtyp- und RPC1/6

Doppelknockoutmausen

Wahrend TRPC4 in friheren Untersuchungen v. aEmiothelzellen assoziiert schien (Freichel
et al., 2001), wurde fir TRPC1 und -6 eine Rolle ber Funktion von Herz- und
GefalBmuskelzellen nachgewiesen (Seth et al., 2@D®trich et al., 2005). Da sich JG-Zellen
aus glatten Muskelzellen entwickeln koénnen (Hadkaintet al., 1990), erschien es am
vielversprechendsten, den Einfluss der TRPC-Kaadfeden Reninhaushalt der Maus mit Hilfe
von TRPC1/6 Doppelknockoutmausen (Dokos) zu untéesu. Falls die beiden Kandle TRPC1
und TRPC6 alleine oder in Form von Heteromeren eadevante Rolle bei der Bildung oder
Steuerung von store- und/oder receptor-operatedhi@s einnehmen, musste das Fehlen der
zwei Kandle bei den Dokos zu einer VeranderundgrRéinfreisetzung fuhren.

Zur Messung der Reninfreisetzung wurde bei 9 Dokasd 8 Wildtypmausen die
Plasmareninkonzentration (PRC) unter Normalbedigganbestimmt. Die PRC betrug bei den
TRPC1/6 Dokos 236,2+33,3 ng Ang I/ ml*h, was im §leich zu 164,7+19,7 ng Ang I/ ml*h bei
der Vergleichsgruppe zwar in der Tendenz hoher wigh jedoch aufgrund der relativ grol3en
Streuung der einzelnen Werte nicht signifikant den Wildtypgruppe unterschied.

Wie in der Einleitung bereits geschildert, ist dagmpathische Nervensystem einer der
Hauptregulatoren der Reninfreisetzung auf systdmisEbene. Es ist durchaus denkbar, dass die
Aktivitat dieses Anteils des autonomen Nervensystaioh aufgrund der Ausschaltung zweier
fast ubiquitar vorkommender Kationenkanédle bei dERPC1/6 Dokos grundlegend von
derjenigen  der  Wildtyp-Vergleichsgruppe  unterscieid Dieser  unterschiedliche
Sympathikotonus kénnte etwaige Unterschiede inAdesschittung des Renins maskieren. Aus
diesem Grund wurde die Messung der PRC nochmads ki#mmung dep-adrenergen Wirkung
des Sympathikus mittels des Beta-Blockierepranolol wiederholt. Propranololhydrochlorid ist
ein lipophiler nicht-kardioselektiver Betarezeptadrcker mit membranstabilisierender Wirkung
ohne intrinsische sympathomimetische Aktivitat ()SRropranololhydrochlorid hemmt sowohl

die Beta-1- als auch die Beta-2-Rezeptoren. BeiMiEssung der Plasmareninkonzentration von
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4 Dokos und 7 Wildtypiusen einen Tag nach intraperitonealer Gabe vong/k@mKG

Propranolol war der Wert bei der Wildty-Vergleichsgruppe (163,7+23,58 Ang I/ ml*h) so

gut wie unverandert im Vergleich zur Messung umMermalbedingunge. Bei den Knockou

zeigte sich dagegeein signifikanter Abfall auf 88+17,33 ng Ang I/ml*h. Doch auch unter
diesen Bedingungen war aufgrund der groB3en Streuung und kleinen Fallzahl di

Reninkonzentration im Plasma zwischen den beidarpg&n nicht signifikant unterschiedli

(Abb. 3.5).
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Abbildung 3.5 Plasmareninkonzentration von WT und TRPC1/6 Dok
unter Normalbedingungen und nach intraperitoneder Propranolol Gabe
(10mg/kg KG) die dargestellten Werte sind Mittelwerte + SEM *0p5 i
Vergleich zum Doko Wert unt Normalbedingungen

3.4 Messung von Reni-mRNA aus der Nere von Wildtypen und
TRPC1/6 Dokos

Zur Messung der RenimRNA und @mit zur Beumilung der Reni-Synthese in den
Gesamtnieren der TRPC1/6 Doppelckoutmdse im Vergleich zur Synthe der Wildtypen
wurdedie Methode der real time PCR herangezogen. Dabedewor 4 Doppelknockot- und 7
Wildtyptieren die relative Menge an Re-mRNA mit Hilfe einer Verdinnungsreihe eines
allen eingesetzten Proben gebildeten Pools bert. Zur Normierung wurden die errechne
Werte durch die gleichzeitig gemessene Meian B-Aktin-mRNA geteilt. B-Aktin ist ein
typisches Haushaltsgamd sollte bei beiden Gruppen im selben MalRe exprimverdel. Bei
einem berechnetem Renin/Ak-Verhaltnis von 1,0393,137 bei den Knockouts und 1,(+0,083

bei den Wildtypen, kann man davon ausgehen, dassbbelen Gruppen lativ zur
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Gesamtsyntheseleistungegih viel Renin produziert wi (Abb. 3.6).
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Abbildung 3.6 Bestimmung der relativen ReninExpression ir
der Gesamtniere von TRPC1/6 Dokos und Wildtypen anha
des Renin/Aktin- Verhaltnisses. Die dargstellten Werte sir
Mittelwerte £+ SEM; WT: N=7; Doko: N=

3.5 Blutdruck- und Herzfrequenzmessung von Wildtygn und TRPC1/6
Dokos

Eine der Hauptfunktionen d&enir-Angiotensin-Aldosteron-SystenfRAAS) ist die Regulation
des BlutdrucksIm Zusammentng damit hat das RAAS audhinfluss aufdie Herzfrequenz.
Gleichzeitig wird aber andererseits die Reninfriziseg selbst von diesen beiden Parame
reguliert. Es ist deshalb unklar, ob die in der démz leicht héhere PRC der TRPC1/6 Do
durch das Fehte der beiderTRPC-Proteine in den JG-Zellen und eirdgmit verbundenen
verminderten C&-Einstrom verursacht wird, welcher wiederum zu eitéemmung de
inhibitorischen Signalkaskade der Reninfreisetzund einer vermehrten Freisetzung von Re
fuhrt. Oder aber dieinterschiedlichen PRCs der beiden Grupperdendurch Unterschiede i
der systemischen Regulation verurs, wie etwa einem unterschiedlichen Sympathikoto
Auch eineaufgrund des Fehlens von TRPC1 -6 verursachte myogene Dysregulatider
Gefalle mit nachfolgend erniedrigtem Blutdruck kénwtie erhohte Reninkonzentration

Plasma der Dokos verursact

3.5.1 unter Normalbedingunger

Deshalb wurdender systolische Blutdruck und die Herzfrequenz TRPC1/6 Dokos in

Vergleich zur Wildtypguppe unter Normalbedingungen bestimmt. Dazu wurden je acht
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Knockout- (N=8) und sieben Wildtypmausen (N=7) @nffaufeinander folgenden Tagen je 8
Werte erhoben. Fir den Blutdruck ergab der Mitteivwais allen Einzelexperimenten + der
Standardabweichung der Mittelwerte (SEM) fur diekb® 132,8+2,87mmHg und fur die
Wildtypen 136,7+2,07mmHg, wobei dieser Unterschmcht signifikant war. Allerdings fand
sich ein signifikanter Unterschied bei den Herziiremgen. Wahrend diese bei den Tieren ohne
TRPC1 und -6 bei 593,7+£10,7 Schlagen pro Minutem(pag, betrug sie bei der Wildtyp-
Vergleichsgruppe 672,7+14,8 bpm (p<0,001) (Abb.3.7)
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Abbildung 3.7 Blutdruck und Herzfrequenz von WT und TRPC1/6 Doko unter Normalbedingungen A) syst.
Blutdruck B) Herzfrequenz dargestellt sind grof3ter und kleinster Wert, Medialperes und unteres Quartil; WT: N=7;
Doko: N=8; # p<0,001 im Vergleich der MittelwerterAVildtyp-Kontrollgruppe

3.5.2 nach Gabe von Propranolol

Auch hier wurde im Anschluss wieder die méglicheelB#ussung der Ergebnisse durch einen
unterschiedlichen Sympathikotonus der beiden Gnuppeersucht, indem der Versuch nochmals
unter Gabe vorPropranolol durchgefuihrt wurde. Die Verabreichung des Medikasenfolgte
Uber das Trinkwasser (0,5gPropranolol/ACH.

Es zeigte sich, dass bei oraler Gabe der systdiBicit entgegen der eigentlichen Erwartung bei
den TRPC1/6 Dokos um fast 10mmHg von 132,8+1,1940f4+2,9mmHg anstieg wobei er sich
bei den Wildtypmausen kaum veranderte (von 13653 HBuf 137,6+1,5mmHg). Auch unter
diesen Bedingungen war der vermeintliche Unterscmeht signifikant. Die Herzfrequenz
erniedrigte sich bei beiden Gruppen (Doko: von 880,5 auf 558,5+9,1 bpm; Wildtyp: von
672,716,6 auf 626+14,8bpm) und blieb weiterhin sigant unterschiedlich (Abb. 3.8).
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Abbildung 3.8 Blutdruck und Herzfrequenz von WT und TRPC1/6 Doko wéirend oraler Propranolol-Gabe
(0,5 g/l HLO) A) syst. Blutdruck; B) Herzfrequenz dargestellt sind grof3ter und kleinster Wert, Medilreres und unres
Quartil; WT: N=7; Doko: N=8; #<0,001 im Vergleich der Mittelwerte zZWildtyp-Kontrollgrupp

Auch die akute intraperitoneale Applikat von 10mg/kg KGPropranolol fihrte zu einem
Anstieg des Blutdrucks bei beiden Tiergrupjeine Stunde nacBabe des Medikamel. Auf im
Mittel 155,5+9,8mmHg stieg er bei den TRPC1/6 Dokowsl auf 161,0¢,8mmHg bei der
Vergleichsgruppe.Auch der Abfall der lerzfrequenz war bei dieser Applikationsfo
ausgepragter: auf 5308,1bpn bei den Dokos und 587,22,9bpm bei den Wildtypen (Ak 3.9).
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Abbildung 3.9 Blutdruck und Herzfrequenz von WT und TRPC1/6 Doko nah intraperitonealer Propranolol Gabe
(10mg/kg KG) A) syst. Blutdruck B) Herzfrequenz dargestellt sind grof3ter und kleinster Wert, Med@reres und unter
Quartil; WT: N=8; Doko: N=5; Ausreiller:Werte die um mehr als das 1,5fache des Intergsa8tandes vom Medii
abweichen; #<0,01 im Vergleich der Mittelwerte zWildtyp-Kontrollgruppe

Zusammenfassendakn man feststellen, dass sich Knoc- und WIldtypmause bei keiner
Versuchsanordnung sigikant in ihrem Blutdruck untersieden. DieHerzfrequenzlag bei den
TRPC1/6 Dokos ca. 102% oderzwischen 50 und 80 Schlagen pro Minute unterhalb
Wildtyp-Vergleichsgruppe. Die Behandlung der Tiere mit (BetaBlocker Propranolol fihrte
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zu einem Uuberraschend@mstiec des Blutdrucks und einer erwartungsé®an Absenkung d
Herzfrequenz (Abb.3.10).
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Abbildung 3.10 Blutdruck und Herzfrequenz von WT und TRPC1/6 Doko unter Normalbedingungen, wéhrend
oraler (0,5 g/l H,0) und nach intraperitonealer Propranolol-Gabe (10mg/kg KG) A) gst. Blutdruck B) Herzfrequenz
Die dargestellten Werte sind Mittelwerte + S #p<0,001 im Vergleich der Mittelwerte z\Wildtyp-Kontrollgruppe;
* p<0,01 im Vergleich der Mittelwerte zuWildtyp-Kontrollgruppe; die jeweiligeStichprobengréRe N kann d
Beschriftungen der weiter oben gezeigten Boxplots@nimen werde.

3.6 Vergleich der Nierenfunktion von Wildtypen und TRPC1/6 Dokcs

Die Regulation der Na und Wasserhomoostase ist neben dutdruckregulation eine weite
wichtige Aufgabe des RAASJmgekehrt kdnten sich swohl Unterschiede in der S- als auch
in der Wasserausscheidungischen den TRPC1/6 Doppelknock- und den Wildtypmausen a
die Regulation der Reninfreisetzung und Blutdrucks auswirkenlnteressanterweise wur
sowohl fir TRPC1, als auch fur TRPC6 die Expressiodirekter Beziehung zu Struktur des
Tubulussystems der Niergezeigt, die mal3geblich an der Regulation der W- und

Salzausscheidung beteiligt sind.o stimmte die Lkalisierung von TRPC1 b
immurhistochemischen Farbungen von Rattennieren selaugait der von Agaporin 1 (AQP1)
Uberein, einemypischen Protein des proximalen Tubulus und demdiirabsteigenden Her
Schleife das in vielen Zellen, ich auf3erhalb der Nieren, den Transport von Wasseh

Zellmembranen vermittelt. Mit Aquapo 2 (AQP2), welches im Verbindungstubulus und

Sammelrohr vorzufinden ist, konnte jedoch keine dkalisierung gefunden werden. Die
Beziehung zu AQP2 konnteagegen fir TRPC3 und TRPC6 gezeigt werden (Goall ,e2006.

Es ist alsodurchaus vorstellbar, dass TRPC1 eine Rolle beiRkgulation des allgemein
Wassertransports durch Zellmembranen und TRPC3-6 geziell bei der ADI-gesteuerten
Ruckresorptionvon Wasser im Sammelrohr einnehn Sollten sich nun Doppelknocke und

Wildtyptiere in diesem Bereich unterscheiden, so musstediesnbeim Vergleich ihr Wasser-,

Na'- und K'-Ausscheidung im Urin erkennen. Aus diesem Grund demr8 TRPC1/6
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Doppelknockout- und 7 Wildtypméuse fiir jeweils kpapine Woche in Stoffwechselkafige
gesetzt und es wurde an jeweils funf Tagen immer gteichen Uhrzeit der gesamte Urin
entnommen. Daraus wurde jeweils der Mittelwert Igieltj so dass sich jedes N aus 5

Einzelwerten zusammensetzt.

3.6.1 Wasserausscheidung

Die Diurese wurde anhand des Gewichts des tagkslargmelten Urins bestimmt. Dabei ergab
sich bei den Dokos eine durchschnittliche Aussiiimgy von 2,0 + 0,05 g/Tag. Bei der Wildtyp-

Vergleichsgruppe war der Wert mit 2,0+0,08 g/Tafggera identisch (Abb.3.11).

Offensichtlich sind die beiden Kanadle TRPC1 und TRRicht von entscheidender Bedeutung
fur die Aufrechterhaltung der Wasserhomoostase.Hd@dvau von AQP2 im Sammelrohr scheint,
trotz der in friheren Untersuchungen gefundenerokaisierung mit TRPC6, nicht von der

Anwesenheit von TRPC1 oder -6 abhangig zu sein.

o
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Urin Ausscheidung [g/Tag]

Wildtyp TRPC1/6 Doko

Abbildung  3.11  Vergleich der téglichen Urin
Ausscheidungsmenge von WT und TRPC1/6 Doko®ie
dargestellten Werte sind Mittelwerte + SEM; WT: N£foko:
N=8
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3.6.2 Na'- und K*-Ausscheidung

Die Messung der NAusscheidung ergab fur beide Gruppen &hnliche &Veiboko:
199,6+15,umol/Tag, WT: 224,9+7,8mol/Tag), die sich nicht signifikant unterschieden.
Allerdings zeigte sich bei der Menge an ausgeselmiesh Kalium ein geringer, jedoch statistisch
signifikanter Unterschied (p<0,01). Wahrend die B®iuohne TRPC1 und -6 pro Tag
590,2+17,2mol ausschieden, waren es bei den Wildtypen 667,8tfinol (Abb.3.12).
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Abbildung 3.12 Vergleich der taglichen N& und K*-
Ausscheidungsmenge von Wildtyp- und TRPC1/€
Doppelknockoutméusen. Die dargestellten Werte si
Mittelwerte + SEM; WT: N=7; Doko: N&; # p<0,01 ir
Vergleich zur Wildtyp-Kontrollgruppe
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4 Diskussion

Die Reninfreisetzung aus JG-Zellen wird {iber dteaizellularen Signalmolekiile cAMP undCa
gesteuert. Wahrend cAMP die Freisetzung des Retimsiliert, fiihrt C&" zu einer Inhibition der
Ausschittung. Dieser inhibitorische Effekt der asgiischen freien C&Konzentration wird
dabei von den Kalzium-gehemmten Adenylatzyklase@FAACG6) vermittelt, was in der Folge zu
erniedrigten Konzentrationen von cAMP und einemiaderten Ausschittung von Renin fihrt
(Griinberger et al., 2006), (Ortiz-Capisano et2007b). Uber die Regulationsmechanismen der
zytosolischen C&-Konzentration besteht allerdings Unklarheit. Eiléntrittspforte, deren
Existenz und Relevanz auf funktioneller Ebene naahgsen ist, sind die sog. ,store-operated
Ca* Channels* (SOCs). Es zeigte sich, dass eine Btirkder sarkoendoplasmatischen
Retikulum C&*-ATPase (SERCA) zu einer Hemmung der Reninausseigitiiihrte. Durch die
Hemmung von SERCA kdnnen zytosolische Kalziumioneicht mehr zuriick in die
intrazellularen Speicher gepumpt werden, was karmsekzu einer Rezeptor-unabhangigen
Entleerung dieser Speicher fithrt und so eine Adtivig von SOCs mit anschlieRendenfCa
Einstrom nach sich zieht (Schweda et al., 2000¢. idolekulare Identitat der SOC-Kanale und
der genaue Mechanismus ihrer Regulation sind jedacheute unklar.

Seit vielen Jahren wird dariiber diskutiert, obrintselektiven Cd-permeablen Kationenkanéle
aus der Familie der kanonischen transienten Rez&gttential (TRPC) Kanéle Bestandteile der
SOCs darstellen, oder zumindest an deren Regulaeosiligt sind. Ziel dieser Arbeit war es
deshalb, mit Hilfe von Knockoutm&usen, bei denee dene fur TRPC1 und TRPC6
ausgeschaltet worden waren, den Einfluss dieseélkauf den Reninhaushalt und den Kreislauf
der Maus zu beleuchten.

Als Schweda et aldie inhibierende Wirkung von Thapsigargin auf é@eninfreisetzung an
isoliert perfundierten Rattennieren untersuchted 8o den funktionellen Nachweis fur eine
Beteiligung von SOCE in JG-Zellen erbrachten, w@rlisie fest, dass die vermeintlichen SOC-
Blocker Flufenamat, Gadolinium (&Y und Lanthan (L¥) diesen hemmenden Einfluss nicht
beeinflussen konnten (Schweda et al., 2000). Welérsnan, dass TRPC-Proteine ein Teil der
Signalkaskade oder gar die vermittelnden Kanalediesh Entleerung intrazellularer Speicher
vermittelten Kalziumeinstroms sind, so hatte mareeiEinfluss der drei verwendeten Substanzen
auf die Reninfreisetzung erwarten muissen, da &fgedSubstanzen eigentlich als Effektoren an
TRPC-Kanalen bekannt sind (Rychkov & Barritt, 2Q0@der et al., 2007), (Cavalié, 2007),
(Beech, 2007), (Dietrich & Gudermann, 2007). Dignlémde Wirkung erscheint allerdings

nachvollziehbar, wenn man die verwendeten Konztotren und deren in friheren
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Experimenten untersuchte Wirkung auf die TRPC-Kanalifferenzierter betrachtet.
Schweda et alverwendeten La3und Gd® in einer Konzentration von jeweils g8l und
Flufenamat in einer Konzentration von 100uM. Wakréa® und Gd®in dieser Konzentration
TRPCL1 in friheren Zellkulturversuchen blockiert&nlér et al., 2007), waren bei TRPC3 18D
Las" fur die komplette Hemmung notwendig (Zhu et a898). TRPC4 und -5 wurden von [a3
und Gd® bei Konzentrationen <1@® sogar stimuliert (Jung et al., 2003). TRPC6 wurde
wiederum von La® und Gd® geblockt, von Flufenamat dagegen stimuliert (Débtr

& Gudermann, 2007). Betrachtet man die mdglicher&sson von TRPC1, -4 und -6 in den JG-
Zellen, stellt man fest, dass alle Stoffe in ilyerSchweda et akingesetzten Konzentration zwar
einzelne Isoformen blockierten, diese Wirkung jéddarch die gleichzeitige Stimulation anderer
Isoformen wieder aufgehoben wurde. Eine Auswirkanfydie Reninfreisetzung erscheint so sehr
unwahrscheinlich. Hier zeigt sich das Problem e@tednden spezifischen Pharmaka, welche die
verschiedenen TRPCs gezielt beeinflussen kénnteockout und Knockdown von einzelnen
oder mehreren Isoformen gleichzeitig kdnnte hierlzisung des Problems beitragen.

Frihere Untersuchungen zur Expression der TRPCIKaméaNierengewebe brachten zum Teill
unterschiedliche Ergebnisse. Ein Grund dafir kordge Umstand sein, dass die Versuche an
Geweben von unterschiedlichen Spezies durchgefitbrtlen. Deshalb sollte zu Beginn der
Studie mittels RT-PCR nach mRNA der verschiederieRJs in der Maus gesucht werden. Da in
erster Linie das Expressionsmuster der TRPC-Isaearm den JG-Zellen interessierte, eine reine
Isolation dieser Zellen jedoch nicht mdglich istyrden die mdglichen Isoformen der TRPC-
Expression durch Untersuchungen an Glomerula,eideh bzw. genauer gesagt aufgereicherten
JG-Zellen und auch an der Renin produzierenderirdellAs4.1. eingegrenzt. Die Ergebnisse
zeigen, dass in den Glomerula, in denen neben @efellen noch verschiedene andere Zellen
vorkommen, die Beteiligung von Tubuluszellen jedacisgeschlossen ist, die Isoformen TRPC1,
-3, -4 und -6 exprimiert werden. In der JG-Zell@égiion, in der auch Tubuluszellen mit
vorliegen, zeigte sich mRNA fur TRPC1, -4 und -6e [As4.1-Zellen wiederum exprimierten
lediglich TRPC1 und TRPC6, wobei bei diesen imnimitxrten Zellen nicht ausgeschlossen
werden kann, dass sich deren Expressionsmustestengender Zahl der Passagen im Vergleich
zu dem nativer JG-Zellen verédndert hat. Festzuhalite dass in den Pr&parationen, in denen
native JG-Zellen enthalten sind, nur die Isoformi&PC1, -4 und -6 immer enthalten sind, so
dass man aufgrund des Ausschlussprinzips davorelhesdgann, dass nur diese drei Isoformen in
JG-Zellen exprimiert sein kdnnen.

Diese Ergebnisse sind konform mit friiheren Datem Sours et gldie in Glomerula von Ratten
und Menschen ebenfalls die gleichen vier TRPCS8(H4, 6) nachweisen konnten (Sours et al.,
2006). TRPC5, welches zusatzlich in praglomerularéfiderstandsgefalen der Ratte

nachgewiesen werden konnte (Facemire et al., 20i34),in Glomerula nicht enthalten.
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Abweichend sind die gewonnenen Ergebnisse zu defunBen von Goel et al, die in
Rattennieren zwar ebenfalls TRPC1, -3, und -6,tnextoch TRPC4 nachweisen konnten (Goel et
al., 2006). Auch frihere Untersuchungen in muriMesangiumzellen unterscheiden sich, da in
diesen Zellen ausschlieBlich TRPC1 und -4 gezeigtden konnten (Wang et al., 2004).
Zusammenfassend kann festgestellt werden, daséadi@e TRPC1 und TRPC6, deren Funktion
fir die Reninfreisetzung in dieser Arbeit unterdualurde, im jetzigen und in nahezu allen
friheren Versuchsaufbauten nachgewiesen werdentd&mnAulRerdem erschienen diese beiden
Kanale in Anbetracht ihrer Funktionen im glatten el (Seth et al., 2009), (Dietrich et al.,
2005) und der Abstammung der JG-Zellen aus glaNmriskelzellen am ehesten fir eine
Beteiligung an der intrazellularen Regulation deenRRfreisetzung in Frage zu kommen,
weswegen sie bei den verwendeten Knockoutméausegesalsltet wurden.

Die Ergebnisse zeigen, dass ein Fehlen von TRP@1-@&rbei den phanotypisch unauffalligen
Doppelknockoutmausen weder zu einem signifikantemtetdchied in der HOhe des
Plasmareninspiegels, noch in der Hohe des sydtelis@lutdrucks im Vergleich zur Wildtyp-
Vergleichsgruppe fuhrte. Obwohl in Voruntersuchunge C57BL/6 Méausen die Expression von
TRPC1 und -6 neben weiteren Isoformen sowohl in @G#omerula als auch in isolierten
JG-Zellen und As4.1. Zellen gezeigt werden konrgeheinen diese beiden Kanale keine
entscheidende Rolle beim Eintritt von ?Can das Zytosol der JG-Zellen und somit bei der
Regulierung der Reninfreisetzung zu spielen. Dadeei Ausschaltung von zwei fast ubiquitér
exprimierten Proteinen eine Beeinflussung des symgidnen Nervensystems, welche etwaige
Unterschiede in der Steuerung der Reninfreisetaumd) des Blutdrucks zwischen den beiden
Gruppen maskieren konnte, nicht ausgeschlosserewesahn, wurden die Versuche unter Gabe
des nichtselektiven Beta-BlockdPsopranolol wiederholt. Hier zeigte sich Uberraschenderweise,
v. a. nach intraperitonealer Gabe, eine deutlichelling des Blutdrucks bei beiden Gruppen.
Dieser Anstieg konnte zum Einen dadurch erklartderr dass ein unselektiver Beta-Blocker
neben derg;-Rezeptoren, die fur die typische Blutdruck- undffequenz senkende Wirkung
verantwortlich sind, ebenfalls die u. a. in derttgla Gefallmuskulatur exprimierten und fir deren
Relaxation mitverantwortlichefi,-Rezeptoren blockiert. Zum anderen kdnnte eine éoang
der Bindungsstellen an d¢hhRezeptoren zu einer verstarkten Bindung der imigkaefsystem
vorhandenen Katecholamine an dieRezeptoren der glatten GefalRmuskelzellen fiihres, @ine
Vasokonstriktion der Widerstandsgefalie und einestién des Blutdrucks zur Folge hatte. Dieser
Mechanismus ware in den ersten Stunden nach Apiolikam ausgepragtesten, da in so kurzer
Zeit keine Gegenregulation, wie etwa eine Intesralung von Rezeptoren, erfolgen kann. Die
drastischer erhdhten Blutdruckwerte wenige Stunderh intraperitonealer Gabe im Vergleich zu
den Werten unter kontinuierlicher oraler Gabe siathit gut in Einklang zu bringen.

52



Diskussion

Zu bedenken ist ferner, dass die intraperitonegdpliRation eines Wirkstoffs bei der Maus
sicherlich kurzzeitig Schmerzen verursacht, wasdeiem ihren Stresspegel steigert und eine
damit einhergehende Erhdhung des Blutdruck ebsrgallaren kann.

Der Plasmareninspiegel wurde durch dieses Mantwebei den Dokos beeinflusst, wo er sich
um uber 60% verringerte. Scheinbar spielt fli@drenerge Aktivierung der Reninfreisetzung bei
den Knockouts eine sehr viel groRere Rolle alsdesi Wildtypen. Dies kdnnte Zeichen eines
gesteigerten Sympathikotonus bei den genetischngeréen Tieren sein.

Dass die Tiere ohne TRPC1 und -6 unter allen Véashedingungen eine um ca. 10% niedrigere
Herzfrequenz hatten als ihre Vergleichsgruppe, iatledoch dieser These entgegen zu stehen,
da bei einer erhohten Aktivitat des sympathischernvBnsystems eher eine erhdhte Herzfrequenz
zu erwarten gewesen ware. Diese wird im Wesentlictierch die Schrittmacherzellen des
Sinusknoten im rechten Vorhof bestimmt. Diese gsrérten Zellen besitzen nicht wie andere
Zellen ein konstantes Ruhemembranpotential, sondem autonom funktionierendes
Schrittmacherpotential, das nach jeder Repolaoisdiis zum maximalen diastolischen Potential
(MDP) wieder langsam und stetig bis zum Erreichea 8chwellenpotentials (SP) ansteigt, wo
dann das nachste Aktionspotential (AP) ausgelosl.vider primare langsame Anstieg wird als
Prapotential (PP) bezeichnet und wird durch einel2dhl von unterschiedlichen Kanélen
vermittelt. Darunter sind auch nichtselektive Kagokandale, die den sog. ,funny current) (I
vermitteln (Schram et al., 2002). Eine dur¢h-Rezeptoren vermittelte Erh6hung der
Herzfrequenz wird dadurch bewirkt, dass das MDPitipese Werte annimmt und die
Anstiegssteilheit des PP zunimmt, wodurch wiededas SP schneller erreicht wird. Kurzlich
konnte auch fur die Schrittmacherzellen des Sinoigas ein Einfluss von store-operated
Céa* Channels (SOCs) nachgewiesen werden. In isoliemeninen Sinusknoten filhrte eine
Blockade der sarkoendoplasmatischen Retikulufi-B&Pase mittels Cyclopiazonséure zu einer
fiir SOC typischen Erhéhung von [ERund auch einem Anstieg der Schlagfrequenz. Beides
konnte durch Zugabe der SOC-Antagonister’*G&chumann et al., 1994) und SKF-96365
(Flemming et al., 2003) wieder deutlich abgeschwéaarden (Ju et al., 2007). Um auch hier eine
maogliche Beteiligung von TRPC an den SOCs zu békemc wurde die Expression der
verschiedenen TRPC-Isoformen im Sinusknoten dersMeuatersucht. Mittels RT-PCR wurden in
isolierten Sinusknoten (SAN) der Maus die TRPCs-21,-3, -4, -6, und -7 nachgewiesen. Auf
Proteinebene wurden in den SAN die Formen TRPG14-8nd -6 gefunden. Diese vier (-1, -3,
-4, -6) konnten ferner immunhistochemisch in igtéie Schrittmacherzellen gezeigt werden (Ju et
al., 2007).

In Anbetracht all dieser Daten scheint es mdglaie, erniedrigte Herzfrequenz der TRPC1/6
Doppelknockoutmause auch trotz eines moglicherweiséhten Sympathikotonus zu erklaren:

Der Einstrom von CA ber die store-operated Channels stellt nebenrandéationenkanalen
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einen wichtigen Signalweg fur die Generierung defiril@macherpotentials der Zellen des
Sinusknotens dar. TRPC1 und TRPC6, deren Expresseiben TRPC3 und -4 in den
Schrittmacherzellen nachgewiesen werden konntentkéinan deren Aktivierung mafgeblich
beteiligt oder sogar ein Bestandteil der SOCs $&#rs. sympathische Nervensystem flihrt zu einer
Erhohung der Herzfrequenz, indem es die Negatividégs MDP vermindert und die
Anstiegssteilheit des Prépotentials erhoht. Diescigeht in erster Linie durch Bindung von
Noradrenalin an GProtein-gekoppeltep;-Rezeptoren. In der Folge kommt es zu einer
Aktivierung von Adenylatzyklasen, einem Anstieg vaAMP und einer Aktivierung der
Proteinkinase A, was schlieBlich zu einer Erhéhvmmy intrazellularem Ca und einem erhdhtem
Herzantrieb flhrt. Dartber hinaus kénnte aber aliehverstarkte Aktivierung von SOCs an der
Vermittlung des erhdhten Herzantriebs beteiligns@dem sich der G&Spiegel in der Zelle
erhoht und akut Ca schneller in die Zelle strémen kann. Fehlen nundea Doppelknockouts
zwei moglicherweise wichtige Proteine fir die Fuoksfahigkeit der SOCs, namlich TRPC1 und
TRPCS, ist die Herzfrequenz in Ruhe und auch dapsyhisch vermittelte Anstieg vermindert.
Eine zusatzliche Rolle fiur SOC/TRPC und eine vomekien Einfluss des vegetativen
Nervensystems unabhangige Erklarung der niedrigéterzfrequenz der Dokos konnte eine
Studie liefern, die TRPCL1 als einen durch mechaeidteizung aktivierten Kationenkanal zeigt
(Maroto et al., 2005). Seit langem ist bekanntsdase Dehnung des Vorhofs zu einer Erhéhung
der Schlagfrequenz des Herzens flhrt, was als meedlaktrisches Feedback bezeichnet wird
(Bainbridge, 1915). Der genaue molekulare Mechanssriiir diesen Effekt ist allerdings
unbekannt (Kohl et al., 1999). Angenommen TRPCdeébiauch in den Zellen des Sinusknoten
einen mechano-sensitiven Kationenkanal, konnteedi&snal alleine oder in Verbindung mit
SOC das Verbindungsstick zwischen Druckbelastung ®erhofs und Erhdéhung der
Herzfrequenz darstellen. Auch mit dieser Hypothesee der langsamere Puls der Knockouts
konform, da durch das Fehlen von TRPC1 eine Drdekbéng des Vorhofs nicht mehr in eine
gesteigerte Schlagzahl umgewandelt werden kdnnte.

Obwonhl sich die Plasmareninspiegel beider Tiergemppicht signifikant unterschieden, so schien
er doch bei den TRPC1/6 Dokos unter Normalbedingnngumindest tendenziell héher zu
liegen. Trotzdem hatten die Knockouts keinen hdnesendern sogar einen in der Tendenz leicht
niedrigeren Blutdruck. Eine moégliche Stimulatiorr éReninfreisetzung durch einen aus welchen
Grunden auch immer stark erniedrigten Blutdruck dem Knockouts konnte aufgrund der fast
gleichen Blutdruckwerte als Ursache fur die erhdRRC der Dokos ausgeschlossen werden.
Warum aber der Blutdruck der TRPC1/6 Doppelknockdutse trotz hoherem PRC nicht erhéht
ist, kdnnte sich dadurch erklaren, dass TRPC-Kan#let nur im Nierengewebe vorkommen,
sondern u. a. auch in der glatten Gefal3muskulatdrdort eine wichtige Rolle bei der Steuerung

des Gefal3tonus besitzéflelsh et alfanden heraus, dass TRPC6 ein wichtiger Protagonder
54



Diskussion

druckabhangigen Regulierung des myogenen Tonushiderstandsgefal3en - auch bekannt als
Byliss-Effekt - ist. An zerebralen Arterien wiessie zuerst mit Hilfe von RT-PCR und auch
immunhistochemisch sowohl TRPC3 als auch TRPC6 en GefaRen nach. Anschliel3end
behandelten sie die kultivierten Arterien mit TRPE&®ise- und antisense Oligodesoxynukleotiden
(ODN). Auf diese Weise erreichten sie eine Verrmgg der TRPC6-Proteinexpression um 60%
bei unveranderter TRPC3 Expression. Bei den folgendersuchen konnten sie zeigen, dass die
mit TRPC6 antisense ODNs vorbehandelten Gefal3Pioekbelastung eine um 65% verringerte
Depolarisation und eine um 75% verringerte Vasokii®n im Vergleich zur Kontrollgruppe
aufwiesen. Auch die druckinduzierten Kationenstronagen auf die Halfte reduziert (Welsh et
al., 2002). Dabei scheint TRPC6 seine Wirkung nighér eine Beeinflussung von SOCE zu
vermitteln, da die Perfusion isolierter glatter Melgellen von TRPC6-Mausen mit IB, welches
normalerweise nach Bindung an seinegRRzeptor zur Entleerung intrazellulareGapeicher
fuhrt und so SOCE induzierzu keinem signifikant unterschiedlichen Anstieg 8&omdichte im
Vergleich zur Wildtyp-Vergleichsgruppe fuhrte (Dieh et al., 2005). Da sowohl fir TRPC3 als
auch fur TRPC6 eine direkte Aktivierung durch DAEzgigt wurde (Hofmann et al., 1999) und
bekannt ist, dass bei Druckerh6hung im Gefald sowi@hPLC-Aktivitat (Osol et al., 1993) als
auch die DAG-Konzentration steigt (Narayanan et1894), schlugefVelsh et alvor, dass das

in Folge der Druckbelastung gebildete DAG zu eieivierung von TRPC fuhrt, was wiederum
zu einer Membrandepolarisation und einem Einstramn ¥alzium via spannungsabhangiger
C&*-Kandle fiihrt. Das erhohte [Ef bewirkt schlieRlich die Steigerung des GefaRtdielsh

et al., 2002). In diesem Fall wirde TRPC als remepperated Channel (ROC) fungieren. Es ist
vorstellbar, dass die Ausschaltung von TRPC6 ber @®ppelknockoutmdusen zu einer
Abschwachung der DAG-induzierten Depolarisation usd zu einer Relaxation der
Widerstandsgefalie fuhrt, die den niedrigeren Blhaklerklaren wirde.

Die Untersuchung der TRPCs gestaltet sich aufgrded funktionellen Uberlappung der
einzelnen Unterformen &auRRerst schwierig. Auch denfensatorische Hochregulation anderer
TRPCs nach dem Knockout einzelner Isoformen ersdhive Entschlisselung der Funktion der
einzelnen Kanale enorrietrich et al stellten fest, dass bei den von ihnen untersachRPC6
Knockoutmausen arterieller Blutdruck, Kontraktilitind basaler Tonus der Zerebralgefal3e und
die TRPC-getragenen Kationenstréome in isoliertesitgh Muskelzellen Uberraschenderweise
erhoht waren. Die daraufhin folgende Messung derNdRder Kandle TRPC1-7 in den
Zerebralarterien ergab, dass die Menge an TRPC34nRMN Vergleich zur Wildtyp-
Kontrollgruppe um das Drei- bis Flnffache erhohtr.waas Ausschalten von TRPC6 hatte
anscheinend zur vermehrten Expression von TRPC3 aumdBildung von homooligomeren
TRPC3-Kanalen gefuhrt. Durch Transfektion der glatMuskelzellen mit TRPC3-spezifischer

siRNA konnte der erhdhte Kationeneinstrom in didezekomplett aufgehoben werden (Dietrich
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et al., 2005). Wahrend TRPCE6 ein streng regulidrezeptor-aktivierter Kationenkanal ist, wurde
fur TRPC3 aufgrund eines unterschiedlichen Glykexsihgsmusters eine beachtliche konstitutive
Aktivitat in verschiedenen Zelllinien nachgewieséBietrich et al., 2003). Der daraus
resultierende permanent erhdhte Einstrom von® Cand anderen Kationen in die
Gefal3muskelzellen erklarte die erhobenen Befunde.

Da die in der vorliegenden Arbeit unter Normalbegimgen gemessenen Blutdruckwerte der
Knockoutmause unter denen der Wildtypen liegenzishindest in der Gefamuskulatur von
keiner stark erhohten konstitutiven Aktivitat areteKationenkanale auszugehen. Obwohl durch
gleichzeitige Ausschaltung zweier Isoformen dem n@héen der kompensatorischen
Hochregulation entgegengetreten werden sollteaush bei den hier verwendeten Mausen eine
verstarkte Expression anderer TRPCs nicht ausza8eim.

Trotz der unzahligen Faktoren, die bei in vivo Ustehungen die Ergebnisse beeinflussen und
verfalschen konnen, ist diese Art der Untersuchdeignoch am besten geeignet, um die wahre
Funktion bestimmter Zellbestandteile und Molekiile fien Gesamtorganismus zu bestimmen.
Die am Anfang der Arbeit aufgestellte Hypothesessd@RPC1- und TRPC6-Kanéle eine
entscheidende Rolle beim Eintritt von“Cén die JG-Zellen und somit bei der Regulation der
Reninfreisetzung spielen, konnte nicht bestéatigtder. Auch eine zentrale Position der beiden
Proteine fur die Ausscheidungs- und Konzentratiimgkeit der Niere ist aufgrund der
unauffalligen Ergebnisse bei der Untersuchung dassUer TRPC1/6 Dokos unwahrscheinlich.
Zweifelsfrei spielen die ausgeschalteten TRPCs gedeine Rolle bei der Regulation des
Kreislaufs. Die erniedrigte Herzfrequenz der Knagkountermauert die Vermutung fur deren
Beteiligung an der Erregungsbildung des HerzernkemZellen des Sinusknotens.

Die Wege des Kalziums in die JG-Zellen bleiben algsiterhin unklar. Um die mogliche
Beteiligung der TRPC-Kanéle daran zu Kklaren, sinditave Untersuchungen notwendig.
Angesichts der vielfaltigen Funktionen der Kan&@egdesamten Korper, die eine Zuordnung der
Entstehungsorte fiir gefundene funktionelle Veramagen aullerst schwierig machen, und des
Fehlens spezifischer Antikdrper, mit deren Hilfemae Lokalisation der TRPC-Isoformen genau
bestimmen konnte, gestaltet sich dies jedoch sclgviéersuche an isolierten JG-Zellen oder an
der isoliert perfundierten Niere von Knockoutméysdrei denen zur Vermeidung der
kompensatorischen Hochregulation anderer Isoforrmehrere TRPC Gene gleichzeitig
ausgeschaltet werden, scheinen den erfolgversprdstesn Ansatz fur die Zukunft darzustellen.
Die mdogliche Zahl der gleichzeitig ausgeschalteBame wird dabei wahrscheinlich durch die

zunehmende Beeintrachtigung der LebensfahigkeiT @ee beschrankt sein.
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5 Zusammenfassung

Ein Anstieg der intrazellularen Kalziumkonzentraticstellt den Hauptsignalweg fur die
Hemmung der Reninfreisetzung aus juxtaglomerulaf@@) Zellen dar. Die molekularen
Mechanismen, wie Cain die Zelle gelangt, sind nicht genau bekanntnMeei, dass der
Einstrom von C# (ber sog. ,store-operated Tahannels* (SOCs) einen Einfluss auf die
Ausschittung des Renins hat. Wie diese mdglicheavéieterogene Gruppe von lediglich
funktionell beschriebenen Kanédlen aufgebaut undlieg ist, ist ebenfalls unklar. Die Gruppe
der kanonischen transienten Rezeptor Potential C)R€nale konnte am Aufbau und/oder der
Steuerung der SOCs beteiligt sein. Ziel dieser hrvar es deshalb, mit Hilfe von TRPC1/6
Doppelknockoutmausen (Doko) zu untersuchen, weRbke diese Kanale bei der Regulation
des Reninhaushalts und des Kreislaufs haben.

In Vorversuchen konnten mittels RT-PCR in den Gesaren von C57BL/6 Mausen mRNA der
Proteine TRPC1, -2. -3. -4, -5 und -6 nachgewiegemlen. Wahrend sich in isolierten Glomerula
der Mause mRNA der Isoformen TRPC1, -3, -4, unéarl, wurden in isolierten JG-Zellen nur
die Isoformen TRPC1, -4 und-6 mittels RT-PCR naghgsen. In den Renin produzierenden
As4.1. Zellen zeigte sich nur die Expression vorPTR und TRPCG6. Mittels Ausschlussprinzip
kann man folgern, dass in JG-Zellen also nur dafolsnen TRPC1l, TRPC4 und TRPC6
exprimiert sein kénnen.

Bei der Bestimmung des Plasmareninspiegels korwigclkzen der Knockout- und der Wildtyp-
(WT) Gruppe kein Unterschied festgestellt werdeaciNGabe des nichtselektiven Beta-Blockers
Propranolol blieb die gemessene Reninkonzentrdi@mder WT Gruppe unverandert, wahrend
sie bei den Dokos um 60% absank. Pexdrenerge Einfluss auf die Reninfreisetzung schesn
den TRPC1/6-Mé&usen einen deutlich groReren Stellenwert zu makebei den Wildtypen.

Auch der Blutdruck war bei den WTs und Dokos gleihffallig war ein deutlicher Anstieg bei
beiden Gruppen wenige Stunden nach Gabe von PaptaMogliche Erklarungen dafir sind
eine Blockade der Gefald relaxierend wirken@erRezeptoren und die wegen des Wegfalls
moglicher Bindungsstellen amfi-Rezeptoren verstarkte Bindung von Katecholaminen a
a;-Rezeptoren, was in der Folge zu einer Erh6hung@efalwiderstands und des Blutdrucks
fuhrt. Auch eine kurzzeitige schmerzbedingte Ermighudes Sympathikotonus nach
intraperitonealer Verabreichung des Wirkstoffzistbedenken.

Die Herzfrequenz der TRPC1/6Tiere lag sowohl in Ruhe als auch nach Gabe désbRekers
um ca. 10% unter der der Vergleichsgruppe. Es esikblar, dass TRPC1 und/oder -6 an der

Erregungsbildung im Herzen beteiligt sind. Dieserflass konnte tber SOCs oder auch direkt
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durch TRPC1 in den Zellen des Sinusknotens vernitkeerden, in denen bei friheren
Untersuchungen die Expression der Isoformen TRP& 14, und -6 nachgewiesen wurde.

Bei der Ausscheidungsfunktion der Nieren zeigteh $ieine relevanten Unterschiede zwischen
beiden Gruppen.

TRPC1 und TRPC6 scheinen keine entscheidende Beie C&'-Eintritt in die JG-Zellen und
somit beim inhibitorischen Signalweg der Reninfe&ising zu haben. Eine Beteiligung der beiden
Kanale an der Regulation des Schrittmacherpotentabcheint wahrscheinlich, bedarf zur
endgultigen Klarung jedoch weitergehender Untersuogbn. Welche Rolle TRPC1 und TRPC6
bei der Regulation des Blutdrucks spielen, ist aioigs der bekannten Tendenz zur
Hochregulation anderer, nicht ausgeschalteter tstgdo und eines unklaren Sympathikotonus

anhand dieses Versuchsaufbaus nicht zu beurteilen.
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7 Anhang

7.1 Abkirzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

n Nano- (18)

M Mikro- (10°)

m Milli- (107%)

g Gramm

I Liter

M Molar

nm Nanometer

-/- Knockout

[Ca?; intrazellulare Kalziumionenkonzentration
[NacCl] Natriumchlorid Konzentration

AlAR Ligand-Al Adenosin Rezeptor

AC Adenylatzyklase

ACE angiotensin converting enzyme

ADH antidiuretisches Hormon

ANG Angiotensin

ANP atriales natriuretisches Peptid

AP Aktionspotential

AQP Aquaporin

AT, Angiotensin Il Rezeptor Typ 1

ATP Adenosintriphosphat

BAEE Na-Benzoyl-L-Arginin-Ethyl-Ester Losung
BAPTA-AM 1,2-bis-(o-Aminophenoxy)-ethane-N,N,N';Mtraacetic acid
bpm Schlage pro Minute

BSA bovines Serum Albumin

CAMP zyklisches Adenosinmonophosphat
cDNA komplementare Desoxyribonukleinséure
cGK cGMP-abhangige Proteinkinase

cGMP zyklisches Guanosinmonophosphat
CGRP calcitonin gene-related peptide
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COX2
CRACM
DAG
DEPC
DMEM
dNTP
Doko
dT

ER

FCS
GPCR
Gq
HEK293
IBMX

lcrac

PGE2
PGI2
PIP,
PKA

Cyclooxygenase 2

calcium release-activated Calcium Modulator
Diacylglycerol

Diethylpyrocarbonat

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (Biochrom)
Desoxynukleotidtriphosphat
Doppelknockout

Desoxythymidin

endoplasmatisches Retikulum

Fotales Kéalberserum

G-Protein gekoppelter Rezeptor
G-Protein Untereinheit q

human embryonic kidney Zelllinie
3-Isobutyl-1-methylxanthin
calcium-release activated £&instrom
~funny current*

Inositoltriphosphat

Inositoltriphosphat Rezeptor

isoliert perfundierte Niere
juxtaglomerular
spannungsabhangiger&anal vom L-Typ
maximales diastolisches Potential
Minimum Essential Medium

Millimeter Quecksilbersaule

messenger Ribonukleinsaure
Na/K*/2CI-Kotransporter
Stickstoffmonoxid

Pituitary adenylate cyclase-activating pelyjde
platelet-activating factor
Polymerasekettenreaktion
Phosphodiesterase

partikulare Guanylatzyklase
Prostaglandin,E

Prostaglandin |
Phosphatidylinositolbisphosphat

Proteinkinase A
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PLC
PMCA
PMSF
PP
PRC
R/P-R
RAAS
RIA
ROC
ROCE
rpm
RT
SAN
SERCA
sGC
SiRNA
SOC
SOCE
STIM1
TKR
tRNA
TRPC
VIP
WT

Phospholipase C

Plasmamembran €aATPase
Phenylmethylsulfonylfluorid

Prapotential

Plasma Renin Konzentration
Renin/Prorenin-Rezeptor
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
Radioimmunoassay

receptor-operated Channel

receptor-operated Channel vermitteltef” Emstrom
Umdrehungen pro Minute

reverse Transkriptase

isolierte Sinusknoten
sarkoendoplasmatisches Retikuluri"@d Pase
I6sliche Guanylatzyklase

small interfering Ribonukleinsaure
store-operated Channel

store-operated Channel vermittelteér’ €instrom
stromales Interaktionsmolekdl 1
Tyrosinkinase Rezeptor

Transport Ribonukleinsaure

kanonischer oder klassischer transientegfRer Potential Kanal
vasoaktives intestinales Polypeptid

Wildtyp
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