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Referat

In der vorgelegten Dissertation wurde der Einfluss der katalytischen B-Untereinheit von Calcineurin
(PPP3CB) hinsichtlich ihrer Signalwege und Funktion in Gefaflen, anhand eines transgenen PPP3CB
Knockout Mausmodells, untersucht. Bisher war bekannt, dass Calcineurin bei der Entstehung kardialer
Hypertrophie iiber Stimuli, wie beispielsweise Angiotensin II, eine wichtige Rolle einnimmt. Im
Mausmodell konnte eine kardiale Hypertrophie durch Verwendung von Calcineurin Inhibitoren
verhindert werden. Es ist jedoch wenig {iber den Effekt von PPP3C auf das vaskuldre System bekannt.
Im Rahmen der basalen Charakterisierung von PPP3CB Knockout Méusen wurden cDNA und
Proteinlysate aus glatten GefdBmuskelzellen (VSMCs) und der murinen Aorta, zur Quantifizierung
mittels qPCR und Western Blot, hergestellt. Basal sind das Protein als auch das Transkript von
PPP3CB in VSMCs und in der Aorta aus PPP3CB KO Tieren nicht nachweisbar. In VSMCs aus der
Aorta von PPP3CB KO Méusen wurde eine reduzierte Expression des Entziindungsmarkers PAI-1
detektiert, was eine erhohte Neigung zur Thrombenbildung vermuten ldsst. Der Nachweis von
Calcineurin abhédngigen Transkriptionsfaktoren in Aortenlysaten mittels Western Blot zeigte eine
signifikant reduzierte NFaT4-Proteinexpression. Die Inhibierung des Calcineurin-Interaktionspartners
NFaT4 konnte eine Hypertrophieentwicklung verhindern. Zur weiteren Charakterisierung von VSMCs
wurde die Caspaseaktivitdt, als Marker fliir Apoptose, unter verschiedenen Stimuli gemessen. Bei
Inkubation von VSMCs mit Vehikel, 250 uM und 500 pM H,0,, besaBen VSMCs aus PPP3CB KO
Maiusen eine marginal reduzierte Laktatdehydrogenase (LDH)-Aktivitdt. Fiir die Untersuchung der
schiadigenden Wirkung von Angiotensinll wurde PPP3CB KO Tieren akut, mittels Millar-
Katheterisierung und chronisch iiber osmotische Minipumpen, Angiotensin Il appliziert. Bei akuter
Gabe von Ang II zeigten PPP3CB KO Méuse einen geringeren Anstieg des systolischen Blutdrucks,
im Vergleich zu WT Tieren. Im Rahmen der Langzeit-Blutdruckmessung war in médnnlichen PPP3CB
KO Maiusen ein geringerer Anstieg des systolischen Blutdrucks, im Vergleich zu WT, messbar. In
weiblichen PPP3CB Maéusen fithrte AngiotensinIl zu einem geringeren Blutdruckanstieg als bei
ménnlichen Tieren, jedoch gab es keine Unterschiede zwischen WT und KO Méusen. AnschlieSend
erfolgte die Entnahme der Aorten beider Versuchsgruppen und die Anfertigung von Paraffinschnitten,
die nach Sirius-Red Farbung quantifiziert wurden. Die Gabe von Angiotensin II fiihrte in der Aorta
von ménnlichen PPP3CB WT Maiusen zu vaskuldrem Remodeling. Die Wanddicke, Lumen- und
Mediafliche von Aorten aus PPP3CB KO Tieren blieben, im Vergleich zur WT-Gruppe, unverandert.
In weiblichen PPP3CB WT Tieren nahm unter Einfluss von Ang Il das Verhéltnis von Mediafldche zu
Lumenflidche, aufgrund eines kleineren Lumens, zu. PPP3CB KO Méuse wiesen im Illumina bead
array unter chronischem Einfluss von Angll, im Vergleich zu WT Tieren, keinen Anstieg der
Expression von Proteinbindung-assoziierten Genen wie beispielsweise Cold4al, Col4a2 und Coll8al,
auf. Der Knockout von PPP3CB fiihrte in minnlichen PPP3CB KO Méusen zu keinem Angiotensin 11
induzierten Bluthochdruck und vaskuldrem Remodeling. Der Knockout erwies sich als forderlich.

Kohler, Conny: Einfluss der katalytischen B-Untereinheit von Calcineurin auf Signalwege und
Funktion in Gefédllen, Halle (Saale), Univ., Med.Fak., Dissertation, 78 Seiten, 2020
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1. Einleitung

Calcineurin (PPP3) ist eine Serin/Threonin Phosphatase, die aus einer katalytischen und
regulatorischen Untereinheit besteht [1]. Die katalytischen Untereinheiten PPP3CA und
PPP3CB werden ubiquitdr exprimiert [2]. Durch Dephosphorylierung verschiedener Trans-
kriptionsfaktoren, wie CREB und NFaT, ist Calcineurin in der Lage Immunantwort,
Zellproliferation und die Zusammensetzung von extrazelluldrer Matrix zu beeinflussen [3].
Molkentin et al. und Bueno et al. beschrieben den Zusammenhang zwischen Calcineurin und
der Entstehung kardialer Hypertrophie iiber Stimuli, wie beispielsweise Angiotensin II [4]. In
vivo fithrt die Aktivierung des Calcineurin/NFaT-Signalweges zur Entwicklung von kardialer
Hypertrophie in Miuseherzen, deren Entstehung durch Inaktivierung von Calcineurin, unter
Verwendung von Tacrolimus (FK506) und Cyclosporin A (CsA), verhindert werden kann [5].
Klinische Studien konnten durch Calcineurin-Antagonisten eine Reduktion der Fibrosierung in

Lebergewebe feststellen [6]. Histologische Untersuchungen am Tiermodell konnten unter
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Einsatz von Calcineurin Inhibitoren eine reduzierte Fibrosierung und Kollagenablagerung im
Nierengewebe aufzeigen[7]. Calcineurin ist ebenfalls in der Lage Einfluss auf
inflammatorische und apoptotische Signalgebung auf zelluldrer Ebene zu nehmen. Es konnte
auch gezeigt werden, dass eine verstirkte PPP3CB-Aktivierung proinflammatorische
Signalgebung in glatten Gefdmuskelzellen (VSMCs) und apoptotische Verdnderungen in
Kardiomyozyten vermittelt [8,9]. Auch in anderen Zelltypen, wie in Neuronen des
Hippocampus, konnte Calcineurin als Vermittler von apoptotischen Veridnderungen
beschrieben werden [10]. Es ist jedoch wenig iiber den Effekt von PPP3C auf vaskuldre
Komponenten bekannt. Aus diesem Grund wurde in der vorgelegten Arbeit die Relevanz von
PPP3CB auf Signalwege und GefidBfunktionen anhand eines transgenen Mausmodells

untersucht.

1.1.Charakterisierung der Protein-Phosphatase Calcineurin
1.1.1. Aufbau und Struktur

Calcineurin ist eine Calcium/Calmodulin-abhingige Serin/Threonin-Phosphatase. Das
Heterodimer besteht aus einer Calmodulin-bindenden katalytischen (PPP3C, 57-61 kDa) und
einer regulatorischen Ca’*- bindenden Untereinheit (PPP3R, 16-19 kDa) [1]. Auf N-terminaler
Seite befindet sich die Phosphatase-Domine. Die katalytische Untereinheit wird durch drei
Isoformen PPP3CA, PPP3CB und PPP3CC reprisentiert, wihrend die regulatorische
Untereinheit durch zwei Gene PPP3RI und PPP3R2 kodiert wird. Die katalytischen
Genprodukte von Calcineurin PPP3CA und PPP3CB werden in Verbindung mit dem
regulatorischen Genprodukt von PPP3RI koexprimiert, PPP3R2 hingegen zusammen mit
PPP3CC [11, 12].

PPP3C
N Phosphatase-Domine CnB .

Abb. 1. Aufbau der von PPP3C. N: N-terminales Ende, CnB: PPP3R-Bindestelle, CaM: Calmodulin-

Bindestelle. AID: Autoinhibitorische Doméne. C: C-terminales Ende

Die PPP3C Isoformen A und B werden ubiquitédr exprimiert, PPP3CC hingegen in Hoden und
Gehirn [13-17]. Der C- und N-Terminus weisen zwischen allen katalytischen Calcineurin-
Isoformen die groBte Variabilitdt auf, die Funktion dieser Termini ist jedoch unbekannt [1]. Die

strukturelle Homologie des restlichen Proteins liegt bei 83-89 % [11].

Strukturell ist PPP3C durch die B-Sandwichfaltung, welche aus zwei zentralen B-Stringen
besteht, charakterisiert. Diese sind wiederum von a-Helices und weiteren B-Stringen umgeben

[18,19]. Die an Reste gebundenen Metallionen, wie Zink und Eisen, befinden sich im



katalytischen Zentrum von PPP3.Dieses Zentrum wird im inaktiven Zustand durch das
Pseudosubstrat, der autoinhibitorischen Domiéne (AID), blockiert [19-21]. Hervorzuheben ist,
dass die katalytische Untereinheit eine Resistenz gegeniiber Proteolyse aufweist, die
regulatorische Doméne jedoch nicht [22,23]. Auf subzelluldrer Ebene befindet sich PP3CB
vorrangig im Zytosol, wihrend PPP3CA in Zytosol und Nukelus mittels Immunohistochemie
nachweisbar ist [24]. Von PPP3CA und PPP3CB existieren drei Spleilvarianten, welche eine
hohe Sequenzhomologie aufweisen. Sie unterscheiden sich jedoch in ihrer Substrataffinitit
[1,24]. Strukturell besitzt PPP3CB einen konservierten N-terminalen Polyprolinrest, wihrend

PPP3CC zusitzlich basische Reste am N-Terminus aufweist.

In Bezug auf die regulatorische Untereinheit ist bekannt, dass PPP3R durch seine hoch

konservierte Struktur ein wichtiges stabilisierendes Strukturelement darstellt [25].

PPP3R
N EF1 EF2 EF3 EF4 C

Abb. 2: Aufbau der regulatorischen Untereinheit von Calcineurin (PPP3R). N: N-terminales Ende,

EF: EF-Handmotive fiir Calcium-Bindung, C: C-terminales Ende

PPP3R besteht aus vier EF-Handmotiven, die in der Lage sind Ca’* zu binden [26]. Dabei
werden zwei dieser Ionen mit geringer Affinitit und zwei mit hoher Affinitit an den EF-
Handmotiven gebunden (Abb.2) [27, 28]. Es konnte in Rinderprotein gezeigt werden, dass
Mpyristinsdure, die kovalent an den N-terminalen Glycinrest von PPP3R gebunden ist, parallel
zu den hydrophoben Seiten der N-terminalen Helix liegt. Gleichzeitig unterliegt der
myristolierte N-terminale Teil von PPP3R einer nicht geordneten Struktur [29, 30]. PPP3R ist in
der Lage, mittels Bindung von vier Ca’*-Ionen durch EF-Handmotive, die Funktionalitiit von
Calcineurin zu regulieren [31]. Bei geringer Ca**-Konzentration befindet sich Calcineurin durch
Blockade der AID im inaktiven Zustand [20]. Steigt die Ca’*-Konzentration an, kommt es zur
Bindung dieser Ionen an niederaffine Ca**-Bindemotive von PPP3R. Dieser Prozess fiihrt zu
einer Konformationsédnderung von Calcineurin, wodurch hochaffine Ca**-Ionen freie PPP3R-
Bindestellen besetzen konnen. Dieser Vorgang ermoglicht die Bindung von Ca**-abhingigem
CaM an seine Binderegion von Calcineurin. Dadurch kommt es zu einer erneuten
Konformationsénderung, welche die Autoinhibitorische Doméne (AID) aus dem aktiven
Zentrum verschiebt, dessen sterische Inhibierung authebt und zur Aktivierung von PPP3C fiihrt

[11, 20].



1.1.2. Interaktionspartner von Calcineurin

Die am besten charakterisierte Gruppe von Interaktionspartnern und Zielgenen von Calcineurin
sind Nuclear factor of activated T-cells Proteine (NFaT). Diese Gruppe von Trankskriptions-
faktoren NFaT1 bis NFaT4 werden durch die Phosphatase Calcineurin reguliert [32-34]. NFaTs
weisen als Interaktionsstelle eine PPP3C-abhiingige Translokationsdomédne mit PPP3C Binde-
stellen auf, wie PxIXIXT am N-Terminus und LxVP am C-Terminus [35]. NFaT5 hingegen
verfiigt iiber eine trunkierte Homologie-Region (NHR) und besitzt keine Calcineurin (PPP3)-
Bindestelle.

Die Interaktion von PPP3C und NFaTs ist im Nukleus lokalisiert. NFaTs spielen in der
Induktion der Transkription diverser Gene eine wichtige Rolle, diese sind an einer
Immunantwort beteiligt [32,34]. Die intrazelluldre Aktivierung kann iiber Zellmembran-
rezeptoren wie Immunrezeptoren oder G-Protein gekoppelte Rezeptoren erfolgen [23, 32, 38].
Dabei wird Ca** aus dem endoplasmatischen Retikulum durch Proteinlipasen wie PLC-y
freigesetzt, welches das Calcium/Calmodulin-abhiingige Enzym PPP3C aktivieren kann, das
anschliefend in der Lage ist NFaTs zu stimulieren [36-41]. Verschiedene Tiermodell- und Zell-
Studien konnten zeigen, dass eine Calcineurin vermittelte NFaT-Aktivierung zur Entstehung
von Hypertrophie beitragen kann [42-46]. In diesem Zusammenhang konnten Molkentin et. al
im Myokard zeigen, dass beispielsweise der Transkriptionsfaktor NFaT3 Calcineurin-abhingig
bei hypertrophen Prozessen aktiviert wird. Dabei wird nach Ca**-abhingiger Calcineurin-
Aktivierung NFaT3 dephosphoryliert, transloziert in den Zellkern und nimmt Einfluss auf die
Expression Hypertrophie-relevanter Gene [47] (Abb. 5). In transgenen Miusen, die Calcineurin
oder NFaT3 iiberexprimieren, wurden kardiale Hypertrophie, Fibrosierung bis hin zu
Herzversagen nachgewiesen [45]. Dabei wird eine Reihe von NFaT-abhingigen
Transkriptionsfaktoren aktiviert. Dazu gehoren unter anderem Interleukin 2 (IL-2), Tumor-
nekrosefaktor o (TNF-a)) oder Interferon y (IFN-y), deren Expression in Blutproben durch Gabe
von Calcineurin Inhibitoren vermindert werden konnte [48,49].Ebenfalls konnte in
mesangialen Zellen der Niere gezeigt werden, dass Calcineurin iiber NFaT1 zu einer verstéarkten
Expression des Fibrosemarkergens Fibronektin (Fn-1) fiihrt [50]. Bei Fn-1 handelt es sich um
ein Extrazellulirmatrix (ECM) Glykoprotein, das als Anheftungsfaktor fiir Zell-Matrix oder
Zell-Zell-Interaktionen dient [51]. In transgenen Calcineurin-Méusen konnte im Zuge des
Hypertrophie bedingten Herzversagens eine massive fokale Fibrosierung anhand der
Ablagerung von Kollagenen in der linken ventrikuldiren Herzwand mittels Trichromfiarbung

nachgewiesen werden [45].

Ein weiterer wichtiger Calcineurin gesteuerter Transkriptionsfaktor ist das c-AMP response
element binding Protein (CREB). CREB reguliert die Expression einer Vielzahl von Genen,

welche zum Beispiel fiir die Entwicklung des zentralen Nervensystems und bei der ROS-
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Abwehr eine relevante Rolle spielen [52]. CREB spielt eine wichtige Rolle wihrend des
Zellwachstums sowie wihrend der Zellproliferation und weist antifibrotische und antioxidative
Wirkungen auf [53, 54]. Zu Beginn der CREB-Aktivierung wird PPP3 Ca**-abhiingig durch
Calmodulin (CaM) aktiviert, woraufhin die Phosphatase CREB dephosphoryliert und eine
CREB-abhiingige Anderung der Genexpression stattfindet. Es konnte gezeigt werden, dass eine
Calcineurin vermittelte Dephosphorylierung von CREB zu einer reduzierten Glukose-6-
phosphatdehydrogenase (G6PD)-Expression fithrt [53]. Dieses Enzym stellt einen
entscheidenden Schritt in der ROS-Inaktivierung dar, welche zu Zellschiddigung, wie Zelltod
durch Nekrose, fiihrt [55,56]. ROS werden von der Zelle dauerhaft als metabolisches
Nebenprodukt gebildet und aktivieren Angiotensin II-induzierte Signalwege, welche zu
Hypertrophie von VSMC:s fiihren [57]. G6PD jedoch sorgt fiir die Bereitstellung von NADPH,
welches fiir die Aktivitdit der Glutathion (GSSG) Reduktase bendtigt wird. Oxidiertes
Glutathion (GSSG) entsteht bei der Abwehr von reaktiven Sauerstoffspezies (Abb. 3, 4). Nur
die NADPH-abhingige Glutathion Reduktase kann GSSG wieder in die reduzierte Form (GSH)
umwandeln, damit der Zelle fiir die ROS-Abwehr wieder ausreichende Mengen an GSH zur

Verfiigung stehen.

H,0, + 2 GSH - 2 H,0 + GSSG

Abb. 3: Oxidation von GSH zu GSSG. H,0,: Wasserstoffperoxid, GSH: reduziertes Glutathion,
GSSG: oxidiertes Glutathion, H,O: Wasser

GSH NADPH G6P
GSH GSSG
Peroxidase Reduktase G6PD
GSSG NADP 6PG

Abb. 4: Schema der zelluliren ROS Abwehr. Das CREB-abhingige Enzym Glucose-6-
phosphatdehydrogenase (G6PD) sorgt fiir den Erhalt der NADPH-abhingigen GSSG Reduktase-
Aktivitit, welche fiir die Bildung von reduziertem Glutathion (GSH) in der Abwehr gegen radikale

Sauerstoffspezies notwendig ist. Die GSH-Peroxidase katalysiert diesen Prozess.

Calcineurin iibt somit seine Regulationsfunktion von Trankskriptionsfaktoren, wie NFAT oder
CRERB, iiber seine Dephosphorylierungsfunktion in Zellkern und Zytoplasma aus. Ein weiterer
Interaktionspartner von PPP3 ist das Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1). Dabei
handelt es sich um ein Peptid, das in Endothel- und glatten GefaBmuskelzellen exprimiert wird.
MCP-1 spielt eine entscheidende Rolle in der Entwicklung der Neointima. MCP-1 beeinflusst
dabei die Stimulation der Einwanderung von Makrophagen in BlutgefiBe [58-60]. Zur weiteren

Wirkung von MCP-1 ist bekannt, dass es an der Entstehung von GefidBerkrankungen beteiligt ist
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[61]. Fiir die Interaktion von PPP3 und MCP-1 konnte gezeigt werden, dass PPP3 die
Expression dieses Peptids in glatten GefiBBmuskelzellen steigern und Entziindungsprozesse in
GefiBlen vermitteln kann [62]. Ebenfalls konnte der Einfluss von PPP3 auf die Ausbildung der
Neointima in Gefdfen im Tiermodell iiber die Hochregulation von MCP-1 nach mechanischem
Stress nachgewiesen werden [60, 62]. Dabei wiesen normotensive Ratten nach Verletzung der
Femoralarterien und hypertensive Tiere eine Hochregulation der mRNA von PPP3 und MCP-1

auf.

1.1.3. Calcineurinwirkung in Mausmodellen

Calcineurin iibernimmt eine Reihe physiologisch und pathophysiologisch relevanter Funktionen
in einer Vielzahl von lebensnotwendigen Organen. Dazu gehort das Gehirn, in dessen
Astrozyten nachgewiesen werden konnte, dass Calcineurin eine protektive Rolle nach
Verletzung einnimmt. Chen et al. wiesen ein erhohtes Infarktvolumen im Gehirn von PPP3CB-
defizienten Miusen nach Verletzung nach [63]. Damit konnte eine kontroverse Rolle von PPP3
zwischen Zellvitalitdt nach Hirninfarkt und der bereits etablierten Rolle im neuronalen Zelltod
(Apoptose) gezeigt werden [64]. In diesem Zusammenhang konnte ein protektiver PPP3CB
Effekt, unabhiingig von ihrer Phophataseaktivitit, bestitigt werden [63]. Andere Studien
hingegen wiesen durch Inhibierung des PPP3/NFaT-Signalweges protektive Eigenschaften,
bezogen auf Synapsenfunktion nach Hirnverletzung, im Rattenmodel nach [65]. In diesem
Tiermodell wurde eine verstiarkte NFaT4 Expression in Astrozyten und Axon-Dentrit-Schichten
detektiert. Dabei fiihrte eine Blockade des PPP3/NFaT-Signalweges zur Verhinderung eines
verletzungsbedingten Verlustes der synaptischen Ubertragung und zu einem reduzierten Risiko
der Entwicklung einer lag-Zeit-Depression [65]. PPP3 ist in eine Reihe neuronaler und
postnataler Entwicklungsprozesse involviert [66,67]. Dazu gehoren unter anderem die
Auspriagung von Schizophrenie und eingeschrinkter Gedéchtnisleistung. Im Rahmen dieser
Untersuchung konnte eine reduzierte mRNA-Expression von PPP3 im Hippocampus von

Schizophrenie-Patienten detektiert werden [66].

Auch im Herz wird postnatales Wachstum und Herzklappenentwicklung Calcineurin abhingig
gesteuert. Eine verminderte Calcineurinaktivitéit fithrt im Mausmodel zu einer Reduktion des
ventrikuldren Gewichtes sowie systolischer und diastolischer Dysfunktion, bis hin zu einer
Mortalitédtsrate von 100 % innerhalb der ersten sieben Lebensmonate. Wihrend dieser Stadien
lag eine hochgradige Fibrosierung und Thrombose im Atrium des Herzmuskels vor. Im Zuge
der Untersuchung der Entwicklung der Herzklappen bei Neugeborenen konnte das Gen Creldl
identifiziert werden, das iiber den PPP3/NFaT-Signalweg die Heranreifung der Herzklappen
steuert [68-70]. Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass Herzklappendefekte der Méuse
ohne Creldl (Cystein-Rich with EGF-Like Domains 1) zu einer mangelnden Sauerstoff-
versorgung des Korpers fithrten, weshalb der Mausembryo circa ab dem 11.Tag seine
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Entwicklung einstellt [68]. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass Miuse in
Abwesenheit von NFaT1 keine reifen Herzklappen entwickeln. Der gleiche Effekt wurde in
Tieren mit fehlender Calcineurinaktivitit im Herzendothel nachgewiesen. Diese fiihrte ebenfalls
zu einer Lokalisation von NFaT im Zytoplasma embryonaler Herzen, wihrend NFaT bei den

Kontrolltieren im Nukleus lokalisiert war [68].

Die Bedeutung des Calcineurin/NFaT-Signalweges zeigt sich auch in der Entwicklung des
Lymphsystems. In NFaT1/2 defizienten Tieren werden T-Lymphozyten wihrend der
Thymusentwicklung gebildet, weisen aber Defekte in der Zytokinproduktion und Zell-
differenzierung auf. Diese NFaT doppelt defizienten M#use besitzen T-Zellen, die jedoch keine
Zytokine generieren konnen und damit einen Immundefekt aufweisen [71]. Auch die Deletion
von NFaT2/3 oder PPP3 fiihrte in Miusen zu Augenlidentziindungen oder Vernarbungen der

Lungenbléschen [72].

Auch fiir die Nieren konnte mit Hilfe eines Mausmodells gezeigt werden, dass PPP3 eine
wichtige Rolle in deren Funktion und postnatalen Entwicklung einnimmt. Bei fehlender
PPP3CA-Aktivitdt kommt es zu einem reduzierten Nierengewicht, verglichen mit WT-Miusen
[73]. Ebenfalls konnte in 18 Tage alten Tieren eine verzogerte Heranreifung nachgewiesen
werden, welche sich durch wenig definierte medulldre Markstrahlen und einer verminderten
Masse der Nierenrinde zeigte [73]. Auch in ihrer Funktionalitit sind die Nieren dieser Tiere
eingeschrinkt. Beispielsweise konnte eine vermehrte Kollagenablagerung und eine reduzierte
Glomeruligrée in diesen Mausen nachgewiesen werden [73]. Wie bereits beschrieben nimmt
Calcineurin eine wichtige physiologische Rolle in der Entwicklung ein, zugleich vermittelt

Calcineurin bei inaddquater Aktivierung pathophysiologische Effekte.

Die Untereinheiten von Calcineurin besitzen eine Reihe spezifischer Funktionen im
Organismus. Im Tiermodell konnte nachgewiesen werden, dass eine globale Deletion von
PPP3R zu embryonaler Letalitit fiihrt [3]. Bereits eine reduzierte PPP3R1-Expression fiihrt zu
systolischer und diastolischer Dysfunktion, Fibrose und Herzversagen, was zu einer
Sterblichkeitsrate der Nachkommen von 100 % bis zum siebten Lebensmonat fiihrt [74]. Auch
im Gehirn spielt PPP3R1 eine wichtige Rolle. Miuse mit einer Vorderhirn spezifischen
Deletion von PPP3R1 weisen einen verinderten Phidnotyp, bezogen auf das Verhalten bis hin
zu Schizophrenie und verminderter Gedéchtnisleistung, auf [75, 76]. Die PPP3R2-Domine
wird in Spermatozyten exprimiert und spielt eine wichtige Rolle wihrend der Spermatogenese,
so dass bei Fehlen von PPP3R2 die Fertilitdt und damit die Fortpflanzung beeintrichtigt ist
[77-80]. In transgenen Maiusen konnte bei Inaktivierung von PPP3R2 keine Fertilitit und
Trachtigkeit der Tiere, trotz intakter Oozyten, festgestellt werden [80]. In diesem Tiermodell
fiihrte PPP3R2 zu einer verminderten Motilitit der Spermatozyten [80]. Es ist ebenfalls

bekannt, dass bei Fehlen der PPP3R-Expression PPP3C instabil wird und rasch degradiert [12].
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Eine Inaktivierung von PPP3CA hingegen fithrt im Mausmodell zwar zu keiner
Entwicklungsstorung der Lymphozyten, jedoch weisen diese Tiere eine verminderte Antwort
im Antigen-Assay auf [81]. Ebenfalls besitzen PPP3CA-defiziente Mause eine Akkumulation
an hyperphosphorylierten tau Proteinen und weisen Verdnderungen im Zytoskellet
beispielsweise an Synapsen auf. Eine Langzeit-Weiterleitung synaptischer Signale ist in
PPP3CA KO Tieren nicht moglich [82, 83]. Eine PPP3CB-Deletion hingegen bringt vitale und
fertile Nachkommen hervor [3]. Aufgrund dessen wurde fiir die Deletion der Phosphatase-

Aktivitat von Calcineurin im Mausmodell die PPP3CB-Domine inaktiviert.

Fiir Miause mit einer Deletion von PPP3CB wurde gezeigt, dass sich diese Tiere, bezogen auf
den Phénotyp, nicht wesentlich von den WT Tieren unterscheiden [4, 81]. Jedoch wiesen acht
Wochen alte minnliche Miuse ein reduziertes Korpergewicht von 10 % und eine um 12 %
verminderte HerzgroBe auf. Eine Erhohung des Herzgewichtes, unter FEinfluss von
Angiotensin II, war in PPP3CB KO Tieren nicht vorhanden [4].Fine durch Angiotensin
induzierte Hypertrophie des Herzens konnte in PPP3CB defizienten Tieren, verglichen mit WT
Maiusen, nicht nachgewiesen werden. Bei der Untersuchung von Myofibrillen aus Herzen von
WT und KO Tieren konnte eine Zunahme der Querschnittsfliche festgestellt werden, welche in
Myofibrillen von PPP3CB KO Maiusen, im Vergleich zu WT Tieren, vermindert war [4]. Des
Weiteren wiesen 12 Wochen alte PPP3CB-defiziente Tiere eine reduzierte insulinabhéngige
Glukoseaufnahme auf, was auf eine verminderte Insulinsensitivitit hindeutet. Bei acht Wochen
alten Maiusen hingegen lieBen sich keine Unterschiede in der Glukose- und Insulin-
Responsivitit finden. Dies lieB eine altersabhéngige Insulinresistenz vermuten [84]. Ebenfalls
wiesen PPP3CB KO Miuse einen erhohten Gehalt an Cholesterol und freien Fettsduren auf.
Acht Wochen alte PPP3CB KO Miuse unterschieden sich dabei nicht von 12 Wochen alten
Tieren. Moglicherweise tragen diese Hyperlipidimie-Merkmale zur altersabhingigen
Insulin/Glukose-Dysregulation bei [84]. Wahrscheinlich fiihrt der Uberschuss an zirkulierenden
freien Fettsduren zu einer Akkumulation von Lipiden in nicht adipdsen Gewebe, was zu
verdnderten Signalkaskaden und zellulidrer Dysfunktion fithren kann (Lipotoxizitét) [85]. Diese
beinhalten unter anderem eine verminderte Insulin-Rezeptor-Signalgebung oder Defekte der
Glukosetransporter [85]. Im Pankreas fiihrt eine Lipidablagerung in [-Zellen zu einer
reduzierten Insulin-Sekretion, die Hyperglykdmie oder Insulinresistenz bedingen kann [4].
Lipotoxizitdt kann weiterhin zu kardiovaskuldren Erkrankungen, Leber- oder Nierenversagen
fithren [86, 87].

In KO Zellen aus der Milz konnte eine 9-fache Reduktion der Calcineurin-Phosphataseaktivitit,
verglichen mit dem WT, nachgewiesen werden. Die zytosolische NFAT-Proteinexpression in
isolierten Thymozyten wies auf einen erhohten NFAT Phosphorylierungsstatus in PPP3CB KO
Maiusen aufgrund der fehlenden Phosphataseaktivitit hin. Ebenfalls konnte eine reduzierte

transkriptionelle NFAT-Aktivitit nach Reperfusion im Tiermodell gezeigt werden [81]. Auch
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wurde in adiposem Gewebe PPP3CB defizienter Méuse gezeigt, dass das Targetgen CREB
ebenfalls einem PKA-abhidngigen erhohten Phosphorylierungsgrad unterliegt [84]. Mittels
Durchflusszytometrie konnten Defekte in der T-Zellentwicklung und deren Funktion in
Thymus, Lymphknoten und PPP3CB-defizienten Méusen nachgewiesen werden. Dabei wurde
die T- und B-Zellen-Verteilung im Gewebe untersucht. Verglichen mit Kontrolltieren besaflen
PPP3CB KO Mduse eine signifikante Reduktion an T-Zellen, wahrend die Anzahl der B-Zellen

keine Unterschiede aufwies [81].

1.2. GefidBaufbau und funktionelle Eigenschaften

Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung der Auswirkung der Deletion von PPP3CB auf Gefilie
und deren Komponenten. Hierfiir ist ein Verstdndnis fiir den Grundaufbau von GefidBen und
deren Funktionen notwendig. Die Wand groBerer Blutgefi3e weist drei verschiedene Schichten
auf (Abb. 5). Diese bestehen aus der @uBleren Tunica externa (Adventitia), die an das umliegende
Gewebe angrenzt und aus Bindegewebszellen, die der Verankerung des GefdBes in seiner
Umgebung dienen. Die Adventitia besteht aus Bindegewebe, Fibroblasten und verschiedenen
Zelltypen von Stammzellen mit dem Potential der Differenzierung zu GefidBzellen oder nicht-
vaskuldren Zelltypen (z. B. Makrophagen, dendritische Zellen) [88, 89]. Als Begrenzung zur
Tunica media dient die elastische Membrana elastica externa. Die Media stellt die mittlere
Schicht des Gefilles dar. Sie besteht aus glatten GefaBmuskelzellen (vascular smooth muscle
cells - VSMCs) und Kollagenen und ist fiir die Widerstandsfihigkeit des GefiBles auf Druck-
belastung verantwortlich. Ein weiterer Bestandteil der Media ist die Extrazelluldrmatrix (ECM),
die von VSMCs gebildet wird. Angrenzend an die Media befindet sich die Membrana elastica
interna, welche die duBlere Begrenzung der Tunica intima darstellt [89]. Die Intima bildet die
innerste Schicht der Gefilwand und besteht aus Endothelzellen, die dem Gas- oder

Fliissigkeitsaustausch zwischen Blut und umliegenden Gewebe dienen [90].

Die in der Intima vorhandenen SMCs differenzieren zu einem nicht kontraktilen Phinotyp,
wihrend aus glatten SMCs mit Ursprung in der Media ein kontraktiler Phénotyp hervorgeht
[91]. Im gesunden Gefil reprisentieren VSMCs der Media einen hoch differenzierten Phénotyp
und spielen eine wichtige Rolle in der Regulation von Blutdruck und GefiBelastizitdt [92].
Speziell VSMCs von Widerstandsgefden sind in der Lage durch Kontraktion zur Aufrecht-
erhaltung des GefidBtonus beizutragen, welcher fiir Blutdruckregulation und der Verteilung des
zirkulierenden Blutes verantwortlich ist [93]. Wihrend der Entwicklungsphasen produzieren
VSMCs Extrazellularmatrix (EMC), die die GefdBwand dazu befdhigt der hohen Druck-

belastung durch den Blutstrom entgegen zu wirken.

Abhingig von der Umgebung der VSMCs konnen diese durch einen Stimulus wie Hypertrophie

und im Verlauf von arteriosklerotischen oder entziindlichen Prozessen beginnen, sich zu einem
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proliferativen migrierenden Phinotyp zu entwickeln. Dieser weist einen geringen Anteil an
kontraktilen Proteinen auf und ist in der Lage die Produktion von ECM, inflammatorische
Signalkaskaden oder Kalzifizierung anzuregen. Den sklerotischen Phinotyp kennzeichnet eine
gesteigerte Empfindlichkeit gegeniiber Wachstumsfaktoren wie beispielsweise dem
Transforming growth factor  (TGF-B). Dieser ist in der Lage beide Phinotypen, besonders den
sklerotischen Phinotyp, zu beeinflussen [94]. Insgesamt konnte gezeigt werden, dass eine

phénotypische Verdnderung von VSMCs eine Reduktion der Transkription zur Folge hat [95].

Tunica intima mit Endothelzellen

Membranaelastica interna
Membranaelastica externa

Tunica externa - adventitia

Tunica media mit VSMCs

Abb. 5: Schematischer Aufbau eines GefdBes (https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Blausen_

0052_Artery_NormalvPartially-BlockedVessel.png).

Stimuli fiir VSMCs konnen unter anderem Bluthochdruck oder eine massive Druckbelastung
auf die ECM sein, wodurch die Zellen gestreckt werden und intrazelluldre Signale der
Druckbelastung vermitteln. Die ECM Verbindung von Integrinen und dem Zytoskellet befihigt
VSMCs auf Anderungen des intraluminalen Drucks zu reagieren und hypertrophe
Remodelingprozesse anzuschalten [96]. Beispielsweise spielen der Kollagen I/IV Rezeptor a1p1
und Fibronektin eine wichtige Rolle in der Anpassung an mechanischen Stress der Zelle. In
spontan hypertensiven Ratten konnte gezeigt werden, dass Zell-Matrix Verbindungen und
phédnotypische Veridnderungen angestiegen sind [97]. Integrin alf1 ist in der Lage die
Hypertrophieantwort auf Angiotensin Il induzierten Bluthochdruck zu kontrollieren [98].
Wihrend dieses Prozesses wird eine Reihe von Trankskriptionsfaktoren aktiviert, welche zu
einer Veridnderung des vaskuldren Phinotyps und sinkender Kontraktilitdt der Zellen fiihrt.
Solche strukturellen Veridnderungen werden zum Grofteil von Himodynamik aber auch von
oxidativem Stress und vasoaktiven Substanzen (wie Angiotensin II oder Aldosteron) beeinflusst,
die unter anderem zu Fibrosierung fithren und die Relaxationseigenschaften von VSMCs
verdndern konnen [99-102]. Diese vaskulire Versteifung geht mit massiver
Kollagenablagerung, aSMA-Adhidsionen, VSMC-Hypertrophie und Remodelingprozessen
einher [100, 103].
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1.3. Vaskuldres Remodeling

Die Anpassung der GefdBwand an mechanische oder hidmodynamische Stimuli wird als
vaskulidres Remodeling bezeichnet. Remodeling ist beispielsweise durch Veridnderungen in der
Struktur und Funktion der GefiBBwand gekennzeichnet.

Auch kardiovaskuldre Erkrankungen gehen hédufig mit arteriellen Remodeling Prozessen einher.
Sowohl Umbauprozesse fithren zu Verinderungen der Morphologie als auch der strukturellen
Integritit der GefaBwand. Dabei wird Remodeling in Gefid3durchmesserverkleinerung (inward
remodeling) und GefdaBdurchmesservergroBerung (outward remodeling) unterschieden. Diese
Umbauprozesse gehen mit einer Verringerung (hypotroph), VergroBerung (hypertroph) oder
keiner Verinderung (eutroph) der Wanddicke einher [104].

Zentrale Prozesse vaskuldren Remodelings beinhalten die Proliferation von VSMCs, die
Degradation und Rissbildung von Elastinfasern als auch Kalzifizierung und Ablagerung von
ECM [105]. Obwohl ein Grofiteil der VSMCs der GefidBBwand einen kontraktilen Phénotyp
zeigten, konnten Studien nachweisen, dass diese Zellen ebenfalls dazu fihig sind in einen
migratorisch-proliferativen, sekretorischen oder knochenbildenden Phénotyp zu differenzieren
[105]. Diese phéanotypische Flexibilitdt von VSMCs ist nétig um Stimuli, wie zelluldren Stress,
entgegen zu wirken und fithren zu einer veridnderten Genexpression, die den Zellen eine
Anpassung an aktuelle Bedingungen ermdoglicht [106, 107]. Migratorische Stimuli hingegen
fiihren zu einer Verdnderung des Zytoskeletts von VSMCs. Dadurch Idsen sich Zell-
adhisionsmolekiile von der ECM und eine Aktindepolymerisation tritt ein. Diese befdhigt die
Zellen zu einem chemotaktischen Stimulus zu wandern. Diese Migration geht mit der
Proliferation von VSMC:s einher, die zu einer Hyperplasie fithren kann, welche eine wichtige
Ursache fiir eine GefidBwandverdickung darstellen kann [108, 109]. Remodeling kann als
Antwort auf verschiedene Stimuli, wie Blutdruckinderungen oder Entziindungsprozessen,
auftreten. Stimuli, wie Angiotensin II, fithren zu einer Dysfunktion von VSMCs und einem
damit verbundenen strukturellen Remodeling. Ang I wird von VSMCs durch die Oberfldchen-
rezeptoren ATIR und AT2R erkannt. Trotz der Bedeutung von AngII und der verdnderten
Physiologie der VSMCs konnten Signalwege, im Zusammenhang mit Calcineurin besonders in

GefifBen, nicht vollstindig aufgeklért werden.

1.3.1. Calcineurin- und Angiotensin Il induzierte Gefalmorphologie

Ang II ist ein Peptid, das seine Wirkung durch Interaktion mit dem Angiotensin Rezeptor Typ 1
vermittelt. Diese Interaktion fiithrt zum Beispiel zur Kontraktion von Blutgefdfien [148]. Ein
molekularer Mechanismus, der identifiziert werden konnte, beschreibt den Zusammenhang von
Angiotensin II und dem downstream Effektormolekiil Calcineurin, deren bekannte Substrate

unter anderem zur Gruppe der NFaTs gehoren [110, 111].
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Der Calcineurin/Ang I Signalweg spielt eine wichtige Rolle bei der Signalgebung in VSMCs.
Jedoch existieren kontroverse Publikationen iiber den Einfluss von NFaTs in der Weiterleitung
Ang II induzierter Signale. Zum einen wurde durch Suzuki et al. gezeigt, dass in VSMCs die
AngII induzierte Hypertrophie durch den Trankskriptionsfaktor Myocyte enhancer factor-2
(MEF-2) abhiéngigen Signalweg vermittelt wird, nicht aber durch den PPP3/NFaT-Signalweg
[112]. Andererseits konnte durch Esteban et al. (2004) gezeigt werden, dass PPP3 und der
Regulator of calineurin 1 (RPPP31) Ang Il-induzierte Migration von VSMCs vermitteln und zu
pathologischen Remodelingprozessen der GefdBwand fithren kann [89]. Im Mausmodell konnte
im Rahmen einer GefidBschidigung durch Angioplastie eine Verdickung der Intima und eine
Verkleinerung des GefdBlumens nach Infusion von Angll nachgewiesen werden. Durch
Verwendung von Cyclosporin (CsA), das als Calcineurin-Inhibitor bekannt ist, konnten
morphologische Veridnderungen der Aorta, die VergoBerung des Aortendurchmessers und
Kollagenablagerungen verhindert werden.

Ang II ist auch bekannt dafiir reaktive Sauerstoffspezies (ROS)-abhingige Signalwege zu
vermitteln, wodurch Gefallschdadigungen, infolge von Blutdruckerhohung, hervorgerufen
werden konnen [113-115].ROS steigern die intrazelluldre Ca®* Konzentration, die zur
Erhohung des Gefiltonus beitrdagt [113]. Ang II stimuliert dabei die NADPH-Oxidase, welche
wiederum in GefidBBen ROS produziert [116, 117]. Freie Radikale wirken dabei inflammatorisch
und stimulieren vaskulire Permeabilitit [118]. Inflammatorische Zellen, reich an NADPH-
Oxidase, migrieren in die Gefilwand und 16sen lokal oxidativen Stress aus. Dieser trigt zur
Fibrosierung des Gefdfes durch Kollagen- und Fibronektinablagerung bei und fiihrt zur
Versteifung des GefilBes [119].

Fir die Untersuchung der Rolle von Calcineurin auf Signalwege und Funktion in Gefidflen
wurde in dieser Arbeit ein PPP3CB-Knockout Mausmodell eingesetzt. Dieses diente der
Beurteilung einer moglichen protektiven Rolle des PPP3CB-Knockouts gegeniiber vasoaktiven

Substanzen wie Ang II und vaskuldrem Remodeling.

2. Zielstellung

Die Zielstellung der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Rolle der katalytischen
Untereinheit B von Calcineurin (PPP3CB) auf Signalwege und Gefiffunktionen anhand eines
PPP3CB KO Mausmodells.

Anhand zellbiologischer, molekularbiologischer und histologischer Methoden sollten mogliche
Veridnderungen von 6 Monate alten KO Miusen, im Vergleich zu WT PPP3CB Mdusen,
aufgezeigt werden. Desweiteren wurden vergleichende Untersuchungen der schidigenden
Wirkung von Angiotensin II in PPP3CB KO und WT Miusen durch akute und chronische
Ang II-Applikation durchgefiihrt. Da bekannt ist, dass minnliche und weibliche Miuse
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unterschiedlich auf vasoaktive Substanzen wie Angll reagieren konnen, wurden beide

Geschlechter in der

Analyse getrennt betrachtet. Dadurch ist eine Beurteilung der

pathophysiologischen Bedeutung von PPP3C, besonders der katalytischen Untereinheit

PPP3CB im Mausmodell basal und nach Angiotensin II-Applikation, moglich.

Die hieraus resultierenden Ergebnisse konnten neue Ansatzpunkte fiir

Therapiestrategien gegen PPP3CB/Ang Il-induzierte

spezifischere

Endorganschiadigungen des reno-

kardiovaskulédren Systems aufzeigen.

3. Methoden
3.1 Puffer

Tabelle 1: Lysepuffer (LP)

Puffer Zusammensetzung
Caspase-LP 10 mM Tris; 100 mM NaCl; 1 mM EDTA; 0,01 % Triton, pH 7.5
150 mM NaCl; 10 mM Tris pH 7.4; 1 % Nonidet P-40; 0.1% SDS; 1 %
RIPA Puffer Natriumdeoxycholate; 0.1 % Triton X-100; Proteasehemmer-Cocktail;
1 mM EDTA, 184 mg/l Natriumorthovanadat, pH 7.4
LDH-LP:MOPS-
_ 50 mM Tris; ImM MgCly; pH 8.1
Triton

Tabelle 2: Western Blot Puffer

Puffer Zusammensetzung
10x Laufpuffer
25 mM Trizma Base; 3,5 mM SDS; 22,7 mM Glycin
(Lammli)
10xTransferpuffer 25 mM Trizma Base; 192 mM Glycin; 20 % Methanol; H,0

2x Laemmli-Puffer

0,5 mM Tris-HCI; pH 6; 4 % SDS; 10 % 2-Mercaptoethanol; 20 %
Glycerol; 0,01 % Bromphenolblau

Tabelle 3: Elektrophoresepuffer

Puffer Zusammensetzung
10 mM Tris-HCI (pH 7.6); 0,03 % Bromphenolblau; 0.03 %
6 x DNA Ladepuffer | Xylencyaol; 60 % Glycerol; 60 mM EDTA; Firma: peqLab
10 x TAE 0,4 M Tris; 0,5 M EDTA, pH 8.0; 11,5 mM Eisessig-Essigsidure

17



Tabelle 4: Waschpuffer

Puffer Zusammensetzung

PBS 13,7 mM NaCl; 0,27 mM KCI; 0,81 mM Na,HPO, x 2 H,0; 0,15 mM
KH,PO,

TBS/Tween 20 20 mM Tris; 140 mM NaCl; 0,05% Tween 20

10 x TBS 170 nM Tris-HCI; 30 mM Tris Base; 1,4 M NaCl; pH 7,6

Tabelle 5: Inkubationspuffer

Pyruvat

Puffer Zusammensetzung

Reaktionspuffer- 5x RP: 50 mM PIPES; 10 mM EDTA; 0,5 % CHAPS; pH 7.4; 1x RP:
Caspase 400 pl 5xRP; 10 ul 1M DTT; 590 pl H,O

LDH.Pufer 10 ml Hepes- Ringer (100 mM; pH 7,4); 1,42 mg NADH; 1,1 mg

HEPES-Ringer-
Lactat

Heparin und 2 % BSA

122,5 mM NaCl; 5,4 mM KCI; 0.8 mM MgCl, x 6H,0; 1,2 mM CaCl,
x 2H,0; 1mM NaH,PO, x H,O; 5,5 mM Glucose; 10 mM HEPES; +

G6PD-Puffer

50 mM Tris; 1 mM MgCl,; pH 8.1

Tabelle 6: Medien

Medium Zusammensetzung
Plusmedium enthilt folgende Zusétze: 5 mg/l Humanes Apo-
DMEM/HAM’s Transferrin, 5 mg/I Insulin, 36 pg/l Hydrocortison, 5 pg/l
F12 Natriumselenit, 10 ug/l EGF, 10 % FCS, 1 % Penicillin/Streptomycin,
1,4 g/1 Glucose - Biochrom/Zusétze von Sigma

3.2. PCR und qPCR-Primer

Tabelle 7: verwendete Primer

Primername Sequenz sense Sequenz antisense
18S GTAACCCGTTGAACCCCATT CCATCCAATCGGTAGTAGCG
Collal ACATGTTCAGCTTTGTGGACC TAGGCCATTGTGTATGCAGC
Col3al TGGTAGAAAGGACACAGAGGC TCCAACTTCACCCTTAGCACC
Col4al ACAAAAGGGTGATGCTGGAG CTCCCTTTGTACCGTTGCAT
PAI-1 GACACCCTCAGCATGTTCATC AGGGTTGCACTAAACATGTCAG
TGFB1 TTTGGAGCCTGGACACACAG TGGACAACTGCTCCACCTTG
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Primername Sequenz sense Sequenz antisense
MCP-1 AGGTCCCTGTCATGCTTCTG TCTGGACCCATTCCTTCTTG
CCL-5 CCCTCACCATCATCCTCACT TCCTTCGAGTGACAAACACG
IL-6 CCGGAGAGGAGACTTCACAG TTCTGCAAGTGCATCATCGT
SPP-1 ATTTGCTTTTGCCTGTTTGG TGGCTATAGGATCTGGGTGC
Fn-1 TTAAGCTCACATGCCAGTGC TCGTCATAGCACGTTGCTTC
WT-Primer TTAGGCTATATTAAGCAATCTG TCAGTAAGGTGTCTGCATTC
Neomycin/ TGCCGAGAAAGTATCCATCAT CAGAAGAACTCGTCAAGAAGG
Transgen-Primer GGCTGATGC GGCGATAGAAGG
3.3. Verwendete Losungen und Chemikalien
Tabelle 8: Losungen und Chemikalien

Chemikalien Hersteller Chemikalien Hersteller
4 % Paraformaldehyd Roth Isopropanol Sigma
6-Phosphogluconat Sigma Ketamin/Xylazin Pfizer/RompunRTS
Acrylamid BioRad KCL Sigma
Agarose Roth B-Mercaptoethanol | Sigma
Aldosteron Sigma Methanol Sigma
Angiotensin 11 Sigma Milchpulver Applichem
Ammoniumperoxodisufat | Roth Milchpulver Sigma
Bromphenolblau Serva NADP* Sigma
BSA Sigma NaCl Roth
Chloroform Sigma Proteinase K Sigma
Collagenase 11 Worthington Pikrinsdure Roth
DEVD-AFC Sigma Rimadyl Pfizer
DMSO Sigma SDS Roth
Dnase I und Puffer Invitrogen steriles Wasser Sigma
dNTPs PeqLab Tag-Polymerase invitrogen
Entellan Merck TEMED Sigma
Essigsidure Roth Tris-HCL Applichem
Ethanol 96 %, 70% - Merck | Triton X-100 Sigma
Forskolin Calbiochem Trizol Ambion
Glucose-6-phosphat Sigma G7879 Trypsin Sigma
humanes Insulin Lilly Xylol Sigma
Isofluoran Abbott

3.4. Zellkultur

3.4.1. Isolation glatter GefaBmuskelzellen aus der murinen Aorta

Die entnommene murine Aorta wurde mit Hilfe von Pinzetten stumpf frei prépariert, von
Geweberesten befreit und zerkleinert. Die Aortenstiicke wurden in einem Glasrohrchen fiir 6 h

bei 37°C und 5% CO, Begasung in einem Verdauansatz inkubiert. Dieser Ansatz enthielt
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Kollagenase IT (1,5 mg/ml), die in Minusmedium (ohne Zusitze) geldst wurde. Nach Inkubation
wurden zu jeder Aorta Sml DMEM/Ham’s F12-Medium mit 10 % Serum gegeben und bei
300x g fiir S5min zentrifugiert. Dieser Schritt wurde erneut wiederholt, um die Kollagenase
vollstindig zu entfernen. Das Zellpellet wurde am Ende der Waschschritte in 1 ml DMEM/
Ham’s F12- Medium mit 10 % Serum geldst und auf einer Amin-beschichteten 24-well Platte

ausplattiert.

3.4.2. a-Smooth Muscle Actin (a-SMA) -Fiarbung

Fiir die Immunofarbung wurden zuerst die Objekttriger mit FCS fiir 45 min beschichtet. Nach
einem Waschschritt wurden 20 pul serumhaltiges DMEM-Ham’s F12 Medium dazu gegeben
sowie 20 pl Zellsuspension. Nach fiinf Stunden Adhision der VMSCs bei 37 °C und 5 % CO,
wurde der Objekttrager mit DMEM-Ham’s F12-Medium komplett bedeckt. Am Folgetag wurde
das Medium abgesaugt und die Zellen fiir 60 min bei RT in 4 % Paraformaldehyd (PFA) in TBS
fixiert. Nach einmaligem Waschen mit PBS wurden die Zellmembranen mit 0,2 % Triton in
PBS fiir 10 min bei RT permeabilisiert. Zur Vermeidung unspezifischer Antikorperbindungen
wurden die VSMCs mit 10 % FCS und 1 % BSA in PBS fiir 60 min blockiert. Danach erfolgten
mehrere Waschschritte mit PBS. Die Inkubation des FITC-markierten Antikorpers (a-SMA,
Sigma, Clone 1A4, #F3777) erfolgte iiber Nacht bei 4 °C (Verdiinnung 1:200). Zur Visuali-
sierung der Zellkerne wurde DAPI verwendet. Die fixierten und gefirbten Zellen wurden

anschliefend mit Vectashield (Sigma) eingebettet und mit transparentem Nagellack versiegelt.

3.5. Molekularbiologische Methoden
3.5.1. Isolierung genomischer DNA

Die Isolierung von DNA aus dem Schwanz der Maus erfolgte mittels KAPA Mouse Genotyping
Hot Start Kit von Peqlab. Etwa 2 mm Gewebe des Miuseschwanzes wurden mit 100 ul KAPA
Mastermix (fiir 100 pul Ansatz: 2 ul 1 U/ul Enzym + 10 ul 10 x Extraktionspuffer + 88 ul H,O)
versetzt und fiir 10min bei 75 °C lysiert. AnschlieBend erfolgte eine Hitzeinaktivierung fiir
5 min bei 95 °C. Der Verdauansatz wurde gevortext und fiir die Gewinnung des DNA-haltigen
Uberstandes fiir 1 min bei 14000 rpm zentrifugiert. Dieser Uberstand wurde abgenommen und

diente als Template fiir die Genotypisierungs-PCR.

3.5.2. PCR- Neomycin und Wildtyp

Zur Identifizierung von WT und KO Tieren wurde die Polymerase-Kettenreaktion eingesetzt.
Diese dient der Amplifikation eines definierten DNA Fragmentes aus dem WT-Gen oder der
Neomycin-Kassette mittels Tag-Polymerase. Die PCR-Reaktionen wurden in einem Thermo-

cycler (Biometra) mit beheiztem Deckel durchgefiihrt. Vor Verwendung der spezifischen Primer
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wurden unter Einsatz von Gradienten-PCRs (50-68 °C) die Primer mit einem cDNA-Mix aus

Herz, Leber, Niere und Aorta etabliert.

Folgender Standardansatz wurde fiir jede PCR angewendet:

2xKAPA2G Fast Hot Start Genotyping Mix 12,5 ul
25 mM MgCl, 0,5 ul
Primer (sense und antisense) 1,25 ul
DMSO 1,25 ul
H,O 7,25 ul
Template DNA 1 ul
PCR Programm fiir Neomycin-PCR: PCR Programm fiir Calcineurin-PCR:
Denaturierung 95 °C 5 min Denaturierung 94 °C 3 min
Denaturierung 95 °C 0,5 min Denaturierung 94 °C 0,5 min -
Anlagerung 64 °C0O5min 35x Anlagerung 65 °C* 0,5 min p10x
Extension 72 °C 0,5 min Extension 72°C 1 min ~
Finale Extension 72 °C 5 min 94 °C 0,5 min
10°C o 52°C0,5min [31x
72 °C 0,5 min ~
72 °C 5 min
10°C oo

* Erniedrigung der Temperatur pro Zyklus um 0,5°C

3.5.3. Auftrennung der DNA-Fragmente mittels Agarose-Gelelektrophorese

Die verschiedenen PCR-Produkte wurden anschliefend mit 6x Ladepuffer gemischt und in
einem 1% igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Als Marker diente ein 1kb
GroBenstandard (Peqlab). Als Laufpuffer diente 0.5-facher TAE-Puffer. Mit einer Spannung
von 10V/cm Gel wurden die Produkte aufgetrennt und mit Ethidiumbromid (EtBr
Stammlosung 0,5 mg/ml) fiir 30 min geférbt. Nach zwei Waschschritten erfolgte die Detektion
der Banden mittels Transilluminator mit UV-Licht bei 355 nm (UVP BioDoc-It® Imaging
Systems, Analytik Jena).
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3.5.4. RNA-Isolierung aus Organen, Gefidf3en und Zellen

Die RNA-Isolierung aus Organen erfolgte mittels RNA-Isolationskit (invitek). Circa 30 mg
eines Organs wurden mit zwei Metallkugeln in ein Reaktionsgefif3 tiberfiihrt, mit 300 ul RLT-
Lysepuffer (invitek) mit B-Mercaptoethanol (1/100 1 M Volumen) versetzt und bei 50 Hz fiir
4 min im Dismembrator geschiittelt. Der Einsatz von p-Mercaptoethanol dient der Inaktivierung
von RNasen, die durch Spaltung von intramolekularen Phosphodiesterbindungen RNAs
abbauen. AnschlieBend wurden die Proben bei 13000 rpm fiir zwei Minuten zentrifugiert.
Speziell fiir das Herz wurde der Uberstand mit 20 mg/ml Proteinase K fiir 10 min bei 55 °C
verdaut. Die RNA-Fillung erfolgte mit 0,5 Vol 96 % EtOH, das zum Uberstand hinzu gegeben
wurde. Dieses Gemisch wurde auf RTA-SpinFilter Sidulen (Qiagen) gegeben und bei 13000 rpm
zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und der erste Waschschritt mit 500 pl
Waschpuffer R1 durchgefiihrt. Es erfolgte ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 10500 rpm fiir
eine Minute. AnschlieBend wurden 700 ul des Waschpuffers R2 auf die Sdule gegeben und bei
10500 rpm zentrifugiert. Dieser Schritt wurde einmal wiederholt, bevor die SpinFilter-Sdulen
fir Smin bei 12000rpm zentrifugiert wurden. Die SpinFilter wurden in Rnase-freies
Reaktionsgefal iiberfiihrt und die gewaschene RNA mit ddH,O eluiert. Die Isolierung von RNA
aus murinen Organen und VSMCs erfolgte mittels Trizolmethode. Dabei werden Aorta und
Herz mit 1 ml Trizol versetzt und bei 50 Hz fiir 4 min im Dissmembrator geschiittelt. Fiir
VSMCs war dieser Schnitt nach Zugabe von Trizol nicht notwendig. Danach wurde das
Gemisch mit 200 ul Chloroform pro ml Trizol versetzt, geschiittelt und fiir 15 min, 4 °C und
12000 x g zentrifugiert. Die RNA aus der Aorta in der oberen wissrigen Phase wurde mit 500 pl
Isopropanol zur RNA-Fillung gemischt und 10min bei 4°C und 12000x g fiir 5 min
zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 70 %-igem Ethanol gewaschen, an der Luft getrocknet und
in bidestilliertem Wasser gelost. Das RNA-Pellet von VSMCs wurde bei 37 °C getrocknet und
anschliefend in 50 ul sterilem Wasser gelost. Die Reinheit der RNA wurde mit Hilfe des

Quotienten Ajgy/Asgy bestimmt.

3.5.5. Reverse Transkription und quantitative Real-time PCR (qPCR)

Diese Methode diente der Umschreibung von RNA in komplementire DNA (cDNA) mit Hilfe
von RNA-abhingigen DNA-Polymerasen, zum Beispiel der reversen Transkriptase. Das
umgeschriebene Produkt kann dann fiir die qPCR eingesetzt werden. Zu Beginn wurde die
vermessene RNA mit dem Enzym Dnasel verdaut. Damit konnen genomische DNA-
Verunreinigungen beseitigt werden. Dafiir wurden 1000 ng RNA in 8 ul H,O mit 1l 10x-
DNasel-Reaktionspuffer, abhingig von der RNA Konzentration, mit 1 pl DNase I gemischt und
fiir 10 min bei 37 °C inkubiert. Anschlieend erfolgte eine Hitzeinaktivierung fiir 10 min bei

75 °C. Zu dem DNasel Verdau wurden 4 pul ddH,O gegeben und zu 2/3 und 1/3 aufgeteilt. Der
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groBere Volumenanteil wurde zur Umschreibung der RNA in cDNA eingesetzt (+RT), der 1/3
grofBe Teil wurde als spezifische Negativkontrolle (-RT) fiir jede Probe, die ohne reverse
Transkriptase inkubiert wurde, verwendet. AnschlieBend sind 25,7 ul Mastermix zu den plus RT

und 10,13 ul Mastermix als Kontrolle jeder Probe zu den minus RT-Ansétzen gegeben worden.

+RT -RT
H,0O (Aqua Dest, Sigma) 16,2 pl 6,46 ul
5x first strand buffer 5,71 ul 2,29 ul
10 mM DTT 0,36 ul 0,14 ul
10 mM dNTP 1,43 ul 0,57 ul
40 U/ul RNase Out 0,71 pl 0,29 ul
0,3 pg/ul Random Primer 0,96 ul 0,38 ul
200 U/ul Reverse Transkriptase 0,36 ul O pl
RNA 10 pl 4 ul

Die quantitative real-time Polymerase-Ketten-Reaktion ermoglicht die Quantifizierung von
DNA-Fragmenten mittels Target-spezifischer Primer (Tab.7). Die Real-time Amplifikation
erfolgte mit dem 7900HT Fast-Real-Time PCR System (Applied Biosystems) und SYBR
Supermix (Invitrogen) und wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Folgender Ansatz

wurde zu je 1 pl cDNA dazu gegeben:

2x Supermix 6,25 ul
Sense Primer (10 pmol/ul) 0,5 ul
Antisense Primer (10 pmol/ul) 0,5 ul
ROX (nicht interkalierend) 0,025 ul
H,O 4,23 ul

Die relative Expression der Ziel-RNA wurde mit der 2**“* Methode berechnet und auf 18S als
Referenz normiert. Die dabei eingesetzten Primer wurden zuvor, in Bezug auf die optimale

Annealing-Temperatur, etabliert. Jede Probe wurde dreifach bestimmt.

3.5.6. Transkriptom-Analyse mit [llumina-Bead Array

Bei dieser Methode handelt es sich um eine Microarray Technologie (BeadArray), die auf
zufillig verteilten 3 um groflen Silica-Kugeln basiert. Diese befinden sich in den Vertiefungen
der Silicaplatten, wo sich diese randomisiert verteilen. Jede dieser Vertiefungen verfiigt iiber

tausend Kopien von spezifischen Oligonukleotidsequenzen. Diese sind in 30-facher Ausfiihrung
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von insgesamt 24000 Partikeln auf jedem Array vorhanden und mit einem Farbstoff versehen
[120]. Fiir die Identifizierung von Sequenzen einer Probe wird eine Hybridisierungsreaktion
eingesetzt. Dabei binden die spezifischen Oligonukleotidsequenzen der beads, die mit
Farbstoffen versehen sind, an komplementire Sequenzen aus der Probe [121, 122]. Aus dieser
Bindung resultiert eine griine oder rote Fiarbung der Hybridisierungen und macht eine Detektion
der Farbkodierung mittels CCD-Kamera moglich. Daraus kodnnen Riickschliisse iiber die
relative Intensitiit der Expression bestimmter Genabschnitte gezogen werden. Dieses Verfahren
ermoglicht die Erstellung von Expressionsprofilen von einer Vielzahl an unterschiedlich stark
exprimierten Genen [121]. RNA Proben aus murinen Aorten von WT und KO Tieren wurden
fiir diese Untersuchung verwendet. Signifikant erhoht gebundene Transkripte wurden durch
einen Grenzwert von 1,5 ermittelt. Eine signifikante Herabregulation wurde ab einem Wert von

0.5 bestimmt.

3.5.7. Proteinbiochemische Methoden

Fiir die Herstellung von Organlysaten wurden ca. 30 mg Organ in RIPA als Lysepuffer
aufgenommen und mit zwei Metallkugeln versetzt und fiir 4 min bei 50 Hz im Dissmembrator
geschiittelt. Fiir VSMCs war dieser Schritt nach Zugabe von RIPA nicht notwendig. Das
Gemisch wurde anschlieend 10 min bei 14000 g und 4°C zentrifugiert. Zur Herstellung von
Zelllysaten wurden die Zellen in PBS gewaschen und abgelost. Das nach Zentrifugation
entstandene Zellpellet wurde mit 50 ul RIPA-Lysepuffer versetzt, mittels Ultraschall die
Zellmembran aufgebrochen und 15 min zentrifugiert. Der proteinhaltige Uberstand wurde in

eine neues Reaktionsgefil tiberfithrt und auf ein SDS-Gel geladen.

3.5.8. Proteinbestimmung (BCA)

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mittels BCA Methode. Bei dieser Methode findet eine
Reduktion von Cu®* zu Cu® durch Proteine in alkalischer Losung (Biuret-Reaktion) statt.
AnschlieBend erfolgt eine Chelatbildung von Cu® mit zwei Molekiilen Bichinonsiure, was zur
Ausbildung einer violetten Fiarbung, abhingig von der Proteinkonzentration, fiihrt. Der dabei
gebildete Farbkomplex besitzt ein Absorptionsmaximum bei 562nm. Dazu wurden jeweils 2 ul
Probe und 200 pul Nachweisreagens [50 Teile Reagens A (Thermo Scientific) und 4 % w/v
Cu,SO4] gemischt und fiir 30 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Jede Probe wurde doppelt
bestimmt und die Extinktion bei 560 nm gemessen (Multiwell Counter, TePPP3 Infinite 2000).
Fiir die Kalibrierung der erhaltenen Messwerte wurde eine BSA-Kalibrierkurve verwendet, die
einen Konzentrationsbereich von 100 bis 1000 ug/ml abdeckt. 50 ug der zelluliren Proteine

wurden mit Ladepuffer (Ldmmli) gemischt und fiir 10 min bei 60 °C denaturiert.
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3.5.9. SDS-Page und Western Blot

Die Methode SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese dient der Auftrennung von Proteinen nach
ihrem Molekulargewicht. Die zuvor mit Ladepuffer denaturierten Polypeptidketten der Proteine
binden an SDS. Dieses ist negativ geladen und ermoglicht die Wanderung im elektrischen Fluss
Richtung Anode. Mittels dieser Acrylamidgele, die aus einem 6 % igem Sammelgel und einem
10 % igem Trenngel bestehen (Tab. 8), wurden die Proteine im Laufpuffer, entsprechend ihrer
GroBe, aufgetrennt. Die Auftrennung erfolgte im Sammelgel fiir 0.6 h mit 11 mA/Gel und im
Trenngel fiir 1.5h mit 20 mA/Gel. Als GroBenstandard wurde der Proteinmarker PeqGold
(PeqLab) auf das Gel geladen.

Tab. 9: Zusammensetzung der Polyacrylamidgele

Bestandteil 6% Sammelgel 10% Trenngel
0,5M Tris, pH 6.8 0,964 ml 1,88 ml
1,5M Tris, pH 8.8 625 ul 1,563 ml
Acrylamid:Bisacrylamid 26 : 0,7 576 ul -

Acrylamid:Bisacrylamid 29,3 : 0,53 - 2,55 ml
10% SDS 25 ul 125 pul
10% APS 30 ul 75 ul
TEMED 20 ul 20 ul

Danach erfolgte ein Transfer der Proteine im Semidry-Blotting-Verfahren auf eine
Nitrozellulosemembran. Dazu wurde das SDS-Gel auf der Membran positioniert und von
jeweils zwei Filterpapieren oberhalb und unterhalb umschlossen. Aufgrund des Stromflusses
werden die negativ geladenen Proteine aus dem Gel in Richtung Anode auf die Membran
transferiert. Der Transfer der negativ geladenen Proteine erfolgte mit Biometrakammern bei
2mA/cm’ fiir 1bis 1,5h. Die transferierten Proteine wurden mit Primérantikrpern markiert.
Zur Vermeidung unspezifischer Antikorperbindung wurden die Proteintrigermembranen in 5%
Milchpulver blockiert und mit Primérantikorper (5 % BSA in TBST, Tab. 10) iiber Nacht bei
4 °C inkubiert. Nach mehreren Waschschritten mit TBS wurde die Membran mit Merrettich-
peroxidase gekoppelten Sekundirantikdrper (Tab. 11) in Blockierlosung fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden drei Waschschritte mit TBST durchgefiihrt.
Die Detektion erfolgte mit einem chemilumineszenten Peroxidasesubstrat und die

Visualisierung der Proteine mit dem ImageQuant-System (LAS 4000, GE Healthcare Life
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Sciences). Die Quantifizierung der Bandenintensitidt der detektierten Proteine erfolgte mit der

Software QuantityOne (BioRad). Dabei wird der Hintergrund der Proteintrigermembran

definiert und von den zu vermessenden Bandenintensititen der Proben abgezogen. War eine

mehrfache Inkubation der Membranen mit Primérantikorpern nétig, erfolgte die Entfernung

bereits gebundener Antikdrper mit Restore-Western-Blot-Stripping-Puffer (Thermo Scientific).
Als Ladekontrollen wurden entweder GAPDH oder HSP90 verwendet.

Tab. 10: eingesetzte Priméirantikorper

Primérantikorper | Verdiinnung Spezies Proteingrofe Firma
Anti-
Kaninchen, AP: 62 kDa
Calcineurin/PP2B A 1:500 upstate
polyklonal Aa: 59 kDa
(detektiert auch Aa)
Anti-CREB 1:1000 Maus, monoklonal 40 kDa Cell Signaling
Anti-phospho-CREB ;
prosp 1:1000 Kaninchen, 43kDa | Cell Signaling
(Ser133) monoklonal
) Kaninchen, ) .
Anti-GAPDH 1:1000 37 kDa Cell Signaling
monoklonal
) Kaninchen, . .
Anti-HSP90 1:1000 90 kDa Cell Signaling
polyklonal
) Kaninchen, . .
Anti-GAPDH 1:1000 37 kDa Cell Signaling
monoklonal
) Kaninchen, . .
Anti-NFaT1 1:500 120-140 kDa | Cell Signaling
polyklonal
) Kaninchen, ) .
Anti-NFaT2 (D15F1) 1:500 120-140 kDa | Cell Signaling
monoklonal
. Kaninchen, . .
Anti-NFaT3 (23E6) 1:500 120-140 kDa | Cell Signaling
monoklonal
) Kaninchen, . .
Anti-NFaT4 1:500 120-140 kDa | Cell Signaling
polyklonal
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Tab. 11: eingesetzte Sekundérantikorper

Sekundirantikorper | Verdiinnung Spezies Firma
Sekundir-Maus 1:3000 anti-Maus Cell Signaling
Sekundir- Kaninchen 1:3000 anti-Kaninchen Cell Signaling

3.6. Enzymatische Messungen
3.6.1.Caspasemessung

Das Apoptoseverhalten, der programmierte Zelltod, welcher kein Zellplasma freisetzt und keine
Entziindungsreaktion hervorruft, wurde iiber die Umsetzung des Caspase-3-Substrates Asp-Glu-
Val-Asp-7-amino-4-trifluoromethylcoumarin (AC-DEVC-AFC) gemessen. Das intrazellulidre
Apoptoseenzym ist in der Lage AFC abzuspalten, dessen Fluoreszenz bei einer Emission von
505nm gemessen wurde. Die AFC-Fluoreszenz korreliert mit der Enzymaktivitit von
Caspase-3. Je hoher die Caspase-Aktivitit ist desto mehr Zellen, die in den Zelltod iibergehen,
sterben ab, ohne dass dabei entziindliche Prozesse entstehen. Die zusitzliche Stimulation durch
Radikalstress wurde iiber HO, umgesetzt. Dabei sollte die Reaktion von VSMCs auf reaktive
Sauerstoffspezies untersucht werden, um Hinweise auf eine veridnderte GSH Aktivitdt von
PPP3CB KO VSMCs, im Vergleich zum WT, durch Stimulation zu erhalten.

Nach Abnahme des Mediums wurden die Zellen gewaschen und in 150 ul Lysepuffer fiir
20 min lysiert. Das Zell-Puffer-Gemisch wurde anschlieBend fiir 10 min bei 13000 rpm
zentrifugiert und der Uberstand in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt. Zur Bestimmung der
Caspase-3-Aktivitdt wurden 80 ul 1x Reaktionspuffer (RP), 40 ul Lysat und 5 ul 1mM DEVD-
AFC Caspasesubstrat gemischt. Alle 30 min wurde die Caspase-Aktivitit bei 400 nm Anregung
und 505 nm Emission gemessen (Multiwell Counter, TePPP3 Infinite 2000). Zur Kalibrierung
der Ergebnisse wurde eine Kalibrierkurve verwendet, die aus Reaktionspuffer und AFC-

Caspasesubstrat besteht und einen Konzentrationsbereich von 0 bis 8 uM abdeckt.

3.6.2. Lactatdehydrogenasemessung

Um die Aktivitét an freigesetztem LDH bestimmen zu kdnnen wurde sowohl die LDH-Aktivitit
im Medium als auch im Zelllysat bestimmt. Fiir die Messung der LDH-Aktivitdt im Medium
wurden 40 ul Medium mit 156 ul LDH-Puffer und 4 pl Substrat gemischt. Die LDH Aktivitét
im Zelllysat wurde durch den Einsatz von 15pl Lysat, 181 ul LDH-Puffer und 4 ul LDH-
Substrat bestimmt. Uber einen Zeitraum vom 60 min wurde der NADH-Verlauf bei 334 nm alle
1 min aufgezeichnet, welcher mit der Menge an vorhandenem LDH korreliert. Das Verhiltnis
aus der NADH-Konzentration in Medium und Lysat ergab den prozentualen Anteil an frei-
gesetztem LDH.
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3.6.3. Glucose-6-phosphat-Dehydrogenasemessung

Die Aktivitit der Glucose-6-phosphatdehydrogenase (G6PD) wurde mit Hilfe von zwei

Reaktionen ermittelt.
Reaktion 1:  G6PD + NADP* & 6-Phosphogluconat + NADPH + H"

Reaktion 2:  6-Phosphogluconat + NADP" = Ribulose-5-Phosphat + NADPH + H"

Zu Beginn wurde die Aktivitit der G6PD und 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase (6PGDH)
gemessen, indem 0.2mM NADP®, 0.4 mM Glucose-6-phosphat (Sigma G7879), 0.4 mM
6-Phosphogluconat und 30 pl Zelllysat mit 170 ul MOPS-Triton-Puffer gemischt wurden. Eine
zweite Reaktion quantifizierte die Aktivitdit der 6PGDH, wofiir der gleiche Ansatz wie bei
Reaktion 1, jedoch ohne Glucose-6-phosphat, verwendet wurde. Die Zunahme der NADPH-
basierten Absorption wurde bei einer Wellenldnge von 340 nm iiber 60 min vermessen. Aus der
Differenz der Steigungen beider Reaktionen ergab sich die Enzymaktivitit, die sich mit dem

Gesetz nach Lambert-Beer berechnen lief3.

3.7. Tierexperimentelle Untersuchungen
3.7.1. Tiermodell - PPP3CB KO Miuse

Miuse vom Stamm B6;129s6-Ppp3cb™ "™ /J wurden von Molkentin generiert und von Charles
River bezogen [4]. Ménnliche und weibliche Tiere vom Stamm Ppp3cb wurden als spezifisch
pathogenfreie (SPF) Tiere gehalten. Dabei erhielten die Tiere autoklaviertes Wasser und
Standardfutter sowie Kifige mit Luftfilter. Bei Raumtemperatur und einem 12 h hell/dunkel

Rhythmus wurden die Tageszeiten simuliert.

3.7.2. Implantation von osmotischen Minipumpen

PPP3CB WT und KO Méusen wurden osmotische Minipumpen (alzet Modell 1004) subkutan
implantiert, welche kontinuierlich (720 ng/kg/min, 11 pl/h) Angiotensin II an den Organismus
abgaben. Dazu wurde jedes Tier in einer mit 2 Volumenprozent Isofluoran in 100 % Sauerstoff
gefluteten Box narkotisiert. Zur Aufrechterhaltung der Narkose wurden die Tiere anschlieBend
mit 2,5 % Isofluoran begast. Nach Applikation von 1 pl je Gramm Korpergewicht Rimadyl (in
H,0) als Schmerzmittel, wurde eine Inzision im Nacken der Maus hergestellt und mit einer
Pinzette der Implantatraum geweitet. In diesen Raum wurde die Pumpe geschoben und die

Offnung im Nacken mit Metallklammern geschlossen.
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3.7.3. Tail-cuff Messung des systolischen Blutdrucks mit chronischer Angiotensin II

Applikation

Der systolische Blutdruck wurde mittels pneumatischer Schwanzmanschette (Tail-cuff)
gemessen. Dabei wurden die Miduse in einer Rohre positioniert. Zur Sicherstellung eines
ausreichend guten Blutflusses in der Schwanzvene wurden die Méuse an eine Messtemperatur
von 30 °C adaptiert. AnschlieBend wurde eine pneumatische Schwanzmanschette angelegt und
die Daten mittels Pulsumwandler mit LabChart aufgezeichnet und der Mittelwert aller
Messdaten pro Maus und pro Woche ermittelt. Nach einer zweiwdchigen Trainingsphase
erfolgte eine zweiwochige Aufzeichnung der Basalwerte. AnschlieBend wurden WT und KO
Tieren osmotische Minipumpen implantiert (3.7.2.). Nun wurde fiir 28 Tage der Blutdruck von
Kontrollmidusen und mit Ang Il behandelten Tieren aufgezeichnet. Der Mittelwert aus allen
Messungen wurde berechnet und fiir die jeweiligen Genotypen, als auch fiir die behandelten und
nicht behandelten Tiere, der Blutdruck verglichen. Ebenfalls wurden die Ergebnisse der nicht-
invasiven Blutdruckmessung mit denen der intravasalen Blutdruckmessung verglichen. Die
Implantation der Minipumpen und die Blutdruckmessungen wurden mit Unterstiitzung von Dr.

Nolze und Dr. Ruhs durchgefiihrt.

3.7.4. Intravasale Blutdruckmessung

Nach Gewichtsbestimmung wurde den Tieren die Narkose Ketamin (80 mg/kg KG)/Xylazin
(120 mg/kg KG) mit 1 pl/g KG intra-peritoneal appliziert. Die Tiefe der Narkose wurde anhand
des Zwischenzehenreflexes vor dem Eingriff kontrolliert. Nach Eintreten der Narkose wurde
eine Hautinzision zwischen Hals und Thorax durchgefiihrt. AnschlieBend wurde die rechte Vena
jugularis stumpf frei pripariert und mit einem Polyethylenkatheter versehen. Uber diesen
erfolgte die Kompensation von Fliissigkeitsverlusten der Maus mit 6 ul/g sterilem Ringer-Lactat
+ Heparin und 2 % BSA. Danach erfolgte das Freipriparieren der A.carotis communis, welche
mit einem Millar-Katheter (1F) versehen wurde. Die arteriellen Ruheblutdriicke (systolischer als
auch diastolischer Blutdruck) wurden mittels LabChart fiir 30 min aufgezeichnet. Nach einer
halben Stunde Aufnahme des basalen Blutdruckes wurde iiber den Jugularvenenkatheter 50 ul
Vehikel (Ringer-Laktat) appliziert. Nach Adaption des Blutdruckes an den Ausgangswert
wurden 100 ul AngiotensinII (1 pg/kg in H,O) verabreicht und die Messung so lange
aufgezeichnet, bis der Blutdruck wieder den Anfangswert erreicht hatte. Anschlieend wurde
der Katheter entfernt und nach zervikaler Dislokation die Organe entnommen.

Diese Versuche wurden mit Unterstiitzung von PD Dr. Schreier durchgefiihrt.
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3.7.5. Quantifizierung von Aortenringen mittels Sirius-Red und H&E-Fiarbung

Zu Bestimmung der Auswirkungen der Deletion der Beta-Untereinheit von Calcineurin auf
Umfang und Fliche der Aorta bzw. Media, wurde diese von PPP3CB-Maiusen isoliert, in 0,9 %
NaCl-Losung stumpf frei pripariert und in 4 % Paraformaldehyd aufbewahrt. Anschlieend
wurden die Aorten in 70 % Ethanol entwéssert und nach Aufbereitung im Einbettautomat in
Paraffin eingebettet. Von den eingebetteten Priparaten wurden 4 um Schnitte mit einem
Mikrotom angefertigt. Diese wurden mittels picroSirus Red gefirbt und mit Hilfe eines

Mikroskops (BZ-8100E, Keyance) vermessen. Die Kollagenfarbung wurde wie folgt

durchgefiihrt:
A) Hydrierung B) Dehydrierung
2*5 min Xylol 2 min 1%o Essigsdure
2 min 96 % EtOH-1, 96 % EtOH-2, 5 min destilliertes Wasser
80 % EtOH, 35 % EtOH 2 min 35% EtOH, 80% EtOH,
5 min destilliertes Wasser 9% % EtOH-2, 96 % EtOH-1
1h Sirius Red 5 min Isopropanol

2*5 min Xylol

Durch die Firbung wurde die Media visualisiert und anhand von zehn Messpunkten die
Mediadicke quantifiziert. Fiir die Berechnung der Lumenfldche als auch des inneren/dufleren
Radius wurde der innere und dussere Umfang der Aorta, ohne Adventitia, vermessen. Mit der
Formel A =U/2m* wurde die Fliche von Lumen und Media errechnet. Die Radien wurden

mittels Kreisformel 2 Trr* berechnet.

3.8. Statistik

Die Daten sind als Mittelwert + SEM dargestellt. Signifikante Unterschiede wurden mittels
gepaartem und ungepaartem Student’s t-test ermittelt. Als Parameter fiir Signifikanz gilt ein p-

Wert von kleiner als 0,05.

4. Ergebnisse

4.1. Basale Charakterisierung von PPP3CB KO Miusen
4.1.1. Basales Trinkvolumen und Koérpergewicht von PPP3CB WT und KO Miusen

Die Trinkmenge hat Einfluss auf den Volumenhaushalt und damit auf die Blutdruckregulation.
Daher wurde das Trinkverhalten von PPP3CB WT und KO Maiusen aufgezeichnet. P-Werte

kleiner als 0,05 wurden als signifikant bewertet.
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Abb. 6: Basales Trinkvolumen von PPP3CB WT  Abb.7: Basales Korpergewicht von ménnlichen
und KO Méusen (Nwrxo= 15/15). und weiblichen PPP3CB WT und KO Miusen

(NM/W-WT = 13/8, NM/W-KO = 11/8, M: Mi:innchen,
W: Weibchen, p < 0,001).

Unter basalen Bedingungen wurden keine signifikanten Unterschiede in der Trinkmenge von
WT und KO Miusen festgestellt. WT Tiere tranken durchschnittlich 6,56 + 0,44 ml pro Tag,
wihrend KO Miuse 6,46 + 0,59 ml tranken (Abb. 6).

Das Korpergewicht der Miuse wurde aufgezeichnet, da es Auskunft tiber den allgemeinen
Gesundheitszustand und den Volumenhaushalt der Tiere gibt. Wie bereits in der Literatur
beschrieben, besalen die hier eingesetzten minnlichen Méuse ein hoheres Korpergewicht von
33,13+£0,59 g als die weiblichen Tiere mit 25,1 + 0,58 g (p<0,001; Abb. 7). Ein dhnliches
Verhiltnis zeigten die KO Tiere, bei denen ebenfalls die minnlichen Tiere schwerer waren als
die weiblichen Miuse. Bei ménnlichen KO Tieren wurde ein Korpergewicht von 31,57 +0,56 g

bestimmt, bei den Weibchen hingegen wurden 25,7 + 0,34 g gemessen (p < 0,001).

Im Rahmen der basalen Charakterisierung von PPP3CB KO Miusen wurde anschlieSend der
ubiquitire Knockout von PPP3CB in KO Maiusen untersucht. Um kompensatorische
Expressionsmuster aussschlieBen zu konnen, die durch den Knockout von PPP3CB resultieren
und weitere Untersuchungen beeinflussen konnten, wurde in PPP3CB WT und KO Miusen die

Expression der Untereinheiten PPP3CA und PPP3CB mit real-time PCR nachgewiesen.

4.1.2. Nachweis der mRNA von PPP3CA und PPP3CB in Organen von WT und KO Miusen

Das mRNA Expressionsniveau von PPP3CA von Calcineurin in KO Tieren zeigte im Gehirn,
Leber, Niere und Aorta keine Unterschiede im Vergleich zu WT Maiusen. Die mRNA-
Expression der PPP3CB WT Miuse wurde auf 1 normiert. Im Herz war zu Beginn ein Effekt zu
sehen, der sich bei weiteren mRNA-Expressionsanalysen nivellierte. Die groflere Anzahl an

Tieren fiihrte zu einem kleineren SEM-Ergebnissen als bei allen anderen Organen (Abb. 8).
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Abb. 8: Basale mRNA Expression con PPP3CA in Abb. 9: Basale mRNA Expression von PPP3CB
Organen von PPP3CB WT und KO Miusen in Organen von PPP3CB WT und KO Miusen
(NWT/KO = 6/7, NWT/KOHerZ = 6/12) (NWT/KO = 6/77 p < 07001)

In allen mRNA-Proben von KO Tieren war PPP3CB nicht nachweisbar (Abb. 9). Auch hier
wurde der WT auf 1 normiert. In der Aorta von PPP3CB KO Méusen konnte mit der Messung
der basalen mRNA-Expression von PPP3CA und PPP3CB eine kompensatorische Anpassung
der Expression in KO Méiusen, moglicherweise durch das Fehlen von PPP3CB, ausgeschlossen

werden.

Fir die weitere basale Charakterisierung der in dieser Arbeit im Fokus liegenden
GefiBverdnderungen wurde das grofite Gefdl im Korper der Maus, die Aorta, fiir weitere
Analysen gewihlt. Die Analysen beinhalteten eine Quantifizierung von Aortenparametern unter

basalen Bedingungen.
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4.1.3. Basale mRNA-Expression von Fibrose- und Entziindungsmarkern in Aorten von PPP3CB

WT und KO Miusen
Verschiedene Gene wurden auf ihr Expressionsniveau auf mRNA-Ebene, speziell in Aorten von

PPP3CB WT und KO Tieren, untersucht. Dabei wurden Fibrose- und Entziindungsmarker

analysiert.
. Fibrose O wr \ Entziindung
M KO
z o z
g 2 5 2]
g 2
S g
3 3
< 1* Pl 1,
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Collal  Col3al Col4al Fn-1 MCP-1 CCL-5 SPP-1 PAI-1 TGF-b
Abb. 11: Basale mRNA-Expression von Entziin-

Abb. 10: Basale mRNA-Expression von Fibrose-
markern in Aorten von PPP3CB WT und KO dungsmarkern in Aorten von PPP3CB WT und
KO Miusen (Nwrxo = 6/7; p=0,01).

Miusen (NWT/KO: 5/7)

Die mRNA Expression von Kollagenen wie Kollagen 1al (Collal) und Kollagen 3al (Col3al)
sowie Kollagen 4al (Col4al) zeigten keine Unterschiede zwischen WT und KO Maiusen.

Beispielsweise betrug der relative 244C Wert von Collal mRNA von KO Miusen 0,68 + 0,19,
der Wert der Col4al lag bei 0,78 + 0,07. Auch das Glykoprotein Fibronektin 1 (Fn-1) zeigte
kein verdndertes mRNA Expressionsniveau zwischen WT und KO Maus-Aorten. Die mRNA
aus Aorten der KO Tiere wies einen relativen 2**““Wert von 0,61 +£0,2 auf (Abb. 10). In Bezug
auf Entziindungsmarkergene wie zum Beispiel MCP-1 (Monocyte chemotactic protein 1),
CCL-5 (RANTES), SPP-1 (Secreted-phosphoprotein-1; p=0,06) oder Tgf-f konnten keine
Unterschiede in der mRNA-Expression zwischen WT und KO Madusen festgestellt werden
(Abb. 11). Die mRNA von PAI-1 jedoch war in KO Miusen signifikant geringer exprimiert,

deren 2*““Wert lag bei 0,34 + 0,053 (normiert auf WT mRNA =1; p=0,01; Abb. 10).

4.1.4. Basale Proteinexpression von pCREB und CREB in Aortenlysaten von PPP3CB WT und

KO Miusen unter basalen Bedingungen
Weiterhin wurde fiir die basale Charakterisierung von PPP3CB KO Mdiusen ein wichtiger

Calcineurin gesteuerter Transkriptionsfaktor pCREB/CREB, hinsichtlich seiner Protein-
expression in Lysaten, aus der Aorta detektiert und quantifiziert. CREB wird von PPP3C

dephosphoryliert und damit inaktiviert.
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Abb. 12: Western Blot von Aortenlysaten Abb. 13: Quantifizierung der Bandenintensitit von CREB

von PPP3CB WT und KO Tieren zum zu GAPDH in Proteinlysaten von Aorten von PPP3CB
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Abb. 14: Quantifizierung der Bandenintensitit von pCREB zu CREB in Proteinlysaten von Aorten von
PPP3CB WT und KO Tieren (Nwrxo = 10/7).

Bei Analyse der Bandenintensitit konnte keine unterschiedliche Expression von CREB,
normiert auf GAPDH, nachgewiesen werden (Abb.12,13). Ebenfalls lag keine verdnderte
Phosphorylierung von CREB vor, wobei KO Aortenlysate eine mittlere Bandenintensitit von
0,95 £ 0,06 (relativ) aufwiesen (Abb. 12, 14). Fiir den Vergleich zwischen WT und KO Aorten-

lysaten wurde der WT auf eine Bandenintensitét von eins normiert.

4.2. Basale Untersuchung von VSMCs aus Aorten von WT und KO Miusen
4.2.1. Morphologie von VSMCs aus Aorten von WT und KO Miusen

Fiir den Nachweis, dass die Isolation der VSMCs aus der Aorta (aVSMCs) erfolgreich war,
wurden die Zellbestandteile, wie der Zellkern mit 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) und a-
smooth muscle actin (0-SMA) mittels FITC gekoppeltem Antikorper, gefirbt. Das a-SMA ist
mit 40 % des zelluldren Gesamtproteins das am hédufigsten vorkommende Protein und spielt eine

wichtige Rolle in den Elastizitédtseigenschaften von VSMCs [124] (Abb. 15).
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Abb. 15: Immfluoreszenzmikroskopie von a-SMA (griin) und Zellkernfirbung von glatten GefiBmuskel-
zellen aus der Aorta von WT und KO Miusen (Zellkern: blau).

4.2.2. Nachweis von PPP3CA und PP3CB in der mRNA aus VSMCs von PPP3CB WT und KO

Maiusen

Isolierte VSMCs aus WT und KO Aorten weisen keine veridnderte mRNA Expression von
PPPCA auf (Abb. 16).
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Abb. 16: Basale mRNA Expression von PPP3CA in ~ Abb. 17: Basale mRNA Expression von PPP3CB
VSMCs aus Aorten von PPP3CB WT und KO in VSMCs aus Aorten von PPP3CB WT und KO

Miusen (Nyko = 11/12). Miusen (Nwrko = 11/12; p <0,001).

Verglichen mit WT VSMCs (AACt = 0,83 £ 0,3) war in KO VMSCs die mRNA von PPP3CB
nicht nachweisbar (Abb. 17). Nachdem die mRNA Expression von PPP3CA und PPP3CB
quantifiziert war, sind diese Untereinheiten auch hinsichtlich ihrer Proteinexpression mittels

Antikorperfarbung untersucht worden.

4.2.3. Nachweis von PPP3CA und PP3CB in Proteinlysaten aus VSMCs von PPP3CB WT und
KO Miusen

Es zeigte sich in VSMCs aus PPP3CB WT und KO Miusen kein Unterschied in der
Proteinexpression von PPP3CA (Abb. 18,19). Das Protein PPP3CB konnte in Lysaten aus
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VSMCs von KO Miusen nicht nachgewiesen werden, wihrend der WT einen normierten Wert
von 1 besal3. (Abb. 20). Da in VSMCs aus Aorten von KO Miusen keine mRNA- und keine
Proteinexpression von PP3CB nachgewiesen wurde, konnte ein globaler Knockout dieser

Untereinheit bestitigt werden.
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Abb. 18: Basale Proteinexpression von PPP3CA und PPP3CB in VSMCs aus der Aorta von PPP3CB
WT und KO Miusen (Nwrko = 4/4).
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Abb. 19: Quantifizierung der basalen Protein-  Abb. 20: Quantifizierung der basalen Protein-

expression von PPP3CA in VSMCs aus der Aorta  expression von PPP3CB in VSMCs aus der Aorta

von PPP3CB WT und KO Miusen (Nywr/xo = 4/4). von PPP3CB WT und KO Méusen (Nwrko = 4/4;
p<0,001).

4.2.4. Basaler Nachweis der Proteinexpression der Transkriptionsfaktoren pCREB und NFaT1-
NFaT4 in VSMCs

Transkriptionsfaktoren wie pCREB und pNFaT4 wurden auf ihre Proteinexpression hin
untersucht (Abb. 21, 23).

Nach Quantifizierung der Bandenintensititen war zu sehen, dass in KO VSMC Lysaten so viel
pCREB detektiert werden konnte wie in WT VSMCs (Abb. 22). In KO Proteinlysaten wurde

eine relative Proteinexpression von 1,6 + 0,28 INT*mm” gemessen (Abb. 22).
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Abb. 22: Quantifizierung der Proteinexpression von
pCREB, CREB und HSP90 in VSMCs aus Aorten
von PPP3CB WT und KO Miusen (Nwr/xo = 4/4).

Abb. 23: Proteinexpression der Transkriptionsfaktoren
pNFaT1, pNFaT2, pNFaT3 und pNFaT4 in VSMCs aus
Aorten von PPP3CB WT und KO Maiusen (pNFaTl:
Nwrko = 10/12; pNFaTl: Nwpko = 12/14; pNFaT3:

Nwrko = 8/6; pNFaT4: N = 4/4).
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Abb. 24: Quantifizierung der Protein-

expression von NFaTl mit HSP90 als
Referenz in VSMCs
PPP3CB  WT
(Nwrko=10/12).

aus Aorten von

und KO Maiusen

NFaT1 war in Proteinlysaten aus VSMCs der Aorten von WT und KO Tieren nachweisbar,

wobei sich die Expression aufgrund hoher Schwankungen der Werte in WT VSMCs nicht von
KO VSMCs unterschied (Abb. 23, 24). NFaT2 konnte nicht nachgewiesen werden.

Der Antikorper detektierte NFaT2, jedoch war die Proteinexpression so gering, dass die Banden

nicht in allen Proben sichtbar waren (Abb.23). NFaT3 hingegen konnte detektiert werden.

Dabei waren keine signifikanten Unterschiede zwischen Lysaten aus WT- und KO VSMCs
detektierbar (Abb. 23,25). Die Expression von NFaT4 zeigte mit 0,16 + 0,06 INT*mm?
(p =0,042) eine reduzierte Expression im Vergleich mit WT VSMC normiert auf 1 (Abb. 23,

26).
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Abb. 25: Quantifizierung der Proteinexpression Abb. 26: Quantifizierung der Proteinexpression

von NFaT3 mit HSP90 als Referenz in VSMCs  von NFaT4 mit HSP90 als Referenz in VSMCs
aus Aorten von PPP3CB WT und KO Miusen aus Aorten von PPP3CB WT und KO Maiusen
(NWT/KO =8/ 8)- (NWT/KO =4/4, p= 0,042)-

Um WT und KO VSMCs weiter zu charakterisieren wurde das Apoptose- (Caspase) und

Nekroseverhalten (LDH) mittels Enzymmessungen untersucht.

4.2.5. Caspase- und LDH-Aktivitit bei Stimulation von VSMCs

Um WT und KO VSMCs weiter zu charakterisieren wurde das Apoptose- (Caspase) und
Nekroseverhalten (LDH) mittels Enzymmessungen untersucht. Fiir die Stimulation wurde H,O,
eingesetzt.

Fiir die Beurteilung des Apoptoseverhaltens wurde das Enzym Caspase in Bezug auf seine
Aktivitdt vermessen. Dabei war zu beobachten, dass PPP3CB KO VSMCs (149,21 %) eine
hohere Caspase-Aktivitit bei 250 uM H,0, als WT VSMCs besallen (p =0,03; Abb. 27). Fiir die
Beurteilung des Nekroseverhaltens von VSMCs wurde das Enzym LDH iiber die Reaktion von
Pyruvat in L-Lactat unter Umwandlung von NADH' zu NAD" im Medium gemessen. Im
Vergleich zur Apoptose werden bei der Nekrose die Zellen durch Entziindungsreaktionen
zerstort.

Unter Vehikelbedingungen gab es keine Unterschiede zwischen WT und KO VSMCs
(LDH,ejaiiv = 95,98 £ 1,42 %, Abb. 28).Bei Inkubation von KO VSMCs mit 250 uM H,0,
(107,83 £ 1,38 %) stieg die LDH-Freisetzung, im Vergleich zu WT, nicht. WT VSMCs wiesen,
im Vergleich zu Vehikelbedingungen unter Einfluss von 250 uM H,0,, eine signifikant hohere
LDH-Freisetzung (120,53 £ 1,32 %) im Medium auf als KO VSMCs (p = 0,031; Abb. 28). Eine
Erhohung der H,O,-Konzentration auf 500 uM fiihrte in WT (216,65 £ 2,86 %) und KO VSMCs
(200,31 £2,6 %) zu einer weiteren Steigerung der LDH-Freisetzung im Vergleich zu Vehikel-
bedingungen (pwr =0,004; pxo=0,001; Abb. 28).Unter Einfluss von 500 uM H,0O, unterschied
sich die LDH-Freisetzung in das Medium von WT und KO VSMCs nicht.
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Abb. 27: Quantifizierung der Caspase-Aktivitdt in ~ Abb. 28: Quantifizierung der LDH-Aktivitit in

VSMCs aus Aorten von PPP3CB WT und KO VSMCs aus Aorten von PPP3CB WT und KO

Maiusen (Nwr/kxo = 6/6, nwrko = 4/6; p = 0,03). Maiusen (Nwrko = 7/6, nwrko = 4/6; * p = 0,031;
*,p =0,004; *5p =0,001).

4.2.6. Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase-Aktivitét bei Stimulation von VSMCs

Des Weiteren wurde die Aktivitit der GOPD gemessen. Dieses Enzym ist wichtig fiir die
Bereitstellung von reduziertem Glutathion zum Schutz der Zellen gegeniiber radikalen
Sauerstoffspezies [123,230]. Vorversuche konnten zeigen, dass eine Inkubation von
transfizierten HEK-Zellen (humane embryonale Nierenzelllinie) mit Forskolin zu einer
verstirkten G6PD-Aktivitét fiithrt, welche durch Stimulation mit Aldosteron gehemmt werden
kann [58].

Die Enzymaktivitit der G6PD konnte bei Forskolininkubation von WT VSMCs auf
142,14 £ 1,73 % gesteigert werden (p =0,012; Abb. 29). Die Stimulation von KO VSMCs hatte
keinen Einfluss auf die Enzymaktivitidt von G6PD (Abb. 29). Aldosteron hatte keinen Einfluss
auf die Aktivitdt der G6PD in unseren VSMCs.
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Abb. 28: Quantifizierung der GOPD-Aktivitit in VSMCs aus Aorten von PPP3CB WT und KO Miusen
(Nwrko = 6/6, nyrko = 4/6; p = 0,012).

Da bisher kein direkter Zusammenhang von PPP3C und der Gefédlreagibilitit gezeigt werden
konnte, wurden PPP3CB WT und KO Mause hinsichtlich einer Blutdruckinderung akut mit
Angiotensin I stimuliert. Langfristig ist Angiotensin Il in der Lage vaskuldre Hypertrophie-
entwicklung zu beeinflussen. Desweiteren ist Ang II befihigt die Genexpression von Fibrose-
und Entziindungs-assoziierten Genen in Herz, Niere und kleinen Gefdafen sowie Bluthochdruck

zu induzieren [122].

4.3. Akute Angiotensin II Stimulation von PPP3CB WT und KO Miusen
4.3.1. Basale Blutdruckparameter

Um die Wirkung einer akuten Angll-Applikation in Bezug auf den Blutdruck zu messen,
wurden WT und KO Tieren mittels Millar Katheter, Vehikel (Ringer-Lactat) und Angiotensin II
infundiert. Dabei sind nach Aufzeichnung des basalen Blutdrucks folgende Parameter gemessen
worden. Zu Beginn der invasiven Blutdruckmessung, mittels Millar Katheter, wurden die
Herzfrequenz und der Blutdruck unter basalen Bedingungen gemessen. PPP3CB WT Miuse
zeigten eine basale Herzfrequenz von 150,88 £ 10,91 Schlidgen pro Minute (bpm), PPP3CB KO
Tiere wiesen einen Wert von 175,05 £25,51 bpm auf (Abb. 30). WT und KO Miuse wiesen
keine Unterschiede im systolischen Blutdruck auf. PPP3CB WT Tiere besallen
95,32 +£7,02 mmHg, wihrend PPP3CB KO Miuse 87,66 + 3,85 mmHg aufwiesen (Abb. 31).
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Auch der diastolische Blutdruck zeigte keine Verdnderungen in KO Tieren mit
63,04 £ 6,24 mmHg im Vergleich zu WT Méiusen mit 60,03 £ 3,85 mmHg. Der basale Pulsdruck
stellt die Differenz des systolischen Maximalwertes und dem diastolischen Minimaldruck

dar [1].
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Abb. 30: Basale Herzfrequenz von PPP3CB WT Abb. 31: Basaler Blutdruck von PPP3CB WT
und KO Miusen (Nwrko= 7/7). und KO Miusen (Nwrko= 7/7).

4.3.2. Blutdruckparameter von PPP3CB WT und KO Miusen nach Vehikel-Applikation

Um festzustellen, wie WT und KO Miuse auf eine Volumenapplikation reagieren, wurde

Vehikel (Ringer-Lactat) injiziert.
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Abb. 32: Mittlerer Verlauf des systolischen Blutdrucks von PPP3CB WT und KO Miusen der

intravasalen Blutdruckmessung unter basalen Bedingungen und unter Einfluss von Vehikel

(Nwrko=7/7).

Fiir die Bestimmung der Reaktion auf eine Volumenapplikation wurde auch die Flache unter der
Blutdruckverlaufskurve berechnet (Abb.32,33). Dabei zeigten sich keine unterschiedlichen
Reaktionen auf Vehikelapplikation. WT Tiere besallen eine AUC von 562,24 +49 FE, KO

Miuse wiesen ein Ergebnis von 558,71 £26,9 FE auf (Abb. 33). WT und KO Miuse besallen
41



eine dhnliche Herzfrequenz. WT Miuse wiesen eine Herzfrequenz von 177,12 + 20,96 bpm auf,

wihrend KO Tiere einen Wert von 167,14 + 18,19 bpm besallen (Abb. 34).
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Abb. 33: Flichenberechnung unter der Kurve
(AUC) des Blutdruckverlaufes von PPP3CB WT
und KO Miusen (NWT/KO = 7/7)
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Abb. 34: Maximale Herzfrequenz von PPP3CB
WT und KO Miusen der intravasalen Blutdruck-

messung mittels Millar-Katheter (Nwrxo= 7/7).

Nach Messung der Reaktion auf eine Volumenapplikation wurde diesen Tieren Angiotensin II

infundiert. Nachfolgend ist die Angiotensin II-beeinflusste systolische Blutdruckénderung

gemessen worden.

4.3.3. Blutdruckparameter von PPP3CB WT und KO Miusen nach Angiotensin II-Applikation
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Abb. 35: Mittlerer Verlauf des systolischen Blutdrucks von PPP3CB WT und KO Miusen der intra-

vasalen Blutdruckmessung unter Einfluss von Ang I (Nwrxo = 7/7; p1.3= 0,004; 0,03; 0,002;
P4.7< 0,001; pg = 0,002).
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Angiotensin I
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Abb. 36: Fldchenberechnung unter der Kurve des ~ Abb. 37: Maximale Herzfrequenz von PPP3CB
Blutdruckverlaufes von PPP3CB WT und KO WT und KO Miusen unter Einfluss von Ang II
Maiusen der intravasalen Blutdruckmessung unter (Nwrko=7/7).

Einfluss von Ang Il (Nwrxo=7/7; p <0,001).

In Bezug auf den Verlauf des mittleren systolischen Blutdrucks reagierten PPP3CB WT und KO
Miuse unterschiedlich auf eine Ang II-Applikation. Dies wurde durch eine geringere Blutdruck-
dnderung nach Ang II-Infundierung deutlich, dessen Applikationszeitpunkt mit einem Pfeil
markiert wurde. Der Anstieg der systolischen Blutdruckwerte nach Applikation von Ang II fiel
bei den KO Tieren schwicher aus. (Abb. 35). Anschliefend erfolgte eine Angleichung des
systolischen Blutdrucks an den Basalwert, welches in der Abbildung nicht dargestellt werden
konnte. Der Grund dafiir sind unterschiedlich lange Blutdruckmessungen der einzelnen Tiere.
Die Reaktion von WT und KO Miusen auf Angiotensin II wurde mit der berechneten AUC
weiterhin beschrieben. Dabei wiesen KO Miuse mit 3886 + 489,2 FE eine kleinere AUC auf als
WT Tiere mit 5266 +£409,7 FE (Abb. 36; p<0,001). Angiotensin Il fiihrte zu keiner Verin-
derung der maximalen Herzfrequenz. WT Miuse besaBlen eine maximale Herzfrequenz von

275,35 £ 56,81 mmHg, KO Miusen hingegen 200,97 + 12,16 mmHg (Abb. 37).

Zur Beantwortung der Fragestellung wie sich die Langzeitapplikation von Angiotensin II in
Bezug auf den systolischen Blutdruck auswirkt, wurden PPP3CB WT und KO Tieren
osmotische Minipumpen (Alzet; 0,11 ul/h) implantiert und der Blutdruck iiber 28 Tage
gemessen. Da bekannt ist, dass Angiotensin II zu einer erhohten Fliissigkeitsaufnahme fithren
kann, wurde das Trinkverhalten von PPP3CB WT und KO Maiusen in diesem Zeitraum

untersucht [126].
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4.4. Chronische Angiotensin II-Stimulation von PPP3CB WT und KO Miusen

4.4.1. Trinkvolumen und Korpergewicht bei chronischer Angiotensin II-Stimulation

Die Trinkvolumina von WT und KO Miusen unter Kontrollbedingungen und Angiotensin II-
Applikation unterschieden sich nicht (Abb. 38). PPP3CB WT Miuse (p= 0,58) tranken unter
Einfluss von Ang II soviel wie PPP3CB KO Tiere (p = 0,76).
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Abb. 38: Trinkvolumen von PPP3CB WT und  Abb. 39: Korpergewicht von ménnlichen und weib-
KO Miusen bei chronischer Angll lichen PPP3CB WT und KO Tieren nach chronischer
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Stimulation (basal: Nwpko=15; Kontrolle:  Ang II-Stimulation (Kontrolle: Nyyw.wt = 6/4,
NWT/KO = 15/16, Ang 1I: NWT/KO = 18/15) NM/W-KO= 5/7, Ang 1I: NM /W-WT =6/9, NM /W-KO = 6/8,
p <0,001).

Im Rahmen der chronischen Ang II-Applikation wurde das Koérpergewicht von PPP3CB WT
und KO Miusen unter Kontrollbedingungen und Ang II-Gabe ermittelt. Dabei wiesen KO und
WT Tiere keine Unterschiede auf (Abb. 39).

Unter Kontroll- und Ang II-Bedingungen wiesen auch hier die Weibchen ein leicht reduziertes
Korpergewicht im Vergleich zu den Ménnchen auf (Abb. 39). Signifikant verschieden sind die
geschlechtsabhiingigen Korpergewichte bei PPP3CB KO Tieren. In der Kontrollgruppe, als
auch der Angll Gruppe, besalen weibliche KO Tiere ein reduziertes Korpergewicht im

Vergleich zu den Minnchen der gleichen Gruppe (Abb. 39, p < 0,001).

Bei allen Tieren dieser Versuchsreihe wurden die Organgewichte bestimmt.
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4.4.2. Organgewichte bei chronischer Angiotensin II-Stimulation von PPP3CB WT und KO

Miéusen
PP3CB WT und KO Miuse wiesen keine Unterschiede in Bezug auf das Gesamtherzgewicht

auf. WT Miuse wiesen basal ein Herzgewicht von 5,59 + 0,28 mg/g auf, KO Miuse hingegen
5,15£0,23 mg/g (Abb. 40).
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Abb. 40: Gesamtherzgewicht von PPP3CB WT und KO Miusen nach chronischer Ang II-Stimulation
(Kontrolle: Nyrko= 10/12; Ang II: Nwrko = 15/14).

Unter Kontrollbedingungen wiesen PPP3CB WT Tiere mit 37,14 + 1,72 mg/g und KO Tiere mit
36,04 £ 1,45 mg/g keine Unterschiede in Bezug auf das Lebergewicht auf. Unter Einfluss von
Ang II hingegen reduzierte sich das Lebergewicht von PPP3CB WT (32,32 + 0,4 mg/g; p=0,01)
und PPP3CB KO Tieren (31,95 0,79 mg/g; p = 0,05; Abb. 41). Das Organgewicht von Lunge,
Milz und Nieren wies zwischen WT und KO Miusen keine Unterschiede basal oder nach

Ang II-Stimulation auf (Abb. 41-44).
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Abb. 41: Lebergewicht von PPP3CB WT und KO  Abb. 42: Lungengewicht von PPP3CB WT und
Miusen nach chronischer ~AngIl-Stimulation KO  Miusen nach  chronischer  Angll-
(Kontrolle: Nyrxo= 14/16; Ang II: Nypxo= 15/17; ~ Stimulation (Kontrolle: Nwrxo = 13/16; Ang II:
p1 =0,01; p, =0,02; p; = 0,05) Nwrko= 17/13)
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Abb. 43: Milzgewicht von PPP3CB WT und KO  Abb. 44: Nierengewicht von PPP3CB WT und |
Miusen nach chronischer Ang II-Stimulation KO Miusen nach chronischer AnglIl-

(Kontrolle: Nyrxo= 13/16; Ang IT: Nyrxo= 17/10)  Stimulation (Kontrolle: Nyrxo= 13/17;

Ang 1I: NWT/KO =17/1 2)
|

erfolgte die Implantation osmotischer Minipumpen, die Angiotensin II dosiert abgeben. Danach
wurde der systolische Blutdruck von WT und KO Tieren iiber vier Wochen aufgezeichnet. Die
Miuse der Kontrollgruppe von WT und KO erhielten keine Pumpen, jedoch aber die gleiche
Anisthesie wie die Angiotensin I[I-Gruppe. Unter Kontrollbedingungen #nderte sich der
Blutdruck der WT und KO Kontrolltiere wéahrend der Aufzeichnungsphase nicht.
Werden Minnchen und Weibchen getrennt analysiert, weisen diese Gruppen sowohl
geschlechtsspezifische als auch Genotyp spezifische Unterschiede im Rahmen der chronischen
Ang II-Behandlung auf (Abb. 45, 46).

Unter basalen Bedingungen wurde bei den weiblichen WT Mausen kein Unterschied in Bezug
auf den mittleren Blutdruck, im Vergleich zu maéannlichen Tieren, gemessen. Weibliche

Kontrolltiere besalen einen Blutdruck von 110,12 +3,13 mmHg, ménnliche Kontrolltiere

103,89 + 4,44 mmHg (Abb. 45, 46).

In méannlichen WT Méusen wurde unter Ang II-Gabe ein hoherer Blutdruck, im Vergleich zu
weiblichen WT Tieren, gemessen. Dabei stieg der Blutdruck von ménnlichen WT Tieren auf
einen Durchschnittswert von 141,63 £2,59 mmHg. WT Weibchen hingegen wiesen einen
Blutdruck von 123,6 £2,69 mmHg auf, der sich mit p<0,001 signifikant von ménnlichen
Mausen unterschied. Bei Betrachtung des Blutdruckverlaufes innerhalb von vier Wochen waren

ebenfalls Unterschiede in der Reaktion auf Ang II messbar.
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Abb. 45: Verlauf des systolischen Blutdrucks als Abb. 46: Verlauf des systolischen Blutdrucks als

Mittelwert pro Woche von ménnlichen PPP3CB WT  Mittelwert pro Woche von weiblichen PPP3CB
und KO Tieren bei chronischer Ang II-Stimulation WT und KO Tieren bei chronischer Ang II-

(N =6-8,n=10-35; * WT - KO AngII, p = 0,04; Stimulation (Nwr/xo = 6/9, n = 16-40;

# WT Kontrolle - WT Ang II, p;;< 0,001; *WT Kontrolle— WT AngII, p; = 0,03;
p4 =0,002; + KO Kontrolle - KO Ang I, p2=0,006; # KO Kontrolle - KO AngII,
P1-2< 0,001; p; = 0,008; ps = 0,002). p1 = 0,03; p, = 0,008; p; = 0,03).

Weibliche Miuse zeigten eine geringe Verdnderung des mittleren systolischen Blutdrucks bei
Angiotensin [I-Infusion (WT: 120,85 +4,63 mmHg, KO: 115,2 +5,07 mmHg) verglichen mit
mannlichen Tieren (WT: 138,57 +4,48 mmHg, KO: 141,97 +4,85 mmHg, Abb. 45,46). Bei
méannlichen PPP3CB WT Tieren stieg der systolische Blutdruck innerhalb einer Woche an und
blieb erhoht, wihrend der bei den PPP3CB KO Tieren nach initialem Blutdruckanstieg wieder

abnahm.

4.4.4. GefiBverdnderungen in Aorten von PPP3CB WT und KO Miusen nach chronischer
Angiotensin II-Applikation

Nach der Blutdruckmessung bei chronischer Ang II Applikation wurden die Aorten entnommen
und in Paraffin eingebettet (Abb.47). Histologische Schnitte wurden angefertigt und

hinsichtlich der Mediadicke und Lumenfliche quantifiziert.
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Abb. 47: Sirius Red Fiarbung von Paraffinschnitten von Aorten von ménnlichen und weiblichen PPP3CB
WT und KO Miusen nach chronischer Angiotensin II-Applikation (Kontrolle: Nytxo= 16;
Ang II: Nwrxo = 16/15).

4.4.5. Geschlechtsspezifische Gefdfverdnderungen von PPP3CB WT und KO Miusen nach

chronischer Angiotensin II-Applikation
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Abb. 48: Dicke der Aortenwand von ménnlichen
PPP3CB WT und KO Miusen nach chronischer
Ang IT Stimulation (Kontr.: Nywrxo = 16/16;
Ang II: Nwrko=16/15; p=0,02).

Abb. 49: Dicke der Aortenwand von weiblichen
PPP3CB WT und KO Miusen nach chronischer
Ang II-Stimulation (Kontr.: Nytxo= 16/16;
Ang II: Nyrxo = 16/15).

In Bezug auf die Abbildungen 48 bis 53 zeigten sich geschlechtsspezifische Unterschiede.
Wihrend bei den Aorten der minnlichen Méuse der Angiotensin [I-Effekt zu einer groferen
Wanddicke von 66,8 +4.,4 um fiihrte (p=0,02), lag der Wert der Weibchen bei 58,1 £2,5 um
und wies keine Signifikanz auf. Ménnliche Aorten von KO Méiusen mit Ang II Behandlung
besallen eine Mediadicke von 56,2 +2.9 um, welche sich von der Kontrolle mit 51,4 +0,9 um
nicht unterschied (Abb.48). Bei den weiblichen KO Aorten war keine Veridnderung der
Mediadicke zu beobachten (Abb. 49).
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Abb. 50: Verhiltnis von Media- zu Lumenfldche Abb. 51: Verhiltnis von Media- zu
von mannlichen PPP3CB WT und KO Lumenfldache von weiblichen PPP3CB WT
Tieren nach chronischer Ang II-Stimulation und KO Tieren nach chronischer Ang II-
(Kontr.: Nwrko=16/16; Stimulation (Kontr.: Nywrko= 16/16;
Ang 1I: NWT/KO =16/15) Ang II: NWT/KO =16/15, Pi2= 0,01)
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Abb. 52: Lumenfliche von midnnlichen PPP3CB Abb. 53: Lumenfliche von weiblichen PPP3CB
WT und KO Tieren nach chronischer Ang II - WT und KO Tieren nach chronischer Ang II-
Stimulation (Kontr.: Nyko=16; Stimulation (Kontr.: Nywxo= 16/16;
Ang II: Nwrxo=16/15; p; =0,01; p,=0,03). Ang II: Nywpko=16/15; p =0,03).

Wihrend die Media- zu Lumenfliche bei méannlichen Tieren aller Gruppen keine Veridnderung
aufwies, zeigte sich bei weiblichen Tieren eine Zunahme dieses Verhiltnisses in der WT
Gruppe unter Einfluss von Angiotensin II. Dabei stieg die Ratio auf 0,7+ 0,17 um?® die
Kontrolle lag bei 0,4 + 0,02 pmz (p = 0,01; Abb. 50, 51). Bei Betrachtung der Lumenfldche
verhielten sich Aorten von ménnlichen und weiblichen PPP3CB WT und KO Miusen
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verschieden. Aortenlumen aus der méinnlichen Kontrollgruppe besaflen eine Lumenfliche von
261,91 £22,32 mm’ die der AngiotensinII-Gruppe eine signifikant hohere Fliche von
400,17 £29,07 mm? (p1=0,01; Abb. 52). Unter Einfluss von Ang Il wiesen Aorten weiblicher
KO Miuse dagegen eine Vergroerung der Lumenfliche (307,35 + 19,14 mm®) auf (p=0,03;
Abb. 53).

Ein Teil der Aorten der Méuse aus der Langzeit-Blutdruckmessung wurde fiir mRNA-Analysen

mittels Bead Array verwendet.

4.4.6. Transkriptomanalyse von PPP3CB WT und KO Tieren mittels Illumina Bead array

Mit Hilfe dieses Arrays konnen Riickschliisse iiber die relative Intensitdt der Expression
bestimmter Genabschnitte gezogen werden. Es ermdglicht die Erstellung von
Expressionsprofilen von einer Vielzahl an unterschiedlich stark exprimierten Genen.
Um zu untersuchen, ob es Unterschiede in der RNA Expression zwischen PPP3CB WT und
PPP3CB KO Maiusen gibt, wurde mRNA aus den Aorten dieser Tiere, die aus dem
Blutdruckmessverfahren iiber vier Wochen stammten, eingesetzt. Zu Beginn wurden regulierte
Gene von WT und KO Miusen unter Kontrollbedingungen verglichen. Danach wurde die
Genexpression der WT Miuse unter Kontrollbedingungen mit der nach Ang II-Applikation
verglichen. AnschlieBend erfolgte die Analyse der Gene von KO Maiusen, die unter gleichen
Bedingungen mit denen der WT Tiere verglichen wurden. Diese Clusteranalyse dient der
Identifizierung von verdnderten Expressionsmustern der WT und KO Madiuse unter
Kontrollbedingungen und unter Einfluss von Ang II. Im Anschluss wurde fiir die Identifizierung
von Genen, die an Gefidl3verdnderungen beteiligt sind, ein Gene Ontology enrichment analysis
and visualization tool verwendet. Regulierte Genprodukte waren die, die einen Expressions-
faktor von > 1,5 oder < 0,67 besaflen und eine Effektstirke Cohen d von > 2 und <-2. Zwischen
ménnlichen PPP3CB WT und KO Tieren gab es unter Kontrollbedingungen wenig regulierte
Gene. Von diesen Genen waren in méannlichen Tieren 168 hoch und 36 Gene herunter reguliert.
Funktionelle GO-Term Enrichment Analysen mit g:Profiler ergaben eine Anreicherung

des GO-Terms Proteinbindung (Link: https://biit.cs.ut.ee/gprofiler/gost; Tab. 12).
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Tab. 12: Kategorisierung regulierte Gene ménnlicher WT und KO Miuse unter Kontrollbedingungen

korrigierter identifizierte Gene
p-Wert
ADRAZ2A, IFNGR?2, PRF1, COTL1, C8B, CLEC3B,
IL18BP, PECAM1, ZBP1, PLCG2, ADCY4, C4B,
STXBPSL, GOLGA2, SOX17, TCOF1, OASL2, NOS3,
AIF1, NR1D2, BRD2, ECEl, HEXA, CLDNS, WDR13,
FXYDS5, GATA2, LMO2, WIPF2, CD34, DTNB, CHKA,
NOTCH4, FBLN2, SRRM?2, KLLHLG6,

UBOX5, ICAM2, POLE3, CAMKK?2, TEF, RGS10, PKN3,
S100A10, ARPC1B, IGF2, DEDD2, ABCB9, ATP2A3,
GRASP, RFC5, DDIT3, RP9, CCNDI1, TIAM1, CAPG,
CDK10, GBA, SNX8, PTPRB, COMP, IFIT3, PREB,
ICAM1, CASP1, TCIRG1, ORAIl, DNAJC7, BICC1,
IGFBP4, PIK3R1, ZBTB2,LY6A, RALB, CCL11, STX4A,
ZFAND2B, C3, CAPNI1, TERF2IP, THY1, CCL9, HGS,
PLEKHGS, ELMO1, NDE1,RHOBTB2, TAP2, SMARCD2,
TMSB10, AUPI1, IRF1, BNIP3L, IFT20, BRMS1, MMP2,
CCDC85B,SNX21, COPA, ARPP19, SNX18, ANP32E,
JAK2, AKT3, UCK2, LMODI1, BMPR1A, RGS7, ANLN,
SERPINE2, SLC22A1, KCNABI1, PPP3CB, KLHL26

Kategorisierung nach molekularen Funktionen der mit gProfiler identifizierten regulierten Gene von

ménnlichen PPP3CB WT und KO Miusen unter Kontrollbedingungen. s: Tab13

Molekulare Funktion

Proteinbindung 0,0001

Bei weiblichen PPP3CB WT und KO Tieren hingegen wurden unter Kontrollbedingungen mehr
regulierte Gene identifiziert als bei ménnlichen Tieren. Dabei waren unter den angelegten
Kriterien und unter Kontrollbedingungen 77 hoch und 154 Gene herab reguliert. Diesen Genen
konnte mit G-Profiler kein vermehrt auftretender GO-Begriff zugeordnet werden.

Anschliefend wurden diese Tiere mit Angiotensin Il stimuliert. Im bead array ergaben sich
Genotyp spezifische Unterschiede in der Genexpression bei Stimulation mit Ang II. Es wurden
Gene analysiert, die bei WT Miusen Angiotensin-abhingig reguliert waren, bei KO Méiusen
aber keine Expressionsveridnderungen nach Angiotensin-Stimulation zeigten.

Fiir die Identifizierung von Genen, die Einfluss auf Gefdverinderungen nehmen konnen,
wurden diese Ergebnisse des bead array ebenfalls mit einem Gene Ontology enrichment
analysis analysiert (Tab. 13). Der exakte Enrichment p-Wert ist ein von G-Profiler berechneter
Wert nach der mHG-Methode fiir Enrichmentanalysen und bezieht sich auf die identifizierte
Genanreicherung. Die false-discovery-rate (FDR) ist das Verhiltnis der falsch negativ
identifizierten Gene zu allen negativ identifizierten Genen und stellt eine nicht exakte Korrektur
des p-Wertes nach Benjamini und Hochberg fiir multiple Testung dar.

In ménnlichen Tieren waren 101 Gene unter Einfluss von Angiotensin II vermehrt und 108
Gene vermindert exprimiert. Bei weiblichen Tieren hingegen wurden 114 hoch regulierte Gene
und 53 runter regulierte Gene identifiziert. Gene, die auch in PP3CB KO Maiusen unter Einfluss
von Angiotensin II reguliert waren, wurden nicht in die Analyse einbezogen. Ménnliche
PPP3CB WT Maiuse wiesen unter Einfluss von AngiotensinIl eine grofere Signifikanz

(p <0,001) des Enrichments auf als weibliche Tiere (p = 0,03/0,04; Tab. 13, 14).
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Tab. 13: Enrichment-Analyse von médnnlichen PPP3CB WT Miusen nach chronischer Ang II-Stimulation

Molekulare Funktion -
Miinnchen

korrigierter
p-Wert

identifizierte Gene

Proteinbindung

< 0,0001

SPHK1, SRA1, IFT20, TBL2, ESM1, AHNAK?2, TRIP12,
DNAIJC2, SRI, VCAMI, NDFIP2, S100A10, PHACTRI,
SLC31A1, TUBB2B, CYB5R3, RGS7, HSPB1, SPAST,
DAP, CSNKI1E, HBEGF, DDX1, TPM4, BOP1, GSTPI,
PPIC, NLGN2, NFKBIZ, SLK, PFKM, PJA1l, ANKRDI,
SLC39A13, UHRF1BPIL, TNC,HSPE1, COMP, ITGAS,
IL16, TIAMI1, GABI1, PRDX4, GJAl, KCNABI1, UTP6,
NEDD9, PBRMI1, UBL7, BMPRIA, SPARCLI,
COL18A1, COPS2, FHL2, RAIl4, COL1AI, ANGPT2,
CD248, NDST1, CAMK2NI1, STK38L, GORASP2,
VLDLR, SH3PXD2B, ATF4, CBR2, HSPA2, STYX,
ITIH4, ABCC9, UNCSC, CD47, NUBP1, RCSDI,
RBPMS, OGN, NABI, GAPVDI1, SEMAS5A, FBNI,
RDHS, RAB14, TERF2, SERBP1, TMEMY98, KANKI,
CIQTNF2, MYH10, PFDNS5, SETD1B, RRAS2, ANKLE?2,
TGFBR3, IFT81, GAMT, DUSP16, DAPK2, LIMAI,
COL4Al, GPD1, BICD2, PCCA, CCL27, PTPRD,
NTRK3, PHPT1, MAT2A, GSTTI, GSTMI1, STS5,
PPPIR3C, CYHRI, IGFBP5, ANP32A

Extrazelluldrmatrix
Strukturbestandteil

< 0,0001

TNC, COMP, COL18A1, COL1Al, DPT, OGN, FBNI1,
COL4A2, COL4ALl

Kategorisierung der mit der funktionellen Enrichment-Analyse identifizierten regulierten Gene von
ménnlichen PPP3CB WT Maiusen nach chronischer Ang II-Stimulation, die bei KO Tieren in ihrer
Expression nicht verdndert waren (Nge,e =209, alle Gene: p < 0,001; FDR < 0,001).

Tab. 14: Enrichment-Analyse von weiblichen PPP3CB WT Miusen nach chronischer Ang II-Stimulation

Molekulare Funktion - | korrigierter . o
Weibchen p-Wert identifizierte Gene
Proteinbindung 0,029 COL4A2, COL18A1, COL1A1, COL6A1
DOLK,ULK2, NME1, LMTK2, STK38L, UBOXS5, DGKZ,
Kinaseaktivitit 0,04 CDK10, NAGK, CAMKK?2, CHKA, BMPRI1A, CDKNIA,
PAK4, ACVR2B, AK3
PTPRA, EIF2A, SPCS1, BOP1, NMEI, ITGAS, BCAP31,
. . ARPCI1B, ITGB4, MYOIC, COL6A1, ABCF1, GNAOI,
Protein-Komplexbindung 0,04

SMG6, AEBPI, CDKNIA, DBNL, UHRFIBPIL,
ACVR2B, MYOI18A

Kategorisierung der mit der funktionellen Enrichment-Analyse identifizierten regulierten Gene von
weiblichen PPP3CB WT Maiusen nach chronischer Ang II-Stimulation, die bei KO Tieren in ihrer
Expression nicht verdndert waren (Nge,e = 167, p = 0,029/0,04; FDR < 0,001).
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Zu den identifizierten Genen, die bei mannlichen und weiblichen PPP3B WT Maiusen unter
Einfluss von Ang II reguliert waren, nicht jedoch bei KO Tieren, gehorte Collal, Col4a2 und
Col18al. Nur in médnnlichen PPP3CB WT Tieren fiihrte Angiotensin II zu einer Regulation von
Col4al, das eine wichtige Rolle bei der Funktionalitiit der Aorta, Angiogenese, Zellmigration
und Zellproliferation spielt.

Weibliche PPP3CB WT Miuse wiesen unter Einfluss von Angll eine Hochregulation von
Col6al auf. Col6al ist in der Extrazellularmatrix lokalisiert und dient der Aufrechterhaltung der

strukturellen Integritdt von Zellen und Geweben.

5. Diskussion

Uber die pathologische Wirkung des Calcineurin/NFaT-Signalweges ist bekannt, dass dessen
Inhibierung eine Reduktion hypertropher Antwortsignale bewirken oder eine Hypertrophie-
entwicklung in transgenen Madiusen verzogern kann [26]. Vasoaktive Substanzen, wie
Angiotensin II, sind an der Entstehung reno-kardiovaskularer Erkrankungen beteiligt [133-135].
Diese fithren beispielsweise zu Endothelschiddigung, Fibrosierung und Entziindungsprozessen
[26, 52, 124-134]. Cyclosporin beispielsweise kann Organschiden an Herz und Nieren
verhindern [5, 7]. In dieser Arbeit sollte der Effekt von Calcineurin insbesondere von PPP3CB
in der Aorta unter basalen Bedingungen und unter Einfluss von Angiotensin II untersucht
werden.

Im aktivierten Zustand ist die Phosphatase Calcineurin in der Lage verschiedene Hypertrophie-
relevante Transkriptionsfaktoren, wie CREB und NFaTs, zu dephosphorylieren [136, 137].
Molkentin et al. konnte ebenfalls eine Calcineurinabhiingigkeit in Bezug auf Herzhypertrophie
bestdtigen [138, 139]. Weitere Studien zeigten, dass Calcineurin sowohl pathophysiologische
hypertrophe Antwortsignale als auch Remodelingprozesse im Herz vermitteln kann [138].
Taigen und Haq et. al. bewiesen eine signifikante Stimulus induzierte Erhéhung des mRNA-
und Proteinniveaus von PPP3CB im Herz, was auf eine Isoform-spezifische Regulation einer
hypertrophen Antwort schlieen lie [139, 140]. Auch in neonatalen Rattenkardiomyozyten
konnte eine erhohte PPP3CB mRNA- und Proteinexpression durch hypertrophe Stimulation mit
Angiotensin II nachgewiesen werden [139]. Wilkins et al. untersuchte Calcineurin als Regulator
von Hypertrophie in Kardiomyozyten. Auch weitere Literatur beschreibt die Hemmung der
Herzhypertrophie durch den Einsatz von Calcineurin Inhibitoren wie zum Beispiel Cyclosporin
A oder FK506 [26]. Durch Charakterisierung von PPP3CB KO Maiusen ist es moglich, die
pathophysiologische Rolle von Calcineurin speziell der Untereinheit PPP3CB zu beurteilen.

In dieser Arbeit konnte durch Einsatz von Méusen mit Knockout von PPP3CB der Einfluss auf

pathophysiologische Gefallveranderungen nach Angiotensin II-Gabe gezeigt werden.
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Dies wurde zum Beispiel durch Blutdruckmessungen und der Quantifizierung der Aortenring-

Parameter unter Einfluss von Angiotensin Il nachgewiesen.

5.1. Vergleich der PPP3CB KO Miuse mit WT unter basalen Bedingungen

Zum Ausschluss einer moglichen Verdnderung des Volumenhaushaltes wurde die Fliissigkeits-
aufnahme von PPP3CB WT und KO Tieren analysiert. Die Fliissigkeitsaufnahme spielt eine
wichtige Rolle in der Regulation der Nierenfunktion. Die Nieren konnen iiber den Salz- und
Wasserhaushalt den Blutdruck beeinflussen. Das RAAS  System besitzt jedoch
Effektormolekiille wie AngiotensinlIl, welches bei nicht adiquater Aktivierung patho-
physiologische Effekte vermitteln kann und somit das renokardiovaskuldre System betreffen.
Dort fithren sie zu sekundaren Endorganschadigungen von Nieren und Herz [141-143]. WT und
KO Tiere zeigten keine Unterschiede in der Fliissigkeitsaufnahme, sodass kein Anhaltspunkt fiir
einen unterschiedlichen Volumenhaushalt vorlag.

Fiir die Untersuchung der Deletion von PPP3CB wurden sechs Monate alte KO Maiuse mit
gleichaltrigen WT Tieren verglichen und basal charakterisiert. Bueno et al. konnte ménnliche
PPP3CB KO Maiuse bereits hinsichtlich ihres basalen Phinotyps charakterisieren. Die Tiere
waren acht Wochen alt und wiesen eine 10 % ige Reduktion des Korpergewichtes auf [4]. Der
Befund eines signifikant reduzierten Korpergewichtes konnte mit 4,68 % Gewichtsdifferenz zu
WT Tieren in médnnlichen PPP3CB KO Tieren nicht bestitigt werden. Ein Grund dafiir konnte
das Alter der in dieser Arbeit eingesetzten Méuse sein. Laut Literatur ist bekannt, dass sich nach
dem Absetzen der Jungtiere die Milchleistung der Mutter auf das Wachstum der Nachkommen
auswirkt [193]. Brumby et al. konnten einen maternalen Einfluss auf die Nachkommen bis zum
dritten Lebensmonat nachweisen [125]. Moglicherweise ist eine Reduktion des Korper-
gewichtes von PPP3CB KO Miusen nur bis zum dritten Lebensmonat nachweisbar.

Im Rahmen der Organentnahme von WT und KO Méiusen wurde auch die Aorta als groftes
Gefidll entnommen, eingebettet und histologisch untersucht. Fiir das Verhiltnis von Media- zu
Lumenfliche ist bekannt, dass sich dieser Quotient bei Bluthochdruck in Arteriolen und kleinen
GefiBlen erhohen kann [144,145]. PPP3CB KO Maiuse unterschieden sich unter basalen
Bedingungen, in Bezug auf das Verhiltnis von Media- zur Lumenfldche, nicht. Aus diesem
Grund scheint die Deletion von PPP3CB keinen Einfluss auf den Wandaufbau der Aorta unter
Basalbedingungen zu haben.

Ein Teil der entnommenen Organe wurde fiir mRNA Analysen verwendet und die Expression
der Untereinheiten PPP3CA und PPP3CB quantifiziert. Diese Messung zeigte, dass es unter
basalen Bedingungen keine Unterschiede in der mRNA Expression der Organe Gehirn, Herz,
Leber, Niere und Aorta von WT und KO Tieren in Bezug auf PPP3CA, gab. Damit konnte
ausgeschlossen werden, dass gefdBspezifische Effekte in PPP3CB KO Tieren durch PPP3CA

zustande kamen.
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In den Organen der PPP3CB KO Miuse konnte die mRNA von PPP3CB mittels qPCR nicht
nachgewiesen werden, dies bestiitigt den vollstindigen Knockout. Somit kdnnen Effekte von
PPP3CB nicht nur lokal sondern auch fiir den Gesamtorganismus beschrieben werden,
besonders in den GefidBen. In diesen, speziell der murinen Aorta, war keine PPP3CB mRNA
Expression nachweisbar, wihrend PPP3CA in Aorten von KO Mdiusen eine gleichmiBige
Expression, verglichen mit WT, aufweist. Damit konnte der ubiquitire Knockout auch im
GefidBisystem bestitigt werden.

Ein weiterer Teil der Aorta wurde fiir die Untersuchung von Entziindungs- und Fibrosemarkern
mittels qPCR verwendet. Untersuchte Fibrosemarker wie Collal, Col3al, Col4al und Fn-1
waren unter basalen Bedingungen nicht reguliert. Entziindungsparameter wie MCP-1, CCL-5
oder SPP-1, zeigten ebenfalls keine unterschiedliche mRNA Expression. Jedoch war der
Entziindungsmarker PAI-1 2,94-fach in der mRNA aus Aorten von PPP3CB KO Miusen, im
Vergleich zu WT Tieren, reduziert. Fiir PAI-1 ist bekannt, dass eine erhohte Expression haufig
mit Insulinresistenz und Bluthochdruck assoziiert ist [146]. Dabei handelt es sich um einen
Serine/Cysteine Peptidase Inhibitor, Member 1, welcher an der Hemmung der Fibrinolyse
beteiligt ist und intravaskuldre Thrombenbildung fordert. Dabei wird Plasminogen in Plasmin
umgewandelt. Plasmin wiederum dient dem Abbau von Fibrinpolymeren. Wird dieser Abbau
verhindert konnen Thromben nicht mehr aufgeldst werden. Der Abbau zu Fibrinogen spielt eine
wichtige Rolle beispielsweise bei GefidBverletzungen [147, 148]. PAI-1 fordert den Verbleib
von Blutgerinnseln und bewirkt eine Gefaverstopfung. Eine erhohte Expression von PAI-1
konnte auf eine erhohte Neigung zur Thrombenbildung in Gefden von PPP3CB KO Miusen
hinweisen.

Es ist bekannt, dass Calcineurin pathophysiologische Wirkungen iiber die Regulation von
Transkriptionsfaktoren wie CREB vermittelt [51, 149-151]. Aufgrund seiner Phosphatase-
aktivitdt ist Calcineurin in der Lage dessen Phosphorylierungsstatus zu verdndern [136]. Es
waren keine Unterschiede in der Expression von CREB oder der Phopsphorylierung von CREB
in Aorten von PPP3CB WT und KO Maiusen nachweisbar. Moglicherweise sind die
Unterschiede fiir den Nachweis mittels SDS-Page nicht stark genug ausgeprigt, da pCREB das
schwicher exprimierte Protein, im Vergleich zu CREB, ist. Aufgrund der fehlenden bzw.
verminderten Phosphataseaktivitit in KO Tieren wire eine hohere Phosphorylierung von CREB
in diesen Aorten denkbar gewesen, wobei allerdings die noch vorhandene PPP3CA-Aktivitit
beriicksichtigt werden muss.

Wie in verschiedenen Studien gezeigt werden konnte, stellt PPP3CB eine wichtige Verkniipfung
zu hypertrophen Antwortsignalen im Herzen dar, was experimentell durch Blutdruck-
untersuchungen an diesen Tieren unter Isoproterenol-Behandlung gezeigt werden konnte [84].
Um zu untersuchen, ob PPP3CB KO Miuse in Bezug auf basale Blutdruckparameter

Unterschiede aufweisen, wurde mittels Millar Katheter der Blutdruck intravasal gemessen.
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Einer dieser Parameter ist der systolische Blutdruck, welcher dem maximalen Druck wihrend
der Auswurfphase der linken Herzkammer entspricht [227]. Dieser unterschied sich zwischen
PPP3CB WT und KO Tieren nicht, sodass davon ausgegangen werden kann, dass PPP3CB KO
Miuse keine basal verschiedene Druckbelastung auf das periphere GefidBsystem in der
Auswurfphase besitzen. Ein weiterer Parameter ist der diastolische Blutdruck als Maf fiir den
totalen peripheren Widerstand der Gefdfle. Da auch hier keine Unterschiede zwischen WT und
KO Tieren messbar waren, wurde deutlich, dass PPP3CB basal zu keinen unterschiedlichen

Blutdriicken fiihrte.

5.2. Vergleich von aVSMCs aus PPP3CB KO Méausen mit WT unter basalen Bedingungen

Um die Deletion von PPP3CB auch auf zelluldrer Ebene zu charakterisieren, wurden VSMCs
aus der murinen Aorta isoliert und kultiviert. Fiir die Sicherstellung, dass auch VSMCs und
nicht Fibroblasten, die Bestandteil der Bindegewebsschicht sind, fiir Versuche eingesetzt
wurden, erfolgte zu Beginn eine Immunfluoreszenzfirbung. Diese dient der Detektion von
VSMC-spezifischen aSM-Aktin, welches vorrangig in glatten GefdBmuskelzellen als
Bestandteil des Zytoskeletts vorhanden ist [152, 153]. Das a-SMA besitzt eine mechanische
Stiitzfunktion und beeinflusst Zellform und -bewegung [154].Es ist bekannt, dass unter
anderem NFaT3, welches durch Calcineurin reguliert werden kann, zu einer Erhohung der a-
SMA Expression fiihrt [155, 156]. Daher war es notwendig zu untersuchen, ob basal der gleiche
Phinotyp vorliegt. Nach spezifischer Firbung mit Antikérpern war keine unterschiedlich starke
Auspriagung von o-SMA erkennbar. Unterschiede im Phénotyp von aVSMCs konnten nicht
festgestellt werden.

Fir die Bestitigung des globalen Knockouts wurde die Deletion PPP3CB durch
Proteinnachweise in isolierten VSMCs bekriftigt. Dabei war PPP3CB in KO VSMCs nicht
nachweisbar, was die Ergebnisse der gPCR untermauert.

Es konnte bereits gezeigt werden, dass PPP3CB nach Translokation in den Zellkern dort
Transkriptionsfaktoren, wie CREB, inaktivieren kann [136, 149, 150]. Dabei war eine leichte
Tendenz der KO Lysate zu einer erhohten pCREB Expression quantifizierbar. KO Tiere
besitzen mit globalem Knockout eine geringere Phosphataseaktivitiat im Herz als WT Tiere [4].
Dadurch ist ein geringerer Dephosphorylierungsgrad von CREB denkbar, was eine erhohte
pCREB Expression zur Folge hitte. Die noch aktive PPP3CA scheint hier die
Dephosphorylierung anzutreiben, was die geringe Phoyphorylierungsinderung erkldren konnte.
In der Literatur wurde bereits eine Reduktion der NFaT-Expression in Thymozyten aus
PPP3CB KO Miusen beschrieben [8, 81]. Bueno et al. wiesen eine reduzierte Phosphorylierung
von NFaTl und NFaT4 in nicht stimulierten Thymozyten von PPP3CB KO Miusen mittels
Western Blot nach [81]. In dieser Arbeit zeigte sich eine signifikante Herabregulation der

NFaT4 Proteinexpression in VSMCs aus PPP3CB KO Miusen, im Vergleich zu WT VSMCs.
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Damit konnte gezeigt werden, dass sich die ubiqitire Deletion von PPP3CB auf den
Phopsphorylierungsgrad von NFaT4 nicht nur in Tymozyten, sonderen auch in GefiaBzelltypen,
wie VSMCs, auswirkt.

5.3. Vergleich von aVSMCs aus PPP3CB KO Miusen mit WT bei Stimulation mit Vehikel und

Wasserstoffperoxid

Als MaB} fiir den geordnet programmierten enzymatischen Zelltod (Apoptose) wurde die
Caspase-Aktivitdt untersucht. Es wurde eine erhohte Caspase-Aktivitdt inVSMCs aus PPP3CB
KO Tieren bei Stimulation mit 250 uM H,0, gemessen. Bei Steigerung der H,O, (500 uM)
Konzentration unterschieden sich WT und KO in ihrer Caspase-Aktivitit nicht.

Ein weiterer wichtiger Parameter im Rahmen der Charakterisierung von KO VMSCs ist die
LDH, die als Nekrosemarker ein Indikator fiir die Funktionalitit der Zellmembran bzw. Zell-
schiadigung ist. LDH befindet sich unter physiologischen Bedingungen im Zytoplasma. Wird die
Membran geschidigt, wird diese pords und LDH wird in das Medium freigesetzt. Verglichen
mit WT VSMCs zeigten KO VSMCs, unter Vehikelbedingungen und bei Inkubation mit
250 uM und 500 uM H,0, eine leicht verminderte LDH-Freisetzung im Vergleich zur totalen
LDH-Konzentration. PPP3CB KO Zellen sind somit marginal weniger nekrotisch und rufen
damit weniger Entziindungsreaktionen durch Freisetzung von Zellbestandteilen hervor, da sie
eher apoptotisch werden und ohne Vermittlung von Entziindungsmediatoren kontrolliert in den
Zelltod iibergehen. Fiir die Untersuchung, ob der KO von PPP3CB sich auf eine Regulation der
Abwehr gegen reaktive Suaerstoffspezies auswirkt, wurde die GOPD gemessen.

G6PD ist das erste und limitierende Enzym im Pentose-Phosphat-Zyklus und stellt die
intrazelluldre Quelle von Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH) dar. NADPH wirkt
als Reduktionsdquivalent von ROS zur Aufrechterhaltung ausreichender Mengen an
reduziertem GSH. Dieses nimmt eine zentrale Rolle in der Aufrechterhaltung des
Redoxgleichgewichtes und der damit verbundenen Abwehr gegen reaktive Sauerstoffspezies in
Zellen ein [157]. Es ist bekannt, dass Forskolin beispielsweise einen Einfluss auf die Aktivitat
der G6PD hat. Im Rattenversuch konnten in Zellen des Gehirns der Tiere nachgewiesen werden,
dass Forskolin das Membran gebundene Protein Adenylatcyclase aktiviert [158].

Die Aktivierung dieses Proteins fiihrt iiber den Transkriptionsvermittler cAMP zu einer
Steigerung der pCREB Expression [158, 159]. Dieses ist in der Lage an Cyclase responsive
Elemente zu binden, die unter anderem in der G6PD-Promotorregion vorkommen und fiihrt so
zu einer verstirkten Expression der G6PD [160].Ein weiterer moglicher Aktivierungs-
mechanismus, der zu einer verstirkten G6PD Expression fiihrt, beruht auf der Fahigkeit von
Forskolin intrazelluldres Kalzium freizusetzen. Kalzium fiihrt iiber Freisetzung verschiedener
Signalmolekiile zu einer erhohten CREB Phosphorylierung und G6PD Aktivierung [161].

Zellkulturversuche mit humanen Nierenzellen konnten ebenfalls eine Steigerung der G6PD
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nachweisen. Vorversuche zeigten, dass inaktive Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase (G6PD) zu
einer Erh6hung von ROS fiihrt und zu einer reduzierten Menge an GSH, wihrend Zellen mit
Uberexpression an G6PD resistent gegen ein Redoxungleichgewicht waren [157, 162, 163]. In
diesen Versuchen fiihrte Aldosteron zu einer Reduktion der G6PD Aktivitit [52]. Grossmann et
al. konnten durch Stimulation mit Forskolin, welches CREB aktiviert, eine Erh6hung der G6PD
Aktivitdt zeigen [53]. Um zu untersuchen wie VSMCs in Bezug auf G6PD Aktivitit
stimulationsabhingig reagieren, wurden Forskolin und Aldosteron eingesetzt. Eine im Vergleich
zur Vehikelinkubation erhohte G6PD-Enzymaktivitit konnte nur bei Stimulation von PPP3CB
WT VSMCs mit Forskolin bestitigt werden. In VSMCs aus KO Maiusen zeigte keine der
eingesetzten Stimulanzien eine Wirkung. Die G6PD-Aktivitdt unterschied sich zwischen KO
und WT VSMCs, unter Einfluss von Aldosteron oder bei Inkubation mit Forskolin und

Aldosteron, nicht.

5.4. Vergleich der PPP3CB KO Miuse mit WT bei Stimulation mit Angiotensin II

Die PP3CB KO Miuse dienten der Untersuchung des Einflusses von PPP3CB auf strukturelle
und funktionelle GefdBverdnderungen, einschlieBlich der zugrunde liegenden molekularen
Mechanismen.

Um zu untersuchen, welchen Einfluss Stimulanzien, zum Beispiel vasoaktive Substanzen wie
Angiotensin II auf die Blutdruckregulation von PPP3CB KO Maiusen haben, wurde PPP3CB
WT und KO Tieren akut Angiotensin II infundiert. Fiir die reine Ang II-Wirkung wurden die
Ergebnisse der Vehikelinfundierung vom Wert der Angiotensin II-Applikation abgezogen. Vor
Ang II-Infundierung wurde eine mogliche Reaktion auf Volumenapplikation mittels Vehikel-
Applikation (Ringer-Laktat) untersucht.

Unter Vehikelbedingungen wurden keine Blutdruckunterschiede zwischen PPP3CB WT und
KO Tieren gemessen. Beide Versuchsgruppen reagierten vergleichbar auf eine
Volumenverdnderung in Bezug auf die Herzfrequenz, den systolischen Blutdruck und die
Fliache unter der Blutdruckverlaufskurve. Diese Applikation ldsst unter anderem Riickschliisse
auf den Gefédltonus und die Elastizitdt der Gefdle zu. Werden diese Parameter erhoht oder
vermindert dndert sich die Eigenschaft von VSMCs und der Aorta Widerstdnden entgegen zu
wirken. Im Verlauf der Messung des systolischen Blutdruckes, unter Einfluss von
Angiotensin II, zeigte sich jedoch ein signifikant geringerer Blutdruckanstieg der PPP3CB KO
Maiuse. Dabei besalen PPP3CB KO Miuse eine kleinere Flidche unter der Blutdruckverlaufs-
kurve als WT Tiere unter Einfluss von Angll. Angll scheint in PPP3CB KO Miusen
hinsichtlich der Zunahme des systolischen Blutdrucks eine geringere Wirkung zu haben.

Um zu analysieren, welche Auswirkungen eine Langzeitapplikation von Angiotensin II auf das

GefidBsystem in KO Miusen hat, wurden osmotische Minipumpen mit Angiotensin II-Losung
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implantiert. Der Blutdruck, das Trinkvolumen und das Korpergewicht der Miduse wurden im
Rahmen der nicht invasiven Messung iiber 28 Tage aufgezeichnet. Fiir Ang II ist bekannt, dass
es zu einer vermehrten Riickresorption von Wasser und zu einer erhohten Wasseraufnahme
fiihren kann. Ang II fiihrte bei dieser Untersuchung zu einer tendenziell erhohten Fliissigkeits-

aufnahme, die nach Normierung auf die Tibialdnge der Tiere signifikant wurde.

Fiir Ang II ist ebenfalls bekannt, dass es zu einem Anstieg des systolischen Blutdruckes fiihrt
[164]. Dies zeigte sich in meinen Experimenten bei den minnlichen Mdusen ab der ersten
Messwoche. In Woche eins war der Blutdruckanstieg zwischen PPP3CB WT und KO Miusen
zunéchst identisch. Wihrend der systolische Blutdruck von WT Mausen kontinuierlich hoch
blieb, fiel der Blutdruck von KO Mausen innerhalb der folgenden drei Messwochen wieder ab.
Zum Ende der systolischen Blutdruckmessung gab es bei den KO Maiusen keine Unterschiede
zwischen Angiotensin behandelten Mausen und ihrer Kontrollgruppe. Sinnvoll wire, diese
Versuchsreihe iiber einen ldngeren Zeitraum als vier Wochen zu fithren um festzustellen,
inwieweit der Blutdruck von Ang-behandelten KO Tieren stabil bleibt.

In weiblichen Tieren fiihrte Angiotensin II zu einem leichten Blutdruckanstieg im Vergleich zu
méinnlichen Tieren. Der Knockout von PPP3CB hatte in der weiblichen Versuchsgruppe keinen
Einfluss auf die Wirkung von AngIl. Dass weibliche Mause einen geringeren Blutdruck und
eine geringere Blutdruckantwort besitzen und somit weniger responsiv gegeniiber vasoaktiven
Substanzen (Ang II) sind, wurde in der Literatur bereits hdufig beschrieben [166-172].

Eine inadiquate RAAS Aktivierung fiihrt mittels Effektormolekiil Angiotensin Il zu kardialen
und vaskuldren Remodelingprozessen, verbunden mit Fibrosierung, Entziindung, Proliferation,
Hypertrophie und Blutdruckhochregulation [173-175]. Bisher wurde indirekt durch Calcineurin
Inhibitoren gezeigt, dass diese Angiotensin Il induziertes Remodeling in Herz und Niere
vermindern konnen [138,176]. Mit der in dieser Arbeit verwendeten Tail-cuff Messungen
konnte erstmalig der direkte Zusammenhang zwischen PPP3CB und der Blutdruckregulation
gezeigt werden.

Nach Ende der chronischen Ang II-Applikation wurden die Organe der Tiere entnommen und
gewogen. Bueno et al. wiesen in sechs Wochen alten PPP3CB KO Miusen ein um 12 %
reduziertes Gesamtherzgewicht nach [4]. Unter Kontrollbedingungen konnten mit 7,9 % keine
Unterschiede in Bezug auf das Gesamtherzgewicht von PPP3CB KO und WT Tieren gemessen
werden. Bei Stimulation von PPP3CB KO und WT Tieren wurde in der Literatur eine Zunahme
des Gesamtherzgewichtes beschrieben, jedoch unter Einfluss einer hoheren Angll
Konzentration [4]. In der vorgelegten Arbeit fithrte AnglIl bei chronischer Applikation in
PPP3CB WT und KO Tieren zu keiner signifikanten Erhohung des Gesamtherzgewichtes.
Tendenzen, der mit Angiotensin Il behandelten WT Tiere zu einem erhohten Gesamtherz-

gewicht, waren vorhanden und koénnten durch Konzentrationserhohung von Ang II signifikant
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werden oder auch durch Normierung auf die Tibialdnge. In der Leber jedoch fiihrte eine Ang II-
Applikation in PPP3CB WT und KO Tieren zu einem reduzierten Lebergewicht. In der Literatur
sind keine Angaben iiber einen direkten Zusammenhang von Angiotensin II und einem
reduziertem Lebergewicht vorhanden. Yayama et al. konnten jedoch nachweisen, dass
endogenes Angiotensin Il die Leberregeneration, nach partieller Hepatektomie, iiber den
Angiotensin 1a-Rezeptor inhibiert [165]. In diesem Versuch wiesen WT Mduse eine signifikant
geringere Regeneration des Lebergewichtes, im Vergleich zu Vehikel behandelten Tieren, auf
[165]. Eine Verletzung der Leber, der fiir diese Arbeit eingesetzten Miuse, war jedoch nicht
gegeben. Jedoch kann das Lebergewicht auf die Tibialdnge, fiir eine gewichtunabhingige
Korrelation, bezogen werden.

In der vorgelegten Arbeit sollte der direkte Zusammenhang von Calcineurin bzw. des
Knockouts auf das GefidB3system untersucht werden. Dazu wurden Paraffinschnitte der murinen
Aorta von PPP3CB WT und KO Miusen angefertigt und verschiedene Parameter gemessen.
Bei diesen Parametern handelt es sich um die Wanddicke und die Fliche der Media. In
minnlichen PPP3CB WT Tieren vergroflerte sich unter Einfluss von Angiotensin II die
Wanddicke der Media und die Lumenfliche. Die groen Schwankungen der Messwerte der
Wanddicke der Media konnen durch das Schneiden der eingebetteten Aorten und dem damit
verbundenenen Zusammenschieben der Préiparate bedingt sein. Insgesamt wiesen nur ménnliche
PPP3CB WT Miuse eine Mediaverdickung auf, die den KO Miusen fehlte. Dieser Befund
lieferte weitere Anhaltspunkte fiir eine Protektion ménnlicher KO Tiere durch den Knockout
von PPP3CB. Verglichen mit méannlichen WT Tieren besallen weibliche PPP3CB KO Tiere
eine signifikant groBere Lumenfliche unter Einfluss von AngIl. Dieser Unterschied entstand
durch Verkleinerung der Lumenfliche von Aorten der WT Gruppe unter Ang II-Bedingungen,
da PPP3CB KO Miuse keine Verdnderungen nach Stimulation, im Vergleich zur Kontrolle,
aufwiesen.

Erstmalig konnte eine direkte Beziehung zwischen dem Knockout von PPP3CB in ménnlichen
Maiusen und dem GeféaBsystem bzw. Remodelingprozessen hergestellt werden.

Aufgrund der unterschiedlichen Reaktion auf AngiotensinII von weiblichen und ménnlichen
Mausen, wurden beide Gruppen in den folgenden Analysen ebenfalls separat untersucht. Wie
bereits in der Literatur beschrieben [177-183], wiesen auch in der vorgelegten Arbeit weibliche
Mause eine geringere Reaktion auf Angiotensin Il auf. Wahrscheinlich wird dieser protektive
geschlechtsspezifische Effekt durch das Hormon Ostrogen hervorgerufen, welches mit RAAS
als enzymatisch-hormonelles System interagiert [184-187].

Fiir die weitere Charakterisierung von PPP3CB KO Miusen wurde die aus den Aorten isolierte
RNA mittels Illumina bead array auf mogliche Ziel-mRNAs validiert. Durch die Analyse der
bead array-Daten mit g:Profiler konnte gezeigt werden, dass es zwischen WT und KO Tieren

unter Kontrollbedingungen nur wenig regulierte Gene gibt. Dies stimmt gut mit dem
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unauffiligen basalen Phinotyp der KO Tiere iiberein. In WT Tieren konnten nach Stimulation
Ang II-abhédngige regulierte Gene, hinsichtlich ihrer molekularen Funktionen, identifiziert
werden. Dabei waren in Bezug auf den GO-Term Proteinbindung in PPP3CB WT Tieren mehr
regulierte Gene identifiziert worden als bei weiblichen Méusen. Bei weiblichen Tieren wurden
insgesamt vier Gene der Proteinbindung zugeordnet, was zu den histologischen und den
Blutdruckbefunden passt. Auch dort wiesen weibliche WT Tiere eine geringere Reaktion auf
Ang II auf.

Die Ergebnisse der Analyse des Illumina bead array mit g:Profiler zeigten, dass vaskuldre
Genverdnderungen in PPP3CB WT Tieren, nicht aber in KO Tieren, nach chronischer Ang II-
Applikation auftreten. Diese Verdnderungen beziehen sich auf Gene, die dem GO-Term
Proteinbindung zugeordnet werden konnten. Méannliche und weibliche PPP3CB Méusen wiesen
nach Ang II Simulation eine Regulation von Collal und Col4alauf. Bei beiden Geschlechtern
der WT Gruppe konnte ebenfalls eine Hochregulation von Coll8al nach Ang Il Behandlung
nachgewiesen werden. Es konnte auch experimentell nachgewiesen werden, dass Col18al eine
wichtige Rolle in der kapillaren Permeabilitidt in Muskeln spielt [188, 189]. Eine verstirkte
Ablagerung von Kollagenen, wie Col4al, fiihrt zu einer verminderten arteriellen Elastizitidt und
damit zu einer verminderten Funktionalitit der Aorta [190]. Fiir Collal hingegen ist bekannt,
dass dessen abnormale Ablagerung, beispielsweise in GefiBwidnden, zum Verlust der
Funktionalitdt dieser fiihrt [191]. Kollagenl ist ebenfalls in der Lage die Zellmigration von
VSMCs und damit vaskuldres Remodeling zu beeinflussen [191]. Die Migration von VSMCs
geschieht in Richtung GefidBlumen oder vom Lumen weg und fiihrt zu einer Verkleinerung oder
VergroBerung des Lumendurchmessers. Die Identifizierung von Collal im bead array sowie die
Zunahme von Lumenflache und Wanddicke der Aorta in midnnlichen PPP3CB WT Tieren, im
Vergleich zu PPP3CB KO Tieren, belegt Ang II induziertes vaskuldres Remodeling. In der
Literatur konnte anhand eines Rattenmodells mit Lungenfibrose eine AnglIl indizierte
Kollagenbildung nachgewiesen werden [191]. Im Vergleich zu weiblichen Mausen waren in
mannlichen PPP3CB WT Tieren zusitzlich, nach Ang II Applikation, die Entziindungsmarker
CCL-9 und PAI-1 dem GO-Term Proteinbindung zugeordnet worden. Die unter Einfluss von
Angiotensin II verstiarkt exprimierten Gene von PPP3CB WT Maiusen waren in PPP3CB KO
Tieren nicht reguliert, was mit den FErgebnissen der Aortenhistologie und den

Blutdruckbefunden iibereinstimmt.

6. Zusammenfassung

Es gibt Hinweise fiir eine entziindungsforderende Wirkung von Calcineurin an glatten
GefidBBmuskelzellen sowie fiir eine Hypertrophie- und Zelltod fordernder Wirkung an
Kardiomyozyten bei Druckbelastung oder verringerter Durchblutung. Beides deutet auf eine

Vermittlung der pathophysiologischen Wirkung von Angiotensin II am renokardiovaskuldren
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System durch Calcineurin hin. Bisher war keine Beurteilung der pathophysiologischen und
physiologischen Bedeutung der katalytischen Untereinheit PPP3CB des Calcineurins fiir die
schidigende Wirkung von Angiotensin II in Gefden moglich. Anhand eines PPP3CB Knockout
Mausmodells wurde die Rolle von Calcineurin in Hypertrophie, Entziindung und Fibrosierung
von GefiBen charakterisiert. Uber die Wirkung dieser Phosphatase auf das GefiBsystem war nur
wenig bekannt. Bisher wurde iiber Inhibitorstudien versucht, den Einfluss von Calcineurin auf
das Gefidfisystem zu charakterisieren [136, 192]. Unter basalen Bedingungen unterschieden sich
die mRNA von PPP3CA aus Aorten und VSMCs von PPP3CB KO Miusen nicht von WT
Tieren. Die in den Aorten der von PPP3CB Maiusen nachgewiesenen Entziindungs- und
Fibrosemarker, ausgenommen PAI-1, zeigten keine unterschiedliche mRNA-Expression. Die
mRNA-Expression von PAI-1 war unter basalen Bedingungen in der Aorta von PPP3CB KO
Tieren geringer als bei WT Maiusen. Proteinlysate von Aorten und VSMCs aus PPP3CB KO
Maiusen wiesen keinen unterschiedlichen Phosphorylierungssatus von CREB auf.

In Proteinlysaten von VSMCs aus PPP3CB KO Miusen wurde eine, im Vergleich zu WT
Mausen, geringere NFaT4 Proteinexpression gemessen. Stimulationsversuche von VSMCs
zeigten eine hohere Caspase-Aktivitdt von VSMCs aus PPP3CB KO Maiusen, unter Einfluss
von 250 uM H,0,. Die LDH-Aktivitdt in VSMCs aus den Aorten von PPP3CB KO Miusen war
unter Einfluss von 250 uM und 500 uM H,0, marginal geringer als in WT VSMCs. Das ldsst
vermuten, dass eventuell beim Abbau von VSMCs und unter Einfluss von Stress weniger
Entziindungsmediatoren in die Umgebung abgegeben werden. Die invasive Blutdruckmessung
mittels Millar-Katheter fiihrte, unter Einfluss von Angiotensin II, zu einem geringeren Anstieg
des systolischen Blutdrucks von PPP3CB KO Miusen, im Vergleich zur WT Gruppe. Dabei
besalen PPP3CB KO Maiuse eine kleinere Fliache unter der Blutdruckverlaufskurve. Eine
chronische Angiontensin II-Applikation fiihrte nur in ménnlichen PPP3CB KO Miusen zu einer
geringeren Blutdrucksteigerung als in WT Maiusen. Weibliche Miuse wiesen eine geringere
Reaktion auf und keine Unterschiede zwischen WT und KO. Anhand histologischer
Untersuchung der Wanddicke und Lumenfliche von Aorten minnlicher PPP3CB KO Tiere
konnte gezeigt werden, dass der Knockout von PPP3CB in dem verwendeten Mausmodell eine
Ang II-induzierte Mediaverdickung verhindert. WT Maiuse hingegen reagierten mit einen
signifikantem Anstieg dieser Parameter und vaskuldrem Remodeling unter Einfluss von Ang IIL.
Isolierte mRNA aus Aorten von PPP3CB WT und KO Maiusen wurden fiir bead arrays
verwendet. Dabei zeigte sich, dass es zwischen WT und KO Maiusen unter Kontrollbedingungen
kaum Anreicherung von GO-Termen gibt. Unter Einfluss von Ang II jedoch konnte gezeigt
werden, dass pathophysiologisch relevante und Ang II-abhingige Gene nur in WT Tieren nicht

aber in KO Tieren hoch reguliert waren.
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In dieser Arbeit wurde erstmalig nachgewiesen, dass viele pathophysiologische Angiotensin II-
abhingige Effekte im Gefdflsystem durch die katalytische Untereinheit von Calcineurin
vermittelt werden. Dies deutet auf einen forderlichen Effekt des Knockouts, in Bezug auf

Bluthochdruck und vaskulidres Remodeling in méinnlichen Tieren, hin.
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IV Thesen

1. Unter basalen Bedingungen gibt es zwischen PPP3CB WT und KO Mdusen keinen

Unterschied in Korpergewicht und Trinkmenge.

2. Unter basalen Bedingungen besitzen PPP3CB KO Tiere eine geringere mRNA-Expression
von PAI-1 in der Aorta als WT Mdiuse.

3. Unter Kontrollbedingungen gibt es keine Unterschiede im systolischen Blutdruck von

PPP3CB KO und WT Mdiusen.

4. Nach akuter Ang II-Stimulation besitzen PPP3CB KO Mduse einen geringeren systolischen
Blutdruckanstieg und eine kleinere AUC als WT Mduse.

5. Nach chronischer Ang II-Stimulation steigt der systolische Blutdruck bei mdnnlichen Tieren
ab Woche eins an. Wihrend bei WT Tieren der Blutdruck erhoht bleibt, sinkt der systolische
Blutdruck von mdnnlichen Mdusen ab der zweiten Woche. Der Blutdruckabfall wird ab der

vierten Woche signifikant.

6. Bei chronischer Ang II-Stimulation besitzen weibliche PPP3CB KO Mduse einen geringeren
systolischen Blutdruck als mdnnliche Tiere, jedoch keine Unterschiede zwischen WT und KO

Tieren.

7. Nach chronischer Ang II-Stimulation besitzen Aorten aus mdnnlichen PPP3CB KO Tieren
eine geringere Wanddicke und Mediafliiche im Vergleich zu mdnnlichen WT Tieren. Weibliche
PPP3CB KO Mduse weisen nach Ang Il Stimulation keinen Anstieg der Wanddicke und der
Lumenfldche der Aorta auf. In weiblichen PPP3CB WT Tieren nimmt unter Einfluss von Ang Il

das Verhdltnis von Mediafliche zu Lumenfliche, aufgrund eines kleineren Lumens, zu.

8. Minnliche und weibliche PPP3CB KO Mdiuse zeigen unter chronischem Einfluss von Ang I,
im Vergleich zu PPP3CB WT Tieren, keinen Anstieg der Expression von Proteinbindung-
assoziierten Genen wie beispielsweise Coldal, Col4a2 und Coll8al.Weibliche PPP3CB KO
Tiere weisen, im Vergleich zu weiblichen WT Tieren unter Einfluss von Angiotensin Il, keine

Erhohung der Col6al Expression auf.
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