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Zusammenfassung

Noch immer zahlen kardiovaskulare Erkrankungen zu den haufigsten Todesursachen
weltweit. Besonders die arterielle Hypertonie stellt nach wie vor einen Risikofaktor fir
Herz-Kreislauf-Erkrankungen dar. So geht Bluthochdruck stets mit einer endothelialen
Dysfunktion, Athero- und Arteriosklerose, und pathologischen GefaBveranderungen
einher. Zur Regulation des Blutdruckes setzt das Endothel vasodilatatorische und
vasokonstriktorische Faktoren frei und beeinflusst so den Kontraktionszustand der
glatten Muskulatur. Zu den am langsten bekannten endothelabhdngigen
Vasodilatatoren gehdren Prostazyklin (PGl,) und Stickstoffmonoxid (NO). Neben ihnen
besitzt das Endothel ein drittes gefaBerweiterndes System, den endothelium-derived
hyperpolarizing factor (EDHF). Wahrend die Funktionen des endothelialen NO und des
PGil, fir die lokale und systemische Blutdruckregulation heut zu Tage weitestgehend
bekannt sind, sind die biologischen Mechanismen und Signaltransduktionskaskaden
des EDHF noch nicht vollstéandig geklart.

Insbesondere Ca**-aktivierte K*-Kandle, zu denen Kc.2.3 und Kg,3.1 zéhlen, spielen
eine entscheidende Rolle in der endothelabhangigen Hyperpolarisation und in der
Regulation des GeféBtonus und des Blutdruckes. Die Aktivierung dieser beiden Kc,-
Kanédle beruht auf einem Anstieg der intrazellularen Calciumkonzentration, die
weitestgehend durch Ca®*- durchlassige Kationenkanéle, einschlieBlich dem transient
receptor potential V4 (TRPV4), vermittelt werden. Es wir vermutet, dass Kc,-Kanéle
und Ca?*-durchldssige Kationenkandle raumlich assoziiert sind, eine funktionelle

Einheit bilden und die Caveolae der Zellmembran hier als Mikrokompartimente dienen.

Caveolae koénnen als mikroskopisch kleine, sackférmige Einstllpungen an der
Oberflache vieler Saugerzelltypen beobachtet werden. Sie haben eine einzigartige
Lipidzusammensetzung und werden wegen ihres hohen Gehalts an Cholesterin und
Sphingolipiden zu den ,Lipid Rafts® gezahlt. Die Caveolae sind an zahlreichen
zelluldaren und physiologischen Prozessen beteiligt, z.B. Endozytose, Transzytose,
Fettstoffwechsel, Virus-Wirt-Interaktion, Krebs und Signaltransduktion. Das integrale
Membranprotein Caveolin-1 stellt das Hauptstrukturprotein der Caveolae dar.

Die vorliegende Arbeit hat sich mit der Frage beschaftigt, ob die endothelialen Kc,-
Kanale Kc.2.3 und Kc.3.1 und der Ca**-durchléssige Kationenkandle TRPV4 in den
Caveolae angereichert sind und welchen Effekt ein Fehlen von Caveolin-1, dem
Strukturprotein der Caveolae, in vivo auf die genannten Kc,-Stréme hat. Es konnte
gezeigt werden, dass TRPV4 und K¢,2.3 in den Caveolae humaner mikrovaskularer
Endothelzellen (HMEC-1) angereichert sind. Mit Hilfe von Immunprazipitations-Studien
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und immunzytologischen Untersuchungen sowie hochauflésender Mikroskopie konnte
gezeigt werden, dass in humanen mikrovaskuldren Endothelzellen (HMEC-1) unter
statischen Bedingungen eine physikalisch und Caveolae-abhdngige Assoziation
zwischen Caveolin-1, TRPV4 und dem Kc,2.3 aber nicht mit Kez3.1 besteht. Zudem
konnten wir eine Interaktion und Kolokalisation zwischen TRPV4 und Kg.2.3
beobachten. SchlieBlich konnten wir nach Applikation laminarer Schubspannung eine
de novo Kolokalisation von Kcz3.1/Caveolin-1 und K¢,3.1/TRPV4 nachweisen. Anhand
von Patch-Clamp Versuchen an frisch isolierten Endothelzellen der Arteria carotis
communis von Caveolin-1-defizienten Mausen konnte eine 45 %-ige Reduktion der
Kca-vermittelten Kaliumstréme im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen gezeigt werden
(-54 % fir Kca2.3 und -40 % fir Kga3.1).

Zusammenfassend liefert die vorliegende Arbeit Hinweise fir eine dynamische
Mikrokompartimentierung von TRPV4/K¢, in Caveolae von Endothelzellen und zeigt
die Bedeutung des Caveolin-1 flr die endothelialen K¢, -Funktionen.
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Summary

Cardiovascular diseases are the major cause of death worldwide. Especially arterial
hypertension contributes as a risk factor for cardiovascular diseases. Hypertension is
often associated with endothelial dysfunction, athero- and arteriosclerosis, and
pathological vascular remodeling. For blood pressure regulation, the endothelium
releases relaxing and contracting factors and thereby adjusts smooth muscle
contractility. Prostacyclin (PGl,) and nitric oxide (NO) were the earliest identified
endothelium-dependent vasodilators. Next to them, the endothelium possess a third
vasodilator system, the endothelium-derived hyperpolarizing factor (EDHF). While the
role of endothelial NO and PGl for local and systemic blood pressure control is well
established, the nature of EDHF and EDHF-signalling pathways is not fully understood.

However, Ca*-activated K* channels (Kc,) play a pivitol role in the endothelium-
dependent hyperpolarization and regulation of vascular tone and blood pressure. For
activation, Kg, depend on an increase of intracellular calcium which is substantially
mediated by Ca**-permeable cation channels including the transient receptor potential
V4 (TRPV4). It has been proposed that Kc.- and Ca®*-permeable cation channels may
be spatially associated to form functional units, and caveolae of the cell membrane
have been suggested as possible scaffolds for such microcompartmental organization.

Caveolae are small, omega-shaped membrane invaginations present on the surface of
many mammalian cell types. They are enriched in cholesterol and sphingolipids and
therefore represent lipid-raft microdomains. Caveolae function in a variety of cellular
and physiological processes including endocytosis, transcytosis, lipid regulation,
signaling, pathogen entry and cancer. Caveolin-1, an integral membrane protein, is the

major coat protein of caveolae.

In this study we asked the question whether endothelial K¢, and TRPV4 are enriched in
caveolae and whether deletion of caveolin 1 (Caveolin-1), the major structural protein
of caveolae, affects Kc,-currents in vivo. We show that TRPV4 and small-conductance
Kca2.3 are enriched in caveolae of human microvascular endothelial cells. Using
immunoprecipitation, immunocytology and superresolution microscopy, we found that a
close and caveolae-dependent association exists between caveolin-1, TRPV4 and
small conductance Kc,2.3, but not intermediate conductance Kc¢,3.1, in endothelial cells
under static condition. Also we could show an interaction und colocalization between
Kca2.3 and TRPV4. Mechanical stimulation of cells via exposure to continuous shear
stress led to a de-novo colocalization of Kg,3.1 with Caveolin-1 and TRPV4. Patch-
Clamp measurements of freshly isolated carotid artery endothelial cells (CAEC) from
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Caveolin-1" mice demonstrated a ~ 45 % reduction of Kc,-mediated potassium
currents (-54 % for Kc,2.3 and -40 % for K¢,3.1) when compared to wildtype controls.

In summary, present work provide evidence for a dynamic microcompartimentation of
TRPV4/Kc, in caveolae of endothelial cells and highlight the importance of Caveolin-1

for endothelial K¢, functions.
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1 Einleitung

1.1 Klinischer Hintergrund: Arterielle Hypertonie

Nach wie vor gehdren Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems weltweit zu den
Haupttodesursachen. Schon lange ist bekannt, dass vor allem die arterielle Hypertonie
als Risikofaktor fur kardiovaskulare Erkrankungen gilt. Allein im Jahr 2010 starben 9,4
Millionen Menschen an den Folgen einer Hypertonie (Murray & Lopez 2012). Als
Hypertonie wird nach dem JNC 7 Report von 1997 eine langerfristige Erh6hung des
Blutdrucks auf Werte von Uber 140 mmHg systolisch bzw. Gber 90 mmHg diastolisch
bezeichnet.

Diesen Grenzwert Uberschreiten 64 % der Manner und 55 % der Frauen Gber 50
Jahren (Thefeld 2000). Wahrend im Jahr 2000 etwa 26,4 %, also knapp 972 Mio.
Menschen der erwachsenen Weltbevélkerung einen Bluthochdruck hatten, wird fir
2025 ein Anteil von 1.560 Mio. Menschen erwartet (Kearney et al. 2005). Die erhéhten
Druckbelastungen und Druckamplituden bei einer arteriellen Hypertonie steigern den
mechanischen ,Stress* auf das Endothel, speziell in Abschnitten mit
StrdomungsunregelmaBigkeiten, wie z.B. an GefaBabgéangen (Glagov et al.1988). Diese
chronisch mechanische Belastung fuhrt zu einer Schadigung sowie zu
morphologischen und funktionellen Veranderungen der GeféaBwand. Es kommt
infolgedessen zum Umbau der GefédBwand, dem sog. remodelling. Insbesondere eine
gestorte Endothelfunktion scheint mitverantwortlich fir eine pathologisch veranderte
GefaBtonuskontrolle und die Entwicklung arteriosklerotischer Lasionen bei Hypertonie
zu sein (Gibbons & Dzau 1994).

1.2 Das vaskulare Endothel

Das vaskuldare Endothel stellt die zum Lumen gewandte Zellschicht aller Blut- und
LymphgeféBe dar. Es besteht aus einer einlagigen, hoch spezialisierten Schicht von
ca. 140 um langen und 7 pm breiten, langsorientierten Endothelzellen, die an die
Basallamina, einer spezialisierten extrazelluldaren Matrix, gebunden sind (Haas & Dulig
1997). Bei den Endothelzellen handelt es sich um bipolare Zellen, die aus dem
Mesoderm entstanden sind (Risau & Flamme 1995).
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In den 80er Jahren wurde dem Endothel nur eine anatomische Bedeutung als Barriere
zwischen Blut und Gewebe zugesprochen. Mit der Zeit haben sich jedoch immer mehr
Evidenzen gehauft, die darauf hinweisen, dass es sich um eine multifunktionale,
signaltransduzierende Oberflache im GeféaBsystem handelt, die an einer Vielzahl von
physiologischen Funktionen beteiligt ist. Zu den wichtigsten Funktionen des Endothels
gehoren der selektive Stoffaustausch zwischen Blut und Gewebe (Stevens et al. 2000;
Lum & Malik 1994), inflammatorische und immunologische Prozesse, die Regulation
einer adaquaten Blutgerinnung (Montgomery & Shi 2012) und die Angiogenese
(Tobelem 1990). Weiterhin spielt das Endothel eine wichtige Rolle in der Steuerung
des peripheren Widerstandes der GefaBe, also des systemischen Blutdrucks. Es
reguliert den Kontraktionszustand der glatten GeféaBmuskulatur und tragt so zur
Vasodilatation (Sandow et al. 2012) oder Vasokonstriktion bei (LlUscher et al. 1990).

1.2.1 Funktion des Endothels bei der GefaBtonusregulation

Die adaquate Durchblutung der Organe und die Regulierung des systemischen
Blutdruckes werden durch eine an die metabolischen und ha&modynamischen
Bedlrfnisse angepasste Regulation des GeféBtonus gewahrleistet. Der GeféBtonus
wird durch den Kontraktionszustand der glatten GefaBmuskelzellen (vascular smooth
muscle cells, VSMC) bestimmt und durch hdmodynamische Kréafte, wie etwa der
Wandschubspannung (shear stress) (Coon et al. 2015; Pohl et al. 1986), oder durch
zirkulierende humorale Faktoren (Angiotensin Il) reguliert. Das Endothel dient dabei als
Sensor fiir diese Reize und vermittelt eine Anderung des GefaBdurchmessers durch
die Synthetisierung und Freisetzung vasokonstriktorischer oder vasodilatatorischer
Faktoren (Autakoide).

Die maBgebliche Funktion des Endothels bei der Kontrolle des vaskularen Tonus
konnte im Jahr 1980 tierexperimentell bei der durch Acetylcholin-vermittelten
Relaxation an isolierten Aorten von Furchgott und Zawadzki gezeigt werden (Furchgott
& Zawadzki 1980). Dabei fuhrte die Stimulation des Endothels mit Acetylcholin zu einer
Freisetzung eines Faktors mit geringer Halbwertszeit, der die glatte GefaBmuskulatur
relaxieren lieB. Dieser endothelabhdngige Vasodilator wurde anfanglich als
~endothelium-derived relaxing factor* (EDRF) (Furchgott et al. 1984) bezeichnet.
Weitere Untersuchungen zeigten, dass es sich bei EDRF um das Gas
Stickstoffmonoxid (NO) handelt (Ignarro et al. 1987). Mittlerweile sind zwei weitere
endothelabhdngige Vasodilatationssysteme bekannt, das Prostazyklin (PGly)-System
(Moncada et al. 1976) und der ,endothelium-derived hyperpolarizing factor* (EDHF)
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(Feletou & Vanhoutte 2006). Zu den wesentlichen endothelabhédngigen
Vasokonstriktoren, die zur Kontraktion der glatten GeféaBmuskulatur flhren, zahlen
Endothelin-1, Prostaglandin H2 und Thromboxan.

1.2.1.1 Endotheliale Vasodilatatoren

Zusammenfassend zahlen Stickstoffmonoxid (NO), Prostazyklin (PGl,) und der
endotheliale hyperpolarisierende Faktor (endothelium-derived hyperpolarizing factor,
EDHF) zu den wichtigsten endothelialen Vasodilatatoren als Antwort auf vasoaktive
Agonisten und mechanischen Stress (Zhang & Gutterman 2011; Grgic et al. 2009;
Brahler et al. 2009; Dora et al. 2003; Coleman et al. 2001) und werden nachfolgend
detailierter beschrieben. In Abbildung 1-1 ist schematisch eine Ubersicht Uber die
Funktionen des Endothels bei der Vasodilatation dargestellt.

®
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Abbildung 1-1: Das Endothel reguliert die endothelabhéngige Vasodilatation.

Schematische Ubersicht iiber die Rolle des Endothels bei der endothelabhangigen Vasodilatation. (Ach)
Acetylcholin, (R) Rezeptor, (ER) Endoplasmatisches Retikulum, (PGI2) Prostazyklin, (NO)
Stickstoffmonoxid, (EDHF) endothelium-derived hyperpolarizing factor.
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1.2.1.2 Stickstoffmonoxid

Einer der wichtigsten Mediatoren der endothelvermittelten Vasodilatation ist das
Stickstoffmonoxid (Lundberg et al. 2015; Busse & Flemming 1995; Moncada et al.
1991; Palmer et al. 1987). Neben seiner vasoregulatorischen Wirkung inhibiert es die
Proliferation der glatten GefaBmuskelzellen und wirkt antithrombotisch, indem es die
Thrombozytenadhé&sion und -aggregation hemmt.

Die Freisetzung des Stickstoffmonoxids erfolgt aus L-Citrullin, das, katalysiert durch
das Enzymsystem der endothelialen Stickstoffmonoxidsynthase (eNOS), aus der
Aminosaure L-Arginin hervorgeht (Nathan, 1992; Palmer et al. 1988; Moncada et al.
1976) (Abbildung 1-2). Bei der endothelialen Stickstoffmonoxid-synthase handelt es
sich um ein im Endothel konstitutiv expremiertes, an die Membran gebundenes Enzym,
dessen Aktivitat hauptséachlich durch die Calciumkonzentration reguliert wird (Busse &
Flemming 1993; Newby & Henderson 1990; Lischer 1990). So fiihrt eine Erhéhung der
intrazellularen Calciumkonzentration zur Aktivierung von eNOS (Pollock et al. 1991).
Das Calcium-bindende Protein Calmodulin dient hierbei als Calciumsensors (Bredt &
Snyder 1990).

+
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L-Arginin NG-Hydroxy-L-Arginin L-Citrullin

Abbildung 1-2: NO-Synthase-katalysierte Bildung von Stickstoffmonoxid aus L-Arginin.
Modifiziert nach (1992).

Wird NO vom Endothel an die glatten GefaBmuskelzellen abgegeben, aktiviert es dort
die zytosolische Guanylatzyklase, wodurch vermehrt cGMP (zyklisches
Guanosinmonophosphat) aus Guanosintrisphosphat (GTP) gebildet wird (Rees et al.
1989, Rapoport et al. 1983). Die anschlieBende Aktivierung der cGMP-abhéngigen
Proteinkinase fuhrt zur Phosphorylierung verschiedener Enzymsysteme, die an der
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Regulierung der kontraktilen Elemente und des intrazelluldaren Calciumsspiegels sowie
der Stimulierung von Calciumkanalen beteiligt sind (Mackie et al. 1986; MacMillan-
Crow et al. 1986). Es kommt =zu einer Erniedrigung der intrazellularen
Calciumkonzentration und anschlieBend zu einer durch Kg,-vermittelten
Hyperpolarisation, die zur Relaxation der VSMC mit konsekutiver Vasodilatation flihrt
(Walsh et al. 1995; Hassid 1986).

1.2.1.3 Prostazyklin

Das Prostazyklin wird aus der Arachidonsdure gebildet, welche aus den
Membranlipiden durch die Calcium-abh&ngige Phospholipase A2 freigesetzt wird
(Hong & Deykin, 1982). Die Synthese und Freisetzung des Prostazyklins wird durch
humorale oder hdmodynamische Stimuli reguliert (Frangos et al. 1985; Alhenc-Gelas et
al. 1982). Wird PGIl, von der Endothelzelle sezerniert, bindet es (ber einen
membranstéandigen Rezeptor an die glatten GefaBmuskelzellen und erhéht mittels
Aktivierung der Adenylatzyklase die intrazellulare Konzentration von cAMP (cyclisches
Adenosinmonophosphat). Es kommt zur Relaxation der glatten GefaBmuskelzellen und
somit zu einer Vasodilatation. Weiterhin bewirkt Prostazyklin die Freisetzung von
Stickstoffmonoxid.

1.2.1.4 Endothelium-derived hyperpolarizing factor

Die Beobachtung, dass es nach pharmakologischer Inhibierung des NO- und
Prostazyklinsystems weiterhin zu einer endothelbedingten Vasodilatation in arteriellen
WiderstandsgefaBen kommt, fiihrte zu dem Postulat eines weiteren vasodilativ
wirksamen endothelialen Systems (Feletou & Vanhoutte 2006b). Weiterfliihrende
Untersuchungen in diese Richtung zeigten, dass bei gehemmter NO- und PGl,-
Produktion die Endothel-induzierte GeféBrelaxation, immer mit einer Hyperpolarisation
der glatten GefaBmuskelzellen einhergeht. Dieses Phanomen wurde daher einem
endothelium-derived hyperpolarizing factor (EDHF) zugeschrieben (Feletou &
Vanhoutte 2006a; Feletou & Vanhoutte 1988; Chen & Suzuki et al. 1988). Die
resultierende Hyperpolarisation der Endothel- und Muskelzelle ist auf Calcium-
aktivierte Kaliumkanale (Kc,-Kanéle) zurtickzufihren (Feletou & Vanhoutte 2006b).
Anhand von Inhibitionsversuchen Mitte der neunziger Jahre konnte die Beteiligung der
unterschiedlichen Kg,-Kanal-Subtypen an der Hyperpolarisation belegt werden. Eine
Aktivierung der endothelialen Kc,-Kanéle, insbesondere des small-conductance Kg,2.3
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und des intermediate-conductance Kc,3.1 Typs, fihrten zum Kaliumausstrom aus der
Endothelzelle (Garland et al. 2011; Feletou & Vanhoutte 2006b; Busse et al. 2002).

Dabei tragt EDHF hauptsachlich in kleineren Arteriolen mit einem Durchmesser von
weniger als 500 pum, also den eigentlichen WiderstandsgefaBen, zur
GefaBtonusregulation bei (Shimokawa et al. 1996). Bis heute ist die Beschaffenheit
des EDHF noch nicht vollstdndig identifiziert und wird in der Literatur kontrovers
diskutiert. Es wird angenommen, dass es sich um ein System aus chemischen und
elektrischen Prozessen handelt (Brahler et al. 2009; Feletou & Vanhoutte 2006; Jaggar
et al. 1998; Urakami-Harasawa et al. 1997), dessen Effekt einem komplexen
elektrophysiologischen Zusammenspiel zwischen dem Endothel und der glatten
GeféaBmuskulatur zugeschrieben wird.

Bindet Acetylcholin (ACh) an einen muskarinergen G-Protein-gekoppelten ACh-
Rezeptor auf der Endothelzelle, kommt es zu einer Aktivierung der Phospholipase C,
die Phosphatidylbisphosphat in Inositoltrisphosphat (IP3) und Diazylglyzerin spaltet. Die
Erhéhung der IPs—Konzentration fihrt zur Freisetzung von Calcium aus intrazelluléren
Speichern, dem endoplasmatischen Retikulum (ER), was eine Erhéhung der
intrazelluldren Calciumkonzentration zur Folge hat. Kommt es zu einer Stimulation
durch hamodynamische Krafte, so erfolgt eine Aktivierung von Ca®*-selektiven
lonenkandle, Uber die Ca* aus dem extrazelluldren in den intrazelluliren Raum
gelangen kann. Die Erhéhung der intrazelluldren Calciumkonzentration fihrt wiederum
zur Aktivierung Calcium-aktivierter Kaliumkanale (Kcy) und es kommt zum
Kaliumausstrom aus dem Zellinneren. Dieser Kationenausstrom aus dem Inneren der
Zelle resultiert in einer Hyperpolarisation, d.h. das Zellinnere wird gegeniber dem
Extrazellularraum elektrisch negativer. Es gibt vermehrt Hinweise, dass die
Hyperpolarisation anschlieBend Uber Gap junctions an die benachbarten
GefaBmuskelzellen weitergeleitet wird (Busse et al. 2002; Sandow et al. 2002). Vor
allem die endothelialen Kga-Kanéle Keg:2.3 und Kg.3.1, scheinen eine wesentliche Rolle
bei der Entstehung dieser durch Hyperpolarisation induzierten GefaBantwort zu spielen
(Brahler et al. 2009).

Eine weitere M®dglichkeit der Signallbertragung zwischen Endothel und glatter
GeféaBmuskulatur besteht in einer direkten Wirkung von K*-lonen an der glatten
GefaBmuskelzelle. So strémen nach Aktivierung der Ca**-aktivierten Kaliumkanéle
Kca3.1 und Kg.2.3, K*-lonen in den intrazellularen Raum zwischen Endothelzelle und
glatter GefaBmuskelzelle, was in einer Erhéhung der Kaliumkonzentration in diesem
Kompartiment resultiert. Dies fuhrt wiederum in der Zellmembran der glatten
GefaBmuskelzellen zu einer Aktivierung der Na'/K*-ATPase und Kpg-Kanélen
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(einwartsrektifizierenden K*-Kanale) (Edwards et al. 1998). Die Bedeutung der
myoendothelialen Kommunikation bei der EDHF-vermittelten Vasodilatation wird
jedoch weiterhin kontrovers diskutiert, da in einigen BlutgefaBen, die eine EDHF-
Antwort aufweisen, eine K-induzierte Hyperpolarisation und Relaxation nicht
nachgewiesen werden konnten (Feletou 2006; Lacy et al. 2000; Edwards et al. 1999).

Neben NO und PGl bildet das Endothel weitere diffusible Molekile, welche eine
Hyperpolarisation der glatten GeféaBmuskelzellen induzieren und dadurch als Teil des
EDHF-Systems in Betracht kommen. Zu diesen Faktoren zdhlen auch
Epoxyeicosatriensduren (EET), welche in Endothelzellen aus Arachidonsaure gebildet
werden (Garland et al. 2011; Feletou & Vanhoutte 2009). Die Freisetzung von EETs
wird dabei sowohl durch Mediatoren wie Bradykinin als auch durch mechanische
Stimuli, wie Scherkrafte am Endothel stimuliert. Aufgrund ihrer lipophilen Eigenschaften
kénnen Epoxyeicosatriensguren durch die Zellmembran in die glatten
GefdaBmuskelzellen diffundieren und dort den Kaliumkanal Kc,1.1 aktivieren, was
wiederum zur Hyperpolarisation und anschlieBenden Relaxation der glatten
GefaBmuskulatur flihrt (Loot et al. 2012; Dimitropoulou et al. 2007; Archer et al. 2003).
Zudem gibt es vermehrt Hinweise, dass EETs die Aktivitat von Kc,3.1 und Ks,2.3 und
somit die Hyperpolarisation der Endothelzelle beeinflussen kénnten. Es st
wahrscheinlich, dass EETs (iber die Wirkung an endothelialen Ca?*-Kanalen wie etwa
den TRPV4-Kanilen, die intrazelluldre Ca®*-Konzentration beeinflussen und so den
Aktivitdtszustand von  Ca®*-aktivierten lonenkandlen modulieren oder (iber

Proteinkinase A und cAMP auf diese Kanale wirken (Flemming & Busse 2006).

1.3 Rolle von Calcium-lonen bei der endothelabhdngigen
Vasodilatation

Calcium reguliert als second messenger zahlreiche zellulare Prozesse und spielt auch
in der endothelabh&ngigen Vasodilatation eine wichtige Rolle (Nillius et al. 2007; Nilius
und Droogmans 2001). So beruht die Bildung der vasodilatatorischen endothelialen
Faktoren auf einer Ca®-abhdngigen Synthese, wodurch eine Erhdhung der
intrazellularen Calciumkonzentration und die Aktivierung endothelialer lonenkanéle
eine entscheidende Funktion bei der Vermittlung der h&modynamischen und
humoralen Vasodilatation spielen (Himmel et al. 1993).
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Kommt es zur Stimulation des Endothels durch einen Agonisten wie etwa Bradykinin

1.3.1 Stimulation des Endothels durch humorale Faktoren

oder Acetylcholin, resultiert ein biphasischer Anstieg der intrazellularen Ca?-
Konzentration. Der kurze, initiale Anstieg des Calciums (sog. Ca**-peak) beruht dabei
auf einer Inositoltriphosphat-vermittelten Calciumfreisetzung aus Speichern des
endoplasmatischen Retikulums (Nilius et al. 1997; Adams et al. 1989). Nach der
Bindung des Agonisten an einen membranstandigen, G-Protein-gekoppelten-Rezeptor,
kommt es durch die nachgeschaltete Signaltransduktion zur Bildung von
Inositoltrisphosphat  (IP3). IP; bindet anschlieBend an den IPs;-Rezeptor des
endoplasmatischen Retikulums und es kommt zur Freisetzung von Ca®. Diese
Calciumfreisetzung resultiert in einer schnellen Erhéhung der intrazellularen Ca®**-
Konzentration. Es folgt eine lang anhaltende Plateauphase der intrazellularen Ca*'-
Konzentrationserhéhung, die auf einen Calcium-Einstrom aus dem Extrazellularraum in
die Zelle beruht (Nilius et al. 2001; Jacob 1990; Schilling et al. 1989).

Fir den Ca®-Einstrom werden in der Literatur verschiedene Kanile beschrieben.
Neben Ca**-selektiven Kationenkanalen, welche durch Entleerung der Ca®*-Speicher
aktiviert werden (Vaca & Kunze 1994) und Inositoltetraphosphat (IP,)-regulierten Ca?*-
Kanalen (Liickhoff & Clapham 1992; Neher 1992), wurden Ca*-permeable, nicht-
selektive Kationenkanéle beobachtet (Hoyer et al. 1996; Nilius et al. 1993; Popp et al.
1992; Lansmann et al. 1987).

Elektrophysiologisch  zeigte sich zudem neben dem Ca*-Einstrom eine
Zellhyperpolarisierung, die auf einen K*-Ausstrom mittels Ca®**-aktivierten K*-Kanalen
(Kca-Kanale) zurtickzufihren ist (Yamamoto et al. 1999; Vaca et al. 1996; Nilius et al.
1991; Fichtner et al. 1987; Johns et al. 1987). Diese Hyperpolarisation erméglicht, dass
der elektrochemische Gradient innerhalb der Zelle fiir Calcium erhéht wird und ein lang
anhaltender Ca**-Einstrom gewahrleistet ist.

Der Ca**-Einstrom und die Bildung von NO ist direkt von der Zellhyperpolarisierung
abhéangig (Lickhoff & Busse 1990). Fir die Synthese endothelialer Vasodilatatoren ist
die Aktivierung endothelialer Ca®*-permeabler Kationen- und Ca**-aktivierter K*-Kanéle
somit von entscheidender Bedeutung.

1.3.2 Stimulation des Endothels durch hamodynamische Krafte

Die Endothelzellen bilden eine mechanische Barriere zwischen dem Blut und dem

Gewebe und sind aufgrund ihrer Position in vivo hdmodynamischen Kraften wie dem
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hydrostatischen ~ Druck, den  rhythmischen  Dehnungskraften und  der
Wandschubspannung, ausgesetzt (Dobrin et al. 1989).

Abbildung 1-3: Auf das Endothel wirkende biomechanische Kréafte

Das Endothel ist durch den Blutfluss verschiedenen biomechanischen Kraften ausgesetzt. Durch Blutdruck
und Blutdruckamplitude werden die zirkulare Wandspannung und rhythmische Dehnungen (P) (Stretch)
verursacht. In axialer Richtung wirkt die durch die Blutstrdmung ausgeubte Wandschubspannung ().
(END) Endothel, (IEL) Innere elastische Lamina, (SM) Glatte GefaBmuskelzellen. Modifiziert nach
(Lundberg et al. 2015).

Die Regulierung des GefaBtonus wird neben den zirkulierenden humoralen Faktoren
auch durch die Blutflussrate und die mit dem Blutfluss assoziierte
Wandschubspannung (shear stress) beeinflusst. Somit fluhrt eine Erhéhung des
Blutflusses im gesunden Endothel zu einer Vasodilatation (Kuo et al. 1990; Pohl et al.
1986; Busse et al. 1985) und schitzt auf diese Weise das Endothel vor mechanischer
Schadigung und gewahrleistet zeitgleich eine adaquate Blutversorgung nachfolgender
Gewebe und Organe (Hoyer 1997; Davies 1995).

Bis heute ist die Signaltransduktion nach hdmodynamischer Stimulation noch nicht
vollstandig geklart. Sicher ist jedoch, dass die Erhdéhung der intrazelluldren Ca**-
Konzentration und die Aktivierung von lonenkanélen eine entscheidende Rolle spielen
(Himmel et al. 1993). Der Anstieg der Ca®*-Konzentration nach hamodynamischer
Wandschubspannung konnte sowohl als in vitro Stimulation von Endothelzellen
(Mendoza et al. 2010; Hartmannsgruber et al. 2007; Kdhler et al. 2006; Hoyer et al.
1998), als auch an isolierten GefaBen beobachtet werden (Falcone et al. 1993). Eine
Erhdhung des Blutflusses fiihrt einerseits zu einer Erhéhung der intrazelluldren Ca*'-
Konzentration (Koéhler et al. 2006; Falcone et al. 1993; Shen et al. 1992) und bewirkt
andererseits Ca®*-Oszillationen (Sonkusare et al. 2012; Shen et al. 1992; Nelson et al.
1995).

Zudem wurde beobachtet, dass ein Ca?*-Einstrom durch spezielle mechanosensitive
Kationenkanale (MSC) mit einer konsekutiven Ca®'- Freisetzung aus intrazellularen
IP3- (Nollert et al. 1990) und aus Ryanodin-sensitiven Speichern (Hoyer et al. 1998)
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wichtig ist. Auf Zellmembranebene wurden die mechanosensitiven Kationenkanale in
Endothelzellen in vitro (Nilius et al. 2001; Lansman et al. 1987) und in situ (Hoyer et al.
1997) als Dehnungs-aktivierbare Kanale (stretch-activated channels, SAC) identifiziert.
Uber lange Jahre war die molekulare Identitat, d.h. die MSC/SAC-kodierende Gene wie
auch entscheidende molekulare Determinanten der Mechanosensitivitat, nicht geklart.
Heute nimmt man an, dass Kationenkanale der TRP-Genfamilie mechanosensitive
Eigenschaften besitzen und somit Dehnungs-aktivierte MSC sein kénnten (Liedtke &
Kim 2005; Maroto et al. 2005).

1.4 Nicht-selektive Kationenkanale

Bei den transient receptor potential (TRP-)Kanélen handelt es sich um eine Familie von
nicht selektiven Kationenkanélen, die fir die quantitativ dominierenden Kationen
Natrium und Kalium sowie die bivalenten Kationen wie Magnesium und Calcium
permeabel sind. Sie werden in nahezu allen Geweben und Zelltypen exprimiert und
spielen eine groBe Rolle bei der Regulation verschiedenster Zellfunktionen (Nilius et al.
2007). Es gibt vermehrt Hinweise, dass endotheliale TRP-Kanéle eine entscheidende
Funktion bei der Transzytose, Endozytose, Angiogenese und Endothelzellproliferation
spielen (Nilius & Droogmans 2001) und ebenso wie die an der glatten
GefaBmuskelzelle lokalisierten TRP-Kanale wesentlich zur Regulation des GeféBtonus
beitragen (Yao & Garland 2005).

1.4.1 Die Familie der TRP-Kanale

Die Bezeichnung transient receptor potential ist auf die Entdeckung einer Drosophila
melanogaster-Mutante zurlckzufiihren, die statt mit einem plateauférmigen mit einem
transienten Signal auf einen Lichtreiz reagierte (Wong et al. 1989; Montell & Rubin
1989). Das zugrunde liegende TRP-Protein, welches in Photorezeptorzellen der
Fruchtfliege exprimiert wird, bildet mit dem Strukturprotein INAD, zwei zu TRP
homologe Kanéle TRPy und TRPL (TRP-like) (Phillips et al. 1992), der Phospholipase
CB, Rhodopsin, Calmodulin und der augenspezifischen Proteinkinase C (Pedersen et
al. 2005) einen Proteinkomplex, der den Lichtreiz in eine Depolarisation der Zelle

umwandelt.
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Bis heute sind 39 verschiedene TRP-Proteine bekannt, 28 davon wurden in
S&ugetieren identifiziert, funf in der Fruchtfliege (Drosophila melanogaster), drei im
Fadenwurm (Caenorhabditis elegans) und eins im Zebrafisch (Danio rerio). Aufgrund
von Strukturhomologien gliedern sich die TRP-Protein der Saugetierisoformen in 6
Subfamilien: die Canonical bzw. Classical- (TRPC), Vanilloid- (TRPV), Melastatin-
(TRPM), Mucolipin- (TRPML), Ankyrin- (TRPA) und Polycystin- (TRPP) Subfamilie
(Nilius et al. 2007; Pedersen et al. 2005; Montell et al. 2002). Die no mechanoreceptor
potential C (Nichtmechanorezeptor)-Subfamilie (TRPN) wurde bislang nur in
Caenorhabditis eleggans, Drosophila und Danio rerio nachgewiesen (Pedersen et al.
2005).

Ubereinstimmend haben die TRPs einen intrazellularen N- und C-Terminus, sowie
sechs Transmembrandomanen (S1-S6). Die Poren-bildende-Region, pore loop,
befindet sich zwischen der flnften und sechsten Domane (Voets et al. 2004), deren
Aminoséauren die Selektivitat und Leitfahigkeit der jeweiligen Kanale bestimmt. Je vier
dieser Kanaluntereinheiten bilden ein Homo- oder Heterotetramer, wobei
Heterotetramere wahrscheinlich nur mit Subtypen der eigenen Unterfamilie gebildet
werden (Abbildung 1-4) (Song & Yuan 2010).
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Abbildung 1-4: Schematische Darstellung der postulierten Doméanenstruktur der TRP-Kanile.

(A) Schematische Darstellung der 6 Transmembrandoménen S1-S6 mit einer putativen Porenregion (P)
zwischen der 5. und 6. Transmembrandoméane. N- und C-Terminus liegen intrazellular. (B) Vier transient
receptor potential Monomere bilden einen funktionellen Kationenkanal. Modifiziert nach (Woudenberg-
Vrenkenet al. 2009).

Eines der wichtigsten strukturellen Elemente der TRPC-, TRPV-, TRPM- und TRPN-
Unterfamilie ist die TRP-Box, wobei das Motiv bei den TRPVs nicht so stark konserviert
ist. Es handelt sich um ein aus sechs Aminosauren bestehendes Motiv (EWKFAR). Die
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genauen Funktionen dieser TRP-Box sind noch nicht vollstandig geklart. Eine
Ubersicht lber die strukturellen Einheiten der 7 TRP-Subfamilien ist in Abbildung 1-5

dargestellt.
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Abbildung 1-5: Ubersicht iiber die Strukturen der Transient-receptor-potential -Subfamilien.

Alle TRP-Kanaluntereinheiten enthalten 6 Transmembransegmente (S1-S6) mit einer putativen
Porenregion zwischen dem flinften und sechsten Transmembransegment. Modifiziert nach (Giamarchi et
al. 2006).

Es gibt vermehrt Hinweise, dass die TRP-Box der TRPCs in Vertebraten gemeinsam
mit weiteren Aminosduren des C-Terminus eine Funktion beim speichervermittelten
reguliertem Ca?-Einstrom (SOCE; store operated Ca2+-entry) spielt (Singh et al.
2000). Fur TRPV1 wurde gezeigt, dass die TRP-Box an der Assemblierung der
Tetramere beteiligt ist und eine wichtige Rolle bei der Kanaléffnung spielt (Valente et
al. 2008; Garcia-Sanz et al. 2004). Fir TRPM8 gibt es Hinweise auf eine direkte
Wechselwirkung der TRP-Box mit PIP2 (Rohacs et al. 2005).
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Des Weiteren gibt es Gemeinsamkeiten bei den Protein-Protein-Interaktionsmotiven in
der C- und N-terminalen Region, wie PDZ-Doméanen und Ankyrin-Repeats oder auch
Calmodulin-Bindestellen (Liedtke et al. 2007).

TRP-Kanéle werden Uber verschiedene Mechanismen reguliert, wie z.B. Uber
Ligandenbindung, Tyrosinkinasen- oder G-Proteinaktivierung. Einige TRP-Kanéale
kénnen jedoch auch direkt aktiviert werden, etwa durch Temperaturdnderungen,
Osmolaritdt oder mechanische Reize.

1.4.2 TRP-Vanilloid-Subfamilie und der TRPV4-Kanal

Die Vanilloid-Rezeptor-Familie wurde nach dem Vanilloid-Rezeptor 1 (Caterina et al.
1997) benannt und besteht in S&ugern aus sechs Mitgliedern, die auf Basis ihrer
Sequenzhomologie, Funktionen und Ca**-Selektivitit in zwei Gruppen unterteilt
werden: TRPV1 bis 4 und TRPV5/6 (Wu et al. 2010). Bei TRPV1 bis TRPV4 handelt es
sich um lonenkandle, die nicht-selektiv fiir Ca®* und nur gering permeable fiir Na* sind
(Pca/Pna  zwischen 1 und  10). Zudem sind sie etwa durch positive
Temperaturveranderungen aktivierbar (Voets et al. 2004) und wirken als Sensoren flr
eine Vielzahl synthetischer und endogener Liganden sowie physikalischer Reize, wie
etwa die Erhéhung der Wandschubspannung (Vriens et al. 2009; Hartmannsgruber et
al. 2007). Dabei kénnen die verschiedenen chemischen und physikalischen
aktivierenden Stimuli einen additiven oder super-additiven Effekt auf die Steuerung der
TRPV-Kanale haben (Nilius et al. 2005). TRPV5 und TRPV6 sind die am hdchsten
selektiven TRP-Kandle fur Ca® (Voets et al. 2004).

Der TRPV4-Kanal gehdért zu den osmo- und mechanosensitiven Calciumkanélen. Der
TRPV4-Kanal-Komplex besteht aus vier Untereinheiten, die ausschlieBlich
Homotetramere bilden. Eine einzelne TRPV4-Untereinheit besteht aus 871
Aminosauren (Delany et al. 2001) und ist durch sechs Transmembrandoméanen (S1-
S6) und die intrazellularen C- und N-terminalen Enden gekennzeichnet. Die selektive
Pore wird durch den sogenannten pore loop gebildet und liegt zwischen den Doméanen
S5 und S6. In Saugerzellen ist der TRPV4 ein fir Kalzium selektiver lonenkanal
(Pca/Pna= 6) (Watanabe et al. 2008; Liedtke et al. 2000; Wissenbach et al. 2000).
Charakteristisch fir den TRPV4-Kanal sind die sechs Ankyrin-Wiederholungsdoméanen
(ANK) am N-terminalen Ende (Plant & Strotmann 2007), deren Sequenz zur
Bestimmung der Verwandtschaften verwendet wird (Verma et al. 2010). Es wird
vermutet, dass diese Ankyrin-Repeats flir die Protein-Protein-Interaktion zwischen
Kanal und Cytoskelett oder zwischen mehreren Kanélen verantwortlich sind (Erler et al.
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2004). So geht man aktuell davon aus, dass die Ankyrindomanen fiir eine korrekte
Translokation des Proteins vom Endoplasmatischen Retikulum zur Plasmamembran
verantwortlich sind und die Assemblierung der Monomere regulieren (Verma et al.
2010; Hellwig et al. 2005; Erler et al. 2004). Fir die Mechanosensitivitdt des TRPV4-
Kanals scheint vor allem die prolinreiche Region innerhalb der ersten Ankyrin-
Wiederholungsdoméne wichtig zu sein (Everaerts et al. 2010).

TRPV4 Untereinheit
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Abbildung 1-6: Der TRPV4-Kanal innerhalb der Zellmembran.

Abgebildet sind die sechs Transmembrandomé&nen (griin), das zytoplasmatische, aminoterminale Ende,
die sechs Ankyrinwiederholungsdoméanen, die Porenschleife zwischen dem fiinften und sechsten Segment
(magenta), sowie die Calmodulin Bindungsdoméane (Sam) am carboxyterminalen Ende. Modifiziert nach
(Auer-Grumbach et al. 2010).

Die Expression des TRPV4 konnte in den unterschiedlichsten Geweben wie dem
zentralen Nervensystem, den Organen der Peripherie wie Lunge, Niere und dem
Herzkreislaufsystem nachgewiesen werden. Dabei wird TRPV4 nicht nur vom Endothel
sondern auch vom Epithel der Atemwege und des autonomen Nervensystems
exprimiert (Troidl et al. 2008; Kwan et al. 2007; Liedtke et al. 2000). Anhand des
heterogenen Expressionsmusters des TRPV4-Kanals I&sst sich vermuten, dass der
Kanal an einer Vielzahl von Signaltransduktionsprozessen und Organfunktionen
beteiligt ist und durch diverse physikalische und chemische Reize stimuliert werden
kann. So erfolgt eine Aktivierung durch Temperaturen > 24°C, wodurch der Kanal bei
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Kérpertemperatur konstitutiv aktiv ist. Es liegt nahe, dass der TRPV4-Kanal eine Rolle
bei der Warmeempfindung und der Temperaturregulation spielt. Zudem ist er
hochsensitiv gegenlber extrazellularen Osmolaritatsanderungen im Rahmen
physiologischer Osmolaritdtsschwankungen. In isotonischem Medium etwa ist TRPV4
aktiv, hypotonische Bedingungen steigern die Kanalaktivitat und unter hypertonischen
Konditionen bleibt die intrazellulare Kalziumkonzentration konstant oder sinkt ab. Als
Osmorezeptor ist TRPV4 z.B. in humanen glatten GefaBmuskelzellen der Atemwege,
im wasserdurchldssigen Segment des Nephrons und in nozizeptiven Afferenzen
peripherer Nerven bedeutungsvoll (Wissenbach et al. 2000; Strotmann et al. 2000;
Liedtke et al. 2000).

Eine Mechanosensitivitdt des TRPV4-Kanals wurde unter anderem in renalen
Tubulusepithelzellen nachgewiesen. Auch in kultivierten Endothelzellen und in intakten
GeféaBen konnten &hnliche Calciumsignale in Abhangigkeit von erhéhtem Fluss
beobachtet werden. Jedoch ist bislang der vollstindige Mechanismus der TRPV4-
abhangigen Prozesse nicht vollstandig geklart (Kéhler et al. 2006; Hoyer et al. 1998;
Falcone et al. 1993; Helmlinger et al. 1991). Neben mechanischem Stress, Osmolaritat
und Hitze reagiert TRPV4 sensibel auf chemische Verbindungen wie 4a-Porbol-12,13-
Didecanoate (4aPDD) (Vriens et al. 2007). An Endothelzellen, die aus der Aorter der
Maus isoliert wurden, konnte gezeigt werden, dass 4aPDD einen Anstieg der
intrazelluldren Kalziumkonzentration durch Einstrébmen extrazellularer Calciumionen
induziert. Die Bindungsdoméne fiir Phorbolesterderivate ist am N-Terminus des S3-
Segmentes lokalisiert, was die Latenzzeit zwischen 4aPDD-Applikation und
Wirkungsbeginn sowie ein verzégertes wash-out erklaren (Vriens et al. 2009; Vriens et
al. 2004). TRPV4 reagiert ebenfalls auf inflammatorische Stoffe wie Arachidonséure,
Epoxyeicosatriensdure und Anandamide. Wie alle Mitglieder der TRPV-Familie wird
auch TRPV4 durch das polykationische Molekdl Ruthenium-Rot (RuR), welches
extrazellular an die Kanalpore bindet, blockiert (Galizia et al. 2012; Watanabe et al.
2003).

Der TRPV4 wurde von Nilius und seinen Mitarbeitern erstmalig in Endothelzellen von
Mause-Aorten identifiziert (Watanabe et al. 2002; Voets et al. 2002). Bis heute ist die
Rolle des TRPV4-Kanals bei der Endothelfunktion nicht vollstdndig geklart (Kéhler &
Hoyer 2007). Es wird vermutet, dass seine funktionelle Bedeutung in Zusammenhang
mit der relativ hohen Ca?*-Permeabilitat steht (Watanabe et al. 2002; Strotmann et al.
2000). Die Aktivierung des TRPV4-Kanals resultiert in einem signifikanten Ca®*-
Einstrom, der als Antwort auf eine rezeptormediierte oder mechanische Stimulation

eine Schlusselfunktion flr eine Vielzahl endothelialer Funktionen spielt. Es konnte
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gezeigt werden, dass seine Funktion als Mechanosensor eine bedeutende Rolle bei
der Schubspannungs-induzierten Vasodilatation spielt (Everaerts et al. 2010;
Hartmannsgruber et al. 2007). Bei der humoralen und hamodynamischen Stimulation
des Endothels spielen neben der Aktivierung der Ca**-permeablen Kationenkanale
auch die Co-Aktivierung von Calcium—aktivierten Kaliumkandle (Kc.) fiir den Ca?*-
Einstrom eine wichtige Rolle.

1.5 Kaliumkanale

Kaliumkanéle sind Proteine in der Zellmembran, die den Durchfluss von K*-lonen
ermoglichen und zu den haufigsten und vielfaltigsten aller bisher bekannten
lonenkanale gehdren. Sie werden in nahezu allen erregbaren und nicht erregbaren
Zellen exprimiert und bilden somit eine nahezu ubiquitdr vorkommende Familie von
Membranproteinen, welche an einer Vielzahl von unterschiedlichen Prozessen beteiligt
sind. So sind Kaliumkanale an der Kontrolle des Membranruhepotentials, der
Steuerung der Sekretion von Hormonen, der Regulation elektrischer Erregbarkeit von
Neuronen und deren synaptischen Plastizitat beteiligt (Rudy 1988). Ihre Aktivitat wird
durch Anderungen des Membranpotentials, durch Transmitter, Hormone und durch
Zellmetabolismus reguliert (Hille 1978).

Das Hauptmerkmal zur Unterscheidung der verschiedenen Kaliumkandle ist ihr
Offnungs- bzw. Aktivierungsmechanismus. Bei den spannungsabhidngigen Kanélen,
wie sie in erregbaren Zellen zu finden sind, fihrt eine Depolarisation der Zellmembran
zur Kanalaktivierung. Bei den spannungsunabhangigen Kanélen hingegen fihrt die
Bindung eines Liganden, wie die Bindung von intrazellularem Ca®*, zur

Konformationsénderung der Proteinstruktur und somit zur Kanaléffnung.

Die Kco-Kandle kénnen das Endothel hyperpolarisieren und stellen die
elektrochemische Triebkraft fir den Ca®*-Einstrom bereit und halten den
elektrochemischen Gradienten aufrecht.

1.5.1 Die Familie der Calcium-aktivierten Kaliumkanale

Die  verschiedenen Kca-Kanale unterscheiden sich hinsichtlich der
Einzelkanalleitfahigkeit, Aktivierungsmechanismen und Verteilungsmuster in den
verschiedenen Zelltypen und Geweben und wurden erstmalig in Erythrozyten
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beschrieben (Gardos 1958). Die Ca?**-aktivierten Kaliumkanéle werden nach der
neuesten Nomenklatur von IUPHAR in die 6TM/1P (6 Transmembrandoméanen/ 1
Porendoméne) Familie eingeordnet und kann hinsichtlich ihrer Leitféhigkeit in 3
Unterklassen unterteilt werden: BKc,-, SKca- und IKg,-Kanale (Guéguinou et al. 2014).

N-Terminus Calmodulin C-Terminus

BKc,

N-Terminus

C-Terminus

Abbildung 1-7: Die Kca-Kandéle werden in drei Gruppen unterteilt: BKca-, SKca- und IKca-Kanile.

(A) SKca- und [Kca- Kanéle sind spannungsunabhangige und Calmodulin-regulierte Kca-Kanale mit
geringer und mittlerer Leitfahigkeit, zu denen Kca2.1, Kca2.2 Kca2.3 und Kca3.1 zdhlen. (B) Zu den
spannungsabhangigen regulierten BKca-Kanélen gehéren Kcal.1, Kea5.1, Kcad.1 und Kca4.2. Modifiziert
nach (Guéguinou et al. 2014).

Zu den SKc,-Kandlen gehéren die spannungsunabhangigen und Calmodulin-
regulierten Kc,-Kanale mit geringer Leitfahigkeit, zu denen Kc,2.1, Kca2.2 und Kc,2.3
zahlen (Wei et al. 2004). Ebenfalls spannungsunabhangigen und Calmodulin-reguliert




Einleitung

ist der Kc,3.1-Kanal, der aufgrund seiner mittleren Leitfahigkeit zu der Unterklasse der
IKca—Kanéle zahlt. Zu der Unterklasse der BKcg,-Kanalen werden die spannungs-
abhangig regulierten Kg,-Kanéle Kca1.1, Kea5.1, Kea4.1 und Kc4.2 gezahlt (Gutman et
al. 2003).

Jeweils vier Untereinheiten bilden den tetrameren K'-leitenden Kanalkomplex.
Gemeinsam ist diesen lonenkandlen die Aktivierung durch einen Anstieg der
intrazellularen Ca®*-Konzentration, wobei Kc.3.1 und Kc,2.3 Calmodulin als Ca®*-
Sensor verwendet, wahrend Kc,1.1 in der Proteinstruktur eine eigene Ca®*-
Bindungsstelle aufweist (Guéguinou et al. 2014; Ledoux et al. 2006). Die Kc,-Kanéle
kommen in einer Vielzahl von Geweben und Organen vor, einige Vertreter auch im
kardiovaskularen System, endokrinen Gewebe und dem Nervensystem (Ledoux et al.
2006; Vergara et al. 1998).

1.5.2 Der Kc¢a3.1-Kanal (IK, intermediate conductance)

Der Kco3.1-Kanal, nach der alten Nomenklatur als IK (intermediate conductance) oder
SK4 (smal conductance 4) bezeichnet, wurde von Gardos erstmalig im Jahr 1958 in
Erythrozyten beschrieben (Gardos 1958). Der Kanal tragt dort zur Regulation des
Zellvolumens und des Membranpotentials bei. Anhand von Patch-Clamp versuchen
konnte 26 Jahre spater gezeigt werden, dass die Aktivierung eines K*-Kanals fir diese
Regulation verantwortlich war (Grygorczyk & Schwarz 1983).

Der funktionelle Kanal besteht aus einem Homotetramer und jede Untereinheit besitzt
sechs Transmembrandoménen. Der N- und C-Terminus liegt intrazellular und die K*-
selektive Pore liegt zwischen den Segmenten S5 und S6.

Kce3.1-Kanédle sind leicht einwarts-rektifizierend und zeigen keine Spannungs-
abhéangigkeit. Physiologisch werden sie durch einen IPs-vermittelten Anstieg der
intrazellularen Calciumkonzentration aktiviert. Das Protein Calmodulin (CaM), welches
an den proximalen C-Terminus jeder Untereinheit gebunden ist, bildet eine
hochsensitive Detektionstelle fur Ca®*. Zur Offnung des Kanals muss es zur CaM-
induzierten Konformationsénderung an allen vier Untereinheiten kommen (Fanger et al.
1999). Die Ca**-Konzentration, bei der die Halfte der Kanale gedffnet sind (ECsy), liegt
bei etwa 250 nM. Nach der Aktivierung des Kanals kommt es zum K*-Ausstrom, der in
einer Hyperpolarisation der Zelle resultiert. Die Einzelkanalleitfahigkeit des Kcg,3.1-
Kanals liegt bei 30-80 pS (Ishii et al. 1997; Logsdon et al. 1997).
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Abbildung 1-8: Schematischer Aufbau von Kca3.1 und Kc.2.3.

(A) Schematischer Aufbau einer a-Untereinheit des Kca3.1/2.3. Schematische Darstellung der 6
Transmembrandomanen S1-S6 mit einer putativen Porenregion zwischen der 5. und 6.
Transmembrandoméne. N- und C-Terminus liegen intrazellular. Calmodulin (CaM) stellt den
Calciumsensor dar. (B) Vier Kca3.1 bzw. Kca2.3 Monomere bilden einen funktionellen Kationenkanal.
Modifiziert nach (Grgic et al. 2009).

Der Kanal wird neben dem GefaBendothel in T-Lymphozyten (Wulf et al. 2000),
Fibroblasten (Pena & Rane 1999), Erythrozyten (Gardos 1958) und Leberzellen (Joiner
et al. 1997) sowie Lungen- und Placentagewebe (Logsdon et al. 1997) exprimiert. An
T-Zellen konnte seine Funktion bei der Regulation immunologischer Prozesse gezeigt
werden, in aktiven T-Zellen ist die Expression des Kanals gegentber der ruhenden
Zellen deutlich erhdht. Eine Stimulation der Zellen mit Aktivatoren der Proteinkinase C
(Phorbolester) und der intrazellularen Calcium-Kaskade (lonomycin) fihrt ebenfalls zu
einer Erh6hung der Kanalexpression und zeigt die Bedeutung dieser beiden
Signalwege fir die Immunantwort (Ghanshani & Wulff et al. 2000). Weitere
Untersuchungen zeigen, dass Kcg3.1 an der Kontrolle der Proliferation der
Endothelzellen und Fibroblasten beteiligt ist und Auswirkungen auf die Angiogenese
hat. Die Expression des Kc,3.1-Kanals wird durch die Wachstumsfaktoren bFGF
(fibroblast growth factor) und VEGF (vascular endothelial growth factor), die das
Wachstum von Fibroblasten und Endothelzellen stimulieren, erhéht.

Die Rolle des K¢,3.1 in der Angiogenese konnte in der eigenen Arbeitsgruppe gezeigt
werden. Durch die vermittelte Hyperpolarisation und die damit einhergehende
Steigerung der elektrochemischen Triebkraft fiir den Ca®*-Einstrom spielt der Kg,3.1-
Kanal eine wichtige Rolle bei der Proliferation der Fibroblasten und Endothelzellen
(Kohler et al. 2000). Im Jahr 2005 zeigten Grgic und Mitarbeiter, dass eine Stimulation
mit FGF und VEGF zu einer signifikanten Hochregulation der Expression des K¢3.1 in
Endothelzellen fihrt und es zu einer ausgepragten Fibroblasten- und
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Endothelzellproliferation kommt (Grgic et al. 2005). Eine Blockierung des Kc,3.1-
Kanals mit fir diesen Kanal spezifischen Blockern Clotrimazol und TRAM-34 (1-[(2-
Chlorophenyl) diphenylmethyl]-1H-pyrazole) fihrte zur Unterdriickung der Proliferation.
In vivo konnte gezeigt werden, dass durch die Gabe von TRAM-34 die Restenose nach
Ballonkatheterisierung der A. carotis in der Ratte inhibierbar ist, was somit potentielle
neue Therapieverfahren bei kardiovaskuldren Erkrankungen ermdglichen kdénnte
(Kohler et al. 2003).
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Abbildung 1-9: Clotrimazol und sein Derivat TRAM-34 bilden spezifische Blocker fiir Kc,3.1.

(A) Strukturformel von Clotrimazol. (B) Strukturformel von TRAM-34 (1-[(2-Chlorophenyl)-
diphenylmethyl]-1H-pyrazole).

Der Kce3.1 wird durch die Benzimidazolinone 1-Ethyl-2-benzimidazolinon (1-Ebio) und
dessen potenteren Derivat 5,6-Dichloro-1-ethyl-2-benzimidazolinon (DC-EBIO)
aktiviert, da diese Substanzen die Offnungszeit nach Kanalaktivierung betréachtlich
verlangern (Singh et al. 2001; Syme et al. 2000).

1.5.3 Der Kca2.3-Kanal (SK, small-conductance)

Der Kca2.3-Kanal gehort zu den Calcium-aktivierten Kaliumkanalen mit einer niedrigen
Leitfahigkeit (daher auch als SK, ,small-conductance”, bezeichnet) und zeigt eine
Einzelleitfahigkeit von 4-14 pS. Ahnlich wie Kc,3.1 ist der K,2.3 hoch Ca®- sensitiv
und wird bereits bei Konzentrationen von 300-700 nM halbmaximal aktiviert. Der
Kca2.3 zeigt eine etwa 50 %-ige genetische Homologie zu Kg,3.1 und entspricht
dessen Aufbau weitestgehend.

Die Kcgo-Kandle niedriger Leitfahigkeit sind ebenfalls spannungsunabhangig und

bestehen aus sechs konservierten Transmembrandomanen mit einem intrazelluldren
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C- und N-Terminus. Am C-terminalen Ende jeder der vier Untereinheiten ist, analog
zum Kc,3.1, CaM als Ca**-Sensor gebunden (Abbildung 1-8) (Stocker 2004).

Gemeinsamkeiten und Unterschiede der Kanéle sind in Tabelle 1-1 dargestellt.

Tabelle 1-1: Vergleich von Kca3.1 und Kc.2.3. Modifiziert nach (Ledoux et al. 2006).

KCa3.1 KCa2.3
Untereinheiten Sechs Transmembrandoménen (S1-S6)
Homotetramer
Gene KCNN4 (Kca3.1) KCNN3 (Kca2.3)
ECso ungefahr 250 nM Ca**
Calcium-Sensitivitat Uber Calmodulin
Leitfahigkeit 30-80 pS 4-14 pS
Spannungsabhéangig nein
Spezifische Aktivatoren 1-EBIO/ DC-EBIO
Riluzol
Chlorzoxazon
Spezifische Blocker TRAM-34 Apamin
Chardotoxin UCL 1684
Clotrimazole Bicucullin
TEA+ TEA+
Dequalinium

Der Kca2.3 wird in einer Vielzahl von Geweben exprimiert. Im zentralen Nervensystem
scheint er einige Krankheiten mit zu verursachen, wie etwa Schizophrenien und
bipolare Stérungen (Cardno et al. 1999; Chandy et al. 1998) Anorexia Nervosa
(Koronyo-Hamaoui et al. 2002) sowie Ataxien (Figueroa et al. 2001). Im Endothel ist

Kca2.3 fur die endothelabhdngige Vasoregulation von groBer Bedeutung. Bei der
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EDHF-vermittelten Vasodilatation spielt er mit dem bereits genannten Kc.3.1 (IKca)
eine wichtige Rolle, da beide Kanale durch ihre K'-Leitfahigkeit fir die initiale
Hyperpolarisation der Endothelzelle mit darauf folgender Hyperpolarisation der glatten
GefaBmuskelzellen verantwortlich sind (Grgic et al. 2009). So konnte experimentell
gezeigt werden, dass die EDHF-Antwort durch Kombination der Inhibitoren von K¢,2.3
(Apamin, UCL 1684) und K¢.3.1 (TRAM-34, Charybdotoxin) gehemmt wird, womit die
zentrale Bedeutung dieser lonenkanéle deutlich wird.
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Abbildung 1-10: Apamin und UCL1684 bilden spezifische Blocker fiir Kca2.3.

(A) Strukturformel von Apamin. (B) Strukturformel von UCL 1684 (6,10-Diaza-3(1,3)8(1,4)-dibenzena-
1,5(1,4)-Diquinolinacyclodecaphan).

Zur Untersuchung der Funktion des Kc,2.3-Kanals kénnen eine Vielzahl an Inhibitoren
und Aktivatoren eingesetzt werden. Neben dem Bienengift Apamin stehen sehr
selektive Non-Peptid-Blocker wie etwa UCL 1684 (6,10-Diaza-3(1,3)8(1,4)-dibenzena-
1,5(1,4)-Diquinolinacyclodecaphan) zur Verfigung (Rosa et al. 1998; Burgess et al.
1981). Ebenso wie Kc,3.1 kann auch Kg,2.3 durch die Benzimidazole 1-EBIO und
dessen potenteres Derivat DC-EBIO effektiv aktiviert werden (Singh et al. 2001; Syme
et al. 2000).

1.6 Die Caveolae

Der Nobelpreistrager George Emil Palade beschrieb im Jahr 1953 erstmalig mit Hilfe
von elektronenmikroskopischen Aufnahmen morphologisch distinkte Plasmamembran-
Invaginationen in der Endothelzelle (Palade 1953). Zwei Jahre spéater konnte Yamada
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ahnliche Strukturen (,little caves®) im Gallenblasenepithelium nachweisen (Yamada
1955). Seither wurden diese als Caveolae bezeichneten Strukturen, mit wenigen
Ausnahmen wie z.B. Lymphozyten (Fra et al. 1995), in den meisten Zelltypen
beschrieben.

Bei den Caveolae handelt es sich um 50-100 nm groBe Einstllpungen der
Plasmamembran. Bis zum Jahr 2010 wurde die Form der Caveolae als Omega- Form
beschrieben (Abbildung 1-11).

Caveoline-1,2,3

XY

Abbildung 1-11: Caveolae und Caveoline.

(A) Elektronenmikroskopische Aufnahme der kleinen Q-férmigen Caveolae in der Plasma-Membran einer
Endothelzelle (bovine aortic endothelial cells, BAEC). (B) Schematische Ubersicht des Aufbaus der
Caveolae und der Caveolin-Proteine. Modifiziert nach (Parton et al. 2001, Rizzo et al. 2003).

Schlérmann und Mitarbeiter zeigten jedoch, dass die Caveolae nach einer schnellen
Hochdruck-Kryofixierung eine einfache Becher-Form ohne oberflachliche Verengung
aufweisen (Schlérmann et al. 2010). Die einfache Omega-Form der Caveolae ist auf
die Behandlung mit Glutaraldehyd wahrend der Fixierung des Gewebes fir die
elektronenmikroskopische Untersuchungen zurlickzufiihren.
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Caveolae liegen entweder einzeln oder in Ketten entlang der Zelloberflaiche und
werden in den meisten Zelltypen wie Adipozyten, Muskelzellen, Endothelzellen und
Fibroblasten gefunden. Je nach Zelltyp sind verschiedene Formen der Caveolae
vertreten. In Skelettmuskelzellen befinden sich Netzwerke von miteinander in
Verbindung stehenden Caveolae. Caveolae-Rosetten sind in Adipozyten zu finden und
freie tubulare und vesikulare Caveolae in Endothelzellen (Parton et al. 1997; Scherer et
al. 1994; Simionescu et al. 1975). In humanen Fibroblasten wurden tiefe und flache
Caveolae beschrieben (Fujimoto et al. 2000).

Die Oberflachendichte variiert je nach Polaritat des Zelltypes und kann auf bestimmte
Bereiche der Zelloberflache begrenzt sein (apikal/basolateral) (Stan 2005). Mit etwa
10.000 — 30.000 Caveolae/Zelle machen Caveolae 15 % des totalen Zellvolumens in
Endothelzellen aus (Mehta & Malik 2006). Mittlerweile wurden die
Hauptstrukturproteine der Caveolae, die Caveoline (Cav), in die Definition der

Caveolae mit aufgenommen.

Die Caveoline sind fur die Bildung der caveolaren Struktur essenziell (Razani et al.
2002; Simons & Toomre 2000). Seitdem zahlen auch Caveolin-haltige Vesikel ohne
Verbindung zur Plasmamembran zu caveolaren Strukturen. Caveoline dienen bei der
Unterscheidung der Zellmembrandoméanen als Markerproteine und spielen auch bei
der Entschlisselung der molekularen Struktur der Caveolae und deren Funktion eine
wichtige Rolle. So wird angenommen, dass die zelltypische Funktion der Caveolae im
Zusammenhang mit deren Haufigkeit und Auspragungen stehen. Die genauen
Mechanismen, die zur Bildung der Caveolae fuhren, sind jedoch bis heute nicht
ausreichend geklart.

Caveolae sind auf biochemischer Ebene den Lipid Rafts sehr &hnlich. Lipid Rafts sind
Doméanen der Zellmembran, die sich aufgrund einer veranderten Lipid- und
Proteinzusammensetzung von der restlichen Membranregion unterscheiden und
teilweise fur die Signaltransduktion der Zelle verantwortlich sind (Nichols 2003; Nabi &
Le et al. 2003; Munro 2003). Caveolae bilden ebenso wie Lipid Rafts innerhalb der
Zellmembran Mikrodoméanen und sind reich an Cholesterol, Sphingolipiden und
Proteinrezeptoren (Razani et al. 2002; Simons & Toomre 2000). Wahrend Lipid Rafts
jedoch wie kleine Fl6Be in der Lipiddoppelschicht treiben, stellen Caveolae die bereits
genannten becherférmigen Oberflacheninvaginationen dar. Der Cholesterolgehalt
spielt fur die Bildung der caveolaren Struktur eine kritische Rolle. So muss fur die
Bildung der Caveolae eine bestimmte Mindestmenge an Cholesterol vorliegen
(Hailstones et al. 1998). Caveolae enthalten, abhangig vom Zelltyp, etwa 4-30 % des
membrandren Cholesterols und bis zu 95 % der zellularen Sphingolipide (Smart et al.
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1999). Agenzien wie Nystatin oder Cyclodextrin kénnen aufgrund ihrer Struktur der
Plasmamembran das Cholesterol entziehen und somit die lipidhaltigen Mikrodomé&nen
zerstéren. In Zellen, die mit diesen Agenzien behandelt wurden, fehlen morphologisch
identifizierbare Caveolae (Hailstones et al. 1998; Rothberg et al. 1992). Aus dem
hohen Cholesterolgehalt ergibt sich zudem eine geringe Dichte und hohe Unléslichkeit
in schwachen nicht-ionischen Detergenzien wie Triton-X.

Die Caveolae sind an einer Vielzahl von Zellfunktionen beteiligt, wie etwa Endozytose,
intrazellulare Transporte und Cholesterol-Homd&ostase in der Zelle (Cohen et al. 2004).
Einige pathogene Mikroorganismen umgehen den klassischen lysosomalen
Transportweg, indem sie sich Uber die Caveolae Eintritt in die Zelle verschaffen (Norkin
2001) und direkt nach der Akkumulation zum endoplasmatischen Retikulum (ER)
gelangen. Zudem sind Caveolae an der Aggregation vieler Proteine beteiligt, die eine
wichtige Rolle in Signaltransduktionsprozessen spielen. So befinden sich in den
Caveolae unter anderem Proteinkinasen, Rezeptoren, Kanale und weitere wichtige
Bestandteile einiger Signalkaskaden.

1.6.1 Caveoline und Caveolin-1

Die Familie der Caveoline umfasst die drei Mitglieder Caveolin-1, Caveolin-2 und
Caveolin-3. Die Caveolin-Gene weisen untereinander eine hohe Homologie auf und
sind in verschiedenen Spezies sehr konserviert. Die verschiedenen Caveoline sind in
unterschiedlichen Zelltypen verteilt und unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Funktionen
(Carver, Schnitzer 2003; Carver et al. 2003). Caveolin-3 ist spezifisch in glatten
GeféaBmuskelzellen zu finden, wahrend Caveolin-1 und Caveolin-2 in den meisten
Zelltypen koexprimiert werden (Liu et al. 2002; Fujimoto 2000).

Das Caveolin-1 Protein, urspringlich vesicular integral-membrane protein (VIP21), ist
ein 21-24 kDa groBes, integrales Transmembranprotein und ist maBgeblich an der
Ausbildung der Caveolae-Struktur beteiligt (Podar et al. 2003). Es besitzt einen
zytoplasmatischen N- und C-Terminus und eine intramembrandre Doméne mit einer
schleifenartigen Struktur, dem sogenannten hairpin loop (Abbildung 1-12) (Razani et al.
2002). Zudem besitzt es eine 32 Aminosaure lange und hydrophobe Doméne (AS 102-
34), die fur die transmembranére Lokalisation verantwortlich ist (Monier et al. 1995).
Weiterhin sind die NH2-Terminus-Membranbindungsdoméne (N-MAD, AS 82-101),
auch Caveolin scaffolding domain (CSD) genannt, und die COOH-Terminus-
Membranbindungsdoméne (C-AMD, AS 135-150) fir die Membranbindung essenziell
(Schegel & Lisanti 2000).
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Abbildung 1-12: Primére Struktur des Caveolin-1.

(A) Schematische Darstellung der wichtigsten funktionellen Domé&nen von Caveolin-1. Die Aminosaure-
positionen sind Uber dem Schema dargestellt. (B) Lokalisation von Caveolin-1 in der Plasmamembran.
Zwei Caveolin-1-Monomere bilden vereinfacht dargestellt ein Dimer, in vivo assoziieren 14-16 Monomere,
um ein einzelnes Caveolin-1-Homo-Oligomer zu bilden. Sowohl die Amino- als auch Carboxy-terminalen
Domanen ragen ins Zytosol der Zelle, wahrend ein hairpin loop sich durch die doppelschichtige Plasma-
Membran zieht. Modifiziert nach (Hehlgans & Cordes 2011).

Caveolin-1 liegt in zwei Isoformen, Caveolin-1a und Caveolin-1B vor, wobei die
Caveolin-1B-Isoform um 32 Aminosauren kiirzer ist, da sie aus einer alternativen
Translation-Startsequenz resultiert (Kogo & Fujimoto 2000; Scherer et al. 1995).
Waéhrend Caveolin-1a tberwiegend in den tieferen Caveolae lokalisiert und effizienter
bei der Bildung der Caveolae ist, bildet Caveolin-18 hingegen Uberwiegend flache
Caveolae aus (Fujimoto et al. 2000). Beide Isoformen besitzen die typische Caveolin
scaffolding domain (CSD) und den acetylierten C-Terminus, wahrend die N-terminalen

Aminosauren nur in Caveolin-1a zu finden sind.

Caveolin-1 dient nicht nur als Strukturprotein der Caveolae, sondern spielt eine groBe
Rolle bei der Endo-, Exo- und Transzytose sowie der Lipidhomdostase und in der
Tumorprogression und Tumorgenese im Sinne der Regulation des Zellliberlebens und
des Metastasierungspotentials (Juhasz et al. 2003; Ho et al. 2002).
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Zudem vernetzt Caveolin-1 auf der zytoplasmatischen Seite Uber die Caveolin
scaffolding domain (CSD) Zytoskelettassoziierte Proteine, Zelladhasionsmolekile und
verschiedene Signalmolekile miteinander und wirkt regulatorisch auf die damit
verbundenen Signalprozesse ein. Die Caveolin scaffolding domain ist eine 20
Aminosaure umfassende, am N-Terminus lokalisiert Sequenz des Caveolin-1, an die
Proteine mit dem sogenannten Caveolin-1-bindenden Motiv binden kénnen (Razani et
al. 2002; Machleidt et al. 2000; Luetterforst et al. 1999). Caveolin-1 bildet mit Caveolin-
2 stabile Homo- und Hetero-Oligomere, die aus 14-16 Monomeren bestehen und nur
durch Behandlung mit starken Detergenzien dissoziieren (Li et al. 1996; Sargiacomo et
al. 1995; Monier et al. 1995). Auch Cholesterol, das wie bereits erwahnt neben
Caveolin maBgeblich an der caveolaren Struktur beteiligt ist, bindet an Caveolin-1 (Fra
et al. 1995). Die hohe Konzentration von Cholesterol und die Insertion von Caveolin-1
in der Plasmamembran flihren dann zur VergréBerung der Oberflache der
zytoplasmatischen Héalfte der Doppelschicht im Verhaltnis zur exoplasmatischen
Membranhalfte und es kommt zur Einstllpung der Membran. Weiterhin interagiert
Caveolin-1 direkt mit zahlreichen Signalmolekilen, darunter H-Ras, Src Tyrosin-Kinase
der Src-Familie, extrazellular-regulierten Kinasen (ERK1/2), Mitogen-aktivierten ERK-
Kinasen (MEK1/2), a-Untereinheiten von heterotrimeren G-Proteinen sowie der
endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) (Razani et al. 2002). Auch hier ist
die Caveolin scaffolding domain fir die Interaktion von Caveolin-1 mit den

verschiedenen Proteinen zustandig.

Die endotheliale Stickstoffmonoxidsynthase (eNOS) war eines der ersten Nicht-
Rezeptor-Proteine, das in den Caveolae der Plasmamembran gefunden wurde (Feron
et al. 1996). Seither haben verschiedene in vitro Studien die Wechselwirkung zwischen
Caveolin-1 und eNOS beschrieben und konnten eine Interaktion von eNOS mit der
Caveolin scaffolding domain (CSD, AS 81-101) des Caveolin-1 belegen (Schilling et al.
2006; Garcia-Cardena et al. 1997; Ju et al. 1997). Diese Interaktion fiihrt zu einer
signifikanten  Reduzierung der katalytischen Aktivitdt der eNOS. Diese
Enzyminhibierung kann durch eine positive allosterische Regulation durch Kalzium-
Calmodulin aufgehoben werden (Ju et al. 1997; Michel et al. 1997). Ein erhdhter
Kalziumspiegel fuhrt zur Separierung von Caveolin-1 und eNOS, was in einer
Aktivierung des frei werdenden Enzyms resultiert. Spater kommt es zu einer
Rackbildung des Caveolin-eNOS-Heteromers, eine Wiederanlagerung an die Caveolae
findet statt und das Enzym ist erneut inhibiert (Feron et al. 1998).
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Anhand von Caveolin-1-Knockout-Mausen konnte gezeigt werden, dass Caveolin-1 fir

1.6.2 Caveolin-1-defiziente Mause

die Bildung der Caveolae essentiell ist. In den Endothelzellen und Adipozyten dieser
Caveolin-1-defizienten Mausen konnten keine caveoldren Strukturen nachgewiesen
werden. Auch die Proteinmenge von Caveolin-2 ist um etwa 90-95 % reduziert, obwohl
das Expressionslevel der Caveolin-2 mRNA im Vergleich zu den Wildtyptieren
unverandert ist. Zudem kdnnen frisch isolierte Aorten der Caveolin-1-Knockout-Mause
keinen gleichmaBigen kontraktilen Tonus entwickeln und die Freisetzung von
Stickstoffmonoxid (NO) und cGMP war deutlich erhéht (Drab et al. 2001). Es kam also
zu einer Deregulation des NO-Signalweges. Somit konnte gezeigt werden, dass die
caveolare Lokalisation fur die maximale eNOS-Aktivitdt essentiell ist und diese
Enzymaktivitat von Caveolin-1 negativ reguliert wird (Qian et al. 2013; Bucci et al 2000;
Garcia-Cardena et al. 1997).
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1.7 Fragestellung

Das Endothel ist einer der wichtigsten Regulatoren des GeféBtonus, also der
Vasokonstriktion und Vasodilatation, als Reaktion auf definierte Reize. Es nimmt mit
Hilfe von Prostazyklin (PGl,), Stickstoffmonoxid (NO) und dem endothelium-derived
hyperpolarizing factor (EDHF), Einfluss auf den Kontraktionszustand der glatten
GefaBmuskulatur. Wahrend die Vasodilatatoren NO und PGl, vollstandig
charakterisiert  sind, ist die Beschaffenheit des  endothelabhédngigen
Hyperpolarisationsfaktor (EDHF) noch nicht vollstandig geklart. Die verschiedenen
Erklarungsansatze zur Klarung der Identitdt und des Mechanismus der EDHF-
vermittelten Vasodilatation legen nahe, dass es sich hierbei nicht nur um ein einzelnes
Molekil oder einen einzelnen Signalweg handelt. Es schein sich hier um ein
komplexes System aus verschiedenen Signalwegen zu handeln, denen eine
endotheliale Hyperpolarisation vorausgeht und in denen der mechanosensitive
Calciumkanal TRPV4 und die Calcium-aktivierten Kaliumkanale Kc,3.1 und Kc.2.3 eine

wichtige Rolle spielen.

Die Membranen der Endothelzellen enthalten 50-100 nm groBe Einstllpungen, die
sogenannten Caveolae. Den Caveolae werden mehrere Funktionen zugeschrieben.
Sie dienen der Trans- und Endozytose, der Regulation des Cholesterolhomdostase in
der Zelle und der Aggregation vieler Proteine, die eine wichtige Rolle in
Signalprozessen spielen. Die Identifizierung von Caveolin-1 als Strukturprotein der
Caveolae erlaubte eine Aufreinigung der caveoldaren Membranfraktionen und
ermdglichte somit die genaue Untersuchung caveolarer Proteine. Es ist bekannt, dass
sich in den Caveolae unter anderem Rezeptoren, Proteinkinasen und weitere
Bestandteile von Signalkaskaden befinden. Daher werden Caveolae als Mikrodomanen
angesehen, welche die an der Signalkaskade beteiligten Molekule in enger raumlicher
Nahe beherbergen und so eine effektive Signaltransduktion erméglichen.

Unsere Hypothese ist, dass die TRPV4 und Kcg,-Kanéle, die funktionell zusammen
héangen auch rdumlich assoziiert sind. Also die Caveolae als Mikrokompartiment
fungiert und die funktionellen Einheiten in einer rdumlichen Struktur angeordnet sind.
Eine  Stérung  dieser  Caveolaefunktion und des  mechanosensitiven
Funktionskomplexes flihrt zur endothelialen Dysfunktion und pathologischen
GefaBregulation.
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Abbildung 1-13: Schematische Darstellung der Caveolae als Mikrokompartiment.

(GPCR) G-Protein-gekoppelter Rezeptor, (PLC) Phospholipase C, (eNOS) endotheliale Stickstoffmonoxid-
Synthase, (DAG) 1,2-Diacylglycerine, (NO) Stickstoffmonoxid.

Im Rahmen der Dissertation stehen folgende Ziele im Mittelpunkt:
Charakterisierung der Caveolae als Mikrokompartiment.

1) Untersuchung, ob der mechanosensitiv-assoziierten lonenkanal TRPV4 und die Kc,-
Kanale in Caveolae lokalisiert und Teil eines Mechanotransduktion-Komplexes sind.

2) Charakterisierung der Rolle des caveoldaren Kompartiments in der Mechano-
transduktion durch mechanische oder hAmodynamische Reize.

3) in vivo Untersuchungen, welchen Einfluss das Fehlen der Caveolae, also der
Mikrokompartimentierung, auf die Kg,-Stréme hat.



2 Material

2.1 Gerate

Tabelle 2-1: Verwendete Geréte

Material

Gerit

Hersteller

Axio Observer Z.1 Mikroskop

Nanodrop 2000c

SR GSD (DMI 6000B TIRF)

Stereomikroskop
Mikroskop Axiovert 135
CO,-Inkubator

Tischzentrifuge

Mikrofuge (Heraeus Pico 17 Centrifuge)

Vortex-Gerét

FUSION-FX7 Advance-Superbright (4.2/10 Mio

Pixel CCD-camera)

Schwingungsisolierter Tisch

Patch-Clamp Mikromanipulator

Carl Zeiss AG; Oberkochen,
Deutschland

PeqglLab; Erlangen, Deutschland

Leica Microsystems; Wetzlar,
Deutschland

Zeiss; Jena, Deutschland
Zeiss; Jena, Deutschland
Heraeus; Hanau, Deutschland

Thermo Electron Corporation;
Karlsruhe, Deutschland

Thermo Electron Corporation;
Karlsruhe, Deutschland

Thermo Scientific; Wedel,
Deutschland

PeqglLab; Erlangen, Deutschland

Physik Instrumente Waldborn;
Deutschland

Eigenbau Max-Planck-Institut;




Material

Computergesteuerter EPC-9 Patch-Clamp-
Verstarker

Main Pipettenziehgerat DMZ-Universal-Puller

Borosilikatkapillaren, Lange: 7,5 cm,
Innendurchmesser: 0,9 mm, Wandstarke:

0,3 mm

Experimentierbad: Badkammer flir 2 ml

Volumen

MeB- und Referenzelektrode: Chlorierte
Silberdrahte

Thermocycler Gene Amp PCR System 2700

Fast Real-Time PCR System

Elektrophoresebad Agagel Mini Biometra

UV-Transilluminator Gene Genius

Laborwaage BP310P
Ibidi Pump-System

Platten-Kegel-Viscometer

Frankfurt/, Deutschland

HEKA Elektronik; Lambrecht,
Deutschland

Zeitz; Augsburg, Deutschland

Clark Electromedical Instruments;
Pangbourne, GroBbritannien

Wolfgang Hampel; Neu-lsenburg,
Deutschland

Silber-/Silberchlorid-Elektrode

Applied Biosystems; Darmstadt,
Deutschland

Applied Biosystems; Darmstadt,
Deutschland

Blomed-Analytik; Deutschland

Syngene; Cambridge,
GroBbritanien

Sartorius; Géttingen, Deutschland
Ibidi; Minchen, Deutschland

Martin-Luther-Universitat; Halle,
Deutschland




2.2 Chemikalien

TRAM-34 wurde freundlicherweise von Frau Prof. Dr. Heike Wulff (University of

Material

California at Davis, CA, USA) zur Verfigung gestellt.

Tabelle 2-2: Verwendete Reagenzien

Chemikalie

Hersteller

Acetyicholin
Acrylamid/Bisacrylamid
Agarose
Ammoniumperoxidsulfat
Dextran

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dithiotreitol (DTT)

DNA Ladder 50bp

DMEM (High Glucose)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
dNTP-Mix

DTT
Dynabeads Protein G

EDTA

EGTA

Ethanol absolute
Ethidiumbromid

Fetales Kalberserum (FCS)

Gelatine, from porcine skin
Glutaraldehyde-Solution 2 %

Glycine

IGEPAL CA-630

Isofluran

iTaq Universal SYBR Green Supermix

Sigma-Aldrich; Taufkirchen, Deutschland
Roth; Karlsruhe, Deutschland
Fermentas St. Leon- Rot, Deutschland
Roth; Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich; Taufkirchen, Deutschland

Invitrogen by Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Invitrogen/Life Technologies; Carlsbad,
USA

peqglLab Biotechnology GmbH;
Erlangen,Deutschland

PAA Laboratoris GmbH; Colbe,
Deutschland

Invitrogen by Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Deutschland

peqgLab Biotechnology GmbH;
Erlangen,Deutschland

Sigma-Aldrich; Taufkirchen, Deutschland

Novex by Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich; Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich; Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich; Taufkirchen, Deutschland
Merck; Darmstadt Deutschland

PAA Laboratoris GmbH; Colbe,
Deutschland

Sigma-Aldrich; Taufkirchen, Deutschland
Appli Chem; Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich; Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich; Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich; Taufkirchen, Deutschland
Bio-Rad ; Miinchen, Deutschland




Material

KCI

MgCl,

L-NNA

MES

Methanol
Methyl-B-Cyclodextrin
NaCl

Na.CO;

NaOH

Nitrocellulose Mambran
Nuclease- Free Water

Paraformaldehyd

Page Ruler Plus Prestained Protein
Ladder

Pro Long Antifade Reagents
PBS mit/ohne Ca**/Mg**
Penicillin/ Streptomycin

Poly-L-Lysin
Primer Human, Maus

Protease Inhibitor Cocktail Complete
Quick Start Bradford Protein Assay
Resolving Gel Buffer

Roti-Load 1

Skin Milk Powder

Sodiumazide

Sodium Dodecyl Sulfate
Sodium-Orthovandate

Stocking Gel Buffer

Sucrose

Super Signal West Dura Exended
Duration Substrate

TEMED
Trichloressigsaure
Tris/HCL

Triton-X

Sigma-Aldrich; Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich; Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich; Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich; Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich; Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich; Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich; Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich; Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich; Taufkirchen, Deutschland
Bio-Rad ; Munchen, Deutschland

peqgLab Biotechnology GmbH;
Erlangen,Deutschland

Sigma-Aldrich; Taufkirchen, Deutschland
Thermo Scientific; Waltham, MA USA

Life Technologies GmbH; Darmstadt,
Deutschland

PAA Laboratoris GmbH; Colbe,
Deutschland

PAA Laboratoris GmbH; Colbe,
Deutschland

Sigma-Aldrich; Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich; Taufkirchen, Deutschland

Sigma-Aldrich; Taufkirchen, Deutschland
Bio-Rad ; Minchen, Deutschland
Bio-Rad ; Munchen, Deutschland

Roth; Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich; Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich; Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich; Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich; Taufkirchen, Deutschland
Bio-Rad ; Minchen, Deutschland
Sigma-Aldrich; Taufkirchen, Deutschland
Thermo Scientific; Waltham, MA USA

Roth; Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich; Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich; Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich; Taufkirchen, Deutschland
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Tween 20 Roth; Karlsruhe, Deutschland

Trypsin/EDTA PAA Laboratoris GmbH; Célbe,
Deutschland

UCL 1684 Tocris; Wiesbaden-Nordenstadt,

Deutschland

2.3 Antikorper und Sekundarreagenzien

Tabelle 2-3: Primére Antikorper

Bezeichnung Spezies/ Hersteller Verdiinnung IP
Eigenschaft (WB/IF)
Anti-Caveolin-1 Maus BD Biosciences; 1:500/1:200 10 pl
pk San Jose CA, USA Dynabeads
Protein G
Anti-Caveolin-1 Kaninchen BD Biosciences; 1:500 -
pk San Jose CA, USA
Anti-K¢,3.1 Kaninchen Santa Cruz 1:200/1:100 10 pl
pk Biotechn.; Santa Dynabeads
Cruz CA, USA Protein G
Anti-K¢,3.1 Kaninchen Pineda Antibody 1:200/1:100 -
pk Services
Anti-Kc,2.3 Kaninchen Alomone Labs; 1:500/1:200 10 pl
pk Jerusalem, Israel Dynabeads
Protein G
Anti-TRPV4 Kaninchen Alomone Labs; 1:500/1:200 10 pl
pk Jerusalem, Israel Dynabeads
Protein G
Anti-TRPV4 Schaf Pierce/Thermo 1:500/1:200 10 pl
pk Scientific ; Dynabeads
Rockford, USA Protein G
Anti- eNOS/NOS Kaninchen Santa Cruz 1:500/1:200
pk Biotechn.; Santa
Cruz CA, USA
Anti-p-Adaptin Kaninchen Santa Cruz 1:500/1:200
pk Biotechn.; Santa

Cruz CA, USA
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Anti-GAPDH Huhn Bethyl Laboratories; 1:1000
pk Montgomery, USA
Normal Normal Merck/Millipore; 5ul
Kaninchen IgG Kaninchen Darmstadt, Dynabeads
lgG Deutschland Protein G
Normal Normal Merck/Millipore; 5l
Kaninchen IgG Kaninchen Darmstadt, Dynabeads
lgG Deutschland Protein G
Normal Schaf IgG  Normal Merck/Millipore; 5ul
Schaf IgG Darmstadt, Dynabeads
Deutschland Protein G
Tabelle 2-4: Sekundéare Antikorper und Sekundéarreagenzien
Bezeichnung Spezies/ Konjugat Hersteller Verdiinnung
Eigenschaft
Anti- Maus IgG Ziege HRP- Santa Cruz 1:10.000
Hal konjugiert  Biotechn.; Santa
Cruz CA, USA
Anti- Kaninchen IgG  Ziege HRP- Santa Cruz 1:10.000
Hal konjugiert  Biotechn.; Santa
Cruz CA, USA
Anti- Schaf IgG Esel HRP- Santa Cruz 1:10.000
Hl konjugiert  Biotechn.; Santa
Cruz CA, USA
Anti- Maus IgG Ziege Alexa Invitrogen/Life 1:250
Hal Fluor 555  Technologies;
Carlsbad, USA
Anti- Maus IgG Ziege Alexa Invitrogen/Life 1:250
Hal Fluor 488 Technologies;
Carlsbad, USA
Anti- Kaninchen IgG  Ziege Alexa Invitrogen/Life 1:250
Hal Fluor 488 Technologies;
Carlsbad, USA
Anti- Kaninchen IgG  Ziege Alexa Invitrogen/Life 1:250
Hal Fluor 647  Technologies;
Carlsbad, USA
Anti- Schaf IgG Esel Alexa Invitrogen/Life 1:250
Hal Fluor 647  Technologies;

Carlsbad, USA
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2.4 Standards

Die in dieser Arbeit verwendeten Standards stammen von der Firma Fermentas (St.
Leon-Rot, Deutschland).

Standard fir Agarose-Gelelektrophorese:

Gene Ruler 1 kb DNA-Ladder 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000,
2500, 3000, 3500, 4000, 5000,
6000, 8000, 10000 bp

Standard fur SDS-Gelelektrophorese:

Prestained Protein Ladder 10, 17, 26, 34, 43, 55, 72, 95, 130,
170 kDa

Standard fur Proteinbestimmung:

Bovine serum albumin (BSA) 0.125, 0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 1.5, 2.0

mg/ml

2.5 Standartisierte-Systeme

Tabelle 2-5: Verwendete Kit-Systeme

Name Hersteller

High Pure RNA Isolation Kit Roche GmbH ; Mannheim, Deutschland
iScript Bio-Rad ; Minchen, Deutschland

Quick Start Bradford Kit 2 Bio-Rad ; Miinchen, Deutschland

2.6 Nahrmedien

Fidr die Kultivierung der HMEC-1 wurde Dubelccos Modified Eagles Medium (DMEM)
verwendet. Dem Grundmedium DMEM High Glucose (PAA) wurden 100 Units/ml
Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin (PAA) und 10 % FBS (PAA) zugesetzt.
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2.7 Tiere

Caveolin-1-Knockout-Mause (Stamm: Cavitm1MIs/J) und korrespondierende Wildtyp-
Mause (Stamm: B6129SF2/J) wurden bei ,The Jackson Labaratory”, Bar Harbor,
Maine, USA bestellt.

2.8 Zelllinien

2.8.1 HMEC-1 (Human Microvascular Endothelial Cells):

HMEC-1-Zellen sind immortalisierte humane dermale mikrovaskuldre Endothelzellen,
die von Ades et al. mit dem Plasmid PBR-322 inklusive dem Genprodukt Simian Virus
40 A stabil transfiziert wurden (Ades et al. 1992). In Kultur wachsen sie adharent und
bilden nach Erreichen von Konfluenz eine Monolayer-Kultur mit ,Kopfsteinpflaster-
Muster. Sie zeigen eine Expression endothelzelltypischer Oberflachenmolekile (Von-
Willebrand-Faktor, CD31, CD36, ICAM-1, CD44). Hohe Ubereinstimmungen der
Endothelzellmarker zwischen den permanent immortalisierten und den priméaren
Endothelzellen weisen darauf hin, dass die generierte Zelllinie HMEC-1 ein gutes
Modell fir primare mikrovaskulare Hautendothelzellen darstellt.

2.8.2 CAEC (Carotid Artery Endothelial Cells):

Far in vivo Experimente wurden primare Endothelzellen eines arteriellen Zellmodels
bendtigt. Bei den CAEC-Zellen handelt es sich um primére, murine Endothelzellen, die

aus der Arteria carotis communis der Maus isoliert wurden.

Tabelle 2-6: Verwendete Zelllinien mit entsprechendem Medium

Name Medium Inkubation Eigenschaften

HMEC-1 DMEM 37 °C, Humane mikrovaskulare Endothelzelllinie
+ 10 % FCS 10 % C02
+2%P/S

CAEC DMEM 37 °C, Primare Endothelzellen aus der Arteria
+10 % FCS 10 % CO, carotis communis der Maus

+2 % P/S
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2.9 Aligemeine Puffer und Losungen

Tabelle 2-7: Verwendete Puffer und Lésungen

Blockpuffer: 5 % Milchpulver (fettfrei) in 1x TBS/T

1 x Blotpuffer: 19,2 mM Gilycin
2,5 mM Tris Base
20 % Methanol

1 x Lysepuffer: 50 mM Tris pH 7,4
150 mM NaCl
5 mM EDTA
5mM EGTA
1 % IGEPAL
1 mM Sodium-Orthovandate
10 pl/ml Protease-Inhibitor

Ethidiumbromid-Farbeldosung: 1 ug/ml Ethidiumbromid in
1 x TAE

1 x PAGE-Elektrodenpuffer: 19,2 mM Gilycin
2,5 mM Tris Base
0,1 % SDS

MBS-Puffer: 25 mM MES, pH6,5
150 mM NacCl
2 mM EDTA

Stripping-Puffer: 0,25 mM Glycin
1 % SDS
pH 2,0 mit HCI eingestellt

1 x TAE-Puffer: 40,8 mM Tris
0.02 mM 0,5 M EDTA, pH 8,0
20,4 mM Eisessig

1 x TBS: 2 mM Tris-HCL
13,7 mM Natriumchlorid
pH 7,6 eingestellt mit HCI

1 x TBS/T: 1 x TBS/T
0,1 % Tween 20
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Trypanblaulésung: 0,8 % (v/v) Trypanblau
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3 Methoden

3.1 Zellkultur

3.1.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen

Flr die Mikroskopie, Genexpressions- und Proteinanalysen wurden humane dermale
mikrovaskulare Zellen einer immortalisierten Zelllinie (HMEC-1) verwendet (Ades et al.
1992). Nach der Lagerung in flissigem Stickstoff missen die Zellen nach einem
bestimmten Schema aufgetaut werden, um ein optimales Anwachsen der Kultur zu
gewahrleisten. Ein Kryoréhrchen mit je 1 ml der entsprechenden Zellen wurde dem
Stickstoffbehalter entnommen und mit leicht gedffnetem Deckel bei Raumtemperatur
aufgetaut. AnschlieBend wurden die Zellen zweimal mit je 9 ml des entsprechenden
Mediums bei 1250 rpm fir 10 min gewaschen, in 20 ml Medium aufgenommen und in
einer 75 cm? Flasche ausgesét.

Diese wurden montags mit 1 x 10° und freitags mit 2 x 10° Zellen pro Flasche (75 cm?)
in 20 ml DMEM-Medium mit 10 % FCS (v/v) und 2 % P/S ausgesét und bei 37°C / 10
% CO; im Brutschrank kultiviert. Zum Passagieren der konfluent gewachsenen HMEC-
1 wurde der Zellrasen vorsichtig mit CA*/Mg®*-freiem PBS-Puffer gewaschen und
anschlieBend mit 0,05 % Trypsin inkubiert. Nach Ablésung der Zellen wurden 10 ml
DMEM-Medium mit 10 % FCS (v/v) und 2 % P/S hinzu gegeben, gut resuspendiert und
die Zellzahl (Abschnitt 3.1.2) bestimmt.

3.1.2 Zellzahlbestimmung

Die Bestimmung der Lebendzellzahl erfolgte mittels Trypanblaulésung in der
Neubauer-Zahlkammer. Ein Aliquot der Zellsuspension wurde 1:1 mit 0,8 %-igen (v/v)
Trypanblaulésung versetzt, resuspendiert und anschlieBend in eine Neubauer
Zahlkammer gegeben. Trypanblau wurde fir die Vitalfarbung von Zellen verwendet,
abgestorbene Zellen wurden dunkelblau angeférbt. Die lebenden Zellen wurden unter
dem Mikroskop ausgezahlt.
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Methyl-B-Cyclodextrin wird in der Zellbiologie verwendet, um Cholesterol aus der

3.1.3 Behandlung mit Methyl-B-Cyclodextrin

Zellmembran zu lésen und so die cholesterinhaltigen Lipid Rafts, hier die Caveolae,
innerhalo  der Plasmamembran zu zerstéren. Cyclodextrine sind zyklische
Oligosaccharide, die aus mehreren Glukoseeinheiten (D-(+)-Glukopyranosen)
bestehen, die a-1,4-glykosidisch miteinander verknipft sind. Die AuBenseite des
Molekiils ist hydrophil und besitzt einen hydrophoben Kern. Diese ,hydrophobic/internal
cavity* befahigt die Cyclodextrine, hydrophobe Verbindungen einzuschlieBen und in
wassriger Umgebung ldslich zu machen.
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Abbildung 3-1: Strukturformel und Wirkungsmechanismus von Methyl-B-Cyclodextrin.

(A) Strukturformel von Methyl-B-Cyclodextrin. Cyclodextrine sind zyklische Oligosaccharide, die aus
mehreren Glukoseeinheiten (D-(+)-Glukopyranosen) bestehen, die a-1,4-glykosidisch miteinander
verknipft sind. (B) Schematischer Aufbau von Methyl-B-Cyclodextrin. Die AuBenseite des Molekidils ist
hydrophil und besitzt einen hydrophoben Kern. (C) Schematischer Wirkungsmechanismus von Methyl-3-
Cyclodextrin. Methyl-B-Cyclodextrin 16st Cholesterol aus der Zellmembran, wodurch die cholesterinhaltigen
Lipid Rafts, hier die Caveolae, innerhalb der Plasmamembran zerstért werden.
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Werden Zellen einer hohen Konzentrationen (5-10 mM) an Cyclodextrinen flr einen
langeren Zeitraum ausgesetzt, kénnen 80-90 % des urspriinglich vorhandenen
Cholesterols entfernt werden. Unter diesen Bedingungen verliert die Zelle ihre
urspringliche Morphologie, rundet sich ab und verliert ihre Lebensfahigkeit.

Die konfluent gewachsenen Zellen wurden fir 40 min. mit 10 mM Methyl-B-
Cyclodextrin im Inkubator behandelt. AnschlieBend wurden die Zellen 3x mal mit PBS
gewaschen und fir die Proteinisolation vorbereitet.

3.2 Applikation von Schubspannung auf Endothelzellen

3.2.1 Kegel-Platten-Viskometer

Fir die Proteingewinnung erfolgte die Applikation der laminaren Schubspannung auf
konfluent gewachsene Endothelzellen mit Hilfe eines nach Sdougos und Mitarbeitern
modifizierten Kegel-Platten-Viskometer (Morawietz et al. 2000; Schubert et al. 2000;
Sdougos et al. 1982).

Motor
Hdhenregulation
Abstandsanzeige
Plattenkegel
Halterung fir Petrischale

Abbildung 3-2: Kegel-Platten-Viskometer.

Nach Sdougos und Mitarbeitern modifizierten Kegel-Platten-Viskometer (Morawietz et al. 2000; Schubert
et al. 2000; Sdougos et al. 1982). Das Kegel-Platten-Viskometer wurde im Zentrum fir medizinische
Grundlagenforschung der Martin-Luther-Universitat Halle angefertigt.
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Das Kegel-Platten-Viskometer ~ wurde im Zentrum  fOr  medizinische
Grundlagenforschung der Martin-Luther-Universitdt Halle angefertigt und ist in
Abbildung 3-2 dargestellt.

Das Kegel-Platten-System besteht aus einer Halterung fir 96 mm Petrischalen, einem
drehbaren Plattenkegel aus Polycarbonat mit H6henjustierung, einer Motor-Getriebe-
Kombination und einer Steuereinrichtung zur stufenlosen Einstellung der
Kegelgeschwindigkeit. Um eine laminare Strémung des Mediums Uber den
Endothelzellen zu ermdglichen, betrdgt der Winkel a des Plattenkegels 0,5° Die
Intensitdt der Schubspannung ist sowohl von der Winkelgeschwindigkeit und dem
Winkel a des Kegels als auch von der Viskositdt des Mediums abhangig (Abbildung
3-3). Durch die Variation der Drehzahl des Kegels und Anderungen der Viskositat des
Mediums kénnen die Strémungsverhéltnisse in unterschiedlichen BlutgefaBen simuliert

werden.

Plattenkegel
w = Winkelgeschindigkeit

u = Winkel
> =0 des Plattenkegel
f e S

S ro=p.
(RS2 )
S 2=

Endothelzellen
p = Viskositat des Mediums

Uw

a

Schubspannung: T =

Abbildung 3-3: Schematische Darstellung des Kegel-Platten-Viskometers.

Die Applikation der laminaren Schubspannung auf kultivierte Endothelzellen erfolgt durch einen
rotierenden Plattenkegel mit einem Winkel a von 0,5°. Die Schubspannung ist zudem von der Viskositét
des Mediums und der Winkelgeschwindigkeit abhangig. Modifiziert nach (Schubert & Morawietz et al.
2004).



Methoden

Far die Applikation der Schubspannung mittels Kegel-Platten-Viskometer wurden

3.2.1.1 Quervernetzte Gelatine

HMEC-1 auf quervernetzter Gelatine kultiviert. Dazu wurden die 96 mm Petrischalen
mit 0,5 % Gelatine (in PBS) beschichtet und eine Stunde bei 37°C inkubiert. Danach
wurde die Gelatine abgenommen und die Petrischalen mit 2 % Gilutaraldehyd 15 min
bei 37°C inkubiert. Das Glutaraldehyd wurde entfernt und die Petrischale anschlieBend
mit 70 % Ethanol fir 30 min bei RT inkubiert. Danach wurden die Platten finfmal fir je
10 min mit PBS gewaschen. Die Platten kénnen bis zur Verwendung mit PBS
Uberschichtet bei 4°C gelagert werden.

3.2.1.2 Ansetzen der Schubspannung

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von laminarer Schubspannung mit 15
dyn/cm? untersucht, die charakteristisch fiir arterielle GefaBe ist. Um einen Verlust des
Mediums durch zu hohe Fliehkrafte bei hohen Winkelgeschwindigkeiten zu vermeiden,
wird eine Erhéhung der Viskositdt des Endothelzellmediums durch die Zugabe von
Dextran erlangt. Die Zugabe von 5 % Dextran zum Endothelzellmedium erhéht die
Viskositat um das 2,95-fache von 0,007 dyn/cm? auf 0,02065 dyn/cm? Endothelzellen
wurden auf Quervernetzter-Gelatine-beschichteten 96 mm Kulturschalen bis zur
Konfluenz kultiviert. Nach Erreichen der Konfluenz wurden HMEC-1 mit frischem
DMEM-Medium mit 5 % Dextran fir 1 h stationar kultiviert, anschlieBend in das Kegel-
Platte-System eingesetzt, der Kegel Uber den Endothelzellen abgesenkt und die
gewlnschte Schubspannung am Potentiometer der Steuerung durch Einstellung der
entsprechenden Winkelgeschwindigkeit ausgewahlt. Bei jedem Ansatz wurde eine
interne, stationare Kontrolle (ohne laminare Schubspannung) mit DMEM + 5 % Dextran
analysiert. In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von laminarer Schubspannung
mit 15 dyn/cm? untersucht, die charakteristisch fiir arterielle GefaBe ist. Um einen
Medienverlust durch zu hohe Fliehkrafte bei hohen Winkelgeschwindigkeiten zu
vermeiden, wird eine Erhdhung der Viskositat des Endothelzellmediums durch die
Zugabe von Dextran erlangt. Die Zugabe von 5 % Dextran zum Endothelzellmedium
erhéht die Viskositat um das 2,95-fache von 0,007 dyn/cm? auf 0,02065 dyn/cm?.
Endothelzellen wurden auf Quervernetzter-Gelatine-beschichteten 96 mm
Kulturschalen bis zur Konfluenz kultiviert. Nach Erreichen der Konfluenz wurden
HMEC-1 mit frischem DMEM-Medium mit 5 % Dextran fir 1 h stationar kultiviert,
anschlieBend in das Kegel-Platte-System eingesetzt, der Kegel Uber den
Endothelzellen abgesenkt und die spezifische Schubspannung am Potentiometer der
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Steuerung durch Einstellung der entsprechenden Winkelgeschwindigkeit ausgewahilt.
Bei jeder Probe wurde eine interne, stationdre Kontrolle (ohne Ilaminare
Schubspannung) mit DMEM + 5 % Dextran analysiert.

3.2.2 Flusskammern-Pumpsystem

Die Flusskammern bieten den Vorteil, dass die Zellen darin sowohl kultiviert, als auch
stimuliert, gefarbt und optisch hochauflésend mikroskopiert werden konnten. In dieser
Arbeit wurden ibiTreat p-Slides 1°° Luer (Abbildung 3-4) in Verbindung mit dem
Flusskammern-Pumpsystem verwendet. Die Kanale haben eine Wachstumsflache von
2,5 cm?, eine Héhe von 0,6 mm und ein Volumen von 150 pl. Die Reservoirs fassen
zusatzlich etwa 50-60 pl. Die Unterseite des Objekttragers besteht aus einem Deckglas
der Starke 1,5 (180 um) und kann direkt mikroskopiert werden.
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Abbildung 3-4: Schematische Darstellung eines p-Slide 1 0.6 Luer.

Die Homogenitat der laminaren Schubspannung iber den gesamten Kanal ist anhand der Farben (orang)
erkennbar. Lediglich am Kanalrand entstehen leicht inhomogene Bereiche. Modifiziert nach (Zantl, 2012).

Das Flusskammern-Pumpsystem besteht aus einer Luftdruckpumpe und
ventilgeschalteten Reagenzienreservoiren. Eine definierte Flussrate und damit eine
definierte Schubspannung im Inneren des Flusskanals, kann durch gezielte Wahl des
Luftdruckes erzeugt werden.
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Die vereinfachte Formel fir das u-Slide 1°¢ Luer zur Berechnung der Schubspannung
aus der Flussrate lautet (Zantl, 2012):

T=1n%*60,1*x¢
T Schubspannung dyn/cm?
n Dynamische Viskositat dyn*s/cm?

¢ Flussrate ml/min

Die verwendeten Medien wurden mit Penicillin/Streptomycin versehen, um
Kontaminationen mit Bakterien vorzubeugen. Um Luftblasen zu vermeiden, wurden die
p-Slides, Schlauche und Medien vorab 24 Stunden zum Ausgasen in den Brutschrank
gegeben.

CO5-Inkubator
-
Luftversorgung (4— :
| Auidic unit
Computer p-Slide
L o

Abbildung 3-5: Schematischer Aufbau des Flusskammern-Pumpsystems unter positivem
Pumpendruck.

Um Korrosionen im Pumpengehduse zu vermeiden, wird die angesaugte Inkubatorluft durch eine
Trockenflasche geleitet. Modifiziert nach (Kroutvar & von Guttenberg, 2012).

Vor der Aussaat der Zellen wurde das Flusskammern-Pumpsystem aufgebaut. Die
Fluidic Unit wurde in den CO,-Inkubator gestellt und die entsprechenden Anschliisse
fOr Elektrik und Luftzufuhr nach auBen verlegt und mit einem PC verbunden (Abbildung
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3-5). Der Pumpendruck und die Schaltvorgange konnten mit Hilfe der Software Pump
Control gesteuert werden. Es wurden 12 ml Medium gleichmaBig auf die zwei
Reagenzienreservoire aufgeteilt und diese wurden anschlieBend in die Fluidic Unit
eingespannt.

3.2.2.1 Zellaussaat in Flusskammern

Far die Zellkulturversuche unter Flussbedingungen im Flusskammern-Pumpsystem
wurden die HMEC-1 in der 2.-8. Passage in ibiTreat p-Slides 1°° Luer ausgesét. Es
wurden 150 pl mit einer Zellzahl von 1,2 x 10° Zellen pro Kanal ausgesét. Zu den unter
dynamischem Fluss wachsenden Zellen wurden als statische Kontrolle HMEC-1 ohne
Fluss kultiviert. Nach einer Stunde wurde vorsichtig Supplementmedium in die
Reservoirs geflllt und die Zellen Uber Nacht statisch kultiviert. Nach etwa 10 - 12
Stunden wurde das Medium aus den Reservoirs entfernt und gegen 150 pl neues
Supplementmedium ersetzt.

3.2.2.2 Anschluss der p-Slides

Die in den Flusskammern gewachsenen HMEC-1 wurden zu Versuchsbeginn
mikroskopisch auf vollstdndige Konfluenz untersucht. Je 4 p-Slides wurden
untereinander durch Serial Connectors und anschlieBend Uber das Perfusion Set mit
der Fluidic Unit verbunden und im CO.-Inkubator aufgebaut (Abbildung 3-5). Dabei
durften keine Luftblasen eingeschlossen werden. Der genaue Vorgang ist in der
Application Note 13 (Wagner, 2012a) beschrieben. Die Flussrichtung des Mediums

wurde zur Auswertung der Zellausrichtung auf den Flusskammern vermerkt.

3.2.2.3 Software

HMEC-1 wurden fiir 24 Stunden unter laminarer Schubspannung von 15 dyn/cm?
kultiviert. Zum Steuern der Flussrate wurde die Software Pump Control verwendet. Um
einen Zellverlust durch zu hohe Anfangsschubspannung zu vermeiden, wurde eine
Rampe mit zunehmender Schubspannung gefahren, um die Zellen an den Flussstrom
zu gewdhnen (siehe Tabelle 3-1). Durch das Hintereinanderschalten mehrerer Slides
kann es zu Differenzen zwischen dem eingestellten und dem tatsachlichen
Volumenstrom kommen, was die Schubspannung beeinflussen kann. Daher wurde die
Flussrate wahrend der ersten Phase Uberprift und gegebenenfalls korrigiert (Kroutvar
& von Guttenberg, 2012b).
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Tabelle 3-1: Schubspannungs-Profil fir HMEC-1

Stufe Schubspannung Flussrate Zeitspanne
[dyn/cm?] [ml/min] [min]
1 Initiale 2 3,3 30 min
2 Phase g 8,3 30 min
3 15 16,6 24 h

3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 RNA-Isolation

Die RNA wurde mit dem High Pure RNA Isolation Kit (Roche GmbH; Mannheim,
Deutschland) isoliert.

Die konfluent gewachsenen HMEC-1 wurden zweimal mit PBS ohne Ca®/Mg*
grindlich gewaschen und anschlieBend in 10 ml PBS ohne Ca®/Mg?* mithilfe eines
sterilen Zellschabers vorsichtig von der Petrischale gelést und in 15 ml
Zentrifugationsréhrchen bei 1000 rpm fir 5 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Nach der
Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen und das Pellet in 200 ul PBS ohne
Ca*/Mg®* resuspendiert. Nach Zugabe von 400 pl Reagenz 1 (Lysis/Binding Buffer)
und kurzem vortexten wurde das Lysat in ein Filtertube Gberfiihrt und fir 30 Sekunden
bei 8000 rpm und RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und in das
ReaktionsgefdB wurden 10 pl Reagenz 2 (DNAse) sowie 90 ul Reagenz 3 (DNA
Incubation Buffer) pipettiert. Nach 15-mindtiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden
500 pl Reagenz 4 (Wash Buffer 1 mit Ethanol) hinzugegeben und erneut fir 30
Sekunden bei 8000 rpm zentrifugiert. Wieder wurde der Uberstand verworfen und es
wurden 500 pl Reagenz 5 (Wash Buffer 2 mit Ethanol) in das Reaktionsgefal pipettiert
und 2 Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert. Das Filtertube wurde in ein steriles und
RNase freies Eppendort Uberfihrt und mit 35 pl Reagenz 6 (Elution Buffer) benetzt.
Nach anschlieBender Zentrifugation fir 1 Minute bei 8000 rpm wurde das Filtertube
entfernt und die isolierte RNA bei -80°C gelagert.
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3.3.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die RNA-Konzentrations- und Reinheitsbestimmung wurde bei einer Wellenlange von
260 und 280 nm mit einem NanoDrop 2000c Spektral-Photometer bestimmt. Eine
0D260/280 = 2,0 entspricht einer 100 %igen Reinheit.

3.3.3 Reverse Transkription fiir cDONA-Synthese

Die Reverse-Transkriptase-Reaktion erfolgte mit Hilfe des iScript cDNA Synthesis-Kit
von Bio-Rad, wobei pro Ansatz 1 pg Gesamt-RNA eingesetzt wurde. Das Kit
verwendet eine modifizierte MMLV-Reverse Transkriptase und eine Mischung aus
oligo (dt)- und randomhexamer-Primern fir die reverse Transkrition. In einem Zwei-
Schritte-Protokoll wird aus der isolierten Gesamt-RNA die flr die PCR bendtigte cDNA
synthetisiert.

Entsprechend dem beigelegten Protokoll wurde zunéchst 1 ug RNA zu dem in Tabelle
3-2 beschriebenen Reaktionsansatz hinzugegeben.

Tabelle 3-2: iScript-Reaktionsansatz

Komponenten Volumen pro Reaktion
5x iScript Reaktions-Mix 4 ul

iScript Reverse Transkriptase 1ul
Nuclease-freies Wasser Xul

RNA Template (1ug) X ul
Gesamtvolumen 20 ul

AnschlieBend wurden die Proben im Thermocycler nach dem Thermoprofil von Tabelle
3-3 inkubiert.

Tabelle 3-3: iScript Thermoprofil

PCR-Programmschritt Temperatur [°C] Zeit [min]

Anlagerung 25 5
Synthese 42 30
Denaturierung 85 5

Lagerung 4 0
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Die PCR (polymerase chain reaction) dient der gezielten Amplifikation von DNA-

3.3.4 PCR

Fragmenten. Die Methode basiert auf dem Prinzip, dass mit zwei spezifischen Primern
(= Oligonukleotide) in mehreren Zyklen der Bereich eines DNA-Molekiils, der zwischen
den Primern liegt, mit einer hitzestabilen Polymerase amplifiziert wird. Einer der
sequenzspezifischen Primer lagert sich als sense Primer auf dem Plus-Strang der DNA
an, der andere als antisense Primer auf dem Minus-Strang. Die Synthese wurde in
dieser Arbeit von der Tag-Polymerase katalysiert. Diese stammt aus dem thermophilen
Bakterium Thermus aquaticus, welches im Wasser heier Quellen lebt und gehdért zu
den am haufigsten verwendeten hitzestabilen DNA-Polymerasen (Saiki et al. 1988).
Die Tag-Polymerase besitzt ein Temperaturoptimum bei 72-74°C und ist bei
Temperaturen um die 94°C noch stabil. Aufgrund der Hitzestabilitat ist es ausreichend,
das Enzym nur einmalig zuzusetzen, da die Polymerase wahrend aller weiteren PCR-
Schritte aktiv bleibt.

Tabelle 3-4: Verwendeter sense- und antisense-Primer

Primer Sequenz

hGAPDH fwd 5-GTGGATGGCCCCTCCGGGAA-3
hGAPDH rev 5-GCAGCGCCAGTAGAGGCAGG-3
heNOS fwd 5-CAGAGCCCTGGCCTTTTC-3
heNOS rev 5-GAAGGCTGGCATCTGGAA-3
hMyhHC fwd 5-CCTCAAGCTGCGGAACTG-3
hMyhHC rev 5-TGCAGCAGTGGCTTCACTT-3

hCaveolin-1fwd 5-CTCCTTGGTGTGCGCGTCGT-3
hCaveolin-irev 5-TCCCATCCGGGAACAGGGCA-3

hKc.3.1 fwd 5-ACGTCTCTTTCTTGCTCTGCCCC-3
hKc.3.1 rev 5-TCCCCAGCTCCCCCTTTTGAGA-3
hKc.2.3 fwd 5-GAGCGTCAAGATGGAACAGA-3
hKca2.3 rev 5-ATCTTGGAAAGGTCCACCAG-3
hTRPV4 fwd 5-GGCAAATCCCAGACACTACAGAA-3

hTRPV4 rev 5-ATGCGCCACCATTTTTGG-3
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Tabelle 3-5: Ubersicht iiber die zu erwartenen Produktlangen (bp)

cDNA Produktlange (bp)
GAPDH 80

eNOS 66
MyhHC 60
Caveolin-1 97

Kca3.1 70

Kca2.3 66
TRPV4 100

Es wurden 2,5 pl der jeweiligen cDNA mit H,O, 10x Tag-Puffer, ANTP-Mix, MgCl,, Tag-
Polymerase und entsprechendem sense- und antisense-Primer (Tabelle 3-4) versetzt.
Die Konzentrationen und pipettierten Volumina sind in Tabelle 3-6 zu finden.

Tabelle 3-6: PCR-Bedingungen

Mastermixkomponente Pipettierte Menge [pl]

H;0O 14,25
10x Tag-Puffer 2,5
MgCl. 2,5
dNTP-Mix (je 10 mM) 1
Taq-Polymerase (5 U/ pl) 0,25
sense-Primer (10 pM) 1
antisense-Primer (10 uM) 1
cDNA (1:1000) 2,5

Da es sich bei der Denaturierungs- (94°C) und Elongationstemperatur (72°C) um
konstante Temperaturen handelte, wurde nur die Annealingtemperatur (60°C) den

verwendeten Primerpaaren angepasst.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde folgendes Protokoll verwendet:

Tabelle 3-7: PCR-Programm

PCR-Programmschritt Temperatur [°C] Zeit [min]
Initiale Denaturierung (1x) 95 3
Denaturierung 94 0,5
Annealing (35x) 60 1
Elongation 72 1
Terminale Elongation 72 2

Nach Beenden der Reaktion wurde der PCR-Ansatz auf 4°C abgekiihlt

3.3.5 Agarosegelelektrophorese

Mittels Agarosegelelekirophorese kénnen DNA-Fragmente zwischen 300 bp bis 20 kb
nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden. Durch ein konstant angelegtes
elektrisches Feld wandert die negativ geladene DNA in Richtung der Anode. Die
Laufgeschwindigkeit ist direkt proportional zu der GréBe des DNA-Fragmentes. Die
DNA-Banden kdnnen anschlieBend mit Ethidiumbromid geféarbt werden. Dabei lagert
sich dieses spezifisch an die DNA an und bildet einen Komplex, welcher im UV-Licht

fluoresziert.

Die elektrophoretische Trennung von DNA-Fragmenten mit einem Molekulargewicht
zwischen 0,5 - 7 kb erfolgte in horizontalen Gelen mit einer Agarosekonzentration von
1,0 - 1.5 %. Als Elektrophoresepuffer, wie auch zum L&sen der Agarose diente 1x TAE-
Puffer. Je 20 pul DNA-Probe wurde mit 6x DNA-Auftragspuffer versetzt, dessen
Bromphenolanteil gleichzeitig die Lauffront der Elektrophorese erkennen lieB. Zur
GroBenabschatzung der DNA-Fragmente wurde ein 1  kb-DNA-Ladder
Fragmentlangenstandard (Fermentas, St. Leon-Rot) grundsétzlich mitgefiihrt. Die
Trennung erfolgte bei 80-120 V und 100 mA fir etwa 1 h. Nach der Auftrennung
wurden die Gele 20 min in Ethidiumbromidlésung (1 pg/ml in 1x TAE Puffer) inkubiert.
und anschlieBend ca. 10 min in Wasser gewaschen, bis Uberschissiges EtBr entfernt
war. Die gefarbten DNA-Banden wurden im UV-Transilluminator Gene Genius von
Syngene (Cambridge; Grossbritannien) durch UV-Bestrahlung (A = 254 nm) sichtbar
gemacht.
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3.4 Proteinbiochemische Methoden

Um einen Proteinabbau durch Proteasen zu verhindern, wurden alle Arbeiten mit
Proteinen entweder auf Eis oder bei 4°C durchgefiihrt.

3.4.1 Zellernte

Die Kulturflaschen wurden dem Brutschrank entnommen und der Zellrasen sofort mit
4°C kaltem PBS-Puffer gewaschen. Reste des Puffers wurden méglichst vollstandig
abgesaugt. Um die Zellen vom Flaschenboden zu I6sen und zu lysieren, wurden diese
mit 500 ul 1x Lysepuffer mit Zusatzen (bei 56 cm?® Wachstumsflache) versetzt. Der
Puffer wurde zlgig auf dem Flaschenboden verteilt und die Zellen mit einem
Gummischaber abgelést und in ein EppendorfgefaB Uberflhrt. Der Lysatansatz wurde
fir 30 min rotierend inkubiert.

3.4.2 Praparation von Gesamtproteinextrakten aus eukaryotischen Zellen

Fir die Praparation von Gesamtproteinextrakien erfolgte nach der Zelllyse eine
Zentrifugation bei 13.000 rpm fiir 20 min. Der Uberstand wurde bis auf 200 pl
abgenommen und in ein frisches Eppendorfgefal3 Gberflhrt. AnschlieBend wurde das
Pellet 30 sec mit Ultraschall (5 % cycle; 10 % Energie) behandelt. Dies geschah
vorrangig, um Membranreste und Nukleinsduren mechanisch zu zerstéren und daran
assoziierte Proteine abzuldésen. Es erfolgte eine erneute Zentrifugation fir 20 min bei
13.000 rpm. Der Uberstand wurde abgenommen und mit dem vorherigen Uberstand
vereinigt. Das Zelllysat wurde mit 4x Roti-Load1 (Verhéltnis 1:4) versetzt und fir 10
min auf 95°C erhitzt. Das restliche Lysat konnte direkt flr eine Immunprazipitation

eingesetzt werden.

3.4.3 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Proteinbestimmung nach Bradford beruht darauf, dass das Absorptionsmaximum
von Coomassie Brilliant Blue G-250 in sauren Lésungen abhangig von der
Proteinkonzentration von 465 zu 595 nm verschoben wird (Bradford, 1976). Zur
Durchfihrung der Methoden nach Bradford wurde der BioRad Protein Assay
verwendet. Die Protein Assay-Losung wurde im Verhéltnis 1:5 mit Wasser verdinnt
und 1 ml in einer Messkivette vorgelegt und zwischen 1 ul und 5 pl Proteinlésung
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hinzugegeben. Parallel zu den Proben werden Standards mit definierten
Proteinkonzentrationen (50, 100, 200, 300, 400 ug BSA/ml) gemessen. Nach einer 5-
mindtigen Inkubation bei Raumtemperatur wird die optische Dichte bei einer
Wellenlange von 595 nm im Nanodrop 2000c gemessen. Die Proteinkonzentration der
Proben kann dann anhand der Eichgerade bestimmt werden.

3.4.4 Sucrose-Dichtegradientenzentrifugation

Diese Methode wurde urspringlich von Lisanti und Mitarbeitern entwickelt und macht
sich die charakteristische Eigenschaft von Caveolae zu Nutze, bei 4°C unléslich in
nicht-ionischen Detergenzien (z.B. 1 %-iges Triton X-100) zu sein (Song et al. 1996;
Lisanti et al. 1994). Da die Verwendung von Triton X-100 die Struktur nativer Proteine
und Membranen verandern kann und somit die Bildung von intramembrandsen
Artefakten begulnstigt, wurde fir die Isolation der caveolaren Membranen eine
Detergenz-freie Methode angewendet, die von Song und seinen Mitarbeitern entwickelt
wurde (Song et al. 1996). Diese besteht darin, den Aufschluss der Zellen in
Natriumcarbonat-Puffer bei einem pH-Wert von 11 durchzufihren.

Zunachst wurden die konfluent gewachsenen HMEC-1 zweimal mit eiskaltem PBS
ohne Ca*/Mg?* gewaschen. AnschlieBend wurde das PBS entfernt und mit 2 ml
eiskalter Natriumcarbonatlésung (500 mM Na,COs; pH 11.0) pro Zellkulturschale
ersetzt. Die Zellen wurden sodann mit einem Zellschaber vom Schalenboden vorsichtig
abgeschabt (um ein Aufplatzen der Zellen zu vermeiden). Die Zellsuspension wurde
anschlieBend in einer 1 ml Spritze mit 26 G Kanile mit hohem Druck finfmal
resuspendiert. Um die Zelltrimmer, Kerne und noch ungebrochene Zellen zu
entfernen, wurde das Homogenisat erneut bei 1.500 x g (4°C, 15 min) zentrifugiert. Der
Uberstand wurde erst im Verhaltnis 1:1 mit einer 90 % (w/v) Sucroseldsung in MBS-
Puffer (25 mM MES; pH 6,5, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA) vermischt, bis eine
homogene Lésung entstand. Diese wurde in ein geklhltes Ultrazentrifugenréhrchen
gegeben und anschlieBend mit 35 % und 5 % Sucroselésung in MBS-Puffer
Uberschichtet, so dass ein Dichtegradient bestehend aus drei Schichten (jeweils 4 ml)
mit 45 %, 35 % und 5 % Sucroseanteil aufgebaut werden konnte. Nach
Ultrazentrifugation bei 38000 rpm und 4°C fir 16-20 h in einem SW41 Rotor ohne
Bremsen wurden 13 Fraktionen zu je 1 ml abgenommen und mittels SDS-Page und
Western Blot auf die Caveolin-Verteilung hin analysiert. Die Membranmikrodomanen
reichern sich unter diesen Bedingungen aufgrund ihrer geringen Dichte an der Grenze
der 5 %- und 35 %-Schicht an, wahrend Ibsliche Proteine (zytosolische und
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solubilisierte Membranproteine) in den unteren 45 %-Schichten des Gradienten
verbleiben.

3.4.5 Prazipitation von Membranproteinen

Die Féllung von Proteinen dient deren Aufreinigung und Konzentrierung. Eine haufig
eingesetzte Methode, um Proteine aus Ldsungen auszuféllen, ist die Fallung mit
Trichloressigsaure (TCA). Die proteinhaltigen Lé&sungen wurden auf eine
Endkonzentration von 10 % (w/v) TCA eingestellt und fir 1 Stunde bei 4°C inkubiert.
Nach einer Zentrifugation fiir 10 min bei 13000 x g und 4°C wurde der Uberstand
verworfen und das Pellet 3x mit eisgekihltem 80 % (v/v) Aceton gewaschen. Die
Zentrifugation wurde jeweils fir 1 min bei 13000 x g durchgefihrt. Die Sedimente
wurden in alkalischem SDS resuspendiert, mit 4x Roti-Load versehen und bei 95°C fir

10 min denaturiert.

3.4.6 (Ko-)Immunprazipitation

Bei einer Immunprazipitation wird das gewunschte Protein auf konzentriert, indem es
mittels spezifischer Antikdrper in kleinen Mengen aus Zelllysaten isoliert wird. Die
Methode der Ko-Immunpréazipitation wird zur Analyse von Protein-Protein
Wechselwirkungen in vivo verwendet (Berggard et al. 2007). Ein spezifischer
Antikdrper gegen das Protein selbst oder gegen ein Epitop-tag des Proteins, wird z.B.
an immobilisierte Protein G Dynabead gebunden, zum Zellextrakt gegeben und bindet
Uber seinen konstanten Fc-Teil das Protein. Der Komplex wird gewaschen und eluiert.
AnschlieBend kénnen die isolierten Proteine Uber SDS-Gelelektrophorese und Western
Blot nachgewiesen werden.

Fir die Immunprazipitation wurden 500 pl Gesamtproteinextrakt mit 10 pl des
entsprechenden Antikdrpers versetzt und fir 4 h bei 4°C rotierend inkubiert.
AnschlieBend wurden 40 ul Dynabeads-Lésung in 1,5 ml EppendorfgefaBe pipettiert,
und dieses in ein Magnetgestell gegeben, in welchem sich die Dynabeads an der
Wand des ReaktionsgeféaBes sammelten, die dem Magneten zugewandt war, wodurch
der Uberstand mit einer Pipette leicht entfernt und verworfen werden konnte. Dann
wurde das Antikérper-Gesamtproteinextrakt hinzugegeben und Uber Nacht bei 4°C
rotierend inkubiert. Nach der Inkubation wurden die RaktionsgefaBe wieder in ein
Magnetgestell gegeben und der Uberstand wurde mit einer Pipette abgenommen und
in ein neues ReaktionsgefaB tberfiihrt. Je 37,5 pl des Uberstandes wurden mit 12,5 pl
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4x Roti-Load versetzt und fir 10 min bei 95°C erhitzt. Die Dynabeads wurden 4x mit je
1 ml Lysepuffer gewaschen und anschlieBend erfolgte die Zugabe von 37,5 pl
Lysepuffer + 12,5 ul 4x Roti-Load. Die Proben wurden 10 min bei 95°C erhitzt und
abschlieBend kurz an zentrifugiert.

3.4.7 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) trennt
Proteine entsprechend ihrem Molekulargewicht auf (Laemmli, 1970). Das im 4x Roti-
Load enthaltene [-Mercaptoethanol denaturiert die Proteine und inhibiert
Quartarstrukturen. Dabei bindet das negativ geladene SDS an die Proteine und der
SDS-Protein-Komplex wandert im elektrischen Feld zur Anode und wird dabei durch
den Siebeffekt der Polyacrylamid-Matrix ihrem Molekulargewicht entsprechend
aufgetrennt. In dieser Arbeit wurden aufgrund des Molekulargewichtes des zu
analysierenden Proteins ein 5 %-iges Sammelgel und ein 8 oder 12 %-iges Trenngel
(Tabelle 3-8) verwendet. Als GroBenstandard diente Prestained Protein Marker (170,
130, 95, 72, 55, 43, 34, 26, 17, 10 kDa). Das Sammelgel lief bei 15 mA pro Gel, das
Trenngel bei 20 mA pro Gel (100-200 Volt). Die Elektrophorese erfolgte, bis die
Lauffront das Ende des Gels erreicht hatte. AnschlieBend wurden die aufgetrennten
Proteine mittels Western Blot (Abschnitt 3.4.8) auf eine Nitrozellulose-Membran
Ubertragen.

Tabelle 3-8: Trennbereiche von Polyacrylamidgelen verschiedener Konzentration

Polyacrylamid % Optimaler Trennbereich [kDa]

4 80 —220
6 60 — 200
8 40-100
10 20-70
12 20 - 60

15 10 —40
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Der Western Blot ist eine immunologische Methode, um spezifisch geringe Mengen

3.4.8 Western Blot und Immundetektion

eines denaturierten Proteins nachzuweisen. Nach der elektrophoretischen Auftrennung
der Proteine per SDS-PAGE folgte der Transfer der aufgetrennten Proteine auf die
Nitrozellulose-Membran via Complet-wet Transfer (Blotting). Hierbei wird das Blotting-
Sandwich zwischen die zwei Elektroden der Complet-wet Blotting Apparatur gelegt und
ein elektrisches Feld senkrecht zur urspriinglichen Laufrichtung des Gels angelegt.
Dabei findet der Transfer der Proteine auf die Membran statt.

Das Gel, die Membran und je 2 Filterpapiere wurden zur Aquilibrierung 5 min in
Blotpuffer gelegt. Geblottet wurde fur 90 min bei 250 mA. AnschlieBend wurde die
Nitrozellulose-Membran mit  1x TBS/T abgespilt und die unspezifischen
Bindungsstellen wurden mit 10 ml 5 %-igem Milchpulver in 1x TBS/T far 1 h bei
Raumtemperatur unter standigem Schwenken blockiert. Nach dem Blocken wurde die
Membran Uber Nacht bei 4°C unter stdndigem Schwenken in einem Primarantikdrper
inkubiert, der spezifisch fir das Protein ist bzw. der eine hohe Affinitdt zu einem
bestimmten Antigen auf dem Protein besitzt. Am nachsten Tag wurde die Membran 3x
mit 1x TBS/T fir je 10 min gewaschen und fir 1 h bei Raumtemperatur unter
standigem Schwenken in dem Sekundarreagenz inkubiert, das den ersten Antikérper
spezifisch erkennt. Die Membran wurde erneut 3x fir je 10 min mit 1x TBS/T

gewaschen.
In den Tabelle 2-3 und

Tabelle 2-4 sind die verwendeten Priméarantikbrper und Sekundarreagenzien
aufgelistet. Die Chemilumineszenzreaktion wurde durch 1-minltige Inkubation der
Membran mit der Substratlésung Super Signal West Dura Exended (1 ml pro
Membran) aktiviert, woraufhin fir 1-30 min die Belichtung im FUSION-FX7 Advance-
Superbright (4.2/10 Mio Pixel CCD-Kamera) erfolgte.

Sollte die Membran ein weiteres Mal geféarbt werden, wurde diese 3x 10 min mit TBS/T
gewaschen und 30 min mit etwa 10 ml Strippingpuffer inkubiert. AnschlieBend wurde
sie erneut 3x 10 min mit 1x TBS/T gewaschen und anschlieBend blockiert,
nacheinander mit Primarantikdrper, mit Sekundarreagenz und Substratlésung inkubiert
und wieder belichtet.



Methoden “

3.5 Immunfluoreszenz

Die Immunfluoreszenfarbung dient zur spezifischen Markierung von Proteinen, um
deren Lokalisation innerhalb der Zelle zu bestimmen. Dabei interagiert ein Antikérper
spezifisch mit dem Epitop des zu lokalisierenden Proteins. AnschlieBend wird dieser
Primarantikérper durch einen fluoreszenzmarkierten Sekundarantikdrper detektiert und
fir die Mikroskopie sichtbar gemacht. Die an den Sekundarantikbrper gekoppelten
Fluoreszenzfarbstoffe werden im Mikroskop durch entsprechende Exzitationswellen-

langen angeregt und emittieren Licht einer bestimmten Emissionswellenlange.

3.5.1 Immunfluoreszenfarbung fiir Mikroskopie

Die fur die Immunfluoreszenz verwendeten HMEC-1 wurden auf Poly-L-Lysin
beschichteten Deckglaschen kultiviert. Nach Erreichen der Konfluenz wurden die
Zellen 3x mit PBS gewaschen und fir 20 min bei RT mit 4 % PFA fixiert. AnschlieBend
wurden sie erneut 3x mit PBS gewaschen und in eine feuchte Kammer Gberfuhrt, wo
alle weiteren Schritte vollzogen wurden. Die PFA fixierten Proben wurden dann fir 10
min bei RT mit 0,1 % Triton-X in PBS permeabilisiert und erneut 3x mit PBS
gewaschen. AnschlieBend erfolgte eine Blockung unspezifischer Bindungsstellen fir
30 min bei RT in 20 % Ziegenserum in PBS. Nach dem Blocken wurden die Zellen
erneut 3x mit PBS gewaschen und tber Nacht bei 4°C mit dem Erstantikérper in 20 %
Ziegenserum in PBS inkubiert. Nach wiederholtem dreimaligem Waschen wurden die
Proben fir 1 h bei RT mit dem Sekundérantikérper in 20 % Ziegenserum in PBS
behandelt. Nach einem erneuten PBS Waschschritt wurden die Proben mit ProLong
Gold antifade Reagenz mit DAPI eingedeckelt. Die Praparate wurden bis zur
Untersuchung unter dem Mikroskop bei 4 °C gelagert.

Die Antikérperverdinnungen fur die in der Immunfluoreszenz verwendeten Antikérper

sind in Tabelle 2-3: Primare Antikdrper aufgelistet.

3.5.2 Immunfluoreszenzfarbung fir die GSDIM-Mikroskopie

Fir die GSDIM-Mikroskopie wurden die Zellen in Ibidi p-Slides 1°° Luer ibiTreat
kultiviert. Die Farbung wurde wie oben beschrieben durchgefihrt, mit dem Unterschied,
dass keine Eindeckelung mit ProLong Gold antifade Reagenz mit DAPI erfolgte,
sondern die Slides mit PBS beflillt und bei 4°C gelagert wurden.
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3.6 Fluoreszenzmikroskopische Anwendungen

3.6.1 Konventionelle Lichtmikroskopie

In dieser Arbeit wird das inverse Auflichtmikroskop Axiovert 100 (Carl ZeissAG,
Oberkochen) verwendet. Um die Bilder spater objektiv auswerten zu kénnen, werden
sie mittels der Kamera Axiocam Color (Carl Zeiss AG, Oberkochen), die auf das dafir
vorgesehene Kameraokular aufgesetzt werden kann, abfotografiert und mit Hilfe der
zugehorigen Software Axio Vision 3.1 gespeichert.

3.6.2 Hochauflésende Mikroskopie

Bei der GSDIM-Mikroskopie (ground state depletion microscopy followed by individual
molecule return) handelt es sich um eine hochauflésende Mikroskopietechnik, bei der
unter optimalen Bedingungen Auflésungen von bis zu 20 nm erzielt werden kénnen
(Félling et al. 2008; Hell & Wichmann 1994). Dabei beruht das Prinzip des GSDIM
Verfahren auf der Detektion einzelner, voneinander separierter emittierender
Fluorophore (Steinhauer et al. 2008; Bretschneider et al. 2007).

Abbildung 3-6: Mikrotubuli-Cytoskelett lebender PtK2 Zellen.

(A) Epifluoreszenz und (B) GSDIM Aufnahmen des Mikrotubuli-Cytoskeletts von lebenden PtK2 Zellen
gefarbt mit Citrine-Map2. MaBstabsbalken 1 um. Modifiziert nach (Félling et al. 2008).

In der herkdmmlichen Fluoreszenzmikroskopie werden delokalisierte t-Elektronen im
Fluoreszenfarbstoff von einem Grundzustand S, in einen angeregten Zustand St
Uberflihrt (Abbildung 3-7). Sobald diese Elektronen zurlick in den S0-Zustand fallen,
wird Energie in Form von Fluoreszenzlicht abgegeben.

Bei der GSDIM-Mikroskopie wird nun mit Hilfe eines Hochleistungslasers ein GroBteil
der Elektronen in den sogenannten Dunkelzustand (D) versetzt. Diese im OFF-Zustand
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befindlichen Elektronen kehren einzeln und spontan aus dem Dunkelzustand zurtick in
den Grundzustand S0. Wahrend andere Elektronen nun in den OFF-Zustand tberfuhrt
werden, fluoreszieren diese in den S0-Zustand zurtickgebrachten Elektronen fiir einen
kurzen Zeitraum. Es kommt zu einem Blinken im Praparat. Die genaue Lokalisation der
Fluorophore wird Uber einen Algorithmus bestimmt. Zum Schluss entsteht ein
hochauflésendes GSDIM-Bild, das aus vielen Einzelbildern errechnet wurde.

S,

ON- Zustand OFF-Zustand

Abbildung 3-7: Schematische Darstellung des GSDIM-Prinzips auf Grundlage eines vereinfachten
Jablonski-Diagrammes.

Delokalisiertes m-Elektronen in Flurophoren kénnen sich in einem Grundzustand S0, einem angeregten
Zustand S1 (beides ON-Zusténde) oder in einem Triplett (T1) oder Dunkelzustand (beides OFF-Zusténde)
bewegen. Wenn Fluoreszenzlicht emittiert wird, zirkulieren die delokalisiertes -Elektronen zwischen
Grundzustand SO und angeregtem Zustand S1. Im Gegensatz zu diesen ON-Zustanden, sind Fluorophore
im OFF-Zustand nicht in der Lage, Licht zu emittieren. Dieser OFF-Zustand ist langlebig und nur durch
eine Spinumkehr (intersystem crossing, ISC) méglich. AnschlieBend kehren einzelne Molekdile in den
anregbaren Grundzustand zuriick und fluoreszieren.

In dieser Arbeit wurden HMEC-1 in Ibidi p-Slides 1°® Luer kultiviert und, wie in Abschnitt
3.5.2 beschrieben, vorbereitet. Als Einbettmedium mit reduzierenden Bedingungen
wurde frisch angesetztes PBS mit 10 % (w/v) Glucose, 0.5 mg/mL Glucose-Oxidase
und 40 pg/mL Katalase, eingestellt auf pH 7.4 genutzt und 150 pl davon in den Kanal
gegeben. Fur die hochauflésenden Aufnahmen wurde ein Leica SR GSD (DMI 6000B
TIRF) Mikroskop mit einem 100x Ol-Objektiv eingesetzt. Die verwendeten Fluorophore
wurden mit Hochleistungslasern von 532 nm und 642 nm in den Dunkelzustand
versetzt. Zusatzlich wurde ein 405 nm Laser verwendet, der die Fluorophore aus dem
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Dunkelzustand schneller in den SO Zustand zurlickholt. Fir die Bildbearbeitung wurde
die LAS AF GSD Software verwendet.

3.7 Tierhaltung, Tierzucht und Genotypisierung

Die fur diese Arbeit bendétigten Tiere wurden in der Tierhaltung des Biomedizinischen
Forschungszentrums der Philipps-Universitat Marburg unter SPF (specific pathogen
free) Bedingungen gezilchtet. Es wurden maximal sechs Tiere gemeinsam in einem
IVC (individual ventilated cage) System bei einer konstanten Temperatur von 22°C (*2)
und einem 12 Stunden Tag/Nacht-Zyklus gehalten. Zur Erndhrung dienten
Standardnagerkost (0,25 % Natrium, SNIFF Spezialdiaten GmbH, Soest, Deutschland)
und Wasser ad libitum. Die Nachkommen wurden spatestens 23 Tage post partum von
der Mutter entwéhnt und nach ihrem Geschlecht getrennt. Das Geburtsdatum, das
Elternzuchtpaar, das Geschlecht, die Generation und der Genotyp wurden auf der

Kéfigkarte dokumentiert.

Die Genotypisierung der Tiere fir das Caveolin-1-Gen wurde mittels Polymerase-
Ketten-Reaktion (PCR) nach dem Handbuch von Jackson Laboratory mit den Primern
Wildtyp forward, Mutante forward und Mutante reverse (Sequenz siehe Tabelle 3-10)
ausgefiihrt. Dazu wurde zun&chst ein etwa 8 mm langes Schwanzstick der Mause mit
200 pl Lysepuffer (50 mM NaOH) bei 100°C fur 30-50 Minuten auf dem Thermomixer
inkubiert. Danach wurde den Proben 50 pL Neutralisierungspuffer (1 M Tris-HCI)
zugegeben. So vorbereitet war es mdglich, die Proben bei 4°C aufzubewahren.

Die verwendeten Primer waren folgende:

Tabelle 3-9: Verwendeter sense- und antisense-Primer fiir Caveolin-1 Genotypisierung

Primer Sequenz

Wildtyp Caviwd 5-GTGTATGACGCGCACACCAAG-3
Mutante Cavfwd 5-CTAGTGAGACGTGCTACTCC-3
Rev 5-CTTGAGTTCTGTTAGCCCAG-3

Als Template wurde 1 pl Lysat aus der Schwanzspitze der Tiere mit H,O, 10 x y-Puffer,
MgCl, dNTP-Mix, Tag-Polymerase und entsprechendem sense- und antisense-Primer
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(Tabelle 3-9) versetzt. Die Konzentrationen und pipettierten Volumina sind in Tabelle
3-11 zu finden. Die Reaktion wurde in einem Thermocycler (GeneAMP2700, ABI
system, USA) mit dem in Tabelle 3-10 beschriebenen PCR-Programm durchgefihrt:

Tabelle 3-10: PCR-Programm fiir Caveolin-1 Genotypisierung

PCR-Programmschritt Temperatur [°C] Zeit [min]

Initiale Denaturierung (1x) 95 3

Denaturierung 94 0,5

Annealing o (10x) 65 0,5

Elongation 72 1
-

Denaturierung 94 0,5

Annealing - (30x) 65 0,5

Elongation 72 1
-

Terminale Elongation 72 10

Nach Beenden der Reaktion wurde der PCR-Ansatz auf 4°C abgekuhlt

Tabelle 3-11: PCR-Bedingungen fiir Caveolin-1 Genotypisierung

Mastermixkomponente Pipettierte Menge [pl]

H.O 9,62
10x Taqg-Puffer 1,56
dNTP-Mix (je 10 mM) 0,62
MgClI 1,56
Taq-Polymerase (5 U/ pl) 0,16
sense-Primer (10 pM) 0,24
antisense-Primer (10 uM) 0,24

Template 1
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Die Reaktionsprodukte wurden in einem 1 %-igen Agarose-Gel durch Elektrophorese
aufgetrennt und die GréBe mit Hilfe eines GréBenstandards (DNA-Sizer 100 bp,
Fermentas) bestimmt. Die Banden wurden durch Zugabe von Ethidiumbromid mit UV-
Licht sichtbar gemacht. Als Negativkontrolle wurde bei jedem PCR-Experiment ein
Leerwert, d.h. das Reaktionsgemisch ohne Zusatz von DNA, mitbestimmt.

Bei dem Knockout-Gen wurden Exon1, Exon2 und ein Teil der Promotor Region
(insgesamt 2.2 kb groBe Region) durch das Neomycin-Resistenzgen ersetzt. Somit
ergab die Multiplex-PCR ein Produkt von 690 bp bei den Wildtyptieren und ein Produkt
von 410 bp bei Caveolin-1-Knockout-Tieren. Wiederum wurden Proben, bei denen
beide Banden zu sehen waren, als heterozygot eingeordnet.

Am Versuchstag wurden die Tiere aus der Tierhaltung des Biomedizinischen
Forschungszentrums in das Labor gebracht. Nach der Bestimmung des
Koérpergewichts wurden die Tiere in tiefer Atherinhalationsnarkose getétet. Zur
Endothelzellisolation wurde die Arteria carotis communis (A.c.c.). entfernt und kurz in
PBS-Puffer im Kihlschrank bei 4°C zwischengelagert. Fir die Untersuchung am
Druckmyographen wurden die linke und die rechte A.c.c. unter einem Stereomikroskop
vorsichtig unter Vermeidung einer Uberdehnung herausprapariert und in eine
gepufferte Salzlésung (PSS) Uberflhrt und bis zur Untersuchung am selben Tag im
Kuhlschrank bei 4°C gelagert.

3.8 Elektrophysiologische Patch-Clamp Untersuchungen

Die elektrophysiologischen Patch-Clamp Untersuchungen wurden federfihrend von
Herrn Dr. Michael Kacik durchgefiihrt. Ich wurde in diese Arbeiten mit einbezogen.

3.8.1 Grundprinzip

Um auf zelluldrer Ebene die Funktion von Kg,3.1 und Kc,2.3 zu untersuchen und
Auswirkungen der verschiedenen Genotypen der Versuchstiere auf die elektrophysio-
logischen Eigenschaften der Zellmembran nachzuweisen, wurde die Patch-Clamp
Technik eingesetzt.

Die Patch-Clamp Technik wurde 1976 von den Physiologen Neher und Sakmann
erstmalig beschrieben (Neher, Sakmann 1976). Es handelt sich um eine Messmethode
in der Elektrophysiologie, die es ermdglicht, sowohl das Membranpotenzial von Zellen
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als auch die Aktivitédt einzelner lonenkanal-Proteine zu untersuchen (Numberger,
Draguhn 1996). Dabei kénnen die intra- und extrazellularen lonenkonzentrationen
verandert werden und mit aktivierenden und inhibitorischen Substanzen kann die
Aktivitat der lonenkanéle spezifisch beeinflusst werden. Das Membranpotential wird mit
Hilfe der Spannungsklemme auf einen definierten Wert eingestellt. Durch das Offnen
oder SchlieBen der lonenkanale wird vom Verstarker ein Kompensationsstrom erzeugt,
der genau so groB ist wie der durch die Membran flieBende Strom. Der gemessene
Kompensationsstrom ist ein indirektes MaBe fir die Aktivitdt der betreffenden
lonenkandle. In dieser Arbeit wurden die Patch-Clamp-Untersuchungen im
Ganzzellstrom-Messmodus (whole-cell) durchgefiihrt.

3.8.2 Whole-Cell-Modus

In der Konfiguration des Whole-Cell-Modus ist die Messung der Ganzzellstréme Uber
die Spannungsklemme mdoglich. Mit Hilfe des Mikromanipulators wird die Mikropipette
so positioniert, dass die Spitze (Durchmesser ca. 1 ym) die Zellmembran berlhrt.
AnschlieBend wird in der Mikropipette ein Unterdruck erzeugt, wodurch ein kleiner
Membranbereich, der sogenannte Patch, an der Spitze angesaugt wird. Hierbei
entsteht ein sogenannter Seal, eine hohe elektrische Abdichtung, die zu einer
elektrischen Isolierung des Membranpatches von der Umgebung fahrt (hoher
elektrischer Widerstand, tber 1 GQ).

Um in den Whole-CellF-Modus zu gelangen, wird nach Erreichen dieses Giga-Ohm-Seal
ein starker Unterduck angelegt und der angesaugte Membranbereich aus der Zelle
herausgerissen. Dies ermdglicht einen direkten elekirischen Zugang der Patchpipette
mit der Elektrode zum Zytoplasma, wahrend die Badelekirode im Experimentierbad
liegt. Die dann registrierbaren Stréme entsprechen der Summe der Einzelkanalstréme

der gesamten Zellmembran.
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A
<— Patchpipette
<€—— Zellmembran
B
Unterdruck
C
Membran Durchbruch
D
Whole-cell Konfiguration

Abbildung 3-8: Schematische Darstellung des Whole-Cell-Modus bei der Patch-Clamp-
Untersuchung.

(A) Zunachst berthrt die Spitze der Mikropipette (Durchmesser ca. 1 um) die Zellmembran. (B)
AnschlieBend wird an die Mikropipette ein Unterdruck angelegt, wodurch ein kleiner Bereich der Membran,
der sog. ,Patch®, angesaugt wird. Dieser wird dadurch elektrisch isoliert (hoher elektrischer Widerstand,
Uber 1GQ). (C) Nach Erreichen des Giga-Ohm-Seal gelangt man zum Whole-Cell-Modus, indem durch
Anlegen eines kurzen Unterdruckes der angesaugte Patch herausgerissen wird. (D) Es entsteht ein
direkter Zugang der Patchpipette mit der Elektrode zum Zytoplasma, wahrend die Badelekirode im
Experimentierbad liegt. Modifiziert nach (Hamill et al.1981).

3.8.3 Versuchsaufbau

Das Mikroskop und die Messanordnung wurden auf einem schwingungsgedampften
Tisch montiert. Ein Faradaykéafig diente der elektrischen Abschirmung des Messplatzes

und alle leitenden Komponenten wurden Uber einen gemeinsamen Massepunkt
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geerdet. Das Experimentierbad wurde auf dem Objekthalter eines inversen Mikroskops
(Axiovert, Fa. Zeiss) befestigt. Die Patchpipetten wurden mit einem automatischen
Pipettenziehgerdt in drei Zugintervallen aus 7,5 c¢m langen polierten
Borosilikatkapillaren (Innendurchmesser 0,9 mm, Wandstéarke 0,3 mm) hergestellt. Der
elektrische Widerstand der so erhaltenen Patchpipetten betrug 2-4 MQ in
symmetrischer KCI-Lésung. AnschlieBend wurden die Pipetten in der Pipettenhalterung
eines Mikromanipulators befestigt, mit dem eine genaue Bewegung und Positionierung
der Patchpipette in alle drei Raumebenen mdglich war. Als Mess- und
Referenzelektrode diente ein chlorierter Silberdraht (Ag/AgCl-Elektrode). Der Druck der
Patchpipette wurde Uber ein Schlauchsystem variiert.

3.8.4 Aufbau des elektrischen Messkreises

In Abbildung 3-9 ist der schematische Aufbau des Messkreises wiedergegeben.

Computer

Abbildung 3-9: Schematische Darstellung des Patch-Clamp Messkreises.

(OPA) Operationsverstarkers, (A/D) Analog/Digital-Wandler, (C;) Referenzkapazitét, (I) Referenzstrom,
(Im) Messstrom, (Rr) Referenzwiderstand, (Upip) Pipettenspannung, (Usai) Sollspannung, (Uaus)
Ausgangsspannung, (EC) Endothelzelle.
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Die Spannungen der Pipette Urip sowie die vorgegebene Sollspannung Usoll liegen an
den beiden Eingangen des Operationsverstarkers (OPA = operation amplifier) an.
Besteht zwischen Pipetten- und Sollpotential eine Differenz, so liegt am Ausgang des
OPA die Ausgangsspannung (Uaus) an. Uas ist proportional zu der Differenz von Upp
und Us,, deren Absolutwert jedoch verstéarkt ist. Der Eingang des OPA ist Uber einen
Rlckkopplungswiderstand Rf mit seinem Ausgang verschaltet. Kommt es zu einer
Potentialdifferenz, muss durch Rf ein Strom flieBen, da die Spannung zwischen Punkt 1
(Upip) und Punkt 2 verschieden ist. An R entsteht eine Spannung, die proportional zum
flieBenden Strom ist (U = R * I). Der Kompensationsstrom |; wird gemessen und flie Bt
so lange, bis ein Ausgleich der Spannungsdifferenz an den Eingédngen des Operations-
verstarkers erreicht ist (Numberger, Draguhn 1996).

3.8.5 Versuchsablauf

Zur Isolierung der Endothelzellen wurden den Versuchstieren die Arteria carotis
communis entfernt und in eine Petrischale mit PBS-Puffer ohne Ca®* Uberfiihrt. Die
GefaBe wurden unter dem Mikroskop in den Myographen eingespannt und die A.c.c.
Uber die Glaskapillaren mit 0,05 % Trypsinlésung gefullt. Nach 10-minGtiger Inkubation
bei 37°C, wurden die Endothelzellen ausgewaschen und unter sterilen Bedingungen in
DMEM-Medium Gberfuhrt. Die Endothelzellen wurden ca. 5 Stunden nach Isolation mit
der Patch-Clamp-Technik untersucht. Die Patch-Clamp-Experimente im Whole-Cell-
Modus wurden mit Hilfe von Michael Kacik vorgenommen. Zu Beginn des Experiments
wurde, wie bereits beschrieben, die Whole-Cell-Konfiguration hergestellt. Im Whole-
Cell-Modus wurde die Messung der Ganzzellstrdme Uber die Spannungsklemme
durchgefuhrt. Um spéter die Stromstérke in Beziehung auf die ZellgréBe normieren zu
kénnen, wurde die Kapazitat jeder Zelle bestimmt, welche im proportionalen Verhaltnis
zur ZellgroBe steht (Numberger, Draguhn 1996). Zur Aktivierung der Kgo-Strdme
wurden die Zellen mit einer Pipettenlésung mit 3 mmol/L Ca®* dialysiert. Um die Ca®*-
aktivierten Kaliumkanale Kc,2.3 und Kc.3.1 identifizieren zu kdénnen, wurden die
jeweiligen selektiven Blockersubstanzen TRAM-34 und UCL1684 (Konzentration
jeweils 1 ymol/L) allein oder in Kombination in die Badlésung gegeben.

3.8.6 Datenaufzeichnung und Datenauswertung

Die Gesamtzellstréme wurden mit dem Programm ,Pulse“ (Fa. HEKA Elektronik,
Lambrecht, Deutschland) aufgezeichnet. Hierbei wurden zur Messung von
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Gesamtzellstrdomen Spannungsrampen von —100 mV bis +100 mV mit einer Dauer von
1 s verwendet (Kdhler et al. 2000). Die Messdaten wurden mit einem Analog-Digital-
Wandler digitalisiert, mit dem Computer registriert und anschlieBend auf Festplatte
gespeichert. Die Auswertung der gewonnenen Daten erfolgte mit dem Programm
,Pulsefit” (ebenfalls Fa. HEKA Elektronik). Zur Ermittlung der Stromstarke wurden
Strom-Spannungskurven erstellt, sodass den angelegten Klemmpotentialen die
gemessenen Stromwerte direkt zugeordnet werden konnten. Mit Hilfe der ebenfalls
bestimmten Zellkapazitat, die ein proportionales MaB fur die ZellgréBe ist, erfolgte die
Normierung des Stroms pro Flacheneinheit (Strom-Kapazitatsquotient in pA/pF).

3.9 Statistische Analyse

Die Werte sind als Mittelwerte = Standardfehler (SE) des Mittelwerts angegeben.
Gruppen und Subgruppen wurden durch Anwendung des ungepaarten t-Tests
verglichen. P-Werte < 0,05 wurden als signifikant, P-Werte < 0,01 als hochsignifikant
erachtet.
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4 Ergebnisse

Der Ergebnisteil der vorliegenden Arbeit gliedert sich in drei Teilbereiche. Im ersten
Teilbereich werden zur Aufklarung der raumlichen Assoziation von Kg,- und TRPV4-
Kanélen in der endothelialen Caveolae Ergebnisse zur Genexpression, Lokalisation
und Protein-Protein-Interaktion von Caveolin-1, TRPV4- und Kg,-Kanalen in humanen
mikrovaskuldaren Endothelzellen (HMEC-1, human dermal microvascular endothelial
cell) beschrieben. Der zweite Teilbereich behandelt in vitro Experimente zur
endothelialen Schubspannung und deren Einfluss auf die rdumliche Assoziation des
Kca3.1-Kanals und Interaktionen mit Caveolin-1 und TRPV4 von kultivierten humanen
mikrovaskuldren Endothelzellen. Im dritten Teilabschnitt wird an frisch isolierten
Endothelzellen aus der Arteria carotis communis (CAEC) der Maus gezeigt, welche
Auswirkungen ein Fehlen des Strukturproteins Caveolin-1 in vivo auf die Funktion und
Interaktion der Kc,-Strédme hat.

4.1 Charakterisierung der Kompartimentierung der
endothelialen Caveolae

Zu Beginn der Arbeit wurde mittels qualitativer RT-PCR die Expression von Caveolin-1,
dem Strukturprotein der Caveolae, und der flr die endothelabhé&ngigen Vasodilatation
wichtigen Kandle TRPV4, Kc,2.3 und Kc3.1 in mikrovaskuldren Endothelzellen des
Menschen (human dermal microvascular endothelial cells, HMEC-1) nachgewiesen.
Fir die Kompartimentierungsstudien der endothelialen Caveolae wurde mittels
Sucrose-Dichtegradientenzentrifugation die caveolare und die nicht-caveoléare Fraktion
der HMEC-1 separiert und auf die Anwesenheit der einzelnen Komponenten
untersucht. Mit Hilfe der Immunfluoreszenzmikroskopie wurden Kolokalisationsstudien
durchgefiihrt und mdgliche Interaktionen der Proteine per Immunprazipitation tGberpraft.

4.1.1 Expression von Caveolin-1, TRPV4 und den Kc,-Kanalen K¢,2.3 und
Kca3.1 in humanen mikrovaskularen Endothelzellen

Die Expression von TRPV4 und den Kca,-Kanalen, Kc,2.3 und Kg.3.1, wurde mit der
Expression von Caveolin-1 auf mRNA-Ebene mittels RT-PCR untersucht. Sobald die
HMEC-1 eine Konfluenz von etwa 90 % erreicht hatten, wurde eine RNA-Isolation mit
dem High Pure RNA Isolation Kit (Roche GmbH; Mannheim, Deutschland)
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durchgefiihrt. Die isolierte RNA wurde anschlieBend fir die in Kapitel 3.3.3
beschriebene cDNA-Synthese eingesetzt und durch eine RT-PCR (Kapitel 3.3.4)
amplifiziert. AnschlieBend wurden die DNA-Fragmente per Agarosegelelektrophorese
nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt, mit Ethidiumbromid gefarbt und durch UV-
Bestrahlung sichtbar gemacht. Eine erfolgreiche Isolierung der RNA wurde durch
Nachweis von GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase), einem
Housekeeping-Gen, belegt. Als Endothelzellmarker wurde die Expression von eNOS
(endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase) getestet. Myosin heavy chain ist ein
klassischer Marker einer differenzierten, kontraktilen GefaBmuskelzelle und wurde als
Negativkontrolle mitgefthrt.
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Abbildung 4-1: Expressionsanalyse mittels RT-PCR in HMEC-1.

Qualitative RT-PCR validiert die Expression des Endothelzellen-Markers eNOS, dem Strukturprotein
Caveolin-1 und der Kationenkanéle TRPV4, Kca2.3 und Kca3.1 in HMEC-1. MyHC, das Markerprotein fir
glatte GeféaBmuskelzellen, wird in HMEC-1 nicht exprimiert.

In Abbildung 4-1 ist das Ethidiumbromid-markierte Gel mit entsprechenden RT-PCR-
Produkten dargestellt. Es zeigte sich, dass in humanen mikrovaskularen
Endothelzellen (HMEC-1) das Strukturprotein Caveolin-1 und die Kationenkanéle
TRPV4, Kca2.3 und Kc.3.1 exprimiert werden. Dabei amplifizierte die RT-PCR die
erwarteten Produkte von 97 bp fir Caveolin-1, 100 bp fir TRPV4, 66 bp fiir Kc,2.3 und
70 bp fur Kg,3.1. Zudem zeigte die Expression von eNOS (66 bp) und das negative
Ergebnis von Myosin heavy chain (60 bp), dass es sich bei den verwendeten Zellen um
eine reine Endothelzellkultur mit Endothel-spezifischen Eigenschaften handelt und es
keine Kontaminationen mit glatten GefaBmuskelzellen gab.
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4.1.2 Anreicherung von TRPV4 und Kc,2.3 in der caveolaren
Membranfraktion in humanen mikrovaskularen Endothelzellen unter

statischen Bedingungen

Mit Hilfe der Sucrose-Dichtegradientenzentrifugation wurden die verschiedenen
Zellkompartimente auf Grund ihrer unterschiedlichen GrdBe und Dichte durch mehrere
Zentrifugationsschritte mit  jeweils unterschiedlichen Sucrose-Dichtegradienten
voneinander getrennt und deren Proteine in den jeweiligen Fraktionen angereichert.
Die Membranen der Endothelzellen wurden nach mechanischer Zerkleinerung durch
Ultraschall auf einem diskontinuierlichen 5 %, 35 % und 45 % Sucrose-Gradienten in
der Ultrazentrifuge aufgetrennt. AnschlieBend wurde der Gradient in 13 gleich groBe
Fraktionen (je 1 ml) aufgeteilt und gleiche Mengen Protein aus jeder Fraktion im
Western Blot auf die Anwesenheit von Caveolin-1 Uberprift.

Vorherige Arbeiten in der eigenen Arbeitsgruppe zeigten mittels Western Blot, dass
Caveolin-1, das Strukturprotein der Caveolae, in den Fraktionen 2 - 8 angereichert war,
mit einem Maximum in den Fraktionen 2 - 3 (Goedicke-Fritz et al. 2015). In den
Fraktionen 9 - 13 konnte kein Caveolin-1 nachgewiesen werden und wurde als nicht-
caveolare Fraktion beschrieben (Abbildung 4-2 (A)).
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Abbildung 4-2: Kca2.3 und TRPV4-Kaniéle sind in der Caveolae von humanen mikrovaskularen
Endothelzellen angereichert.

(A+B) Modifiziert nach (Goedicke-Fritz et al. 2015) (A) Mittels Sucrose-Dichtegradientenzentrifugation
wurde die nicht-caveoldre Membranfraktion (NC) von der caveoldren Membranfraktion (C) getrennt und
mittels Western Blot und Immunfarbung analysiert. Immunblot weist die Anwesenheit von Caveolin-1
(Caveolin-1) in den Fraktionen 2-8 nach. (B) Reprasentative Immunblots zeigen, dass Kca2.3 und eNOS
aber nicht B-Adaptin und Kca3.1 in der caveoldren Membranfraktion (Fraktionen 2-8) von HMEC-1
angereichert sind. (C) Auch der Calciumkanal TRPV4 ist in der caveoldren Membranfraktion von HMEC-1
angereichert.

Wie in Abbildung 4-2 (B) dargestellt, zeigte sich zudem, dass K¢,2.3 und eNOS in der
caveolaren Fraktion nachweisbar waren, wohin gegen K¢,3.1 und B-Adaptin, ein nicht-
caveolarer Marker (Sampson et al. 2004) in der nicht-caveolaren Fraktion angereichert
waren. In der vorliegenden Arbeit wurde geprift, ob TRPV4 in der caveolaren oder der
nicht-caveolaren Fraktion angereichert ist. Abbildung 4-2 (C) zeigt, dass mittels
Western Blot und anschlieBender Anti-TRPV4 Immunfarbung eine Bande fur TRPV4
mit einer GroBe von 98 kDa in der caveolaren Fraktion detektiert wurde. In der nicht-
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caveolaren Fraktion war das Protein nicht nachweisbar. Zusammenfassend zeigt sich,

dass auch der Calciumkanal TRPV4 in der caveolaren Fraktion angereichert ist.

4.1.3 Raumliche Assoziation von Caveolin-1 mit Kc¢,2.3- und TRPV4-
Kandlen in humanen mikrovaskuldren Endothelzellen unter
statischen Bedingungen

Die Caveoline, insbesondere Caveolin-1 (Caveolin-1), stellen ein essentielles
Strukturprotein fir die Kompartmentbildung bzw. die Bildung der Caveolae dar (Drab et
al. 2001). Caveolin-1 konzentriert und organisiert spezifische Lipide (Cholesterol,
Sphingomyelin) und Lipid-modifizierte Signalmolekule, wie z.B. G-Proteine und eNOS
in der Plasmamembran (Liu et al. 2002; Li et al. 1995), interagiert mit ihnen und ist
mitverantwortlich fr die Modulation von Signalsystemen. Da unsere biochemischen
Daten einen ersten Hinweis lieferten, dass K¢,2.3 und TRPV4, aber nicht K¢,3.1 in der
caveolaren Fraktion angereichert sind, wollten wir mittels optischer Methode, der
Immunfluoreszenz, die rdumliche Assoziation der Kanéle mit Caveolin-1 bestimmen.
Um die Verteilung in den HMEC-1-Zellen  mittels  herkémmlicher
Immunfluoreszenzmikroskopie (Axio Observer Z.1 Mikroskop) untersuchen zu kdnnen,
wurden HMEC-1 auf Poly-L-Lysin-beschichteten Deckglédsern kultiviert und
anschlieBend fixiert. AnschlieBend wurde Caveolin-1 mittels Alexa Fluor 488-Antikérper
und TRPV4 bzw. die Kc,-Kanale mit einem Alexa Fluor 555-Antikdrper markiert. Mit
Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie wurde die Lokalisation der Proteine anschlieBend
verglichen. Als Kontrolle wurde der fluoreszierende Zweitantikorper alleine auf die
HMEC-1-Zellen gegeben. Hier zeigte sich wie erwartet kein Signal.

Abbildung 4-3 (A-C) zeigt, dass Caveolin-1 vorwiegend in der Zellmembran humaner
mikrovaskularer Endothelzellen nachgewiesen werden konnte, was der typischen
Lokalisation der Caveolen entsprach. Zudem war es teilweise im Zytoplasma
lokalisiert. Sowohl Kc,2.3 (Abbildung 4-3 (B)) als auch TRPV4 (Abbildung 4-3 (C))
konnten ebenfalls in der Zellmembran lokalisiert werden. Um eine Aussage Uber die
Kolokalisation der einzelnen Kandle mit Caveolin-1 in HMEC-1-Zellen treffen zu
kénnen, wurden die digitalen Einzelbilder der Proteine Ubereinander gelegt. Gelbe
Signale weisen auf mégliche Kolokalisationen der Kanale (rot) mit Caveolin-1 (griin)
hin.
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Abbildung 4-3: Caveolin-1 kolokalisiert mit TRPV4 und Kca2.3, aber nicht mit Kca3.1 in humanen
Endothelzellen unter statischen Bedingungen.

(A) Auf Deckglaschen kultivierte HMEC-1 wurden fixiert und mit Anti-Caveolin-1 (griin) und Anti-TRPV4
(rot) immungefarbt. Eine Kolokalisation von Caveolin-1 und TRPV4 (gelb) konnte in der Zellmembran
gezeigt werden. (B,C) Immunfarbungen gegen Caveolin-1 (griin) und gegen Kca2.3 bzw. Kca3.1 (rot)
zeigen Kolokalisationen von Caveolin-1 mit Kca2.3, aber nicht mit Kca3.1 in humanen Endothelzellen unter
statischen Bedingungen. Zellkerne wurden mit DAPI (blau) markiert. (D-E) Untersuchungen mit Hilfe des
GSDIM-Mikroskops validieren die Kolokalisation (Pfeile) von Caveolin-1 mit TRPV4 und Kca2.3
detailgetreu. (F) Fir Caveolin-1 und Kca3.1 konnte auch in der hochauflésenden Mikroskopie keine
Kolokalisation nachgewiesen werden.

Abbildung 4-3 (A) zeigt, dass TRPV4 und Caveolin-1 in HMEC-1 hauptsé&chlich in der
Zellmembran nachweisbar waren. Eine Uberlagerung der Fluoreszenzbilder von
TRPV4 und Caveolin-1 zeigte gelbe Signale in der Zellmembran, was auf eine partielle
Kolokalisation des TRPV4 mit Caveolin-1 hinwies. In Abbildung 4-3 (B) ist zu sehen,
dass Caveolin-1 und K¢,2.3 eine ahnliche Verteilung in den HMEC-1-Zellen aufwiesen.
Kca2.3 war wie Caveolin-1 vorwiegend in der Zellmembran der HMEC-1 nachweisbar
und wurde nur teilweise im Zytosol lokalisiert. Die Ubereinander gelegten
Fluoreszenzbilder von Kg,2.3 und Caveolin-1 zeigten gelbe Signale in der
Zellmembran, was auf eine partielle Kolokalisation des Kc,2.3 mit Caveolin-1 hinwies.
Im Gegensatz zu Kc,2.3 besaBen Caveolin-1 und Kc,3.1 eine unterschiedliche
Verteilung in den HMEC-1-Zellen. Wie in Abbildung 4-3 (C) zu sehen ist, zeigten die
Uberlagerten Bilder der Fluoreszenz keine Kolokalisation von K¢,3.1 und Caveolin-1 in
der Zellmembran von HMEC-1 (gelb markierte Bereiche waren partiell um den Zellkern
sichtbar). Die herkémmliche Immunfluoreszenzmikroskopie (Axio Observer Z.1
Mikroskop) liefert somit einen ersten Hinweis, dass Caveolin-1 mit TRPV4 und Kc,2.3
jedoch nicht mit Kc,3.1 unter statischen Bedingungen in humanen mikrovaskularen

Endothelzellen kolokalisieren.

Allerdings liegt die Auflésungsgrenze eines herkdmmlichen Lichtmikroskops in xy-
Richtung (lateral) typischerweise bei ca. 200 nm. Da die GréBe der Caveolae bei etwa
50- 100 nm liegt, ist es schwer mit der herkdbmmlichen Immunfluoreszenzmikroskopie
zwei benachbarte Punkte innerhalb der Caveolae als getrennte Objekte darzustellen.
Hier bietet die neuartige Technik der GSDIM-Mikroskopie (ground state depletion
microscopy followed by individual molecule return) die Méglichkeit, dies zu Uberwinden.
Das GSDIM-Verfahren ist eine hochauflésende Mikroskopietechnik, bei der
Auflésungen von bis zu 20 nm erzielt werden kénnen. Fur die hochauflésende
Darstellung der Komponenten wurden HMEC-1 auf Poly-L-Lysin beschichteten
Deckglasern kultiviert, anschlieBend fixiert und gegen Caveolin-1 und TRPV4, Ks.2.3
oder Anti-Kc.3.1 mit den entsprechenden Antikdrpern gefarbt. AnschlieBend wurde
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Caveolin-1 mittels Alexa Fluor 488-Antikérper und TRPV4 bzw. die Kc,-Kanédle mit
Alexa Fluor 555-Antikérper markiert und mittels GSDIM-Mikroskopie (Leica SR GSD)
untersucht. Die Untersuchungen mit Hilfe des GSDIM-Mikroskops validieren die
Kolokalisation (Pfeile) von Caveolin-1 mit TRPV4 und Kc,2.3 detailgetreu. Fir
Caveolin-1  und Kc.3.1 konnte mittels hochauflésender Mikroskopie keine
Kolokalisation nachgewiesen werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass unter statischen Bedingungen eine
rdumliche Assoziation zwischen Caveolin-1 und den Kg,2.3-Kanélen sowie zwischen
Caveolin-1 und den TRPV4-Kanalen, jedoch nicht zwischen Caveolin-1 und den
Kca3.1-Kanalen in humanen mikrovaskuldren Endothelzellen besteht.

4.1.4 Protein-Protein-Interaktion von Caveolin-1 mit Kc.2.3- und TRPV4-
Kanalen in humanen mikrovaskuldren Endothelzellen unter

statischen Bedingungen

Nachdem mittels Immunfluoreszenzmikroskopie eine raumliche Assoziation von
Caveolin-1 mit TRPV4 und Kc,2.3, jedoch nicht mit Kc,3.1 gezeigt wurde, erfolgte eine
Uberpriifung maglicher Protein-Protein-Interaktionen. Auf biochemischer Ebene lassen
sich Protein-Protein-Interaktionen mittels Ko-Immunprazipitation (Ko-IP) nachweisen.
Mit Hilfe eines Antikdrpers kann ein Protein mitsamt seiner Interaktionspartner aus
einem Zelllysat prazipitiert werden. Das prazipitierte Protein und sein
Interaktionspartner kénnen anschlieBend in einer Western Blot-Analyse nachgewiesen
werden. Mit den Lysaten der HMEC-1 wurde eine Ko-IP durchgefuhrt. Dazu wurden die
HMEC-1 zentrifugiert und das erhaltene Zellpellet wurde mit einem Lysepuffer
aufgeschlossen. Daraufhin wurde das Lysat mit dem Caveolin-1 Antikérper und
anschlieBend mit Protein G Dynabeads inkubiert. Nach entsprechenden
Waschschritten wurden die mit den Proteinen beladenen Protein G Dynabeads mittels
eines Magneten pelletiert. AbschlieBend wurden sowohl der Uberstand als auch die
Protein G Dynabeads mit SDS-Probenpuffer versetzt und mittels Western Blot
analysiert.
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Abbildung 4-4: Protein-Protein-Interaktionen von Caveolin-1 mit TRPV4 und Kca2.3 in humanen
mikrovaskularen Endothelzellen.

(A) Immunprazipitation von Caveolin-1 mit Lysat aus HMEC-1 Zellen, (IP 1gG)- Prazipitation mit Anti-IgG

als Negativkontrolle, (U)- Uberstand der Prazipitation. (B) Ko-IP Studie mit HMEC-1 Zelllysaten. Die Ko-
Prazipitation erfolgte mit Hilfe eines Anti-Caveolin-1 Antikérpers und anschlieBender Western Blot
Analyse. Reprasentative Immunblots zeigen, dass Kca2.3 und TRPV4, aber nicht Kca3.1 mit Caveolin-1
interagierten.

Um zu prifen, ob der Anti-Caveolin-1 Antikdrper an das Protein G der Dynabeads
gebunden hatte und somit eine Anreicherung des Caveolin-1 Proteins méglich war,
wurde zuerst eine Immunférbung gegen Caveolin-1 durchgefiihrt. Abbildung 4-4 (A)
zeigt, dass fur Caveolin-1 (22 kDa) eine deutliche Bande im IP- Ansatz detektiert
wurde. Der Anti-Caveolin-1 Antikérper hatte an die Protein G Dynabeads gebunden
und Caveolin-1 konnte mittels Immunpréazipitation angereichert werden. Im n&chsten
Schritt (Abbildung 4-4 (B)) wurde gezeigt, dass nach Prazipitation mit Anti-Caveolin-1
und anschlieBender Immunféarbung mit Anti-TRPV4 eine Bande fur TRPV4 (98 kDa) im
IP-Ansatz nachweisbar war. Bei den Kg,-Kanalen wurde nur Kc.2.3 (82 kDa) ko-
prazipitiert. Fir Kc,3.1 (47 kDa) wurde keine Bande im IP-Ansatz detektiert. Hier war
lediglich die schwere Kette des zur Préazipitation verwendeten Anti-Caveolin-1
Antikérpers bei 55 kDa zu sehen, da dieser im SDS-Gel ebenfalls aufgetrennt und
anschlieBend in der Western Blot Analyse vom Sekundéarantikérper unspezifisch
detektiert wurde. Kc,3.1 befand sich im Uberstand der IP.

Zusammenfassend zeigen diese Resultate, dass eine Protein-Protein-Interaktion von
Caveolin-1 mit Kg,2.3 und TRPV4, jedoch nicht mit Kc.3.1, in humanen
mikrovaskularen Endothelzellen unter statischen Bedingungen besteht.
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4.2 Untersuchung einer putativen Interaktion von TRPV4 und
Kca2.3 in humanen mikrovaskuldren Endothelzellen

Eine geordnete Zusammenlagerung von Membranproteinen in  distinkten
Membrandoménen, wie den endothelialen Caveolae, erlaubt die raumliche und
zeitliche Koordination unterschiedlicher Signaltransduktionswege. Unsere bisherigen
Daten zeigen, dass sowohl Kc,2.3 als auch TRPV4 in Caveolae humaner
Endothelzellen angereichert sind. Als n&achstes stellte sich die Frage, ob die Kanéle
untereinander eine putative Interaktion austuben. Diese Art der physischen Interaktion
wurde eine effizientere Signallibertragung zwischen zwei Molekilen erlauben. Aus
diesem Grunde war es fir uns interessant, zu prifen, ob in Endothelzellen eine
ahnliche physikalische Wechselwirkung zwischen dem mechanosensitiven TRPV4 und
dem an der EDHF-Antwort beteiligten K¢,2.3-Kanal existiert. Es liegt nahe, dass der
Ca**-Eintritt durch TRPV4 zur Aktivierung von benachbarten K¢,2.3 und K¢ 3.1 fihrt.
Eine solche Koaktivierung von Kaliumkanalen wurde bereits Anfang der 90er Jahre von
Hoyer und Mitarbeitern gezeigt (Hoyer et al. 1992). Bisher ist die spezifische
Interaktion einer TRP-Isoform (TRPV4, TRPA1, TRPV3 oder TRPC6) mit einem Kc,-
Kanal in Endothelzellen noch nicht vollstandig geklart. Jingste Studien lassen einen
Hinweis auf eine Interaktion des Caz*—permeabel TRPV4-Kanals und den K¢,-Kanélen
(Kca2.3 und Kc,3.1) in Endothelzellen vermuten (Sonkusare et al. 2012; Earley et al.
2009; Zhang et al. 2009; Koéhler et al. 2006). Studien von Kwan et al. zeigten, dass in
glatten GefaBmuskelzellen TRPC1 physisch mit einem anderen Kg,-Kanal, dem Kc,1.1
(BKca) assoziiert ist (Kwan et al. 2009). Erste Hinweise hierfir wurden von Ma et al. in
Endothelzellen der Ratte beschrieben (Ma et al. 2013). Auf dieser Annahme
aufbauend, wurden Immunfluoreszenzstudien zur Bestimmung der raumlichen
Assoziation und eine Ko-Immunprazipitation zur Uberpriifung der Protein-Protein-
Interaktion mit HMEC-1 durchgefihrt.

4.2.1 Raumliche Assoziation von TRPV4- und K¢,2.3-Kanalen

Far die herkdbmmliche Immunfluoreszenzmikroskopie (Axio Observer Z.1 Mikroskop)
wurden HMEC-1 auf Poly-L-Lysin-beschichteten Deckglasern kultiviert und
anschlieBend fixiert. Es folgte eine Immunfarbung gegen TRPV4 und Kg,2.3.
AnschlieBend wurde TRPV4 mittels Alexa Fluor 488-Antikérper und Kc,2.3 mittels
Alexa Fluor 555-Antikérper markiert.
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In Abbildung 4-5 (A) ist zu sehen, dass sowohl TRPV4 wie auch K¢,2.3 in HMEC-1
zum gréBten Teil in der Zellmembran nachweisbar waren. Eine Uberlagerung der
Fluoreszenzbilder von TRPV4 und Caveolin-1 zeigte gelbe Signale in der
Zellmembran, was auf eine partielle Kolokalisation des TRPV4 mit Kc,2.3 hinwies. Die
Immunfluoreszenzbilder mit dem herkédmmlichen Fluoreszenzmikroskop lieferten erste

Hinweise auf eine Kolokalisation zwischen K¢,2.3 und TRPV4,

Abbildung 4-5: Raumliche Assoziation von TRPV4- und Kc,2.3- Kandlen in humanen
mikrovaskuldren Endothelzellen.

(A+B) Auf Deckglasern kultivierte HMEC-1 wurden fixiert und mit anti-TRPV4-AlexaFluor488 (griin) und
anti-Kca2.3-AlexaFluor555 (rot) immungefarbt. (A) Reprasentative Immunfluoreszenzmikroskopie zeigt die
raumliche Assoziation der beiden Proteine in der Zellmembran. Der Zellkern wurde mit DAPI (blau)
markiert. (B) Untersuchungen mit Hilfe des GSDIM-Mikroskops validieren die Kolokalisation (Pfeile) von
TRPV4 und Kca2.3 detailgetreu.

Abbildung 4-5 (A) zeigt, dass es durch die Auflésungsgrenze des herkdmmlichen
Lichtmikroskops (in xy-Richtung (lateral) bei ca. 200 nm) kaum Mdglich ist, zwei
benachbarte Punkte innerhalb der Caveolae als getrennte Objekte darzustellen. Daher
haben wir uns entschieden die hochauflésende GSDIM-Mikroskopie, die eine

Auflésung von bis zu 20 nm erzielt, zu verwenden.

Fir die hochauflésende Darstellung der Komponenten wurden HMEC-1 auf Poly-L-
Lysin beschichteten Deckglasern kultiviert, anschlieBend fixiert und eine Immunfarbung
gegen TRPV4 und Kc,2.3 durchgefihrt. AnschlieBend wurde TRPV4 mittels Alexa
Fluor 488-Antikérper und Kcg,2.3 mittels Alexa Fluor 555-Antikérper markiert und mit
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Hilfe der GSDIM-Mikroskopie (Leica SR GSD) untersucht. Eine Uberlagerung der
hochauflésenden GSDIM-Bilder zeigte (Abbildung 4-5 (B)), dass es zu einer
Kolokalisation von TRPV4 und Kc,2.3 kommt (Pfeile). Untersuchungen mit Hilfe des
GSDIM-Mikroskops validieren die Kolokalisation (Pfeile) von TRPV4 und Kc.2.3

detailgetreu.

Die Daten liefern einen ersten Hinweis, dass unter statischen Bedingungen eine
rdumliche Assoziation zwischen TRPV4 und Kc.2.3 in humanen mikrovaskularen
Endothelzellen besteht.

4.2.2 Protein-Protein-Interaktion von K¢,2.3 und TRPV4

Nachdem eine raumliche Assoziation von Kc,2.3-TRPV4 mittels Immunfluoreszenz-
mikroskopie nachgewiesen wurde, erfolgte im nachsten Schritt die Uberpriifung einer
maoglichen Protein-Protein-Interaktion von TRPV4 mit Kg,2.3.

Hierzu wurde eine Ko-Immunprazipitation (Ko-IP) mit dem Lysat der HMEC-1
durchgeftihrt. Die konfluent gewachsenen HMEC-1 wurden von der Petrischale
abgeschabt, zentrifugiert und das erhaltene Zellpellet wurde mit einem Lysepuffer
aufgeschlossen. Daraufhin wurde das Lysat entweder mit einem Anti-Kc,2.3 oder
einem Anti-TRPV4 Antikérper und anschlieBend mit Protein G Dynabeads inkubiert.
Nach entsprechenden Waschschritten wurde die mit den Proteinen beladenen Protein
G Dynabeads mittels eines Magneten pelletiert. AbschlieBend wurden sowohl der
Uberstand als auch die Protein G Dynabeads mit SDS-Probenpuffer versetzt und

mittels Western Blot analysiert.

Um zu prifen, ob die Antikdrper an das Protein G der Dynabeads gebunden hatte und
somit eine Anreicherung des Kc,2.3- bzw. TRPV4-Proteins mdglich war, wurde zuerst
eine Anti-K¢,2.3 bzw. Anti-TRPV4 Farbung durchgefihrt. Abbildung 4-6 (A) zeigt, dass
sowohl Kg,2.3 (82 kDa) als auch TRPV4 (98 kDa) mittels Immunpréazipitation

angereichert werden konnten.
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Abbildung 4-6: Protein-Protein-Interaktionen von Kc.2.3 und TRPVA4.

(A) Immunprazipitation von Kca2.3 und TRPV4 mit Lysat aus HMEC-1 Zellen, (IP 1gG)- Prazipitation mit
Anti-IgG als Negativkontrolle. (B) Ko-IP Studie mit HMEC-1 Zelllysaten. Ko-Prézipitation mit Hilfe eines
anti-Kca2.3 Antikérpers und anschlieBender Immunfarbung mit Anti-TRPV4 zeigt eine Interaktion der
beiden Proteine. Die Ko-Prazipitation mit Hilfe eines Anti-TRPV4 Antikérpers und anschlieBender
Immunfarbung mit Anti-Kca2.3 dient der Validierung.

Im n&chsten Schritt (Abbildung 4-6 (B)) konnte gezeigt werden, dass nach Prazipitation
mit Anti-Kc,2.3 und anschlieBender Immunfarbung gegen TRPV4 eine Bande flr
TRPV4 (98 kDa) im IP-Ansatz nachweisbar war. AnschlieBend wurde zur Kontrolle mit
einem Anti-TRPV4 Antikérper préazipitiert und mittels Western Blot kontrolliert, ob
Kca2.3 koprazipitierte. Auch hier wurde eine deutliche Bande fir Kg,2.3 (98 kDa)
detektiert. Daraus lasst sich schlieBen, dass es sich bei der vorher gezeigten
Kolokalisation um eine stabile Protein-Protein-Interaktion zwischen K¢,2.3 und TRPV4
handelt.

4.2.3 Relevanz der caveolaren Struktur fiir die Protein-Protein-Interaktion
von Kc¢a2.3 und TRPV4

Im nachsten Schritt sollte gepruft werden, ob der Verlust der caveoldren Struktur einen
Einfluss auf die Protein-Protein-Interaktion von TRPV4 und Kg,2.3 hat. Zur
Untersuchung wurden HMEC-1-Zellen fir 1 h mit 10 mM Methyl-B-Cyclodextrin
inkubiert. Methyl-B-Cyclodextrin zerstért die Struktur der Caveolae, indem es der
Zellmembran Cholesterol entzieht.
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Abbildung 4-7: Dissoziation der raumlichen Struktur der Caveolae durch Methyl-B-Cyclodextrin
fihrt zum Verlust der Protein-Interaktion von Kca2.3 und TRPV4.

(A) HMEC-1 Zellen vor und nach Inkubation mit Methyl-B-Cyclodextrin (10 mM, 40 min.). Immunférbung
erfolgte mit Anti-Caveolin-1 (griin), Zellkerne wurden mit Dapi blau gefarbt. (B) Ko-IP Studie mit HMEC-1
Zelllysat nach Behandlung der Zellen mit 10 nM Methyl-B-Cyclodextrin fir 40 min. Reprasentativer
Immunblot nach Ko-Préazipitation mit Anti-Kca2.3 und Anti-TRPV4-Immunfarbung zeigt, dass die
Zerstdérung der Caveolae zum Verlust der Interaktion von TRPV4 und Kc¢a2.3 flhrt.

Um sicherzustellen, dass die 40-minutige Inkubation mit 10 nM Methyl-B-Cyclodextrin
lediglich zu einer Umverteilung und nicht zu einem Verlust des Caveolin-1 fiihrt, wurde
Caveolin-1  mittels Alexa Fluor 488-Antikdrper markiert. Mit Hilfe der
Fluoreszenzmikroskopie wurde die Lokalisation der Proteine in den behandelten und
unbehandelten HMEC-1 anschlieBend verglichen.

In Abbildung 4-7 (A) sind HMEC-1 vor und nach 40-minutiger Behandlung mit 10 mM
Methyl-B-Cyclodextrin zu sehen. Auch nach Behandlung mit Methyl-B-Cyclodextrin war
Caveolin-1 weiterhin in der Zelle vorhanden. Zur Uberpriifung, ob es durch das Fehlen
der rdaumlichen Struktur der Caveolae zu einer Anderung der Protein-Protein-
Interaktion zwischen TRPV4 und Kca2.3 kommt, wurden Ko-
Immunpréazipitationsstudien durchgefthrt. Dafir wurde mit einem Anti-Ks,2.3
Antikérper prazipitiert und anschlieBend im Western Blot kontrolliert, ob TRPV4
koprazipitierte. Um auszuschlieBen, dass TRPV4 aufgrund einer unspezifischen
Bindung mit den Dynabeads nachgewiesen wurde, wurde zur Kontrolle jeweils ein
Ansatz mit Kaninchen IgG-Antikérper mitgefthrt. In Abbildung 4-7 (B) ist gezeigt, dass
Kca2.3 nach der Behandlung mit Methyl-B-Cyclodextrin im Gesamtlysat weiterhin
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nachweisbar ist. Nach einer Immunprazipitation mit Anti-TRPV4 und anschlieBender
Farbung gegen Kca2.3, konnte Kg,2.3 jedoch nicht mehr detektiert werden. Um zu
kontrollieren, ob die Prazipitation von Kc,2.3 erfolgreich war, wurde eine Gegenfarbung
mit einem Anti-Kc,2.3 Antikdrper durchgefihrt. Im IP-Ansatz war eine deutliche Bande
fir Kca2.3 detektierbar. Die Ergebnisse der Western Blot Analyse zeigen, dass die
Zerstérung der caveoldren Struktur durch einen Cholesterolentzug zu einem Verlust
der Protein-Protein-Interaktion von TRPV4 und Kg,2.3 flihrt.

4.3 Einfluss von hamodynamischen Kraften auf die raumliche
Assoziation von K¢,3.1 zu Caveolin-1 und TRPV4

In vivo sind Endothelzellen einer standigen biomechanischen Stimulation ausgesetzt.
Der Blutfluss innerhalb der GeféBe erzeugt ein komplexes Zusammenspiel von
mindestens drei verschiedenen mechanischen Kraften - der endothelialen
Schubspannung, der zirkularen Wandschubspannung sowie dem hydrostatischen
Druck p (Kurz & Sandau 1997). Die Wandschubspannung (shear stress), welche vom
stromenden Blut auf die Endothelschicht der GefaBe ausgetibt wird, ist eine wichtige
hamodynamische Kraft und natirlicher physiologischer Stimulus, der eine Adaption der
GefaBweite ausldst und damit zur adaquaten Einstellung der Organperfusion beitragt.
Eine Erhéhung der Wandschubspannung erzeugt eine endothelabhangige
Vasodilatation. Es ist bekannt, dass hier lonenkanéle eine wichtige Rolle bei der
Signaltransduktion spielen (Hartmannsgruber et al. 2007).

Um die Endothelzellen unter mdglichst in vivo-nahen Bedingungen Kkultivieren zu
kénnen, wurde ein in vitro System benétigt, mit dem die Zellen Uber einen langeren
Zeitraum (24 h) kontrollierten Flussbedingungen ausgesetzt werden kdnnen. Die
Kegel-Platten-Scherungsapparatur ist das einfachste Modell und bietet den Vorteil,
eine groBe Anzahl an Zellen pro Ansatz zu verwenden und wurde fiir die biochemische
Auswertung verwendet. Hierzu wurden die Zellen mittels des sogenannten Kegel-
Platten-Viskometers in 100 mm groBe, mit Gelatine beschichtete Petrischalen fir 24 h
unter 15 dyn/cm? Schubspannung gesetzt. Als Kontrolle dienten HMEC-1, die stationar
kultiviert wurden. In mehreren Versuchen und in Anlehnung an die Vorgaben des
Herstellers wurde zunéchst eine optimale Feineinstellung des Kegels ermittelt. Ein zu
hoher Anpressdruck fihrte zur Zellabscherung, bei zu groBem Abstand des Kegels zur
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Zelloberflache trat die typische Zellausrichtung als Marker der wirkenden laminaren
Schubspannung nicht in Erscheinung.

Statische Kontrolle Laminare Schubspannung

TR
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e

Abbildung 4-8: Ausrichtung von HMEC-1 unter 15 dyn/cmz.

(A) Als Kontrolle wurden HMEC-1 24 h unter statischen Bedingungen kultiviert. (B) Ausrichtung der
HMEC-1 unter laminarer Schubspannung (15 dyn/cm2 fir 24 h). Strémungsrichtung von links unten nach
rechts oben.

Die Zellausrichtung ist der einfachste Indikator der Wirksamkeit einer laminaren
Schubspannung und gibt schon in vivo Auskunft Uber ihre Qualitdt und Quantitat
(Nerem et al. 1981). Daten zur Zellausrichtung aus in vitro Experimenten sind zahlreich
publiziert (Coan et al. 1993; Levesque & Nerem 1985; Dewey et al. 1981) und lieBen
sich mit HMEC-1 reproduzieren: Abbildung 4-8 zeigt eine starke zelluldre Ausrichtung
der HMEC-1 in Strémungsrichtung unter 15 dyn/cm? fiir 24 Stunden.

4.3.1 Applikation laminarer Schubspannung beeinflusst Interaktion von
Kca3.1 und Caveolin-1

Nach der Stimulation der Zellen mit laminarer Schubspannung (15 dyn/cm? fiir 24
Stunden) wurde eine Proteinisolation (wie in Abschnitt 3.4.2 beschrieben) durchgefihrt.
Zum Vergleich wurden Proben stationédr gehaltener HMEC-1 mitgefihrt. Die Lysate
wurden fir die Ko-IP verwendet. Dafir wurden diese erst mit Anti-Caveolin-1
Antikérper und anschlieBend mit Protein G Dynabeads inkubiert. Nach entsprechenden
Waschschritten wurden die mit den Proteinen beladenen Protein G Dynabeads mittels
Magneten pelletiert und sowohl der Uberstand als auch die Protein G Dynabeads
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wurden abschlieBend mit SDS-Probenpuffer versetzt und mittels Western Blot
analysiert.

IP Cav-1 IP IgG
Kontr. LSS Kontr. LSS

IgGHC -
Kead1-

Abbildung 4-9: Applikation von Schubspannung fiihrt zur Interaktion von Caveolin-1 und Kc,3.1.

Ko-IP Studie mit Zelllysaten stationar und unter laminarer Schubspannung (15 dyn/cm2) kultivierter HMEC-
1. Ko-Préazipitation mit Hilfe eines Anti-Caveolin-1 Antikdrpers und anschlieBender Immunfarbung mit Anti-
Kca3.1 zeigte eine de novo Interaktion der beiden Proteine unter laminarer Schubspannung.

Ein Nachteil der Immunprazipitation besteht darin, dass die zur Prazipitation
verwendeten Antikérper im SDS-Gel ebenfalls aufgetrennt und anschlieBend in der
Western Blot Analyse von dem Sekundérantikdrper unspezifisch detektiert werden. Ein
Problem ergab sich in dieser Arbeit, da die GroBe der schweren Kette (55 kDa) ahnlich
der GroBe des gesuchten Kg,3.1-Proteins (45 kDa) ist. Zur Optimierung der
Immunprazipitation wurde die Menge des zur Prazipitation verwendeten Antikdrpers
reduziert und der herkdbmmliche Sekundarantikbrper wurde gegen einen Antikdrper
ausgetauscht, der nur die leichte Kette erkennen sollte. Leider kam es weiterhin zu
unspezifischen Detektion der schweren Kette, wodurch weiterhin eine Bande bei 55
kDa detektiert wurde.

Abbildung 4-9 zeigt, dass nach Préazipitation mit Anti-Caveolin-1 Antikérper und
anschlieBender Immunférbung gegen Kc.3.1 im IP-Ansatz nach Schubspannung eine
leichte Bande unterhalb der schweren Kette (55 kDa) fir Kc¢.3.1 bei 47 kDa
nachweisbar war. Um auszuschlieBen, dass Kg,3.1 aufgrund einer unspezifischen
Bindung mit den Dynabeads nachgewiesen wurde, wurde zur Kontrolle jeweils ein
Ansatz mit Maus IgG-Antikérper mitgefuhrt. Hier war ebenfalls nur die schwere Kette
(55 kDa) des zur Préazipitation verwendeten Antikérpers nachweisbar. Im IP-Ansatz der
stationdren Kontrolle konnte Kg,3.1 nicht kopréazipitiert werden. Die Applikation
laminarer Schubspannung (15 dyn/cm? fiir 24 h) filhrte zu einer neuen Protein-Protein-
Interaktion zwischen Caveolin-1 und Kg,3.1.
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4.3.2 Applikation laminarer Schubspannung beeinflusst die raumliche
Assoziation von K¢;3.1 und Caveolin-1

Fir die mikroskopische Auswertung wurde das Flusskammern-Pumpsystem zur
Applikation laminarer Schubspannung verwendet. Das Modell besteht aus
Objekttragern mit einem Kanal (p-Kanal), in dem die Zellen ausgesét und anschlie B3end
fir 24 Stunden unter 15 dyn/cm?® laminarer Schubspannung gesetzt wurden. Der
Boden der Objekttrager diente als Deckglas und ermdglichte somit direkt nach
Stimulation eine Durchfihrung der Immunfluoreszenzféarbung und mikroskopischen
Auswertung der Zellen. Bereits 6 - 8 Stunden nach Aussaat der HMEC-1 waren die
Zellen ausreichend angehaftet, um die Schubspannung anzulegen. Nachdem die
Zellen anschlieBend fiir 24 Stunden unter laminaren Flussbedingungen von 15 dyn/cm?
weiter kultiviert wurden, folgte die Immunfluoreszenzfarbung. Fir jeden Ansatz wurde

eine statische Kontrolle mitgefihrt.

Die Zellen wurden zuerst fixiert und anschlieBend wurde Caveolin-1 mittels Alexa Fluor
488-Antikdrper und Kc,3.1 mit einem Alexa Fluor 555-Antikérper markiert. Aufgrund
der Auflésungsgrenze nach Abbe bei herkdmmlichen Lichtmikroskopen haben wir uns
auch hier dazu entschieden, das GSDIM-Verfahren zu verwenden (Abel et al. 1873).
Dazu wurden die Flusskammern nach der Immunfarbung mit GSDIM-Medium (PBS mit
10 % (W/V) Glucose, 0,5 mg/ml Glucose-Oxidase, 40 pug/ml Katalase; pH 7.4) befullt
und mikroskopisch ausgewertet. Als Kontrolle wurde der fluoreszierende
Zweitantikdrper alleine auf die HMEC-1-Zellen gegeben. Hier zeigte sich wie erwartet
kein Signal.

Abbildung 4-10 zeigt reprasentative Beispiele der beobachteten raumlichen
Assoziation von Caveolin-1 und Kg;3.1 in humanen mikrovaskularen Endothelzellen
mit und ohne Stimulation laminarer Schubspannung. Eine Uberlagerung der
hochauflésenden GSDIM-Bilder zeigte bei den unter statischen Bedingungen
kultivierten HMEC-1 (Abbildung 4-11 (A)) keine Kolokalisationen von Caveolin-1 und
Kca3.1. Die Uberlagerung der GSDIM-Bilder der mit laminarer Schubspannung (15
dyn/cm?, 24 h) stimulierten HMEC-1 (Abbildung 4-11 (B)) zeigte partielle Kolokalisation
zwischen Caveolin-1 und K¢,3.1 (Pfeile).
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Abbildung 4-10: De novo Assoziation von K¢,3.1 mit Caveolin-1.

(A+B) In p-Slides unter statischen (A) und gestressten (B) Bedingungen kultivierte HMEC-1 wurden fixiert
und mit Anti-Caveolin-1-AlexaFluor488 (grin) und Anti-Kca3.1-AlexaFluor555 (rot) immungeférbt.
Untersuchungen mit Hilfe des GSDIM-Mikroskops validieren die Kolokalisation (Pfeile) von Caveolin-1 und
Kca3.1 nach Applikation der laminaren Schubspannung (15 dyn/cm?® fiir 24h) detailgetreu. (C)
Quantifizierung von Kca3.1/Caveolin-1 Kolokalisation in der Membran von humanen Endothelzellen unter
statischen Bedingungen (Kontr.) und unter Applikation von laminarer Schubspannung (LSS). Die
raumliche Assoziation ist in % der Kolokalisation von Kca3.1 mit Caveolin-1 angegeben (1,2+ 0,5 % fir
stationar vs. 22,4+ 0,5 % gestresst). Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardfehler angeben. n=6
fur jeden Datenpunkt; * P<0,05.

Die statistische Auswertung (Abbildung 4-10 (C)) belegte, dass nach der Stimulation
mit laminarer Schubspannung im Verhéltnis zu der stationaren Kontrolle etwa 20 % der

Kca3.1-Kanale mit Caveolin-1 rdumlich assoziiert waren. Zusammenfassend konnte
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gezeigt werden, dass die Stimulation mit laminarer Schubspannung einen Einfluss auf

die rdumliche Lokalisation zwischen Caveolin-1 und K¢;3.1 hatte.

4.3.3 Applikation laminarer Schubspannung hat keinen Einfluss auf die
raumliche Assoziation von Kc¢,3.1 und Clathrin

Um zu prifen, ob es sich bei der Kolokalisation zwischen Caveolin-1 und Kc,3.1 um
einen spezifischen Prozess und nicht um eine zufallige Verschiebung in caveolaren
Membranstrukturen handelt, wurde als Kontrolle eine Immunfarbung gegen Clathrin
und Kca3.1 unter statischen und mit Schubspannung stimulierten Bedingungen
durchgefiihrt. Clathrin ist ein Protein, das &hnlich wie Caveolin-1 an der Einstllpung
von Zellmembranen und der Bildung von Vesikeln beteiligt ist.

Nachdem die Zellen fiir 24 Stunden unter laminaren Flussbedingungen von 15 dyn/cm?

kultiviert wurden, folgte eine Immunfluoreszenzfarbung. Fir jeden Ansatz wurde eine
statische Kontrolle mitgefuhrt. Nach der Fixierung der Zellen folgte eine Markierung
von Clathrin mittels Alexa Fluor 488-Antikérper und Kg,3.1 mittels Alexa Fluor 555-
Antikérper. Die Untersuchung erfolgte mit Hilfe der GSDIM-Mikroskopie (Leica SR
GSD).

Abbildung 4-11 zeigt reprasentative Beispiele der beobachteten Lokalisation von
Clathrin und Kc,3.1 in humanen mikrovaskuldren Endothelzellen. Eine Uberlagerung
der hochauflésenden GSDIM-Bilder zeigte unter statischen (Abbildung 4-11 (A))
Bedingungen und nach Applikation laminarer Schubspannung (Abbildung 4-11 (B))
keine Kolokalisationen von Clathrin und K¢,3.1. Die statistische Auswertung (Abbildung
4-11 (C)) zeigte, dass in humanen mikrovaskuldren Endothelzellen die Stimulation mit
laminarer Schubspannung keinen Einfluss auf die rdumliche Lokalisation zwischen
Clathrin und K¢z3.1 hatte.
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Abbildung 4-11: Applikation laminarer Schubspannung hat keinen Einfluss auf die Assoziation von
Kca3.1 mit Clathrin in HMEC-1.

(A+B) In p-Slides unter statischen (A) und gestressten (B) Bedingungen kultivierte HMEC-1 wurden fixiert
und mit Anti-Clathrin-AlexaFluor488 (griin) und Anti-Kca3.1-AlexaFluor555 (rot) immungeféarbt.
Untersuchungen mit Hilfe des GSDIM-Mikroskops zeigen keine Kolokalisation von Clathrin und Kca3.1
nach Applikation der laminaren Schubspannung (15 dyn/cm® fir 24 h). (C) Quantifizierung der
Kca3.1/Clathrin Kolokalisation in der Membran von humanen Endothelzellen unter statischen Bedingungen
(Kontr.) und unter Applikation von laminarer Schubspannung (LSS). Die rAumliche Assoziation ist in % der
Kolokalisation von Kca3.1 mit Clathrin angegeben. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardfehler
angeben. n=4 fiir jeden Datenpunk.
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4.3.4 Applikation laminarer Schubspannung beeinflusst die raumliche
Assoziation von K¢,3.1 und TRPV4

Unsere bisherigen Daten zeigen, dass in humanen mikrovaskularen Endothelzellen
unter statischen Bedingungen eine raumliche Assoziation und Protein-Protein-
Interaktion zwischen TRPV4 und K¢,2.3 besteht. Zudem beeinflusste die Applikation
laminarer Schubspannung die Lokalisation des K¢,3.1 und fuhrte zu einer de novo
Protein-Protein-Interaktion von K¢,3.1 und Caveolin-1. Es ist bekannt, dass K,2.3 eine
etwa 50 %-ige genetische Homologie zu K, 3.1 zeigt und dessen Aufbau
weitestgehend entspricht. Im Endothel sind die beiden Kc,-Kanéle, Kea3.1 und Kca2.3,
fir die endothelabhangige Vasoregulation von groBer Bedeutung. Bei der EDHF-
vermittelten Vasodilatation spielen sie eine wichtige Rolle, da beide Kanale durch ihre
K*-Leitfahigkeit fir die initiale Hyperpolarisation der Endothelzelle mit darauf folgender
Hyperpolarisation der glatten GefaBmuskelzellen verantwortlich sind (Grgic et al.
2009). Es stellte sich die Frage, ob die Applikation laminarer Schubspannung auch
einen Einfluss auf raumliche Assoziation von Kg,3.1 und TRPV4 in humanen
mikrovaskularen Endothelzellen hat. Um zu dies zu prifen, wurde eine Immunféarbung
gegen Kgi3.1 und TRPV4 unter statischen und mit Schubspannung stimulierten
Bedingungen durchgeflihrt.

Nachdem HMEC-1 fiir 24 Stunden unter laminaren Flussbedingungen von 15 dyn/cm?
kultiviert wurden, folgte eine Immunfluoreszenzfarbung. Fir jeden Ansatz wurde eine
statische Kontrolle mitgefuhrt. Nach der Fixierung der Zellen folgte eine Markierung
von TRPV4 mittels Alexa Fluor 488-Antikérper und Kc,3.1 mittels Alexa Fluor 555-
Antikdrper. Die Untersuchung erfolgte mit Hilfe der GSDIM-Mikroskopie (Leica SR
GSD).

Abbildung 4-12 zeigt représentative Beispiele der beobachteten Lokalisation von
TRPV4 und Kc,3.1 in humanen mikrovaskularen Endothelzellen. Hier konnte gezeigt
werden, dass die Stimulation mit laminarer Schubspannung (15 dyn/cm?, 24 h) partiell
zu einer rdaumlichen Assoziation von TRPV4 und K¢.3.1 in humanen mikrovaskulédren
Endothelzellen fihrte (Abbildung 4-12(B)).
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Abbildung 4-12: Applikation laminarer Schubspannung fiihrt zu de novo Assoziation von Kc,3.1 mit
TRPV4 in HMEC-1.

(A+B) In p-Slides unter statischen (A) und gestressten (B) Bedingungen kultivierte HMEC-1 wurden fixiert
und mit Anti-TRPV4-AlexaFluor488 (grin) und Anti-Kca3.1-AlexaFluor555 (rot) immungeférbt.
Untersuchungen mit Hilfe des GSDIM-Mikroskops zeigen die Kolokalisation (Pfeile) von TRPV4 und
Kca3.1 nach Applikation der laminaren Schubspannung (15 dyn/cm2 fir 24 h) detailgetreu. (C)
Quantifizierung der Kca3.1/TRPV4 Kolokalisation in der Membran humaner Endothelzellen unter
statischen Bedingungen (Kontr.) und unter Applikation von laminarer Schubspannung (LSS). Die
raumliche Assoziation ist in % der Kolokalisation von Kca3.1 mit TRPV4 (5,9 * 0,7 % fir stationar vs. 23,3
+ 6,6 % gestresst). Die Ergebnisse sind als Mittelwerte * Standardfehler angeben. n=4 fir jeden
Datenpunkt; * P<0,05.
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Die statistische Auswertung (Abbildung 4-12 (C)) zeigte, dass nach Applikation der
laminaren Schubspannung die Kolokalisation von Kg,3.1 mit TRPV4 von etwa 7 %
unter statischen Bedingungen auf etwa 20 % unter gestressten Bedingungen gestiegen
war. Die Resultate zeigen, dass eine 24 stindige Stimulation der HMEC-1 mit
laminarer Schubspannung von 15 dyn/cm? zu einer partiellen de novo Assoziation von
Kca3.1 mit Caveolin-1 und TRPV4 flhrte.

4.4 Relevanz von Caveolin-1 fir die Kg.3.1 und Kc,2.3-
Funktionen

In den ersten beiden Ergebnisteilen konnte anhand von in vitro Studien an humanen
mikrovaskuldren Endothelzellen gezeigt werden, dass unter statischen Bedingungen
Kca2.3 und nach Applikation laminarer Schubspannung partiell Kc,3.1 mit Caveolin-1
kolokalisieren und eine Protein-Protein-Interaktion ausbilden. Daher sollte im n&chsten
Schritt anhand von in vivo Studien geprift werden, ob ein Fehlen des Caveolin-1-
Proteins und somit der caveolaren Struktur, einen Einfluss auf die Stréme der Kc,-
Kanéle hat. Die Patch-Clamp-Technik ist eine Methode zur Beobachtung und Analyse
von lonenkanalstrémen in Zellen und Membranen. Die hohe zeitliche Auflésung dieser
Methode, ihre Genauigkeit sowie die hohe Geschwindigkeit der Signallbertragung
machen Strommessung auf Einzelkanalebene mdglich. Die im Jahr 1976 publizierte
Methode wurde von Neher und Sakmann entwickelt und stellt heute die Basis fur
zahlreiche Methoden der modernen Elektrophysiologie dar.

Die Genotypisierung der Tiere fir das Caveolin-1-Gen wurde nach dem Handbuch von
Jackson Laboratory mit den Primern Wildtyp forward, Mutante forward und Mutante
reverse (Sequenz siehe Tabelle 3-10) ausgefiihrt. Bei dem Knockout-Gen wurden
Exon1, Exon2 und ein Teil der Promotor Region (insgesamt 2.2 kb groBe Region)
durch das Neomycin-Resistenzgen ersetzt. Somit ergab die Multiplex-PCR ein Produkt
von 690 bp bei den Wildtyp-Tieren und ein Produkt von 410 bp bei Caveolin-1-
Knockout-Tieren. Abbildung 4-13 zeigt ein reprasentatives Beispiel fir die
Genotypisierung des Wildtyp und der Caveolin-1-Knockout-Maus.
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Abbildung 4-13: Uberpriifung des Genotyps mittels PCR und Western Blot Analyse.

(A) Aus Schwanzspitzen der Versuchstiere wurde genomische DNA isoliert und mit den Primern Wildtyp
forward, Mutante forward und Mutante reverse in einer PCR-Reaktion eingesetzt. Bei Wildtyptieren wurde
ein Produkt von 690 bp und bei Caveolin-1-Knockout-Tieren von 410 bp amplifiziert. (B) Aorten der
Wildtyp und Caveolin-1-Knockout-Mause wurden mittels Western Blot Analysen auf die Anwesenheit des
Caveolin-1 Proteins gepr(ft. In den Lysaten der Caveolin-1-Knockout-Mause konnte Caveolin-1 nicht mehr
nachgewiesen werden. (WT) Wildtyp, (Cav’) Caveolin-1-Knockout-Maus.

Um zu prifen, dass in Caveolin-1-Knockout-Mausen kein Caveolin-1 vorhanden ist,
wurde den Versuchstieren die Aorta entnommen, lysiert und mittels Western Blot
analysiert. Eine Immunfarbung gegen das Caveolin-1 Protein zeigte bei den
Kontrolltieren eine 22 kDa groBe Bande. Bei den Caveolin-1-Knockout-Mausen wurde
keine Bande detektiert. GAPDH wurde als Ladekontrolle mitgefihrt. Somit wurde
gezeigt, dass in Caveolin-1-Knockout-Mausen Caveolin-1 nicht exprimiert wird.

4.4.1 Patch-Clamp-Untersuchungen im Whole-Cell-Modus

Es wurden Endothelzellen aus der Arteria carotis communis der Caveolin-1-Knockout-
Maus isoliert und die Auswirkungen des genetischen Knockouts des Caveolin-1-Gens
auf die Funktion der Kg,-Kanéle Kg,2.3 und Kg,3.1 auf zellularer Ebene mittels Patch-
Clamp-Experimente im Whole-Cell-Modus mit Hilfe von Michael Kacik vorgenommen.
Ein Nachweis der verschiedenen Subtypen der Kq,-Kanéle erfolgte durch Zugabe von
Blockersubstanzen mit unterschiedlicher Spezifitat fir die jeweiligen Kc,-Kanéle. Eine
Blockade des Kc,2.3 erfolgte mittels UCL 1684. Fir Kc,3.1 wurde die Blockersubstanz
TRAM-34 eingesetzt.

Zur Aktivierung der Kc,-Strdme wurden die Zellen mit einer Patchpipettenlésung, die
eine freie 3 uM [Ca®'] enthielt, dialysiert. Bei den Wildtyptieren (Caveolin-1 WT)
konnten so Ca®*-aktivierte K*-Auswértsstréme erzeugt werden, die eine leichte
Einwartsrektifizierung aufwiesen. Das Umkehrpotential dieser Ca®*-aktivierten Stréme
lag bei ca. -80 mV und somit beim zu erwartenden Kaliumgleichgewichtspotential bei
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einer extrazellularen Kaliumkonzentration von 5 mM und einer intrazelluldren

Kaliumkonzentration von 140 mM/L.

A B
1 [
- [PAJPF] - [pA/pF]
@ Komntr.
254
Kontr.
TRAM-34
M TRAM-34
UCL-1684 UCL-1684
— +TRAM-34 e +TRAM-34
50 y_mv] . -50 50 v, ImV]
C L
K Stréme in CAEC
30,
%k
T
20

*

Ol wr
ﬁ [l cav-1+
0

Kea31 K23 Kges.

Stromdichte (pA/pF)
a

Abbildung 4-14: Verlust von Caveolin-1 fiihrt zu reduzierten Kca,-Funktionen an frisch isolierten
Endothelzellen aus der Arteria carotis communis der Maus.

(A+B) Reprasentative Whole-Cell Messungen von Kca-Strémen an frisch isolierten Endothelzellen aus der
Arteria carotis communis von Caveolin-1-Knockout- und Wildtyp-Mausen. Zur Aktivierung der Kca-Strome
wurden die Zellen mit einer Patchpipettenlésung, die 3 uM [Ca2+] frei enthielt, dialysiert. Um den Kca-
Gesamtstrom aufzulésen, wurden die Blocker Tram-34 (1 umol/L) zur selektiven Blockade von Kca3.1 und
UCL 1684 (200 nmol/L) zur selektiven Blockade von Kca2.3 in die Badlésung gegeben. (C) Statistische
Zusammenfassung der Ergebnisse bei 0 mV fiir alle Gruppen. Im Vergleich zum Wildtyp zeigen CACE der
Caveolin-1-Knockout-Mause eine Reduktion der Kca2.3-Stromdichte von ~ 54 % (5,1 £ 0,7 vs. 11,1 £ 2,1
pA/pF), der Kca3.1-Stromdichte von ~ 40 % (7,0 £ 1,3 vs. 11,5 + 1,6 pA/pF) und der gesamten Kca-
Stromdichte von ~ 47 % (12,1 £ 1,7 vs. 22,6 + 2,2 pA/pF). (Bei den Werten handelt es sich um Mittelwerte
+ SEM; n = 8-9 fiir jeden Punkt; * p<0,05, **p<0,01).

Zum Nachweis, dass es sich bei den gemessenen Strémen der Wildtypzellen um
Kca3.1 und Kca2.3 handelt, wurden die Blockersubstanzen TRAM-34 zur selektiven
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Blockierung von Kc.3.1 und UCL 1684 zur selektiven Blockierung von Kg,2.3 in die
Badlésung gegeben. Mit 1 umol/L TRAM-34 war etwa die Hélfte des Stroms inhibiert.
Durch die Kombination von 1 umol/L TRAM-34 und 1 umol/L UCL 1684 konnte der
Strom in den Wildtyptieren nahezu vollstédndig unterdriickt werden (Abbildung 4-14

(A))-

Die statistische Auswertung in Abbildung 4-14 (C) zeigt, dass bei CAEC der Caveolin-
1-Knockout-Tiere der Kg,-Gesamtstrom gegenitber des kombinierten Kg,3.1 und
Kca2.3-Stroms der Wildtyptiere um etwa 47 % reduziert war. Eine Blockierung des
Kce3.1 Kanals mit TRAM-34 ermdglichte es, nur den Kg,2.3-Strom zu messen. Ein
Vergleicht der Caveolin-1-Wildtyp-Maus mit der Caveolin-1-Knockout-Maus zeigte,
dass die Kg,2.3-Stromdichte in CAEC der Caveolin-1-Knockout-Tiere um ~ 54 %
reduziert war. Eine Berechnung des Kg,3.1 Stroms aus der Subtraktion des Kca2.3
Stroms von dem Kc,-Gesamtstrom ergab, dass die Kc,3.1-Stromdichte in den
Caveolin-1-Knockout-Mausen um ~ 40 % gegenlber den Caveolin-1-Wildtyp-M&usen
reduziert war. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Abwesenheit von Caveolin-1 und
somit das Fehlen der rdumlichen Struktur der Caveolae zu einer Reduzierung der Kca-
Stréme flhrt.
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5 Diskussion

Das Endothel zahlt zu den wichtigsten Regulatoren des GefaBtonus und des
systemischen Blutdruckes. Es vermittelt die Endothel-abhangige Vasodilatation Gber
die diffusiblen Molekile Stickstoffmonoxid und Prostazyklin sowie den sogenannten
endothelium-derived hyperpolarizing factor, EDHF. Bis heute sind die molekulare
Identitdt und die physiologischen Mechanismen dieses Faktors nicht abschlieBend
geklart. In den vergangenen Jahren wurden zwei Subtypen von Ca®* aktivierten K*
Kanalen, Kc,2.3 und Kc,3.1, als wichtige Bestandteile von EDHF deklariert (Triggle et
al. 2012; Garland et al. 2011; Burnham et al. 2002; Bychkov et al. 2002). So konnte in
der eigenen Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass Kcg,-Kanéle niedriger (Kca2.3) und
mittlerer (Kc.3.1) Leitféhigkeit bei der EDHF-Antwort eine wichtige Rolle spielen. Die
Aktivierung der Kga-Kanéle erfordert jedoch einen Anstieg der intrazellularen
Calciumkonzentration. Neueste Studien zeigen, dass vor allem der mechanosensitive
Calciumkanal TRPV4 einen méglichen Eintrittsweg fiir transmembrandren Ca**-
Einstrom darstellt und der Kc,-Offnung vorangeht bzw. diese aktiviert (Sonkusare et al.
2012; Triggle et al. 2012; Garland et al. 2011). Es wurde vorgeschlagen, dass Kc,- und
Ca**-durchldssige Kanédle in lokal begrenzen Bereichen mit der Zellmembran eine
funktionelle Einheit bilden und dass Caveolae das Grundgerist fir diese
Mikrokompartimentierung darstellen.

In dieser Arbeit wurde die Hypothese geprift, dass TRPV4- und Kc,-Kanale in
cholesterolreichen Mikrokompartimenten, den sogenannten Caveolae, angereichert
sind und dort funktionelle Einheiten bilden, die eine schnelle und effiziente Integration
der Signale erlauben. Eine Stérung dieser Caveolaefunktion wund des
mechanosensitiven Funktionskomplexes fuhrt zur endothelialen Dysfunktion und

pathologischen GefaBregulation.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass TRPV4 und Kg,2.3, jedoch nicht Kc,3.1, unter
statischen Bedingungen in der caveoldren Membranfraktion von humanen
mikrovaskularen Endothelzellen angereichert sind. Weiterhin fanden wir Indizien, dass
TRPV4 und Kg2.3 mit Caveolin-1, dem Hauptstrukturprotein der Caveolae,
kolokalisieren. Unsere (Ko-)Immunprazipitations-Daten weisen direkte Protein-Protein-
Interaktionen zwischen Caveolin-1 mit TRPV4 und Kc,2.3 in stationar kultivierten
humanen  mikrovaskularen  Endothelzellen nach. Im Einklang mit der
Fluoreszenzmikroskopie konnte keine Assoziation von Caveolin-1 und Kcg3.1 in
HMEC-1 unter statischen Bedingungen gezeigt werden. Anhand von

Immunprazipitationsstudien fanden wir eine Protein-Protein-Interaktion zwischen
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TRPV4 und Kg,2.3 in humanen mikrovaskularen Endothelzellen und konnten zeigen,
dass diese TRPV4/Kc,2.3-Interaktion Caveolae-abhangig ist, da eine Zerstérung der
caveolaren  Struktur zum  Verlust der Protein-Protein-Interaktion  flhrte.
Interessanterweise fuhrte die Applikation laminarer Schubspannung zu einer de novo
Assoziation von Kc,3.1 mit Caveolin-1 und TRPV4. Unsere Patch-Clamp Daten an
CACE der Caveolin-1-Knockout-Mause zeigen, dass die Kg,-Stréme in Endothelzellen
der Caveolin-1-defizienten Tiere im Vergleich zu den Kontrolltieren deutlich reduziert

waren.

5.1 Auswahl des endothelialen Zellsystems

In der immortalisierten humanen dermalen mikrovaskularen Endothelzelllinie HMEC-1
(CDC.EU.HMEC-1) konnte mittels RT-PCR sowohl die mRNA-Expression von
Caveolin-1, dem Struktur- und Markerprotein der Caveolae, wie auch von dem
mechanosensitiven TRPV4-Calciumkanal und von den an der EDHF-vermittelten
Vasodilatation beteiligten Kc,-Kanélen, Kg.3.1 und Kc,2.3, nachgewiesen werden. Um
sicherzustellen, dass eine Monokultur vorlag, wurde die typische Morphologie der
Endothelzellen mit Bildung eines Pflastersteinreliefs aus homogenen, etwa gleich
groBen (35x50 um) polyklonal Zellen gefordert. Die Expression von eNOS, einem
Endothelzellmarker, bestatigt, dass es sich um Endothelzellen handelt. Das Fehlen von
MyhHC, einem Markerprotein fur glatte GefaBmuskelzellen, schlieBt eine
Kontamination mit diesem Zelltyp aus und bestatigt die Reinheit der Monokultur. Eine
Kontamination der Kultur konnte durch striktes steriles Arbeiten verhindert werden. Im
Einklang mit der Literatur konnten wir die Expression von Caveolin-1 in den
immortalisierten HMEC-1 nachweisen (Cordero et al. 2014; Santibanez et al. 2008; Liu
et al. 2002). Somit war sichergestellt, dass diese humane Zelllinie ein gutes
endotheliales Zellmodell fir Charakterisierungsstudien der Caveolae darstellt. Zudem
ist in der Literatur vielfach beschrieben, dass die Kga-Kanéle Kc,2.3 und Kca3.1 im
Endothel verschiedener Spezies und GefaBsystemen exprimiert werden. In Ergdnzung
zu den elektrophysiologischen und immunhistochemischen Daten von Gao und seinen
Mitarbeitern (Goa et al. 2012) konnte in dieser Arbeit die Expression des K¢,2.3 in
humanen mikrovaskularen Endothelzellen nachgewiesen werden. Unterstitzend
konnte in der eigenen Arbeitsgruppe bereits die Expression und Funktionalitdt des
Kca2.3 mittels elektrophysiologischen und mRNA-Expressionsstudien in der
Halsschlagader der Ratten gezeigt werden (Kohler et al. 2001). Durch eine
Kombination aus elektrophysiologischen und immunhistochemischen Analysen konnte
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Kca2.3 auch in der Mesenterialarterie der Maus nachgewiesen werden (Taylor et al.
2003). Des Weiteren wurde die Expression des Kc,2.3 im Endothel der
Herzkranzarterie von Schweinen mittels elektrophysiologischen Studien, mRNA
Expressionsanalysen und Immunhistochemie belegt (Absi et al. 2007; Burnham et al.
2002). Die Daten der vorliegenden Arbeiten zeigen weiterhin, dass Kcg,3.1 in
immortalisierten humanen mikrovaskularen Endothelzellen exprimiert wird und
verifizieren vorherige Expressionsstudien in der eigenen Arbeitsgruppe (Grgic et al.
2005). Andere Arbeitsgruppen wiesen die Expression des Kcg3.1-Proteins im
humanen, bovinen und rodenten Endothel mittels Immunhistochemie, mRNA
Expressionsanalysen und Elektrophysiologie nach (Kdhler et al. 2000; Burnham et al.
2002; Weston et al. 2005). Der mechanosensitive TRPV4-Calciumkanal wurde
erstmalig von Nilius und seinen Mitarbeitern in der Aorta der Maus nachgewiesen
(Watanabe et al. 2002, Voets et al. 2002). Seitdem haben verschiedene Studien
gezeigt, dass TRPV4 ubiquitdr in Endothelzellen groBer GeféaBe und kleiner
WiderstandsgefaBe exprimiert wird. In der vorliegenden Arbeit konnte die Expression
von TRPV4 in HMEC-1 nachgewiesen werden. In der eigenen Arbeitsgruppe zeigten
Kéhler und seine Mitarbeiter bereits die Expression und Funktion von TRPV4 an
primaren Rattenendothelzellen der Halsschlagader durch die Verwendung von in situ
Patch-Clamp Techniken, der Einzelzell RT-PCR und des Druckmyographen (Kéhler et
al. 2006). Tats&chlich konnte mittels RT-PCR, Western Blot Analysen und
intrazellularen Calciummessungen gezeigt werden, dass TRPV4 funktionell in
Endothelzellen der Mausaorten exprimiert wird. Hierbei handelt es sich allerdings
Uberwiegend um Studien an primaren Endothelzellen. Bei der Zelllinie HMEC-1 handelt
es sich jedoch um immortalisierte humane mikrovaskulare Endothelzellen, die von
Ades und Mitarbeitern mit einem PBR-322-Plasmid inklusive dem Genprodukt Simian
Virus 40 A stabil transfiziert wurden (Ades et al. 1992). Diese Zelllinie wurde 1992 im
Center for Disease Control in Atlanta, USA, etabliert und beschrieben. Die Verwendung
der Zelllinie HMEC-1 bietet den Vorteil, dass sie kommerziell erhéltlich ist, die
schwierige Isolation der Endothelzellen aus den GeféaBen entfallt und vom Hersteller
eine sehr hohe Reinheit der Zelllinie garantiert wird. Ein weiterer Vorteil besteht darin,
dass immortalisierte Endothelzellen schneller wachsen und auch in héheren Passagen
keine Anzeichen von Seneszenz zeigen, wahrend primare mikrovaskulare
Endothelzellen sehr schnell Alterungsprozesse aufweisen. Bei der generierten
Endothelzelllinie HMEC-1 handelt es sich um eine gut etablierte und oft verwendete
Zelllinie, die anhand ihrer Morphologie, ihrem Phanotyp und ihrer Funktionalitat
charakterisiert wurde. Hohe Ubereinstimmungen der Endothelzellmarker zwischen

primaren und immortalisierten Endothelzellen weisen darauf hin, dass die generierte
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Zelllinie  HMEC-1 ein gutes Modell far Studien an primaren mikrovaskuldren
Endothelzellen darstellt (Bouis et al. 2001; Ades et al. 1992).

Zusammenfassend konnten wir im Einklang mit der Literatur die Expression von
Caveolin-1, den K¢,-Kanalen Kc,2.3 und K¢;3.1 sowie von TRPV4 in den verwendeten
HMEC-1 nachweisen und bestdtigen, dass das eingesetzte humane
Endothelzellsystem eine optimale Alternative zum primaren in vitro Modellsystem
darstellt.

5.2 Kca2.3- und TRPV4-Kanale sind in Caveolae humaner
mikrovaskularer Zellen angereichert

Caveolae stellen eine Art Anreicherungsstelle dar, da sie neben dem Strukturprotein
Caveolin-1, Cholesterol und Sphingolipiden eine Vielzahl verschiedener anderer
Proteine, die an Signaltransduktionskaskaden beteiligt sind, beinhalten. Sie fungieren
als Signalplattform, in der eine groBe Anzahl an Signalmolekilen direkt miteinander
interagieren kénnen. Es gibt vermehrt Hinweise, dass wichtige Akteure der NO- und
EDHF-vermittelten Vasodilatation raumlich und funktionell innerhalb endothelialer
Caveolae angereichert sind. Zur ndheren Charakterisierung der caveolaren und nicht-
caveolaren Membrandoméanen in Bezug auf die Verteilung der Kc,-Kanéle, Ks,2.3 und
Kca3.1, und den TRPV4-Calciumkanal, wurden Plasmamembranen der HMEC-1 mit
Hilfe der Sucrose-Dichtegradientenzentrifugation in eine caveoléare und nicht-caveolare
Membranfraktionen getrennt und mittels immunhistochemischen Methoden analysiert.
Frihere Arbeiten in der eigenen Arbeitsgruppe zeigten, dass unter statischen
Bedingungen Kc,2.3 und eNOS in der caveolaren Membranfraktion und Kc,3.1 in der
nicht-caveolaren Membranfraktion der humanen mikrovaskularen Endothelzellen
konzentriert sind (Goedicke-Fritz et al. 2015). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden,
dass TRPV4 in der caveoldren Membranfraktion der humanen mikrovaskularen
Endothelzellen aus WiderstandsgefdBen angereichert ist. Eine erfolgreiche Trennung
war an der hohen Expression des Marker- und Strukturproteins Caveolin-1 oder
dessen Fehlen zu erkennen. Somit konnte die Anreicherung von Kc,2.3 in der
caveolaren Fraktion in HMEC-1 verifiziert und die von TRPV4 neu nachgewiesen
werden. Zu den entscheidenden Eigenschaften der caveolaren Membranfraktionen
gehdren eine geringe Dichte und die Unléslichkeit in nicht-ionischen Detergenzien wie
in 1 %-igem Triton X-100 bei 4°C (Brown et al. 1992). Bei der erstmals von Lisanti und
Mitarbeitern beschriebenen Methode erfolgt eine Auftrennung des Zellhomogenisat
Uber einen diskontinuierlichen 5-35 %-igen Sucrose-Dichtegradienten (Lisanti et al.



Diskussion 101

1994). Allerdings bringt die Verwendung von Triton X-100 den Nachteil mit sich, dass
es die Struktur nativer Proteine und Membranen verandern kann und somit die Bildung
von intramembrandsen Artefakten beglnstigt. AuBerdem gibt es Hinweise, dass die
niedrige  Temperatur von 4°C zusammen mit Triton X-100 das Verhalten von
Membranen zu stark beeinflusst. Andere Autoren gehen davon aus, dass jede Art von
Detergenz Lipid/Protein-Aggregate in ihrer nativen Form verandern wirde. Wegen
dieser kritischen Betrachtung wurde fir die Isolierung der caveolaren Membran eine
Detergenz-freie Methode angewendet, die von Song und seinen Mitarbeitern entwickelt
wurde (Song et al. 1996). Diese bestand darin, den Aufschluss der Zellen in
Natriumkarbonat-Puffer bei einem pH-Wert von 11.0 durchzufihren. Der hohe pH-Wert
dient dabei zur Entfernung von peripheren Membranproteinen. Somit konnte eine
Anderung der Struktur nativer Proteine und Membranen sowie die Bildung

intramembrandser Artefakte nahezu ausgeschlossen werden.

Als wichtiger Bestandteil von EDHF werden die Ca**-aktivierten K*-Kanale K¢,2.3 und
Kca3.1, die fiir Ca®*-abhangige Signalprozesse verantwortlich sind, angesehen (Triggle
et al. 2012; Garland et al. 2011; Burnham et al. 2002; Bychkov et al. 2002). Die
Literatur lieferte erste Hinweise, dass Kc,-Kanéle mittlerer und geringer Leitfahigkeit in
unterschiedlichen Kompartimenten der Endothelzellen lokalisiert sind. An frisch
isolierten Endothelzellen aus der Mesenterialarterie der Maus wurde gezeigt, dass
Kca2.3 in der caveolaren Membranfraktion und Kgz3.1 in der nicht-caveoldren
Membranfraktion angereichert ist (Absi et al. 2007; Weston et al. 2005). In Einklang mit
der Literatur zeigen friihere Arbeiten in der eigenen Arbeitsgruppe, dass eNOS und
Kca2.3 in der caveoldaren und B-Adaptin und Kg3.1 in der nicht-caveolaren
Membranfraktion humaner mikrovaskularer Endothelzellen angereichert sind
(Goedicke-Fritz et al. 2015). Der Aktivierung der Kg,-Kandle geht ein Anstieg der
intrazellularen Calciumkonzentration voraus. Neuere Studien zeigen, dass vor allem
der mechanosensitive Calciumkanal TRPV4 einen mdglichen Eintrittsweg fir
transmembranaren Ca** Einstrom darstellt und der Kc.-Offnung vorangeht bzw. diese
aktiviert (Sonkusare et al. 2012; Triggle et al. 2012; Garland et al. 2011).
Interessanterweise sind eine Vielzahl von Molekillen, die fiir Ca®*-Abwicklung
verantwortlich sind, in Caveolae der Endothelzellen kompartimentiert. Isshiki und seine
Mitarbeiter zeigten anhand von Ca®*-Messungen an Endothelzellen, dass der Ca®*-
Eintritt und die Ca**-abhangige Signaltransduktion im Bereich der Caveolae stattfinden
(Isshiki et al. 1998). Darilber hinaus liefern eine Reihe von Studien erste Hinweise,
dass eine Zerstérung der caveoldren Struktur, etwa mit Methyl-B-Cyclodextrin, die
Kapazitdt des Ca®*-Einstroms signifikant hemmt. Erst kiirzlich wurde gezeigt, dass
Caveolin-1 eine Rolle bei der Regulierung des Calcium-Eintritts bei Endothelzellen
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spielt. Tatsachlich sind in Caveolae regulierende Molekilen wie der IP;-Rezeptor (IP5-
R; Inositol-1,4,5-Trisphosphat-Rezeptor), Ca®** ATPase, heterotrimere GTP-bindende
Proteine und einige Isoformen der transient receptor potential Kanalfamilie (TRP)
angereichert. Saliez und Mitarbeiter beschrieben erstmalig eine Anreicherung von
TRPV4 in der caveolaren Membranfraktion von venésen Endothelzellen (HUVEC)
(Saliez et al. 2008). Im Einklang mit diesen Daten zeigt die vorliegende Arbeit, dass
auch in humanen Endothelzellen aus WiderstandsgefaBen TRPV4 in der caveoléaren
Membranfraktion angereichert ist.

Insgesamt konnte nachgewiesen werden, dass TRPV4 in der caveolaren
Membranfraktion angereichert und neben eNOS und K¢,2.3 in Caveolae der humanen
mikrovaskularen Endothelzellen aus WiderstandsgeféaBen kompartimentiert ist.

5.3 Caveolin-1 kolokalisiert unter statischen Bedingungen mit
Kca2.3 und TRPV4, aber nicht mit K¢;3.1, in humanen
mikrovaskularen Endothelzellen

Caveoline stellen ein wichtiges Strukturelemente von Caveolae dar und gelten als
putative Strukturproteine, die eine Kompartimentierung und Ansammlung ver-
schiedener Signal-Molekile innerhalb der caveolaren Membranen einschlieBlich eNOS
und der kleinen GTPase ermdglichen. Sie fungieren als Signalplattform, in der eine
groBe Anzahl an Signalmolekile miteinander interagieren kénnen. Um zu priifen, ob
Caveolin-1 mit TRPV4 und den Kcgs,-Kandlen Kg2.3 und Kcz3.1 in humanen
mikrovaskularen Endothelzellen raumlich assoziiert sind, wurde eine Doppelfarbung
der HMEC-1 mit Caveolin-1 und TRPV4, Kc.2.3 oder Kgz3.1 durchgefiihrt. Die
Ergebnisse der konventionellen Immunfluoreszenzmikroskopie bestéatigte die
Expression der Proteine Caveolin-1, Kc,2.3, Kca.3.1 und TRPV4 in HMEC-1 und lieferte
erste Hinweise einer raumlichen Assoziation von Caveolin-1 mit K¢,2.3 und TRPVA4.
Jedoch handelt es sich bei Caveolae um kleine Strukturen, die mit der konventionellen
Mikroskopie nur begrenzt darstellbar sind. Die neue hochauflésende
Mikroskopietechnik am Institut flir Zytobiologie und Zytopathologie ermdglicht es,
Ultrastrukturen zu zeigen. Mit Hilfe der hochauflésenden Immunfluoreszenz-
mikroskopie konnten wir unter statischen Bedingungen eine teilweise enge rdumliche
Zuordnung von Caveolin-1 mit TRPV4 und Kc,2.3 aber nicht mit Kc,3.1 in humanen
Endothelzellen beobachten. Eine Erklarung fir die vergleichsweise schwachen Signale
kénnte darin zu sehen sein, dass es sich um endogen exprimiertes Protein handelt und
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kein Uberexpressionsmodel verwendet wurde. Im Vergleich mit anderen Methoden der
Proteinanalyse bietet die Immunfluoreszenzmikroskopie den Vorteil, dass die Integritat
der Zelle erhalten bleibt und die Proteine Strukturen zuordbar sind. Wir haben uns fir
die indirekte Immunfluoreszenz entschieden, da hier im Gegensatz zur direkten
Immunfluoreszenz einen Priméarantikbrper mehrere konjugierte Sekundarantikdrper
binden kénnen und so eine Verstarkung der Fluoreszenzsignals erméglicht wird
(Lamvik et al. 2001). Somit lassen sich durch den Einsatz der Sekundarantikérper auch
Proteine darstellen, die eine geringe Expressionsrate haben. Des Weiteren ermdglicht
der Einsatz verschiedener Sekundéarantikérper, dass mehrere Zielstrukturen visualisiert
werden kénnen. In dieser Arbeit konnte neben der konventionellen Immunfluoreszenz
erstmalig mit hochauflésender Immunfluoreszenz-mikroskopie gezeigt werden, dass in
stationar gehaltenen humanen mikrovaskularen Endothelzellen Caveolin-1 mit K¢,2.3
und TRPV4, aber nicht mit Kc,3.1, rdumlich eng assoziiert ist. Absi und seine
Mitarbeiter konnten in einer Studie mit Hilfe der konventionellen Immunfluoreszenz an
frisch isolierten nativen Endothelzellen aus der Koronararterie des Schweins erste
Hinweise finden, dass eine raumliche Zuordnung zwischen Caveolin-1 und Kc,2.3,
jedoch nicht zwischen Caveolin-1 und Kc,3.1, besteht (Absi et al. 2007). Eine
raumliche Assoziation von Caveolin-1 und TRPV4 wurde ebenfalls bisher nur mit Hilfe
der konventionellen Immunfluoreszenz in HUVEC beschrieben (Ma et al. 2010). Ein
Nachteil der konventionellen Fluoreszenzmikroskopie besteht jedoch in der limitierten
Aufldsung. Bereits 1873 publizierte der deutsche Physiker Ernst Abbe die Theorie der
Auflésungsgrenze und zeigte die Grenzen der konventionellen Licht- oder
Fluoreszenzmikroskopie auf (Abbe et al. 1873). Liegen zwei Objekte ndher als 200 nm
in der xy-Achse und 500 nm in der z-Achse, so erscheinen sie fur den Betrachter als
einziger verwaschener Bildpunkt. Diese Beobachtung ist unter dem Begriff point
spread function bekannt. Da die Gr6Be der Caveolae jedoch nur bei etwa 50 - 100 nm
liegt, ist es schwer mit der herkdmmlichen Immunfluoreszenzmikroskopie zwei
benachbarte Punkte innerhalb der Caveolae als getrennte Objekte darzustellen.
Jedoch bieten neuartige Hochauflésungsmikroskope, wie das Leica SR GSD (ground
state depletion microscopy followed by individual molecule return) die Mdglichkeit, dies
zu Uberwinden. Unter optimalen Bedingungen kénnen Auflésungen von bis zu 20 nm
erreicht werden, die somit weit unterhalb der Beugungsgrenzen der bisherigen
Weitfeld-Fluorszenzmikroskopie liegen und der Elektronenmikroskopie bereits sehr
nahe kommen. Das Leica SR GSD basiert auf der GSDIM-Technologie (Ground State
Depletion followed by Individual Molecule return). Die Bestimmung der exakten
Position eines Fluoreszenzfarbstoffes beruht auf dem Prinzip der zeitlichen Trennung
zwischen einem ,ON*“ und ,OFF*“Zustand. Der Zustand eines Fluoreszenzmolekils
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wird fortlaufend ausgelesen und durch die Rekonstruktion aus tausenden Einzelbildern
entsteht ein hochaufgeléstes Bild. Einer der wesentlichen Vorteile der GSDIM-
Technologie ist, dass sie mit den herkdbmmlichen Fluoreszenzmarkern auskommt. Ein
Nachteil besteht darin, dass im Gegensatz zur konventionellen Licht- oder
Fluoreszenzmikroskopie nur ein Teilausschnitt der Zelle darstellbar ist.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass unter statischen Bedingungen Caveolin-1 mit Kc,2.3
und TRPV4, aber nicht mit Kg3.1, in Caveolae humaner mikrovaskularer
Endothelzellen raumlich eng assoziiert sind. Diese Daten stitzen unsere Vorstellung,
dass TRPV4- und Kg,2.3-Kanale, die funktionell zusammen hangen, auch rdumlich
assoziiert sind - also die Caveolae als Mikrokompartiment fungiert, in der die
funktionellen Einheiten in einer rAumlichen Struktur angeordnet sind.

5.4 Caveolin-1 interagieren mit K¢,2.3 und TRPV4, aber nicht
mit Kc.3.1, in humanen mikrovaskularen Endothelzellen

unter statischen Bedingungen

Im n&chsten Schritt sollte gepruft werden, ob neben der rdumlichen Assoziation eine
Protein-Protein-Wechselwirkung zwischen dem Strukturprotein Caveolin-1 und den
Kanalen Kc,2.3 und TRPV4 besteht. Hierzu haben wir Immunprézipitationsexperimente
durchgefuhrt. Die Immunprazipitation erméglicht die Untersuchung von Protein-Protein-
Interaktionen in zumindest in vivo &hnlichen Verhaltnissen. Der Nachteil der
Immunpréazipitation besteht darin, dass sich Proteine durch die Lyse der Zellen
verandern oder sogar abgebaut werden. Um etwaige Proteindegrationen zu
vermeiden, wurde die Lyse stets in Anwesenheit eines Proteaseinhibitors durchgefihrt
und die Proben wahrend des gesamten Lyseprozesses im Eisbad kihl gehalten.
Zudem wurde ein nichtionisches, nicht-denaturierendes Detergenz IGEPAL verwendet
und die Detergenzkonzentration flr eine wirkungsvolle Freisetzung des Antigens so
niedrig wie moglich gehalten. Eine Validierung der Effizienz der Immunprazipitation
erfolgte durch den Nachweis von nativem Caveolin-1. Die Ergebnisse zeigen, dass
Protein-Protein-Interaktionen von Caveolin-1 mit TRPV4 und Kg,2.3 bestehen. Fir
Kca3.1 konnte keine Protein-Protein-Interaktion mit Caveolin-1 unter statischen
Bedingungen in HMEC-1 nachgewiesen werden. Die Literatur liefert Anhaltspunkte,
dass Calcium-aktivierte Kaliumkanale nicht nur in der Caveolae angereichert sind,
sondern mit Caveolin-1 eine Protein-Protein-Interaktion eingehen. In der vorliegenden

Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass in humanen mikrovaskularen
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Endothelzellen eine Protein-Protein-Interaktion zwischen Caveolin-1 und Kg,2.3,
jedoch nicht zwischen Caveolin-1 und K¢.3.1, besteht. Protein-Interaktionsstudien von
Absi und Mitarbeiter lieferten unterstitzend zu unseren Daten Hinweise auf eine
Protein-Protein-Interaktion von Caveolin-1 und Kg,2.3, jedoch nicht von Caveolin-1 und
Kca3.1, in Endothelzellen der Koronararterie des Schweins (Absi et al. 2007). Im
Einklang mit diesen Daten lieferte Gao und Mitarbeiter weitere Hinweise flr eine
Protein-Protein-Interaktion von Caveolin-1 und Kc¢,2.3 in einem Uberexpressionsmodel
in humanen embryonalen Nierenzellen (HEK293) (Gao et al. 2012).

Die endotheliale Caveolae kompartimentiert zudem eine Vielzahl an Molekilen, die fir
Calcium-Signalprozesse verantwortlich sind. Ubereinstimmend mit der Literatur konnte
die vorliegende Arbeit in humanen mikrovaskuldren Endothelzellen nicht nur die
raumliche Assoziation, sondern auch eine Protein-Protein-Interaktion zwischen
Caveolin-1 und TRPV4 nachweisen. Saliez und Mitarbeiter zeigten unterstiitzend zu
unseren Daten, dass in venésen Endothelzellen eine Protein-Protein-Wechselwirkung
zwischen dem Strukturprotein Caveolin-1 und dem mechanosensitiven Calciumkanal
TRPV4 besteht (Saliez et al. 2008). In der Literatur weisen zudem Ca?*-Messungen an
Endothelzellen darauf hin, dass der Ca*-Eintritt und die Ca®*-abhangige
Signaltransduktion im Bereich der Caveolae stattfinden (Isshiki et al. 2008). Dabei
scheint vor allem Caveolin-1 eine entscheidende Rolle bei der Regulation des
Calciumeintrittes zu spielen (Murata et al. 2007). Des Weiteren wurde gezeigt, dass die
EDHF-vermittelte Vasodilatation in isolierten Arterien der Caveolin-1-Knockout-Maus
nicht mehr vorhanden war. Die Abwesenheit von Caveolin-1 wird mit einer
Beeintrachtigung der Calciumhomdostase in Endothelzellen assoziiert, insbesondere
mit einer verringerten Aktivitat von Ca2+—durchléssigen TRPV4 Kationenkanélen, die an
der NO- und EDHF- vermittelten Vasodilatation beteiligt sind (Saliez et al. 2008).

Zwar gibt die Immunpréazipitation Auskunft Gber mdgliche Interaktion von zwei
Proteinen, jedoch kann keine Aussage getroffen werden, wie diese Interaktion
stattfindet. Dazu sind detaillierte Untersuchungen der Struktur der beteiligten Proteine
nétig. Bisher ist die genaue Protein-Protein-Interaktion von Caveolin-1 mit K,2.3 und
TRPV4 nicht naher beschrieben. Bekannt ist, dass Caveolin-1 eine 20 Aminos&uren
(81-101) lange, am N-Terminus lokalisierte Caveolin scaffolding domain (CSD) enthalt,
die eine Interaktion sowohl mit sich selbst als auch mit einer Vielzahl an Proteinen,
einschlieBlich der Familie der Src-Tyrosinkinasen, der Wachstums-Rezeptoren, der G-
Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) und der endothelialen Stickstoffmonoxid-
Synthase (eNOS) ermdglicht. Die CSD erkennt und bindet dabei Proteine mit dem
sogenannten Caveolin-1-bindenden Motiv (PXOXXXXD, OXXXX OXXD oder
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PXOXXXXOXXD; @ = Tryptophan, Tyrosin oder Phenylalanin, X = beliebige
Aminoséaure) (Couet et al. 1997). Die endotheliale Stickstoffmonoxidsynthase (eNOS)
war eines der ersten Nicht-Rezeptor-Proteine, das in der Caveolae der
Plasmamembran gefunden wurde (Feron et al. 1996). Seither haben viele
verschiedene in vitro Studien die Wechselwirkung zwischen Caveolin-1 und eNOS
beschrieben und konnten belegen, dass eNOS mit der Caveolin scaffolding domain
des Caveolin-1 interagiert (Garcia-Cardena et al. 1997; Ju et al. 1997). Die Interaktion
von Caveolin-1 und eNOS fiihrt zu einer signifikanten Verminderung der katalytischen
Aktivitdt des Enzyms. Diese Enzyminhibierung kann mittels einer positiven
allosterische Regulation durch Calcium-Calmodulin aufgehoben werden (Ju et al. 1997;
Michel et al. 1997). Khanna und Mitarbeiter identifizierten bei den Kc,-Kanélen Kc,3.1
und Kg,2.3 zudem einen C-terminalen Leucin-Zipper (Khanna et al. 1999). Es ist
bekannt, dass Leucin-Zipper an Protein-Protein-Interaktionen beteiligt sind (Kobe &
Deisenhofer 1994) und Devor und Mitarbeiter zeigten, dass der C-terminale Leucin-
Zipper der Kco-Kanéle flr die korrekte Platzierung der Kanéle in der Plasmamembran
verantwortlich ist (Syme et al. 2003). Neuere Studien zeigen, dass auch andere
Mitglieder der TRP-Kanalfamilie in der Caveolae angereichert sind. So deuten
Koimmunprazipitationsstudien von Caveolin-1 und TRPC1 auf eine Protein-Protein-
Interaktion der beiden Proteine hin. Caveolin-1 hilft, dass TRPC1 in der Membran
lokalisiert ist und reguliert die TRPC1 Kanalfunktion direkt Gber die Caveolin scaffolding
domain. Bisher liegen keine kristallographischen oder Kernspin Resonanz (NMR)-
Daten zur anatomischen Struktur von TRPV4 vor, die einen raumlichen Anhalt fur
Interaktionen bietet. Bekannt ist, dass das humane TRPV4 Polypeptid 871
Aminosauren lang ist und sich sowohl die N- als auch C-terminale Domé&ne auf der
zytosolischen Seite befinden. Die N-Terminale Domane enthélt sechs Ankyrin Repeat
Domanen (ARD), welche an der Interaktion mit mehreren Proteinen beteiligt sein
kénnten (Verma et al. 2010). Zur Klarung der genauen Protein-Protein-Interaktion
bedarf es weiterer Untersuchungen.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass sowohl der
Calcium-aktivierte Kaliumkanal Kc,2.3 als auch der mechanosensitive TRPV4-
Calciumkanal mit Caveolin-1 nicht nur rAumlich assoziiert sind, sondern eine Protein-
Protein-Interaktion eingehen. Fir Kc,3.1 konnte unter statischen Bedingungen weder
eine Protein-Protein-Interaktion noch eine rdumliche Assoziation mit Caveolin-1 gezeigt

werden.
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5.5 TRPV4 und Kc,2.3 Kanale kolokalisieren und interagieren
in Caveolae humaner Endothelzellen

Nachdem wir zeigen konnten, dass sowohl K¢,2.3 als auch TRPV4 in der Caveolae
angereichert sind, haben wir im nachsten Schritt geprift, ob TRPV4 und K¢,2.3 in der
Membran von humanen mikrovaskularen Endothelzellen rdumlich miteinander
assoziiert sind und untereinander eine Protein-Protein-Wechselwirkung besteht. Diese
Art der physischen Interaktion wirde eine effizientere Signallbertragung zwischen
zwei Molekilen erlauben. Aus diesem Grunde haben wir Lokalisationsstudien mittels
Immunfluoreszenzmikroskopie ~ und  Protein-Protein-Interaktionsstudien  mittels
Immunprézipitation durchgefiihrt.  Doppel-Immunféarbungen und anschlieBende
konventionelle Immunfluoreszenzmikroskopie suggerieren einen hohen Grad an
Kolokalisation der beiden Kanalproteine in HMEC-1. Um das Niveau der Kolokalisation
mit einer héheren Genauigkeit zu bestimmen, haben wir die GSDIM Technologie
angewandt. Ubereinstimmend mit der konventionellen Immunfluoreszenzmikroskopie
konnte mit Hilfe der hochauflésenden Immunfluoreszenzmikroskopie ein hohes MaB an
Kolokalisation zwischen TRPV4 und Kc,2.3 in den Membranen von HMEC-1 im
Submikrometerbereich gezeigt werden. Um neben der raumlichen Nahe eine Protein-
Protein-Interaktion zwischen den beiden Kanal-Proteinen zu prifen, haben wir
Immunprazipitationsstudien durchgefihrt. Eine Validierung der Effizienz der
Immunprazipitation erfolgte durch den Nachweis von nativem Kg,2.3- bzw. TRPV4-
Protein.  Um  spezifische Antigen-Antikérperreaktionen von  unspezifischen
Proteinbindungen unterscheiden zu kdnnen, wurden bei allen Immunprazipitationen
Kontrollen mitgefiihrt. Die Ergebnisse zeigen, dass neben der rdumlichen Assoziation
eine Protein-Protein-Interaktion zwischen Kg,2.3 und TRPV4 besteht. In verschiedenen
Studien ist ein Zusammenhang zwischen Ca**-durchlassigen TRP-Kanalen und den
Calcium-aktivierten Kaliumkanalen K¢,2.3 oder Kc.3.1 in Endothelzellen gezeigt. In der
Literatur gibt es Indizien, dass TRPV4 in Abh&ngigkeit der Tierspezies funktionell mit
jeweils einem dieser Kco-Kanalen verbunden ist (Sonkusare et al. 2012; Bagher et al.
2012; Earley et al. 2009). Die vorliegende Arbeit belegt, dass eine Kolokalisation und
Protein-Protein-Wechselwirkung von Kc,2.3 und TRPV4 in humanen mikrovaskularen
Endothelzellen besteht. Durch die Verwendung des hochauflésenden Leica GSD
Mikroskops zusétzlich zu der konventionellen Immunfluoreszenz, konnte erstmalig die
Kolokalisation der beiden Kanale im Submikrometerbereich dargestellt werden. Diese
Daten stehen im Einklang mit der Literatur. In primaren Endothelzellen der
Mesenterialarterie der Maus (MACE, primary mesenteric artery endothelial cells) wurde
gezeigt, dass TRPV4 mit K¢,3.1 gekoppelt ist. Ma und seine Mitarbeiter lieferten mittels
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konventioneller Immunfluoreszenzmikroskopie und Immunprazipitationsversuchen
erste Hinweise, dass in primaren MAECs der Ratte eine Kolokalisation und Protein-
Protein-Interaktion zwischen K¢,2.3 und TRPV4 besteht.

Im weiteren Verlauf sollte geklart werden, ob diese Interaktion von der caveolaren
Struktur abhangig ist. Interessanterweise fihrt eine Zerstérung der caveolaren Struktur
durch Methyl-B-Cyclodextrin in humanen mikrovaskuldren Endothelzellen zum Verlust
der Protein-Protein-Interaktion von TRPV4 mit Kg.2.3. Um die Caveolae in den
mirkovaskuldaren Endothelzellen zu zerstéren, wurden die HMEC-1 mit Methyl-B-
Cyclodextrin behandelt. Da Cholesterol eine kritische Rolle fiir die Bildung von
Caveolae spielt, fehlen morphologisch identifizierbare Caveolae nach Behandlung von
Zellen mit Agenzien wie Nystatin, Filipin und Cyclodextrin (Hailstones et al. 1998;
Schnitzer et al. 1994; Rothberg et al. 1992). Caveolin-1 ist jedoch weiterhin in der
Zellmembran vorhanden. Die Effizienz eines Cholesterolentzugs kann allerdings
zwischen unterschiedlichen Zelltypen und Spezies variieren (Kilsdonk et al. 1995). Die
in dieser Studie verwendete Methyl-B-Cyclodextrin-Konzentration wurde bereits
erfolgreich an Endothelzellen eingesetzt (Absi et al. 2007). Der Behandlungseffekt
wurde mit Hilfe von Immunfluoreszenzmikroskopie Uberprift. AnschlieBend wurden
erneut Interaktionsstudien mittels (Ko-)Immunprazipitation durchgefihrt. In der
vorliegenden Arbeit haben wir auf Proteinebene gezeigt, dass die Zerstérung der
caveolaren Struktur durch eine Behandlung mit Methyl-B-Cyclodextrin zu einem Verlust
der TRPV4/Kc,2.3-Interaktion flhrt. Die Daten legen nahe, dass die TRPV4-Kg.2.3
Interaktion von einer intakten caveolaren Struktur abhangig ist. Absi und seine
Mitarbeiter konnten mittels Sucrose-Dichtegradientenzentrifugation zeigen, dass die
Behandlung von Mesenterialarterien der Ratte mit Methyl-B-Cyclodextrin zu einer
Verschiebung der Anreicherung von Caveolin-1 innerhalb der Membranfraktionen im
Vergleich zu den unbehandelten Arterien fuhrte. Zudem resultierte die Zerstérung der
Caveolae in  einer verminderten  EDHF-vermittelten,  Kg,2.3-abhéngigen
Hyperpolarisation. Unsere Daten legen nahe, dass die TRPV4/K,2.3-Interaktion nicht
mehr vorhanden ist und daraus die verminderte EDHF-vermittelte Vasodilatation folgt.
Mittels elektrophysiologischer Methoden konnten Lin und Mitarbeiter zeigen, dass eine
Zerstérung der caveolaren Struktur mit Hilfe von Methyl-B-Cyclodextrin zu einem
verminderten Kc,2.3 Strom flihrte (Lin et al. 2012).

Zusammenfassend zeigen die Daten der vorliegenden Arbeit, dass TRPV4 und K¢,2.3
in der Caveolae angereichert sind und dort nicht nur raumlich miteinander assoziiert
sind, sondern eine Protein-Protein-Interaktion zwischen den beiden Kanalproteinen
besteht. Zerstért man die caveolare Struktur durch einen Cholesterolentzug, geht die



Diskussion 109

TRPV4-K,2.3 Interaktion verloren. Die caveolare Struktur ist fir die TRPV4-Kc,2.3
Interaktion essentiel.

5.6 Applikation laminarer Schubspannung induziert eine de
novo Assoziation von Kc.3.1-Kanalen mit Caveolin-1 und
TRPV4 in humanen Endothelzellen

Endothelzellen sind in vivo einer stadndigen mechanischen Stimulation ausgesetzt.
Dabei haben vor allem die hdamodynamischen Krafte, die durch die Blutstrdbmung auf
die GefaBwand einwirken, eine entscheidende Bedeutung fir die Steuerung
verschiedener adaptiver Prozesse des vaskularen Systems. Die Antwort von
Endothelzellen auf diesen physikalischen Stimulus stellt das SchllUsselglied fir
kurzfristige und langfristige Adaptionsvorgange des GefaBsystems dar. Um die in
dieser Arbeit verwendeten humanen mikrovaskularen Endothelzellen unter in vivo
nahen Bedingungen zu kultivieren, erfolgte eine Stimulation der HMEC-1 fir 24
Stunden mit einer laminaren Schubspannung von 15 dyn/cm?. Gearbeitet wurde mit
dem sogenannten Kegel-Platten-Viskometer und dem Flusskammer-System. In beiden
kann ein homogenes Stromungsfeld auf der Zelloberflache erzeugt werden. Bei dem
sogenannten Plattenkegel handelt es sich um ein Kegel-Platten-System, bei dem
Scherkréafte durch den rotierenden Kegel Gber das Medium auf die Endothelzellen
Ubertragen werden (Morawietz et al. 2000; Schubert et al. 2000; Sdougos et al. 1982;
Bussolari et al. 1982). Das Kegel-Platten-Viskometer ist das einfachste Modell und
bietet den Vorteil, eine groBe Anzahl an Zellen pro Ansatz einzusetzen und wurde far
die biochemische Auswertung angewendet. Bei den Flusskammern handelt es sich um
zwei parallele Objekttrager, die einen mit Endothelzellen bewachsenen und mit
Medium durchstromten Flusskanal begrenzen. Die Flusskammern bieten den Vorteil,
dass die Zellen darin sowohl kultiviert, als auch stimuliert, gefarbt und optisch
hochauflésend mikroskopiert werden konnten. Als Wirkungsbeweis wurde die
Zellausrichtung angefiihrt, sie ist der einfachste Indikator der Wirksamkeit einer
Schubspannung und gibt schon in vivo Auskunft Uber ihre Qualitdt und Quantitat
(Nerem et al. 1981). Daten zur Zellausrichtung aus in vitro Experimenten sind zahlreich
publiziert (Coan et al. 1993; Levesque & Nerem 1985; Dewey et al. 1981) und lieBen
sich im Kegel-Platten-Viskometer und im Flusskammer-Pumpsystem mit HMEC-1
reproduzieren. Die bisherigen Daten der vorliegenden Arbeit zeigten, dass unter
statischen, ungestressten Kulturbedingungen keine Kolokalisation oder Protein-
Protein-Interaktion von Kg,3.1 mit Caveolin-1 besteht. Um zu prifen, ob eine
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mechanische Stimulation eine Auswirkung auf die Zusammensetzung des caveolaren
Mikrokompartiments hat, wurden humane mikrovaskuldre Endothelzellen 24 Stunden
mit einer laminaren Schubspannung von 15 dyn/cm? stimuliert. Endothelzellen sind das
sensorische Element fir Wandschubspannung in BlutgefédBen. Die Wahl der humanen
mikrovaskularen Endothelzellen Iasst sich dadurch begriinden, dass EDHF vor allem in
den kleineren GefaBen wirkt und dort eine wichtige Rolle bei der Fluss-vermittelten
Dilatation spielt. So fiuhrt die Erhéhung der Wandschubspannung in
WiderstandsgefaBen verschiedener Spezies zu einer Vasodilatation (Pyke et al. 2005;
Segal et al. 2005). Wie erwartet wiesen die Endothelzellen nach erfolgreicher
Applikation der laminaren Schubspannung die typischen morphologischen
Veranderungen einschlieBlich der Dehnung des Zellkdrpers auf. Interessanterweise
fanden wir anhand von (Ko-)Immunpréazipitationsstudien Indizien fir eine de novo
Protein-Protein-Interaktion zwischen K¢,3.1 und Caveolin-1 in durch hAmodynamische
Krafte stimulierten Endothelzellen im Vergleich zu den unstimulierten Kontrollen.
Aufgrund der niedrigen Expression von Kc,3.1, war nur eine leichte Bande
detektierbar. Um diese Ergebnisse zu bestatigen, haben wir mittels
immunzytologischer Farbung und anschlieBender hochauflésender
Immunfluoreszenzmikroskopie Kolokalisationsstudien mit Kc¢,3.1 und Caveolin-1
durchgefiihrt. Nach Applikation laminarer Schubspannung auf HMEC-1 zeigte sich ein
deutlicher Anstieg der Kg,3.1/Caveolin-1 Kolokalisation im Vergleich zu den
unstimulierten Kontrollen. Um sicher zu stellen, dass es sich nicht um eine zuféllige
Verschiebung der rdumlichen Assoziation handelt, wurde eine Kolokalisationsstudie
von Clathrin und Kg,3.1 durchgefihrt. Dabei konnte keine Veranderung der
Kolokalisation von Kg,3.1 mit Clathrin nachgewiesen werden. Die Daten legen nahe,
dass dieser Effekt Caveolae-spezifisch zu sein scheint. Im nachsten Schritt
untersuchten wir die Mdglichkeit, dass sich die mechanische Herausforderung auch auf
die rdumliche Zuordnung von Kc,3.1 und den Calcium-durchlassigen TRPV4-Kanal
auswirkte. Durch die Verwendung der hochauflésenden Mikroskopie konnten wir in den
Membranen der gestressten HMEC-1 eine deutliche Erhdéhung der relevanten
Kolokalisation von K¢,3.1 und TRPV4 im Vergleich zu den ungestressten Kontrollen
nachweisen. Das Niveau der Kolokalisation von Kc.3.1/TRPV4 ahnelte dem von
Kca3.1/Caveolin-1 nach Applikation laminarer Schubspannung.

Der zu Grunde liegende Mechanismus dieser scheinbar induzierten Assoziation von
Kca3.1 mit Caveolin-1 und TRPV4 in humanen mikrovaskularen Endothelzellen ist
unklar. Eine Méglichkeit kénnte sein, dass die Applikation laminarer Schubspannung
und die damit verbundene mechanische Stimulation eine Verschiebung des K¢,3.1 von
der nicht-caveoldren Membranregion in die Caveolae bewirkt. Eine weitere Erklarung
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wdre, dass neu synthetisierte Ks,3.1-Kanéle direkt in die Caveolae integriert werden.
Oder die mechanische Herausforderung fihrt zur Bildung neuer Caveolae in ehemals
nicht-caveolaren, Kc,3.1 haltigen Membranbereichen. Hierflr spricht, dass in
Endothelzellen, die unter laminarer Schubspannung kultiviert wurden, die Zahl der
Caveolae bemerkenswert ansteigt (Boyd et al. 2003; Isshiki et al. 2002; Sun et al.
2002). Zur Klarung des genauen Mechanismus bedarf es weiterer Untersuchungen.

Eine weitere offene Frage ist, warum sich die Zusammensetzung des caveolaren
Mikrokompartiments andert. Es ist verwunderlich, dass die Endothelzelle zwei dhnliche
Kca-Kanale exprimiert, die sich in Aufbau und Funktion kaum unterscheiden. Es ist
denkbar, dass Kca2.3 und K¢,3.1 unterschiedliche Funktionen im Endothel in Bezug auf
die caveoldare TRPV4/Kg,-Verbindung und EDHF-Antwort bedienen. So kdnnte etwa
die vorherrschende caveolare Assoziation von K¢,2.3 und TRPV4 der Dauerzustand in
den ungestressten humanen mikrovaskularen Endothelzellen sein, die jedoch eine in
inrem Funktionsumfang begrenzte Einheit darstellt. Die zusatzliche TRPV4/Kc,3.1-
Verbindung, die vor der Applikation laminarer Schubspannung nicht nachweisbar war,
kénnte eine Art adaptives System sein. Kommt es zu einer Erhéhung des
mechanischen Reizes auf die Endothelzelle, bewirkt dies die neue caveoldre
Assoziation von TRPV4 und Kg,3.1. Somit kénnten der K'-Ausstrom und die
Hyperpolarisation erhéht und eine EDHF-Antwort gewahrleistet werden.

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass eine hdmodynamische Stimulation mit
laminarer Schubspannung zu einer de novo Assoziation und Interaktion von Kc,3.1 mit
Caveolin-1 und TRPV4 in Caveolae humaner mikrovaskularer Endothelzellen fihrt.
Hiermit  unterstitzen unsere Daten das Konzept einer dynamischen

Mikrokompartimentierung von TRPV4/Kc, in endothelialen Caveolae.

5.7 Caveolin-1-Deletion in vivo fiihrt zu einer Abnahme der
endothelialen K¢,-Funktionen

Um die Relevanz der Caveolae und der Caveolae-zugehdrigen Vorrichtungen fur die
endothelabhangige Vasodilatation zu untersuchen, wurden Kc,-Kanéle frisch isolierter
Endothelzellen aus der Caveolin-1-Knockout-Maus und dem  Wildtypen
elektrophysiologisch untersucht. Als Nachweis, dass das Fehlen des Strukturproteins
Caveolin-1 zu einer Anderung der endothelialen Kc,-Stréme fiihrt, dienten Patch-
Clamp-Untersuchungen im Whole-Cell-Modus an frisch isolierten Endothelzellen aus
der Arteria carotis communis (A.c.c.) der Maus. Die fir das vorliegende Projekt
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durchgefiihrten Patch Clamp Daten wurden federfihrend durch Herrn Dr. Kacik erstellt.
Ich wurde in diese Arbeiten mit einbezogen.

In den Patch-Clamp-Experimenten konnten bei Wildtyptieren Ca®*-aktivierte K-
Auswartsstréme beobachtet werden, die nicht spannungssensitiv waren, eine leichte
Einwartsrektifizierung zeigten und zu einer Hyperpolarisation flhrten. Somit wiesen die
gemessenen Stréme die typischen Charakteristika von Kg,2.3 und Kg.3.1 auf. UCL
1684 und TRAM-34 werden als selektive Blocker der beiden lonenkanale angesehen.
Auch in diesen Patch-Clamp Experiment fihrte die Kombination beider Blocker in der
Badlésung zu einer wirkungsvollen Blockade des Ca®*-aktivierten K*-Stroms.

In den Endothelzellen, bei denen Caveolin-1 fehlte, war der Kg,-Gesamtstrom um etwa
~47 % gegenuber den Wildtypen vermindert. Parallel zu der eigenen Arbeit zeigten in
der eigenen Arbeitsgruppe durchgeflhrte elektrophysiologischen Daten, dass die durch
laminare Schubspannung induzierte endothelabhédngige Vasodilatation, welche
hauptséachlich auf die Funktion von K¢,2.3 und K¢,3.1 zurlickzufihren ist (Brahler et al.
2009; Si et al. 2006), in Carotiden der Caveolin-1-Knockout-Maus im Wesentlichen
vermindert war (Goedicke-Fritz et al. 2015). Ebenso wurde eine Beeintrachtigung der
Agonisten-induzierten und EDHF-vermittelten Vasodilatation, die ebenfalls durch Kc,-
Kanalen mediiert wird, beobachtet (Brahler et al. 2009; Grgic et al. 2009a; Si et al.
2006). Auch Saliez und Kollegen beschreiben die Abwesenheit der EDHF-vermittelten
Vasodilatation in Caveolin-1-Knockout-Mausen (Saliez et al. 2008). Die Abwesenheit
der caveolaren Struktur fihrt zu verringerten Kc,-Strdmen und erklart die verminderte
EDHF-vermittelte Vasodilatation der Caveolin-1-Knockout-Mause. Die gemessenen
Einzelstrbme in den Endothelzellen der Caveolin-1-Knockout-Maus waren im
Gegensatz zu den Wildtypen fir Kca,2.3 um ~54% und far Kg3.1 um etwa ~40 %

reduziert.

Schlussfolgernd konnte gezeigt werden, dass die Abwesenheit von Caveolin-1 und
somit der Struktur der Caveolae in vivo zu einem deutlichen Verlust der Kc,-Stréme
mittlerer und geringer Leitfahigkeit fuhrt.

5.8 Zusammenfassende Beurteilung

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass TRPV4 und
Kca2.3, jedoch nicht Kgo3.1, unter statischen Bedingungen in der caveolaren
Membranfraktion von humanen mikrovaskuldren Endothelzellen angereichert sind.
Zudem fanden wir Hinweise, dass TRPV4 und Kg.2.3 mit Caveolin-1, dem
Hauptstrukturprotein der Caveolae, kolokalisieren. Unsere (Ko-)Immunprazipitations-
Daten bestétigen zudem eine direkte Protein-Protein-Interaktion zwischen Caveolin-1,
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TRPV4 und Kc,2.3 in stationdr kultivierten humanen mikrovaskularen Endothelzellen.
Im Einklang mit der Fluoreszenzmikroskopie konnte keine Assoziation von Caveolin-1
und Kco3.1 in HMEC-1 unter statischen Bedingungen gezeigt werden. Anhand von
Immunprazipitationsstudien fanden wir eine Protein-Protein-Interaktion zwischen
TRPV4 und Kg,2.3 in humanen mikrovaskularen Endothelzellen und konnten zeigen,
dass diese TRPV4/K¢,2.3-Interaktion von der caveolaren Struktur abhangig ist, da eine
Zerstdrung der caveolaren Struktur zum Verlust der Protein-Protein-Interaktion flhrte.
Interessanterweise resultiert die Stimulation mit hAmodynamischen Kréften zu einer de
novo Assoziation von Kc,3.1 mit Caveolin-1 und TRPV4. Unsere Patch-Clamp Daten
an CACE der Caveolin-1-Knockout-Mause zeigen, dass die Kca-Stréme in
Endothelzellen der Caveolin-1-defizienten Tiere im Vergleich zu den Kontrolltieren
deutlich reduziert waren.

Zusammenfassend unterstitzen unsere Daten die Vorstellung eines dynamischen
Mikrokompartiments von Caveolin-1/TRPV4/Kq, in Caveolae von Endothelzellen und
zeigen (gleichzeitig die funktionelle Konsequenz fir die strémungsinduzierte
Vasodilatation. Ein besseres Verstandnis der Mechanismen, die fir die Assemblierung
und Funktion dieses Mikrokompartiments verantwortlich sind, verspricht neue
Erkenntnisse Uber physiologische Regulationen des Vasotonus und kdnnte neue
Anhaltspunkte Uber die Entwicklung der endothelialen Dysfunktion und des
Bluthochdruckes schaffen.
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