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Referat

Der Wachstumsrezeptor EGFR ist ein wichtiger Baustein in der Zellentwicklung und
Zelldifferenzierung sowie ein Tumorprotoonkogen. Er wird nicht nur von seinen eigentlichen
Substraten aktiviert, sondern es erfolgt ebenfalls eine Transaktivierung durch G-Protein-
gekoppelte und weitere Rezeptoren sowie lonenkanéle. Dabei vermittelt der EGFR in glatten
Muskelzellen Langzeiteffekte wie Hypertrophie, Proliferation, Migration und Fibrogenese.
Unklar ist bisher, inwiefern der EGFR durch Transaktivierung an kurzfristigen Effekten wie der
Blutdruckregulation beteiligt ist. Klinisch von Bedeutung konnte der EGFR als gemeinsamer
Angriffspunkt fir eine Vielzahl von Substanzen sein; ferner sind EGFR-Antagonisten in der
Onkologie bereits im Einsatz.

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob es nach gefal3- und herzspezifischem Knockout (KO)
des EGFR zu einer veranderten Kontraktion auf verschiedene vasoaktive Substanzen kommt. Zu
diesem Zweck wurden Kontraktionsmessungen an isolierten Mausaorten in einem Organbad
vorgenommen. Dabei wurden herz- und gefaBspezifische EGFR-KO-Tiere mit ihren Wildtyp
(WT)-Geschwistern verglichen.

Der EGFR-KO flihrte zu einer Hypertrophie der Herzen ohne sonstige phéanotypische
Unterschiede. Die Elastizitat der genetisch verdnderten Aorten war erhoht. Die KCl-vermittelte
Vasokonstriktion war abgeschwacht und die Zeit bis zum Erreichen des maximalen Effekts
langer. Die Applikation von EGF l6ste eine Kontraktion bei den WT-Aorten aus, welche bei den
KO-Préaparaten nicht nachweisbar war.

Die Kontraktilitdtszunahme auf Endothelin-1, Serotonin, Natrium-Nitrit und Carbachol war bei
beiden Mauslinien vergleichbar. Ebenfalls unverandert war die Kontraktion nach Noradrenalin-
Zugabe. Allerdings kam es bei hohen Noradrenalin-Konzentrationen zu vasodilatierenden
Effekten bei WT-Aorten, was am ehesten einem B-Adrenozeptor-Effekt zuzuschreiben ist. Bei
den KO-Tieren war dieser Effekt nicht nachweisbar. Dort trat ausschlieRlich eine
konzentrationsabh&ngige Zunahme der Geféal3kontraktion auf. Die Ergebnisse sprechen fur eine
Beteiligung des EGFR an dem [-adrenergen Effekt sowie eine Beeinflussung der Kalium-

induzierten VVasokonstriktion.

Rupp, Sebastian: Wirkungen von EGF-Rezeptoren an der Mausaorta. Halle (Saale), Univ., Med.
Fak., Diss., 80 Seiten, 2020
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Hintergrund

Die Erstbeschreibung des epidermalen Wachstumsfaktors (engl. epidermal growth factor, EGF)
erfolgte durch Stanley Cohen in den 1960er Jahren nach Gewinnung eines Polypeptids aus den
Speicheldrisen von Mausen, welches das Augentffnen und Schneidezahnwachstum bei
neugeborenen Mé&usen beschleunigte (Cohen 1962). In den folgenden Jahren konnten weitere
Beweise flr die Funktion als Wachstums- und Entwicklungsfaktor durch das Anregen des
Wachstums von Mausepidermis in vivo (Cohen und Elliott 1963) sowie Hiihnerhaut in vitro
(Angeletti et al. 1964; Cohen 1965) gesammelt werden. Prazisere Beschreibungen mit EGF-
induzierter erhdhter RNA-, Ribosomen und Proteinaktivitdt in Hihnerepidermiszellen folgten
(Hoober und Cohen 1967a, 1967b). Die Wirkungen von EGF auf menschliche Fibroblasten
unterliegen biochemischen Kriterien, welche fiir eine rezeptorvermittelte Interaktion mit
Stimulation des Zellwachstums auf RNA- und DNA-Ebene sprechen (Hollenberg und
Cuatrecasas 1973). EGF bindet an Zellen und wird zellvermittelt durch Proteasen aufgespalten
(Carpenter et al. 1975). Spater konnte mit Hilfe radioaktiv markierter EGF-Molekiile ein
spezifischer EGF-Rezeptor auf 3T3-Tumor-Mauszelllinien nachgewiesen werden (Das et al.
1977). Dieser Rezeptor-Liganden-Komplex wird internalisiert und abgebaut (Gorden et al. 1978)
und kann auch unabhéngig von proliferativen Zellantworten in Ratten-Hypophysen-Tumorzellen
die Expression von Genen und Zellfunktionen verandern (Johnson et al. 1980). Der EGFR und
verwandte Rezeptoren spielen nicht nur als Wachstums- und Entwicklungsfaktoren eine wichtige
Rolle, sondern sind bei unkontrollierter Aktivierung auch fir die Tumorentstehung von
Bedeutung (Hynes und Stern 1994). Beim EGFR handelt es sich aber nicht nur um einen
Wachstumsrezeptor und wichtigen Baustein in der Zellentwicklung und -differenzierung sowie
ein Tumorprotoonkogen, er spielt auch eine wichtige Rolle in der Funktion von glatten
Muskelzellen, Aufrechterhaltung des Blutdrucks und in der Pathogenese der arteriellen

Hypertonie und damit verbundener Vaskulopathien.

1.2 EGFR im Allgemeinen

Beim humanen EGFR (ErbB1/HER1) handelt es sich um eine 170 kD Rezeptor-Tyrosinkinase,
welche auf Chromosom 7 p12 des menschlichen Genoms kodiert ist (Shimizu et al. 2015) und
mit ErbB2 (HER2/NEU), ErbB3 (HER3) und ErbB4 (HER4) zur ErbB-Rezeptorfamilie gehort

(Arteaga und Engelman 2014). Diese Rezeptoren sind in allen mesenchymalen, epithelialen und



Einleitung 2

neuronalen Zellen sowie ihren Vorldufern nachweisbar (Roskoski 2014) und liegen als
Transmembranproteine in Zellmembranen vor. Sie haben eine extrazellulare Doméne zur
Ligandenbindung, eine einzelne Transmembranhelix und eine intrazellulare Doméne mit
Proteinkinasefunktion (Macho et al. 2015). Der EGFR wird durch sieben verschiedene
Wachstumsfaktoren aktiviert, welche in Liganden mit hoher Affinitat (EGF, HB-EGF, TGFa,
Betacellulin) sowie niedriger Affinitat (Epiregulin, Epigen, Amphiregulin) eingeteilt werden
(Freed et al. 2017) und zum Teil weitere Rezeptoren der ErbB-Familie aktivieren. Betacellulin,
HB-EGF und Epiregulin aktivieren auch ErbB4. ErbB3 und ErbB4 binden an EGF, TGFa und
Neuroreguline (Yamaoka et al. 2018). Die einzelnen Mitglieder der ErbB-Rezeptorfamilie liegen
als Monomere in der Zellmembran vor und vermitteln ihre Funktion (ber eine Homo- oder
Heterodimerisierung mit Aktivierung der Rezeptorproteinkinaseaktivitat (Kovacs et al. 2015),
welche in der Beeinflussung unterschiedlicher Zellprozesse wie Migration, Proliferation,
Differenzierung und Zelluberleben miinden und an inflammatorischen Prozessen sowie an der
Matrixhomdostase beteiligt sind (Rajaram et al. 2017). Der EGFR im Speziellen (ErbB1/HER1)
formt dabei Homodimere sowie drei Heterodimere mit ErbB2, ErbB3 und ErbB4 (Makki et al.
2013). Durch diverse Studien mit genetischer Deletion des EGFR (= Knockout = KO) konnten
epitheliale Effekte auf die Entwicklung von Haut, Haaren, Augen und Lungen, Knochen- und
Herzanomalien sowie Neurodegenerationen gezeigt werden (Lemmon et al. 2014). Andererseits
spielen Mutationen, welche zu einer Aktivierung des EGFR fiihren, bei diversen Krebsarten eine
Rolle (Sigismund et al. 2018). Besonders ausgepragt ist die EGFR-Uberexpression in Tumoren
von Kopf, Hals, Brust und Ovar, Prostata-, Blasen-, Pankreas-, kolorektalen, Nicht-kleinzelligen

Bronchus- und Nierenzellkarzinomen sowie Glioblastomen (Gomez et al. 2013).

1.3 EGFRin glatten GefaBmuskelzellen

Der EGFR und die Ubrigen Rezeptoren der ErbB-Familie sind auf allen glatten Muskelzellen
nachweisbar (Makki et al. 2013) und es findet eine Vielzahl von EGFR-vermittelten Prozessen
statt, welche bei der arteriellen Hypertonie und ihrer Folgekrankheiten eine Rolle spielen kdnnten.
Durch Thrombin und Angiotensin 1l kommt es zu einer Migration von glatten Muskelzellen nach
GeféaBverletzung (Mugabe et al. 2010; Jagadeesha et al. 2012). Endothelin-1 fuhrt zu einer
Zellproliferation (Houde et al. 2016) und einer, ebenfalls bei Angiotensin Il nachgewiesenen,
Hyperproliferation (Li et al. 2010) sowie Fibrogenese der GefaBwand (Schreier et al. 2014). Fiir
Urotensin-11 konnte diese EGFR-vermittelte Proliferation durch Aktivierung nachgeschalteter
Signalwege ebenfalls gezeigt werden (Rodriguez-Moyano et al. 2013). Auch bei AT1- und ETa-
Rezeptoren spielt die Hochregulation nachgeschalteter Signalwege in der Zellproliferation eine
Rolle (Atef und Anand-Srivastava 2014) und ist EGFR-vermittelt (Atef und Anand-Srivastava
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2016). Die Aktivierung EGFR-abhangiger Prozesse fihrt zu einem erhéhten oxidativen Stress in
Zellen, einer Makrophagen-Infiltration und der Induktion von proinflammatorischen Zytokinen
in Gefallen (Wang et al. 2017). Es gibt aber nicht nur langfristige Effekte durch eine EGFR-
Aktivierung. Sie spielen auch eine Rolle in der Vasokonstriktion und Aufrechterhaltung des
Blutdrucks (Schreier et al. 2014) sowie in der durch chronische Hypox&mie ausgeltsten
Vasokonstriktion (Norton et al. 2013).

1.3.1 Transaktivierung des EGFR

Verantwortlich fiir die oben genannten Effekte auf unterschiedliche Molekile ist eine
Transaktivierung des EGFR. Darunter versteht man eine Aktivierung des EGFR, welche abhéngig
von der Ligandenbindung an andere Rezeptoren wie G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR),
Zytokin-Rezeptoren, lonenkanale, Integrine oder Rezeptor-Tyrosinkinasen erfolgt und EGFR-
vermittelte Zellprozesse in Gang setzt (Kamato et al. 2015; Kdse 2017; Schafer und Blaxall 2017).
Bei GPCR handelt es sich um die grofite Gruppe von Rezeptoren auf Zelloberflachen, welche von
einer Vielzahl an Liganden aktiviert werden kénnen. Dazu zahlen u.a. Hormone, vasoaktive
Peptide und Neurotransmitter. Sie bestehen aus einer Sieben-Transmembran-Doméne mit einem
extrazelluldaren Amino-Ende und einem intrazelluldren Carboxy-Ende (Latorraca et al. 2017
Wang et al. 2018). Durch die Ligandenbindung kommt es zu einer Interaktion mit heterotrimeren
G-Proteinen (Ggg,) und deren Spaltung in Untereinheiten (G, und Gg,), was zur Aktivierung von
weiteren Signalkaskaden in der Zelle fuhrt. Dazu gehort auch die Transaktivierung des EGFR
(Liebmann 2011). Gezeigt werden konnte dies fiir eine Vielzahl an Molekilen, u.a. Thrombin,
Angiotensin Il, Endothelin-1 und Katecholamine (Sur und Agrawal 2014). Prinzipiell kdnnen
zwei Signalwege der Transaktivierung unterschieden werden. Einer erfolgt Uber Rezeptoren,
welche intrazellulér verschiedene membran-gebundene Enzyme (ADAM, engl. A Disintegrin
And Metalloproteinase) aktivieren. Diese spalten extrazellular Vorstufen von EGFR-Liganden
(TGFa; Amphiregulin, Epiregulin, HB-EGF, Betacellulin, EGF) zu aktiven Molekdlen. Er wird
,Dreifache Membranpassage Kaskade“ genannt. Der zweite Weg verlauft ohne
Ligandenaktivierung intrazellular iber die Aktivierung von Proteinkinasen (Heppner und van der
Vliet 2016). Bei a-Adrenozeptoren kommt es nach Ligandenbindung zu einer Aktivierung der
Matrix-Metalloproteinase 7 (MMP-7), die eine Abspaltung von EGF aus HB-EGF und damit eine
Aktivierung des EGFR bewirkt (Wang und Khalil 2018). Fiir die Aufrechterhaltung der damit
verbundenen Vasokonstriktion und die Aktivierung der MMP sind unter anderem reaktive
Sauerstoffspezies (engl. reactive oxygen species, ROS) verantwortlich (Martinez-Lemus 2012).
Der adrenerge Vasotonus nach Aktivierung von GPCRs durch Phenylephrin oder Angiotensin Il

ist abhéngig von MMP, mitochondrialer ATP-Produktion und dem PIsK-Signalweg (Staiculescu
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et al. 2014; Schafer und Blaxall 2017). Die Aktivierung von PIz;K fiihrt zu einer Phosphorylierung
von Membranlipiden. Aus PIP, (Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat) wird dabei PIP3
(Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphat), welches die Proteinkinase Akt aktivieren kann und
damit verschiedene Zellablaufe steuert (Rahmani et al. 2019). Die Transaktivierung von
Angiotensin 1l erfolgt ebenfalls tiber den c-Src-Signalweg (Sandoval et al. 2011). Ebenso flihren
vasoaktive Peptide durch erhdhten oxidativen Stress und eine Src-Aktivierung zu einer
Transaktivierung des EGFR mit Hyperproliferation von VSMC (Li et al. 2010). Fir Endothelin-
1 Rezeptoren ist ebenfalls eine Transaktivierung mit Beteiligung der Tyrosinkinase Src
beschrieben (Sorokin und Staruschenko 2015). Muskarinische Acetylcholin-Rezeptoren
(mAChR) vermitteln ihre Transaktivierung entweder Uber eine Aktivierung von MMP mit
Aktivierung von EGFR-Substraten oder davon unabhéngig Uber die Proteinkinase Fyn mit
nachfolgender Aktivierung von ERK1/2 und Akt (Ockenga et al. 2013). Die durch Urokinase
ausgeloste  Zellmigration bendtigt eine NAD(P)H-Oxidase (NOX), welche via Gg, die
Proteinkinasen Rac und Src und nachfolgend den EGFR aktiviert (Duru et al. 2012). Zudem
induziert Urokinase eine Zellproliferation durch eine ADAM-induzierte, HB-EGF-abhangige
Signalkaskade, welche intrazelluldr durch G, Gg,, Src und eine NOX vermittelt wird (Duru et al.
2014). Ein weiterer wichtiger Schritt liegt in der Erhohung von intrazellularem Ca?" mit
anschlielRender Aktivierung des PKC-Signalwegs (Cattaneo et al. 2014). Bei Lysophosphatid-
Rezeptoren kommt es durch die Erhéhung von Ca?" und Aktivierung von Calmodulin zu einer
Aktivierung einer Ca?*/Calmodulin-abhéngigen Kinase (CaMK) und dadurch zu einer MMP-
Aktivierung (Sanchez-Gonzaélez et al. 2010). Die Aktivierung von MMP erfolgt unter anderem
durch ROS, welche NOX-1 abhangig entstehen (Miller et al. 2010). Des Weiteren fuhrt Thrombin
zur Aktivierung von Src mit nachfolgender Aktivierung von MMP und auch einer direkten
Phosphorylierung von EGFR sowie einer PKC,-vermittelten Aktivierung von ADAM 12 mit HB-
EGF Spaltung. Hierdurch wird die durch Thrombin ausgel6ste Zellproliferation erklart (Smiljanic
et al. 2011). Die Kontraktion von Rattenaorten findet bei Aktivierung von a;-Adrenozeptoren mit
Phenylephrin zum Teil durch Transaktivierung des EGFR statt. Dieser Weg ist ein Pl3K-
abhangiger Signalweg, welcher intrazellular ohne Beteiligung von MMP ablauft (Ulu et al. 2010).
Im Verlauf wurde dieser Signalweg genauer untersucht, dabei konnte eine Signalkaskade
beschrieben werden, welche eine Ca?*-Erhéhung mit Aktivierung von Src und nachfolgend PIsK
und damit verbundener Transaktivierung zeigte (Ulu et al. 2013).

Es werden also je nach Rezeptor, Subklasse und Ligand offensichtlich unterschiedliche
Signalwege beschritten, welche eine Transaktivierung des EGFR auslésen kénnen. Eine

entsprechende schematische Ubersicht gibt Abbildung 1.
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GPCR-Liganden (z.B. Carbachol, MMPs EGFR-Liganden (TGFa; Amphiregulin,
PE, Thrombin, ET-1, AT-ll, Urokinase) (ADAM 9,10,12,15,17) Epiregulin, HB-EGF, Betazellulin, EGF)
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Transaktivierung des EGFR durch G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren in einer glatten Muskelzelle. Modifiziert nach (Sanchez-Gonzélez et al. 2010;
Liebmann 2011; Wang 2017).

Bei Bindung eines Liganden an einen G-Protein gekoppelten Rezeptor (GPCR) kommt es zu
Abspaltung der Untereinheiten von G-Proteinen (G,+Ggy) mit nachfolgender Aktivierung von
verschiedenen Signalkaskaden. Die Gq-Einheit fihrt dabei zur Phosphorylierung von
Proteinkinase C (PKC) mit nachfolgender Phosphorylierung der Tyrosinkinase Src (cSrc) und
Phosphoinositid-3-Kinasen (PIsK). Zudem kommt es zu einem Ca2*-Einstrom ins Zytoplasma mit
Aktivierung von Calmodulin (CaM) und Ca?/Calmodulin-abhangiger Proteinkinase I
(CaMKII). Durch den Ca?*-abhangigen Weg wird unter anderem eine Vasokonstriktion ausgelost
sowie die Aktivierung des PKC/Src Weges und eine direkte Aktivierung des EGFR. Durch die
Ggy-Einheit werden NAD(P)H-Oxidasen (NOX) aktiviert, welche auch zusétzlich durch Src
aktiviert werden. Die dadurch gebildeten reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) aktivieren
Metalloproteinasen (ADAM, MMP), welche EGFR-Liganden von den Proliganden abspalten.
Diese binden an den Rezeptor, wodurch eine Dimerisierung mit Start nachgeschalteter
Signalwege stattfindet. Durch PIsK kommt es ebenfalls zu einer Aktivierung von Signalkaskaden,
welche zu verénderter Proteinbildung und Vasokonstriktion fuhren.

1.3.2 Signalkaskade nach EGFR-Aktivierung

Nach der Transaktivierung des EGFR kommt es zu einer Vielzahl von zelluldren Funktionen wie
Migration, Proliferation und Hypertrophie. Dabei spielt der vorgeschaltete transaktivierende
Rezeptor, die Liganden, die EGF-&hnlichen Peptide und die sich bildenden Dimere eine Rolle. Es
kommt dabei zu unterschiedlichen Konformationen des EGFR mit davon abhé&ngiger Aktivierung
von verschiedenen Signalwegen. Zu den hauptsachlich aktivierten Signalwegen z&hlen der
Ras/Raf/MEK/ERK1/2- und STAT5- Signalweg, die Proliferation und Differenzierung steuern
und der Phosphatidyl-3-Kinase/Akt/mTOR-Weg, welcher anti-apoptotisch wirkt (Liebmann
2011; Schreier et al. 2014). Bei diabetischen Ratten kommt es nach Transaktivierung zu einer

Hochregulation von Proteinen (z.B. PLC) mit nachfolgender Erhohung des Ca?*-Spiegels und
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einer vaskularen Dysfunktion (Descorbeth und Anand-Srivastava 2010). Durch die Aktivierung
von PLC-y1 werden viele Signalwege reguliert. Eine Rolle spielt die Hydrolyse von PIP; in IP3
und DAG mit anschlieRender intrazellularer Ca?*-Freisetzung und Aktivierung der PKC. Durch
die EGFR-induzierte Aktivierung kommt es zu einer PIsK-Phosphorylierung mit Stimulation von
Akt, einer Serin/Threonin-Kinase, und der Unterdriickung von Apoptose sowie einer Stimulation
des Zellwachstums. Der EGFR aktiviert zudem STAT, die als Transkriptionsfaktoren Gene
aktivieren, welche Proliferation, Differenzierung und Uberleben anregen (Wang 2017). Auch fiir
Urokinase zeigte sich eine EGFR-vermittelte, ERK1/2- und p38uarx-abhangige Zellproliferation
und Zellmigration (Fuhrman 2012). Die Thrombin-vermittelte Transaktivierung des EGFR
induzierte eine Aktivierung des EGFR mit in Gang setzen weiterer PIsK/Akt abhéngiger Prozesse
(Makki et al. 2013). Des Weiteren konnte eine ERK-vermittelte und MMP-9 abhangige N-
Cadherin Abspaltung mit Migration von SMC nachgewiesen werden (Jagadeesha et al. 2012). In
kultivierten VSMC von Affen wurde fir EGF-ahnliche Liganden eine Hochregulation von ERK
und Akt sowie Expression von NOX1 und damit verbundene ROS-Produktion nachgewiesen
(Stanic et al. 2012). Des Weiteren konnte gezeigt, dass oxidativer Stress EGFR durch MMP-
abhangige Abspaltung von EGF-&hnlichen Molekiilen aktiviert und zu einer ERK-abhangigen
Aktivierung des Transkriptionsfaktors ATF-1 mit nachfolgender Expression von NOX1 und
Zellproliferation fahrt (Makki et al. 2013). Thrombin loste eine EGFR-vermittelte
Phosphorylierung von Pyk2 und Src aus, die zu einer Expression von kontraktilen Proteinen in
glatten Gefalmuskelzellen beitragen (Schauwienold et al. 2008). Die Vasokonstriktion durch
Phenylephrin in Mausaorten wird durch eine MMP-2 abhdngige EGFR-Aktivierung mit
nachfolgender ROS-Bildung vermittelt (Prado et al. 2018). Die durch ET-1 ausgeldste
Vasokonstriktion erfolgt Uber eine HB-EGF vermittelte Transaktivierung des EGFR mit PlsK-
Aktivierung und Ca?*-Einstrom (Makki et al. 2013). Bei von Ratten stammenden VSMC wird die
durch Arginin Vasopressin und den Via-Rezeptor ausgeldste Zellproliferation durch eine PKC-
unabhéngige GRK2-EGFR-ERK1/2 vermittelt (Zhang et al. 2016). Bei dem ATP-Rezeptor
Liganden ATPyS fiihrt die Transaktivierung des EGFR zu einer Aktivierung der PIsK/Akt
Kaskade mit nachfolgender Expression proinflammatorischer Zytokine und einer Zellmigration
(Lin et al. 2012). Auch bei der Entstehung eines allergischen Asthmas erfolgt nach
Transaktivierung des EGFR die Hochregulation von verschiedenen Proteinen in glatten
Muskelzellen der Bronchien durch die Aktivierung der ERK1/2-, PI3K6/Akt- und NF-«B-
Signalwege (El-Hashim et al. 2017). Eine schematische Ubersicht iber die dem EGFR
nachgeschalteten Signalwege gibt Abbildung 2.
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Signalkaskade nach Transaktivierung des EGFR in einer

glatten Muskelzelle. Modifiziert nach (Sanchez-Gonzalez et al. 2010; Liebmann 2011; Wang
2017).

Nach Transaktivierung kommt es zur Dimerisierung von EGFR/ERB-Monomeren mit Auslésung
von verschiedenen Signalkaskaden, welche zu einer Aktivierung von Transkriptionsfaktoren mit
nachfolgend veranderter Proteinexpression filhren. Dabei werden pro-inflammatorische und anti-
apoptotische Prozesse, Zellwachstum, Differenzierung, Proliferation sowie migrationsfordernde
Prozesse in Gang gesetzt. Unter anderem kommt es zur Hochregulation von kontraktilen
Proteinen, ATP-Synthese und einer verstarkten Kontraktion. Welche Signalkaskaden dabei genau
aktiviert werden, hangt von vielen Faktoren wie dem transaktivierenden Rezeptor, Liganden,
EGF-dhnlichen Peptiden und der bei der Dimerisierung beteiligten Monomere ab.

Akt = Serin/Threoninkinase; CaM = Calmodulin; CaMKIl = Ca?*/Calmodulin-abhangige
Proteinkinase IlI; COX-2 = Cyclooxygenase-2; DAG = Diacylglycerin; EGFR = Epidermal
Growth Factor Receptor; ERK1/2 (extrazellulare signal-regulierte Kinase); GPCR = G-Protein-
gekoppelter Rezeptor; G.+Gg, = heterotrimeres G-Protein; IL-6 = Interleukin-6; IL-8 =
Interleukin-8; IP; = Inositoltriphosphat; MEK = Proteinkinase; NFkB = Transkriptionsfaktor;
NOX-1 = (NAD(P)H-Oxidase; PLCy = Phospholipase Cy; PIsK = Phosphoinositid-3-Kinase; Raf
= Serin/Threonin-Proteinkinase; Ras = G-Protein; STAT = Transkriptionsfaktor.

1.3.3 Mausmodelle/ Versuchsmodelle

Mause mit einem konstitutiv ausgeschalteten EGFR sind bereits eingehend untersucht worden.
Aufgrund der vielféltigen Prozesse, in denen der EGFR eine Rolle spielt, traten allerdings schwere
Storungen der Entwicklung mit Knochen-, Gehirn-, Herz- und verschiedenen
Epithelabnormalitdten auf (Lemmon et al. 2014). Abhéngig von dem genetischen Hintergrund

verstarben die Tiere wéhrend der Entwicklung (129/Sy), bei der Geburt (C57BL/6) oder bis zum



Einleitung 8

20. postnatalen Tag (MF1, C3H), wofir v.a. Plazentadefekte und Lungenunreife verantwortlich
waren (Sibilia et al. 2007). Bei genetischer Deletion oder Uberexpression von einzelnen EGFR-
Liganden traten hingegen nur sehr milde Auspragungen von Entwicklungsstérungen auf oder die
Tiere waren phanotypisch unauffallig, was fir eine funktionelle Redundanz spricht (Citri und
Yarden 2006; Sibilia et al. 2007). Des Weiteren wurden verschiedene Mausmodelle eingesetzt,
um die Zusammenhdnge zwischen Transaktivierung des EGFR und seiner Rolle in der
Pathogenese der arteriellen Hypertonie zu erklaren. Dabei wurden z.T. einzelne Komponenten
der Transaktivierung ausgeschaltet und z.B. Kulturen glatter Muskelzellen von NOX1-Knockout-
Tieren untersucht (Jagadeesha et al. 2012) oder Mausmodelle mit genetisch ausgeschalteten
ErbB1/ErbB2 Rezeptoren in Kardiomyozyten verwendet. Hier konnten Zeichen einer
Hypertrophie nachgewiesen werden (Makki et al. 2013). In Tieren mit einer Deletion des Heparin-
bindenden EGF-artigen Faktors (HB-EGF) liel} sich eine abgeschwéchte Vasokonstriktion auf
ET-1 inisolierten GefaRringen aus Mauskarotiden zeigen (Staruschenko et al. 2013). Viele andere
Studien verwendeten Antagonisten des EGFR oder seiner Liganden sowie Antagonisten von
einzelnen, in die Transaktivierung zwischengeschalteten, Proteinen. Zum Beispiel wurden zum
Nachweis der EGFR-Beteiligung an der Aufrechterhaltung der ET-1-vermittelten
Vasokonstriktion in Kaninchen-Basilarisarterien der EGFR-Antagonist AG1478 sowie der
MAPK-Inhibitor PD98059 verwendet (Kawanabe et al. 2004). Es gab allerdings widerspriichliche
Ergebnisse. So konnte fur die EGFR-Antagonisten AG1478 und PD153035 eine adrenerge
Vasokonstriktion nachgewiesen werden, wohingegen dieser Effekt bei Erlotinib zwar nicht
gezeigt werden konnte, allerdings signifikante Effekte in der Verhinderung der Ausbildung von
vaskularer Hypertrophie, perivaskuldrer Fibrose und renaler Fibrose in Mausmodellen, welche
mittels ATIIl behandelten wurden, deutlich wurden. In weiteren Studien mit ATII-induzierter
Hypertrophie in zerebralen Arteriolen von Méausen konnte diese durch AG1478 verhindert
werden oder war in Mausen mit einem nicht funktionierenden EGFR nicht vorhanden,

wohingegen kein Effekt auf einen erhéhten Blutdruck nachweisbar war (Forrester et al. 2016).

1.3.4 Transgenes Mausmodell

Arbeiten mit dem Ziel, die genaue Rolle des EGFR in der Pathogenese der arteriellen Hypertonie
und in der Aufrechterhaltung des Blutdrucks zu erklaren, wurden oft mit Rezeptor-Antagonisten
durchgefuhrt oder schalteten einzelne Signalwege im Rahmen der Transaktivierung oder
nachgeschalteter Prozesse aus. Ein anderer Ansatz war die Generierung eines transgenen
Mausmodells, in welchem der EGFR lediglich in dem zu untersuchenden Gewebe ausgeschaltet
ist, um gezielt den Phé&notyp und die Effekte auf Blutdruckverhalten und morphologische

Verénderungen der Herzen wund Gefdle darzustellen. Aufgrund der schweren
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Entwicklungsstérungen bei einem kompletten EGFR-KO mit Versterben der Tiere im
Gestationsalter oder postnatal (Komposch und Sibilia 2015) wurde hier gezielt ein
gewebsspezifischer Knockout erstellt, um Untersuchungen zur vaskuldren Biologie und
Pathophysiologie der arteriellen Hypertonie und Folgeerkrankungen durchfiihren zu kdnnen. In
glatten GeféaR- und in Herzmuskelzellen wurde gezielt das Gen ErbB1, welches fir den EGFR
kodiert, ausgeschaltet und die Tiere gegen ihre genetische Verwandtschaft ohne EGFR-KO
untersucht (Schreier et al. 2011). Dies erlaubte Versuche in vivo und ex vivo am genetisch
verénderten Tiermodell durchzufiihren. Eine Vorbehandlung mit Medikamenten oder anderen
Substanzen ist nicht erforderlich. Zudem wurde ein vergleichbares Mausmodell unseres Wissens

nach bisher noch nicht beschrieben.

1.4 Klinische Relevanz der Studien

Acrterielle Hypertonie ist eine weit verbreitete Erkrankung und betrifft 30-45% der Bevélkerung
mit zunehmender Pravalenz im Alter. Sie ist ein wichtiger Faktor des kardiovaskularen
Risikoprofils und der wichtigste Risikofaktor fiir das Erleiden eines Schlaganfalls und
frihzeitigen Tod. Bei einem Grofteil der Erkrankten liegt eine essentielle oder primare
Hypertonie vor, ca. 5-10% der Ursachen sind sekundar, also Folge einer anderen Erkrankung wie
z.B. eines priméren Hyperaldosteronismus (Mancia et al. 2013, Van Kleef und Spiering 2017).
Ca. 9-18% der Hypertoniker haben eine therapierefraktidre Hypertonie, welche definiert ist als
persistierend hypertensive Blutdruckwerte trotz einer ausdosierten medikamentdsen
Dreifachkombination, wovon ein Préparat ein Diuretikum sein muss (Doroszko et al. 2016). Die
Rolle des EGFR und seine Mitbeteiligung an der Aufrechterhaltung des Blutdrucks und in der
Entstehung der arteriellen Hypertonie wurden dabei in diversen Studien gezeigt, welche mit
unterschiedlichen Schwerpunkten wie z.B. endothelialer Dysfunktion, kardialer Hypertrophie,
Diabetes mellitus oder Nierenbeteiligung durchgefuhrt wurden (Forrester et al. 2016). Auch in
anderen Erkrankungen von glatten Muskelzellen spielt die Transaktivierung des EGFR eine
wichtige Rolle. Bei der systemischen Sklerose kommt es IgG-vermittelt zu fibrotischen und
wachstumsfordernden Effekten in glatten GefdBmuskelzellen (Arts et al. 2014). In der Lunge von
Mausen konnten inflammatorische Effekte im Rahmen der Asthma-Entstehung nachgewiesen
werden (El-Hashim et al. 2017) und auch an den Effekten von Insulin auf glatte
GefaBmuskelzellen ist eine Transaktivierung des EGFR beteiligt (Siddiqui et al. 2012). Fur die
Transaktivierung des EGFR in pathologischen Prozessen spielen diverse Agonisten und
Rezeptoren eine Rolle. Die Beteiligung des EGFR an der Entstehung des Vasotonus konnte in
verschiedenen Studien z.B. fur EGF, ET-1, Aldosteron, ATII und Phenylephrin nachgewiesen
werden, proliferative und hypertrophe Effekte z.B. fur ATII, ET-1, Thrombin und os-
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Adrenozeptoren. Ihnen allen ist die Transaktivierung des EGFR gemein (Makki et al. 2013;
Schreier et al. 2014). Ein moglicher therapeutischer Angriffspunkt ware dabei die Hemmung des
EGFR und seiner Signalkaskaden statt der Hemmung einzelner vorgeschalteter Wege, da er als
gemeinsamer Effektor vieler Molekile eine Rolle spielt (Mindur und Swirski 2019). In der
gezielten Behandlung von Krebserkrankungen sind eine Reihe von Substanzen bereits im
Klinischen Einsatz. Unterschieden werden dabei zwei Klassen von Medikamenten:
Tyrosinkinase-Inhibitoren (z.B. Gefitinib, Erlotinib, Afatinib) und monoklonale Antikdrper
gegen den EGFR (Cetuximab, Panitumumab) (Yamaoka et al. 2017). Durch die Transaktivierung
des EGFR konnten auch gewiinschte Effekte nachgewiesen werden, wie die durch Bradykinin,
endogene Opioide und Adenosin ausgeldsten, EGFR-vermittelten, protektiven Wirkungen auf
Kardiomyozyten im Rahmen einer ischamischen Prakonditionierung (Cohen und Downey 2015).
Eine koronare Herzkrankheit konnte damit auch eine potentielle Kontraindikation fiir eine
gezielte Therapie gegen den EGFR darstellen. Ein Verstandnis der Beteiligung des EGFR an der
Aufrechterhaltung des Blutdrucks und an der Entstehung von Vaskulopathien kénnte helfen,
Ansatzpunkte und Wirkungen von zukiinftigen Medikamenten zu erforschen und neue Ansatze
zur Behandlung der arteriellen Hypertonie zu finden sowie mdgliche Nebenwirkungen der, in der
Onkologie bereits verwendeten, Praparate besser zu verstehen.



Zielstellung der Arbeit 11

2

Zielstellung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es zum Verstandnis der Rolle des EGFR an der Entstehung und

Aufrechterhaltung des Blutdrucks und seiner Folgeerkrankungen an transgenen Tieren

beizutragen. Dabei sollten folgende Punkte detailliert betrachtet werden:

Vergleich des Phénotyps der Versuchstiere

Compliance der Gefalie

Kontraktion in Gegenwart von nicht-rezeptorvermittelten VVasokonstriktoren
Kontraktion in Gegenwart von rezeptorvermittelten VVasokonstriktoren
Vasodilatation in Gegenwart von endothel-abh&ngigen Substanzen

Vasodilatation in Gegenwart von endothel-unabhangigen Substanzen
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3 Material und Methodik

3.1  Versuchstiere und Tierhaltung

Es wurden Tiere mit einer genetischen Deletion des epidermalen Wachstumsfaktor-rezeptors
(EGFR) in glatten GefaBmuskelzellen und Kardiomyozyten verwendet. Diese Tiere wurden
in den Hintergrundstamm C57BL/6 Uber mindestens zehn Generationen zuriickgekreuzt. Die
Rickkreuzung fand in den Laboratorien von Prof. Dr. M. Sibilia an der Medizinischen
Universitat Wien (Natarajan et al. 2007) bzw. Prof. M. Gotthardt am Max-Dellbrick-
Zentrum in Berlin statt (Holtwick et al. 2002). Die Wildtyp-Tiere waren im Durchschnitt
252,76+30,45 Tage alt und 27,96+1,09 Gramm schwer, die Knockout-Mé&use 219,92+21,37
Tage und 27,40+0,90 Gramm schwer. Die Geschlechtsverteilung war ungeféhr gleich
(mé&nnlich: weiblich: WT 10/7 KO 7/6). Die Tiere wurden entsprechend der Richtlinien der
GV-SOLAS bei 22+2 °C mit einem 12 h Hell/Dunkel-Zyklus gehalten. Den Tieren stand
handelstibliches Nagerfutter (Altromin) und Leitungswasser ad libitum zur Verfugung. Die
Haltung entsprach den Tierschutzbestimmungen.

3.2 Generierung der transgenen Mause

Zur Generierung der transgenen Mause wurden EGFRfo¥flox M3use verwendet, welche von
Prof. M. Sibilia, Wien, zur Verfligung gestellt wurden (Natarajan et al. 2007). Dort wurden
Maéuse mit einem Zielvektor generiert, in dem der Promoter und das erste Exon des EGFR -
Gens von loxP sites flankiert werden (Natarajan et al. 2007). Zur weiteren Selektion der
transgenen Stammzellen wurde eine Neomycin-Kassette eingefligt, welche eine Resistenz
erzeugte. Zwei der embryonalen Stammzellen, welche eine Neomycin-Behandlung
liberlebten, wurden in Blastozysten von Spendertieren injiziert, die daraus resultierenden
Tiere weiterverwendet. Mannliche Chiméren wurden mit C57BL/6 Weibchen verpaart, um
EGFRfX* Mause zu erhalten, die zur weiteren Zucht verwendet wurden. Die Entfernung der
neo-Kassette des EGFR°X wurde durch Verpaarung mit B-actin-flip Mausen (Bernet et al.
1995) erreicht. Die zuvor erwahnten Experimente wurden in Ubereinstimmung mit den
staatlichen Richtlinien in den Instituten der Medizinischen Universitat Wien durchgefihrt.
Phéanotypisch bestand kein Unterschied zu den Wildtyptieren. Die SM22-Cre Mause wurden
bereitgestellt von Prof. M. Gotthardt, Berlin. Fiir die Generierung dieses Mausmodells war
der glatte-Muskel-spezifische SM22 Promoter aus dem Plasmid SM2736 als 2.8 kb Fragment

herausgeschnitten und in das Plasmid NukCre integriert worden, welches das modifizierte
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Bakteriophagen P1 Cre Rekombinase Gen enthalt, das in der Translation tbereinstimmt und
nukleére Lokalisationssignale enthdlt (Holtwick et al. 2002). Das resultierende Konstrukt
wurde mit Notl geschnitten, um das Vektorriickgrat zu entfernen und benutzt, um die nukleér
lokalisierte Cre Rekombinase unter Kontrolle des SM22 Promoters in vaskuldaren glatten
Muskelzellen zu exprimieren. Die transgenen Mduse wurden mit Hilfe von C57BL/6xSJLF2
Oozyten generiert (Hofmann et al. 1988). Die EGFR~AVSMC&M Mayse wurden durch
Verpaarung von C57BL/6-Mdusen, welche die geflox-ten EGFR-Allele enthielten
(EGFRMo¥/floxy ynd SM22-Cre-Mausen generiert. Die Genotypi-sierung erfolgte anhand von
Schwanzbiopsien durch PCR. Die Tiere, welche homozygot fiir die EGFR-flox-Allele
(EGFRMo¥floxy und heterozygot fir die SM22-Cre Allele (SM22-CRE*") waren, wurden
behalten. SM22-CRE*" und ihre Wurfgeschwister zeigten weder im kardiovaskularen
Phanotyp noch in ihrer Lebenserwartung Unterschiede. Deshalb wurden im Folgenden

EGFRM/flox Wyrfgeschwister als Kontrollen verwendet (Schreier et al. 2013).

3.3  Genotypisierung der Mause
3.3.1 DNA-Extraktion und Isolation

Die DNA-Extraktion erfolgte aus einer 0,5 cm langen Schwanzbiopsie. Das Gewebe wurde
mit 50 mM Tris-HCI, 100 mM EDTA, 100 mM NacCl, 1 % SDS und 0,35 mg Proteinase K
versetzt und Gber Nacht (min. 12 h) bei 56 °C unter standiger Bewegung inkubiert
(Thermomixer Comfort, Eppendorf GmbH, Hamburg). AnschlieBend erfolgte die Zugabe von
geséttigter NaCl-Lésung (~6 M), es wurde 5 min gevortext (Vortex-Genie 2, Scientific
Industries, New York, USA) und 10 min bei 14000 U zentrifugiert (Heraeus Fresco 17, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA). Der Uberstand wurde abgenommen und zur Inaktivierung
der Proteinase im Thermomixer bei 70 °C fiir 10 min inkubiert. Zur Ausfallung der DNA
wurde Isopropanolol zugegeben, 2 min geschiittelt und wieder 10 min bei 14000 U
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet mit 70%igem Ethanol zweimal
gewaschen und anschlieBend wieder 5 min zentrifugiert. Zum Abschluss wurde die DNA bei

37 °C getrocknet und mit Aqua dest. zum Ldsen inkubiert.

3.3.2 Konzentrationsmessung der DNA

Die Konzentrationsmessung erfolgte mit Hilfe eines Spektralphotometers (Nanovue™ Plus,

Biochrom, Cambridge, UK). Hierzu wurde eine Referenzldsung (Wasser) zwei Mal gemessen.
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AnschlieBend wurde die extrahierte DNA auf den Objekttrager aufgetragen und
photospektrometrisch bestimmt.

3.3.3 PCR-Amplifikation der DNA

Die Vervielfaltigung der DNA erfolgte mittels Polymerasekettenreaktion (PCR). Hierzu
wurde das gesuchte DNA-Fragment mit Reaktionspuffer, thermostabiler Taq-Polymerase,
20 mM dNTP-Mix, 50 mM MgCl, und abhédngig von dem nachzuweisenden Fragment,
entsprechende Primer, versetzt. Aufgefullt wurde mit Aqua dest. Zum Nachweis des
EGFRox-Allels wurden die Primer R4, R6 und LacZ verwendet, zum Nachweis des SM22-
Cre-Allels die Primer Cre 800 und Cre 1200. Folgendes Programm wurde fiir die PCR
gewahlt: 1. Denaturierung bei 94 °C fir 2 min, 2. Amplifikation: 35 Zyklen mit
Denaturierung bei 94 °C fur 30 sec, Primerhybridisierung bei 63 °C fir 30 sec und
Elongation bei 72 °C fir 1 min und 3. Elongation bei 72 °C fiir eine weitere Minute
(TProfessional Basic Thermocycler, Biometra, Géttingen). Die erwartete Fragmentgréfe der
PCR des EGFRox-Allels war: 1041 bp bei WT, 1245 bp bei flox, bei der PCR des SM22-
Cre-Allels: 400 bp bei Cre+ entsprechend der Grosse des Enzyms und kein Fragment bei
Cre-, da das Protein hier nicht vorhanden war. Die Zusammensetzung der Ldsungen und
Primer befindet sich in der Anlage.

3.3.4 Agarosegelelektrophorese

Zur optischen Darstellung der vervielfaltigten DNA wurde eine Gelelektrophorese
eingesetzt. Hierzu wurde ein 2%iges Agarosegel mit TAE-Puffer (2 M Tris/Acetat, 5 M Na-
Acetat, 0,5 M EDTA, pH 7,8) hergestellt, auf welches die Proben zusammen mit Ladepuffer
im Verhéltnis 1:0,15 aufgetragen wurden (handelsubliche Gelkammer, Electrophoresis
Power Supply, E835, E231, Consort, Turnhout, Belgien). Zur Beurteilung der Lange der
DNA-Fragmente wurden Positiv- und Negativkontrollen aufgetragen. Die Elektrophorese
lief fur 1 h 20 min bei 80 Volt. Nach Beendigung wurden die Gele 30 min. mit
Ethidiumbromid (0,009 % im Gel) gefarbt und anschlieRend das (berschissige
Ethidiumbromid durch 30 min waschen mit Aqua bidest entfdarbt. Die Darstellung der
Gelbanden erfolgte unter UV-Licht (BioDoc-It Imaging System, UVP, Cambridge, UK).

Es wurden fir jedes Tier zwei Elektrophoresen durchgefuhrt. Zum einen fir den Nachweis
der LoxP-sites und zum anderen fir den Nachweis der Cre-Rekombinase. Bei Nachweis

beider genetischer Veranderungen handelt es sich um ein Knockout-Tier.
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Die Genotypisierung der Méause erfolgte nach der Geburt, um eine Zuordnung zu den
entsprechenden Kohorten durchzufiihren sowie erneut am Versuchstag selbst, um
maoglicherweise aufgetretene Verwechslungen auszuschlieBen und den genauen genetischen
Hintergrund des Versuchstieres zu bestimmen.

Abb. 3: Exemplarischer Nachweis von Allelen mit LoxP-sites.

Aufgetragen sind die PCR-Produkte der M&use 1112-1123 sowie Kontrollen. WT = Wildtyp, HT
= heterozygot, + Positivkontrolle

Abb. 4: Exemplarischer Nachweis der Cre-Rekombinase.

Aufgetragen sind die PCR-Produkte der Mduse 1112-1123 sowie Kontrollen. Die Mé&use 1113,
1115, 1116, 1120-1123 sind Trager des Cre-Allels, zusammen mit Abbildung 3 resultiert daraus,
dass bei den Méusen 1113, 1115, 1116, 1120-1123 der EGFR in VSMC deletiert ist, wéhrend
er bei den Mausen 1112, 1114, 1117-1119 vorhanden ist. WT = Wildtyp, + =
Positivkontrolle, - = Negativkontrolle.
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34 Kontraktionsversuche

3.4.1 Vorbereitung des Organbads

Zu Versuchsbeginn wurde an jedem Versuchstag Tyrode-Ldsung neu angesetzt. Hierbei
handelt es sich um eine Nahrlésung in anndhernd physiologischer Zusammensetzung von
Elektrolyten und Glukose. Nach einem festgelegten Protokoll wurde eine Stammldsung I, |1
und 111 zu 900 ml Wasser hinzugegeben und mindestens 10 min im, auf 37 °C vorgeheizten,
Wasserbad (Exatherm U3 Electronic, Julabo, Seelbach) mit Carbogen (95 % O, und 5 %
COy) begast. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von Ascorbinsaure, Na,-EDTA, Glukose und
einer 2,25 molaren CaCl; Lésung und das Aufflillen auf 1000 ml. Es erfolgten pH-Wert-
Kontrollen mit einem pH-Meter (inolab pH 7110, Xylem Analytics, Weilheim). Die
Zusammensetzung der Stammldsungen und genauen Endkonzentrationen der einzelnen

Substanzen finden sich in der Anlage.

3.4.2 Vorbereitung und Kalibrierung der Messanlage

Als Versuchsanlage diente ein Dual Wire-Myograph (Modell A 410, Danish Myo
Technology, A/S, Aarhus, D&nemark, Abb. 6) entsprechend der Versuchsanordnung von
Mulvany und Halpern (Mulvany und Halpern 1977). Zur Aufzeichnung der Mechanogramme
diente ein Multirecorder (MC 6715, Watanabe, Japan). Vor Versuchsbeginn wurde die
Anlage eingeschaltet, auf 37 °C vorgewédrmt und die 10 ml fassende Versuchskammer mit
Aqua dest. befullt. Dann wurden unter Zuhilfenahme eines binokularen Mikroskops
(Stereomikroskop SM33, Hund, Wetzlar) zwei ca. 2,5 cm lange Dréhte (Durchmesser 20 pum)
auf den beiden Messplatzen eingespannt und ca. eine halbe Stunde gewartet, bis das Gerat
stabile Werte anzeigte. Es wurde ein Nullpunkt festgelegt, anschlieBend wurde die Anlage
mit Hilfe eines 2g Gewichts auf eine Kraft von 10 Millinewton (mN) Kkalibriert. Der
Schreiber wurde so eingestellt, dass ein Abstand von einem Zentimeter einer Kraft von
einem Millinewton entsprach. Danach wurden die Dréhte verworfen und pro Messeinheit ein
neuer Draht mit einer freien Seite in die Kammer ragend einseitig eingespannt, um das Gefal}
dariiber spater aufzufadeln. Uber eine im Deckel befindliche Absaugvorrichtung erfolgte das
Absaugen des Wassers. Anschliefend wurde die Kammer vier Mal mit der vorbereiteten

Tyrode-L8sung gespllt und die Begasung mit Carbogen eingeleitet (Abb. 7).
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Abb. 5: Schematischer Aufbau des Myographen (modifiziert nach Dual Wire Myograph System
420A user guide, (Danish Myo Technology), A/S, Aarhus, Danemark)
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3.4.3 Organentnahme der Mause

Die Méause wurden zu Beginn des Versuchs gewogen, mit 500 IE Heparin antikoaguliert
sowie mit 50-75 mg/kg KG Pentobarbital betaubt. Die Applikation der beiden Substanzen
erfolgte intraperitoneal. War eine Narkosetiefe erreicht, bei der die Maus auf einen
Schmerzreiz mit einer Pinzette an ihrer Pfote keine Reaktion mehr zeigte, wurde sie an den
Extremitéten befestigt und die Préparation begonnen. Es erfolgte von ventral die Eréffnung
des Peritoneums mit einem longitudinalen Schnitt und die Durchtrennung des Diaphragmas.
Anschliefend wurden zwei Schnitte entlang des Rippenbogens und das Umklappen des
Sternums nach kranial durchgefiihrt. Nun wurden Osophagus und Vena cava durchtrennt und
gemeinsam nach kaudal fixiert, das Lungengewebe wurde entfernt. Es erfolgte die
Praparation des Herzens mit Durchtrennung des Gefédlles am Aortenbogen. AnschlieBend
wurde der Thorax mit Tyrode-Ldsung gespllt, um die Sichtverhéltnisse zu verbessern und
die Versorgung der Aorta zu gewahrleisten. Nachfolgend wurde vorsichtig von kranial
beginnend das Gefall von der Wirbelsdule mitsamt Fett- und Bindegewebe entfernt und in
eine mit Tyrode-Losung gefiillte Préparierschale Uberfihrt. Wahrend der gesamten
Praparation wurde, um das Endothel nicht zu verletzen, darauf geachtet, das Gefall keinen
Scher- oder Zugkréaften auszusetzen. Das Greifen der Aorta erfolgte entweder an den duf3eren
Réndern oder am umgebenden Fett- und Bindegewebe.

3.4.4 Praparation der Aortenringe

Durch vorsichtige Auf- und Abwartsbewegungen in der Tyrode konnten verbliebene
Blutreste aus dem Gefal gespilt werden. Unter Zuhilfenahme des binokularen Mikroskops
wurde das Gefal von Fett- und Bindegewebe mit Hilfe von Pinzetten (Uhrmacher Pinzette
BD 331R, Aesculap, Tuttlingen; neoLab 7, Dumont, Montignez, Schweiz) und einer
Augenschere (Aesculap, Tuttlingen) vorsichtig befreit. Dazu wurde das GeféalR in einer
Praparierschale mit Silikon (Tacosil®, Thauer& Co. KG, Dresden) an den Enden mit zwei
feinen Nadeln fixiert. Nach Abschluss der Préparation wurde das GefalR medial der fixierten
Enden mittels Federschere (Aesculap, Tuttlingen) abgetrennt. GefaRe, die bei der Praparation
angeschnitten wurden, wurden verworfen. Das Gefall wurde in die Arbeitskammer Gberfihrt
und in ca. 2 mm lange Ringe zurechtgeschnitten und auf den bereits vorbereiteten
eingespannten Draht aufgefddelt. Das Gef4dl wurde mit Hilfe der Pinzetten auf den
vorbereiteten Draht aufgefddelt und das freie Drahtende anschlieBend mit der
Befestigungsschraube fixiert. Anschliefend wurde ein zweiter Draht durch das GefaR

gefuhrt und an zwei weiteren Schrauben befestigt. Durch ein zwischenzeitliches
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Zusammenfiihren der Backen konnten die Dréhte fixiert und ein Verrutschen verhindert
werden. AnschlieBend wurden mit Hilfe der Mikrometerschraube die Backen langsam so
weit auseinandergeschoben, bis der Myograph eine geringe Kraftmessung anzeigte. Von dort
aus wurde zurtick auf den Nullpunkt eingestellt. Nun wurde gespult und die GeféRe fur ca.
30 min in dieser Position belassen. Die Vorbereitungen fir den Versuch waren damit
abgeschlossen. Eine schematische Ubersicht gibt Abbildung 7.
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Abb. 7: Einbringen des Gefdles in die Versuchskammer (modifiziert nach Procedures for
Investigation, (M. J. Mulvany; Danish Myo Technology), A/S, Aarhus, Dédnemark)

3.4.5 Messung Herzgewicht und Tibialange

Am Versuchstag erfolgte die Messung von Korpergewicht und Herzgewicht des
verwendeten Tieres. Zudem wurde die Tibia freiprapariert und mit einer Schieblehre

vermessen.

3.4.6 Versuchsablauf

Zu Beginn wurde mit Hilfe der Mikrometerschraube in 50 um-Schritten eine Vorspannung
von ca. 12,5 mN eingestellt. AnschlieRend wurden einige Minuten abgewartet, bis eine
einigermalien stabile Spannung zu sehen war. Nun erfolgte nacheinander die Zugabe der
einzelnen Substanzen (siehe Abb. 8). Die genannten Konzentrationen entsprachen den
Endkonzentrationen in der Versuchskammer. Nach Applikation einer Lésung wurde
gewartet bis sich der Maximaleffekt einstellte, anschlieRend erfolgte das Auswaschen der

Substanzen. Dieser standardisierte Vorgang beinhaltete das Absaugen der Nahrldsung aus
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der Versuchskammer (ber die in den Deckel integrierte Absaugvorrichtung und eine zligige
Applikation von 10 ml frischer vorgewédrmter Tyrode-LOsung. Dieser Schritt wurde in
Abstédnden von mehreren Minuten mindestens dreimal wiederholt, einer Verdiinnung von 1
zu 1000 entsprechend, ggf. auch Ofter, bis zum Erreichen der Ausgangsspannung.
Ausgenommen hiervon waren die Konzentrations-Wirkungs-Kurven (KWK) von
Noradrenalin, die unter anderem zum Erstellen einer erhdhten Vorspannung dienten, um die
vasodilatierenden Effekte von Carbachol und Natrium-Nitrit darzustellen. Hier wurde erst
ausgewaschen, nachdem auch die KWK der Vasodilatatoren durchgefuhrt worden war.
Begonnen wurde mit Zugabe einer Kaliumchloridlésung in einer Konzentration von 25 mM.
Es folgte die Applikation von EGF in den Konzentrationen 10 ug/l und 100 pg/l. Nach der
ersten Konzentration wurde abgewartet, bis der Maximalwert der Kraftzunahme erreicht war
und die Spannung sich wieder stabilisierte, dann die zweite Konzentration appliziert.
Danach wurde Endothelin in der Konzentration 10 uM hinzugegeben. AnschlieRend erfolgte
die Applikation von Noradrenalin in einer kumulativen Konzentrations-Wirkungskurve (1
nM, 3 nM, 10 nM, 30 nM, 100 nM, 300 nM, 1 uM). Es wurde zwischen den einzelnen
Schritten jeweils einige Minuten gewartet, bis sich eine stabile Spannung einstellte. War
dies der Fall, wurde die Konzentration erhéht. Nach Erreichen des Maximums erfolgte die
Applikation der kumulativen Konzentrations-Wirkungskurve von Carbachol in den finf
Konzentrationen 100 nM, 300 nM, 1 pM, 3 uM und 10 pM. Nach Erreichen des maximalen
dilatierenden Effekts erfolgte das Auswaschen der beiden Substanzen. Die zweite
kumulative Noradrenalin Konzentrations-Wirkungskurve wurde nach dem gleichen Schema
durchgefiihrt. Nach Erreichen des Maximaleffektes und einer stabilen Spannung wurde
Natrium-Nitrit in der kumulativen Konzentrations-Wirkungskurve 1 uM, 3 uM, 10 uM, 30
UM und 100 uM appliziert. Als letzter Schritt erfolgte die Zugabe von 10 uM Serotonin. Die
applizierten Volumina betrugen fiir die Einzelsubstanzen 10 pl bzw. 100 pl, bei den
Noradrenalin-KWKs 270 ul, bei Carbachol und Natrium-Nitrit je 190 pl.

Die oben genannten Substanzen wurden als Stammldsung vor Start der Versuchsreihe
hergestellt, portioniert, bei -18 °C eingefroren und zum Versuchstag aufgetaut. Die
Verdiinnungsreihen von Noradrenalin, Carbachol und Natrium-Nitrit wurden am
Versuchstag unmittelbar vor Einsatz der Substanzen erzeugt.

Vor Zugabe der einzelnen Pharmaka wurde die bestehende Vorspannung registriert. Die
Begasung mit Carbogen erfolgte kontinuierlich. Ein Pipettierschema findet sich in
Abbildung 8.
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Abb. 8: Schematische Versuchsabfolge.

In den gelben Ovalen finden sich die zugegebenen Substanzen, Auswaschschritte sind hellblau
markiert. KCI = Kaliumchlorid, EGF = Endothelium-Groth-Factor, ET-1 = Endothlin-1, NA =
Noradrenalin, CA = Carbachol, Na-Ni = Natrium-Nitrit, 5-HT = Serotonin. KWK =
Konzentrations-Wirkungs-Kurve.

3.5  Statistische Auswertung

Im Folgenden werden die Anzahl der Versuche als n bezeichnet. Die Daten werden als
arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler angegeben (SEM). Tabellen und Auflistungen
(Maus-Kennnummer, Versuchsdatum, Alter, Geschlecht, Gewicht, Herzgewicht, Tibialange,
Elastizitit sowie die Messwerte der einzelnen Substanzen) wurden mit Microsoft Excel 2010
erstellt. Mit Excel wurden auch die Berechnungen und die Analyse mittels Student’s T-Test
durchgefuhrt. Als signifikant wurden Werte p < 0,05 angegeben. Bildbearbeitungen
erfolgten mit gimp 2. Schemata wurden mit Hilfe von Microsoft PowerPoint, grafische
Darstellungen mit Hilfe von Graphpad Prism 5 erstellt. Hier erfolgte zudem die Berechnung
der ECso- und ICso-Werte nach Glattung der Konzentrations-Wirkungskurven und eine
weitere statistische Analyse mittels ANOVA.
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4 Ergebnisse

4.1  Phanotyp der Versuchsmause

AuRerlich waren die Versuchstiere nicht voneinander zu unterscheiden. Die Messungen des
Gewichts, systolischen Blutdrucks, Blutglukose und Hamatokrit zeigten vergleichbare
Werte. Allerdings waren bei den genetisch verénderten Tieren dilatative Verdnderungen der
Aorten und KoronargefalRe mit reduzierter Wandstéarke im Verhéltnis zum Durchmesser und
leichte Fibrosierungen nachzuweisen. Die Expression der EGFR-mRNA war in KO-Aorten
auf unter 10 % der Expression in WT reduziert, in KO-Kardiomyozyten auf 40%. In der
Leber war diese Reduktion nicht nachweisbar. Auf Proteinebene war der EGFR in KO-

Aorten nicht mehr nachweisbar (Schreier et al. 2013).

4.1.1 Herzgewicht und Tibialange

Es erfolgten Messungen des Herz- und Koérpergewichts vor Versuchsbeginn sowie die
Messung der Tibialdnge nach Entnahme der Aorten. Hier zeigten sich signifikante
Unterschiede (p<0,05, Abb. 9). Die Herzen der KO waren im Gegensatz zu den WT deutlich
hypertrophiert (407,54+53,55 mg vs. 138,8+5,38 mg; p<0,05; n=7). Das durchschnittliche
Gewicht der Tiere war ebenso wie die Tibialange vergleichbar, (WT 27,10+1,18 g; KO
26,36+1,12 g; n=7; WT 18,2+0,13 mm; KO 18,08+0,13 mm, n=5). Das relative Herzgewicht,
bezogen auf das Kdrpergewicht, betrug bei den WT 5,04+0,14 mg/g, bei den KO 15,43+1,93
mg/g (p<0,05). Das relative Herzgewicht, bezogen auf die Tibialange, war 7,4+0,31 mg/mm
bei den WT und 19,44+1,71 mg/mm bei den KO (p<0,05). Innerhalb der Gruppen bestanden
keine Unterschiede zwischen den Geschlechtern bei Herzgewicht sowie bezogen auf

Tibialdnge und Korpergewicht.
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4.2  Kontraktionsmessungen der Aorten

4.2.1 Einstellung der Vorspannung
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Abb. 9: Herzgewicht der Versuchstiere.

A Absolutes Herzgewicht in mg; B
Relatives Herzgewicht bezogen auf das
Korpergewicht in mg/g, C Relatives
Herzgewicht bezogen auf die Tibialange
in mg/mm. WT = Wildtyptiere, KO =
EGFR-Knockout, n = Anzahl der
Versuchstiere.

Die Aortenringe wurden wie oben beschrieben prépariert und in die Messanlage eingebracht.
Dann erfolgte die Einstellung der Vorspannung auf durchschnittlich 12,71+0,03 mN bei den
WT und 12,63+0,03 mN bei den KO. Hierzu waren im Schnitt 349,12+7,16 um bei den WT

und 409,17+16,31 um bei den KO erforderlich. Es zeigte sich bei den KO also eine geringere

Compliance (p<0,05,

Abb. 10).
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Abb. 10: Darstellung der Dehnbarkeit.

A, Bendtigte Dehnung (Mikrometer) bis zum Erreichen einer Kraft von ca. 12,5 mN; B,
Darstellung des Verhaltnisses von Dehnung zu Kraftentwicklung. WT = Wildtyptiere, KO =
EGF-Knockout, n = Anzahl der Versuchstiere.

4.2.2 Serotonin

Die Zugabe von Serotonin (5-Hydroxytryptamin; 5-HT) erfolgte als Kontrolle am Ende des
Versuchs. Hierbei zeigte sich eine gute Kontraktionsfédhigkeit sowohl bei WT als auch bei
KO mit einer transienten starken Kontraktion (Abb. 11A). Die Ergebnisse zeigten hierbei
keine Unterschiede, weder bei der Gesamtpopulation mit 10,86+0,79 mN vs. 10,78+0,45 mN
(WT vs. KO) noch bei Auftrennung nach Geschlecht (Weibchen 9,5+1,3 mN vs. 10,38+0,22
mN, Ménnchen 11,81+0,88 mN vs. 11,11+0,88 mN, WT vs. KO, Abb. 11B, Abb. 12). Auch
die Mittelwerte zwischen den Geschlechtern innerhalb der Kohorten waren nicht

verschieden (Abb. 11B).
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Abb. 11: Darstellung des Serotonin-Effekts.

A, Reprasentatives Originalmechanogramm mit Beschriftung; B, Kontraktion auf Serotonin,
Gesamtzahl und Auftrennung nach Geschlecht in delta-mN. Auf Serotonin erfolgt eine
Vasokonstriktion, welche sich weder zwischen den WT und KO, noch zwischen den
Geschlechtern unterscheidet. WT = Wildtyp, KO = EGFR-Knockout, ges = gesamte Kohorte, m
= mannliche Tiere, w = weibliche Tiere.

Serotonin (m) Serotonin (w)
14 + 12 +
124 104
10
z Z 8
£ o £
> < 6
5 o 5
¥ ¥ 4
N 4
2 21
0 10 0 7
WT KO WT KO
+ p<0.05vs. Kontrolle + p<0.05vs. Kontrolle

Abb. 12: Darstellung des Serotonineffekts, Geschlechtervergleich.

A, Mannchen, m = mannliche Tiere; B, Weibchen, w = weibliche Tiere; im Vergleich mit Abb.
11 ist zu sehen, dass auf Serotonin eine Vasokonstriktion erfolgt, allerdings kein Unterschied
zwischen WT und KO besteht. WT = Wildtyp, KO= EGFR-Knockout.
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4.2.3 Epidermal Growth Factor

Epidermaler Wachstumsfaktor (epidermal growth factor; EGF) wurde in zwei
Konzentrationen hinzugegeben, wobei nach der ersten Konzentration bereits eine transiente
Kontraktion bei den WT auftrat (Abb. 13A). Die Zugabe der zweiten Konzentration l6ste
hingegen keinen Effekt mehr aus. Bei den KO konnte durch EGF, wie erwartet, kein Effekt
erzielt werden. Der Mittelwert der Kontraktionskraft von EGF betrug fir alle WT-Tiere
0,82+0,26 mN (p<0,05; Abb. 13B). Bei der Auftrennung nach Geschlecht erhielt man fir
die Ménnchen eine Kontraktionskraft von 0,89+0,32 mN (p<0,05; Abb. 14A), bei den
Weibchen 0,72+0,42 mN, welche nicht signifikant verschieden gegenlber der
Ausgangsspannung und dementsprechend den KO-Tieren war (p>0,05; Abb. 14B). Auch bei
Anwendung eines einseitigen T-Tests ergibt sich keine Signifikanz. Zwischen den
Geschlechtern bestand ebenfalls kein Unterschied (Abb.13B).

A ; B
EGF 10 pg/l
I H9 gl‘ EGF
¥ 1.501
80 sec 1.25 4 + ] WT
Maximaler Effekt % 1.004 T T T B KO
< 0751
i 5
X 0.501
B 025 * ok
T 55 17 (10| 7 13 7 6
l/ R : ges m w ges m w
e 0 * p<0.05vs. WT

+ p<0.05 vs. Kontrolle

Abb. 13: Darstellung des EGF-Effekts.

A, Originalmechanogramm; B, Kontraktionskraft in delta-mN mit Aufteilung nach Geschlecht.
Der Effekt bei den WT-Weibchen ist nicht verandert gegeniiber den KO; WT = Wildtyp, KO =
EGFR-Knockout, ges = gesamte Kohorte, m = mannliche Tiere, w = weibliche Tiere.
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Abb. 14: Darstellung des EGF-Effekts, Geschlechtervergleich.

A, Kontraktionskraft in delta-mN bei Mannchen mit Unterschied zwischen WT und KO; B,
Kontraktionskraft in delta-mN bei Weibchen ohne Unterschied zwischen WT und KO; WT =
Wildtyp, KO = EGFR-Knockout, m = ménnliche Tiere, w = weibliche Tiere.

4.2.4 Kaliumchlorid (KCI)

Bei der nicht-rezeptorvermittelten Kontraktion der Gefale durch 25 mM Kaliumchlorid
(KCI) zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen den WT und KO (Abb. 15). Die
Kontraktion, welche durch Kaliumchlorid ausgeldst wurde, betrug geschlechtsunabhéngig
13,61+0,84 mN bei den WT, bei den Mdannchen 13,55+0,98 mN, bei den Weibchen
13,68+1,48 mN. Die Ergebnisse waren gegeniiber der Vorspannung signifikant (p<0,05),
aber nicht verschieden zwischen den Geschlechtern. Fir die KO ergab sich eine
Gesamtkontraktionskraft von 8,4+0,69 mN, bei den M&nnchen 9,83+0,7 mN und 6,73+0,85
mN bei den Weibchen. Die KCl-abh&ngigen Kontraktionen waren verschieden gegentber
der Vorspannung, den WT (Abb. 16B) und das Ergebnis fir M&nnchen und Weibchen auch
untereinander (p<0,05; Abb. 16B-D). Zudem erreichten die WT-Tiere den Maximaleffekt
von Kaliumchlorid schneller als die KO-GefaRe (23,58+2,11 min vs. 35,41+£3,12 min,
Steigung 0,64£0,06 mN/min vs. 0,26£0,03 mN/min; Abb. 16A).
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Abb. 15: Originalmechanogramme der Kontraktion auf Kaliumchlorid (KCI).

A, Kontraktion auf KCI bei KO, die Kraftentwicklung dauert langer und ist nicht so stark; B,

Kontraktion auf KCI bei WT, deutlich schnellere Kraftentwicklung, insgesamt stérkere
Kontraktion.



Ergebnisse 29

A KCI B KCI
©7 + + ¥ LI WT 450, + = WT (n=17)
14+ T B KO 1251 -=- KO (n=13)
124 -
= +% .
£ 101 +x . = 10.0 %
= 8 g < 754
g o 5
¥ 501
4_
24 2.5
o] 17110 7 716 00 -
ges m w ges m w 0 5 10 15 20 25 30 35 40
*  p<0.05vs. WT Zeit (min)
+  p<0.05 vs. Kontrolle * p<0.05vs. WT
#®  £1<0.05 vs. Mannchen + p<0.05 vs. Kontrolle
¢ KCl (m) D KCI (w)
167 + 16 +
144 144
_ 121 + % _ 12
£ 107 Z 101
< 8 2 g4 + %
g %
Z 6 g 6
4 o
i' 10 i 7
WT KO WT KO
* p<0.05vs. WT * p<0.05 vs. WT
+ p<0.05 vs. Kontrolle + p<0.05 vs. Kontrolle

Abb. 16: Darstellung des Kaliumchlorid-Effekts.

A, Kontraktion als delta-mN Werte der Gesamtpopulation und Auftrennung nach Geschlecht. B,
Darstellung der Kontraktionssteigung und -zeit nach Zugabe von Kaliumchlorid (KCI) bis zum
Erreichen des Maximums. C, Kontraktion bei Mannchen; D, Kontraktion bei Weibchen. Die
Kontraktion auf KCI ist bei den KO geringer als bei WT und fur Mannchen und Weibchen
verschieden. WT = Wildtyp-Maus, KO = EGFR-Knockout. m = Méannchen, w = Weibchen,
n = Anzahl der Versuchstiere.

4.2.5 Endothelin-1

Endothelin-1 (ET-1) lI6ste sowohl bei WT als auch bei KO eine transiente Kontraktion aus,
die erhdht gegentiber der Vorspannung war (p<0,05, Abb. 17). Die Gesamtkontraktion
betrug 2,72+0,36 mN bei den WT, aufgetrennt nach Geschlecht ergaben sich 2,90+0,55 mN
fir die Mannchen und 2,46+0,38 mN fir die Weibchen. Bei den KO Iéste Endothelin-1 eine
Kontraktion von 4,16+0,39 mN aus, bei den Weibchen 3,80+0,51 mN, bei den Mannchen
4,47+0,54 mN. Fur die Gesamtpopulation zeigte sich eine stiarkere Kontraktion der KO
gegenliber den WT (p<0,05, Abb. 18). Fir die Weibchen gegeneinander ergab sich im
angegebenen Intervall kein Unterschied (p>0,05), fur die Mannchen ebenfalls nicht
(p>0,05). Die Ergebnisse bei der Auftrennung nach Geschlecht sind in den jeweiligen

Kohorten nicht unterschiedlich.



Ergebnisse 30

v

1 UM ET-1
1 uM ET-1

Maximaler Effekt

!

—_—
v

Maximaler Effekt

80 sec 80 sec

Abb. 17: Originalmechanogramme der Kontraktion auf Endothelin-1.

A, Représentatives Beispiel einer Kontraktion bei WT; B, Reprasentatives Beispiel einer
Kontraktion bei KO; ET-1 = Endothelin-1.
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C Endothelin-1 (w) Abb. 18: Darstellung der Kontraktion auf

6- Endothelin-1.
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4.2.6 Noradrenalin |

Anfangs wurde Noradrenalin in Form einer kumulativen Konzentrations-Wirkungskurve
(KWK) in den Konzentrationen 1, 3, 10, 30, 100, 300 und 1000 nM appliziert. Die Gefale
reagierten mit einer, von der Konzentration abhéngigen, zunehmenden Kontraktion (van
Rossum und Burgers 1984). In hoheren Konzentrationen zeigte sich zudem bei den WT ein
dilatierender Effekt. Beispielhaft wird dieses unterschiedliche Verhalten in Abb. 19 als
Originalmechanogramm dargestellt. Da Noradrenalin zur Einstellung einer Vorspannung
bendtigt wurde, verzichtete man bei den letzten Versuchen auf die beiden hdchsten
Konzentrationen, um eine ausreichende Vorspannung vor Applikation von vasodilatierenden
Substanzen zu gewahrleisten. Die Noradrenalin-abhdngigen Kontraktionsdaten sind in
Tabelle 1 dargestellt. Bei beiden Mausreihen trat ab der ersten Konzentration eine
Vasokonstriktion gegeniiber der Vorspannung auf (p<0,05; Abb. 20A). Aufgegliedert nach
Geschlecht zeigte sich bei den WT eine Vasokonstriktion ab der zweiten Konzentration
(p<0,05, Abb. 20A). Bei den KO-Mannchen trat bei allen Konzentrationen eine Kontraktion
auf, bei den Weibchen ab der dritten Konzentration (p<0,05, Abb. 20B, C). Beim Vergleich
der Geschlechter innerhalb einer Mauslinie zeigte sich, dass die ménnlichen WT bei einer
Konzentration von 10 nM stérker kontrahierten als die weiblichen, bei den ménnlichen KO
war die Vasokonstriktion ab einer Konzentration von 3 nM starker ausgepragt (p<0,05, Abb.
21). Beim Vergleich der Kontraktion auf Noradrenalin fand bei den letzten vier
Konzentrationen eine stirkere Vasokonstriktion bei den KO statt (p<0,05). Bei der
Aufteilung nach Geschlecht war der Effekt auch bei den Mannchen ab einer Konzentration
von 30 nM nachweisbar (p<0,05), welcher bei den Weibchen nicht zu sehen war (p>0,05).
In den hohen Konzentrationen fehlte zudem der vasodilatierende Effekt bei den KO (Abb.
20). Die ECso-Werte waren fir WT und KO sehr dhnlich, zur Berechnung wurden bei den
WT aufgrund der Vasodilatation die letzten beiden Werte nicht herangezogen (Abb. 20, 21).
Sie entsprachen ungeféhr den Ergebnissen aus anderen Versuchsreihen (Russell und Watts
2000). Es erfolgte eine Normierung der Noradrenalinkurven auf den maximalen
Kontraktionseffekt in Prozent. Dieser betrug fir WT 6.91+0,7 mN bei 100 nM und fir KO
10,88+1,19 mN bei 1000 nM (Abb. 22A). Nach Geschlecht aufgetrennt fir die WT-
Ménnchen 7,26+0,85 mN und KO-Maénnchen 13,56+0,94 mN (Abb. 22B). Die
Vasokonstriktion als Prozent des Maximums war bei den KO ab einer Konzentration von 30
mN starker als bei den WT (p<0,05; Abb. 22A). Fir die Weibchen ergab sich mit 6,40+1,18
mN fir die WT und 8,20+1,39 mN fir die KO (Abb. 22B) kein Unterschied. Bei den
Praparaten von mannlichen Tieren traten unterschiedliche Kontraktionen fir die
Konzentrationen 100 und 1000 nM auf (Abb. 22C). Bei einem Vergleich zwischen

Ménnchen und Weibchen innerhalb der Mauslinien zeigte sich kein Unterschied in der
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Kontraktionskraft der KO (Abb. 23B). Bei den WT-Weibchen war die Kontraktion
schwécher ausgepragt, allerdings nur bis zu einer Konzentration von 100 nmol (p<0,05). Bei
einer Konzentration von 300 nM dilatierten die Aortenringe von Ménnchen stérker (p<0,05;
Abb. 23A).

Tabelle 1: Erste Konzentrations-Wirkungs-Kurve von Noradrenalin

Dargestellt ist die Kraftentwicklung der Aortenringe nach Applikation der verschiedenen
Noradrenalin-Konzentrationen in mN. Es zeigte sich eine allméhliche Zunahme der Kontraktion.
MW = Mittelwert, SEM = Standardabweichung, WT = Wildtyp, KO = EGR-Knockout. 1. T-Test,

+ p<0,05 gegen Vorspannung; 2. T-Test, % p<0,05 gegen Wildtyp

Konzentration Gesamt Mannchen Weibchen
(nM) WT KO WT KO WT KO

1 MW 0,18 0,28 0,26 0,41 0,06 0,12
SEM 0,06 0,08 0,10 0,08 0,03 0,11
. T-TEST p<0.05+ p<0.05+ 0,051 p<0.05+ 0,079 0,341
. T-TEST 0,330 0,300 0,610
3 MW 1,03 1,57 1,48 2,21 0,39 0,82
SEM 0,29 0,35 0,42 0,37 0,16 0,45
. T-TEST p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ 0,127
. T-TEST 0,250 0,260 0,400
10 MW 3,25 4,42 4,23 5,97 1,84 2,62
SEM 0,58 0,68 0,75 0,66 0,63 0,75

. T-TEST p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+
. T-TEST 0,210 p<0.05% 0,480
30 MW 5,30 7,81 6,09 10,00 4,17 5,25
SEM 0,68 0,85 0,79 0,69 1,06 0,85

. T-TEST p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+
. T-TEST p<0.05% p<0.05% 0,490
100 MW 6,91 9,68 7,26 11,87 6,40 7,13
SEM 0,70 0,84 0,85 0,68 1,18 0,81

. T-TEST p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+
. T-TEST p<0.05% p<0.05% 0,660
300 MW 5,97 10,68 6,18 13,18 5,76 8,18
SEM 1,05 1,08 1,78 0,87 1,09 1,18

. T-TEST p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+
. T-TEST p<0.05% p<0.05% 0,220
1000 MW 4,41 10,88 4,24 13,56 4,58 8,20
SEM 1,10 1,19 2,03 0,94 0,87 1,39
. T-TEST p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ 0,080

. T-TEST p<0.05% p<0.05% p<0.05%
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Abb. 19: Originalmechanogramm der Kontraktion auf Noradrenalin.

A, EGFR-Knockout; B, Wildtyp.
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Abb. 20: Darstellung der Kontraktion auf
Noradrenalin.

A, Gesamtpopulation; B, Ménnchen; C,
Weibchen; Bei den WT erfolgte eine
weniger ausgepragte Kontraktion in den
letzten vier Konzentrationen bei Ménnchen
und Gesamtpopulation. WT = Wildtyp, KO
= EGFR-Knockout, Kon = Kontrolle, n =
Anzahl der Versuchstiere.
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Abb. 21: Darstellung der Kontraktion auf Noradrenalin, Geschlechtervergleich.

A, WT, Darstellung in delta-mN; B, KO, Darstellung in delta-mN; Bei den KO kontrahierten
die Mannchen ab der zweiten Konzentration deutlich starker. Bei den WT-Weibchen ist die
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Kontraktion fir die Konzentration 100 nmol schwacher. WT = Wildtyp, KO = EGFR-
Knockout, Kon = Kontrolle, n = Anzahl der Versuchstiere.

A ® KO (n=10) ECy5, = 1.2x108 M B ® KO (J,n=5) ECs = 9.2x10° M
O WT (n=10-17) ECso = 1.6x108 M O WT (J, n=5-10) ECs, = 8.9x10°° M
g 120 'g
% 100 =
= =
£ 80 $
o ©
£ £
% 60 =
2 b
3 40+ g
£ 20 g
% %
X 0- ¥
Noradrenalin | (-log[M]) Noradrenalin | (-log[M])
X p<0.05vs. WT X p<0.05 vs. WT
+ p<0.05 vs. Kontrolle + p<0.05 vs. Kontrolle

@)

® KO (Q,n=5)ECs = 1.5x10° M
o WT (an:5_7) ECs :3.0X10_B M Abb 22: Darste“ung der Kontl‘aktion auf
Noradrenalin.

A, Gesamtpopulation; B, Mannchen; C,
Weibchen; Der Effekt nach Erreichen des
Maximalwerts bei den KO war stabil, bei
den WT trat eine Dilatation in der hchsten
Konzentration in der Gesamtpopulation und
bei den Méannchen auf. WT = Wildtyp, KO
= EGFR-Knockout, Kon = Kontrolle, n =
Anzahl der Versuchstiere.
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Abb. 23: Darstellung der Kontraktion auf Noradrenalin, Geschlechtervergleich.
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A, WT; B, KO. Bei der prozentualen Darstellung zeigte sich bei den KO kein Unterschied
in der Kontraktion. Bei den WT-Maéannchen trat eine starkere Kontraktion und Dilatation
bezogen auf den Maximaleffekt auf. WT = Wildtyp, KO = EGFR-Knockout, Kon =
Kontrolle, n = Anzahl der Versuchstiere.

4.2.7 Noradrenalin Il

Auf die zweite Noradrenalin-KWK erfolgte ebenfalls eine konzentrationsabhangige,
zunehmende Kontraktion bei WT und KO sowie eine bei den beiden hdochsten
Konzentrationen auftretende Dilatation nur bei den WT, welche bereits bei der ersten KWK
beobachtet worden war. Die Noradrenalin-abhéngigen Kontraktionsdaten sind in Tabelle 2
dargestellt. Bei beiden Mausreihen trat ab der ersten Konzentration eine Vasokonstriktion
auf (p<0,05; Abb. 24A). Bei der Auftrennung nach Geschlecht sah man bei den Aortenringen
der WT-Weibchen eine Kontraktion ab einer Konzentration von 30 nM, bei den Mé&nnchen
ab 10 nM. Bei den KO setzte bei den Weibchen eine sofortige Vasokonstriktion ein, bei den
Ménnchen ab der zweiten Konzentration (p<0,05, Abb. 24B, C). Beim Vergleich der
Geschlechter innerhalb einer Mauslinie ergab sich fir die WT kein Unterschied. Bei den
KO-Mannchen war die Vasokonstriktion, wie bereits bei der ersten KWK, starker ab einer
Konzentration von 30 nM (p<0,05, Abb. 25). Beim Vergleich der Kontraktion auf
Noradrenalin in beiden Mauslinien fand sich ab der ersten Konzentration ein ausgepragterer
Effekt bei den KO (p<0,05, Abb. 24A). Aufgetrennt nach Geschlecht trat ein Unterschied
bei den Weibchen erst dann auf, als der vasodilatierende Effekt der hohen Noradrenalin-
Konzentrationen bei den WT einsetzte (p<0,05, Abb. 24B). Bei den Méannchen hingegen war
der Unterschied ab der zweiten Konzentration zu sehen (p<0,05, Abb. 24C). Wie bei der
ersten Noradrenalin-KWK wurden zur Berechnung der ECso-Werte die letzten beiden
Konzentrationen bei den WT nicht hinzugezogen. Auch hier entsprechen die Ergebnisse den
bereits oben erwdhnten Werten. Bei Normierung der Kontraktionsdaten auf die
Maximalkontraktion (Abb. 26) war bei der Gesamtpopulation, den Méannchen und KO-
Weibchen eine Vasokonstriktion ab der ersten Konzentration zu sehen (p<0,05, Abb. 26A-
C), bei den WT-Weibchen ab der dritten Konzentration (p<0,05, Abb. 26B). Auch in dieser
Darstellung war die Kontraktion der Aortenringe fur alle Konzentrationen bei den KO
starker als bei den WT (p<0,05 Abb. 26A). Bei den WT-Weibchen kam es bei den
Konzentrationen 300 nmol und 1000 nmol zu einer Vasodilatation (p<0,05, Abb. 26C), die
Kontraktion der Aortenringe von WT-Mé&nnchen war bei Konzentrationen von 1 nmol und
100 nmol schwécher (p<0,05, Abb. 26B). Bei dem Vergleich der Geschlechter ergab sich
bei WT und KO ein dhnlicher Kurvenverlauf (Abb. 27). Die Kontraktion der Aortenringe

gegeniiber der Vorspannung trat bei den WT-Mannchen ab der ersten Konzentration auf, bei
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den Weibchen ab der dritten (Abb. 27A). Bei den KO kontrahierten beide ab der ersten
Noradrenalin-Konzentration (Abb. 27B). Bei einem Vergleich innerhalb einer Mauslinie
sahen die graphischen Darstellungen der Noradrenalin-KWKs sehr dhnlich aus. Es zeigten
sich weder in der Darstellung als delta-mN, noch in der Darstellung als Prozentangabe
bezogen auf die jeweilige maximale Kontraktion Unterschiede (Abb. 28).

Tabelle 2: Zweite Konzentrations-Wirkungs-Kurve von Noradrenalin.

Dargestellt ist die Kraftentwicklung der Aortenringe nach Applikation der verschiedenen
Noradrenalin-Konzentrationen in mN. Es zeigte sich eine allméhliche Zunahme der Kontraktion.
MW = Mittelwert, SEM = Standardabweichung, WT = Wildtyp, KO = EGFR-Knockout. 1. T-

Test, + p<0,05 gegen Vorspannung; 2. T-Test, % p<0,05 gegen Wildtyp

Konzentration Gesamt Mannchen Weibchen
(nM) WT KO WT KO WT KO

1 Mw 0,12 0,58 0,18 0,81 0,04 0,30
SEM 0,05 0,23 0,08 0,39 0,04 0,11

. T-TEST p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ 0,074 0,337 p<0.05+
. T-TEST p<0.05% 0,100 0,060
3 MW 0,55 1,67 0,67 2,31 0,39 0,92
SEM 0,19 0,46 0,27 0,73 0,27 0,31

. T-TEST p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ 0,207 p<0.05+
2. T-TEST p<0.05% p<0.05% 0,250
10 MW 1,95 3,85 2,15 5,11 1,66 2,38
SEM 0,45 0,78 0,58 1,14 0,71 0,67

. T-TEST p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ 0,052 p<0.05+
2. T-TEST p<0.05% p<0.05% 0,510
30 MW 4,02 6,59 4,25 8,26 3,70 4,65
SEM 0,64 0,89 0,81 1,16 1,01 0,87

. T-TEST p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+
2. T-TEST p<0.05% p<0.05% 0,530
100 MW 5,79 9,16 5,83 10,96 5,74 7,07
SEM 0,80 0,92 1,09 1,05 1,15 1,06

. T-TEST p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+
2. T-TEST p<0.05% p<0.05% 0,460
300 MW 5,04 11,02 5,16 13,34 4,92 8,70
SEM 1,00 1,02 1,87 0,76 0,70 1,19

. T-TEST p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+

2. T-TEST p<0.05% p<0.05% p<0.05%
1000 MW 4,36 11,24 5,10 13,75 3,43 8,72
SEM 1,15 1,18 1,99 0,69 0,36 1,61

. T-TEST p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+

2. T-TEST p<0.05% p<0.05% p<0.05%
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Abb. 25: Darstellung der Kontraktion auf Noradrenalin, Geschlechtervergleich.
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A, WT; Es bestand kein Unterschied in der Vasokonstriktion auf die zweite Noradrenalin-
Applikation zwischen Mannchen und Weibchen; B, KO; Die Mannchen reagierten mit einer
starkeren Vasokonstriktion ab einer Noradrenalin-Konzentration von 30 nM. WT = Wildtyp,
KO = EGFR-Knockout, Kon = Kontrolle, n = Anzahl der Versuchstiere.
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Abb. 27: Darstellung der Kontraktion auf Noradrenalin, Geschlechtervergleich.

A, WT. B, KO. Es bestand kein Unterschied in der Vasokonstriktion beim Vergleich der
Geschlechter innerhalb der Mauslinien. WT = Wildtyp, KO = EGFR-Knockout, Kon =
Kontrolle, n = Anzahl der Versuchstiere.
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Abb. 28: Vergleich der Kontraktion auf Noradrenalin I und I1.

A, WT, Darstellung in delta-mN; B, WT, Darstellung in Prozent des Maximaleffekts; C, KO,
Darstellung in delta-mN; D, KO, Darstellung in Prozent des Maximaleffekts. Es zeigt sich
kein Unterschied in der Kontraktion auf die beiden nacheinander zugegebenen Noradrenalin-
Konzentrations-Wirkungs-Kurven. WT = Wildtyp, KO = EGFR-Knockout, Kon = Kontrolle,
n = Anzahl der Versuchstiere.

4.2.8 Carbachol

Carbachol wurde als Konzentrations-Wirkungskurve in den Konzentrationen 100 nM, 300
nM, 1 uM, 3 uM, 10 uM appliziert, worauf die GefalRe mit einer zunehmenden Dilatation
reagierten, wie bereits zuvor gezeigt. Diese war sowohl bei den WT als auch bei den KO
nachweisbar. Die Ergebnisse der Vasodilatation in delta-mN sind in Tabelle 3 dargestellt.
Die Vasodilatation trat bei WT und KO ab der ersten Konzentration auf (p<0,05, Abb. 29A).
Bei den WT-Weibchen trat eine Vasodilatation ab der dritten (1 uM), bei den KO-Weibchen
ab der ersten Konzentration auf (p<0,05, Abb. 29B). In einer Varianzanalyse mittels
ANOVA werden die Werte bei den Weibchen in beiden Mauslinien ab der zweiten
Konzentration signifikant (p<0,05). Bei den Mannchen verhielt es sich umgekehrt (p<0,05,
Abb. 30C). In einer Varianzanalyse mittels ANOVA andert sich hierbei nichts. Bei den
Ménnchen war die Vasodilatation in niedrigeren Konzentrationen (100 nM, 300 nM, 1 uM)
bei den WT tendenziell starker. Die maximale Dilatation fiel bei den KO in allen Gruppen
tendenziell starker aus (p>0,05). Ein Unterschied zwischen den beiden Gruppen war jedoch
nicht nachzuweisen. In einer Varianzanalyse mittels ANOVA wird dieser Wert signifikant
(p<0,05.) Vergleicht man die Geschlechter einer Gruppe zeigte sich fir alle delta-mN-Werte
bei WT und KO eine scheinbar stérkere Dilatation bei den Weibchen, welche allerdings

ebenfalls nicht statistisch signifikant war (p>0,05, Abb. 30). In einer Varianzanalyse mittels
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ANOVA wird dieser Wert signifikant (p<0,05.) Die 1Cs-Werte entsprachen bei den WT-
Tieren in etwa den Ergebnissen, welche aus anderen Versuchen bekannt waren (Glaza et al.
2011), wichen bei den KO allerdings starker davon ab (Abb. 29, 30). Bei Normierung der
Dilatationsdaten auf den maximalen Effekt war eine Dilatation bei der Gesamtpopulation,
den WT-Maéannchen und den KO-Weibchen ab der ersten Konzentration nachweisbar
(p<0,05, Abb. 31). Bei WT Weibchen und KO-Ménnchen kam es zu einer Vasodilatation ab
der zweiten Konzentration (Abb. 31B, C). Im Vergleich der beiden Mauslinien war bei den
WT bei der Gesamtpopulation und den Mannchen fur die Konzentrationen 300 nM, 1 uM
und 3 UM eine ausgepragtere Dilatation zu sehen (p<0,05, Abb. 31A, C). Bei den Weibchen
war kein Unterschied nachweisbar (Abb. 31B). Beim Geschlechtervergleich in der Prozent-
Darstellung des Maximaleffekts dilatierten die WT-Mannchen starker bei einer
Konzentration von 3 puM. Bei den KO war der Effekt bei den Weibchen bei den
Konzentrationen 300 nM, 1 uM, 3 UM stérker ausgepragt (p<0,05, Abb. 32). Bei den ICso-
Werten zeigten sich unterschiedliche Werte, welche je nach Geschlecht und Darstellung
stark variierten (Abb. 31, 32).

Tabelle 3: Konzentrations-Wirkungs-Kurve von Carbachol.

Dargestellt ist die Kraftentwicklung in den Mausaorten nach Applikation der verschiedenen
Carbachol-Konzentrationen in mN. Es zeigte sich eine allmahliche Abnahme der Kontraktion.
MW = Mittelwert, SEM = Standardabweichung, WT = Wildtyp, KO = EGFR-Knockout. 1. T-
Test, + p<0,05 gegen Vorspannung; 2. T-Test gegen Wildtyp

Konzentration Gesamt Ménnchen Weibchen
(uM) WT KO WT KO WT KO

0,1 MW -0.74 -0.91 -0.37 -0.07 -1.58 -1.55
SEM 0.36 0.50 0.13 0.05 1.03 0.73

1. T-TEST p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ 0.133 0.132 p<0.05+
2. T-TEST 0.790 0.250 0.990
0,3 MW -1.65 -1.96 -1.17 -0.50 -2.73 -3.05
SEM 0.58 0.67 0.28 0.33 1.64 0.79

1. T-TEST p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ 0.072 0.106 p<0.05+
2. T-TEST 0.750 0.280 0.880
1 MW -2.80 -3.66 -2.43 -1.47 -3.63 -5.30
SEM 0.67 0.98 0.57 0.65 1.68 1.08

1. T-TEST p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+
2. T-TEST 0.490 0.420 0.500
3 MW -3.45 -5.19 -3.02 -3.23 -4.43 -6.65
SEM 0.64 1.15 0.65 1.16 1.35 1.44

1. T-TEST p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+
2. T-TEST 0.190 0.890 0.370
10 MW -3.71 -5.84 -3.32 -4.96 -4.30 -7.08
SEM 0.61 0.86 0.71 1.01 1.06 1.31

1. T-TEST p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+
2. T-TEST 0.060 0.220 0.170
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Abb. 30: Darstellung der Dilatation auf Carbachol, Geschlechtervergleich.
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A, WT, B, KO. In beiden Mauslinien bestand kein Unterschied in der Dilatation des GefaRes
zwischen den Geschlechtern. WT = Wildtyp, KO = EGFR-Knockout, Kon = Kontrolle, n =
Anzahl der Versuchstiere.
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Abb. 32: Darstellung der Dilatation auf Carbachol, Geschlechtervergleich.

A, WT, B, KO. Bei den WT fillt die Dilatation des Gefaltes bei den Weibchen in der vierten
Konzentration starker aus. Bei den KO dilatieren die Weibchen ab der zweiten Konzentration
starker. WT = Wildtyp, KO = EGFR-Knockout, Kon = Kontrolle, n = Anzahl der
Versuchstiere.

4.2.9 Natrium-Nitrit (NaNO2)

Natrium-Nitrit als NO-Donor wurde in den Konzentrationen 1, 3, 10, 30 und 100 pM
appliziert und l6ste eine konzentrationsabhéngige Dilatation der Aortenringe sowohl bei WT
als auch bei KO aus, welche in niedrigen Konzentrationen nur sehr gering und bei der
hoéchsten Konzentration von 100 uM am starksten ausfiel. Die Ergebnisse der Vasodilatation
in delta-mN sind in Tabelle 4 dargestellt. Ab einer Konzentration von 10 uM trat bei WT -
und KO-Maénnchen und -Weibchen eine Vasodilatation gegeniiber der Vorspannung, bei der
WT-Gesamtpopulation schon ab 3 pM auf. Zwischen WT und KO war weder in der
Gesamtpopulation noch bei Auftrennung nach Geschlecht ein Unterschied in der Dilatation
festzustellen (p<0,05, Abb. 33). Die ICso-Konzentration flr die méannlichen und weiblichen
Tiere war sehr unterschiedlich und schwankend. Bei der Darstellung in Prozent der
Maximalkonzentration verhielt es sich &hnlich wie in delta-mN. Eine Vasodilatation war in
der Gesamtpopulation ab der ersten Natrium-Nitrit-Gabe vorhanden. Bei der Auftrennung
nach Geschlecht kam es bei Weibchen und Mé&nnchen sowohl bei WT als auch KO erst nach
der dritten Konzentration zu einer Vasodilatation. Es bestand kein Unterschied zwischen WT
und KO (p>0,05, Abb. 35). Beim Vergleich von Mé&nnchen und Weibchen innerhalb einer
Kohorte zeigten sich vergleichbare vasodilatierende Effekte. Die Dilatation setzte ab einer

Konzentration von 10 pM ein. Fir die Mannchen und Weibchen ergaben sich keine
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Unterschiede, weder in der Darstellung in delta-mN (p>0,05, Abb. 34) noch in der

Normierung auf die Maximalkonzentration (ohne Darstellung).

Tabelle 4: Konzentrations-Wirkungs-Kurve von Natrium-Nitrit.

Dargestellt ist die Kraftentwicklung in den Mausaorten nach Applikation der verschiedenen
Natrium-Nitrit-Konzentrationen in mN. Es zeigt sich eine allméahliche Abnahme der Kontraktion.
MW = Mittelwert, SEM = Standardabweichung, WT = Wildtyp, KO = EGFR-Knockout. 1. T-
Test, + p<0,05 gegen Vorspannung; 2. T-Test gegen Wildtyp. K.W. = kein Wert, da keine

Berechnung mdglich.

Konzentration

(uM)
1

10

30

100

N =

N =

N =

N =

N =

Mw
SEM

T-TEST
T-TEST

MW
SEM
T-TEST

. T-TEST

MW
SEM
T-TEST

. T-TEST

MW
SEM
T-TEST

. T-TEST

MW
SEM

T-TEST
T-TEST

Gesamt Méannchen Weibchen
WT KO WT KO WT KO
-0.04 -0.05 -0.06 0.00 0.00 -0.08
0.04 0.05 0.06 0.00 0.00 0.07
0.280 0.210 0.332 k.W. k.W. 0.297
0.918 0.606 0.407
-0.16 -0.13 -0.23 0.00 0.00 -0.20
0.07 0.09 0.10 0.00 0.14
p<0.05+ 0.120 0.069 k.W. k.W. 0.186
0.761 0.257 0.292
-0.41 -0.45 -0.42 -0.37 -0.40 -0.50
0.10 0.13 0.12 0.15 0.19 0.19
p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+
0.842 0.841 0.754
-1.04 -1.10 -0.88 -1.27 -1.45 -1.00
0.27 0.29 0.21 0.45 0.73 0.38
p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+
0.897 0.452 0.625
-2.15 -2.65 -1.88 -2.87 -2.53 -2.43
0.41 0.48 0.29 0.70 0.89 0.63
p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+ p<0.05+
0.448 0.183 0.939
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Abb. 34: Darstellung der Dilatation auf Natrium-Nitrit, Geschlechtervergleich.
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A, WT; B, KO. In beiden Mauslinien bestand kein Unterschied in der Dilatation des GeféRes
zwischen den Geschlechtern. Eine Dilatation setzte erst ab einer Konzentration von 10 pM
ein. WT = Wildtyp, KO = EGFR-Knockout, Kon = Kontrolle, n = Anzahl der Versuchstiere.
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5 Diskussion

51 Diskussion der Methoden
5.1.1 Knockout-Mausmodell

Phanotypisch war kein Unterschied zwischen WT und KO auszumachen, allerdings waren die
Herzen der KO bei gleichem Gewicht und gleicher Tibialdénge deutlich hypertrophiert. Bei
C57BL/6 Mausen mit Einzelnukleotidmutation im EGFR-Gen, welche mit einer uber 90%igen
Reduktion der EGFR-Tyrosinkinase-Aktivitdt einhergeht, zeigte sich eine Stdrung der
Valvulogenese mit Linksherzhypertrophie, Aortenklappendysfunktion und Herzversagen.
Histologisch fanden sich verdickte Klappensegel, Kalzifikationen, eine Verdnderung der
extrazelluldren Matrix sowie interstitielle Zellproliferation und Inflammation (Porras und Masters
2015). Fir Prostaglandin E2 zeigte sich via Transaktivierung des EGFR eine Beteiligung an der
pathophysiologischen Entwicklung einer Hypertrophie von Kardiomyozyten in neonatalen
Rattenherz-Zellkulturen (Pang et al. 2016). In neonatalen Kardiomyozyten von Ratten wurde via
B2>-Adrenozeptoren und EGFR-Transaktivierung allerdings ebenfalls das Zelluberleben geférdert
(Chen et al. 2012). Die Ergebnisse unserer Versuche sprechen fiir eine wichtige Rolle des EGFR
in der Entwicklung einer Hypertrophie des Herzens. Die genetische Deletion des EGFR mit einer
auf Proteinebene reduzierten Nachweisbarkeit auf 40% der WT-AKtivitat fuhrt zu einer
Linksherzhypertrophie und -dilatation mit reduziertem Uberleben der Versuchstiere. Histologisch
lielen sich keine Fibrose oder myokardialen Lasionen nachweisen, sondern lediglich vergroRerte
Kardiomyozyten als Zeichen einer physiologischen Hypertrophie mit mdglicherweise fatalen
Arrhythmien als Ausléser der frihen Sterblichkeit (Schreier et al. 2013). Als Zeichen eines
oxidativen Stresses fand sich eine erhohte NOX4 mRNA-Expression und -Aktivitat (Schreier et
al. 2013). Dies spielt im kardialen Umbau und Herzversagen eine Rolle (Tsutsui et al. 2011).
Dabei schranken ROS durch Proteinverdnderungen die kontraktile Funktion ein, aktivieren
Hypertrophie-auslosende Signalkaskaden und leiten eine Apoptose ein (Tsutsui et al. 2011). In
einem Mausmodell, in welchem der EGFR nur in VSMC ausgeschaltet wurde, bestand keine
kardiale Hypertrophie, was gegen eine kompensatorische Hypertrophie aufgrund vaskulédrer
Veranderungen spricht (Schreier et al. 2016). Bei Mdausen mit einer artifiziellen kardialen
Druckuberlastung fuhrte die Applikation eines Urotensin IlI-Antagonisten zu einer kardialen
Dysfunktion mit reduzierter Phosphorylierung des EGFR und erhéhter Apoptose sowie Fibrose.
Uber die Aktivierung des Urotensin-Rezeptors und Transaktivierung des EGFR wurde das
Zelluberleben verbessert (Esposito et al. 2011). Des Weiteren wurde eine wichtige Rolle des
EGFR in der ischdmischen Prakonditionierung in Mauseherzen und HL-1 Myozyten beschrieben,

welche (ber eine Transaktivierung durch Adenosinrezeptoren via MMP, HB-EGF und ERK1/2
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erfolgt (Williams-Pritchard et al. 2011). In der H9C2-Zelllinie von Rattenkardiomyozyten zeigte
sich ein kardioprotektiver Effekt durch Muskarinrezeptoren via EGFR-Transaktivierung
vermittelt Uber den Pl:K/Akt-Signalweg. Dabei konnte ein TNF-o vermittelter ER-Stress and
Apoptose verhindert werden (Miao et al. 2015). Mittlerweile gibt es eine zunehmende Evidenz
fiir eine wichtige protektive Funktion des EGFR durch Transaktivierung bei kardialem Stress (Xu
und Cai 2015; Reichelt et al. 2017). Via EGFR werden abhéngig vom jeweiligen
transaktivierenden GPCR physiologische sowie pathologische Signale vermittelt und
inflammatorische, profibrotische und apoptotische Prozesse in Gang gesetzt. Er verbessert aber
auch das Zelllberleben und vermittelt die physiologische Hypertrophie. Somit ist er auch an der

Aufrechterhaltung und Homoostase der Herzfunktion beteiligt (Grisanti et al. 2017).

5.1.2 Préaparation

Bei der Praparation wurde der proximale Teil der Aorta descendens nach dem Arcus aortae
verwendet und das Gefall unmittelbar nach Austritt aus dem Herzen abgetrennt. Allerdings
erfolgten keine Langenmessungen. Fur C57BL/6-Mduse wurde nachgewiesen, dass die
vasokonstriktive Antwort auf KCI, Noradrenalin und Serotonin abhéngig vom verwendeten
Gefal} ist. Selbst innerhalb der Aorta bestanden Unterschiede zwischen dem thorakalen und
abdominalen Teil. Gleiches gilt fiir die Endothel-abhangige und -unabhdngige Vasodilatation
(Kleinbongard et al. 2013; Yu et al. 2015). Die Praparation der Aortenringe war technisch
herausfordernd, da unter dem Mikroskop prapariert wurde. Es wurde schonend gearbeitet, um
jegliche Scherkrafte zu vermeiden, trotzdem waren die Praparate einem gewissen mechanischen
Stress ausgesetzt. Beim Einfadeln des Drahtes konnte es unter Umstanden zu einer Schadigung
des Endothels mit konsekutiver Reaktion von Endothelzellen wie der Freisetzung von NO oder
vasokonstriktiver Substanzen gekommen sein (Vanhoutte et al. 2017). Perivaskulares Fettgewebe
enthalt ein «adrenerges System» und ist in der Lage Noradrenalin freizusetzen, aufzunehmen und
zu metabolisieren. Fur perivaskuldres Fett von Rattenmesenterien wurde gezeigt, dass es zu einer
Abschwachung der kontraktilen Effekte auf Noradrenalin fiihren kann. Verantwortlich dafiir sind
die Enzyme Semicarbazid-sensitive Aminoxidase (SSAO) und Monoaminooxidase (MAO-A),
welche Noradrenalin spalten (Ayala-Lopez und Watts 2017; Ayala-Lopez et al. 2017). Es bestand
kein Unterschied in der Préparation der beiden Mauslinien. Aufgrund der kleinen Zahl der Tiere

fielen Ungenauigkeiten bei der Praparation aber mdglicherweise stérker ins Gewicht.
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5.1.3 Dehnbarkeit

Die bendtigte Dehnung zum Einstellen einer vergleichbaren Vorspannung war bei den KO hoher
als bei den WT, was bedeutet, dass die Compliance, also die Elastizitat der Aortenringe, nach
Knockout des EGFR erhoht ist und die Gefale weniger steif sind. Der Grund dafir ist ein
dilatatives Remodeling, welches in Aorten und Koronarien von KO nachweisbar war. Der
Aortendurchmesser in WT und KO war gleich, aber histologisch zeigte sich eine reduzierte
Media-Dicke mit erniedrigter Wand-Lumen-Ratio und resultierendem erhéhten Wandstress und
eine leichte Fibrose (Schreier et al. 2011). Bei in vivo-Versuchen waren mittlerer und
diastolischer Blutdruck aufgrund eines geringeren peripheren Widerstands in KO erniedrigt
(Schreier et al. 2013). Der systolische Blutdruck war aufgrund eines erhéhten Schlagvolumens
gleich (Schreier et al. 2013). Zudem konnte in Versuchen mit AT |l gezeigt werden, dass eine
EGFR-abhéngige Mediafibrose und Arterienwandversteifung bei GefaRen mit einem EGFR-KO
in VSMC nachweislich verhindert wird (Schreier et al. 2017). Die Ergebnisse sprechen fir eine
wichtige Funktion des EGFR in der Entwicklung der GefaRarchitektur und der Zell-Homdostase
(Schreier et al. 2017). Histologisch waren keine Unterschiede in den Aorten von Mausen mit
einem postnatalen EGFR-KO nachweishar (Schreier et al. 2016). Die Unterschiede sind deshalb
maoglicherweise auf die entwicklungsbedingten Verdnderungen im Herzen zuriickzufiihren
(Schreier et al. 2016).

5.2 Kontraktionsversuche

5.2.1 Serotonin

Es bestanden keine Unterschiede im Kontraktionsverhalten der Aortenringe zwischen WT- und
KO-Tieren oder zwischen den Geschlechtern. Auf die Applikation von Serotonin reagierten alle
GefaBe mit einer transienten starken Kontraktion. Die Erstbeschreibung dieses Effekts liegt viele
Jahrzehnte zuriick (Watts et al. 2012). Fur Serotonin sind abhangig von der Spezies, des zu
untersuchenden Gefédles, aktivierten Rezeptors, der Endothelintaktheit und des Vorliegens
weiterer vasokonstriktiver Molekiile dilatierende und konstriktive Effekte beschrieben worden.
Letztere werden dabei von 5-HT,a- oder 5-HTig-Rezeptoren vermittelt und kénnen durch ein
beschadigtes Endothel sowie in Anwesenheit anderer VVasokonstriktoren wie KCI, Noradrenalin
und Endothelin-1 verstéarkt werden und den Effekt anderer VVasokonstriktoren wie Angiotensin 11,
Endothelin-1 oder Noradrenalin verstarken (Maassen van den Brink et al. 2008; Watts und Davis
2011). Spéter einsetzende vasodilatierende Effekte beruhen auf mehreren Faktoren wie der
direkten 5-HT7-vermittelten Relaxation von VSMC und der Serotonin-vermittelten Freisetzung
von NO durch Endothelzellen (Watts und Davis 2011; Machida et al. 2013). Eine Beteiligung an
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der Kontraktion von VSMC durch Transaktivierung des EGFR via Serotoninrezeptoren wurde
bisher nicht beschrieben. Allerdings konnten langfristige Effekte wie die Serotonin-induzierte
Aktivierung von 5-HT2s- und geringer 5-HT.c-Rezeptoren in Astrozyten mittels EGFR-
Transaktivierung durch Metalloproteinasen resultierend in einer ERK-Phosphorylierung (Li et al.
2010a) sowie eine 5-HTza-induzierte Proliferation in mesangialen Nierenzellen nachgewiesen
werden (Staruschenko 2014). Fur eine Beteiligung des EGFR an der Serotonin-induzierten
Kontraktion ergab sich in dieser Studie kein Anhalt. Es wurde jedoch nur die maximale
Kontraktion gemessen. Dauer der Kontraktion und allenfalls bestehende Unterschiede in den
vasodilatierenden Effekten wurden nicht betrachtet. Die Ergebnisse konnten in weiteren
Untersuchungen mit Mausen, die einen postnatalen gewebsspezifischen KO fir VSMC hatten,
bestatigt werden (Schreier et al. 2016).

5.2.2 Epidermal Growth Factor

EGF loste eine Vasokonstriktion in den WT-Aorten aus, jedoch nicht bei den KO. Bei der
Auftrennung nach Geschlecht war diese Kontraktion jedoch nur fiir die Mannchen signifikant,
obwohl bei keinem der KO-Tiere eine Kontraktion auftrat. Als Grund dafir kann die geringere
Zahl der Weibchen (n=7 statt n=10) diskutiert werden. Hier fallen einzelne Tiere, welche kaum
reagierten, starker ins Gewicht. Dies zeigte sich z.B. durch eine groRe Streuung der Messwerte.
Aulerdem betrug die maximale EGF-vermittelte Kontraktion weniger als ein Zehntel der KCI-
vermittelten Vasokonstriktion. Die Reaktion auf EGF diente ebenfalls als Erfolgskontrolle des
EGFR-KO. In bisherigen Studien zu der durch EGF ausgeltsten Vasokonstriktion gab es
widerspriichliche Ergebnisse. Fir Kaninchen konnte eine EGF-induzierte Vasokonstriktion in
Aortenringen ausgeldst werden, welche mittels des Tyrosinkinase-Inhibitors RG50864
konzentrationsabhangig reduziert wurde. Dieser Effekt konnte nicht fir Noradrenalin und
Endothelin gezeigt werden (Merkel et al. 1993). In Aortenringen von Ratten, bei welchen das
Endothel entfernt worden war, konnte durch 100nM EGF keine Kontraktion ausgeldst werden.
EGF bewirkt eine Calcium-Sensitivierung in glatten Gefaimuskelzellen. Verantwortlich dafir ist
eine Rho-kinase-abhé&ngige Inaktivierung der Myosin-Leichte-Ketten-Phosphatase via
MEK/ERK1/2-Weg (Sasahara et al. 2015). In Versuchen mit Aortenringen von DOCA (Deoxy-
corticosteronacetat)-Salz-Ratten 16ste EGF hingegen eine ERK1/2-vermittelte Kontraktion aus,
welche durch den PIsK-Signalweg vermittelt wird (Kim et al. 2006). Keine Reaktion auf EGF trat
in Aortenringen normotensiver Ratten im Gegensatz zu hypertensiven Tieren auf. Aufgehoben
werden konnte die Kontraktion durch EGFR-Tyrosinkinase-, Calciumkanal- und MAP-Kinase-

Inhibitoren (Florian und Watts 1999). Auf molekularer Ebene konnte also der PlsK-Signalweg



Diskussion 53

und eine MAPK-Aktivierung fur die Vasokonstriktion verantwortlich sein, wie bereits in anderen

Studien gezeigt werden konnte (Lee et al. 2015).

5.2.3 Kaliumchlorid (KCI)

Kalium-lonen Igsten in allen GeféaRringen eine starke VVasokonstriktion aus. Dieser Effekt wurde
bereits vor tber 100 Jahren beschrieben (Mathison 1911). Dabei handelt es sich um eine
»,mechanische Kontraktion®, welche durch die Erhéhung des extrazelluliren Kalium-Spiegels
ausgeldst wird. Da K*-Kationen fur die Aufrechterhaltung des Membranpotentials entlang eines
Gradienten von intrazelluldr nach extrazellular strémen missen, fuhrt die extrazellulare Erhéhung
des Kalium-Spiegels in glatten Muskelzellen zu einem verminderten Kaliumstrom und einer
Depolarisation der Zelle mit Aktivierung spannungsabhangiger Ca?*-Kanéle, einer Erhéhung des
intrazellularen Ca?* und schlieBlich einer Kontraktion (Karaki et al. 1984). Allerdings war die
Kontraktion der KO deutlich geringer ausgepragt. Da abgewartet wurde bis sich eine stabile
Kontraktion eingestellt hatte, war es mdglich, einen zeitlichen Verlauf zu erstellen und die
Steigung zu berechnen. Dabei zeigte sich, dass die Kontraktion in den WT in sehr viel kirzerer
Zeit erfolgte und schneller ihr Maximum erreichte. Bei Messungen an Carotiden von waved-2-
Mausen hatten EGFR- und PIsK-Inhibitoren keinen Effekt auf eine KCl-induzierte Kontraktion,
die bei HB-EGF KO-Méusen normal war, allerdings wurde hier eine 125 mmol/l Lésung
verwendet (Chansel et al. 2006). In anderen Studien mit Mé&usen, die einen gewebsspezifischen
EGFR-KO in VSMC hatten, konnte kein Unterschied in der durch 25 mM KCI ausgeldsten
Kontraktion zwischen WT- und KO-Tieren nachgewiesen werden. Die Kontraktion der
Aortenringe in den hier gezeigten Versuchen ist in etwa gleich stark der Kontraktion der
weiblichen KO-Tiere in der Versuchsreihe von Schreier und Kollegen (~6 mN) (Schreier et al.
2016). In dieser Studie wurde eine modifizierte Krebs—Ringer-Lésung mit einer niedrigeren K*-
Konzentration (4.7mmol/l) verwendet. Die Konzentration des Ca?* war gleich. Moglicherweise
kénnen die Ergebnisse durch eine verdnderte Zusammensetzung des extrazellularen Milieus
erklart werden. Oder es spielt eine veranderte Regulation von Ca?*-Kationen-Kanéalen als
Adaptation auf die genetische Deletion des EGFR eine Rolle, da der EGFR via PLCy mit der
Bildung von sekundaren Botenstoffen zu einer Freisetzung von Ca?* aus intrazellularen Speichern
und zur Aktivierung von PKC fuhrt, welche ebenfalls in die Kontraktion von SMC involviert ist
(Wang 2017). Die durch ETa-Rezeptoren ausgel6ste Aktivierung und Stimulation des Ca?'-
Einstroms ist HB-EGF- und EGFR-vermittelt. Die Aktivierung von PIsK in VSMC erfolgt durch
GPCR via EGFR (Chansel et al. 2006). Méglicherweise liegt fiir GPCR ein redundantes System
vor, welches sich bei Wegfall der direkten Aktivierung durch den Botenstoff am Rezeptor bei der

,mechanischen Kontraktion* durch KCI bemerkbar macht. Durch EGFR erfolgt eine Aktivierung



Diskussion 54

von Phospholipase C, mit nachfolgender Hydrolyse von PIP,, wobei IP; entsteht, welches Ca?*
aus dem endoplasmatischen Retikulum freisetzt. Zudem wird Phospholipase A aktiviert,
wodurch Leukotrien C4 gebildet wird, welches nicht spannungsabhéangige Ca2?*-Kandle in der
Zellmembran  offnet. Der Ca?-Einstrom &ffnet Kalium-Kanale, welche zu einer
Hyperpolarisation der Zellmembran filhren und dafiir sensitive Ca?*-Kanale 6ffnen, die den Influx
erhéhen (Sanchez-Gonzélez et al. 2010). Auch wenn in den verwendeten Tieren die Gene des
Calcium-Stoffwechsels nicht verandert waren (Schreier et al. 2013), so ist vielleicht doch eine
gestorte Antwort im Rahmen der Calcium-Freisetzung moglich. Die Ergebnisse der Experimente
kdnnten zudem bei héheren K*-Konzentrationen anders ausfallen, da in einer Arbeit fiir Lésungen
mit einer Konzentrationen von 40-50 mM KCI ein maximaler vasokonstriktiver Effekt
beschrieben wurde (Karaki et al. 1984).

5.2.4 Endothelin-1

Endothelin-1 (ET-1) ist ein Peptid und potenter Vasokonstriktor, fiir das bereits friih ein starker
vaso-konstriktiver Effekt auf Aortenringe von Ratten nachgewiesen werden konnte (YYanagisawa
et al. 1988a; Yanagisawa et al. 1988b). Mittlerweile ist Endothelin Gegenstand der Forschung in
der pulmonal-arteriellen Hypertonie (Nadeau et al. 2018), in der arteriellen Hypertonie, v.a. in
Salz-sensitiven Tiermodellen, bei denen ET-1-Spiegel erhoht sind (Davenport et al. 2016) sowie
in der Pathogenese des ischdmischen zerebrovaskuldren Insults und den nach subarachnoidalen
Blutungen ausgeldsten VVasospasmen (Yu et al. 2015). In der Forschung der arteriellen Hypertonie
ist allerdings strittig, ob die erhohten ET-1-Spiegel an der Pathogenese beteiligt sind oder ob es
sich um ein sekundéres Phanomen als Folge eines Endothelschadens handelt (Xu et al. 2017).
Zwei Arten von Rezeptoren spielen in der Blutdruckregulation eine Rolle. ET-1a-Rezeptoren
finden sich auf VSMC und vermitteln eine Vasokonstriktion. ET-1g- Rezeptoren sind in
Endothelzellen nachzuweisen, wo sie die Vasokonstriktion durch die Produktion vasodila-
tierender Substanzen wie Prostacyclin und NO vermindern (Titus und Marappa-Ganeshan 2020).
Endothelin-Effekte sind EGFR-vermittelt. In VSMC léste ET-1 via ETa-Rezeptoren ein
Zellwachstum aus, welches durch eine Inhibition der EGFR-Kinase verhindert werden konnte
(Forrester et al. 2016). ET-1 fuhrte durch erhéhten oxidativen Stress via Aktivierung von c-Src
zu einer Transaktivierung des EGFR und einer Hyperproliferation von VSMC bei spontan
hyperten-siven Ratten (Li et al. 2010). In Mausaorten erzeugte Endothelin eine Phosphorylierung
der MAPK/ERK via EGFR, welche die Genexpression fiir Kollagen I induzierte (Flamant et al.
2003). Zudem fihrte die Inhibition der EGFR-Phosphorylierung in Aortenringen von M&usen zu
einem reduzierten vasopressorischen Effekt, welcher auch in Méusen vorhanden war, die einen

beeintréchtigten EGFR exprimierten (waved-2) (Flamant et al. 2003). In Basilarisarterien von
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Kaninchen konnte durch MAPK-Inhibitoren die ET-1 induzierte Kontraktion sowie in VSMC die
ERK1/2 Stimulation via EGFR unterdriickt werden. Dieser Effekt lie sich auch fir den
selektiven EGFR-Antagonisten AG1478 nachweisen, welcher zudem ET-1 induzierte
Vasospasmen in vivo hemmte (Kawanabe et al. 2004). Bei MesenterialgefaRen von diabetischen
Ratten war die Reaktion auf ET-1 erhoht. Durch eine Behandlung mit AG1478 normalisierten
sich die Spiegel an phosphoryliertem EGFR und die GeféaBreaktionen (Benter et al. 2005). Dies
spricht fur eine Beteiligung des EGFR an der Entwicklung der diabetischen vaskuléren
Dysfunktion (Akhtar und Benter 2013). In Karotiden HB-EGF-defizienter Mé&use war die durch
ET-1 ausgeldste Vasokonstriktion vermindert und der ET-1-induzierte Calcium Peak reduziert.
Dieser Effekt konnte auch in WT durch AG1478, MMP-Inhibition sowie PlzK-Inhibitoren
reproduziert werden (Chansel et al. 2006).

In der hier vorliegenden Arbeit I6ste Endothelin-1 eine stirkere Kontraktion bei den KO im
Vergleich zu den WT aus. Bei der Auftrennung nach Geschlecht sind die Ergebnisse flir beide
Geschlechter nicht mehr signifikant, was an der geringeren Zahl und damit héheren Streuung in
den Subgruppen liegen kann. In Versuchen mit Mdausen, welche einen gewebsspezifischen KO
nur fir glatte GefaBmuskelzellen hatten, zeigte sich ein vergleichbarer vasokonstriktiver Effekt
fur Endothelin-1 (Schreier et al. 2016). Wie bereits erlautert, ist ET-1 ein potenter Vasokonstriktor
wie auch Vasodilatator. Die vasodilatierenden Effekte kénnen wéhrend der Praparation von
Blutgeféalen fiir ex vivo-Versuche durch Schéadigung des Endothels verloren gehen. ET-1 wird
aus endothelialen Zellen freigesetzt und funktioniert im Sinne einer autokrinen Rickkopplung auf
endotheliale ET-1g-Rezeptoren, die zur Freisetzung von Vasodilatoren fiihren (Davenport et al.
2016). Dieser Feedback-Mechanismus limitiert die vasokonstriktiven Effekte durch ET-1 via
ETa-Rezeptoren auf glatte Muskelzellen und spielt eine essenzielle Rolle in der kardiovaskuldren
Homdoostase (Davenport et al. 2016). Niedrige Level vermitteln eine Vasodilatation, hohere und
pathophysiologische Konzentrationen erhéhen den Blutdruck und totalen peripheren Widerstand
(Davenport et al. 2016). Mdglicherweise sind die Ergebnisse praparationsbedingt zu erklaren, was
die hohe Streuung erklaren wiirde. Zum anderen kann diskutiert werden, ob die Kontraktion vor
allem in der arteriellen Hypertonie oder anderen GefaBpathologien eine Rolle spielt, wo der
EGFR hochreguliert ist.

5.2.5 Noradrenalin

Noradrenalin (NA) wurde als KWK appliziert und Igste eine Kontraktion in den Aortenringen
aus, welche in dem Bereich der in der Literatur angegebenen Werte fiir a-Adrenozeptor-
vermittelte Wirkungen in groRen Arterien lag (~1 - 10 nM NA) (Guimarées und Moura 2001).

Dabei war die Kontraktion bei den KO-Tieren mit steigender Dosis starker ausgepragt. Zudem
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kam es bei den WT in hohen Konzentrationen zu einem Abfall des Gefaltonus, was bei den KO
nicht auftrat. NA vermittelt in hohen Konzentrationen auch eine B-adrenerge Wirkung, welcher
diese Vasodilatation zugeschrieben wurde (Sheng und Zhu 2018). Zudem war die Kontraktion
bei den ménnlichen KO in héheren Konzentrationen stérker als bei den weiblichen.

Die Aktivierung von [-Adrenozeptoren und EGFR-Transaktivierung fuhren zu einer
Veranderung des ERK1/2- und Akt-Signalwegs, der tber verschiedene Wege das Zelliberleben
durch eine Veranderung von apoptotischen Genen verbessert (Grisanti et al. 2014). Bi- und B2-
AR transaktivieren den EGFR unabhéngig von G-Proteinen, aber abhéngig von GPCR-Kinase/[3-
Arrestin-vermittelten Signalwegen. Dabei spielt eine Src- und MMP-vermittelte HB-EGF-
Abspaltung eine Rolle. Fiir die B>-AR-vermittelte EGFR-Transaktivierung ist dabei eine PlsK-
abhangige Src-Aktivierung nétig, welche die Einbindung der Rezeptoren in einem Multiceptor-
Komplex verstirkt. Wéhrend der B1-EGFR-Komplex durch eine Bi-AR-Stimulation scheinbar
nicht vermehrt ist, wird der GPCR Kinase/pB-Arrestin-Weg benétigt, um die Verbindung
aufrechtzuerhalten (Grisanti et al. 2017). Der B-adrenerge Effekt in VSMC héngt also starker von
einer EGFR-vermittelten Wirkung ab als der a-adrenerge Effekt. Die Regulation des Blutdrucks
wird u.a. durch den peripheren Widerstand bestimmt, der durch das vegetative Nervensystem mit
Freisetzung von Katecholaminen gesteuert wird. Die wichtigsten sind Adrenalin und
Noradrenalin, welche an den aia-, a1g- und oip-, den aoa-, o2g- und aic- sowie Pi-, Bo- und Ps-
Adrenzeptoren angreifen. a:-Adrenozeptoren vermitteln ihre Wirkung Uber Gg/11-Proteine,
welche PLC aktivieren, die tber weitere Wege intrazellulares Ca?* freisetzt und PKC aktiviert. In
VSMC fiihrt dies zu einer Kontraktion. -Adrenozeptoren vermitteln ihre Hauptwirkung in
Gefdllen durch aktivierende G-Proteine, aber auch inhibitorische G;i-Proteine, welche
Adenylylcyclase aktivieren und cAMP erhdhen. Dadurch kommt es unter anderem zu einer
Aktivierung von Proteinkinase A und der Senkung des intrazellularen Ca?*-Spiegels in Gefaken
und somit einem vom vaskuldren Tonus abhéngigen vasodilatierenden Effekt. In VSMC kommen
beide Arten von Rezeptoren vor, meist liberwiegt jedoch der a-Adrenozeptor-vermittelte Effekt.
In Endothelzellen kommen zudem op-Adrenozeptoren vor, deren Aktivierung zu einer NO-
Freisetzung fiihrt, wodurch vasokonstriktive Effekte abgeschwacht werden. Zudem gibt es auch
B-Adrenozeptoren auf Endothelzellen, welche ebenfalls den Vasotonus beeinflussen (Wehrwein
etal. 2016; Conceicdo-Vertamatti et al. 2017). Es wire also auch eine a-Adrenozeptor-vermittelte
Wirkung durch Endothelzellen denkbar, welche EGFR-abhangig erfolgt. Durch Stimulation von
as-Adrenozeptoren werden allerdings auch pathologische Prozesse im Rahmen der arteriellen
Hypertonie wie Hypertrophie und Migration von VSMC vermittelt (Zhang und Faber 2001;
Roberts 2012). Diese Effekte erfolgen durch die ROS-abhdngige Abspaltung von HB-EGF,
Transaktivierung des EGFR und Aktivierung des MEK1/2- und MAPK-Signalwegs (Zhang et al.
2004). Doch nicht nur fur Langzeiteffekte gibt es Hinweise, sondern auch fir eine EGFR-

vermittelte VVasokonstriktion. Durch Adrenozeptoren kommt es zu einer Aktivierung von MMP
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zum Teil durch mitochondriale ROS, die dann Liganden abspalten, die den EGFR aktivieren (Hao
et al. 2004; Hao et al. 2006). In diesen GefaRen wird fiir die Aufrechterhaltung des adrenergen
Vasotonus die Aktivierung von PIz:K und eine ATP-Synthese bendtigt und durch erhohte Level
von GPCR-Agonisten die Transaktivierung des EGFR verstérkt (Nagareddy et al. 2009). An der
az-Adrenozeptor-induzierten Kontraktion von thorakaler Rattenaorta ist ebenfalls die PIsK- und
ERK1/2-abhédngige Transaktivierung des EGFR beteiligt (Ulu et al. 2010). Die Ergebnisse der
hier dargestellten Versuche stiitzen diese These nicht. Die Aortenringe der WT-Tiere zeigten im
Vergleich zu den KO eine geringere Vasokonstriktion in Gegenwart von NA. Mdéglicherweise
kommt es durch den frihzeitigen Wegfall des EGFR in der Entwicklung zu einer Hochregulation
von adrenergen Signalwegen, welche eine groRere Rolle in der Aufrechterhaltung des Vasotonus
spielen. In diabetischen Ratten sind die Antworten in Mesenterialgefalien auf Vasokonstriktoren
(NA, ET-1, Angiotensin) erhoht und vasodilatierende Effekte von Carbachol und Histamin
vermindert (Benter et al. 2005). Eine Normalisierung konnte durch Behandlung mit dem EGFR-
Antagonisten AG1478 erreicht werden. Die Spiegel an phosphoryliertem EGFR waren im
Mesenterialbett der diabetischen Tiere erhdht und normalisierten sich mit der Behandlung (Benter
et al. 2005). Also konnten die EGFR-vermittelten Effekte bei der Hypertonie vor allem in
pathologisch verénderten Systemen eine Rolle spielen und bei normotensiven Tieren nicht zum
Tragen kommen. Eine weitere Moglichkeit stellt die Hochregulation von a-Adrenozeptoren in
EGFR-KO-Tieren dar, um eine allenfalls EGFR-vermittelte Teilreaktion zu kompensieren. Es
konnte auch zu einer Down-Regulation von 3-Adrenozeptoren als Folge des EGFR-KO kommen.
In einem Mausmodell mit einem geféaRspezifischen KO des EGFR waren die Katecholaminlevel
in WT und KO nicht verandert (Schreier et al. 2016), was gegen eine Downregulation von [3-
Adrenozeptoren Uber eine Desensitivierung aufgrund erhohter Katecholamindosen spricht.

Bei den KO war zudem ein Unterschied in der Reaktion auf hohe Konzentrationen NA zwischen
den mannlichen und weiblichen Tieren nachweisbar, wobei die Kontraktion bei den mannlichen
Tieren deutlich ausgepragter war. Dieser Unterschied war bei den WT-Tieren nicht vorhanden.
Ostrogenrezeptoren werden in Herz- und GefaRmuskelzellen exprimiert, vermitteln genomische
und nicht-genomische Aktionen und regulieren unter anderem die Durchblutung des Herzens
(Machuki et al. 2018). Zudem beeinflusst Ostrogen die Genexpression von B-AR und Calcium-
regulierenden Proteinen, welche Einfluss auf die Kontraktilitdit von Muskelzellen haben.
Membran-gebundene Rezeptoren vermitteln dabei schnelle Effekte (Machuki et al. 2018).

B2-Adrenozeptoren vermitteln ihre Wirkung im physiologischen Bereich iiber Gas-Proteine,
welche tiber eine cAMP-Erhohung zu einem Ca?*-Einstrom und erhohter Kontraktilitat fihren.
Bei hohen Katecholaminkonzentrationen koppeln sie aber an Gaj-Proteine, was zu einer
Unterdriickung der cAMP-Produktion und damit gegenteiligem Effekt zur physiologischen
Wirkung fiihrt. Dieses Phdnomen wird ,,stimulus-mediated trafficking™ genannt (Machuki et al.

2018). Fir eine Untergruppe von Ostrogenrezeptoren (ER,) wurde eine Vasodilatation von glatten
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GefaBmuskelzellen in Aorten nachgewiesen. Durch ER, wird das Enzym PKA in glatten
Gefallmuskelzellen von Aorten erhoht, was fur eine Beteiligung an der GPCR/Gos/CAMP-
Signalkaskade spricht. Zudem wird mafigeblich die Expression von B-AR beeinflusst. In
kardiovaskularen Geweben koppelt ein weiterer Ostrogenrezeptor (GPR30) an klassische GPCR
wie Gos und Go; (Machuki et al. 2018). GPR30 greift wie P>-Rezeptoren an die Gai-
Untereinheiten an und aktiviert zudem den Pl3K/Akt-Signalweg, welche die Apoptose durch Bcl-
2 Proteine hemmt. In weiblichen Rattenmodellen wurde durch Ostrogen via GPR30 und ER, die
Expression von B2-AR erhoht. GPR30 imitiert das duale Koppeln von B2-AR an die Gos- und Gaj-
Proteine (Machuki et al. 2018). Es ware also mdglich, dass die Effekte des EGFR-KO bei
maéannlichen Tieren starker zum Tragen kommen. In Mausaorten wurde zudem eine Vasodilatation
durch Aktivierung G-Protein-gekoppelter Ostrogenrezeptoren beschrieben, die tiber eine NO-
Freisetzung aus Endothelzellen wirkt (Fredette et al. 2018). Auch dieser Effekt konnte

mitverantwortlich fur die schwéchere Kontraktion der Aortenringe von weiblichen Tieren sein.

5.2.6 Carbachol

Carbachol ist ein synthetisch hergestelltes direktes Parasympathomimetikum, welches
strukturverwandt zu Acetylcholin ist und auf nikotinerge und muskarinische Rezeptoren die
gleiche Wirkung hat (Vardanyan und Hruby 2006). Unter physiologischen Bedingungen greift
Acetylcholin an muskarinische Rezeptoren in GeféRen an, von denen im kardiovaskuldren System
funf verschiedene (M1-Ms) bekannt sind. Durch Ma/M4-Rezeptoren werden Signalwege aktiviert,
bei denen Gi-vermittelt eine Hemmung der Adenylylcyclase oder die Regulation von G-Protein-
abhangigen K*-Kanalen erfolgt. M1/s/5-Rezeptoren vermitteln Uber Gq-Proteine eine Aktivierung
von Phospholipase C mit Produktion von IPz und DAG (Eglen 2012). Fiir die Wirkung von
muskarinischen Substanzen spielt die Intaktheit des Blutgefélies eine wichtige Rolle. Die meisten
Gefale reagieren auf Acetylcholin bei intaktem Endothel mit einer Relaxation (Furchgott und
Zawadzki 1980). Dabei wird durch die Aktivierung von Ms/Ms-Rezeptoren in Endothelzellen
eine Reihe von Substanzen freigesetzt, welche parakrin auf VSMC wirken. Dazu gehdren
Prostacyclin, EDHF (endothelium-dependent hyperpolarization factor) und NO. Letzteres
vermittelt die stérkste relaxierende Wirkung und wird durch eNOS gebildet, welche abhangig von
Ca?* und Calmodulin aktiviert wird (Harvey 2012). Ein weiterer indirekter Mechanismus durch
muskarinische Rezeptoren, welcher zu einer Senkung des peripheren Widerstandes fiihrt, ist die
Hemmung der sympathischen Neurotransmitter-Freisetzung durch prasynaptische M-
Rezeptoren (Harvey 2012). VSMC selbst besitzen M1/M3-Rezeptoren, die tiber G4-Proteine bei
einem Endothelschaden eine VVasokonstriktion vermitteln. Der Mechanismus ist ebenfalls PLC-

und IPz-abhdngig. Die damit verbundene Erhohung des intrazellularen Ca?* fihrt zu einer
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Kontraktion durch Calmodulin-abhdngige Aktivierung der Myosin-Leichtketten-Kinase (Harvey
2012). In Mesenterialgefalien diabetischer Ratten war die Reaktion auf Vasokonstriktoren wie
Noradrenalin, Endothelin-1 und Angiotensin Il erhoht, wohingegen die vasodilatierenden Effekte
von Carbachol und Histamin vermindert waren (Benter et al. 2005). Eine Behandlung mit dem
EGFR-Antagonisten AG1478 oder Genistein normalisierte die Anderungen des Vasotonus. Bei
gesunden Tieren trat keine Anderung nach Zugabe der Inhibitoren auf. Zudem waren die Spiegel
an phosphoryliertem EGFR im Mesenterialbett der diabetischen Tiere deutlich erhéht und
normalisierten sich nach Zugabe des Antagonisten (Benter et al. 2005).

Die Endothel-vermittelte Dilatation der Aortenringe durch Carbachol war ab einer
Konzentration von 100 nM gegenlber der Ausgangsspannung messbar. Die Dilatation fiel
bei den KO und bei den WT gleich aus, fir die Gesamtpopulation sowie Weibchen war die
Dilatation in der hochsten Konzentration in einer Varianzanalyse mittels ANOVA
signifikant. Der Grund daflr kdnnte sein, dass die vasodilatierenden Effekte auch abhéangig
von der jeweiligen Vorkontraktion der GefaRe waren, welche bei den KO aufgrund der
starkeren Wirkung von NA hoher war. Allerdings konnte kein Hinweis auf eine Beteiligung
des EGFR an der Endothel-vermittelten Dilatation im physiologischen Zustand gefunden
werden. Versuche mit Carbachol nach Vorkontraktion mit Serotonin an Aortenringen von
Méausen, welche einen VSMC-spezifischen KO fir den EGFR hatten, stlitzen das Ergebnis dieser
Untersuchung (Schreier et al. 2016).

5.2.7 Natrium-Nitrit

Stickstoffmonoxid (NO) wurde schon vor vielen Jahren als ein wichtiger geféRdilatierender
Faktor entdeckt, welcher aus Endothelzellen freigesetzt wird (Robert Furchgott, Louis Ignarro,
Ferid Murad Nobelpreis 1998). Anfang der 1990er Jahre gelang schlieflich der Nachweis der
biochemischen Synthese (Knowles und Moncada 1992). Es handelt sich bei NO um einen sehr
wichtigen Faktor fir die Homoostase des GefaBtonus. Die Synthese erfolgt durch eine
Hydroxylierung von L-Arginin mit Hilfe von NADPH und Sauerstoff durch das endotheliale
Ca?*-Calmodulin-abhéngige Enzym NO-Synthase (eNOS). Im Anschluss erfolgt durch FAD und
FMN sowie BH4 die Spaltung in NO und Citrullin (Conceigédo-Vertamatti et al. 2017). Da NO
sehr klein und lipophil ist, diffundiert es gut in Muskelzellen. Hier aktiviert es die
Guanylylcyclase, welche aus GTP cGMP bildet. Dadurch wird die Proteinkinase G und
nachfolgend eine Phosphatase aktiviert, welche die leichte Kette des Myosins der SMC
dephosphoryliert und so den Muskeltonus erniedrigt. NO hemmt auch den nach intrazellular
gerichteten Ca?*-Transport und vermindert die Ca?*-Empfindlichkeit der kontraktilen Elemente

(Conceicdo-Vertamatti et al. 2017). Stimuli wie Bradykinin, Histamin, Substanz P, Adenosin und
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Scherkrafte fihren zu einer NO-Freisetzung und damit verbundenen Vasodilatation. Dieser
Mechanismus spielt vor allem in arteriellen Gefdllen eine Rolle (Yu et al. 2015). Fir ein
Zusammenspiel zwischen EGFR und NO sind zahlreiche Beispiele vorhanden. In Nervenzellen
10st eine Hypoxie die Aktivierung der EGFR-Kinase via NO aus nNOS aus (Mishra et al. 2010),
fur Zellen aus Bronchialkarzinomen konnte eine NO-vermittelte schnelle Aktivierung des EGFR
durch ionisierende Strahlung gezeigt werden (Lee et al. 2017b). Auch bei triple-negativen (Fehlen
von Ostrogen-, Progesteron-, HER2/NEU-Rezeptoren) Mammakarzinomen fihrt eine NO-
Freisetzung durch iNOS zu einer Aktivierung des EGFR via S-Nitrosylation (Switzer et al. 2012).
Nachfolgend kommt es u.a. zu einer Src-Aktivierung und ERK-Phosphorylierung und mit
Ausschittung proinflammatorischer Zytokine, Chemoresistenz und reduzierter Prognose
(Garrido et al. 2017). Via HB-EGF und EGFR erfolgt tber den PIsK- und MAPK-Signalweg eine
Aktivierung von eNOS, NO-Produktion und Anregung von Migration und Angiogenese
(Demidova-Rice et al. 2012; Camaré et al. 2017).

NO kann Uber zwei verschiedene Mechanismen VSMC aus Aorten relaxieren. Zum einen uber
eine Stimulation der SERCA mit nachfolgender Ca?-Aufnahme ins sarkoplasmatische
Reticulum, zum anderen Uber eine 16sliche Guanylylcyclase-vermittelte cGMP-Bildung, welche
den kontraktilen Apparat desensitiviert (Lima et al. 2014; van de Pol et al. 2017). Die Frage, ob
eine NO-vermittelte Dilatation EGFR bendtigt, ist bisher nicht untersucht worden.

Bei Natrium-Nitrit handelt es sich um einen NO-Donor, der zur Freisetzung von NO metabolisiert
werden muss (Ignarro et al. 2002) und auch via NO-Metabolismus die Durchblutung bei
chronischen Ischamien verbessert (Bir et al. 2012). In dieser Arbeit wirkte die Applikation von
Natrium-Nitrit sowohl bei WT als auch bei KO vasodilatierend. Ab einer Konzentration von 10
UM war der Effekt statistisch signifikant gegentiber der Ausgangsspannung. Es bestand allerdings
kein Unterschied zwischen den WT- und KO-Tieren, was gegen eine Beteiligung des EGFR an
der Uber exogenes NO-vermittelten Vasodilatation spricht. Auch die Endothel-vermittelte
Vasodilatation ist dementsprechend wohl nicht EGFR-abhangig. In Mausen, welche einen
gewebsspezifischen EGFR-KO in VSMC hatten, konnte ebenfalls kein Zusammenhang zwischen
EGFR und NO-vermittelter GefaRdilatation mittels SNAP, einem NO-Donor, nach

Vorkontraktion mit Serotonin nachgewiesen werden (Schreier et al. 2016).

5.3 Fazit

Mause mit einer herz- und geféBspezifischen genetischen Deletion des EGFR zeigten
phanotypisch keine Unterschiede. Bei der Praparation der Herzen fand sich eine ausgepragte
Hypertrophie bei den KO. In Kardiomyozyten von Ratten tritt durch Noradrenalin-Stimulation

eine Hypertrophie auf, welche zu einer Hochregulation von GDF-15 fiihrt. Letzteres fihrt Gber
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eine Hemmung des EGFR zu einem negativen Feedback der Hypertrophie, was auch hier eine
Rolle spielen konnte (Xu et al. 2014). Die Elastizitdt der Aorten war erhoht. Dies ist
maoglicherweise auf die histologisch nachweisbare leicht verminderte Media-Dicke mit
reduziertem Verhéltnis von Wand zu Lumen zuriickzufiihren (Schreier et al. 2013). Zudem kann
die genetische Deletion des EGFR in VSMC eine Wandversteifung und Mediaverdickung durch
chronische Angiotensin Il-Infusion verhindern (Schreier et al. 2017). Auf die Applikation von
EGF erfolgte bei WT eine gering ausgepragte Kontraktion, die bei den KO nicht nachweisbar
war. Auf die Applikation von Serotonin reagierten beide genetischen Varianten gleichermafien
mit einer transienten starken Kontraktion. Auf die Applikation von K* reagierten die Gefalle mit
einer Kontraktion, welche bei den WT deutlich ausgepragter war. Es kam vor allem zu einer
schnelleren Kontraktion bis zum Erreichen des Maximums. Der genaue Grund hierfir ist unklar,
moglicherweise liegt die Ursache im Ca?*-Haushalt begriindet, da via EGFR interne Ca?*-
Speicher angesprochen werden. Eine weitere Mdglichkeit wére eine verdnderte Expression von
Kalium-Kanélen durch den EGFR-KO. Die Versuche mit Endothelin ergaben keinen eindeutigen
Beleg fiir eine Beteiligung des EGFR an der Endothelin-vermittelten Kontraktion der GefaRringe.
Bei der Reaktion auf Noradrenalin zeigte sich in hohen Konzentrationen ein Abfall des VVasotonus
bei den WT-Tieren. Verantwortlich dafiir konnte ein f-Adrenozeptor-vermittelter Effekt sein,
welcher zu einer Vasodilatation fiihrt und nach EGFR-KO nicht mehr vorhanden ist, da auch f3-
Adrenozeptoren via Transaktivierung des EGFR eine Wirkung vermitteln. Verantwortlich konnte
auch eine verdnderte 3-Adrenozeptor-Dichte sein. Die Ergebnisse der Kontraktionsexperimente
entsprechen in Bezug auf die verwendeten Substanzen weitgehend den Effekten, welche in der
Literatur fur C57BL/6-Mdause beschrieben sind (Russell und Watts 2000). Zur Untersuchung der
Endothel-vermittelten Vasodilatation erfolgte eine Applikation von Carbachol, zur Untersuchung
der nicht-Endothel-vermittelten Vasodilatation eine Applikation des NO-Donors Natrium-Nitrit.
Bei beiden gab es keine Unterschiede in der Vasodilatation zwischen WT und KO und somit
keinen Hinweis fir eine Beteiligung des EGFR. Entgegen zuvor durchgefiihrten Studien, in denen
die Beteiligung des EGFR an der Aufrechterhaltung der Vasokonstriktion beschrieben wurde,
fanden sich hier keine Hinweise fur eine Beteiligung des EGFR an der vasokonstriktiven oder
vasodilatierenden Wirkung der untersuchten Substanzen. Dieses war die erste Untersuchung,
welche mit einer herz- und gefél3spezifischen genetischen Deletion des EGFR anstatt mit
Antagonisten, funktionsunfdhigen Rezeptoren oder zwischengeschalteten Signalmolekilen
arbeitete.

GPCR gehdren auch in der Herzinsuffizienz-Forschung zu den priméren Angriffspunkten. Die
Transaktivierung des EGFR wirkt sich positiv auf das Uberleben von Kardiomyozyten aus.
Allerdings vermittelt er auch pathologische Prozesse wie Fibrose und Hypertrophie und steht

deshalb weiterhin im Fokus der Forschung.
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Zudem ist unklar, ob sich die Ergebnisse dieser Arbeit auch auf andere BlutgefédlRe wie
Koronarien, Pulmonalarterien oder zerebrale Gefalle ubertragen lassen. Gerade im Hinblick auf
eine moglicherweise verdnderte B-Adrenozeptor-Antwort konnte dies eine Rolle spielen. In
Koronarien von C57BL/6-Mausen ist die EGFR-Tyrosinkinase sowie nachgeschaltete
Signalkaskaden am myogenen Tonus beteiligt, welcher auf intraluminale Druckwechsel erfolgen
(Amin et al. 2011). Mdglicherweise kommen die Effekte eines EGFR-KO in kleinen Gefélien
anders zum Tragen.

Bisher liefern Modelle mit Inhibitoren sehr kontroverse Daten bzgl. der Wirkung des EGFR im
GefaBsystem (Grisanti et al. 2017). Aus diesem Grund braucht es genetische Modelle wie das in
dieser Arbeit verwendete, um gezieltere Aussagen zu physiologischen und pathologischen

Ablaufen machen zu kdnnen.

5.4  Klinische Bedeutung der Ergebnisse

Der EGFR ist in der Mehrzahl der Adenokarzinome und Plattenepithelkarzinome Uberexprimiert
und deshalb ein wichtiger Teil in der Forschung und Therapie von Krebserkrankungen, wo
EGFR-Antagonisten eine wichtige Rolle in der onkologischen Behandlung spielen. Es werden
EGFR-TKI-Antagonisten verwendet (Tan et al. 2018) sowie monoklonale Antikorper, welche
innerhalb des therapeutischen Spektrums der Behandlung diverser Tumorentitdten einen
wichtigen Stellenwert haben (Moradi-Kalbolandi et al. 2018). Vielbeschriebene Nebenwirkungen
einer Anti-EGFR-Therapie sind Hypomagnesidmien, Infusionsreaktionen, Diarrhoe und alle
Arten von Haut- und Schleimhautproblemen (Arora et al. 2017), seltener schwerwiegende
Lungenfibrosen (Sakao und Tatsumi 2012). Ansonsten scheinen EGFR/ErbB1-Inhibitoren
verglichen mit anderen Tyrosinkinase-Inhibitoren nur eine minimale kardiovaskuldre Toxizitiét
zu haben. Fir Erlotinib wurde eine renale Toxizitat und Hypertonie lediglich in Kombination mit
dem VEGF-A-Inhibitor Bevacizumab beschrieben (Forrester et al. 2016). Die Transaktivierung
des EGFR via GPCR scheint eine wichtige Rolle in der Entwicklung von Resistenzen von
Tumorzellen gegen EGFR-Tyrosinkinase-Antagonisten zu spielen (Kuzumaki et al. 2012) sowie
in der Entwicklung der chronischen Niereninsuffizienz aufgrund fibrotischer Umbauprozesse
(Tang et al. 2013). Dabei ist auch im Hinblick auf mogliche Nebenwirkungen die Erforschung
des EGFR an Herz- und Gefaimuskelzellen wichtig, da der EGFR auch wichtige physiologische
Funktionen erfiillt wie die Erholung im Rahmen akuter Nierenschaden (Tang et al. 2013) sowie
an der Aufrechterhaltung der vaskuldren Homdostase beteiligt ist. Unbestritten sind auch die
Langzeiteffekte durch GPCR, welche via Transaktivierung des EGFR erfolgen. In der
Entwicklung der Arteriosklerose spielt der EGFR eine zentrale Rolle. Bei Mdusen, die eine

fettreiche Nahrung erhielten und bei denen das Apolipoprotein E genetisch deletiert war, erfolgte
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durch den EGFR in arteriosklerotischen Lé&sionen oxidativer Stress, eine Makrophagen-
Infiltration, Induktion pro-inflammatorischer Zytokine und eine SMC-Proliferation, was den
EGFR zu einem maglichen therapeutischen Angriffspunkt macht (Wang et al. 2017).

Da der EGFR nicht nur eine wichtige Rolle in physiologischen Prozessen wéhrend der
Entwicklung der GeféaRarchitektur spielt, sondern auch eine Schnittstelle fir die Aktivierung von
verschiedenen pathologischen Prozessen innerhalb der Gefalle durch Aktivierung von GPCR ist,
ware es von Bedeutung, einen gemeinsamen Angriffspunkt zu haben.

In der vorliegenden Arbeit besteht kein Hinweis auf eine Beteiligung des EGFR an der
Aufrechterhaltung des Blutdrucks durch Kontraktion auf Serotonin, Endothelin-1 und
Katecholaminen. Sie kann also dazu beitragen, die komplexen Vorgédnge, welche bei der
Transaktivierung des EGFR bestehen, weiter aufzuschlisseln und die Forschung in der arteriellen
Hypertonie und ihren Folgen weiter voranzutreiben. Wahrscheinlich miissen weitere Studien
unter pathologischen Versuchsbedingungen erfolgen, bei denen eine chronische Uberstimulation
des EGFR durch GPCR vorliegt. Eine EGFR-Aktivierung geht mit einem erhdhten Vasotonus bei
arterieller Hypertonie einher. Gezeigt werden konnte eine EGFR-vermittelte Vasokonstriktion in
Aortenringen von Ratten sowie eine verstarkte Vasokonstriktion durch ET-1 mit konsekutiv
erhohten systolischen Blutdruck (Chao und Davis 2011). In Arterien eines hypertensiven
Rattenmodells sowie humanen Préparaten von Patienten mit arterieller Hypertonie war die
Endothel-vermittelte maximale Relaxation vermindert sowie die konstriktiven Effekte auf
Endothelin, Serotonin und Noradrenalin erhoht (Li et al. 2007). Zudem schwéchte eine EGFR-
Inhibition durch PKI-166 (EGFR-Tyrosinekinase-Inhibitor) das Fortschreiten der arteriellen
Hypertonie in 5/6-nephrektomierten Ratten ab und erhielt die kardiale und vaskuldre Funktion
(Ulu et al. 2013). Noradrenalin/ Adrenalin vermittelt vor allem via >-Adrenozeptoren eine
Resistenz gegen Anoikis bei hepatozellularen Karzinomen (HCC), was z.T. (iber die Aktivierung
der EGFR-Signalkaskade erfolgt. EGFR-Antagonisten, Adrenozeptor-Blocker und MAO-A
konnten Anoikis einleiten und ein HCC-Fortschreiten verhindern. Zudem wurden B-Blocker als
Krebs-Medikamente getestet und konnten in einigen Studien das Fortschreiten von Brustkrebs
und malignen Melanomen verhindern (Li et al. 2014). Das Ergebnis dieser Arbeit spricht fur einen
maoglichen Effekt auf das Gefalisystem nach Ausschalten des EGFR durch eine Abschwéchung
des p-Adrenozeptor-Effektes. G-Protein-gekoppelte Ostrogen-rezeptoren (GPER) konnten via
Aktivierung von c-Src, EGFR, PIsK und ERK zu einer NO-Bildung fiihren, welche in Mausaorten
zu einer Vasodilatation fiihrte (Fredette et al. 2018). Ostrogene spielen moglicherweise auch eine
Rolle in der Verhinderung einer Hypertrophie von VSMC durch die Downregulation von SIRT1
sowie den AKT- und ERK-Signalweg (Lee et al. 2017a). Auch hier kénnte der EGFR eine Rolle
spielen, so dass im Hinblick auf die Behandlung mit EGFR-Antagonisten in der
Tumorbehandlung von Frauen weitere Untersuchungen sinnvoll wéren, da via EGFR auch

protektive Effekte vermittelt werden.
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55 Ausblick

Die Transaktivierung des EGFR ist aktuell Gegenstand der Forschung in unterschiedlichen

medizinischen Bereichen wie Krebserkrankungen, arterieller Hypertonie, Arteriosklerose,

Herzinsuffizienz und Wundheilung. Als Wachstumsfaktorrezeptor, welcher physiologische sowie

pathologische Prozesse vermittelt, steht der EGFR auch in der klinischen Forschung zunehmend

im Fokus, da Medikamente, die den EGFR als Ziel haben, bereits eingesetzt werden. Durch ein

besseres Verstandnis der Ablaufe, Signalkaskaden und genauen Wirkmechanismen des EGFR

nach Transaktivierung durch GPCR hofft man, akute Effekte von Signalmolekiilen beeinflussen
zu koénnen und langfristige Folgen einer Stimulation des EGFR mit den daraus resultierenden

Folgen verhindern zu kdnnen.

Das Mausmodell dieser Arbeit bietet die Mdoglichkeit, die Rolle des Rezeptors in der

physiologischen Entwicklung sowie im Rahmen verschiedener Reaktionen gezielt zu betrachten,

ohne teilweise unspezifische Antagonisten zu verwenden. Die Experimente lassen einige Fragen
offen, welche flir zukinftige Arbeiten interessant sein kénnten.

o Wie erklart sich der veranderte Effekt auf die Applikation von Kaliumchlorid. Weitere
Versuche mittels verschiedener K*-Konzentrationen und Patch-Clamp-Versuche zur Klarung
einer eventuell verdnderten Ligandenbindung sowie PCR zur Messung der Rezeptordichte
sowie lonen-Messungen in Zellen wéren sinnvoll.

o Wie erklart sich der Effekt des EGFR-KO auf B-Adrenozeptoren? Erganzend konnten
Untersuchungen mit Applikation von B-Blockern erfolgen.

o Kommt es zu kompensatorischen Mechanismen nach EGFR-KO mit einer Zu- oder Abnahme
der Dichte von anderen Rezeptoren?

e Inwiefern spielt der Serotonin-Rezeptor fur die Vasokonstriktion eine Rolle? Kommt es auch
hier analog zu B-Adrenozeptoren zu konzentrationsabhangigen Anderungen?

e Gibt es nach EGFR-KO redundante Signale (iber weitere ErB-Rezeptoren, welche EGFR-
nachgeschaltete Signalkaskaden aktivieren?

e Es sollten weitere Untersuchungen zu Unterschieden zwischen Ménnchen und Weibchen
erfolgen mit der Frage, ob moglicherweise der Ostrogen-Rezeptor im Hinblick auf den EGFR
eine Rolle spielt.

e Untersuchungen von Gefdfen verschiedener Lokalisation (z.B. mesenterial, koronar,

cerebral) im Hinblick auf einen verdnderten VVasotonus waren winschenswert.
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6 Zusammenfassung

Die Transaktivierung des EGFR via GPCR fihrt bekanntlich zu Langzeiteffekten in
Kardiomyozyten und VSMC wie Hypertrophie, Proliferation, Fibrose und ist an der Entstehung
von Arteriosklerose beteiligt. Mdglicherweise kommt es auch zu kurzfristigen Effekten in der
Blutdruckregulation. In der vorliegenden Arbeit wurde an einem Tiermodell untersucht, inwiefern
der EGFR bei Vasokonstriktion und -dilatation eine Rolle spielt.

Fur die Experimente wurde eine Knockout-Mauslinie, bei welcher der EGFR herz- und
gefalspezifisch ausgeschaltet war, mit ihren WT-Wurfgeschwistern in Bezug auf Phénotyp und
dem Verhalten von Aortenringen auf vasoaktive Substanzen verglichen. Dazu wurde
Kaliumchlorid als nicht-rezeptorvermittelter Vasokonstriktor und anschlieBend EGF als
eigentlicher Agonist des EGFR appliziert.

Danach wurden Substanzen untersucht, bei denen eine Transaktivierung im Rahmen des
vasoaktiven Effekts untersucht werden sollte. Dazu zahlte Endothelin-1, Noradrenalin,
Carbachol, Natrium-Nitrit und Serotonin.

Auf die Applikation von Kaliumchlorid reagierten beide Mauslinien mit einer starken
anhaltenden Kontraktion, welche bei den WT starker war und schneller ein Plateau erreichte. Auf
EGF reagierten die WT-Aorten mit einer schwachen Kontraktion, die bei den KO nicht auftrat.
Nach Zugabe von Endothelin-1 fand eine Vasokonstriktion bei beiden Mauslinien statt, welche
bei der Gesamtpopulation der KO stéarker ausgepragt war. Dies spricht gegen eine Beteiligung
des EGFR an der Endothelin-Rezeptor-vermittelten Vasokonstriktion. Hier kénnten eine
kompensatorische Hochregulation von Rezeptoren oder andere Kompensationsmechanismen eine
Rolle spielen.

Auf Noradrenalin reagierten die Aorten mit einer konzentrationsabhangigen Kontraktion, welche
sich initial nicht unterschied. In hohen Konzentrationen kam es bei den WT zu einer
Vasodilatation, die bei den KO nicht zu beobachten war. Verantwortlich dafir sind
wahrscheinlich B-Adrenozeptoren. Moglicherweise spielt der EGFR in der B-Adrenozeptor-
vermittelten Vasodilatation eine Rolle. Ob es sich hierbei mdglicherweise auch um
Hochregulation von a- oder Herunterregulation von B-Adrenozeptoren handelt oder die Effekte
innerhalb der Signalkaskade der Zellen stattfinden, ist unklar. Auf Serotonin trat eine transiente
starke Kontraktion auf, welche sich bei den Mauslinien nicht unterschied. Auch die endothel-
vermittelte und endothel-unabhéngige Vasodilatation nach Vorkontraktion mit Noradrenalin
waren vergleichbar. Zusammenfassend konnte keine Beteiligung des EGFR an der
Vasokonstriktion auf o-Adrenozeptor, Endothelin-1- oder Serotonin-Rezeptoren sowie der

endothel- oder nicht-endothel-vermittelten Vasodilatation nachgewiesen werden. Allerdings
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zeigte sich eine verdnderte Vasokonstriktion auf die Applikation von Kaliumchlorid, die bei den
KO deutlich schwécher und langsamer ausfiel. Somit scheint der EGFR mdglicherweise die
Kalium-vermittelte Kontraktion durch Herunterregulation von Kalium-Rezeptoren oder eine
veranderte nachfolgende Calcium-Freisetzung zu beeinflussen. Zudem gibt es eine Beteiligung
an der B-Adrenozeptor-vermittelten Vasodilatation bei hohen Noradrenalin-Konzentrationen
durch den EGFR.

Die Transaktivierung des EGFR durch GPCR ist klinisch bedeutsam in der Onkologie und
Resistenzentwicklung gegen Medikamente in Krebszellen, wo sie zu einer Aktivierung von anti-
apoptotischen Signalen und Zellwachstum in Krebszellen fuhrt sowie in der Pathogenese der
arteriellen Hypertonie.

Die Beteiligung des EGFR an der Aufrechterhaltung des Blutdrucks und der Beteiligung an der
Kontraktion einzelner Substanzen war bisher unklar. In verschiedenen Studien gab es Hinweise
flr eine Beteiligung. Die Ergebnisse dieser Arbeit sprechen dagegen. Mdoglicherweise spielen die
kurzfristigen Effekte des EGFR eine groRere Rolle in pathologischen Systemen wie bei Vorliegen
einer arteriellen Hypertonie im Rahmen chronischer Uberstimulation durch vasoaktive
Substanzen. Aufgrund der hohen Inzidenz der arteriellen Hypertonie mit ihren mdoglichen
schweren Folgen und der Beteiligung des EGFR an der Pathogenese spielt die Forschung an
diesem Rezeptor zum Verstandnis der Pathogenese und der Entwicklung von Medikamenten mit
einem maglichen zentralen Angriffspunkt trotz Stimulation durch viele verschiedene Substanzen

eine wichtige Rolle.
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Thesen

1. Der Herz- und GeféaR-spezifische EGFR-Knockout flihrt zu einer Hypertrophie der Herzen,

welche wahrscheinlich verantwortlich ist fur die friihere Sterblichkeit.

2. Nach KO des EGFR ist die Dehnbarkeit der Aorta erhdht, was wahrscheinlich an einer
verminderten Media-Dicke der GefaRe liegt.

3. Die Kontraktion der genetisch verdnderten Aorten nach Zugabe von 25 mM KCI ist
abgeschwaécht und die Zeit bis zum Erreichen des maximalen Effekts ist langer.

4. EGF |6st tber den EGFR eine Kontraktion im Organbad aus, welche bei den transgenen

Tieren nicht nachzuweisen ist.

5. Der EGFR ist nicht an der durch Endothelin-1 ausgeldsten Vasokonstriktion im Organbad
beteiligt.

6. Der EGFR ist nicht an der a-Adrenozeptor-vermittelten Vasokonstriktion im Organbad

beteiligt.

7. Der EGFR ist an der B-Adrenozeptor-vermittelten Vasodilatation im Organbad beteiligt.

8. Der EGFR ist nicht an der durch Serotonin ausgeldsten Vasokonstriktion im Organbad
beteiligt.

9. Der EGFR ist nicht an der endothel-vermittelten sowie an der endothel-unabhéngigen
Vasodilatation beteiligt.
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Anlage

Puffer und Ldsungen

Alle Chemikalien wurden in pro analysi-Qualitat oder im besten kommerziell erhaltlichen
Reinheitsgrad verwendet. Soweit keine anderen Angaben gemacht werden, wurde das fir Puffer
und Losungen verwendete Wasser als Reinstwasser aus einer Wasseraufbereitungsanlage

gewonnen.

Genotypisierung der Versuchstiere
Puffer DNA-Extraktion Proteinase K 10 mg/ml, 1,0 M Tris-HCI pH 8,0

(TRISMA-Base), 0,5 M EDTA pH 8,0 (Titriplex-
EDTA), SDS 10 %, 5 M NaCl, Wasser (Sigma), dNTP-
Mix peglab 4x25 pmol

Agarosegel Agarose 2 %, TAE-Puffer, Ethidiumbromid 0,01 %

TAE-Puffer 2 M Tris/Acetat, 5 M Natrium-Acetat, 0,5 M EDTA, pH
7,8

Ladepuffer TAE-Puffer 50 %, Glycerol 50 %,

Kontraktionskraftmessungen an Mausaorten

Tyrode
Stamm | NaCl 17,5 % (g/V)
KCI 1,005 % (g/V)
MgCl. x 6H20 0,56 % (g/V)
Stamm 11 NaHCO3 5,00 % (g/V)
Stamm Il NaH2PO4x H,0 0,29 % (g/V)
NaCl 119,8 mM
KCI 54 mM
MgCl; x 6H,0 1,1 mM
NaHCOs3 22,6 mM
NaH;POs x H,0 0,42 mM
CaClz x 2H.0 2,51 mM
Glukose 5,05 mM
Ascorbinsaure 0,28 mM
Na-EDTA 0,05 mM

pH 7,4
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Verwendete Substanzen

1% SDS
2%iges Agarosegel
CaCl, x 2H,0
Carbachol
Carbogen
dNTP-Mix
EDTA

EGF
Endothelin-1
Ethanol 70%
Ethidiumbromid
Glukose
Heparin
Isopropranolol
KCI

L (+) — Ascorbinsaure
MgCl; x 6H,0
Na,-EDTA
NaCl

NaH:POs x H,0
NaHCOs3
Natrium-Nitrit
Noradrenalin
Pentobarbital
Primer
Proteinase K
Reaktionspuffer
Serotonin
Tag-Polymerase
Tris-HCI

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Biochrom AG, Berlin
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

C. Roth GmbH, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Spofa, Prag, Tschechien
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Gerate und Bezugsquellen
Dual Wire Myograph Modell A 410, Danish Myo Technology, A/S, Aarhus, Ddnemark
Elektrophorese Power Supply, E835, E231, Consort, Turnhout, Belgien

Bildbearbeitung Gimp 2, Creative Commons, Mountain View, USA
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Interface
Kaltlichtquelle
Magnetriihrer
Textbearbeitung
Mikroskop

PCR Gerat
pH-Meter

Pinzette

Pipette

Myo Interface 410A, Danish Myo Technology, A/S, Aarhus, Danemark

Optech PL 2000, Photonic, Wien, Osterreich

RCT basic safety control, Sigma-Aldrich, Steinheim
Word, Excel, Powerpoint, Microsoft, Redmond, USA
Stereomikroskop SM33, Hund, Wetzlar

TProfessional Basic Thermocycler, Biometra, Gottingen
inolab pH 7110, Xylem Analytics, Weilheim
Uhrmacher Pinzette BD 331R, Aesculap, Tuttlingen
neoLab 7, Dumont, Montignez, Schweiz

Research Adjustable, Eppendorf GmbH, Hamburg

Préaparierschale Silikon (Tacosil®), Thauer& Co. KG, Dresden

Graphen
Schere
Schreiber
Spektralphotometer
Thermomixer
UV Licht
Vortexer
Waage

Waage (mikro)
Wérmebad
Zentrifuge

Primer

Primer R4
Primer R6
Primer LacZ
Primer Cre 800
Primer Cre 1200

PCR-Programm

Prism 5, GraphPad Software, San Diego, USA
Federschere, Augenschere, Aesculap, Tuttlingen
Watanabe MC 6715 Multirecorder, Japan

Nanovue™ Plus, Biochrom, Cambridge, UK

Comfort, Eppendorf GmbH, Hamburg

BioDoc-It Imaging System, UVP, Cambridge, UK
Vortex-Genie 2, Scientific Industries, New York, USA
Basic 2100 S, Sartorius, Gottingen

Toledo XA105DU, Mettler Instruments GmbH, Giel3en
Exatherm U3 Electronic, Thermostat, Julabo, Seelbach

Heraeus Fresco 17, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

5¢- GCCTGTGTCCGGGTCTCGTCG-3¢
5‘-CAACCAGTGCACCTAGCCTGGC-3¢
5-GGATAATGCGAACAGCGCACGGCG-3
GCTGCCACGACCAAGTGACAGCAATG
GTAGTTATTCGGATCATCAGCTACAC

Denaturierung 94 °C 2 min 1 Zyklus
Denaturierung 94 °C 30s

Primerhybridisierung |56 °C 30s 35 Zyklen
Elongation 72 °C 1 min

Elongation 72 °C 1 min 1 Zyklus
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