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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Geschichte

Zu Beginn des 20. Jahrhunderts wurde erstmalig eine Form der Hyperkalzamie
beschrieben, welche bei Patienten in Zusammenhang mit einer Tumorerkrankung
auftrat (ZONDEK et al. 1924; GUTMAN et al. 1936). Diese Hyperkalzamie wird als
.,malignancy associated hypercalcemia® (MAH) bezeichnet und ist eines der
haufigsten paraneoplastischen Syndrome. Etwa 40% aller Hyperkalzamien beruhen
auf MAH (MEYER-HEIM und STAUBLI 2002). Urspriinglich wurde sie auf lokale
osteolytische Prozesse zurtickgefuhrt. Dagegen sprach aber, dass MAH sowohl bei
Patienten auftrat, bei denen keine Knochenmetastasen (GELLHORN und
PLIMPTON 1956) nachweisbar waren, als auch in vielen Féallen verschwand

nachdem der knochenferne Primartumor entfernt worden war.

FULLER vermutete 1941, dass die Ursache der MAH in einem ektopischen
Hyperparathyroidismus liege, der auf einen humoralen Faktor zurtickzufiihren sei. Er
nahm an, dass dieser Faktor vom Tumor selbst gebildet und in das Blut abgegeben
werden misse. FULLER ging davon aus, dass es sich bei diesem Faktor um das
Anfang des 20. Jahrhunderts entdeckte Parathormon (PTH) oder eine ahnliche
Substanz handeln misse (FULLER 1941). In den achtziger Jahren des letzten
Jahrhunderts konnte jedoch nachgewiesen werden, dass PTH als Ausléser der MAH
ausscheiden musste, da die Mehrzahl der an MAH erkrankten Patienten erniedrigte
oder nicht nachweisbare PTH — Spiegel aufwies und die Tumoren PTH auf mRNA-
Ebene nicht exprimierten (ENDRES et al. 1989; SIMPSON et al. 1983).

Nach fast 40 jahriger Suche gelang es 1987 schliel3lich drei voneinander
unabhéngigen Arbeitsgruppen ein Protein aus Tumorzellen zu isolieren, welches an
Knochen und Nieren die Wirkungsweise von PTH zu imitieren vermochte (BURTIS et
al. 1987; STREWLER et al. 1987; MOSELEY et al. 1987). Aufgrund dieser Tatsache
und da dieses Protein eine hohe strukturelle Homologie in der N—terminalen
Aminosaurensequenz im Vergleich mit PTH aufweist, wurde es als ,parathyroid

hormone-related peptide” (PTHrP) bezeichnet.
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Schliel3lich konnten KUBOTA et al. 2002 zeigen, dass auch bei Tumorerkrankungen
des Hundes, welche mit einer Hyperkalzamie einhergehen, erhdohte PTHrP-
Konzentrationen im Plasma nachweisbar sind (KUBOTA et al. 2002). Auch bei der
Katze scheinen tumordse Veréanderungen, vor allem Karzinome, PTHrP freizusetzen

und damit eine Hyperkalzamie auszulésen (BOLLIGER et al. 2002).

1.2. Allgemeines / PTHrP — ein vielseitiges Peptidhormon

Kurz nach der Entdeckung von PTHrP wurde bereits deutlich, dass es sich in vielen
Merkmalen von PTH unterscheidet. PTH ist ein Peptidhormon, welches von der
Nebenschilddrise exprimiert und freigesetzt wird. Es spielt eine wichtige Rolle im
systemischen Kalziumhaushalt. Klassische Zielzellen sind Chondrozyten,
Osteoblasten und Osteoklasten des Knochengewebes, sowie die Tubuluszellen der
Nieren. PTH fiahrt hier zu einer intrazellularen Zunahme von 3',5-Cyclo-
Adenosinmonophosphat (cCAMP). Nicht-klassische Zielzellen finden sich im Blut
(Erythrozyten und Lymphozyten), in der Leber, den Glattmuskelzellen, den
Schrittmacherzellen und den Herzmuskelzellen (SCHLUTER 1999).

Im Gegensatz zu PTH ist PTHrP unter physiologischen Bedingungen im Blut nicht
nachweisbar, wird jedoch auf parakrinem, bzw. autokrinem Wege nahezu ubiquitar,
sowohl in normalem als auch in bosartigem Gewebe, freigesetzt. Dazu gehdéren
Epithelzellen, mesenchymales Gewebe, das zentrale Nervensystem (ZNS),
endokrine Drusen, das kardiovaskulare System und Organe mit einem hohen Anteil
an glatter Muskulatur, wie z.B. Darm und Blase (CLEMENS et al. 2001a;
YAMAMOTO et al. 1992; MOK et al. 1989a). Unter pathologischen Bedingungen,
zum Beispiel bei der MAH, kommt es auch systemisch zu einer Freisetzung von

PTHrP als endokrinem Faktor.

Trotz ihrer Ahnlichkeit in der N-terminalen Aminosaurensequenz und ihrer
kalziotropen Fahigkeiten werden PTH und PTHrP von zwei unterschiedlichen Genen,
die auf verschiedenen Chromosomen lokalisiert sind, kodiert. Dabei ist das PTHrP
kodierende Gen deutlich komplexer als das PTH-Gen. Wéhrend sich letzteres aus
nur drei Exons zusammensetzt, besitzt das PTHrP—Gen des Menschen neun Exons,

aus welchem unter der Kontrolle von drei unterschiedlichen Promotoren durch
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alternatives Splicing bis zu zwolf verschiedene Transkripte und drei unterschiedlich
lange initiale Translationsprodukte entstehen kdnnen (SOUTHBY et al. 1996;
CLEMENS et al. 2001a). Welche dieser drei Isoformen (PTHrP 1-139, 1-141 und 1-
173) freigesetzt wird, ist gewebsspezifisch. Hingegen entsteht bei Huhn, Maus und
Ratte jeweils nur eine Form des PTHrP, welches sich bei der Ratte aus 141
Aminosauren und bei Maus und Huhn aus 139 Aminosauren zusammensetzt. Distal
von Aminosaure 111 bestehen speziesspezifisch grof3e Unterschiede, davor jedoch
sind die Sequenzen bis auf zwei Ausnahmen identisch (MARTIN et al. 1991).

Beim Menschen erfolgt die Freisetzung, wie auch bei anderen Spezies, groéfitenteils
in glykosilierter Form. Durch Mitglieder der Prohormon—Convertase—Familie werden
diese initialen Translationsprodukte in verschiedene, aktive Teilpeptide gespalten.
Beim Menschen sind drei aktive Fragmente bekannt: ein N—terminales (PTHrP 1-36),
ein mittregionales (PTHrP 38-94) und ein C—terminales Fragment (PTHrP 107-139)
(BURTIS et al. 1992; ORLOFF et al. 1993; SOIFER et al. 1992). Letzteres wird
aufgrund seiner inhibierenden Wirkung auf die Knochenresorption auch als
Osteostatin bezeichnet (FENTON et al. 1991). Fir ein weiteres C-terminales
Fragment, PTHrP (141-173) ist bisher keine biologische Wirkung bekannt.

88-91 & 89-106
1 NLS 139

1-36 38-94 107-139 141-173
N - terminal mittregional Osteostatin C - terminal

Abb.1.1: Schematische Darstellung der drei PTHrP—Isoformen (PTHrP 1-139, 1-141, 1-173) die durch
alternatives Splicing entstehen, sowie der drei bekannten aktiven Teilpeptide (PTHrP 1-36, 38-94,
107-139); NLS steht fur Nuclear Localization Sequence/nukledre Kernlokalisationssequenz (siehe
Text)
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1.2.1. PTH/PTHrP-Rezeptoren

PTH und PTHrP weisen zwischen den ersten 34 Aminosauren eine begrenzte
Homologie auf. Dabei ist die Homologie zwischen den Aminosauren 1-13 sehr grof3
und nimmt danach deutlich ab. Da in diesem Abschnitt (Aminoséauren 1-34) sowohl
die Bindungsdoméne, als auch der Bereich zur Aktivierung des Rezeptors liegen,
wird hierdurch deutlich, wieso beide Peptide mit gleicher Affinitat an einen Rezeptor
binden kdnnen. Dieser gemeinsame PTH/PTHrP—Rezeptor wird als PTH1-Rezeptor
(PTH1R) bezeichnet (JUPPNER et al. 1991).

Der PTH1R gehdrt zu einer Untergruppe heptahelikaler, G—Protein—gekoppelter
Rezeptoren, zu der auch die Rezeptoren von Sekretin, Calcitonin, Glukagon und
Vasoaktives Intestinales Peptid (VIP) gehéren (JUPPNER 1999; GENSURE et al.
2005). Ein typisches Merkmal fir diese Klasse-lI-Rezeptoren ist die relativ lange,
extrazelluldare N-terminale Doméane, die sich aus etwa 150 Aminoséuren
zusammensetzt und wichtig fur die Ligandenbindung ist (GENSURE et al. 2005). Der
PTH1R wird besonders stark in Nieren und Knochen exprimiert, wo er die
klassischen Effekte von PTH und PTHrP, namlich die kalziotrope Wirkung, vermittelt.
Eine Expression findet man jedoch auch in zahlreichen anderen Gewebetypen, wo er
zur Vermittlung der parakrinen und autokrinen Effekte von lokal gebildetem PTHrP
dient (CLEMENS et al. 2001a). Bei einer Aktivierung kommt es zur Stimulierung der
Adenylatzyklase, was zu einer Erhdhung der cAMP—Konzentration und damit zu
einer Aktivierung der Proteinkinase A fuhrt (CAMP/PKA-Signalweg). Eine weitere
Moglichkeit der Signaltibermittlung besteht in der Aktivierung der Phospholipase C
und der Proteinkinase C (PLC/PKC-Signalweg), jedoch werden die meisten bisher
identifizierten Effekte durch eine Aktivierung des cAMP/PKA-Signalwegs vermittelt
(GARDELLA und JUPPNER 2000). Das PTH1R-Protein ist glykosiliert und unterliegt
Agonisten-abhangig einer Phosphorilierung des intrazellularen, C-terminalen
Abschnitts. Diese Modifizierung ist moglicherweise ein wichtiger Bestandteil der
Rezeptor-Downregulierung und der Rezeptordesensibilisierung (JUPPNER 1999).
Ein weiterer Rezeptor, welcher PTH in vitro bindet, ist der von USDIN et al. 1995
entdeckte PTH2-Rezeptor (PTH2R) (USDIN et al. 1995). Er ist eng mit dem PTH1R
verwandt und weist eine 51%ige Homologie der Aminosauren auf. Jedoch kann
PTHrP weder an diesen Rezeptor binden noch ihn aktivieren (USDIN 1997). Wie der

PTH1R wird auch der PTH2R in vielen Organen und Geweben exprimiert. So konnte
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er im Pankreas und auch in vaskularen Endothelzellen nachgewiesen werden, aber
die grofdte Expression findet sich im Gehirn, so dass eine andere Funktion als die
Regulierung des Kalziumhaushalts nahe liegt (GENSURE et al. 2005; CLEMENS et
al. 2001a; USDIN et al. 1996).

Die Fahigkeit von PTH an den PTH2 Rezeptor zu binden und ihn zu aktivieren ist
speziesabhéngig, so vermag PTH den PTH2R der Ratte kaum zu aktivieren (HOARE
et al. 1999). Daraus und aus der Erkenntnis, dass sich aus dem Gehirn zwar PTH2R-
MRNA, jedoch keine (HOARE et al. 1999) oder nur geringe Mengen (USDIN 1997;
HARVEY und FRASER 1993) PTH—-mRNA isolieren liel3en, entstand die Vermutung,
dass es einen anderen Liganden fur den PTH2 Rezeptor geben muisse. 1999
konnten USDIN et al. aus dem bovinen Hypothalamus ein Protein isolieren, welches
eine geringe strukturelle Homologie mit PTH und PTHrP aufweist und als
Tuberoinfundibular peptide of 39 residues, kurz TIP39, bezeichnet wurde (USDIN et
al. 1999). TIP39 aktiviert selektiv den PTH2 Rezeptor und somit den
Adenylatzyklase—Signalweg deutlich potenter als PTH, so dass TIP39 vermutlich als
primérer Ligand des PTH2R anzusehen ist (USDIN 2000).

Ein weiterer Rezeptor, der PTH3R, konnte 1999 von RUBIN et al. beim Zebrafisch
nachgewiesen werden, wobei sich zeigte, dass dieser Rezeptor vornehmlich mit
PTHrP interagiert (RUBIN und JUPPNER 1999).Sowohl der PTH1-Rezeptor als auch
der PTH2-Rezeptor des Zebrafisches weisen ahnliche funktionelle Eigenschaften auf
wie die entsprechenden Rezeptoren der Saugetiere (JUPPNER 1999). Da es auch
bei Saugetieren Hinweise auf einen Rezeptor gibt, dessen hauptsachlicher Ligand
das PTHrP ist (YAMAMOTO et al. 1997; YAMAMOTO et al. 1998), liegt die
Vermutung nahe, dass es sich dabei um ein Aquivalent des PTH3R des Zebrafisches
handelt (JUPPNER 1999).

Weiterhin gibt es Hinweise auf Rezeptoren fur die C-terminalen und mittregionalen
Fragmente des PTHrP. So konnte ein skelettaler C-terminaler PTHrP-Rezeptor
nachgewiesen werden und auch andere C-terminal spezifische Rezeptoren scheinen
Zu existieren. Auch in Bezug auf die mittregionalen PTHrP Fragmente gibt es
Hinweise fur die Existenz spezifischer Rezeptoren. Es gilt jedoch sowohl fir die C-
terminalen Fragmente als auch fur die mittregionalen Fragmente, dass lber den
Aufbau und die Signalwege der entsprechenden Rezeptoren nur wenig bekannt ist
(CARE et al. 1990; DIVIETI et al. 2005).

10
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1.2.2. Biologische Effekte von PTHrP

In allen bisher untersuchten Geweben haben die unterschiedlichen Fragmente des
PTHrP regulatorische Einflisse auf Entwicklung, Differenzierung und Wachstum.

In den klassischen PTH-Zielzellen in Knochen und Niere vermag PTHrP die Effekte
des N-terminalen Abschnitts von PTH in Bezug auf die Kalziumregulation zu
imitieren. So l6st PTHrP in der Niere einen Anstieg der Kalziumriickresorption und
der Phosphorexkretion aus. Durch eine vermehrte Bildung von 1,25-
Dihydroxycholecalciferol aus 22—Hydroxycholecalciferol und durch eine Stimulierung
der Knochenresorption nimmt PTHrP(1-34) auch indirekten Einfluss auf die
Kalziumregulation (YATES et al. 1988; STREWLER et al. 1987; HORIUCHI et al.
1987).

Im Knochen inhibieren C—terminale Fragmente von PTHrP die Resorption durch
Osteoklasten und nehmen so ebenfalls Einfluss auf den Kalziumhaushalt. Dieser
Effekt wird wahrscheinlich durch das Osteostatin, PTHrP (107-139), vermittelt, wobei
ein anderer Signalweg als bei Calcitonin angenommen wird, da in den Osteoklasten
kein Anstieg von cAMP nachgewiesen werden kann (FENTON et al. 1991;
CORNISH et al. 1997). Weiterhin stimulieren C-terminale PTHrP-Fragmente
Proliferation und Wachstum von Osteoblasten, was gemeinsam mit der Hemmung
der Osteoklastenaktivitat eine wichtige Regulation der Knochenzellfunktionen und
womoglich auch der Knochenmasse darstellt (CORNISH et al. 1999).

Zusatzlich zu der erwahnten Beeinflussung der Knochenresorption und des
Knochenaufbaus ist PTHrP auch an der Chondrozytenproliferation und
—differenzierung und dadurch an der enchondralen Knochenformation beteiligt
(KARAPLIS et al. 1994; LANSKE et al. 1996).

ENDLICH et al. zeigten 1995, dass PTHrP (1-36) in der Niere zu eine Dilatation der
praglomerulédren Gefale und somit zu einer Zunahme des glomeruléaren Blutflusses
fuhrt (ENDLICH et al. 1995). AuRerdem konnte nachgewiesen werden, dass bei
Ratten der renale Blutfluss, die glomerulare Filtrationsrate und die Diurese durch
eine intrarenale Applikation von PTHrP gesteigert werden (MASSFELDER et al.
1996). Auch beim Menschen scheint PTHrP zu den potentesten Vasodilatoren der

Niere zu gehdren (WOLZT et al. 1997). PTHrP gehort also zu den vasoaktiven
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Stoffen, die den renalen Blutfluss und die glomeruldare Filtrationsrate durch
Beeinflussung des renalen Gefal3drucks und der Reninfreisetzung regulieren
(CLEMENS et al. 2001a).

Auch wahrend der Trachtigkeit und in der Plazenta spielen N-terminale und
mittregionale Fragmente von PTHrP eine grof3e Rolle. Dazu gehéren die Relaxation
glatter Muskulatur im Uterus, eine Dilatation der Blutgefafl3e im Uterus, die Regulation
des Kalziumtransfers in der Plazenta, sowie die normale fetale Entwicklung
(CLEMENS et al. 2001a).

PTHrP — , bzw. PTH1R — Gen knockout Mause, die in utero oder bei der Geburt
sterben, geben Hinweise auf eine Beteiligung von PTHrP in der normalen
Entwicklung (KARAPLIS et al. 1994; LANSKE et al. 1996). Dabei hat PTHrP grol3en
Einfluss auf Wachstum und Differenzierung, vor allem bei Knochen- und
Mammagewebe, sowie bei zahlreichen anderen Gewebetypen (STREWLER 2000;
WYSOLMERSKI und STEWART 1998).

Weiterhin ist bekannt, dass PTHrP den plazentaren Kalziumtransport stimuliert. Im
fetalen Kreislauf ist die Kalziumkonzentration in der Regel h6her als im maternalen
Kreislauf, wobei sowohl PTHrP als auch PTH groR3en Einfluss darauf nehmen. Der
Fetus befindet sich also dem Muttertier gegeniber in einem hyperkalzamischen
Zustand (KOVACS und KRONENBERG 1997). Es wird vermutet, dass dieser Effekt
durch das mittregionale Fragment, PTHrP (67-86), vermittelt wird (CARE et al. 1990).

In der glatten Muskulatur werden Effekte von PTHrP tGber den PTH1R vermittelt. Bei
der Ratte verhindern N-terminale Fragmente von PTHrP die Acetylcholin-vermittelte
Kontraktion der glatten Uterusmuskulatur (BARRI et al. 1992). MOK et al. und
BOTELLA et al. konnten zeigen, dass PTH und PTHrP Uber eine Aktivierung der
Adenylatzyklase und der Proteinkinase A eine Relaxation der intestinalen glatten
Muskulatur induzieren (BOTELLA et al. 1994; MOK et al. 1989a). Aul3erdem bewirkt
PTHrP uber eine Entspannung der glatten Gefal3muskulatur eine Vasodilatation.
Auch dieser Effekt wird Uber den PTH1 Rezeptor vermittelt (CLEMENS et al. 2001a).
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Organsystem Funktion von PTHrP

Niere Regulation des renalen Blutflusses und der
glomerularen Filtrationsrate
Regulation der Reninfreisetzung

Regulation des Kalzium-& Phosphorhaushalts

Knochen Beeinflussung der Knochenresorption
Enchondrale Knochenformation

Regulation des Kalziumhaushalts

glatte Muskulatur Relaxation der glatten Muskulatur des Urogenitaltrakts,

des GefalRsystems und des Intestinaltrakts

Uterus/Plazenta Relaxation der glatten Uterusmuskulatur
Dilatation der Blutgefal3e

Regulation des Kalziumtransfers in der Plazenta

Fetus Fetales Wachstum und Differenzierung
Entwicklung der Knochen, des Mammagewebes und

des kardiovaskularen Systems

Tabelle 1.1: Physiologische Funktionen von PTHrP

Wie bereits erwahnt, zirkuliert PTHrP unter physiologischen Bedingungen kaum im
Blut. Die meisten Effekte werden also von lokal produziertem PTHrP Uber auf der
Zelloberflache befindliche Rezeptoren vermittelt. Es wurden jedoch auch Wirkungen
nachgewiesen, die auf intrakrinen Mechanismen beruhen. 1991 zeigten ROBBINS et
al. das PTHrP zwei nukleare Kernlokalisationssequenzen (Nuclear Localization
Sequence, NLS; siehe Abb.1.1) besitzt (ROBBINS et al. 1991). Sie setzen sich aus
den Aminosauren 88-91 und 89-106 zusammen (HENDERSON et al. 1995;
MASSFELDER et al. 1997). Bisher sind nicht alle intrakrinen Wirkungen von PTHrP
bekannt, jedoch wird eine Beeinflussung zellularer Mechanismen vermutet
(CLEMENS et al. 2001a). Es konnte zum Beispiel nachgewiesen werden, dass bei
einer nukledren Lokalisation von PTHrP Skelettzellen unter apoptotischen
Bedingungen eine hohere Uberlebensrate hatten als Kontrollzellen (HENDERSON et
al. 1995) und dass bei einer Zellkultur aus vaskularen Glattmuskelzellen die
Proliferation stimuliert wurde (MASSFELDER et al. 1997).
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1.3. PTHrP im kardiovaskularen System

Zahlreiche Studien haben sich mit der blutdrucksenkenden, vasodilatorischen und
kardialen Wirkung von PTH beschaftigt (MOK et al. 1989c), jedoch gab es immer
wieder widersprichliche Fakten, die nicht eindeutig zu erklaren waren. So haben
Patienten mit einem primaren Hyperparathyroidismus haufig einen erhghten, keinen
niedrigen, Blutdruck, der nach Entfernung der Nebenschilddriise zu Normalwerten
zurlickkehrt. Erst die Entdeckung von PTHrP 1987 brachte eine Erklarung fur das
scheinbar widersprichliche Verhalten von PTH (CLEMENS et al. 2001a).

PTHrP wird in der glatten Muskulatur produziert, wo es die Kontraktilitat und die
Proliferation beeinflusst. Im kardiovaskularen System wird es sowohl in den
Gefalen, als auch im Herzen selber exprimiert.

In den BlutgefaRen wird PTHrP hauptsachlich in vaskuldren Glattmuskelzellen
produziert, es konnte aber auch in kultivierten Endothelzellen nachgewiesen werden
(RIAN et al. 1994; ISHIKAWA et al. 1994a).

Durch eine Stimulierung mit vasoaktiven Peptiden wie Angiotensin I, Serotonin,
Endothelin, Noradrenalin, Bradykinin und Thrombin kommt es zu einer schnellen und
transienten  Hochregulierung der PTHrP—Expression in den vaskularen
Glattmuskelzellen (PIROLA et al. 1993). Auch durch eine Distension der Rattenaorta
mit einem Ballonkatheter (DAIFOTIS et al. 1992) und durch mechanische Stimuli
(PIROLA et al. 1994; NODA et al. 1994; DEGENHARDT et al. 2002) kann es zu
einer Zunahme der PTHrP-Freisetzung kommen. Weiterhin konnte nachgewiesen
werden, dass die Expression in spontan hypertensiven Ratten ebenfalls hochreguliert
ist (NODA et al. 1997).

Uber eine Relaxation der Glattmuskelzellen fuhrt PTHrP zu einer GefaRdilatation und
somit zu einer Regulation des lokalen Blutflusses. Diese vasodilatierende Wirkung
von PTHrP im Gefal3system ist auf eine Aktivierung des PTH1-Rezeptors
zurlickzufiihren, welcher bei Ratten an der Oberflache vaskularer Glattmuskelzellen
exprimiert wird (NICKOLS et al. 1990). Dabei wirkt PTHrP hauptsachlich tber den
cAMP/PKA-Signalweg (MASSFELDER und HELWIG 2003). So kommt es bei einer
Relaxation einer Aortenpréparation zu einer gesteigerten Ansammlung von cAMP
(ISHIKAWA et al. 1994b) und auch die Glattmuskelzellen einer Rattenaorta reagieren

auf N—-terminale PTHrP—Fragmente mit einer erhohten cAMP—Produktion (WU et al.
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1993). Es konnte jedoch auch gezeigt werden, dass eine durch PTHrP ausgeloste
Vasodilatation auch tUber andere Signalwege vermittelt wird. So konnte an isolierten
Endothelzellen aus der bovinen Pulmonalarterie nachgewiesen werden, dass die
Freisetzung von NO Uber den PTH1-Rezeptor vermittelt wird und eine Stimulierung
von cAMP und des Kalzium/Calmodulin—Signalwegs beinhaltet. Moglicherweise
handelt es sich bei NO also um einen second messenger im PTHrP-Signalweg in
Endothelzellen (MASSFELDER und HELWIG 2003; KALINOWSKI et al. 2001). Auch
der Endothelium-derived Hyperpolarising Factor (EDHF) scheint in einigen Fallen an
einer durch PTHrP ausgeldsten Vasodilatation beteiligt zu sein (MASSFELDER und
HELWIG 2003).

Im adulten Herzen findet man die hochste PTHrP-Expression in den Vorhéfen und in
den kardialen Gefal3en. Die atrialen Kardiomyozyten exprimieren PTHrP (BURTON
et al. 1994), im Gegensatz zu den ventrikularen Myozyten, bei denen dies nicht der
Fall ist (SCHLUTER et al. 2000). In koronaren Endothelzellen wird PTHrP wiederum
exprimiert (CLEMENS et al. 2001a) und auch in Endothelzellen anderer Lokalisation
konnte eine Expression nachgewiesen werden (RIAN et al. 1994). Zu den Zielzellen
von PTHrP, sowie auch von PTH, zéhlen atriale und ventrikulare Kardiomyozyten,
Endothelzellen, Glattmuskelzellen, sowie Schrittmacherzellen (SCHLUTER 1999;
MASSFELDER und HELWIG 2003).

Am isoliert perfundierten Rattenherzen fihrt PTHrP zu einer Steigerung der
Herzfrequenz (positive Chronotropie) und zu Kkontraktilen Effekten (positive
Inotropie), wobei letzteres ein alleiniger Effekt von PTHrP zu sein scheint, der
positive chronotrope Effekt aber auch durch PTH herbeigefihrt werden kann
(NICKOLS et al. 1989; OGINO et al. 1995). Der erwéhnte positive inotrope Effekt von
PTHrP wird durch ein Aktivierung der Adenylatzyklase in ventrikularen
Kardiomyozyten ausgetibt (NICKOLS et al. 1989; SCHLUTER et al. 1997). Weiterhin
fuhrt PTHrP bei isoliert perfundierten Rattenherzen zu einer deutlicheren Steigerung
des koronaren Perfusionsflusses als PTH (NICKOLS et al. 1989).

Koronare Endothelzellen setzen sowohl bei mechanischen Stimuli als auch unter
hypoxischen oder unter Energie-verbrauchenden Bedingungen PTHrP frei
(SCHLUTER et al. 2000; DEGENHARDT et al. 2002). Aus den Koronarzellen
gewonnenes PTHrP ist, wie bereits erwahnt, glykosiliert und biologisch aktiv. Es tbt

einen kontraktilen Effekt auf isolierte Kardiomyzyten aus, was die Vermutung nahe
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legt, dass es sich bei PTHrP um einen aus dem Endothel freigesetzten Regulator der
ventrikularen Funktionen handeln konnte (MASSFELDER und HELWIG 2003).

AulRerdem ist PTHrP an der Ausbildung einer Herzhypertrophie beteiligt. Das C-
terminale Ende des PTHrP weist Charakteristika eines Wachstumsfaktors fur adulte
Kardiomyozyten auf, da es uber die Proteinkinase C zu einer Steigerung der
Proteinsynthese, der totalen Proteinmasse und des Zellvolumens fiuhrt. Weiterhin
fordert PTHrP (107-111), vermittelt Gber die mitogen activated protein (MAP) Kinase,
die Aktivitat der fetalen Kreatinkinase-Isoform Kreatinkinase BB (Ck-BB), die bei
einer kardialen Hypertrophie reexprimiert wird (SCHLUTER et al. 1997). Intrakrin tbt
PTHrP, durch eine Translokation in den Nukleus tber seine NLS, einen proliferativen
Effekt auf vaskulare Glattmuskelzellen aus (MASSFELDER und HELWIG 1999; DE
MIGUEL et al. 2001). Auf autokrinem/parakrinem Wege hingegen hemmt PTHrP die
Proliferation der vaskularen Glattmuskelzellen durch eine Aktivierung des
cAMP/PKA-Signalwegs sowie durch eine Blockade des Zellzyklus (STUART et al.
2000).

NYBY et al. konnten 1995 nachweisen, dass eine verlangerte Exposition von PTH
oder PTHrP zu einer verminderten Ansprechbarkeit des vaskularen Gewebes
gegenuber diesen Peptiden fuhrt. Sie vermuten, dass hierzu eine Stimulierung des
Rezeptors mit daraus resultierender Desensibilisierung notwendig ist. Durch die
erwahnte Desensibilisierung kommt es zu einer verminderten cAMP-Antwort und,
indem die regulierende Wirkung auf den Angiotensin II-Signalweg unterdriickt wird,
zu einem Verlust der vasorelaxierenden Eigenschaften von PTH und PTHrP in
isolierten Arterien (NYBY et al. 1995). Auch VILARDAGA et al. beobachteten 2001
dass es nach einer Anlagerung des Proteins B-Arrestin an den PTH1R zuerst zu
einer Aktivierung und anschlieRend zu einer Sequestierung mit darauf folgender
Internalisierung kommt (VILARDAGA et al. 2001). Fiur diese Internalisierung des
Rezeptors scheint eine Aktivierung notwendig zu sein, was wiederum eine
Aktivierung des PKC- und des PKA- Signalwegs voraussetzt. Es gibt jedoch auch
Hinweise darauf, dass Aktivierung und Internalisierung zellspezifisch vollkommen

unabhangig voneinander sein kénnen (SNEDDON et al. 2004).

16



Einleitung

Auch an der fetalen Entwicklung des kardiovaskuléaren Systems ist PTHrP vermutlich
beteiligt (siehe Tab.1.1). Denn obwohl sich das kardiovaskulare System in PTHrP-
knock-out-M&ausen normal zu entwickeln scheint, kommt es bei einer homologen
Deletion des PTH1-Rezeptors zu einer erhbhen fetalen Sterblichkeit. Diese tritt an
den Tagen 9-10 der Graviditat auf, an welchen auch die Entwicklung des Herzens
und der grol3en BlutgefaRe beginnt (PHILBRICK et al. 1996; CLEMENS et al.
2001b). Transgene Mause mit einer Uberexpression von sowohl PTHrP als auch
vom PTH1R in den vaskularen Glattmuskelzellen sterben am 9.-10. Tag der
Trachtigkeit mit deutlich verdinnten Ventrikeln und einer Unterbrechung der
ventrikularen Trabekel (QIAN et al. 1999).

Zusammenfassend kann also gesagt werden, dass PTHrP ein wichtiger Bestandteil
der lokalen Regulation vieler physiologischer Prozesse ist. Im kardiovaskuléren
System wird PTHrP sowohl in den Gefal3en als auch im Herzen exprimiert und fuhrt
dort Uber eine Relaxation der Glattmuskelzellen zu einer Vasodilatation. Diese
vasodilatative Wirkung wird tber den PTH1 Rezeptor vermittelt, dessen Aktivierung
im Herzen sowohl einen positiv chronotropen als auch positiv inotropen Effekt
auslost. Eine verlangerte Exposition von PTHrP im vaskularen Gewebe fuhrt zu einer
Desensibilisierung und somit zu einer Verminderung weiterer durch PTHrP

auslosbarer Effekte.

1.4. Fragestellung

Folgenden Fragen wurde in der vorliegenden Arbeit nachgegangen:

Welche Rolle spielt PTHrP bei der Koronarperfusion isolierter Rattenherzen?

Uber welche Signalwege werden die Funktionen von PTHrP vermittelt?
Welcher Rezeptor ist an den von PTHrP ausgeltsten Effekten beteiligt?

e

Welchen Einfluss hat PTHrP auf die Koronarperfusion isolierter
Mé&auseherzen?

5. Lassen sich die Erkenntnisse Uber die Koronarperfusion auf die glatte
Muskulatur des Gastrointestinaltrakts tbertragen?
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2. Material

2.1. Chemikalien
(Trp?, Tyr*®®) PTH related Peptide (1-36)

Acetylcholin Chlorid

Agarose

100 bp Ladder

Bromphenolblau

Captopril

Carbogen

Diethylether
Dneasy®Tissue Kit (50)

EDTA - Natriumsalz
Ethidiumbromid

Isoprenalin

N, —Nitro-_ -Arginin

Parathyroid Hormon (1-34)
PD 142893

PTH related Peptide (1-34)
PTH related Peptide (7-34)
PuReTaq™ Ready-To-Go™ PCR Beads

TIP 39
Tris/HCI

Bachem AG, CH - Bubendorf

Sigma — Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim
Invitrogen, Schottland, UK

New England Biolabs, Frankfurt/Main

Sigma, Taufkirchen

Synopharm, Barsbuttel

Messer Griesheim, Krefeld

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Qiagen GmbH, Hilden

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen

Serva Feinbiochemica, Heidelberg

Sigma — Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

Calbiochem, Darmstadt

Sigma — Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Bachem AG, CH - Bubendorf
Bachem AG, CH - Bubendorf
Amersham Biosciences, Freiburg

Bachem Biochemica GmbH, Heidelberg
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
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Alle Ubrigen Chemikalien wurden in der héchsten erhéltlichen Qualitéat bei den
Firmen Carl Roth GmbH & Co. (Karlsruhe) und Merck KGaA (Darmstadt) bezogen
und verwendet. Alle Chemikalien wurden nach Herstellerangaben gelost und
aufbewahrt. Fur Losungen, Medien und Puffer wurde, falls nicht anders angegeben,

Aqua demin. als Losungsmittel verwendet.

2.1.1. Primer

Alle eingesetzten Primer stammen von der Firma Invitrogen, Karlsruhe.

2.2. Gerate

2.2.1. Allgemein verwendete Geréate/ Gebrauchsgegenstande

Aqua bidest - Anlage
Glasware
Laborwaage

Magnet - Heizruhrer
Minishaker

Stereolupe
Pipetten
Thermoblock
Wasserbad

Zentrifuge

2.2.2. Spezielle Gerate

Anlage zur Darmperfusion

Gelkammer

Millipore, Eschborn
Schott, Mainz
Kern & Sohn GmbH, Balingen

IKA® Werk, Staufen i.Br.
IKA® Werk, Staufen i.Br.

Nikon, Dusseldorf

Eppendorf — Netheler — Hinz, Hamburg
Labtech International, Burkhardtsdorf
GFL, Burgwedel

Beckmann Coulter®, Krefeld

Eigenbau, Werkstatt des Physiologischen

Instituts, GielRen

ABgene, Hamburg
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Kamera

LANGENDORFF - Apparatur

Netzgerat
Praparationsbesteck

Thermocycler

2.3. Verbrauchsmaterial

Latexballon GroRRe 5

Leinen Operationszwirn Et. Nr. 40
Pipettenspitzen

ReaktionsgefalRe (0,5/ 1,5/ 2,0 ml)

2.4. Tierbedarf

Standarddiat

Tiereinstreu Granulat

2.5. EDV

Chart v4.2 Power Lab®

Microsoft Excel® 2000
Microsoft Power Point® 2000
Microsoft Windows® 2000
Microsoft Word® 2000

SPSS 15.0 fur Statistik

INTAS®, Gottingen

Eigenbau, Werkstatt des Physiologischen
Instituts, Giel3en

Biometra, Gottingen
Aeskulap, Heidelberg

Techne, UK

Harvard Apparatus, Qbiogene GmbH,
Heidelberg
Gruschwitz, Neu - Ulm

Eppendorf — Netheler — Hinz, Hamburg

Eppendorf — Netheler — Hinz, Hamburg

Altromin, Lage - Lippe

Altromin, Lage - Lippe

AD Instruments

Microsoft Corp., USA
Microsoft Corp., USA
Microsoft Corp., USA
Microsoft Corp., USA
SPSS Inc., USA
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3. Methoden

3.1. Perfusion isolierter Rattenherzen

3.1.1. Grundlagen der Perfusion isolierter Rattenherzen

Der Physiologe OsSkAR LANGENDORFF (1853-1908) entwickelte 1895 eine Methode fir
Untersuchungen am isolierten, schlagenden Saugetierherzen. Dabei wird Perfusat
Uber die Aorta ascendens herzwarts gedrickt und bedingt durch die daraus
resultierende retrograde Perfusion des Organs den Schluss der Aortenklappen, so,
wie bei einem Herzen in situ. Dies fuhrt zu einer Umleitung des Perfusionsmediums
in die Koronararterien und stellt somit eine ausreichende Versorgung des Myokards
sicher. Der Abfluss des Perfusats erfolgt Gber den im rechten Vorhof liegenden Sinus
coronarius. Die Ventrikel bleiben weitgehend leer (DORING und DEHNERT 1985).

Ein intaktes Reizleitungssystem im Zusammenhang mit der Versorgung des

Myokards ist die Grundlage fur diese spontan schlagende Herzpraparation.

3.1.2. Aufbau der LANGENDORFF Anlage

Zur Perfusion der isolierten Rattenherzen wurde eine Perfusionsanlage nach
LANGENDORFF eingesetzt. Hierbei befinden sich die Herzen in einer beheizten (37 °C)
und geschlossenen Kammer. In einem Uber dieser Kammer gelegenen
Pufferreservoir wird Perfusat mit Carbogen®, einem Gemisch aus 95% Sauerstoff
(O2) und 5% Kohlendioxid (CO,), begast, danach durch einen Warmetauscher
geleitet und dabei ebenfalls auf 37°C erwarmt. Zwischengeschaltete Dreiwegehahne
ermoglichen das Zufiihren unterschiedlicher Lésungen.
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Perfusionslosung

modifizierte Tyrode — Losung
pH 7,4 bei einer Temperatur von 37°C und bei Anwesenheit von O, und CO;

NacCl 140 mM
KCI 2,7 mM
NaH;PO4x H,O 0,4 mM
MgCl, x 6 H,O 1,0 mM
Glucose 50mM
CaCl; x H,0 1,8 mM
NaHCO; 24 mM

Ein Latexballon, der im linken Ventrikel platziert wird, sowie die Perfusionskanile
sind jeweils mit Druckaufnehmern verbunden und dienen der Messung und
Protokollierung. Dabei werden der Perfusionsdruck (PerfPres), auch diastolischer
Aortendruck genannt, der linksventrikulare systolische (SysP) wund der
linksventrikulare diastolische Druck (DiasP), sowie die Herzfrequenz (HF)
aufgezeichnet. Zur Bestimmung des mittleren Perfusionsflusses wird abflieRendes

Perfusat mit einem Messzylinder aufgefangen.

Rollen - Pumpe
Reservoir
1
- — 1
Reservoir
Warmetauscher 2
Carbogenbegaste
Perfusionslésung
P
Druckaufnehmer
Perfusionsdruck
temperierte / , Druckaufnehmer Ballonkatheter
Warmekammer (SysP, DiasP, HF)
intraventrikularer Ballon

Abbildung 3.1.: Aufbau der Perfusionsanlage nach Langendorff (DORING und DEHNERT 1985)
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Die Herzen wurden aus weiblichen, drei bis vier Monate alten Wistar — Hannover —
Ratten mit einem Lebendgewicht von 200g + 20g (Schwankungsbreite) entnommen.
Diese Ratten wurden im Tierstall des Physiologischen Instituts der Justus — Liebig —
Universitat gezichtet und aufgezogen. Sie wurden in Gruppen von 7 Tieren in 34 x
55 x 21 cm (Breite x Tiefe x Hohe) groflen Kafigen auf Tiereinstreu Granulat
gehalten. Die Umgebungstemperatur lag bei 24 + 2°C und es wurde ein Tag — Nacht
— Rhythmus von zwo6lf Stunden eingehalten. Futter (Standarddiat: Altromin®) und

Wasser standen ihnen ad libitum zur Verfligung.

3.1.3. Praparation der isolierten Herzen

Durch eine kurze Diethylethernarkose wurden die Ratten in den Zustand einer tiefen
Bewusstlosigkeit versetzt. Die Tiefe der Narkose wurde durch den Cornealreflex und
eine Kontrolle des Muskeltonus udberpruft. Daraufhin wurden die Ratten durch
Genickbruch getotet und das Abdomen wurde erdffnet. Nach dem Entfernen des
Zwerchfells wurde das Herz mit den anhangenden Organen entnommen und sofort
in eine Petrischale mit physiologischer, 4°C kalter Kochsalzlésung gegeben um alle
Stoffwechselprozesse zu verlangsamen und so eine Ischamie zu verhindern.

Nun wurde die Lunge entfernt und die Aorta ascendens dargestellt. Hierzu wurden
die Reste des Osophagus, der Trachea und des Thymus durch vorsichtige
Praparation entfernt und die Aorta im Aortenbogen abgesetzt. AnschlieRend wurde
das Herz im Aortenbogen an einer Perfusionskantle aus Edelstahl (& 1,8 mm) der
LANGENDORFF — Perfusionsanlage mit einer Klemme befestigt und mit
Operationszwirn (Nr. 40) endgultig fixiert. Dabei durfte die Kanile nicht zu tief
eingefuhrt werden um den Schluss der Aortenklappen nicht zu beeintréachtigen und
die Coronarostien nicht zu verschlieBen. Ab diesem Zeitpunkt wurden die Herzen
bereits mit erwarmtem, Carbogen® - begastem Standardpuffer versorgt. Die
Ausgangsrate betrug 2,5 ml/min und wurde wahrend der Stabilisation auf einen
mittleren Fluss, der einem Perfusionsdruck von 50mm Hg entsprach, gesteigert.

Zuletzt wurde der Latexballon (GroRRe 5) in den linken Ventrikel eingefiuhrt.
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3.1.4. Versuche

3.1.4.1. Versuche unter flusskonstanten Bedingungen

Eine Kontraktion oder Relaxation der glatten Muskulatur der Coronararterien kommt
in einer Anderung des GefaRradius zum Ausdruck. Dies fiihrt bei einer Perfusion mit
konstantem Fluss zu einer umgekehrt proportionalen Anderung des
Perfusionsdrucks (DORING und DEHNERT 1985).

Bei den Versuchen unter flusskonstanten Bedingungen wurde der mittlere Fluss,
nach einer Stabilisierungsphase, von einer zwischen Pufferreservior und Herz
geschalteten Rollenpumpe konstant gehalten.

Nach dem Anhangen des isolierten Herzens begann die oben erwahnte
Stabilisierungsphase von 20 Minuten. Wéahrend dieser wurden der Fullungsgrad des
Ballons und die Flussrate langsam auf den Basalwert eingestellt. Dieser betrug fur
den diastolischen Druck 11 — 12 mm Hg, was einem physiologischen diastolischen
Druck entspricht, und stellte eine mittlere Flussrate dar, die einem Perfusionsdruck
von 50 mm Hg entsprach.

In situ werden Warmbliterherzen mit einem Druck perfundiert, der weitgehend dem
diastolischen Aortendruck (70 — 90 mm Hg) entspricht. Allerdings ware dieser
Perfusionsdruck fiir das isolierte Herz zu hoch. Ein basaler Perfusionsdruck von
50 mm Hg wurde aus mehreren Grinden gewahlt. Bei salinen Lésungen ist der Fluss
doppelt so hoch wie bei der Verwendung von Vollblut oder Plasma, da der
Stromungswiderstand der salinen Perfusionslésung nur etwa 50% des Plasmawerts
betragt. Weiterhin kann es durch die konstante unphysiologische Belastung der
Aortenklappen zum Durchschlagen kommen. Zusatzlich wirde das Auftreten des
Gewebeddems, welches durch den fehlenden kolloidosmotischen Druck ohnehin
entsteht, verstarkt (DORING und DEHNERT 1985).

Nach 20 Minuten Aquilibrierungszeit hatten die gemessenen Herzfunktionen ein
stabiles Plateau erreicht und der Versuch wurde gestartet.

Dabei erfolgte je nach Protokoll (Versuchsprotokolle siehe Ergebnisteil) die Perfusion
mit unterschiedlichen Substanzen, die der Perfusionslésung in den verschiedenen
Pufferreservoirs zugefiigt worden waren. Jedoch wurde bei allen Versuchen L-NA,

kurz fur N,-Nitro-_-Arginin, in einer Konzentration von 100uM eingesetzt. L-NA ist ein
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NO-Synthase-Inhibitor, der der Vorkonstringierung der KoronargefdlRe diente. Die

Perfusionsdauer wurde je nach Protokoll variiert.

3.1.5. Erfassung der physiologischen Parameter

Es wurden funf unterschiedliche physiologische Parameter erhoben: der Fluss, der
Perfusionsdruck, die Herzfrequenz, der systolische sowie der diastolisch Druck. Der
linksventrikular entwickelte Druck (LVDP) entspricht der Differenz zwischen
systolischem und diastolischem Druck. Die Messung des systolischen, bzw. des
diastolischen Drucks und der Herzfrequenz erfolgte Uber den im linken Ventrikel
positionierten Latexballon. Dieser war mit aqua bidest. gefillt und mit einem
Druckaufnehmer verbunden. Durch den Fullungsgrad des Ballons wurde der Druck
innerhalb des Ventrikels auf einen Basalwert zwischen 11 — 12 mm Hg eingestellt.

Diese Fullung des Ballons wurde fur den Rest des Versuchs konstant gehalten.

Katheter zum Druckaufnehmer

Perfusionskantle |—‘ ‘ ‘

e

Latexballon

Linker Ventrikel

Abb.3.2.: Schematische Darstellung der Lage des Ballons

Die gemessenen Impulse wurden Uber einen externen Aufnehmer und einen
Analog — Digital — Wandler zu einem PC tbermittelt.

Der Perfusionsdruck wurde Uber ein mit aqua bidest. gefiilltes Kathetersystem,
welches oberhalb der Perfusionskanile abzweigt und wiederum mit einem

Druckaufnehmer verbunden ist, protokolliert.
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3.2. Perfusion eines Duodenumsegments der Ratte

3.2.1. Aufbau der Perfusionsanlage

Die Anlage zur Darmperfusion besteht aus einem doppelwandigen,
thermoregulierbarem Versuchsgefal3, welches lber ein Wasserbad mit Pumpe bei
einer konstanten Temperatur von 37°C gehalten wird. Dieses Versuchsgefald fasst

etwa 50 ml und wird mit physiologischem Darmpuffer, der auf 37°C vorgewarmt

wurde, aufgefullt.

Darmpuffer

pH 7,4 bei einer Temperatur von 37°C und bei Anwesenheit von O, und CO,

NaCl 137 mmol/l
KCI 2,7 mmol/l
NaH,PO4x H,0O 0,4 mmol/I
MgCl, x 6 H,O 0,5 mmol/I
Glucose 5,5 mmol/I
CaCl; x H,O 1,8 mmol/l
NaHCO; 11,9 mmol/l

Carbogen® { 99% Oz JIL

5% CO,

Kraftauf-

D I dgefan
U nehmer

Thermostat F- |
37°C E

| | 2

Abb.3.3.: Schematische Darstellung der Anlage zur Darmperfusion
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In das Versuchsgefal? wird auRerdem ein Glasrohr gefuhrt, Gber welches der Puffer
mit Carbogen® begast wird und an dem das eine Ende des Darmsegments befestigt
wird.

Das andere Ende des Darmsegments wird mit einem Kraftaufnehmer verbunden, der
wiederum an einen PC angeschlossen ist. Dieser dient der Aufzeichnung der

registrierten Daten Uber Kontraktionsstéarke und Kontraktionsfrequenz.

3.2.2. Versuchstiere

Zur Reduzierung des Tierbedarfs wurde der Darm Tieren entnommen, die zur
Durchfuhrung von Herzperfusionsexperimenten betaubt und getttet wurden. Die
Ratten entstammten hierbei dem gleichen Kollektiv wie schon unter 3.1.3.

beschrieben.

3.2.3. Praparation des Darms

Die Ratten wurden durch eine kurze Diethylethernarkose in den Zustand einer tiefen
Bewusstlosigkeit versetzt. Anhand des Cornealreflexes und durch eine Kontrolle des
Muskeltonus wurde die Tiefe der Narkose Uberprift. Daraufhin wurden die Ratten
durch Genickbruch getotet und das Abdomen wurde eroffnet.

Etwa 2 cm hinter dem Pylorus wurde ein circa 10 cm langes Duodenumsegment
entnommen und sofort in 4°C kalte, physiologische Kochsalzlésung verbracht.

Dann wurde ein etwa 4 cm langes Duodenumsegment an beiden Enden mit
Operationszwirn ligiert, wobei der Darminhalt im Darm verblieb um die durch den
mechanischen Reiz des Darminhalts ausgeldosten Kontraktionen zu ermdglichen.
Anschlieend wurde das Darmpraparat in das Versuchsgefal? dberfihrt und an

Kraftaufnehmer, bzw. Glasrohr befestigt.

3.2.4. Versuche

Nach Befestigung des Darms im Versuchsgefal3? wurde der Versuch mit einer
Stabilisierungsphase von 10 min begonnen. In dieser Zeit entwickelten sich die
Eigenkontraktionen des Darms, die durch die kalte Kochsalzlésung unterbunden

worden waren. Nach Beendigung der Stabilisierung wurden, je nach Protokoll, dem
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Darmpuffer im Versuchsgefald unterschiedliche Substanzen zugesetzt, bzw. der
Darmpuffer komplett ausgetauscht. Dabei wurden die Verdnderungen der
Kontraktionsstarke tUber den Kraftaufnehmer aufgezeichnet. Die Protokolle sind im

Ergebnissteil ndher beschrieben.

3.3. Perfusion isolierter Mauseherzen
3.3.1. LANGENDORFF — Anlage

Auch zur Perfusion der isolierten Mauseherzen wurde eine Anlage nach
LANGENDORFF verwendet. Sie entsprach in ihrem Aufbau der Anlage zur Perfusion

isolierter Rattenherzen (siehe 3.1.2. Aufbau der LANGENDORFF Anlage).
3.3.2. Versuchstiere

Die Herzen wurden aus weiblichen, vier bis acht Monate alten Mausen isoliert. Es
handelte sich bei den Tieren um eNOS — ,knock — out* — Mause, sie wiesen eine
partielle (heterozygot eNOS™), eine vollstandige (homozygot eNOS™) oder keine
(Wildtyp eNOS™*) Deletion des eNOS — Gens auf. Bei der Entwicklung von eNOS —
.Knock — out® — Mausen wurde das eNOS — Gen deaktiviert indem das Exon 12
durch andere Sequenzen, die das Neomycin — Resistenz — Gen enthalten, ersetzt
wurde. Dies unterbricht die Calmodulin — Bindungsdoméane, die fur die eNOS
Funktion essentiell ist (SHESELY et al. 1996).

Die Tiere wurden im Tierstall des Physiologischen Instituts der Justus — Liebig —
Universitat gezlchtet und aufgezogen. Sie wurden in Gruppen von 3 - 4 Tieren in 21
x 39 x 16 cm (Breite x Tiefe x Hohe) grof3en Kafigen auf Tiereinstreu Granulat
gehalten. Die Umgebungstemperatur lag bei 24 + 2°C und es wurde ein Tag — Nacht
— Rhythmus von zwdlf Stunden eingehalten. Ihnen standen Futter (Standarddiat:
Altromin®) und Wasser ad libitum zur Verfiigung.

Bevor die Tiere fir die Perfusion der isolierten Mauseherzen eingesetzt wurden,
wurden sie einer Genotypisierung unterzogen. Sowohl homozygot, als auch

heterozygot getestete Tiere wurden fiir die Perfusion verwendet.
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3.3.3. Genotypisierung der Mause

3.3.3.1. DNA - Gewinnung

Nach Kriterien des 89(2), Abs.4b) des Tierschutzgesetzes (Aktenzeichen: IVMr46-
533 30.03UGI 36.12.02 (Gentechnik Tierstall) & V 54-19 c¢ 20-15(1) Gl 20/1
(Tierversuch)) wurde ein Eingriff ohne Betdubung an den Tieren vorgenommen.
Durch ein Schwanzspitzenbioptat wurde DNA zur Genotypisierung gewonnen. Der
durch eine Betaubung zugefihrte Schmerz ware hierbei schwerwiegender und
langwieriger gewesen, als der durch den Eingriff ausgeldste Schmerz.

Per Scherenschlag wurde den Mausen ohne Betdubung die Schwanzspitze
amputiert und in ein Eppendorfgefal3 gegeben. Die Mause wurden anschlieRend
separiert und zur ldentifizierung in gekennzeichneten Kafigen untergebracht.

Zur DNA — Gewinnung wurde ein DNeasy Kit® herangezogen. Im Gegensatz zu
einer herkdbmmlichen DNA — Isolierung erhielt man durch das Befolgen der im
DNeasy Kit® beschriebenen Arbeitsschritte mit den enthaltenen Ingredienzien ein

Produkt von deutlich hdherer Reinheit bei weniger Zeitaufwand.

3.3.3.2. PCR - Analyse

Anhand einer PCR — gestltzten Analyse genomischer DNA wurde der Nachweis des
Genotypus ermittelt. Da die Sequenzen des Neomycin — Resistenz — Gens in der
-knock — out” Maus auftreten, und die des Exon 12 des eNOS — Gens in der Wildtyp

— Maus vorkommen, wurden diese Sequenzen zur Unterscheidung amplifiziert.

homozygot heterozygot Wildtyp
Neomycin -
Resistenz - Gen Positiv Positiv negativ
Exon 12 Negativ Positiv positiv

Alle Arbeitsschritte erfolgten unter sterilen Bedingungen um eine Kontamination der
genomischen DNA zu verhindern.
Bei der PCR zur Amplifizierung der DNA wurden PCR — Beads® eingesetzt. Jeweils

eine der PCR — Beads® wurde mit 23 ul Primer - Mix in ein Reaktionsgefald gegeben
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und fir 5 Sekunden gevortext. Nun wurden 2 pl DNA — Probe dazugegeben und
durch vortexen (5 Sekunden) mit den aufgeldsten PCR — Beads® und dem Primer —
Mix vermengt. Die Proben wurden anschlieBend bei einer fur den Primer

spezifischen Zykluszahl und Temperatur im Thermocycler behandelt.

Primer
WT — Sense GCA TCA CCA GGA AGA AGA CC
WT — Antisense GAC CCATACAGATGGTTG CC
MUB TCA AGA AGG CGA TAG AAG GC
MUF CTC GAC GTT GTC ACT GAA GC
Primer — Mix
WT — Sense 5ul
WT — Antisense 5ul
MUB 5ul
MUF 5 ul
Aqua bidest. 3ul
DNA - Probe 2 ul

¥ 25 pl/PCR — Bead®

Folgende Programme wurden im Thermocycler durchlaufen:

Programm 1: Denaturierung 94°C, 6 min

(1 Zyklus)

Programm 2: Denaturierung 94°C, 1 min

(34 Zyklen) Annealing 55°C, 1 min
Amplifikation 72°C, 2 min

Programm 3: Kihlen 4°C

Die Proben wurden nun zur Auftrennung der PCR — Amplifikate auf ein horizontales
2%iges Agarose — Gel aufgetragen.

Dazu wurden 1,5 g Agarose und 75 ml 1XTAE — Puffer (Tris — Acetat/EDTA — Puffer)
in einem Erlenmeyerkolben vermischt und bis zur vollkommenen LG6sung der

Agarose erhitzt. AnschlieBend wurden 3,8 pl Ethidiumbromid hinzugefiigt und das
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Gemisch in eine Gelkammer mit Profilformer gegeben. Nach dem vollstandigen
Ausharten des Gels wurde es mit 1XTAE — Puffer tberschichtet und mit den Proben
beladen. Diese bestanden aus 8 pl PCR — Amplifikat vermengt mit 2 ul TAE —
Auftragspuffer. Ein 100 Basenpaarmarker wurde mit auf das Gel aufgetragen und

diente zur Identifizierung der Fragmentgro3e der zu untersuchenden Proben.

10xTAE — Puffer:

Tris/HCI 40 mmol/l

EDTA 1 mmol/l
Agaroseqgel:

Agarose 159

IXTAE — Puffer 75 ml

Ethidiumbromid 3,8 ul

TAE — Auftragspuffer (farblos):
10xTAE — Puffer x ml

Saccharose 50 % (wt/vol)

Die Gelelektrophorese fand bei einer konstanten Stromstérke von 75 mA statt. Nach
einer ausreichenden Auftrennung des Markers (nach etwa 1 — 1,5 h) fand eine
Betrachtung unter UV — Beleuchtung (312 nm) statt. Der in die DNA — Fragmente
interkalierende Farbstoff Ethidiumbromid fluoreszierte violett. Das Gel wurde
fotografiert, ausgedruckt, ausgewertet und archiviert.

3.3.3.3. Genotyp — Identifizierung

Nach der erfolgreichen Auftrennung der PCR — Produkte ergab sich immer
mindestens eine Bande. Fur das Neomycin — Resistenz — Gen stand dabei eine
542 bp — Bande (homozygote Tiere (HO)), wahrend das intakte eNOS — Gen durch
eine 256 bp — Bande (Wildtyp — Tiere (WT)) angezeigt wurde. Heterozygote Tiere
(HE) wiesen beide Banden auf. Nun konnten die Tiere, nach erfolgreich
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abgeschlossener Genotypisierung, fur Versuche oder eine Nachzucht verwendet

werden.

HO HO HO HE WT WT HO WT HE HE HE HO HE HE

Abb.4: Genotyp - Identifizierung

3.3.4. Praparation der Mauseherzen

Die Praparation der Mauseherzen erfolgte analog zu der Praparation der
Rattenherzen (siehe 3.1.4. Praparation der isolierten Herzen), jedoch wurde die
Entfernung von Thymus und Geweberesten unter einer Stereolupe mit einer
13,5-fachen VergréRerung durchgefihrt. AuRerdem betrug der Durchmesser der
Perfusionskanule 0,8 mm und es wurde auf das Einfuhren eines Latexballons
verzichtet.

Auch bei der Perfusion der Mauseherzen wurde der Perfusionspuffer wie unter 3.1.4.

erwahnt verwendet.

3.3.5. Versuche

Die Versuche wurden unter flusskonstanten Bedingungen durchgefuhrt. Dies wurde
durch eine Rollenpumpe, die zwischen Pufferreservoir und Herz geschaltet war,
ermoglicht. Nach dem Anhangen des isolierten Mauseherzens begann wieder eine
Stabilisierungsphase von 20 Minuten. Wahrend dieser wurde der mittlere Fluss
langsam auf einen Basalwert eingestellt, der einem Perfusionsdruck von etwas 70
mm Hg entsprach.

Nach der Beendigung der 20 - minttigen Stabilisierung wurde der Versuch gestartet.
Dabei erfolgte je nach Protokoll die Perfusion mit unterschiedlichen Substanzen, die
der Perfusionslésung in verschiedenen Pufferreservoirs zugefugt wurden. Auch die

Perfusionsdauer wurde je nach Protokoll (siehe Ergebnisteil) variiert.
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3.3.6. Erfassung der physiologischen Parameter

Bei der Perfusion der isolierten Mauseherzen wurde auf das Einfihren eines
Latexballons verzichtet. Daher konnten nur der Perfusionsdruck sowie der
Perfusionsfluss erfasst werden. Dieser wurde Uber ein mit aqua bidest. gefllltes
Schlauchsystem, welches oberhalb der Perfusionskantle abzweigte und wiederum

mit einem Druckaufnehmer verbunden war, protokolliert.

3.4. Statistik

Die quantitativen Ergebnisse wurden als Mittelwert (MW) + dem Standardfehler
(SEM) aus n unabhéangigen Einzelexperimenten angegeben. Bei Veranderungen des
Perfusionsdrucks oder der Herzfrequenz wurde eine einfaktorielle ANOVA mit
anschlieBendem Student-Newman-Keuls Test durchgefihrt. p<0,05 wurde als

Signifikanzniveau verwendet.

33



Ergebnisse

4. Ergebnisse

4.1. Untersuchung an isoliert perfundierten Rattenherzen

41.1. Vasodilatation durch PTHrP

Um die Wirkung von PTHrP auf den koronaren Widerstand zu untersuchen, wurden
isolierte Rattenherzen flusskonstant perfundiert und Perfusionsdruck (PerfPres),
Herzfrequenz (HF), sowie systolischer und diastolischer Druck aufgezeichnet. Nach
der 20mindtigen Stabilisierungsphase, in der ein Aortendruck von etwa 50 mm Hg
erreicht wurde, wurde fir 20 Minuten mit Standardpuffer und L-NA (100uM)
perfundiert. Der am Ende dieser Phase aufgezeichnete Perfusionsdruck wurde als
Basalwert (100%) eingesetzt. Es folgte eine zehnminitige Perfusion mit
Standardpuffer, dem L-NA (100uM) und PTHrP(1-34) (100nM) zugesetzt waren. Wie
in Abbildung (Abb.) 4.1 dargestellt, war eine deutliche Vasodilatation nach Gabe des
PTHrP zu erkennen (52,2 = 6,0 in % von Basal bei n=6).

L-NA | L-NA + PTHrP (1-34)

120 0 10

100 == —————— -

(o2}
o
!

PerfPres (% von Basal)
[0}
o

3
0 2 4 6 8 10
Zeit (min)

N
o

Abb. 4.1: Vasodilatation nach einer einmaligen PTHrP-Applikation; die dargestellten Werte sind

Mittelwerte + Standardfehler bezogen auf den 0 min Wert von n=6 Herzen, *: p<0,05 vs. Basal
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Der Einfluss des PTHrP auf die Herzfrequenz wird in Abb. 4.2 dargestellt, wo nach
der PTHrP-Applikation ein positiv chronotroper Effekt deutlich zu erkennen ist (120,9

+ 3,0 in % von Basal bei n=6).

L-NA | L-NA + PTHrP (1-34)

0 10

130 -

120 +

110 -
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o
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Zeit (min)

Abb. 4.2: Auftreten eines positiv chronotropen Effekts nach einmaliger Applikation von PTHrP; die
dargestellten Werte sind Mittelwerte + Standardfehler bezogen auf den 0 min Wert von n=6 Herzen,

*: p<0,05 vs. Basal

4.1.2. Wiederholte Applikation von PTHrP

In einer weiteren Reihe von Experimenten wurde der Einfluss einer wiederholten
Applikation von PTHrP auf den koronaren Widerstand beurteilt. Hierbei wurden die
Rattenherzen ebenfalls flusskonstant perfundiert. Perfusionsdruck, Herzfrequenz,
systolischer und diastolischer Druck wurden aufgezeichnet. Nach einer 20minitigen
Stabilisierungsphase, wéahrend welcher ein konstanter Aortendruck von etwa 50 mm
Hg erreicht wurde, wurden dem Standardpuffer unterschiedliche Substanzen
zugefigt. Sowohl bei dieser, als auch bei den folgenden Versuchsreihnen wurde
wieder L-NA zu Vorkonstringierung der KoronargefalR3e eingesetzt. So wurden die
Herzen zuerst fur 20 Minuten mit L-NA (100uM) und PTHrP(1-34) (100nM) und
anschlielend fur weitere 20 Minuten ausschlielich mit L-NA (100uM) perfundiert.
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Dabei kam es zu einem Anstieg des Aortendrucks, wobei der am Ende dieser
Perfusionsphase aufgezeichnete Druck als Basalwert (100%) eingesetzt wurde.
Daraufhin wurde fir 10 Minuten wieder mit L-NA (100puM) und PTHrP(1-34) (100nM)
perfundiert, woraufhin ein weiterer Anstieg des Aortendrucks beobachtet werden

konnte (117, 6 = 4,1 in % von Basal bei n=10). Diese Vasokonstriktion ist in Abb. 4.3
dargestellt.

L-NA + PTHrP L-NA L-NA + PTHrP

0 10

_. 140 -
T
@
a1}
S 120 -
>
S
$ 100
&
g

80 T T T T !

0 2 4 6 8 10

Zeit (min)

Abb. 4.3: Einfluss einer wiederholten Applikation von PTHrP(1-34) auf den Aortendruck (PerfPres);
die dargestellten Werte sind Mittelwerte + Standardfehler bezogen auf den 0 min Wert von n=10
Herzen, *: p<0,05 vs. Basal
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Weiterhin konnte bei diesem Versuchsprotokoll bei der Beobachtung der
Herzfrequenz (Abb. 4.4) kein positiv chronotroper Effekt nach der wiederholten
PTHrP—Applikation festgestellt werden (100, 9 + 3,1 in % von Basal bei n=9).

L-NA+PTHrP | L-NA | L-NA+PTHrP
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< 100 HH(S:QEQ _____________ §
T 90 -

80 I I I I !

0 2 4 6 8 10
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Abb. 4.4: Einfluss einer wiederholten Applikation von PTHrP(1-34) auf die Herzfrequenz; die

dargestellten Werte sind Mittelwerte + Standardfehler bezogen auf den 0 min Wert von n=9 Herzen

4.1.2.1. Konzentrationswirkungskurve bei wiederholter Applikation von
PTHrP

In der folgenden Versuchsreihe blieb der Zeitablauf unverandert, jedoch wurde die
Konzentration bei der ersten PTHrP-Applikation variiert (Abb. 4.5). Auch hier wurde
der nach 20mindtiger Perfusion mit L-NA (100uM) gemessenen Perfusionsdruck als
Basalwert (100%) eingesetzt. Bei der ersten Applikation wurde PTHrP(1-34) also in
den Konzentrationen OnM, 10nM, 50nM und 100nM eingesetzt, die zweite
Applikation erfolgte immer in einer Konzentration von 100nM. Hier konnte festgestellt
werden, dass es nur bei einer Vorbehandlung mit einer Konzentration von 100nM zu
einer Vasokonstriktion bei der wiederholten Applikation von PTHrP kam (117, 6 + 4,1
in % von Basal bei n=10).

Bei einer Vorbehandlung mit 50nM blieb der Perfusionsdruck nahezu unverandert
(95,7 = 3,4 in % von Basal bei n=8), bei einer Vorbehandlung mit 20nM und OnM kam
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es zu einem Abfall des Aortendrucks (74, 6 + 4,6 in % von Basal bei n=8 und 52,2 +

6,0 in % von Basal bei n=8).

L-NA + PTHrP(0-100nM)| L-NA |L-NA + PTHrP(100nM)
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Abb. 4.5: Darstellung der Konzentrationsabhangigkeit der Desensibilisierung; Variation der PTHrP-
Konzentration bei der ersten Applikation; die dargestellten Werte sind Mittelwerte + Standardfehler
bezogen auf den 0 min Wert von n=8, bzw. n=10 (100nM) Herzen
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Bei der Auswertung der Herzfrequenz (Abb. 4.6) zeigte sich, dass es bei einer
PTHrP-Konzentration von OnM (123,7 £ 1,8 in % von Basal bei n=8), 10nM (126,9
6,5 in % von Basal bei n=8), und 50 nM (105,8 £ 1,2 in % von Basal bei n=8) zu einer
Steigerung der Herzfrequenz nach der zweiten Applikation von PTHrP kam, was
jedoch bei einer Konzentration von 100nM nicht der Fall war (100,9 + 9,2 in % von
Basal bei n=10).

L-NA + PTHrP(0-100nM)| L-NA |L-NA + PTHrP(100nM)
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Abb. 4.6: Darstellung der Konzentrationsabhangigkeit in Bezug auf die Herzfrequenz; Variation der

PTHrP-Konzentration bei der ersten Applikation; die dargestellten Werte sind Mittelwerte =+

Standardfehler bezogen auf den 0 min Wert von n=8, bzw. n=10 (100nM) Herzen

4.1.2.2. Perfusion mit PTHrP(7-34) und PTHrP(1-34)

In einer weiteren Versuchsreihe wurde bei der ersten Applikation PTHrP (7-34),
ebenfalls in einer Konzentration von 100nM, statt des PTHrP (1-34) verwendet. Der
Zeitablauf des Protokolls blieb unverandert, die zweite Applikation erfolgte wiederum
mit PTHrP (1-34) in einer Konzentration von 100nM.
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In Abbildung 4.7 ist deutlich zu erkennen, dass es bei einer Vorbehandlung mit
PTHrP (7-34) nicht zu einer Vasokonstriktion, sondern zu einem Abfall des
Aortendrucks kam (70,7 £ 7,1 % von Basal bei n=9).

L-NA + PTHIP(7-34) | L-NA | L-NA+PTHIP
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Abb.4.7: Darstellung des Einflusses einer Vorbehandlung mit PTHrP(7-34) auf den Aortendruck; die

dargestellten Werte sind Mittelwerte + Standardfehler bezogen auf den 0 min Wert von n=9 Herzen,
*: p<0,05 vs. Basal
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Bei Betrachtung der Herzfrequenz in Abbildung 4.8 wird das Auftreten eines positiv
chronotropen Effekts nach der Applikation von PTHrP (1-34) deutlich (bei Minute 5:
130,0 £ 7,6 % von Basal bei n=9).
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Abb.4.8: Positiv chronotroper Effekt nach Vorbehandlung mit PTHrP(7-34); die dargestellten Werte
sind Mittelwerte + Standardfehler bezogen auf den 0 min Wert von n=9 Herzen, *: p<0,05 vs. Basal

4.1.2.3. Perfusion mit Isoprenalin und PTHrP

Bei gleichem Zeitablauf des Protokolls wurden dem Standardpuffer zur
Vorbehandlung L-NA (100uM) und Isoprenalin (10uM), ein B-Adrenozeptoragonist,
welcher Uber cCAMP zu einer Vasodilatation flihrt, zugesetzt. Die zweite Applikation
wurde wiederum mit L-NA (100uM) und PTHrP (1-34) (100nM) durchgefiihrt. Auch
hier wurde wieder der Perfusionsdruck nach 20minttiger Perfusion mit L-NA (100uM)
als Basalwert (100%) eingesetzt.
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Nach der zehnminitigen Perfusion mit PTHrP konnte, wie in Abb. 4.9 dargestellt, ein
deutlicher Abfall des Perfusionsdrucks festgestellt werden (82,2 + 6,5 % von Basal
bei n=12).
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Abb.4.9: Darstellung der Vasodilatation nach Vorbehandlung mit Isoprenalin und Applikation von

PTHrP; die dargestellten Werte sind Mittelwerte + Standardfehler bezogen auf den 0 min Wert von
n=12 Herzen, *: p<0,05 vs. Basal
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Bei der Auswertung der Herzfrequenz (Abb. 4.10) wurde deutlich, dass nach einer
Vorbehandlung mit Isoprenalin ein positiv chronotroper Effekt auftrat (bei Minute
5:113,4 + 4,7 % von Basal bei n=12).

L-NA + Isoprenalin L-NA L-NA + PTHrP

HF (% von Basal)

Zeit (min)

Abb.4.10: Darstellung des positiv chronotropen Effekts nach Vorbehandlung mit Isoprenalin; die
dargestellten Werte sind Mittelwerte + Standardfehler bezogen auf den 0 min Wert von n=12 Herzen,
*: p<0,05 vs. Basal

4.1.2.4. Kinetik der Vasokonstriktion durch PTHrP

Nach einer 20 Minuten dauernden Stabilisierung wurde den flusskonstant
perfundierten Herzen mit dem Standardpuffer fir 20 Minuten L-NA (100uM) zugefugt.
Nun wurden fur eine Minute PTHrP (1-34) (100nM) und L-NA (100uM) appliziert. Es
folgte eine 15minutige Perfusion mit Standardpuffer und L-NA (100uM). Beginnend
mit der einminttigen Applikation von PTHrP wurde diese Perfusionsabfolge
insgesamt funfmal durchgefuihrt. Zum Vergleich wurde eine Versuchsreihe anhand
des gleichen Protokolls durchgefuihrt, jedoch wurde statt flinfmal einer Minute jeweils
fur zwei Minuten mit PTHrP (1-34) (100nM) perfundiert. Als Basalwert (100%) wurde
der Messwert zu Beginn der PTHrP-Applikation abzuglich des Stabilisierungswerts
(50mm Hg) eingesetzt. Zur weiteren Auswertung wurden die Werte, die zwei, funf

und zehn Minuten nach Beginn der PTHrP-Applikation aufgezeichneten wurden,
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herangezogen und, ebenfalls abzlglich des Stabilisierungswerts, prozentuell auf den
Basalwert bezogen. Dabei konnte festgestellt werden, dass nach jeder erneuten
Applikation des PTHrP der Umfang der auftretende Vasodilatation abnahm und dass
dieser Effekt bei der zweiminutigen Applikation deutlicher ausfiel (Abb.4.11). So sank
der Aortendruck nach der ersten, einminttigen Applikation von PTHrP auf 8,0 £ 3,4
in % von Basal (n=4 Herzen) und bei der finften Applikation auf 65,7 + 10,7 in % von
Basal. Im Unterschied dazu sank der Aortendruck nach der ersten, zweiminutigen
Applikation von PTHrP auf 12,4 + 3,4 in % von Basal und bei der fuinften Applikation

auf 84,7 + 1,0 in % von Basal (n=4 Herzen).
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Abb.4.11: Vasokonstriktion nach finfmaliger Applikation von PTHrP {ber ein, bzw. zwei Minuten,
Messung jeweils zwei, finf und zehn Minuten nach PTHrP-Applikation; die dargestellten Werte sind
Mittelwerte + Standardfehler von n=4 Herzen

Bei der Darstellung der Herzfrequenz wurde als Basalwert (100%) die bei Beginn der
PTHrP-Applikation gemessene Herzfrequenz eingesetzt und die nach zwei, finf und
zehn Minuten gemessenen Werte darauf bezogen. Im Diagramm zur Entwicklung der
Herzfrequenz (Abb. 4.12) wird sichtbar, dass ein positiv chronotroper Effekt nur bei
der erstmaligen Applikation von PTHrP auftrat (1 min: 122,6 £ 3,5 in % von Basal; 2

min: 126,4 + 3,5 in % von Basal, jeweils n=4), bei den weiteren Applikationen blieb
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die Herzfrequenz nahezu unverandert (1 min: 101,7 £ 1,5 in % von Basal; 2 min:
102,9 £ 2,0 in % von Basal, jeweils n=4). Weiterhin gab es keine deutlichen

Unterschiede zwischen der einmindtigen und der zweimindtigen PTHrP-Applikation.
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Abb.4.12: Darstellung der Herzfrequenz nach finfmaliger Applikation von PTHrP Uber ein, bzw. zwei
Minuten, Messung jeweils zwei, funf und zehn Minuten nach PTHrP-Applikation; die dargestellten

Werte sind Mittelwerte + Standardfehler von n=4 Herzen

4.1.3. Vasokonstriktion durch PTHrP

Zur genaueren Untersuchung des in Abb. 4.3 dargestellten vasokonstriktorischen
Effekts nach einer wiederholten PTHrP-Applikation wurden weitere Versuchsreihen
durchgefuhrt.

4.1.3.1. Konzentrationsabhangigkeit der Vasokonstriktion

In der folgenden Versuchsreihe wurde der Zeitablauf der Versuche aus 4.1.2.
ubernommen.. Es wurde also wieder mit einer 20minutigen Stabilisierung begonnen,
gefolgt von einer 20 Minuten dauernden Perfusion mit Standardpuffer, dem L-NA
(100uM) und PTHrP (1-34) (100nM) zugesetzt wurden. AnschlieBend wurde fur 20
Minuten mit Standardpuffer und L-NA (100uM) perfundiert, bevor Uber zehn Minuten

45



Ergebnisse

Standardpuffer, L-NA (100uM) und PTHrP (1-34) appliziert wurden, hierbei wurde
jedoch die Konzentration bei der zweiten PTHrP-Applikation variiert. Auch hier wurde
der Perfusionsdruck nach 20mindtiger Perfusion mit L-NA(100uM) als Basalwert
(100%) eingesetzt. Bei der ersten Applikation wurde PTHrP (1-34), wie beschrieben,
immer in einer Konzentration von 100nM eingesetzt, die zweite Applikation erfolgte
mit variierenden Konzentrationen von 10nM, 50nM und 100nM. Wie in Abb. 4.13
dargestellt, konnte dabei festgestellt werden, dass es nur, wenn bei der zweiten
Applikation PTHrP in einer Konzentration von 100nM eingesetzt wurde, zu einem
erneuten Anstieg des Perfusionsdrucks kam (117, 6 + 4,1 in % von Basal bei n=10).
Wurde bei der zweiten Applikation von PTHrP jedoch eine Konzentration von 50nM,
bzw. 10nM eingesetzt, blieb der Perfusionsdruck nahezu unverandert (94,0 + 12,9 in
% von Basal bei n=9, bzw. 103,9 + 8,9 in % von Basal bei n=8).
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Abb. 4.13: Konzentrationswirkungskurve; Variation der PTHrP-Konzentration bei der zweiten
Applikation; die dargestellten Werte sind Mittelwerte + Standardfehler bezogen auf den 0 min Wert
von n=8 (10nM), n=9 (50nM), bzw. n=10 (100nM) Herzen

Bei der Aufzeichnung der Herzfrequenz (Abb. 4.14) konnte festgestellt werden, dass

nach der zweiten PTHrP-Applikation eine Steigerung der Herzfrequenz nur bei der
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Verwendung von einer PTHrP-Konzentration von 50nM auftrat (106,8 £ 2,7 in % von
Basal bei n=9). Beim Einsatz von PTHrP in einer Konzentration von 10nM, bzw.
100nM war keine Veranderung der Herzfrequenz zu beobachten (99,2 + 1,3 in %

von Basal bei n=8, bzw. 100,9 + 19,2 in % von Basal bei n=10).
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Abb. 4.14: Darstellung der Konzentrationsabhangigkeit in Bezug auf die Herzfrequenz; Variation der
PTHrP-Konzentration bei der zweiten Applikation; die dargestellten Werte sind Mittelwerte =+

Standardfehler bezogen auf den 0 min Wert von n=8 (10nM), n=9 (50nM), bzw. n=10 (100nM) Herzen
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4.1.3.2. Applikation von PTHrP(7-34) nach Vorbehandlung mit PTHrP(1-34)

In dieser Versuchsreihe wurde zur Vorbehandlung wieder PTHrP (1-34), in einer
Konzentration von 100nM, eingesetzt. Bei der zweiten Applikation wurde jedoch statt
des PTHrP(1-34) das PTHrP(7-34), ebenfalls in einer Konzentration von 100nM,
verwendet. Der Zeitablauf des Protokolls blieb unveréandert.

In Abb. 4.15 ist deutlich zu erkennen, dass es bei der Behandlung mit PTHrP(7-34)
nicht zu einer Vasokonstriktion, sondern zu einem unverénderten Aortendruck kam
(99,1 + 4,6 % von Basal bei n=8).
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Abb. 4.15: Perfusionsdruck nach Vorbehandlung mit PTHrP(1-34) und Applikation von PTHrP(7-34);

die dargestellten Werte sind Mittelwerte + Standardfehler bezogen auf den 0 min Wert von n=8

Herzen
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Bei der Beobachtung der Herzfrequenz, dargestellt in Abb. 4.16, war nach Einsatz

des PTHrP(7-34) zur wiederholten Perfusion kein positiv chronotroper Effekt
festzustellen (100,0 £ 4,3 % von Basal bei n=8).
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Abb. 4.16: Darstellung der Herzfrequenz nach Einsatz von PTHrP 7-34 zur wiederholten Perfusion;
die dargestellten Werte sind Mittelwerte + Standardfehler bezogen auf den 0 min Wert von n=8

Herzen
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4.1.3.3. Applikation von Isoprenalin nach Vorbehandlung mit PTHrP(1-34)

Bei gleichem Zeitablauf des Protokolls wurden dem Standardpuffer zur
Vorbehandlung L-NA (100uM) und PTHrP 1-34 (100nM) zugesetzt. Die zweite
Applikation wurde jedoch mit L-NA (100uM) und Isoprenalin (10uM) durchgefihrt.
Auch wurde wieder der Perfusionsdruck nach 20minutiger Perfusion mit L-NA
(100uM) als Basalwert eingesetzt.

Nach der zehnminutigen Perfusion mit Isoprenalin (Abb. 4.17) wurde deutlich, dass

ein signifikanter Abfall des Perfusionsdrucks auftrat (75,4 £ 5,7 % von Basal bei n=7).
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Abb. 4.17: Keine Vasokonstriktion nach Stimulation mit Isoprenalin; die dargestellten Werte sind

Mittelwerte + Standardfehler bezogen auf den 0 min Wert von n=7 Herzen, *: p<0,05 vs. Basal
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Das Auftreten eines positiv chronotropen Effekts (121,9 + 4,5 % von Basal bei n=7)
nach Vorbehandlung mit PTHrP und anschliel3ender Applikation von Isoprenalin wird
in Abb. 4.18 deutlich.
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Abb. 4.18: Positiv chronotroper Effekt nach Stimulation mit Isoprenalin; die dargestellten Werte sind
Mittelwerte + Standardfehler bezogen auf den 0 min Wert von n=7 Herzen, *: p<0,05 vs. Basal

4.1.3.4. Perfusion mit (Trp®,Tyr**) PTHrP(1-36) und TIP39

In der folgenden Versuchsreihe wurde nach einer 20minttigen Stabilisierungsphase
fur weitere 20 Minuten mit Standardpuffer und L-NA (100uM) zur Vorkonstringierung
perfundiert. Standardpuffer und L-NA (100puM) wurden wahrend des gesamten
Versuchs unverandert eingesetzt, zusatzlich wurde tUber die ndchsten zehn Minuten
(Trp?®,Tyr®®) PTHrP(1-36) in einer Konzentration von 100nM appliziert. Dem schloss
sich eine 20minltige Auswaschphase, also eine Perfusion mit Standardpuffer und L-
NA (100uM), an, bevor fur zehn Minuten zusétzlich TIP39 (100nM) zugefuhrt wurde.
Als Basalwert (100%) wurde der am Ende der Auswaschphase aufgezeichnete

Messwert eingesetzt.
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In Abbildung 4.19. der Darstellung des Perfusionsdrucks, ist zu erkennen, dass
dieser nach einer Vorbehandlung mit (Trp?3, Tyr*®) PTHrP(1-36) und einer Perfusion
mit TIP39 nahezu unverandert bleibt (99,8 + 14,9 % von Basal bei n=6).
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Abb.4.19: Entwicklung des Perfusionsdrucks nach Perfusion mit (Trp? Tyr®®) PTHrP (1-36) und

TIP39; die dargestellten Werte sind Mittelwerte + Standardfehler bezogen auf den 0 min Wert von n=6

Herzen
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Abbildung 4.20 zeigt die Entwicklung der Herzfrequenz bei der Perfusion mit
(Trp®, Tyr**)PTHrP(1-36) und TIP39, wobei zu erkennen ist, dass es zu keiner

Veranderung der Frequenz nach der Applikation von TIP39 kam (101,8 + 5,2 % von
Basal bei n=6).

L-NA +(Trp?, Tyr**)PTHrP| L-NA | L-NA + TIP39

0 10

HF (% von Basal)
=
o
o
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
|

Zeit (min)

Abb. 4.20: Darstellung der Herzfrequenz nach Perfusion mit (Trp®®, Tyr*®) PTHrP (1-36) und TIP39; die
dargestellten Werte sind Mittelwerte + Standardfehler bezogen auf den 0 min Wert von n=6 Herzen

4.1.3.5. Perfusion mit PD142893

Diese Versuchsreihe wurde wieder anhand des Standardprotokolls durchgefihrt.
Nach der 20minitigen Stabilisierungsphase wurde fur weitere 20 Minuten mit
Standardpuffer, dem L-NA (100uM) und PTHrP(1-34) (100nM) zugesetzt wurden,
perfundiert. Daraufhin folgte eine zwanzigminutige Perfusion mit Standardpuffer und
L-NA (100uM), bevor fur zehn Minuten mit Standardpuffer, L-NA (100uM),
PTHrP(1-34) (100nM) und PD 142893 (200nM) perfundiert wurde.
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In Abb. 4.21 ist zu erkennen, dass es bei der Perfusion mit PD142893 und PTHrP zu
einer Vasokonstriktion kam (114,4 + 4,1 in % von Basal bei n=8).
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Abb. 4.21: Auftreten einer Vasokonstriktion bei Einsatz von PD142893; die dargestellten Werte sind
Mittelwerte + Standardfehler bezogen auf den 0 min Wert von n=8 Herzen, *: p<0,05 vs. Basal
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In der Darstellung der Herzfrequenz (Abb. 4.22) wird deutlich, dass unter Einsatz von

PD142893 eine geringe Steigerung der Herzfrequenz zu beobachten war (110,6 +
2,7 in % von Basal bei n=6).
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Abb. 4.22: Auftreten eines positiv chronotropen Effekts bei Einsatz von PD142893; die dargestellten

Werte sind Mittelwerte + Standardfehler bezogen auf den 0 min Wert von n=8 Herzen, *: p<0,05 vs.

Basal
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4.1.3.6. Applikation von PTHrP und Captopril

Wiederum wurde nach Standardprotokoll perfundiert. Bei der zweiten Applikation
wurde dem Standardpuffer zuséatzlich zu L-NA (100uM) und PTHrP (1-34) (100nM)
noch Captopril in einer Konzentration von 300uM zugesetzt. Wahrend des Einsatzes
von Captopril und PTHrP kam es bei der zweiten PTHrP-Perfusion zu einem
deutlichen Anstieg des Perfusionsdrucks (137,7 £ 4,5 in % von Basal bei n=5) (Abb.
4.23).
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Abb, 4.23: Auftreten einer Vasokonstriktion bei zusatzlicher Perfusion mit Captopril; die dargestellten

Werte sind Mittelwerte + Standardfehler bezogen auf den 0 min Wert von n=5 Herzen, *: p<0,05 vs.
Basal

56



Ergebnisse

In Abb. 4.24, der Darstellung der Herzfrequenz, wird deutlich, dass beim Einsatz von
Captopril die Herzfrequenz nach der zweiten Perfusion mit PTHrP unverandert blieb,
es kam zu keinem positiv chronotropen Effekt (95,9 + 3,0 in % von Basal bei n=5).
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Abb. 4.24: Kein positiv chronotroper Effekt bei einem Einsatz von Captopril; die dargestellten Werte
sind Mittelwerte + Standardfehler bezogen auf den 0 min Wert von n=5 Herzen

41.4. Perfusion mit PTH

41.4.1. Perfusion mit PTH und PTHrP

Bei der folgenden Versuchsreihe wurde sowohl mit PTH als auch mit PTHrP
perfundiert. Hierbei wurde nach der 20minttigen Stabilisierung fur zehn Minuten mit
L-NA (100uM) und PTH(1-34), in einer Konzentration von 100nM, perfundiert. Fur
weitere 20 Minuten erfolgte eine Perfusion mit L-NA (100uM), bevor fur zehn Minuten
L-NA (100uM) und PTHrP(1-34) (100nM) appliziert wurden.

57



Ergebnisse

Nach dieser letzten Perfusionsphase (Abb.4.25) kam es zu einem deutlichen und

signifikanten Abfall des Perfusionsdrucks (52,3 + 8,3 in % von Basal bei n=6).
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Abb. 4.25: Darstellung der Vasodilatation nach Applikation von PTHrP nach einer Vorbehandlung mit

PTH; die dargestellten Werte sind Mittelwerte £ Standardfehler bezogen auf den 0 min Wert von n=6
Herzen, *: p<0,05 vs. Basal
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Bei der Applikation von PTHrP(1-34) kam es, nach einer Vorbehandlung mit
PTH(1-34), zum Auftreten eines positiv chronotropen Effekts, der in Abb. 4.26
dargestellt ist (111,9 £+ 4,4 in % von Basal bei n=6).

L-NA+PTH | L-NA | L-NA+PTHrP

0 10

140 -
T
0
S 120 -
c
o
>
S 100
LL
I

80 T T T T 1

0 2 4 6 8 10
Zeit (min)

Abb. 4.26: Darstellung des positiv chronotropen Effekts nach einer Vorbehandlung mit PTH und
anschlieBender Applikation von PTHrP; die dargestellten Werte sind Mittelwerte + Standardfehler
bezogen auf den 0 min Wert von n=6 Herzen, *: p<0,05 vs. Basal

4.1.4.2. Perfusion mit PTHrP und PTH

Auch diese Versuche wurden anhand des Standardprotokolls durchgefiihrt. Bei der
in Abb. 4.27 und Abb. 4.28 dargestellten Versuchsreihe wurde nach der
Stabilisierung fur 20 Minuten mit PTHrP(1-34) (100nM) und L-NA (100uM)
vorbehandelt, worauf eine 20minitige Perfusion mit L-NA (100uM) folgte.

AnschlieRend wurde fir zehn Minuten mit PTH(1-34) (100nM) und L-NA (100uM)
perfundiert.
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Wahrend dieser letzten Perfusionsphase kam es zu einem allerdings nicht
signifikanten Abfall des Aortendrucks (Abb. 4.27) und somit zu einer Vasodilatation
(bei Minute 5: 90,7 + 5,0 in % von Basal bei n=8).
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Abb. 4.27: Vasodilatation nach Vorbehandlung mit PTHrP und darauf folgender Applikation von PTH,;

die dargestellten Werte sind Mittelwerte + Standardfehler bezogen auf den 0 min Wert von n=8

Herzen
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In Abb. 4.28 ist die Entwicklung der Herzfrequenz nach der Vorbehandlung mit
PTHrP(1-34) (100nM) und der anschlieBenden Applikation von PTH(1-34)
dargestellt, wobei zu erkennen ist, dass es zu keiner deutlichen Veranderung kam
(99,6 + 3,5 in % von Basal bei n=8).
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Abb. 4.28: Darstellung der Herzfrequenz nach Vorbehandlung mit PTHrP und darauf folgender
Applikation von PTH; die dargestellten Werte sind Mittelwerte + Standardfehler bezogen auf den 0 min
Wert von n=8 Herzen

4.1.4.3. Wiederholte Applikation von PTH

Um die Effekte einer wiederholten Perfusion mit PTH zu untersuchen, wurde in
dieser Versuchsreihe sowohl fur die Vorbehandlung, als auch fir die wiederholte
Applikation PTH(1-34) eingesetzt. Der Versuchsablauf folgte dem Standardprotokoll.
Nach der Stabilisierung wurde also fir 20 Minuten mit PTH(1-34) (100nM) und L-NA
(100uM) perfundiert. Es folgte eine 20mindtige Auswaschphase, wahrend welcher
mit L-NA (100uM) perfundiert wurde. Anschlieend erfolgte wiederum eine zehn
Minuten dauernde Perfusion mit PTH(1-34) (100nM) und L-NA (100uM).
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Wie in Abb. 4.29 dargestellt, kam es wahrend dieser zweiten Applikation von

PTH(1-34) zu einem signifikanten Abfall des Perfusionsdrucks (81,7 + 7,6 in % von
Basal bei n=12).
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Abb. 4.29: Darstellung der Vasodilatation nach wiederholter Applikation von PTH(1-34); die
dargestellten Werte sind Mittelwerte + Standardfehler bezogen auf den 0 min Wert von n=12 Herzen,
*: p<0,05 vs. Basal
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Abb. 4.30 zeigt die Entwicklung der Herzfrequenz. Bei der wiederholten Applikation
von PTH(1-34) wurde ein positiv chronotroper Effekt sichtbar (109,6 £ 6,1 in % von
Basal bei n=12).
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Abb. 4.30: Positiv chronotroper Effekt nach wiederholter Applikation von PTH; die dargestellten Werte
sind Mittelwerte + Standardfehler bezogen auf den 0 min Wert von n=12 Herzen, *: p<0,05 vs. Basal

4.2. Untersuchung an isoliert perfundierten Mauseherzen
4.2.1. Applikation von PTHrP
4.2.1.1. Beispielversuch

Bei den Versuchsreihen mit isolierten Mauseherzen erfolgte die Perfusion bei den
heterozygoten eNOS"Tieren und den homozygoten eNOS” Tieren anhand
desselben Protokolls. Nach der zwanzigminitigen Stabilisierung (Stab.), wahrend
welcher ein Perfusionsdruck von durchschnittlich 70 mm Hg erreicht wurde, wurde
fur 20 Minuten mit L-NA in einer Konzentration von 100uM und anschliel3end mit L-
NA der Konzentration 300puM lber zehn Minuten perfundiert. Daraufhin folgte eine
zwanzigminutige Perfusion mit L-NA (100uM) und PTHrP(1-34) (100nM), so dass es
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zu einer Versuchslange von 50 Minuten kam. Als Basalwert (100%) wurde der am
Ende der Stabilisierung gemessene Perfusionsdruck eingesetzt. In Abb. 4.31 ist ein
Bespielversuch anhand des Herzens einer heterozygoten (HE) und des Herzens
einer homozygoten (HO) Maus dargestellt. Hier wird der wahrend des gesamten
Versuchs hohere Aortendruck der HE-Maus im Vergleich zur HO-Maus deutlich (bei
Minute 25: 123,5 in % von Basal (HE), bzw. 94,7 in % von Basal (HO)).
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Abb. 4.31: Darstellung des Versuchsablaufs einer Perfusion eines isolierten Mauseherzens einer HE-,
bzw. HO-Maus anhand eines Beispielversuchs; die dargestellten Werte sind bezogen auf den 0 min
Wert

4.2.1.2. Wirkung von PTHrP

In Abb. 4.32 ist die Entwicklung des Perfusionsdrucks nach der Applikation von
PTHrP(1-34) dargestellt. Der Versuchsablauf erfolgte wie in 4.2.1.1. beschrieben, die
Ergebnisse der heterozygoten eNOS* Tiere und der homozygoten eNOS™ Tiere sind
vergleichend dargestellt. Auch hier wurde der gemessene Perfusionsdruck am Ende
der Stabilisierung als Basalwert (100%) eingesetzt. Sowohl bei den Herzen der HE-

als auch der HO-Tiere zeigte sich nach Zugabe von PTHrP eine Vasodilatation (bei
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Minute 5: 89,7 £ 5,5 in % von Basal (HE), bzw. 86,2 + 5,9 in % von Basal (HO)
jeweils n=4), die insbesondere bei den HE-Herzen nur transient auftrat (bei Minute
20: 103,2 = 7,6 in % von Basal (HE), bzw. 88,9+ 7,4 in % von Basal (HO) jeweils
n=4).
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Abb. 4.32: Darstellung der Entwicklung des Perfusionsdrucks bei der Perfusion isolierter
Mauseherzen von HE-, bzw. HO-Mausen; die dargestellten Werte sind Mittelwerte + Standardfehler

bezogen auf den 0 min Wert von jeweils n=4 Herzen, *: p<0,05 vs. Basal

4.3. Untersuchung an Duodenumsegmenten der Ratte

Um die Wirkung von PTHrP auf die glatten Muskelzellen anderer Organe zu
untersuchen, wurden Duodenumsegmente der Ratte isoliert und in einem Pufferbad
perfundiert. Zur Auswertung wurde die Kontraktionskraft aufgezeichnet, wobei als
Basalwert (100%) der am Ende der Stabilisierungsphase gemessene Wert
eingesetzt wurde.
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4.3.1. einmalige Applikation von PTHrP

Auch die Darmperfusion wurde mit einer Stabilisierungsphase, welche zehn Minuten
andauerte, eingeleitet. Wie in Abbildung 4.33 dargestellt, wurde dem Darmpuffer
anschlieBend fur drei Minuten Acetylcholin (ACh, 100uM) zugesetzt, was zu einer
Konstriktion der glatten Darmmuskulatur fuhrte (102,1 = 0,7 in % von Basal bei n=5).
Anschlielend wurde fur weitere funf Minuten PTHrP(1-34) (100nM) hinzugefugt,
wobei es zu einer Abnahme der Kontraktionskraft kam (99,6+ 0,4 in % von Basal bei
n=5).

Stabilisierung | ACh PTHrP

Kraft (% von Basal)

Zeit (min)

Abb. 4.33: Abnahme der Kontraktionskraft nach einmaliger Applikation von PTHrP; die dargestellten
Werte sind Mittelwerte + Standardfehler bezogen auf den 0 min Wert von jeweils n=5
Duodenumsegmenten, *: p<0,05 vs. ACh

4.3.2. Wiederholte Applikation von PTHrP

Bei dieser Versuchsreihe wurde nach der zehnminitigen Stabilisierung fur funf
Minuten mit PTHrP(1-34) (100nM) perfundiert. AnschlieRend wurde das Medium
gewechselt und eine weitere zehnminitige Stabilisierungsphase (Stab) in

unverandertem Darmpuffer durchgefuhrt. Der am Ende dieser Phase gemessene
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Wert wurde als Basalwert (100%) eingesetzt. Es folgte eine dreiminttige Perfusion
mit ACh (100uM), bevor fir funf Minuten mit PTHrP(1-34) (100nM) perfundiert wurde.
Wie in Abbildung 4.34 gezeigt, kommt es auch nach wiederholter Applikation von
PTHrP zu einer Abnahme der Kontraktionskraft (99,4t 0,3 in % von Basal bei n=5)

im Vergleich zu den unter ACh-Einfluss gemessenen Werten.

Stab | PTHrP | Stab | ACh | PTHrP
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Abb. 4.34: Abnahme der Kontraktionskraft nach wiederholter Applikation von PTHrP; die dargestellten
Werte sind Mittelwerte + Standardfehler bezogen auf den 0 min Wert von jeweils n=5

Duodenumsegmenten, *: p<0,05 vs. Basal

4.3.3. Vorbehandlung mit PTHrP(7-34)

In der in Abbildung 4.35 dargestellten Versuchsreihe wurde zur Vorbehandlung
PTHrP(7-34) in einer Konzentration von 100nM eingesetzt. Der Versuchsablauf
entspricht dem in 4.3.2. beschriebenem. Auch hier wurde der am Ende der zweiten
Stabilisierungsphase (Stab) gemessene Wert als Basalwert (100%) eingesetzt, ACh
(100mM) wurde wiederum zur Vorkonstriktion benutzt (102,3+ 0,5 in % von Basal bei
n=5), die zweite Applikation erfolgte mit PTHrP(1-34) (100nM).
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Auch hier kam es nach der Applikation von PTHrP(1-34) zu einer Abnahme der
Kontraktionskraft (99,5 = 0,2 in % von Basal bei n=5).

Stab |PTHrP (7-34)| Stab | ACh | PTHrP
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Abb. 4.35: Abnahme der Kontraktionskraft nach Vorbehandlung mit PTHrP (7-34); die dargestellten

Werte sind Mittelwerte + Standardfehler bezogen auf den 0 min Wert von jeweils n=5
Duodenumsegmenten, *: p<0,05 vs. Basal
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5. Diskussion

5.1. Hauptbefunde

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung von PTHrP auf die Koronargefal3e von
isoliert perfundierten Herzen untersucht. Dabei konnte bei einer einmaligen
Applikation von PTHrP der bekannte vasodilatierende Effekt (CLEMENS et al.
2001a) bestatigt werden. Bei einer wiederholten Applikation fihrte PTHrP jedoch
Uber eine Rezeptordesensibilisierung zu einem paradoxen Effekt, ndmlich zu einer
Vasokonstriktion.

Es konnte gezeigt werden, dass sowohl die Desensibilisierung, als auch der
paradoxe Effekt konzentrationsabhangig sind und einer intakten Bindungsdomane
bedurfen. Weiterhin konnte festgestellt werden, dass sich die paradoxe Wirkung von
PTHrP weder durch B-adrenerge Stimulation, noch durch PTH imitieren lasst. Eine
Vermittlung der paradoxen Vasokonstriktion Gber Endothelin, Angiotensin Il oder den
PTH2-Rezeptor konnte ausgeschlossen werden.

Bei der Untersuchung an isoliert perfundierten Mauseherzen konnte festgestellt
werden, dass der Beitrag von PTHrP zur Koronarperfusion in Mausen geringer und
transient ausfallt, aber nicht NO-vermittelt ist.

Schlussendlich konnte nachgewiesen werden, dass sich die gewonnenen
Erkenntnisse Uber das Auftreten eines paradoxen Effekts nicht auf die glatte

Muskulatur des Duodenums ubertragen lassen.

5.2. Desensibilisierung des PTH/PTHrP-Rezeptors

PTHrP ist ein bekannter Vasodilator und auch der positiv chronotrope Effekt des
PTHrP ist nachgewiesen worden (OGINO et al. 1995). In einer im Rahmen dieser
Arbeit durchgefihrten Versuchsreihe mit einer einmaligen Perfusion isolierter
Rattenherzen mit PTHrP konnten sowohl der vasodilatative Effekt, als auch die
positive Chronotropie des PTHrP bestatigt werden.

Jedoch berichteten NYBY et al. nach Versuchen mit isolierten Arteriensegmenten
und kultivierten vaskularen Glattmuskelzellen, dass eine verlangerte Exposition mit

PTHrP zu einer Desensibilisierung des vaskularen Gewebes in Bezug auf weitere
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Effekte des Peptids fuhrt (NYBY et al. 1995). Daher wurde in einer zweiten
Versuchsreihe die Perfusion mit PTHrP wiederholt durchgefiihrt. Bei dieser
wiederholten Stimulation des PTH/PHrP-Rezeptors kommt es jedoch nicht wie
erwartet zu einer Vasodilatation. Die zweimalige Perfusion isolierter Rattenherzen mit
PTHrP flhrte zu einer ausgepragten Vasokonstriktion, also einem paradoxen Effekt.
Auch die positive Chronotropie, die bei einer einmaligen Stimulation mit PTHrP
auftritt, ist nach einer zweimaligen Applikation nicht nachzuweisen. Demnach zeigt
diese Arbeit, dass es durch die erste Applikation von PTHrP zu einer
Desensibilisierung des PTH/PTHrP-Rezeptors kommt, welche sich im Auftreten des

paradoxen Effekts wahrend der zweiten PTHrP-Applikation zeigt.

In weiteren Versuchsreihen konnte nachgewiesen werden, dass sowohl das
Auftreten der Rezeptordesensibilisierung, als auch das Erscheinen des paradoxen
Effekts abhangig von der zur Stimulation eingesetzten PTHrP-Konzentration ist. Eine
niedrige Dosierung fuhrt also bei der ersten Perfusion nicht zu einer
Desensibilisierung des PTH/PTHrP-Rezeptors, so dass es bei der zweiten
Applikation (in Standarddosierung) weder zu einer Vasokonstriktion, noch zur
volligen Aufhebung der positiven Chronotropie kommt. Ahnlich verhélt es sich im
umgekehrten Fall. Nach der Rezeptordesensibilisierung durch die PTHrP-Applikation
in Standarddosierung reicht eine niedrigere Dosierung bei der zweiten Applikation

nicht aus, um einen paradoxen Effekt auszulésen.

In Versuchen zur Kinetik der Rezeptordesensibilisierung konnte aul3erdem
nachgewiesen werden, dass eine mehrmals wiederholte, kurzzeitige Applikation von
PTHrP zu einer Abnahme des vasodilativen Effekts flhrte. Eine Auswertung der
Herzfrequenz zeigt, dass auch das Auftreten der positiven Chronotropie nach
mehrmaliger, kurzzeitiger Perfusion mit PTHrP zum Erliegen kommt. Demnach tritt

eine sich langsam entwickelnde Desensibilisierung des PTH/PTHrP-Rezeptors auf.

5.3. Desensibilisierung und Paradoxie bedurfen eines intakten N-
Terminus des PTHrP

Um den Vorgang der Rezeptordesensibilisierung genauer zu untersuchen, wurde

PTHrP(7-34) als Rezeptorantagonist eingesetzt. Da diesem die
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Adenylatcyclaseaktivierungsdomane fir den cAMP/PKA-Signalweg fehlt, kann
PTHrP(7-34) zwar an den PTH/PTHrP-Rezeptor binden, diesen allerdings nicht
aktivieren (HOARE und USDIN 2000). Da eine Vorbehandlung mit PTHrP(7-34) bei
der nachfolgenden Perfusion mit PTHrP(1-34) zu keinem paradoxen Effekt fuhrte,
konnte somit gezeigt werden, dass zur Desensibilisierung des Rezeptors eine
vorherige Aktivierung notwendig ist.

In den weiteren Untersuchungen zur Abhangigkeit des paradoxen Effekts von der
Vollstéandigkeit des N-Terminus des PTHrP, konnte nach einer Desensibilisierung
des PTH/PTHrP-Rezeptors mit PTHrP(1-34) und einer Applikation von PTHrP(7-34)
kein Anstieg des Perfusionsdrucks festgestellt werden. Das Fehlen dieser paradoxen
Vasokonstriktion weist daraufhin, dass eine vollstindige Adenylatcyclase-
aktivierende Domaéne nicht nur fir die Rezeptordesensibilisierung, sondern auch fur

das Ausldsen der Paradoxie notwendig ist.

5.4. B-adrenerge Stimulation kann PTHrP nicht imitieren

Es wurde bereits gezeigt, dass die meisten der bisher bekannten Effekte von PTHrP
durch eine Aktivierung des cAMP/PKA-Signalwegs vermittelt werden (GARDELLA
und JUPPNER 2000). Um festzustellen, ob eine einfache Stimulation des
CAMP/PKA-Signalwegs ausreicht, um zu einer Rezeptordesensibilisierung zu fuhren,
sowie eine Paradoxie auszulésen, wurde in weiteren Versuchsreihen Isoprenalin
(Synonym Isoproterenol) eingesetzt. Hierbei handelt es sich um ein synthetisches
Katecholamin, welches Uber (B-Rezeptoren zu einer adrenergen Stimulation des
CAMP/PKA-Signalwegs fuhrt, jedoch kaum Wirkung auf a-Rezeptoren ausubt.
Isoprenalin wirkt am Herzen sowohl positiv inotrop als auch positiv chronotrop und
fuhrt zu einer peripheren Vasodilatation (LOSCHER et al. 2003).

So konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass eine Vorbehandlung mit
Isoprenalin bei der anschlieBenden Applikation von PTHrP nicht zu einer
Vasokonstriktion fihrte. Auch der positiv chronotrope Charakter des PTHrP blieb
erhalten.

Daraufhin wurde im Verlauf dieser Arbeit zuséatzlich untersucht, ob eine
Rezeptordesensibilisierung durch PTHrP(1-34) mit anschlielender Applikation von

Isoprenalin zu einem gesteigerten Perfusionsdruck fihren wirde. Auch in diesem
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Fall konnte jedoch festgestellt werden, dass eine mehrmalige Stimulation des
cAMP/PKA-Signalwegs nicht ausreicht um eine Paradoxie zu bewirken, so dass
deutlich wird, dass eine (-adrenerge Stimulation die Wirkung einer wiederholten

PTHrP-Applikation nicht zu imitieren vermag.
5.5. Paradoxer Effekt nicht PTH2R abhéangig

Der bisher bekannte Rezeptor, welcher der Vermittlung der bisher untersuchten
PTHrP-Effekte dient, ist der PTH/PTHrP-Rezeptor, auch als PTH1R bezeichnet
(JUPPNER et al. 1991; CLEMENS et al. 2001a). Es besteht jedoch eine enge
Verwandtschaft zum PTH2R, welcher, da er eine hohe Liganden-Selektivitat besitzt,
scheinbar nicht durch PTHrP aktiviert werden kann (USDIN 1997). Um festzustellen,
ob die Ursache des paradoxen Effekts moglicherweise in einer Beteiligung dieses
PTH2R liegen konnte, wurden weitere Versuche mit (Trp*, Tyr*®) PTHrP(1-36) und
TIP39 durchgefiihrt. (Trp?, Tyr*®)PTHrP(1-36) ist ein PTH2-Rezeptor-Antagonist und
ein PTH1-Rezeptor-Agonist. Es bindet mit einer hohen Affinitat an den PTH2R ohne
diesen Rezeptor zu aktivieren, aktiviert aber gleichzeitig den PTH1R (BERGWITZ et
al. 1997). Bei TIP39 handelt es sich um ein 1999 von USDIN et al. isoliertes Protein,
welches potent und selektiv den PTH2-Rezeptor aktiviert (USDIN et al. 1999;
GOOLD et al. 2001).

Bei einer Perfusion zuerst mit (Trp?, Tyr®®) PTHrP(1-36) und anschlieRend mit TIP39
konnte festgestellt werden, dass nach einer ausschlief3lichen Aktivierung des PTH1R
eine anschlielende Stimulation mit TIP39 nicht zu einer paradoxen Vasokonstriktion
fuhrt, das Auftreten dieser Paradoxie also unabhangig von einer Beteiligung des
PTH2R ist. Dies geht konform mit der oben erwahnten Erkenntnis von USDIN, der
1997 beschrieben hatte, dass eine Aktivierung des PTH2R durch PTHrP(1-34) nicht
maglich ist (USDIN 1997).

5.6. Paradoxer Effekt nicht Endothelin-vermittelt

Endothelin ist ein aus 21 Aminosduren zusammengesetztes Peptid, welches Uber
zwei G-Protein gekoppelte Rezeptoren, ETa und ETg, kardiovaskulare Wirkung
aufweist. Uber den ETa-Rezeptor, der sich in Glattmuskelzellen befindet, wirkt

Endothelin Uber den Phospholipase C-Signalweg als hochwirksamer, lang
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anhaltender Vasokonstriktor. Der ETg-Rezeptor findet sich in deutlich geringeren
Anteilen in Glattmuskelzellen, wo er an der Entstehung einer Vasokonstriktion
beteiligt ist. Weitaus haufiger ist er in Endothelzellen nachzuweisen, wo er durch eine
NO-Freisetzung zu einer Vasodilatation fuhrt (LUSCHER und BARTON 2000;
DAVENPORT 2002). SCHLUTER et al. konnten 2001 nachweisen, dass ein N-
terminales PTHrP-Peptid, welchem die PTH/PTHrP-Rezeptorbindungsdoméne fehlt,
an den kardialen ETa-Rezeptor binden und ihn aufRerdem aktivieren kann
(SCHLUTER et al. 2001). Daher wurde bei den fiir diese Arbeit stattfindenden
Untersuchungen PD142893 eingesetzt, um eine Mitwirkung von endogen
freigesetztem Endothelin an der Entstehung des paradoxen Effekts auszuschliel3en.
Bei PD142893 handelt es sich um ein Hexapeptid, welches nicht selektiv als ETa-
und ETg-Rezeptorantagonist wirkt (MIZUGUCHI et al. 1997).

Eine Beteiligung von Endothelin an der Entstehung der paradoxen Vasokonstriktion
kann durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ausgeschlossen werden, da es
trotz Hemmung der ETa- und ETg-Rezeptoren durch PD14293 wahrend der zweiten
Perfusionsphase mit PTHrP(1-34) zum Auftreten der paradoxen Vasokonstriktion

kommt.

5.7. Paradoxer Effekt ist durch ACE-Hemmer nicht aufhebbar

In der Angiotensinkaskade wird durch das Angiotensin Converting Enzyme (ACE)
Angiotensin | in das aktive Angiotensin Il Uberfihrt. Angiotensin Il ist eines der
starksten korpereigenen vasokonstriktorischen Peptidhormone, welches aul3erdem
eine positiv inotrope Wirkung besitzt. Weiterhin fihrt ACE zu einer Inaktivierung von
Bradykinin, einem endogenen Vasodilator (LOSCHER et al. 2003). Durch den
Einsatz eines ACE-Hemmers wird diese Kaskade unterbrochen und eine mdgliche
Beteiligung von Angiotensin Il an der Entstehung der paradoxen Vasokonstriktion
durch PTHrP konnte ausgeschlossen werden. Captopril, der Prototyp der ACE-
Hemmer (LOSCHER et al. 2003), wurde also eingesetzt um die Umwandlung von
Angiotensin | zu Angiotensin Il zu unterbinden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte festgestellt werden, dass auch unter Einsatz eines
ACE-Hemmers bei einer wiederholten Perfusion mit PTHrP eine ausgepréagte

Vasokonstriktion deutlich wird und zusatzlich keine positive Chronotropie mehr
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auftritt, somit also die Angiotensinkaskade keinen Einfluss auf die Ausbildung des
paradoxen Effekts durch PTHrP hat.

5.8. Keine Desensibilisierung und Paradoxie durch PTH

PTH ist ein Peptidhormon, welches von der Nebenschilddriise freigesetzt wird. Es ist
mit PTHrP strukturell eng verwandt, beide haben in zahlreichen Zielzellen &hnliche
Funktionen (SCHLUTER 1999). Die klassischen Zielzellen von PTH befinden sich in
den Knochen und den Nieren, sie werden tUber den cAMP/PKA-Signalweg aktiviert
(GARDELLA und JUPPNER 2000). Zu den nicht klassischen Zielzellen gehoren
sowohl Schrittmacherzellen, als auch Herzmuskelzellen und glatte Muskelzellen.
Letztere werden ebenfalls Gber cAMP und PKA aktiviert, die Aktivierung der
Herzmuskelzellen erfolgt jedoch iber den PLC/PKC-Signalweg (SCHLUTER 1999).
Im kardiovaskularen System wirkt PTH positiv chronotrop und fuhrt Uber eine
Relaxation glatter Muskelzellen zu einer Vasodilatation und ist somit hypotensiv
(SHAN et al. 1994).

Da PTH und PTHrP zwischen den ersten 34 Aminosauren eine teilweise Homologie
aufweisen, vor allem die ersten 13 Aminosauren stimmen nahezu Uberein, und in
diesem Abschnitt sowohl die Bindungsdomane, als auch der Bereich zur
Rezeptoraktivierung liegen, wird deutlich, wieso sie an den gleichen Rezeptor, den
PTH1R, binden kénnen (GARDELLA und JUPPNER 2000; CLEMENS et al. 2001a).
Nachdem im Rahmen dieser Arbeit festgestellt wurde, dass fur das Auftreten des
paradoxen PTHrP-Effekts eine Desensibilisierung des PTH1R durch PTHrP(1-34)
notwendig ist, stellte sich anschlielend die Frage, ob diese auch mit einer
Stimulation durch PTH zu erreichen ist.

Es konnte jedoch gezeigt werden, dass eine primare Applikation von PTH bei der
nachfolgenden Perfusion mit PTHrP nicht zu einer paradoxen Konstriktion fiihrte und
somit also nicht zu einer fur das Auftreten dieses Effekts notwendigen
Rezeptordesensibilisierung. Auch eine Perfusion in umgekehrter Reihenfolge,
Vorbehandlung mit PTHrP und anschlieRende Stimulation mit PTH, fihrte zu keinem
paradoxen Effekt. PTH besitzt also weder die Fahigkeit den entsprechenden
Rezeptor zu desensibilisieren, noch, nach erfolgter Desensibilisierung, eine paradoxe
Vasokonstriktion auszultsen. Diese Ergebnisse wurden durch die Versuchsreihe mit

wiederholter PTH-Perfusion untermauert. Auch hier konnte kein paradoxer Effekt
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beobachtet werden. Zusammengefasst scheinen die Erkenntnisse aus den PTH-
Versuchsreihen daraufhin zu weisen, dass der bereits fur PTH und PTHrP
beschriebene PTH1-Rezeptor (GARDELLA und JUPPNER 2000) nicht fir das
paradoxe Verhalten von PTHrP verantwortlich sein kann, sondern dass an dessen
Auftreten Rezeptoren, bzw. Rezeptoruntereinheiten beteiligt sein missen, die von

PTH nicht aktiviert und desensibilisiert werden kénnen.
5.9. Perfusion isolierter Mduseherzen

Es konnte bereits nachgewiesen werden, dass eine Freisetzung von NO Uber den
PTH1-Rezeptor vermittelt werden kann, und somit NO als moglicher second
messenger im PTHrP-Signalweg in Frage kommt (KALINOWSKI et al. 2001;
MASSFELDER und HELWIG 2003). Bei der NO-Synthetase lassen sich drei
Isozyme unterscheiden, welche in verschiedenen Zelltypen der Produktion von NO
dienen. eNOS ist hiervon die wichtigste im Herzen exprimierte Isoform. Es kommt
hauptséachlich in vaskuléaren, aber auch in endokardialen Endothelzellen, sowie in
vaskularen Glattmuskelzellen vor. Unter physiologischen Bedingungen ist das in
Endothelzellen produzierte NO an der Erhaltung des vaskularen Tonus beteiligt und
wirkt vasodilatorisch. eNOS ist also essentiell fur die Erhaltung eines normalen
Blutdrucks und einer stabilen Herzfrequenz. Konform gehend mit dieser eNOS-
Funktion konnten verschiedene Arbeitsgruppen zeigen, dass homozygote eNOS™-
.Knock-out“-Mause sowohl einen erhdhten Blutdruck, als auch eine verminderte
Herzfrequenz aufweisen (SHESELY et al. 1996; MUNGRUE et al. 2002). Bei den fir
diese Arbeit verwendeten eNOS- knock-out*-Mausen wurde das eNOS-Gen durch
einen Austausch des Exons 12 deaktiviert und somit die fir die eNOS-Funktion
notwendige Calmodulin-Bindungsdoméne unterbrochen (SHESELY et al. 1996). Fir
die gezeigte Versuchsreihe, bei welcher vor der einmaligen PTHrP-Applikation mit L-
NA vorkonstringiert wurde, wurden sowohl heterozygte eNOS*-Mause, als auch
homozygote eNOS™-Tiere eingesetzt, so dass ein direkter Vergleich der PTHrP-
Wirkung moglich war. Bei beiden Gruppen kam es nach der Stimulation mit PTHrP
zu einer deutlichen Vasodilatation, einer bereits erwdhnten Wirkungsweise von
PTHrP, allerdings trat diese vor allem bei den heterozygten eNOS*"-Mausen nur

vorubergehend auf.
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Somit konnte bei der Untersuchung an isoliert perfundierten Mauseherzen
festgestellt werden, dass der Einfluss von PTHrP bei der Koronarperfusion in
Mausen deutlich geringer und transient ausfallt und nicht durch NO vermittelt wird.

5.10. Keine Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf die glatte Muskulatur des

Darms

1989 konnten MOK et al. an Ratten und Schweinen zeigen, dass PTHrP zu einer
deutlich Relaxierung von Glattmuskelzellen in unterschiedlichen Bereichen des
Gastrointestinaltrakts fuhrt (MOK et al. 1989a; MOK et al. 1989b). Diese
Erkenntnisse konnten von BOTELLA et al. bestétigt werden, die 1994 ebenfalls eine
durch PTHrP ausgeloste Relaxation intestinaler Glattmuskelzellen feststellen
konnten. Sie wiesen weiterhin nach, dass fur diesen Effekt die Aminosaurensequenz
1-34 bendtigt wird und dass die beschriebene Relaxation Uber eine Aktivierung der
Adenylatzyklase und der PKA vermittelt wird (BOTELLA et al. 1994). Der
wahrscheinliche Rezeptor fir die relaxierenden Effekte des PTHrP an intestinalen
Glattmuskelzellen ist der PTH1R. Eine verbreitete Expression von PTH1-
Rezeptorgenen konnte 1995 von LI et al. nachgewiesen werden (LI et al. 1995).
WATSON et al. konnten PTH1R-Proteine sowie zugehoérige mRNA im Dunndarm
nachweisen (WATSON et al. 2000) und GENTILI et al. wiederum zeigten das
Vorhandensein des PTH1R sowohl in absorptiven Endothelzellen, als auch in
anderen Duodenalzellen (GENTILI et al. 2003).

Aufgrund dieser Erkenntnisse stellte sich die Frage, ob eine wiederholte Stimulation
mit PTHrP auch bei der intestinalen glatten Muskulatur, analog zur glatten
Muskulatur des vaskularen Systems, einen paradoxen Effekt auszulésen vermag, die
bisherigen Ergebnisse also auch auf andere Organe mit glatter Muskulatur
Ubertragbar sind.

In einer ersten Versuchsreihe mit isolierten Duodenumfragmenten konnte der oben
beschriebenen Effekt, die relaxierende Wirkung von PTHrP, bestatigt werden. Nach
einer Vorkonstriktion durch ACh fuhrte eine einmalige Applikation von PTHrP(1-34)
zu einer deutlich Abnahme der Kontraktionskraft. Auch in der zweiten Versuchsreihe,
bei der erst mit PTHrP(1-34) vorbehandelt, anschlieBend wiederum ACh zur
Konstriktion eingesetzt wurde, bevor ein weiteres mal mit PTHrP(1-34) perfundiert

wurde, kam es nach der zweiten PTHrP-Applikation zu einer deutlichen Relaxation
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des isolierten Duodenumsegments. Es kommt also, im Gegensatz zur Perfusion
isolierter Herzen, zu keiner paradoxen Konstriktion der glatten Muskulatur. Auch eine
Vorbehandlung mit PTHrP(7-34),welches, wie bereits unter 5.1. beschrieben, als
PTH1R Rezeptorantagonist fungiert, beeinflusst die nach der zweiten Perfusion mit
PTHrP(1-34) auftretende Relaxation nicht.

Somit zeigen die in dieser Arbeit prasentierten Ergebnisse eindeutig, dass die
Erkenntnisse aus der Herzperfusion nicht auf die glatte intestinale Muskulatur
Ubertragbar sind. Das Fehlen eines paradoxen Effekts bei der Darmperfusion weist

also daraufhin, dass es sich bei diesem um einen herzspezifischen Effekt handelt.

5.11. Schlussfolgerung

Die in der vorliegenden Arbeit prasentierten Ergebnisse geben neue Einblicke tber
die Wirkung von PTHrP im kardiovaskularen System. Der bisher noch nicht
beschriebene paradoxe Effekt legt nahe, dass PTHrP am Herzen nicht als reiner
Vasodilator wirkt, sondern auch vasokonstriktorisch auf die Koronarperfusion Einfluss
nimmt. Weiterhin unterstreichen die in dieser Arbeit dargestellten Untersuchungen
die bereits von SCHLUTER beschriebenen Ergebnisse, dass PTH und PTHrP trotz
ihrer groRen strukturellen Ahnlichkeit und &hnlicher Wirkungsweisen auch im
kardiovaskularen System unterschiedliche Funktionen innehaben (SCHLUTER
1999).

Der genaue Signalweg der von PTHrP ausgeltsten paradoxen Vasokonstriktion
konnte im Rahmen dieser Arbeit noch nicht hinreichend geklart werden, jedoch
konnte unter anderem deutlich gemacht werden, dass zu ihrem Auftreten eine
vollstandige Bindungs- und Aktivierungsdomane des PTHrP bendtigt wird.
Ausgeschlossen werden konnten durch die dargestellten Untersuchungen aul3erdem
eine Vermittlung des paradoxen Effekts Uber Endothelin, sowie Uuber die
Angiotensin-Kaskade. Weiterhin konnte eine Beteiligung des PTH2-Rezeptors an der
Entstehung der Paradoxie ausgeschlossen werden. Dies, und die Erkenntnis, dass
der vasokonstriktorische Effekt des PTHrP nicht durch PTH zu imitieren ist, scheinen
Hinweise darauf zu sein, dass ein anderer Rezeptor, als die bisher beschriebenen
PTH1- und PTH2-Rezeptoren, bzw. eine bisher unbekannte Rezeptoruntereinheit, an
den beschriebenen PTHrP-Effekten beteiligt ist.
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Da die Erkenntnisse Uber die vasokonstriktorischen Fahigkeiten des PTHrP in den in
dieser Arbeit beschriebenen Darmpraparationen nicht reproduzierbar waren,
scheinen sie nicht ohne weiteres auf andere Glattmuskelzellen Gbertragbar zu sein,

so dass es sich hierbei vermutlich um eine herzspezifische Wirkungsweise des

PTHrP handelt.
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6. Zusammenfassung

Fur die vorliegende Arbeit wurde die Wirkung von parathyroid hormone-related
peptide (PTHrP) auf das kardiovaskulare System untersucht. Dazu wurde eine
Perfusion isolierter Ratten- und Mé&useherzen nach Langendorff durchgefinhrt.
Weiterhin wurde durch die Perfusion isolierter Duodenumfragmente der Einfluss von
PTHrP auf die glatte Muskulatur im Gastrointestinaltrakt von Ratten beobachtet.
PTHrP ist ein Peptidhormon, welches nahezu ubiquitar im Korper produziert wird,
wobei es im kardiovaskularen System hauptséchlich in Glattmuskelzellen, aber auch
in Endothelzellen exprimiert wird. Hier fuhrt PTHrP Uber eine Relaxation der
Glattmuskelzellen zu einer Gefal3dilatation und somit zu einer Regulation des lokalen
Blutflusses. Dieser Effekt ist auf eine Aktivierung des PTH1-Rezeptors
zuruckzufiihren, wobei PTHrP hauptsachlich Gber den cAMP/PKA-Signalweg wirkt.
Weiterhin bt PTHrP sowohl positiv chronotrope, als auch positiv inotrope Effekte
aus. Letztere werden durch eine Aktivierung der Adenylatzyklase in ventrikularen
Kardiomyozyten ausgeltst. Kommt es zu einer verlangerten Exposition von PTHrP
im vaskularen Gewebe fiihrt dies zu einer Desensibilisierung und zu einer Abnahme
weiterer auslosbarer Effekte.

Im Verlauf dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine wiederholte Exposition
von PTHrP zu einer Rezeptordesensibilisierung mit anschlieBendem paradoxen
Effekt fuhrt. Dieser paradoxe Effekt ist durch eine Vasokonstriktion und die
Aufhebung der positiven Chronotropie gekennzeichnet. Es konnte nachgewiesen
werden, dass das Auftreten dieses Effekts weder tber Endothelin, Angiotensin Il
noch Uber den PTH2-Rezeptor vermittelt wird. Weiterhin wird eine intakte
Bindungsdoméne bendétigt und eine Imitation der Paradoxie durch PTH oder eine -
adrenerge Stimulation war nicht moéglich.

Eine Ubertragbarkeit der Befunde auf die glatte Darmmuskulatur konnte nicht
nachgewiesen werden.

Somit scheint fir die Ausbildung der paradoxen Vasokonstriktion ein anderer
Rezeptor oder ein anderer Signalweg als die bisher beschriebenen verantwortlich zu

sein.
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7. Summary

In the present study the influence of parathyroid hormone-related peptide (PTHrP) on
the coronary vasculature was explored. Experiments were performed with isolated rat
and mice hearts which were perfused in the Langendorff mode. Also the contraction
of small rat intestine segments perfused with PTHrP were measured.

PTHrP is a member of the parathyroid hormone (PTH)-peptide family which is
expressed in various mammalian tissues. Among cardiovascular cells PTHrP is
mostly expressed by smooth muscle cells, but also by endothelial cells. PTHrP
release contributes to the decrease of blood pressure by acting directly on smooth
muscle cells. This effect is mainly caused by an activation of the PTH1-receptor and
the cAMP/PKA-pathway. Furthermore besides its vasodilatory effects PTHrP exerts
positiv inotropic and positive chronotropic effects on ventricular cardiomyocytes. A
prolonged exposition of PTHrP to vasculare tissues causes a desensitisation.

The present study shows that a repeated perfusation of rat hearts with PTHrP causes
not only a receptor desensitisation but also generates an adverse effect leading to
vasoconstriction. It could be shown that this effect could not be mimicked by

B - adrenergic stimulation or by administration of PTH. As well it could be
demonstrated that endothelin, angiotensin Il and the PTH2-receptor do not
participate in the development of the observed paradoxical vasoconstriction.

In contrast to the cardiac smooth muscle there is no paradox constriction in smooth
muscles of the intestinal tract.

Therefore it seems that receptors or pathways distinct from the ones already

described are responsible for the paradox vasoconstriction.
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