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EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Ubersicht iiber die Anatomie und Physiologie sympathischer paravertebraler

Ganglien

Das autonome Nervensystem besteht aus drei Anteilen: dem Parasympathikus, dem
enterischen Nervensystem und dem sympathischen Nervensystem. Diese drei Systeme sind
essenziell, um die Korperfunktionen aufrecht zu erhalten und an unterschiedlichste
Situationen anzupassen. Wahrend das enterische Nervensystem die autonome Funktion des
Gastrointestinaltraktes steuert, innerviert das parasympathische Nervensystem eine Vielzahl
verschiedener Organe im ganzen Korper und ist somit an der Regulation verschiedenster
Koérperfunktionen beteiligt. Die grofte Bandbreite in seinem Innervationsgebiet nimmt
allerdings das sympathische Nervensystem ein, welches beinahe jedes Organ innerviert. Die
Komplexitat des Zusammenspiels der einzelnen Systeme Iasst sich nicht in einem generellen
Wirkmuster charakterisieren, sondern muss fiir jedes Organ gesondert betrachtet werden
(Janig & McLachlan 1992).

Das sympathische Nervensystem besteht sowohl aus zentralen als auch aus peripheren
Anteilen. Die zerebralen Kerngebiete, die Einfluss auf die sympathische Aktivitdt nehmen,
sitzen im Hypothalamus, vor allem im Nucleus paraventricularis sowie in der
rostroventrolateralen Medulla des Hirnstamms (Guyenet et al. 1996), aber auch neokortikale
Anteile nehmen Einfluss (Westerhaus & Loewy 2001). Von diesen hdheren Zentren
projizieren absteigende Fasern auf praganglionare Neurone im Nucleus intermediolateralis
und im Nucleus intercalatus des Rickenmarks, welche nur in den spinalen Segmenten
thorakale 1 bis lumbale 2 zu finden sind. Die Axone dieser Neurone verlassen das
Rickenmark und ziehen als Ramus communicans albus vom Spinalnerv zu den
paravertebralen sympathischen Ganglien. Von diesen makroskopisch als knotige
Verdickungen zu erkennenden Strukturen gibt es beim Menschen drei zervikale [Ganglion
(Ggl.) cervicale superius (SCG) medius und inferius], elf bis zwolf thorakale, vier lumbale,
vier bis funf sakrale und ein unpaarig angelegtes Ggl. impar, unmittelbar ventral des
SteilRbeins. Das untere zervikale und das oberste thorakale sympathische Ggl. sind als Ggl.
cervicothoracicum oder auch Ggl. stellatum verschmolzen.

In sympathischen Ganglien liegen die multipolaren, postganglionaren Neurone, mit welchen
die Axone der pragangliondren Neuronen Synapsen ausbilden. Die Axone der
postgangliondaren Neurone, die meist unverzweigt sind, verlaufen mit einem Ramus
communicans griseus zurlick zum Spinalnerv, wo sich die sympathischen Fasern an andere

Nervenstrange anlagern um dann als Teil eines Nerven zu Haut, Muskeln und Geféaen zu
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EINLEITUNG

ziehen. Diese Gliederung gilt nur fur die sympathischen Efferenzen mit Projektion zur
Leibeswand (McLachlan 1974). Der zervikale Anteil bildet mit den verbleibenden Axonen den
Plexus caroticus zur Innervation der zerebralen GefalRe und die Nervi cardiales cervicales
zur Innervation des Herzens. Somit erfolgt die sympathische Innervation des Kopfes in erster
Linie durch die Neurone des SCG. Die sympathische Innervation des Herzens entspringt
zum groéBten Teil dem Ganglion stellatum und den weiteren Thorakalganglien (Chapman &
Kinsey 1948). Die Innervation der anderen Organe der Brust- und Bauchhdhle erfolgt
entsprechend durch Neurone der einzelnen segmentalen paravertebralen Ganglien (Langley
1904).
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1.2 Transmitter an der Synapse im sympathischen Ganglion

Der Haupttransmitter an der Synapse im sympathischen Ganglion ist Acetylcholin. Die
Wirkung des Acetylcholins kann mit Nikotin nachgestellt werden (Feldberg & Gaddum 1934).
Die nikotinische Wirkung wird uber den nikotinischen Acetylcholinrezeptor (nAChR) vermittelt
(Changeux et al. 1970), welcher ein ionotroper lonenkanal ist, der nach Bindung des
Agonisten eine lonenpore 6ffnet und einen Kationeneinstrom ermdglicht, hier vor allem
Natrium allerdings auch Kalzium. Auf diese Weise wird die schnelle synaptische Ubertragung
einer Erregung vom praganglionaren auf das postganglionare sympathische Neuron erreicht.
Strukturell besteht der transmembrandre nAChR aus fiinf verschiedenen Untereinheiten.
Diese Untereinheiten weisen eine starke Diversitat auf, so gibt es 17 verschiedene Typen
(a1—a10, B1-P4, vy, d and ¢), die auBer a8 — der nur bei Végeln vorkommt - auch alle beim
Menschen nachweisbar sind. Diese Untereinheiten bilden dann hetero- oder homomere
Rezeptoren, deren Zusammensetzung den Rezeptorsubtyp bestimmt (Millar & Gotti 2009).
Das SCG verfiigt Uber die hochste Dichte an nAChR unter allen vegetativen Ganglien (Mao
et al. 2006).

Der vorwiegende Teil der nAChR im SCG ist ein Subtyp aus den Untereinheiten a3f4,
gefolgt von dem Heteromer aus a3B4a5, zusatzlich lasst sich auch eine kleine Menge eines
Heteromers aus a332p4 nachweisen (Mao et al. 2006).

Neben der nikotinischen Wirkung von Acetylcholin gibt es auch Wirkungen, die durch
Muskarin imitiert werden kénnen (Dale 1914). Die muskarinische Wirkung des Acetylcholins
wird Uber muskarinische Acetylcholinrezeptoren (mMAChR) vermittelt. Die Familie der mAChR
besteht aus fliinf Rezeptoren, die jeweils von einem eigenen Gen kodiert werden. Alle finf
besitzen sieben transmembrandre Domanen und sind mit einem G-Protein gekoppelt. Die
Subtypen M1, M3 und M5 interagieren in erster Linie mit Go/Gy1 G-Proteinen, wahrend M2
und M4 in erster Linie mit G-Proteinen vom Gi- und G,-Typ assoziieren (Hulme et al. 2003).
Bei dem uberwiegenden Teil der mAChR im sympathischen Ganglion handelt es sich um
den Subtyp M1 (Marrion et al. 1989). Die Aktivierung der mAChR des SCG hat sowohl einen
de- als auch einen hyperpolarisierenden Effekt, wobei die Depolarisation Ulberwiegt
(Newberry & Priestley 1987). Diese Aktivierung fiihrt zu einer Signalmodulation der schnellen
synaptischen Ubertragung (Nishi & Koketsu 1968).

Durch das Zusammenwirken von mAChR und nAChR wird die synaptische Ubertragung
moduliert, wodurch es bei haufiger Reizung zu einer Desensibilisierung kommt. Eine
besondere Rolle spielt dabei der a7-nAChR, der mit dem mAChR interagiert. Kommt es
durch haufige Erregung zu einer Desensitivierung des a7-nAChR, so flhrt dies zu einer
starkeren Einflussnahme der mAChR-Aktivierung auf das Membranpotenzial (Yin et al.

2005). Die neuronale Transmission an der Synapse des sympathischen Ganglions wird
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jedoch noch durch weitere Faktoren moduliert und so die Aktivitdt und Erregbarkeit der
praganglionaren Neurone angepasst, hierbei spielt die Kotransmission durch Neuropeptide
eine entscheidende Rolle (Schultzberg et al. 1982). In den paravertebralen Ganglien
kommen Enkephalin, Substanz P (SP), Neuropeptid Y, Calcitonin Gene-Related Peptid
(CGRP), Bombesin und andere Neuropeptide vor sowie das Gewebshormon Serotonin und
Stickstoffmonoxid (NO). Das komplexe Zusammenspiel dieser Stoffe beeinflusst zuséatzlich
zum cholinergen System die synaptische Transmission (Elfvin et al. 1993; Klimaschewski et
al. 1996).



EINLEITUNG

1.3 Die Calcitonin-Peptidfamilie

Die Calcitonin-Peptidfamilie ist eine Gruppe von Peptiden, zu denen Calcitonin, CGRP,
Adrenomedullin (AM), Adrenomedullin 2 (AM2) [auch Intermedin (IMD) genannt] und Amylin
gehéren. Die Peptide dieser Gruppe fallen durch ihre strukturelle Ahnlichkeit auf und
interagieren alle mit G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Der Abbau der Peptide erfolgt Giber
unspezifische Endopeptidasen (McDowell et al. 1997; Lisy et al. 1998). Neben vielen
Gemeinsamkeiten haben sie dennoch deutlich unterschiedliche Funktionen und

Verteilungsmuster.

Amylin kommt in sehr hoher Konzentration in den Amyloid-Plaques des Pankreas bei
Patienten mit Typ 2-Diabetes vor. Diese wurden bereits Anfang des 20. Jahrhunderts
beschrieben (Weichselbaum & Stangl 1901). Die lIdentifikation von Amylin in diesen
Ablagerungen im Rahmen von Diabetes gelang jedoch erst deutlich spater zwei
Arbeitsgruppen unabhangig voneinander (Cooper et al. 1987; Westermark et al. 1987).
Amylin ist ein 37 Aminosauren langes Peptid, welches zunachst als Prapropeptid in den
Pankreaszellen gebildet und dann zusammen mit Insulin in sekretorischen Vesikeln
gespeichert und freigesetzt wird (Kahn et al. 1990; Pittner et al. 1994). Unter physiologischen
Bedingungen spielt Amylin eine Rolle im Glukosestoffwechsel sowie bei der
Geuwichtsregulation (Isaksson et al. 2005). Es fihrt aber auch zusammen mit CGRP zu einer

verstarkten Insulinresistenz (Molina et al. 1990).

Das ebenfalls 37 Aminosauren lange CGRP wurde 1982 identifiziert (Amara et al. 1982).
Man differenziert zwischen a-CGRP und B-CGRP, die sich in drei Aminosauren voneinander
unterscheiden. B-CGRP wird von einem eigenen Gen auf Chromosom 11 kodiert, auf diesem
Chromosom liegt auch das Gen flr Calcitonin und a-CGRP (Hoppener et al. 1984). Wahrend
B-CGRP vor allem im enterischen Nervensystem und der Hypophyse vorkommt (Bell &
McDermott 1996), ist a-CGRP hingegen vorwiegend im peripheren und zentralen
Nervensystem aufzufinden, insbesondere in sensorischen Neuronen der Spinalganglien und
der Hirnnervenganglien. Diese Trennung im Expressionsmuster ist allerdings eine deutliche
Vereinfachung, da die meisten Neurone in geringen Anteilen beide Formen produzieren.
CGRP wird nach seiner Synthese intrazelluldr in Sekretionsvesikeln gespeichert und
transportiert. Eine Colokalisation von CGRP mit SP wird haufig beschrieben (Gulbenkian et
al. 1986). Bei den meisten CGRP enthaltenden Nervenfasern handelt es sich um
sensorische Fasern (Yamamoto et al. 1989; Wiesenfeld-Hallin et al. 1984) .

Dazu passend wird CGRP in Neuronen des Ganglion trigeminale (Yasuhara et al. 2008) und

der Spinalganglien exprimiert. Im Hinterhorn des Rickenmarks verlaufen ebenfalls in
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sensorischen Bahnen deren Fasern, die CGRP-Immunreaktivitat zeigen (Rosenfeld et al.
1993). Das Vorkommen von CGRP in sensorischen Neuronen spielt nicht nur eine wichtige
Rolle in der Sensitivierung von afferenten Neuronen, sondern auch in der
Schmerzphysiologie, speziell in der Pathogenese der Migrane, wo es eine
schmerzsteigernde Wirkung hat (Uddman et al. 1986). Hier sorgt CGRP nach lokaler
Ausschittung aus afferenten Fasern fiir eine lokale Sensibilisierung und dadurch zu
lokalisierten Kopfschmerzereignissen. Dieser Mechanismus war die Grundlage, CGRP-
Antagonisten fiir die Migranetherapie zu entwickeln. Die hierfiir verwendeten Substanzen
sind synthetisch hergestellte kompetitive CGRP-Rezeptor-Antagonisten (Ho et al. 2008;
Olesen et al. 2004).

Ein eindricklicher nicht-neuronaler Effekt von CGRP ist die starke vasodilatorische Wirkung.
Daruber hinaus ist CGRP an der Entstehung von neurogenen inflammatorischen Prozessen
beteiligt. Diese Reaktion entsteht typischerweise nach Hautirritationen und der damit
verbundenen CGRP-Freisetzung aus sensiblen Nervenfaserendigungen (Brain & Williams
1985).

Der Einfluss von CGRP auf die Hamodynamik beschrankt sich jedoch nicht nur auf
Vasodilatation, sondern umfasst auch komplexere Mechanismen. So entsteht nach
intrazerebroventrikularer bzw. intravendéser CGRP-Applikation ein kardiovaskularer Effekt
durch einen angehobenen Noradrenalinspiegel (Fisher et al. 1983). Darlber hinaus kommt
es nach intrazerebroventrikuldarer CGRP-Applikation auch zu einem Anstieg von
Herzfrequenz und Blutdruck (Xu & Krukoff 2004).

Ein Vorkommen in Neuronen von sympathischen Ganglien wurde nur fir eine kleine
Population von Neuronen im Ganglion stellatum von Ratte und Katze gezeigt. Diese sind
cholinerg und lassen sich der SchweilRdriiseninnervation der Vorderpfote zuordnen (Heym et
al. 1993). Weiterhin lieR sich eine CGRP-positive Neuronenpopulation identifizieren, welche
nicht der Innervation der Schweilldrisen dient, deren Funktion jedoch noch unklar ist
(Kummer & Heym 1991). Im SCG von Maus und Ratte gibt es bisher keinen Nachweis
CGRP-positiver Neurone, jedoch gibt es mehrere Typen von CGRP-positiven
Nervenfaserendigungen im SCG. Im Groben lassen diese sich in zwei Hauptgruppen
einteilen: Solche, die CGRP- und SP- positiv sind und solche, die CGRP- und Tyrosin-
hydroxylase-positiv sind. Dariiber hinaus gibt es zumindest im Ganglion stellatum des
Meerschweinchens Beschreibungen Uber axodendritische Synapsen zwischen CGRP-

positiven Nervenfasern mit ganglionaren Neuronen (Heym et al. 1993).

Adrenomedullin ist ein 52 Aminosduren grofRes Peptid, welches in humanen
Phaochromozytomen entdeckt und gleichzeitig in hoher Konzentration aus der Nebenniere

isoliert wurde (Kitamura et al. 1993).
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Der Genlocus fur AM liegt auf Chromosom 11 und besteht aus 4 Exons und 4 Introns
(Ishimitsu et al. 1994). Im Adrenomedullingen gibt es Strukturen, die eine mdgliche
Regulation Uber cyclisches Adenosinmonophosphat (cAMP) und durch den Hypoxie-
induzierten Faktor (HIF) 1 nahelegen (Cormier-Regard et al. 1998; Fink et al. 1988; Garayoa
et al. 2000).

Aus der mRNA des AM-Gens wird zunachst das 185 Aminosduren lange
Praproadrenomedullin translatiert. Diese Vorstufe enthalt neben einem 21 Aminosauren
langen Signalpeptid Proadrenomedullin, aus dem in einem weiteren Schritt das 52
Aminosauren lange AM sowie das Proadrenomedullin N-terminale 20 Peptid (PAMP),
welches eigene biologische Wirkungen besitzt (Kitamura et al. 1994), gespalten werden. AM
tragt eine C-terminale Carbamoyl-Gruppe sowie eine Disulfid-Briicke, welche an der
Ausformung einer Ringstruktur beteiligt ist. Diese Modifikationen sind entscheidend fir die
Funktionalitat des Peptids (Eguchi et al. 1994; Kitamura et al. 1994).

Die intrazelluldre Verteilung von AM ist bislang nicht ausreichend geklart, auch wenn es
Hinweise gibt, dass AM als vesikulares Peptid prozessiert wird (Hobara et al. 2004). AM ist in
fast jedem Gewebe nachweisbar und im gesamten zentralen Nervensystem stark exprimiert,
wobei eine hohe Konzentration von AM vor allem im Herzen zu finden ist. AM wird von
vaskularen glatten Muskelzellen sowie von Endothelzellen sezerniert und erreicht eine hohe
Plasma-Konzentration (Ichiki et al. 1994; Sugo et al. 1995; Chun et al. 1997; Isumi et al.
1998) .

AM hat bei peripherer Applikation wie CGRP einen stark vasodilatatorischen und somit einen
hypotensiven Effekt (Kitamura et al. 1993). Wird AM intrazerebroventrikular appliziert, fihrt
dies jedoch zu einem Anstieg von Herzfrequenz und Blutdruck (Xu & Krukoff 2004).

Die physiologische Rolle von AM scheint vor allen Dingen in der Fahigkeit zu liegen,
endotheliale Membranen zu stabilisieren und somit die Flissigkeitsextravasation zu
regulieren. Dies spiegelt sich im Phanotyp einer transgenen Maus wieder, der das AM-Gen
fehlt (AM™). Dieser Genotyp ist bereits im Embryonalstadium E13.5 letal und weist extreme,
generalisierte Odembildung auf, die wahrscheinlich die Ursache fiir das frihe Versterben
darstellt (Caron & Smithies 2001).

Dieser fur die endotheliale Integritédt essenzielle Mechanismus wird Uber einen cAMP-
abhangigen Effekt bewirkt. Der Anstieg von intrazellularem cAMP fuhrt zu einer
Konformationsanderung des Aktinskeletts und somit zu einer Anderung in der Anordnung der
Endothelzellen, was dann wiederum zu einer verringerten Flissigkeitsextravasation fiihrt
(Hippenstiel et al. 2002).

Eine mogliche Anwendung dieser Wirkung zeigt sich im Rahmen des akuten

ventilationsbedingten Lungenschadens. Hier resultiert die pharmakologische Gabe von AM
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im Mausmodell in einem deutlich protektiven Effekt fir das Lungenparenchym (Muller et al.
2010).

Die Erh6hung der AM-Konzentration scheint auch ein kérpereigener Mechanismus zu sein,
um die Membranintegritat unter Bedingungen pathologischer Extravasation von Flissigkeit
aufrecht zu erhalten. Dies zeigt sich in einem Anstieg der zirkulierenden AM-Konzentration
im Rahmen der kongestiven Herzinsuffizienz, einer Erkrankung, bei der es aufgrund einer
kardialen Stauung zu starker Odembildung kommt (Jougasaki et al. 1995). Ein weiteres
Beispiel einer korpereigenen Ausschittung von AM zur Kompensation pathologischer
Odembildung stellt die Korrelation von AM-Plasmalevel von Patienten mit chronischer
pulmonaler Hypertension und der Schwere ihrer Erkrankung dar (Kakishita et al. 1999). Beim
ischamischen Myokardinfarkt konnte gezeigt werden, dass AM als Adjuvans zusatzlich zur
koronaren Intervention einen protektiven Effekt bietet (Kataoka et al. 2010). Daruiber hinaus
konnte gezeigt werden, dass die Post-Infarktkonzentration von AM im Blutplasma ein
Pradiktor fir die Uberlebensrate von Patienten nach Myokardinfarkt darstellt (Dzielinska et
al. 2011). Es zeigt sich, dass vor allem ischamische Zustédnde mit einer Hochregulation vom
AM assoziiert sind.

AM ist unter Hypoxie in der Lage, das hypoxische Absterben von Zellen hinauszuzdgern,
indem es die Konzentration von Sauerstoff-Radikalen reduziert (Kim et al. 2010). Ein solcher
Ischamie-protektiver Effekt zeigt sich zum Beispiel bei einem Mausmodell zur fokalen
Hirnischamie, welches die Situation bei einem ischamischen Hirninfarkt nachstellt. Hier
konnte nicht nur gezeigt werden, dass die Plasmakonzentration von AM ansteigt (Wang et al.
1995), sondern auch, dass transgene Mause, die neuronspezifisch nicht in der Lage sind,
AM zu produzieren, vergrofRerte Infarktareale aufweisen (Hurtado et al. 2010). Des Weiteren
kommt es zu einer Hochregulation von AM unter Hypoxie in Zellen des Trophoblasten
(Marrion et al. 1989) sowie in der Niere (Nagata et al. 1999). Dazu passend ist AM auch an
der Vaskulogenese beteiligt und stark mit der Expression des Vascular endothelial growth
factor (VEGF) assoziiert. In verschiedenen Tumorarten korreliert die AM-Konzentration mit
einer erhohten GefaRdichte (Ribatti et al. 2005).

Neuronale, modulatorische Effekte von AM konnten in verschiedenen Modellen gezeigt
werden. So kommt es nach intrathekaler Applikation von AM-Antagonisten zu einer
Reduktion der Morphintoleranz. Eine direkte neuromodulatorische Wirkung nach Stimulation
mit AM zeigt sich vor allem in kardiovaskuldren Regulationszentren (Fan et al. 2006), wo es
vor allem neuromodulatorische Eigenschaften hat, die zu einer neuronalen Bahnung auf der
Ebene von Kalzium-Kanalen flhrt. Das Vorhandensein solcher Regulationsmechanismen
und Signalwege deutet darauf hin, dass AM an der neuronalen Regulation des

kardiovaskularen Systems beteiligt ist (Hosokawa et al. 2010).
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Ein Vorkommen von AM in sympathischen Ganglien wurde bislang nicht beschrieben, jedoch
konnten Vorversuche unserer Arbeitsgruppe eine Expression von AM in SCG und Stellatum
der Ratte zeigen (nicht publiziert). Eine genaue Beschreibung der AM-Expression im SCG ist

bislang nicht erfolgt.

Adrenomedullin 2 wurde von zwei unabhangigen Forschergruppen als AM2 (Takei et al.
2004) beziehungsweise als IMD (Roh et al. 2004) entdeckt und beschrieben. Wie sich
herausstellte, waren die beschriebenen Peptide jedoch identisch, was in der Literatur im
Bezug auf die Nomenklatur bis heute fir Unklarheit sorgt. Da der Begriff IMD jedoch auch
das Melanozyten stimulierende Hormon bezeichnet, wurde auf dem ,7. internationalen
Symposium Uber CGRP, Adrenomedullin, Amylin und Intermedin® in Bezug auf die
Nomenklatur von IMD beschlossen, immer beide Bezeichnungen (AM2/IMD) zu verwenden
(August 2010, Queenstown, New Zealand). Dieser Regel folgt die Nomenklatur im folgenden
Text.

AM2/IMD wird als 53 Aminosauren langes Prohormon aus einem Praprohormon abgetrennt
(Yang, Qi, et al. 2005). Dieses Prohormon kann dann N-terminal weiter auf 40 oder 47
Aminosauren verkirzt werden (Roh et al. 2004).

AM2/IMD induziert in Ratte und Maus eine potente und lange anhaltende Blutdrucksenkung
mit Herzfrequenzsteigerung nach intravendser Applikation. Zusatzlich kommt es zu einer
verstarkten Miktion und Verringerung der Magenentleerung sowie der Nahrungsaufnahme.
AM2/IMD wird in vielen Organen des Korpers gebildet, so konnte seine Expression im
Intermediarlappen der Hypophyse (daher auch Intermedin), im Frontalhirn, in der Lunge, der
Nebenniere, der Niere, im Pankreas, dem Magen, Osophagus, in Dinn- und Dickdarm, in
Milz, Thymus und Speicheldriise nachgewiesen werden (Takei et al. 2004; Roh et al. 2004).
Die physiologische Rolle von AM2/IMD ist jedoch immer noch nicht gut verstanden, obwohl
viele Wirkungen unter verschiedenen Bedingungen gezeigt werden konnten.

AM2/IMD hat neben seinem hypotensiven Effekt auch einen positiven Einfluss auf die
koronare Perfusion (Pan et al. 2005) und erhoht die Kontraktilitat von Kardiomyozten (Dong
et al. 2006). Darlber hinaus verringert es den Reperfusionsschaden an isolierten
Rattenherzen (Yang, Qi, et al. 2005).

Im zentralen Nervensystem hat AM2/IMD einen Einfluss auf die Ausschittung der
Hypothalamus- und Hypophysenhormone. Es stimuliert die Ausschittung von
adrenocorticotropem Hormon, Prolaktin und Oxytocin, supprimiert jedoch die Sekretion des
Wachstumshormons GH (Takahashi et al. 2006). Darliber hinaus scheint es eine wichtige
Rolle bei der Prolaktin-Exkretion zu spielen (Chang et al. 2005). Intrazerebroventrikulare
Applikation von AM2/IMD fiihrt im Gegensatz zur peripheren Injektion zu Blutdrucksteigerung
und Herzfrequenzsteigerung (Ren et al. 2006).



EINLEITUNG

Unter Hypoxie wird die AM2/IMD-Expression in der Lunge gesteigert, was zu einem
Endothel-stabilisierenden Effekt fiihrt (Pfeil et al. 2009). Dieser Effekt wird tber einen Anstieg
von intrazelluldrem cAMP getriggert, der ahnlich wie bei AM die Zell-Zelladh&sion steigert
(Aslam et al. 2011).

Im Blutplasma konnte AM2/IMD ebenfalls nachgewiesen werden, jedoch ist unklar, was die
Quelle ist (Bell & McDermott 2008). Die Plasmakonzentrationen von AM2/IMD unterscheiden
sich im Vergleich verschiedener Spezies erheblich voneinander. So ubertrifft in humanem
Plasma, im Gegensatz zum Nager, der Plasmalevel von AM2/IMD (Morimoto et al. 2007),
den von AM (Letizia et al. 2002). Obwohl neben der Hypophyse die starkste AM2/IMD-
Expression in der Niere und im Magen zu finden ist (Takahashi et al. 2006), sind die

Funktionen des Peptides dort noch nicht geklart.
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EINLEITUNG

1.4  Der Calcitonin-receptor-like-receptor (CLR)

Peptide der Calcitonin-Familie interagieren mit G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, die
typischerweise sieben transmembranare Domanen aufweisen (Lin et al. 1991).

Alle Peptide dieser Gruppe kénnen mit einem Rezeptor interagieren — dem CLR, der zu 55%
strukturelle Ubereinstimmung mit dem Calcitonin-Rezeptor aufweist und nach Stimulation zu
einem intrazellularen Anstieg von cAMP fihrt. Der CLR gehort zur Klasse B der G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren, dhnlich dem Sekretin-Rezeptor (Njuki et al. 1993; Flihmann et al.
1995).

Beim Menschen ist der CLR in vielen Geweben nachgewiesen worden, so in Sammelrohren
der Niere, vendsen und arteriellen GefaRen, dem Endokard, in den Fundusdriisen des
Magens, in endokrinen Zellen von Duodenum und lleum, im Plexus myentericus, in
alveolaren Kapillaren der Lunge, in Makrophagen und Leydig-Zellen im Hoden (Hagner et al.
2002). Der CLR kommt im zentralen Nervensystem der Ratte in sensiblen Arealen, den
trigeminalen Hirnnervenkernen und der Medulla oblongata vor. Dariiber hinaus zeigte sich
ein perivaskulares Vorkommen in der Dura mater (Lennerz et al. 2008).

Das Fehlen des CLR in transgenen Mausen (CLR™) fiihrt zum Tod der Tiere im
Embryonalstadium E12.5 durch eine extreme Odembildung und kardiovaskulére Defekte.
Der Phanotyp der CLR™-Embryonen unterscheidet sich nicht wesentlich von AM™-
Embryonen, mit der Ausnahme, dass AM’-Embryonen erst 24 Stunden spater im
Embryonalstadium E13.5 versterben (Dackor et al. 2006).

Die Stimulation des CLR mit Calcitonin fiihrt zu einem Anstieg des intrazelluldren cAMP-
Spiegels, wahrend die Stimulation mit AM oder CGRP keinen Effekt hervorruft (Flthmann et
al. 1995). Wird aber zuséatzlich zu CLR in der Zellmembran ein ,receptor activity modifying
protein“ (RAMP) exprimiert, kommt es zu einer Rezeptorwirkung fir CGRP, AM oder
AM2/IMD. Das assoziierte RAMP wirkt als Chaperon und bestimmt so die Affinitat des
Rezeptors zum Liganden. Im Zusammenhang mit dem CLR sind drei verschiedene RAMPs
beschrieben (RAMP1-3). CGRP wirkt ausschlieBlich dann am CLR, wenn dieser mit RAMP1
assoziiert ist. Eine Bindung mit RAMP2 und 3 andert die Affinitat zu einer starkeren Bindung
von AM (McLatchie et al. 1998). AM2/IMD hat ebenfalls keinen Effekt, wenn es mit CLR
allein interagiert, ruft allerdings eine Wirkung in Kombination mit allen drei RAMPs hervor.
Die Bindung von AM2/IMD fihrt allerdings im Gegensatz zur Bindung von AM und CGRP zu
einer geringeren Bildung von intrazellularem cAMP (Roh et al. 2004).
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EINLEITUNG

Neben den rezeptor-modulierenden Fahigkeiten spielen die RAMPs auch eine Rolle bei der
intrazellularen Verteilung des CLR. Darliber hinaus kdénnen sie die Internalisierung des

Rezeptors in die Zellmembran bewirken (Kuwasako et al. 2000).

Abbildung 1. Schematische Darstellung des Aufbaus und der Funktionsweise des CLR und der RAMPS (nach
inhaltlichen Angaben in: Evans et al. 2000; McLatchie et al. 1998; Njuki et al. 1993 & Flihmann et al. 1995)

Eine Interaktion der RAMPs wird auch mit anderen Rezeptoren der Gruppe der G-Protein
gekoppelten Rezeptoren vom Typ B beschrieben. Beispiel hierfiir ist die Interaktion der
RAMPs mit dem Amylin-Rezeptor (Zumpe et al. 2000).

Der CLR ist jedoch zuséatzlich zu den RAMPs noch mit einem weiteren Protein - einem
Receptor-component-protein (RCP) - assoziiert. Dieses Protein erhoht die cAMP-Bildung,
wenn CGRP oder AM an den Rezeptor binden, ohne einen Einfluss auf die Bindungsaffinitat
zu haben (Evans et al. 2000). Das Zusammenspiel des CLR mit seinen assoziierten
Proteinen sowie die Bindung der CGRP-Peptidfamillie sind in Abbildung 1 schematisch
zusammengefasst.

Eine Regulation der Expression des CLR und seiner Komponenten konnte unter
verschiedenen Bedingungen in unterschiedlichen Organsystemen gezeigt werden.

Beispiele hierfir sind die Hochregulation der CLR- und RAMP1-3-Expression bei
Leberzirrhose in der Ratte (Hwang et al. 2007) und die Expressionsteigerung von CLR,
RAMP1 und 2 bei Nierenschadigung (Mukoyama et al. 2001). In der Lunge kommt es zu
einer Expressionsteigerung von RAMP1 und 3 unter hypoxischen Bedingungen (McDowell et
al. 1997; Qing et al. 2001; Pfeil et al. 2009). Des Weiteren wurde beschrieben, dass die
mRNA-Expression des CLR unter hypoxischen Bedingungen in humanen Endothelzellen
gesteigert ist (Nikitenko et al. 2003).
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EINLEITUNG

1.5 Adaptationsmechanismen unter Hypoxie

In der Blutzirkulation von Saugetieren gibt es spezielle Sensororgane, die in der Lage sind,
den Sauerstoffpartialdruck des Blutes zu detektieren. Diese sogenannten Paraganglien sind
zum Beispiel das Glomus caroticum (De Castro 1927) in der Karotisbifurkation, oder auch
die entlang dem Aortenbogen verteilten Aortic Bodies (Coleridge et al. 1970). Der molekulare
Mechanismus, der hinter der Erfassung des Blutsauerstoffpartialdrucks steht, wird nach wie
vor kontrovers diskutiert. Die fiihrende Theorie ist jedoch, dass der verringerte
Sauerstoffpartialdruck dazu fiihrt, dass spezielle Kaliumkanale in den Zellen der
Paraganglien verschlossen werden. Dies flhrt zu einer Depolarisation der Zelle. Angeregt
durch diese Depolarisation kommt es zu einer Freisetzung von Neurotransmittern und
Neuropeptiden, die eine neuronale Antwort sensorischer Neurone des Nervus vagus und des
Nervus glossopharyngeus provozieren (Zhang et al. 2000; Lopez-Barneo 2003). In Folge
dessen kommt es zu einer Aktivierung im Nucleus tractus solitarii (Finley & Katz 1992) und
zu einem reflektorischen Anstieg der Atem- und Herzfrequenz. Diese Reflexschleife ist die
schnelle neuronale Antwort auf die Hypoxie (Gonzalez et al. 1994). Bei langer anhaltender
Sauerstoffunterversorgung kommt es zu dauerhaften Veranderungen, die vor allem durch
zellulare Signalkaskaden getriggert werden. Am Anfang dieser zelluldren Adaptation steht
HIF. Es gibt drei verschiedene Formen von HIF (1-3), wobei vor allem 1 und 2 fir die
hypoxische Adaptation verantwortlich sind. HIF besteht aus zwei Untereinheiten, einer a- und
einer B-Untereinheit. HIFB wird konstitutiv gebildet und degradiert, dagegen wird HIFa zwar
konstitutiv exprimiert, jedoch auch sehr schnell ubiquitiniert und im Proteasom abgebaut.
Dieser Mechanismus ist sauerstoffabhangig. Fallt der Sauerstoffpartialdruck unter ein
kritisches Limit, wird HIFa nicht mehr ubiquitiniert und somit nicht mehr degradiert, so dass
es sich mit HIFB zusammenlagern kann. Dieser Komplex wirkt dann als Transkriptionsfaktor
fur eine Reihe von weiteren Molekilen, die dann langfristige Umbauprozesse wie
GefaBwachstum und Gewebsumbau triggern (Greer et al. 2012). Fallt die
Sauerstoffkonzentration unter ein kritisches Level, so kommt es zuerst zur Unterversorgung
des zentralen Nervensystems sowie der Nieren. Infolge dieser Hypoxamie kommt es zu
irreversiblen Gewebsschadigungen und zum Tod. Die hypoxischen
Adaptationsmechanismen sind somit essenziell fir ein Individuum, um mit wechselnden

Sauerstoffpartialdriicken tGberleben zu kdnnen.
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EINLEITUNG

1.6 Ziele der Arbeit

AM wurde erstmals in einem Tumor des Nebennierenmarks entdeckt, welches dem
sympathischen Nervensystem zuzuordnen ist. Sowohl AM als auch AM2/IMD und CGRP
haben neuromodulatorische Eigenschaften und kénnten so auch eine neuromodulatorische
Rolle in sympathischen Ganglien haben. Jedoch ist es bislang dennoch nicht ausreichend
geklart, ob es ein neuronales Vorkommen von AM und AM2/IMD in sympathischen
paravertebralen Ganglien der Maus gibt und falls ja, welche Funktion die Peptide dort

erfillen kénnten, beziehungsweise welchen Regulationsmechanismen sie dort unterliegen.

Ziele dieser Arbeit sind:

o Identifikation der genauen Lokalisation und des Vorkommens von AM, AM2/IMD und
CGRP im SCG der Maus
e Untersuchung méglicher Regulationsmechanismen unter Hypoxie

e Klarung der Wirkung von AM auf sympathische Neurone des murinen SCG
Zusammenfassend ist somit das Ziel ein genaueres Verstdndnis der Rolle und der

Regulation der Peptide der Calcitonin-Peptidfamilie im sympathischen Nervensystem zu

gewinnen
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien/Reagenzien

MATERIALIEN UND METHODEN

Substanz Summenformel Hersteller

2,4,6-Trinitrophenol

(Pikrinsaure) CeHsN3O7 Merck KGaA, Deutschland
4-(2-Hydroxyethyl)-1-

piperazinethansulfonséaure

(HEPES) CsH1sN204S Sigma-Aldrich, USA

/Agarose [-C12H1809.]n Merck KGaA, Deutschland

Aqua dest. H,O Eigenfiltration

Dextransulfat (CeHyO5SO3Na)n+1  Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutschland
Dinatriumhydrogenphosphat  Na;HPO, Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutschland
Ethanol CoHgO Sigma-Aldrich, USA

Ethansaure (Eisessig) C,H40, Merck KGaA, Deutschland
Ethidiumbromid C21H20BrN; Sigma-Aldrich, USA
Ethylendiamintetraessigsaure

(EDTA) C1oH16N20g Sigma-Aldrich, USA

Formaldehyd CH;O Merck KGaA, Deutschland

Fura-2 ngH27N3014 Sigma-AldriCh, USA

Glukose CsH1206 Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutschland
Glycerol C3HsO3 Merck KGaA, Deutschland
Kaliumchlorid KCI Merck KGaA, Deutschland
Kaliumdihydrogenphosphat KH,PO4 Merck KGaA, Deutschland
Kalziumchlorid CaCl, Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutschland
Magnesiumchlorid MgCl Merck KGaA, Deutschland
Magnesiumsulfat MgSO4 Merck KGaA, Deutschland
Natriumchlorid NaCl Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutschland
Natriumdihydrogenphosphat  NaH,PO, Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutschland
Natriumhydrogenkarbonat NaHCO; Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutschland
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MATERIALIEN UND METHODEN

Natriumhydroxid
Natriumkarbonat
Octoxinol 9 (Triton X-100)
Paraformaldehyd (PFA)
Polysorbat 20 (Tween)
Polyvinylalkohol (Mowiol®)

Polyvinylpyrrolidon (PVP)

Saccharose

Salzsaure
(1M, 2 M, 25% und 37 %)

3-Mercaptoethanol
Stickstoff (flussig)

tri-Natriumcitrat Dihydrat
Triethanolamin (TEA)
Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan (TRIS)

NaOH

Na,CO;
C14H220(C2H40)n
CHO

CsgH114026
[-CH,CHOH-],
CsHsNO

C12H22014

HCI

C.,HsOS
N2

CeHsNazO7 * 2H,0
CgH1sNO3

C4H11NO3

Merck KGaA, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA

Merck KGaA, Deutschland

Merck KGaA, Deutschland

Merck KGaA, Deutschland

Merck KGaA, Deutschland

Merck KGaA, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutschland

Sigma-Aldrich, USA
Linde AG, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA

Merck KGaA, Deutschland

Tabelle 1. Chemikalien/Reagenzien

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Reaktionsgefalie

Einmalhandschuhe Nobaglov
Fettstift PAP-Pen

Normoxie
Gasgemisch

Objektrager
(beschichtet)

Petrischale
Reaktionsgefalie
Verschlussfolie

Super Frost Plus

Parafilm®

Artikel Bezeichnung Hersteller
24-Well-Platte Merck KGaA, Deutschland
Deckellose

Merck KGaA, Deutschland

NOBA Danz GmbH & Co., Deutschland
Sigma-Aldrich, USA

Linde AG, Deutschland

R. Langenbrink Labor und Medizintechnik,
Deutschland

Merck KGaA, Deutschland
Merck KGaA, Deutschland
Pechniney Plastik, USA

Tabelle 2. Verbrauchsmaterialien
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MATERIALIEN UND METHODEN

2.1.3 Gerate

Gerat Modell Hersteller
Calciumimaging

Mikroskop Olympus BX50WI Olympus, Deuschland
Elektrisce

Feldstimulation (EFS)

Fluoreszenzmikroskop
Gelelektrophorese
Konfokales Laser
Scanning Mikroskop
(CLSM)

Kryostat

Kugelmihle

PCR Cycler

PCR Cycler
Photometer
Pipetten

Real Time PCR Cycler
Rollenpumpe
UV-Kamera
Wasserfiltrieranlage

Zentrifuge

Zentrifuge

S44-Stimulator
Axioplan 2 Imaging

Peglab Kammer,
Modell 40-1410

LSM 710

CM 1900
MM300
Mastercycler ep
gradient

Mastercycler
personal

Pipetman P
MyiQ 2

Gilson minipuls 2
IMAGO
Millipore Q

Biofuge

Labofuge

Grass Tehnologie, USA

Zeiss, Deutschland

Peqlab, Deutschland

Zeiss, Deutschland

Leica, Deutschland

Retsch GmbH, Deutschland
Eppendorf AG, Deutschland
Heraeus, Deutschland
Leica, Deutschland

Gilson, USA

Biorad, USA

Gilson, USA

TiLL Photonics, Deutschland
Merck KGaA, Deutschland

Eppendorf AG, Deutschland

Eppendorf AG, Deutschland

Tabelle 3. Gerate
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MATERIALIEN UND METHODEN

2.1.4 Gebrauchslésungen allgemein

Name

Zusammensetzung

0,1 M Phosphatpuffer
18% Saccharose

4% PFA

Gepuffertes Glycerol

HEPES-Puffer

Histoblocklésung

Krebs-Henseleit-Puffer

Losung A
Losung B

Mowiol

PBS

PBS+S

TAE-Puffer

0,3% Tritonldsung

Vorspullésung

Zamboni Fixans

115 ml Lésung A; 385 ml Losung B; mit Aqua dest. auf 1000 ml
auffillen

18 g Saccharose in 100 ml 0,1 M Phosphatpuffer

40 g PFA; 400 ml Aqua dest. mit 0,2 M Phosphatpuffer auf 1000 ml
auffillen

15,9 g Na,COs; 25,2 g NaHCO3; 300 ml Aqua dest.; 300 ml Glycerol

0,836 g KCL; 15,94 g NaCl; 2 ml 1 M MgCl in H,0; 2,2 M CaCl; in H,0;
3,96 g Glucose; 4,76 g HEPES. Auf 1000 ml mit Aqua dest. auffillen

10% Pferdeserum; 0,5% Tween; 0,1% BSA; 89,4% PBS

107 g NaCl; 4,5 g KCl; 25 g NaHCOs; 1,8 g Na,HPO,4; 0,2 NaH,POg4; 1,25
CacCly; 1 MgS0y; 12,2 Glukose

31,2 g NaH,PO4; 1l Aqua dest.

35,6 g Na;HPOy; 1l Auqua dest.

6 g Glycerol; 2,4 g Mowiol; 6 ml Aqua dest.; 12 ml TAE
28,7 ml Losung A; 96,2 ml Losung B; 22,4 g NaCl; mit Aqua dest. auf
5000 ml auffillen

28,7 ml Losung A; 96,2 ml Losung B; 44,8 g NaCl; mit Aqua dest. auf

5000 ml auffillen

242 g TRIS; 57,1 ml Eissessig; 100 ml 0,5 M EDTA; auffiillen mit Aqua
dest.

3 g Triton X; 1000 ml PBS

25 g/l PVP; 9 g/I NaCl; 5 g/l Procain; 2 ml/I Heparin

50 ml 37 % Formaldehyd; 500 ml 0,2 M Phosphatpuffer; 150 ml
Pikrinsdure; mit Aqua dest. auf 1000 ml auffillen

Tabelle 4. Gebrauchslésungen
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MATERIALIEN UND METHODEN

2.1.5 Materialien fiir PCR, RNA-Isolation und cDNA-Synthese

Reagenz

Hersteller

100 Basenpaarmarker
10fach PCR Puffer
Aqua dest.

Dnase
Ethidiumbromid

EDTA

Oligonucleotide (dATP, dGTP,

dGCP, dTTP)

Orange G Ladepuffer
Primer

Reverse Transkriptase
Rnase

SYBR Green Mastermix
TRIzol

Invitrogen, Deutschland
Invitrogen, Deutschland
Fresenius, Deutschland
Invitrogen, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA

Invitrogen, Deutschland

Invitrogen, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA
Eurofins, Deutschland
Invitrogen, Deutschland
Invitrogen, Deutschland
Biorad, USA

Invitrogen, Deutschland

Tabelle 5. PCR-Materialien
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MATERIALIEN UND METHODEN

2.1.6 Primarantikorper

Antigen Wirt Bezugsquelle Verdiinnung
Human,

AM polyklonal Serotec, Deutschland 1/800
Human,

AM2/IMD polyklonal Serotec, Deutschland 1/3200
Kaninchen,

CGRP polyklonal Penninsula, USA 1/24000
Ziege,

CGRP polyklonal Biotrend, Deutschland 1/4000
Kaninchen, Dr. G. McGregor, Physiologisches Institut

CLR polyklonal Universitat Marburg 1/1600
Kaninchen,

RAMP 1 polyklonal Proteintech, Deutschland 1/50
Kaninchen,

RAMP 2 polyklonal Proteintech, Deutschland 1/200
Kaninchen,

RAMP 3 polyklonal Proteintech, Deutschland 1/80
Ratte,

SP monoklonal Boehringer Ingelheim, Deutschland 1/400
Ziege,

VAChT polyklonal Santa Cruz, USA 1/500

Tabelle 6. Primarantikdrper
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2.1.7 Sekundarantikorper/-reagenzien

MATERIALIEN UND METHODEN

Antigen Wirt Verdiinnung Konjugat Bezugsquelle

Human-Ig Ziege 1/500 Cy3 Dianova GmbH, Deutschland
Kaninchen-lg  Esel 1/1000 Cy3 Amersham, England
Kaninchen-lg  Esel 1/1500 Cy-5 Dianova GmbH, Deutschland
Ratte-Ig Schaf 1/100 Biotin Amersham, England

Ratte-Ig Esel 1/400 FITC Dianova GmbH, Deutschland
Tertidrreagenz

(Streptavidin) 1/1000 FITC Sigma-Aldrich, USA
Ziege-Ig Esel 1:800 Cy3 Chemicon International, USA
Ziege-lg Esel 1/2000 FITC Amersham, England

Tabelle 7. Sekundarantikérper/-reagenzien; Ig = Immunglobulin

2.1.8 Software

Programm  Hersteller Verwendung
TiLL Photonics,
TiLLVision ~ Deutschland Kalzium-Ilmaging Software
Siemens,
Axiovision Deutschland Datenerfassung Fluoreszenzmikroskopie
Excel Microsoft, USA  Grafiken, Datenverarbeitung
Imaris Bitplane, USA 3D-Rekonstruktion von CLSM-Bildern
Power-Point Microsoft, USA  Bildbearbeitung
The R Project,
R-Statistics Freeware Graphiken
IBM,
SPSS Deutschland Statistik

Tabelle 8. Software
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MATERIALIEN UND METHODEN

2.1.9 Zellkulturmaterialien

Minimum Essential Medium (MEM)
Normoxie Gasgemisch

Polylysin

Trypsin

Artikel Hersteller
Coverslips Thermo Fisher Scientific Inc. , USA
Liberase Sigma-Aldrich, USA

Gibco/Invitrogen, Deutschland
Linde AG, Deutschland

Sigma-Aldrich, USA

Sigma-Aldrich, USA

Tabelle 9. Zellkulturmaterialen

2.1.10 Pharmaka

Substanz Hersteller

AM Sigma-Aldrich, USA

AM2/IMD Sigma-Aldrich, USA

Atropin Sigma-Aldrich, USA

CGRP Sigma-Aldrich, USA

CGRP 8-37 Sigma-Aldrich, USA

Heparin Fresenius GmbH, Deutschland
Isofluran Baxter Deutschland GmbH
Mecamylamin Sigma-Aldrich, USA

Muskarin Sigma-Aldrich, USA

Nikotin Sigma-Aldrich, USA

Procain Steigerwald Arzneimittel, Deutschland

Tabelle 10. Pharmaka
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2.1.11 Sonstige Losungen

MATERIALIEN UND METHODEN

Losung Verwendung Bezugsquelle

BSA Blocklésung Sigma-Aldrich, USA

DAPI Zellkernfarbung Sigma-Aldrich, USA

Pferdeserum Blocklésung Schlachthof Marburg, Deutschland

Tissue-Tek® O.C.T.™
Compound Einbettmedium

Sakura Europe, Niederlande

Tabelle 11. Sonstige Lésungen
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MATERIALIEN UND METHODEN

2.2 Mausstaimme

Fir die Haltung und Tétung zur Organentnahme der verschiedenen Mausstamme lagen
Genehmigungen des Regierungsprasidiums Gieflen vor, die jeweiligen Aktenzeichen (AZ)
sind in Klammern bei den verschiedenen Mausstdammen aufgefuhrt. Als Wildtypstamm
wurden C57BI/6N-Mause (BI6) von Charles River (Sulzfeld) verwendet (AZ: GI 20/23-
Nr.A41/2011). Hierbei handelt es sich um einen Inzuchtstamm, bei dem die Firma die
genetische Identitédt garantiert. Alle Mause sind genomisch - vergleichbar mit eineiigen
Zwillingen - miteinander Ubereinstimmend.

Bei der von uns verwendeten transgenic a3b4a5 cluster-Maus (tabac-Maus) (Frahm et al.
2011) handelt es sich um einen transgenen Stamm, der unter dem Promoter der alpha 3-
Untereinheit des nikotinischen nAChR das Gen fir ein griin fluoreszierendes Protein
(Shimomura et al. 1962) exprimiert. Darlber hinaus besteht bei diesen Tieren eine
Uberexpression der p4-Untereinheit des nAChR (Frahm et al. 2011). Die M1"-Maus ist durch
das Fehlen des Gens fir den mAChR Typ1 gekennzeichnet (Fisahn et al. 2002). Dieser Typ
von mAChHR ist der Gberwiegende Subtyp an der Synapse sympathischer Ganglien (Marrion
et al. 1989) (AZ: Gl 20/23-Nr.A9/2011).

Es wurde ein Mausstamm eingesetzt, der unter dem Promoter der Cholinacetyltransferase
(ChAT) enhanced green fluorescent protein (eGFP) produziert (Tallini et al. 2006), das somit
mit dem entsprechendem Filter im Fluoreszenzmikroskop in allen cholinergen Zellen
detektierbar ist (AZ: Gl 20/23-Nr.A11/2011).

Zur Antikérperaustestung verwendeten wir einen konditionalen AM-Knockoutstamm (kond.
AM™). Bei diesen Mausen wird in allen Neuronen des zentralen Nervensystems das AM-Gen
nicht exprimiert (Fernandez et al. 2008). Daruber hinaus verwendeten wir Embryonen eines
RAMP2-Knockoutstammes (RAMP2”) (Ichikawa-Shindo et al. 2008). Diese beiden
Mausstdmme wurden nicht in GieRen gehalten und die zur Untersuchung herangezogenen

Gewebeproben direkt von den Kooperationspartnern bezogen.
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2.3 Methoden

2.3.1 Organgewinnung zur Immunhistochemie

10 Wochen alte mannliche BI6 Mause (Charles River, Sulzfeld, Deutschland) wurden durch
Inhalation von Isofluran getétet. AnschlieRend wurde eine Kaniile in den linken Herzventrikel
eingefihrt, das rechte Herzohr eroffnet, das Blut mit ca. 300 ml Vorsplllésung
ausgewaschen und durch Infusion von ca. 200 ml 4% PFA das Gewebe perfusionsfixiert. Die
Ganglien wurden herausprapariert und mit zehnfachem Volumen 0,1 M Phosphatpuffer bei
mehrfachem Wechsel gewaschen.

Nach circa zwolfstiindigem Waschen wurden die Gewebeproben Uber Nacht in 18%ige
Saccharose-Lésung eingelegt und anschlieend mit flissigem Stickstoff in O.C.T-Compount
eingefroren. Bis zur Weiterverarbeitung lagerte das Gewebe bei -20°C. Die Totung der Tiere,
welche bei unseren Kooperationspartnern gehalten wurden, erfolgte analog. Die Proben

wurden uns in PFA zugesandt.

2.3.2 Organgewinnung fiir PCR-Untersuchungen

Auch hier wurden die Mause durch Inhalation von Isofluran getétet, anschlieBend wurden sie
durch Eroffnung der Vena cava inferior und der abdominalen Aorta ausgeblutet.
Nun wurden die verschiedenen Organe entnommen und sofort in flissigem Stickstoff

eingefroren und dann bei -80°C gelagert oder sofort weiterverarbeitet.

2.3.3 Immunhistochemie

Die in O.C.T. Compound eingebetteten Organe wurden bei -23°C mit Hilfe eines Kryostaten
in 4-14 pym dicke Schnitte geschnitten und mit einem Objekttrager aufgenommen. Die
Gewebeschnitte wurden auf dem Objekttrager mit einem Fettstift umkreist und fiir 30 min an
der Luft getrocknet. Pro Objekttrdger wurden 100 pl Blocklésung aufgetragen. Die
Blockldsung wurde eine Stunde lang in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach dem
Absaugen der Blocklésung wurden 100 pl Priméarantikérper-PBS+S Gemisch nach
erforderlicher Konzentration (s. Tabelle 6) hinzugegeben und uber Nacht bei
Raumtemperatur inkubiert. Um das Austrocknen zu verhindern, wurde die Kammer mit
Verschlussfolie abgedichtet.

Danach wurde das Primarantikérper-PBS+S-Gemisch von den Objekttrdgern abgesaugt und
diese dreimal fiir 10 min in einer 60 ml Glaskiivette in PBS gewaschen. Uberschiissiges PBS

wurde abgesaugt und der Sekundarantikérper, verdinnt mit PBS+S, in der erforderlichen
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Konzentration (siehe Tabelle 7) zu 100 pl pro Objekttréger aufgetragen und dieser fur eine
Stunde in der feuchten Kammer gelagert.

Da nicht fir alle Spezies-Kombinationen passende, mit Fluorophor konjugierte
Sekundarantikérper vorhanden waren, wurde das Verfahren zum Teil durch den Einsatz
einer Biotin-Streptavidinbriicke modifiziert. Hierbei wurde zunachst, wie bereits zuvor
erlautert, der Primarantikdrper ausgewaschen, nun aber zundchst 100 pl eines
immunglobulinspezifischen, mit Biotin-gekoppelten  Antikérpers flir eine Stunde
hinzugegeben. Nachdem dieser dreimal 10 min in 60 ml PBS in einer Glaskuvette
ausgewaschen wurde, konnte nun mit Fluorophor gekoppelte Streptavidin hinzugegeben
werden, welches an das Biotin band und so eine Markierung hervorrief. Bei Markierungen
von mehr als zwei Antigenen wurde nach der Inkubation mit den Primarantikérpern und den
darauffolgenden Waschschritten fiir eine Stunde mit einem Biotin-gekoppelten Antikorper
inkubiert. Im Anschluss wurde wieder dreimalig fur 10 min mit PBS gewaschen und
anschlieRend die zwei Sekundarantikdrper zusammen mit dem Fluorophor gekoppelte
Streptavidin hinzugegeben. Zur Darstellung der Zellkerne wurde teilweise noch eine
Markierung mittels DAPI (1/100 in PBS) angeschlossen. Hierbei erfolgte nach dreimaligem,
10 min langem Waschen in PBS eine weitere Inkubation fiir eine Stunde mit dem DAPI-
Farbstoff. Bei allen Varianten war das weitere Vorgehen gleich, wieder wurden die
Objekttrager in einer Glaskiivette in PBS gewaschen und anschlieRend zur Fixierung der
Schnitte in eine gleichartige Kivette fiir 10 min in 4% PFA gestellt. Das Fixiermittel wurde
wieder mit PBS in Glaskivetten dreimal 10 min lang ausgewaschen. Eine dreifach-
Markierung wurde mit Antikérpern gegen CGRP, SP und VAChT durchgefiihrt (vgl. Abb.16),
eine genaue Auflistung der Primarantikérper und den entsprechenden Sekundarantikérpern
bzw. —reagenzien ist in Tabelle 12. dargestellt.

Nun wurden die Objekttrager mit Hilfe eines Saugers von Flissigkeit befreit, mit 40 pl
gepuffertem Glycerol Gberzogen und mit einem Deckglas (20x20) bedeckt.

Die Gewebeschnitte konnten nun unter dem Fluoreszenzmikroskop oder dem CLSM
betrachtet werden, hierzu wurden jeweils der dem Konjugat entsprechende Filter oder
Wellenlangen gewahlt. Die Lagerung der Schnitte erfolgte bei 4°C.

Die weitere Verarbeitung der Bilder des CLSM erfolgte mittels der Imaris Software, die
fluoreszenzmikroskopischen Bilder wurden mittels Kamera aufgezeichnet und mit der
Axioplan Software bearbeitet. Die weitere Bildbearbeitung beschrankte sich auf generelle

Anpassungen der Bildhelligkeit und des Kontrastes.
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Biotin-gekoppelter
Primérantikorper Antikorper

Sekundéarantikorper/-reagenz

CGRP (Kaninchen polyklonal ,
Penninsula USA, 1/24000)

SP (Ratte monoklonal, Ratte-lg (Schaf,
Boehringer Ingelheim, Amersham, England,
Deutschlan, 1/400) 1/100)

VAChHT (Ziege, polyklonal,
Santa Cruz, USA, 1/500)

Kaninchen-Ig Cy5 (Esel, Dianova
GmbH, Deutschland1/1500)

Streptavidin FITC (Sigma-Aldrich,
USA, 1/1000)

Ziege-lg Cy3 (Esel, Chemicon
International, USA, 1/800)

Tabelle 12. Antikérperkombinationen bei der Dreifachmarkierung
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2.3.4 Reverse Transkription

Die RNA wurde mit Hilfe eines kommerziellen RNA-Isolationskits gewonnen, in dem die
folgenden Lésungen enthalten sind: RW1-Waschpuffer und RPE-Waschpuffer, sowie ein
Lysispuffer (RLT-Puffer,) zu welchem vor Verwendung noch B-Mercaptoethanol nach
Herstellerangaben (10 pl/ml) hinzugegeben wurde.

Hierfur wurde das entnommene Gewebe zunachst mit 350 pl Lysis-Puffer versetzt und in
einer Kugelmihle 5 min homogenisiert. Danach wurden die Proben 5 min bei 16.085 x g
herunterzentrifugiert, der Uberstand abpipettiert, zu gleichen Teilen mit 70% Ethanol
verdinnt, nach Durchmischung auf eine Waschséaule aufgetragen und 2 min bei 16.085 x g
zentrifugiert. Die abzentrifugierte Flussigkeit wurde verworfen und 700 pl des in dem
Isolationsset enthaltenen RW1-Waschpuffers aufgetragen und 1 min bei 16.085 x g
zentrifugiert. Auch hier wurde der abzentrifugierte Anteil verworfen. Nun wurden in einem
letzten Waschschritt 700 pl des RPE1-Waschpuffers aus dem Set hinzugegeben und fiir 2
min herunterzentrifugiert. Im Anschluss wurde das Sieb der Sé&ule in ein neues
Reaktionsgefall Uberfihrt und 30 pl Wasser auf die Saule aufgetragen und fir 2 min
zentrifugiert.

Das so gewonnene Eluat wurde mit Hilfe eines Photometers auf RNA-Gehalt hin Gberprift.
Einen Sonderfall stellte wegen des hohen Fettgehalts die RNA-Isolation von Bestandteilen
des zentralen Nervensystems dar, hierfir wurde TRIzol nach dem vom Hersteller
angegebenen Protokoll angewendet.

Im zweiten Schritt wurde die cDNA synthetisiert. Hierfir wurde zunachst die genomische
DNA durch Zugabe von DNase bei 15 min unter 25°C verdaut. Von diesem Enzym wurden 1
ul pro Probe zugefugt, fir jede Probe wurden 1-8 pl Eluat eingesetzt — abhangig vom RNA-
Gehalt maximal 8 pyl oder 1 pg - und mit Wasser und 1 pl eines 10x Puffers auf insgesamt
10 pl aufgefiillt. Diese Reaktion wurde durch Zugabe von 1 yl EDTA und Inkubation fir 10
min bei 65°C unterbrochen. Im Anschluss wurden die Proben fir 10 min auf 4°C
heruntergekuhlt. Nun wurde die Mischung fir die cDNA-Synthese zugegeben, diese bestand
aus 2 pl Dithiothreitol, 4 pl 10xPuffer, je 1 pl Oligodinukleotidsequenzen und Nukleotiden
(dATP, dGTP, dCTP und dTTP) und 1 pl Reverse Transkriptase (RT). Bei jedem
Umschreiben wurde eine Extraprobe als Minus-RT-Kontrolle mitlaufen gelassen, bei dieser
Probe wurde die RT durch 1 pl H,O ersetzt. Die Umschreibung der cDNA erfolgte dann fiir
50 min bei 42°C und wurde durch eine einminitige Phase bei 72°C abgebrochen und die

Temperatur bei 4°C gehalten.
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2.3.5 Real-Time RT-PCR

Zunachst wurde fir jeden Primer eine Grundmischung erstellt, die fiir jede Probe 12,5 ul des
SYBR Green Mastermix und 9,75 pl Wasser enthielt und mit 0,75 pl einer Lésung von
Forward- und Reverseprimer 1/10 in Wasser versetzt wurde.

Danach wurden 23 pl der Grundmischung in deckellose Reaktionsgefafie aliquotiert und 2 pl
1:2 verdiinnter cDNA des jeweiligen Gewebes hinzugefiigt, diese cDNA wurde wie zuvor
beschrieben synthetisiert.

Die Amplifikation erfolgte mit Hilfe eines ,Real-Time Cyclers“. Nach 5-minltiger
Aktivierungsphase bei 95°C folgten je 20 s 95°C, 42°C und 75°C. Im Anschluss an 40 Zyklen
dieser drei Intervalle wurde eine Schmelzkurve erstellt (siehe Abbildung 2), welche mit einem
fur das Zielgen typischen Verlauf einen Hinweis auf eine spezifische Reaktion ergibt. Am
Ende des Programms wurde die Temperatur bei 20°C gehalten. Jede Probe wurde doppelt
bestimmt und der Mittelwert gebildet.

Zur Trennung der einzelnen Banden und zur Auswertung wurden die Proben auf ein
Agarosegel (2% Agarose in TAE Puffer) aufgetragen, welches zuvor mit 1 pl Ethidiumbromid
versetzt wurde, um die Fragmente spater unter UV-Licht sichtbar zu machen. Im Anschluss
wurden die Proben mit 6 ul ,Orange-G“-Ladepuffer versetzt auf das Gel aufgetragen und in
einer Gelelektrophoresekammer bei 100 V fur 40 min aufgetrennt. Die Analyse wurde unter
einer UV-Kamera in Referenz zu einem 100-Basenpaarmarker durchgefiihrt. Als Kontrolle fir
eine Verunreinigung der Proben mit DNA wurden PCR-Reaktionen mit Wasser anstatt
Zugabe von cDNA durchgefiihrt. Zusatzlich wurden auch Kontrollreaktionen ohne RT
durchgefiihrt, um den Verdau der genomischen DNA im Rahmen der cDNA-Synthese zu

kontrollieren.
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Zielgen

Sequenz Produktlédnge

Genbank Nr.

B2-Mikroglobulin
(MG)

Forward:
ATGGGAAGCCGAACATACCTG
Reverse:
CAGTCTCAGTGGGGGTGAAT

176 bp

NMO009735 178

AM2/IMD

Forward:
GGTAACCCTCGGTTGCATCA
Reverse:
GGCATGACGACGAGACTTCC

178 bp

NM182828

AM

Forward:
GAAGCCCACATTCGTGTCA
Reverse:
TGCCGTCCTTGTCTTTGTC

140 bp

NM009627

CGRP

Forward:
CTCCCCTTTCCTGGTTGTC
Reverse:
TCAGCCTCCTGCTCTTCCT

201 bp

NM_007587

CLR

Forward:
GCAGGACCCCATTCAACA
Reverse:
GGATGCCGAAACCAGTGT

185 bp

NM_018782

Endothelin 1

Forward:
CTGGTGGAAGGAAGGAAACT
Reverse:
AGTCAATGTGCTCGGTTGTG

131 bp

NM_010104

RAMP1

Forward:
ATGGTGTGACTGGGGAAAGA
Reverse:
CAATGAAAGGGCAGAGGATG

205 bp

NM_016894

RAMP2

Forward:
TCCCTGAACCAATCTCTTCC
Reverse:
GTCGCTGTAATGCCTGCTAA

185 bp

NM_019444
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Forward:
GCAACGAGACAGGGATGC

RAMP3 Reverse: 312 bp NM_019511
GCCACAGTCAGCACGACA
Forward:

Tropomyosin-
ACATTTCCGCCACCTTGA
Rezeptorkinase B 243 bp NM_001025074

Reverse:

(TrkB)
CACAGACTTTCCTTCCTCCA

Tabelle 13. Primer
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2.3.6 Berechnung der relativen Expression

Bei der Quantifizierung wird die Expression des untersuchten Gens (Target Gen) im
Vergleich zur Expression eines bekannten Gens (Housekeeping Gen) in der selben Probe
errechnet.

Als Housekeeping Gen wurde hier B,-Mikroglobulin (MG) verwendet. Fiir jede mRNA wurde
aus der Doppelbestimmung in jeder Probe der Mittelwert des Cycle Threshold (CT) gebildet.
Die Differenz zwischen dem CT-Wert des untersuchenden Gens und dem MG CT-Wert
wurde gebildet (siehe Abbildung 2). Daraus resultiert der Delta CT-Wert.

Dann wurde die relative Expression als die 2. Potenz des Delta CT-Wert berechnet. Dieser
Wert wird im Weiteren als relative Expression zu MG verwendet. Im Weiteren wurde der
Durchschnitt der relativen Expressionen der Kontrollgruppe gebildet und durch diesen die
relative Expression des Target Gens in der Experimentgruppe geteilt, daraus resultiert dann
eine willkirliche Festlegung der Kontrollgruppe auf eins und die Expression der
Experimentgruppe als vielfaches dieser. Dieser Wert wird im Weiteren als relative

Expression zur Kontrollgruppe bezeichnet

— ACT = CT Target Gen — CT Housekeeping Gen

— v rel. Expression = 27A¢T

- rel.Expression Kontrollgruppe = 1

rel. Expression Experimentgruppe = x

vrel. Expression Kontrollgruppe

= relative Expression = - -
vrel. Expression Experimentgruppe
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Quantifizierungskurve
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Abbildung 2. Beispiel fiir Rohdaten der quantitativen PCR und von Schmelzkurven
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2.3.7 Nervenquetschungsversuche

Die Mause wurden auch bei diesem Verfahren durch Inhalation von Isofluran getétet und
durch Eréffnung der Vena cava inferior und der abdominalen Aorta ausgeblutet.
AnschlieRend wurde der Halsgrenzstrang mit dem SCG herauspapariert und auf ein
Wachsplattchen mit Minutiennadeln aufgespieRt. Dort wurde der Nerv mit der Pinzette
gequetscht und anschliefend in HEPES-Puffer uberfiihrt, wo die Proben uber Nacht bei
37°C mit Umgebungsluft begast wurden. Im Anschluss wurden die Proben als Wholemount

fur die Mikroskopie weiterverarbeitet.

2.3.8 Herstellung von Wholemountpraparaten

Bei diesem Verfahren wurde der sympathische Halsgrenzstrang zunachst nach dem
Nervenquetschungsversuch 15 min in PBS gewaschen, anschlieRend zur Permeabilisierung
2 h in 0,3% Tritonldsung eingelegt. Im Anschluss daran wurden unspezifische
Proteinbindungsstellen durch Zugabe einer Blocklésung (1% BSA, 4% Pferdeserum in PBS)
fuir zwei Stunden abgeblockt.

Die Inkubation des Priméarantikorpers erfolgte in derselben Konzentration (Tab. 8) wie bei der
Immunfluoreszenz ebenfalls Uber Nacht. Danach folgte fiinfmaliges Waschen in PBS fir
jeweils 60 min, dann erneutes Blocken mit derselben Blocklésung (1% BSA, 4%
Pferdeserum in PBS).

Im Anschluss wurde der entsprechende Sekundarantikorper (Tab. 9) Uber Nacht
hinzugegeben. Zum Abschluss wurde gewaschen und anschlieBend mit Mowiol

eingedeckelt. Die Praparate wurden dann mit Hilfe des CLSM analysiert.

2.3.9 Messung der intrazelluldren Kalziumkonzentration in isolierten SCG-Zellen

Fur die Versuche wurden tabac-Mause verwendet. Zunachst wurden nach Tétung der Mause
die SCG entnommen und in gekiihltes MEM-Medium Uberfiihrt. Um geniligend Zellen fiir die
folgenden Versuche zu erhalten, wurden die SCG von vier Mausen gepoolt. Im Anschluss an
die Praparation wurden die Ganglien in MEM-Medium Uberfiihrt. Im Folgenden wurde das
MEM-Medium durch Liberase ersetzt und 30 min bei 37°C inkubiert. Nach Ablauf dieser Zeit
wurde das Gemisch mit der Liberase abpipettiert und die Zellen mit MEM-Medium
gewaschen. AnschlieBend erfolgte eine weitere Inkubation bei 37°C mit Trypsin sowie ein
anschlieBender Waschschritt mit MEM-Medium. Nach diesem enzymatischen Verdau
erfolgte die mechanische Dissoziation mittels Glas-Pasteurpipette. Im Anschluss daran
wurde das Zellisolat nun auf Deckglaschen gegeben, welche zuvor mit Polylysin beschichtet

wurden. Hierfir werden ca 50 pl Polylysin (0,1 mg/ml gelést in Aqua dest.) auf die
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Deckglaschen gegeben und uber Nacht bei 37°C getrocknet. Diese Deckglaschen wurden
nun bei 37°C in einer feuchten Kammer inkubiert.

Nach 2 Stunden wurden die Deckgldschen mit MEM-Medium gewaschen und mit dem
Fluoreszenzindikator Fura-2 fur 30 Minuten beladen.

Bei der anschlieBenden Messung wurde Fura-2 durch Licht der Wellenldngen 340 und 380
nm angeregt und die Fluoreszenz bei einer Wellenlange von >420 nm aufgenommen. Die
Messungen erfolgten mit dem Olympus BX50WI Lichtmikroskop und einem 20er Wasser-
immersionsobjektiv. Das Verhéltnis der Fluoreszenzintensitdt nach Anregung bei 340 und
380 nm (Ratio) korreliert hierbei direkt proportional mit der intrazelluldren
Kalziumkonzentration.

Wahrend der Messung erfolgte mit Hilfe einer Pumpe eine kontinuierliche Spuilung der Zellen
mit MEM-Medium, die Temperatur wurde bei 37°C konstant gehalten.

Es wurden zunachst vor Beginn der Messung Zellen markiert, die sowohl mit Fura-2 beladen
als auch eGFP-positiv waren. Nun wurde wahrend des Versuches alle 10 Sekunden eine
Messung durchgefihrt.

Bei dem verwendeten Stimulationsprotokoll wurde zunchst AM (10 M) oder als Kontrolle
Medium zu den Zellen hinzugegeben, nach vier Minuten wurde mit Nikotin (10™* M) stimuliert,
abschlieRend erfolgte eine Kontrolle mit KCI (10 M). Zellen, die hierbei keinen Anstieg der
Fluoreszenz um mindestens 30% zeigten, wurden von der weiteren Analyse
ausgeschlossen.

Im Anschluss an die Experimente wurden die Daten manuell mit Hilfe der ,TiLLVision®

Software ausgewertet.

2.3.10 Hypoxieversuche

Die Tierversuche, aus denen das in dieser Versuchsserie verwendete Gewebe stammt,
wurden durch das Regierungsprasidium GielRen genehmigt (VI63-19¢20-15(1)GI120/10
Nr.49/2003) und folgten den ethischen und rechtlichen Richtlinien zur Durchfiihrung von
Tierversuchen. Die im Folgenden beschriebenen Versuche wurden dankenswerter Weise in
der Tierversuchseinrichtung von Prof. Dr. Norbert Weissmann im ‘Excellence Cluster Cardio-
Pulmonary System’ in GieRRen durchgefihrt und die Proben uns zur Verfligung gestellt.

10 Wochen alte mannliche Bl6-Mause wurden in Gruppen von maximal vier Tieren flr einen
Tag in eine Kammer mit 10% O in der Atemluft verbracht (normobare Hypoxie). Hier wurde
Uber die gesamte Zeit der Sauerstoffgehalt gemessen und dokumentiert. Es kam zu keiner
Zeit zu einer relevanten Abweichung des Sauerstoffgehalts. Als Kontrolle wurden identisch
behandelte Tiere desselben Stamms fiir einen Tag in eine identische Kammer mit einem

Sauerstoffgehalt von 21% O, verbracht. Diese Methode ist etabliert und in der Literatur

35



MATERIALIEN UND METHODEN

beschrieben (Weissmann et al. 2005). Nach dem eintagigen Aufenthalt wurden die Mause

wie oben beschrieben getotet und ihre Organe, wie oben beschrieben, weiter aufgearbeitet.

2.3.11 Isolierung und Inkubation von enthommenen Ganglien

Zunachst wurde MEM-Medium mit Normoxie-Gasgemisch (21% O;, 5% CO, und 74% N, )
bei 37°C vorbegast, danach wurde eine 24-Well-Platte mit je 500 pl Medium pro Probe
befiillt. Dann wurden die SCG herausprapariert und in eine Petrischale mit Medium
Uberfiihrt, bis die Praparation abgeschlossen war. Im Anschluss wurden in den
verschiedenen Versuchen jeweils Nikotin (10* M), Muskarin (10* M), CGRP (107 M),
Mecamylamin (10 M), Atropin (10* M) und CGRP 8-37 (10 M) hinzugefiigt und die Platte in
einer Kammer unter Normoxiebegasung fiir 6 h bei 37°C inkubiert. Danach wurden die
Ganglien in ein Medium ohne Pharmakon-Zusatz Uberfihrt, um die Pharmaka
auszuwaschen, und im Anschluss in den bereits in Abschnitt 2.3.4 beschriebenen Lysis-

Puffer in flissigem N3 eingefroren und fur die quantitative PCR verarbeitet.

2.3.12 Elektrische Feldstimulation (EFS)

Zunachst wurden 10 Wochen alte mannliche BI6-Mause wie bereits bei den
vorherbeschriebenen Versuchen mit tiefer Narkose durch Isofluran und anschlieRender
Eroffnung des Herzens durch Ausbluten getdtet. AnschlieBend wurden die SCG
herausprapariert und mit Hilfe von Minutiennadeln auf ein ein kleines Stiick eines
Silikonschlauches aufgespieRt. Diese wurden dann in einen Glaskolben mit
carbogenbegastem (5 % CO, und 95 % O,) Krebs-Henseleit-Puffer (ph 7,4) schwimmen
gelassen. Die Temperatur wurde mit Hilfe eines Wasserbades konstant bei 37°C gehalten.
Es erfolgte die Feldstimulation mit 10 V, 10 Hz tGber 3 Stunden. Danach wurden die Ganglien

in Lysis-Puffer fur die weitere PCR-Analyse Uberfiihrt und weiterverarbeitet.

2.3.13 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe der Statistik-Software SPSS vorgenommen.
Hierfur wurden Gruppen mit Hilfe eines Mann-Whitney-Tests verglichen.

Ein p-Wert von < 0,05 wurde als signifikant und ein Wert < 0,01 als hochsignifikant
eingestuft.
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3  Ergebnisse

3.1 Sperzifitdtskontrolle verwendeter Antikorper

Zur Kontrolle der verschiedenen verwendeten Antikérper wurden verschiedene Methoden
gewahlt. Fir den Antikorper gegen CGRP wurde keine Kontrolle angefertigt, da die Spezifitat
des Antikdrpers bereits vielfach von unserer Arbeitsgruppe in vorherigen Arbeiten gezeigt
wurde (Krasteva et al. 2011).

Fir die Spezifitatskontrolle des monoklonalen Antikorpers gegen AM wurde eine Austestung
am Kleinhirn von kond. AM™-Mausen durchgefiihrt (Abb. 3).

Abbildung 3. Immunhistochmie mit einem Antikérper gegen AM; Neuronengruppen in
Kleinhirnkernen einer BI6-Maus (WT) und einer kond. AM”-Maus (KO). Die Signalstarke ist in den
Neuronen der AM-gendefizienten Maus stark reduziert.

Es zeigte sich eine Reduktion des Signals in den Neuronen der kond. AM"-Mause. Die
Signalstérke in den Wildtypmausen war klar und deutlich. Ein Restsignal war jedoch auch in

den Neuronen der kond. AM” Mause zu erkennen.
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RAMP 2- : nur Sekundar-
Antikorper antikorper

RAMI¥2E & \ v 1 nur Sekundar-
AltiKorper | 88 antikorper

nur Sekundar-
antikorper

Abbildung 4. Immunhistochemie mit einem Antikdrper gegen RAMP2; Kardialer Ventrikel von Wildtyp- (WT),
heterozygoten (+/-) und Knockout-Embryonen (KO). Jeweils links mit primarem und sekundarem Antikérper,
rechts ohne Primarantikérper
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Wir testeten Antikdrper gegen RAMP1-3 aus. Hierbei konnten wir jedoch nur bei einem
Antikorper gegen RAMP2 eine Reaktion erzielen. In der von uns durchgefiihrten
Spezifitatskontrolle mit diesem Antikdrper an Gewebe von RAMP2"-Embryonen (Abb. 4)
zeigte sich jedoch kein erkennbarer Unterschied zwischen der Immunreaktion bei Wildtyp
und Knockout. Auf eine weitere Verwendung dieses Antikdrpers wurde aufgrund dieser
Ergebnisse verzichtet.
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3.2 Bestimmung der mRNA-Expression von AM und AM2/IMD in verschiedenen

Organen

Um einen Uberblick tiber die mRNA-Expression von AM und AM2/IMD in verschiedenen
Organen zu gewinnen, wurden von drei adulten mannlichen BI6-Mausen insgesamt 20

verschiedene Organe entnommen und mittels Real-time RT-PCR auf die Menge an

exprimierter AM bzw. AM2/IMD-mRNA hin untersucht.

Die Expression von AM in Relation zu der konstanten Menge mRNA des Housekeeping

Gens MG zeigte sich sehr heterogen verteilt in den unterschiedlichen Organen (Abb. 5).

0,1

0,01

0,001

relative AM-mRNA-Expression zu MG

0,0001

Abbildung 5. Real-time RT-PCR; Ubersicht ber die relative mRNA-Expression von AM in
verschiedenen Organen. Jeder Messwert ist als farbiger Punkt dargestellt. CSMG=Ggl.
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Es zeigte sich, dass die AM-Expression im Herzen insgesamt sehr hoch ist. Die AM-mRNA-
Expression war vor allem im rechten Herzohr mit 1,21+0,21 (MittelwerttStandardfehler) sehr
stark, im linken Herzohr betrug die mittlere relative mRNA-Expression von AM jedoch nur
0,05+0,012. Im linken (0,06+0,01) und rechten (0,08+0,01) kardialen Ventrikel lag die relative
AM-mRNA-Expression in einem &hnlichen Bereich wie im linken Herzohr. Ahnlich den
Befunden des kardialen Gewebes konnte auch in der Aorta der Mause eine starke
Expression von AM-mRNA beobachtet werden (0,04+0,01). In Jejunum und Leber konnten
nur sehr kleine Mengen an AM-mRNA detektiert werden, welche nicht klar von Artefakten zu
unterscheiden waren. In unserem Organscreen konnten wir in der Lunge ebenfalls eine eher
geringe Menge AM-mRNA detektieren (0,01+0,001). Als Beispiel fiir ein sympathisches
pravertebrales Ganglion untersuchten wir die mRNA-Expression von AM und AM2/IMD im
Ganglion coeliacum/mesentericum superius (CSMG). Hier lag die relative mRNA-Expression
bei 0,02+0,003. In der Niere und der Harnblase lag die relative mRNA-Expression bei
0,023+0,002 bzw. bei 0,027+0,006. Im Spinalganglion und im Ganglion jugulare/nodosum,
als Beispiele fur Ganglien mit pseudounipolaren sensiblen Neuronen, lag die relative AM-
mRNA-Expression bei 0,02+0,0028 und bei 0,01+0,002. GroRhirnkortex (0,03+0,003) und
Kleinhirn (0,02+0,001) zeigten ebenfalls, wie der periphere N. ischiadicus (0,02+0,002), eine
eher mittlere  mMRNA-Expression von AM. Betrachtet man Organe, die Teil des
sympathischen Nervensystem sind, fiel auf, dass hier eine recht starke Expression zu sehen
war, wie sonst nur in der Analyse der kardialen Proben. So lag die mittlere relative mRNA-
Expression von AM in der Nebenniere bei 0,15+0,032, in den paravertebralen Ganglien
Stellatum und SCG bei 0,0940,012 und bei 0,05+0,004.
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Abbildung 6. Real-time RT-PCR; Ubersicht (iber die relative mRNA Expression von AM2/IMD
in verschiedenen Organen. Jeder Messwert ist als farbiger Punkt dargestellt.

Bei der Betrachtung der relativen mRNA-Expression von AM2/IMD in verschiedenen
Geweben in Relation zum Houskeeping Gen MG zeigte sich zunachst einmal, dass im
Vergleich zu AM eine deutlich geringere mRNA-Expression in den einzelnen Organen
bestand (Abb. 6). Eine Ausnahme bildete hierbei die Niere mit einer relativen AM2/IMD-
mRNA-Expression von 0,01+0,004, dies war der Maximalwert unter den untersuchten
Organen. Das Organ mit der nachst hoheren Expression war der linke Ventrikel, der mit
0,0005+0,0004 nur circa 1/20 der AM2/IMD-Expression der Niere aufwies. Die anderen Teile
des Herzens wiesen eine noch geringere relative mRNA-Expression auf. So hatte der rechte
kardiale Ventrikel eine relative AM2/IMD mRNA-Expression von 0,00002+0,00001, das
rechte und linke Herzohr von 0,00014+0,00008 und 0,00004+2,2*10®. In der Aorta war es
uns nicht méglich, AM2/IMD-mRNA reproduzierbar zu detektieren, genauso wie im Jejunum,

in der Leber und im N. ischiadicus. In der Harnblase lag die relative mRNA-Expression von
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AM2/IMD bei 0,0000112,1*10'6 Die Trachea hatte eine héhere AM2/IMD mRNA-Expression
(0,00011+0,00005) als die Lunge (0,00003#0,00001). In den sensorischen Ganglien
bewegte sich die AM2/IMD-mRNA-Expression auf einem &hnlichen Niveau mit einer
relativen Expression von 0,00007 im Spinalganglion und 0,0001+0,00004 im Ganglion
jugulare und nodosum. Im pravertebralen sympathischen Ganglion CSMG lag die relative
AM2/IMD-Expression bei 0,00003 (n=1), in den paravertebralen sympathischen Ganglien im
SCG bei 0,00002+0,00001 und im Ggl. stellatum bei 0,00003+0,00001. Die relative mRNA-
Expression von AM2/IMD in der Nebenniere betrug 0,00001+1,13*10°. Im Kleinhirn
(0,00006+0,00001) war die AM2/IMD mRNA-Expression circa dreifach hoher als im
Grof3hirnkortex (0,00002+0,00001). Es zeigte sich somit eine insgesamt eher schwache
Expression von AM2/IMD in den verschiedenen Organen auf mRNA-Ebene unter

physiologischen Bedingungen.
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3.3 Messenger RNA-Expression von AM und AM2/IMD in verschiedenen Geweben
nach einem Tag normobarer Hypoxie

Im Anschluss an die Analyse der Daten unter physiologischen Bedingungen erfolgte die
Analyse der mRNA-Expression in verschiedenen Organen nach eintagiger Haltung der Tiere
(n=4, mannlich, adult, BI6) bei normobarer Hypoxie (10% O;). Die Ergebnisse (Abb. 7-12)

sind als relative mMRNA-Expression im Vergleich zu dem Houskeeping Gen MG dargestelit.

1.00 2.00
1 1
e oo o

0.50
1

0.20
1

oo00

relative AM-mRNA-Expression zu MG

0.05
1

Normoxie Hypoxie Normoxie Hypoxie Normoxie Hypoxie Normoxie Hypoxie

rechter linker linkes rechtes
Ventrikel Ventrikel Herzohr Herzohr

Abbildung 7. Real-time RT-PCR; AM-mRNA nach eintégiger normobarer Hypoxie und in
einer normoxischen Vergleichsgruppe in verschiedenen Abschnitten des Herzens. Die
einzelnen Messwerte sind hier als farbige Punkte einzeln dargestellt, statistisch signifikante
Unterschiede sind bei p<0,05 (Mann-Whitney-Test) mit * markiert.
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Abbildung 8. Real-time RT-PCR; AM-mRNA nach eintégiger normobarer Hypoxie und in
einer normoxischen Vergleichsgruppe in verschiedenen Organen. Die einzelnen Messwerte
sind hier als farbige Punkte einzeln dargestellt, statistisch signifikante Unterschiede sind bei
p<0,05 (Mann-Whitney-Test) mit * markiert.
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Abbildung 9. Real-time RT-PCR; AM-mRNA nach eintégiger normobarer Hypoxie und in
einer normoxischen Vergleichsgruppe in verschiedenen Ganglien. Die einzelnen Messwerte
sind hier als farbige Punkte einzeln dargestellt. Es zeigten sich keine statistisch signifikanten

Unterschiede (p>0,05, Mann-Whitney-Test)

Nach einem eintégigen Aufenthalt bei 10% Sauerstoffgehalt zeigte sich eine statistisch

signifikant gesteigerte mMRNA-Expression fiir AM im rechten kardialen Ventrikel um das
2,240,014 fache (p=0,03 Mann-Whitney-Test) und in der Lunge um das 10,2+2,15 fache

(p=0,04, Mann-Whitney-Test). Die anderen untersuchten Organe zeigten keine signifikanten

Anderungen in der mMRNA-Expression von AM.
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Abbildung 10. Real-time RT-PCR; AM2/IMD-mRNA nach eintagiger normobarer Hypoxie und
in einer normoxischen Vergleichsgruppe in verschiedenen Abschnitten des Herzens. Die
einzelnen Messwerte sind hier als farbige Punkte einzeln dargestellt. Es zeigten sich keine
statistisch signifikanten Unterschiede (p>0,05, Mann-Whitney-Test)
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Abbildung 11. Real-time RT-PCR; AM2/IMD-mRNA nach eintagiger normobarer Hypoxie und
in einer normoxischen Vergleichsgruppe in verschiedenen Organen. Die einzelnen
Messwerte sind hier als farbige Punkte einzeln dargestellt. Es zeigten sich keine statistisch
signifikanten Unterschiede (p>0,05, Mann-Whitney-Test)
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Abbildung 12 AM2/IMD-mRNA nach eintdgiger normobarer Hypoxie und in einer
normoxischen Vergleichsgruppe in verschiedenen Organen. Die einzelnen Messwerte sind
hier als farbige Punkte einzeln dargestellt. Statistisch signifikante Unterschiede (p<0,05,
Mann-Whitney-Test) sind mit * markiert.

Zu einer signifikanten Steigerung der mRNA Expression von AM2/IMD kam es nur im SCG
(7,614,07) (p=0,04, Mann-Whitney-Test).

49



ERGEBNISSE

3.4 Expression der CGRP-Peptidfamilie im SCG unter normobarer Hypoxie

In den initialen Screeningexperimenten zeigte sich, dass in sympathischen Ganglien sowohl
AM als auch AM2/IMD unter Hypoxie auf mRNA-Ebene hochreguliert werden kdénnten.
Aufgrund dieser Tatsache wurde das Expressionsmuster der mRNA von AM, AM2/IMD,
CGRP und dem dazugehérigen Rezeptorkomplex aus CLR und RAMP1-3 im SCG nach
eintagiger Exposition der Mause (n=10, mannlich, adult, BI6) von normobarer Hypoxie mittels
Real-time RT-PCR analysiert (Abb. 13 und 14).
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Abbildung 13. Real-time RT-PCR; relative mRNA-Expression der CGRP-Peptidfamillie im
SCG nach eintagiger Hypoxie und nach Normoxie. Dargestellt sind die einzelnen Messwerte,
zuséatzlich sind Quartile dargestellt, der kraftige Strich zeigt den Median, die beiden diinneren
Striche das obere und untere Quartil. Statistisch signifikante Unterschiede (p<0,05, Mann-
Whitney-Test) sind mit * und hochsignifikante Unterschiede (p<0,01, Mann-Whitney-Test) mit
** markiert.
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Abbildung 14. Real-time RT-PCR; relative mRNA-Expression des CLR und der drei RAMPs
im SCG nach eintagiger Hypoxie und nach Normoxie. Dargestellt sind die einzelnen
Messwerte, zusatzlich sind Quartile dargestellt, der kraftige Strich zeigt den Median, die
beiden diinneren Striche das obere und untere Quartil. Statistisch signifikante Unterschiede
(p<0,05, Mann-Whitney-Test) sind mit * markiert.

Nach eintagiger normobarer Hypoxie kam es im SCG zu einer hochsignifikanten Erhéhung
(p<0,01) der mMRNA-Menge von AM (8,2+4,92). Dariiber hinaus kam es zu einer signifikanten
Erhéhung (p<0,05) der mRNA-Expression von AM2/IMD (3,0+0,76) sowie von RAMP1
(4,2+1,92) und RAMP2 (7,5+5,75). Fir CGRP war die basale Expression bereits sehr gering
und es kam zu keinem signifikanten Anstieg. Die Werte fir CLR-mRNA lagen deutlich héher,
es kam jedoch ebenso wie beim RAMP3 zu keiner signifikanten Erhéhung der mRNA-

Menge.
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3.5 Immunhistochemische Untersuchung der Expression der CGRP-Peptidfamilie,
SCG

Um die Verteilung der einzelnen Peptide und des Rezeptorkomplexes zu untersuchen,

wurden immunhistochemische Untersuchungen vorgenommen (Abb. 15).

Abbildung 15. Immunhistochemie mit Antikérpern gegen die Peptide AM (a) AM2/IMD (b)
CGRP (c) und den CLR (d), SCG der Maus.

Die Immunhistochemie zeigte ein vorwiegend neuronales Vorkommen von AM (Abb. 15a)
und AM2/IMD (Abb. 15b). Die Markierung mit dem AM2/IMD-Antikdrper erschien jedoch
schwéacher zu sein als die mit dem AM-Antikdrper. Die Markierung deutete bei beiden
Peptiden auf eine subzelluldare Kompartimentierung hin. Fir ein zytoplasmatisches
Vorkommen zeigten sich keine Hinweise. Fir CGRP zeigte sich keine Markierung der
Nervenzellkdrper, stattdessen wurden mit Antikérpern gegen CGRP vor allen Dingen
Nervenfasern im SCG markiert (Abb. 15c). Der CLR-Antikérper (Abb. 15d) zeigte eine
Markierung der Neurone, wobei vor allen Dingen eine zytoplasmatische Markierung zu

erkennen ist, aufféllig ist jedoch auch eine sehr starke Markierung der Zellkerne.
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Im Weiteren wurde eine immunhistochemische Charakterisierung der CGRP-positiven

Nervenfasern durchgefiihrt.

merge mit
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Abbildung 16. Immunhistochemische Charakterisierung der CGRP-positiven Nervenfasern
im SCG mit Antikérpern gegen SP, gegen den vesikuldren Acetylcholintransporter (VAChT)
und mit dem nuklearen Marker DAPI. Die drei Zeilen zeigen aufsteigende Vergroferungen
(a,b,c). In den ersten drei Spalten sind jeweils die Aufnahmen mit den verschiedenen Filtern
fiir die verschiedenen Markierungen zu sehen. In der letzten Spalte ist ein Uberlagerungsbild
aller drei Immunmarkierungen plus DAPI zu sehen. Die Pfeile mit Kugel zeigen auf eine SP-
und CGRP-positive Nervenfaser, die Pfeile mit Raute auf eine cholinerge CGRP positive-
Nervenfaser.

Die nahere Charakterisierung der Nervenfasern innerhalb des SCG, welche positiv mit
Antikérpern gegen CGRP markiert wurden, zeigte, dass es sich zumindest um zwei
verschiedene Typen von Nervenfasern handelte (Abbildung 16). Zum einen fanden sich
solche, die zusatzlich zur Markierung mit dem CGRP-Antikdrper auch eine Markierung durch
den SP-Antikérper aufwiesen (Abb. 16¢ Pfeil mit Kugel), zum anderen solche, die sich neben
der Markierung mit dem CGRP-Antikérper auch durch einen Antikérper gegen den
vesikularen Acetylcholintransporter (VAChT) markieren lieken (Abb. 16c Pfeil mit Raute).

Es fiel zusatzlich auf, dass die VAChT-positiven CGRP-Fasern haufig sehr stark in der Nahe
der Nervenzellkérper im SCG zu finden waren, wahrend die SP-positiven Fasern keine so
enge raumliche Assoziation zu den Nervenzellkérpern aufwiesen (Abb. 16c).

Um weiter zu untersuchen, ob es praganglionare, cholinerge Neurone gibt, die CGRP-positiv
sind, wurden zunachst Nervenquetschungsversuche am sympathischen Grenzstrang
durchgeflhrt. Hierbei kommt es im Bereich der Quetschung zu einer Akkumulation von

Stoffen, die einem axonalen Transport unterliegen. Dadurch ist es mdglich, Stoffe
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nachzuweisen, die in einer herkdmmlichen immunhistochemischen Untersuchung des

Nervens nicht darstellbar waren.

Abbildung 17. Immunhistochemie am Ganzpraparat eines sympathischen Halsgrenzstrangs
einer ChAT-eGFP-Maus nach Nervenquetschung. In den verschiedenen Zeilen sind
aufsteigende  VergroRerungen (a,b,c) gezeigt. In der ersten Spalte ist die
Antikérpermarkierung gegen CGRP gezeigt, in der zweiten Spalte eGFP-Fluoreszenz. In der
dritten Spalte sieht man die Uberlagerung beider Signale. Der Pfeil zeigt auf eine doppelt
positive Nervenfaser.

Die Nervenquetschversuche wurden an ChAt eGFP-Mausen durchgefiihrt. Man erkennt,
dass es zu einer Anreicherung von CGRP im sympathischen Grenzstrang kam (Abb. 17).
Man erkennt ebenfalls, dass sich eGFP im sympathischen Grenzstrang nach
Nervenquetschung anreicherte (Abb. 17). Die Betrachtung legt nahe, dass es eine
Kolokalisation gab (Bsp. siehe Pfeil Abb. 17c). Allerdings ist durch das unterschiedliche
subzellulare Verteilungsmuster des zytoplasmatischen eGFP und des vesikuldaren CGRP
keine sichere Aussage zu treffen.

Als weitere Untersuchung zur Expression von CGRP in pragangliondren sympathischen
Neuronen fiihrten wir Immunhistochemie mit Antikérpern gegen CGRP an Schnitten des

thorakalen Rickenmarks von ChAT-eGFP-M&ausen durch.
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Abbildung 18. a) Rickenmark mit CGRP-Immunreaktion, Epifluoreszenzmikroskie, HH
markiert das Hinterhorn, VH das Vorderhorn, der Pfeil zeigt auf Zellen des Seitenhorns. In b)
ist ein Seitenhornneuron einer ChAT-eGFP-Maus mit Hilfe des CLSM dargestellt und
dreidimensional rekonstruiert. In gelb ist die Antikdrpermarkierung des CGRP zu sehen, in
grun das eGFP-Signal.

CGRP ist im Rickenmark sehr stark in sensorischen Fasern im Hinterhorn enthalten (Abb.
18a). Zusatzlich sind es im Vorderhorn vor allen Dingen Motorneurone, die CGRP-
immunreaktiv sind. Vor dem Hintergrund dieser stark CGRP-positiven Strukturen ist die
Immunreaktion fir CGRP in den pragangliondren Neuronen (siehe Abb. 18a Pfeil) kaum vom
Hintergrund zu unterscheiden. Um die Uberlagerung des Fluoreszenzsignals in der Z-Ebene
zu minimieren und so eine CGRP-Immunreaktion im Bereich des Signals des eGFP zeigen
zu koénnen, wurden konfokal-mikroskopische Aufnahmen mit Hilfe des CLSM durchgefiihrt
und die Bilder mittels der Imaris-Software zu einer dreidimensionalen Rekonstruktion
verarbeitet. Hierbei wurden Rickenmarksproben einer ChAT-eGFP Maus mit Antikérpern
gegen CGRP inkubiert (Abb. 18b). Dadurch war es méglich, die prégangliondren Neurone im
Seitenhorn des Rickenmarks aufzufinden. Das dargestellte Neuron ist ein Beispiel fir ein
pragangliondres, cholinerges Neuron, welches sich als CGRP-positiv erwies. Man erkennt

deutlich, dass die CGRP-Immunreaktion innerhalb der Zelle lag.
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3.6 Expression direkt hypoxieregulierter Gene im SCG nach eintégiger Tierhaltung
in normobarer Hypoxie

Nach eintagiger Haltung von BI6-Mausen in Hypoxie zeigte sich, dass es in der Lunge unter
den von uns gewahlten Versuchsbedingungen zu einem deutlichen Anstieg der mRNA von
TrkB (34,9 + 4,6) und von Endothelin 1 (19,3%1,6) kam (p<0,05).

Die SCG derselben Versuchstiere zeigten keinen signifikanten Anstieg der mRNA-
Konzentration von TrkB und Endothelin 1 (Abb. 19).
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Abbildung 19. Real-time RT-PCR; relative mRNA-Expression von TrkB und Endothelin 1
nach eintagiger Hypoxie und nach Normoxie. Dargestellt sind die einzelnen Messwerte,
zusatzlich sind Quartile dargestellt, der kréaftige Strich zeigt den Median, die beiden diinneren
Striche das obere und untere Quartil. Statistisch signifikante Unterschiede (p<0,05, Mann-
Whitney-Test) sind mit * markiert.
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3.7 Beeinflussbarkeit der AM-Expression durch pragangliondren Einfluss.

3.7.1 Basalexpression in Bl6-, M1-" und tabac-Miusen

Die Basalexpression der mRNA von AM, AM2, CGRP, CLR und den drei RAMPS wurde
mittels Real-time RT-PCR in diesen beiden genetisch veranderten Mausstdmmen analysiert

und mit der Expression in BI6-Mausen verglichen (Abb.20).
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Abbildung 20. Real-time RT-PCR; Basalexpression der mRNA der Mitglieder der CGRP-
Peptidfamilie, im SCG von BI6-, M17- und tabac-Mausen. Als farbig gefiillte Kreise sind die
jeweiligen Messwerte angezeigt. Ein Boxplot ist Uberlagert. Es zeigten sich keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen den Mausstdmmen (p>0,05, Mann-Whitney-Test).
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Abbildung 21. Real-time RT-PCR; Basalexpression der mRNA des des CLR und der drei
RAMPs in SCG von BI6-, M1~ und tabac-Mausen. Als farbig gefiillte Kreise sind die
jeweiligen Werte angezeigt. Ein Boxplot ist Uberlagert. Es zeigten sich keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen den Mausstdmmen (p>0,05, Mann-Whitney-Test).

Es zeigte sich, dass die basale mMRNA-Expression im Bezug auf die betrachteten Peptide
keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Mausstammen aufwies (p>0,05, Mann-
Whitney-Test).
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3.7.2 Versuche mit EFS zur Regulation von AM und AM2/IMD

Um nicht nur die basalen Bedingungen zu lberpriifen, sondern auch die Situation einer
prasynaptischen Aktivierung, wurde eine prasynaptische Aktivierung in kultivierten SCG
durch EFS nachgestellt (Abb. 21 & 22).
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Abbildung 22. Real-time RT-PCR; relative mRNA-Expression von AM unter Kontrollbedingungen
und nach EFS von explantierten SCG. Dargestellt sind die einzelnen Messwerte, zusatzlich sind
Quartile dargestellt, der kraftige Strich zeigt den Median, die beiden diinneren Striche das obere
und untere Quartil. Es zeigten sich keine statistisch signifikanten Unterschiede (p=0,81, Mann-
Whitney-Test).

Die Kontrollgruppe hatte einen mittleren relativen AM-mRNA-Wert in Relation zu MG von
0,03+0,004. In der mit EFS behandelten Gruppe lag die mittlere relative AM mRNA-
Expression bei 0,03+0,007. Durch die EFS kam es somit zu keinem Anstieg der mRNA-
Expression von AM (p=0,81, Mann-Whitney-Test).
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Abbildung 23. Real-time RT-PCR; relative mRNA-Expression von AM2/IMD unter Kontrollbedingungen
und nach EFS von explantierten SCG. Dargestellt sind die einzelnen Messwerte, zusatzlich sind Quartile
dargestellt, der kraftige Strich zeigt den Median, die beiden diinneren Striche das obere und untere
Quartil. Es zeigten sich keine statistisch signifikanten Unterschiede (p=0,28, Mann-Whitney-Test).

In der nicht stimulierten Kontrollgruppe lag die mRNA-Expression von AM2/IMD in Relation
zu MG bei 0,00009+0,00002, in der EFS-Gruppe bei 0,00019+0,00008. Der hohe Mittelwert
in der mRNA-Expression nach EFS entstand allerdings nur durch einen einzelnen sehr
hohen Wert, der mehr als zwei Standardabweichungen ausmacht (Median: 8.83e-05
Kontrolle; 11,9383e-05 EFS). Insgesamt kam es nicht zu einer Steigerung der mRNA-
Expression durch EFS (p=0,28, Mann-Whitney-Test).
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3.8 Expression von AM in isolierten SCG nach pharmakologischer Stimulation

0,05
o i
= ,‘ °
N 0,005 i - " -
S e (]
g = ) —_—— —
8 _e.
§ ——— _g_
L T ——
< ° N
P _ o
Z 0,005 : _—
S o
s o
= o
(0]
2 i
®
[0]
= 0,00005 1 - °
o
0,00001
[03) =Y D D D D D
N 5 S S S N >
S ¥ ¥ ¥ : ¥
& 2 SIS Q S S
9 = N N N = N
x 'S £ g S Q &S
S § o 8 & ;
< s 8 < © 2
& S % &
o] O
O D O
] 83
S g *
* D
< & S
S S S
S £ N
O 9 Q@
§ S o
X S
e

Abbildung 24. Real-time RT-PCR; rel. mRNA-Expression von AM nach pharmakologischer
Stimulation von explantierten SCG. Dargestellt sind die einzelnen Messwerte, zusatzlich sind
Quartile dargestellt, der kraftige Strich zeigt den Median, die beiden diinneren Striche das
obere und untere Quartil. Es zeigten sich keine statistisch signifikanten Unterschiede
(p>0,05, Mann-Whitney-Test).

61



ERGEBNISSE

Nachdem die elektrische Stimulation nicht zu einem Anstieg in der mRNA-Expression von
AM flhrte, wurde versucht, eine differenzierte pharmakologische Stimulation vorzunehmen
(Abb. 24). Hierbei wurden sowohl die cholinerge Transmission als auch die peptiderge
Transmission durch CGRP nachgeahmt.

Weder eine Stimulation mit Nikotin (0,002+0,001, p=0,76, Mann-Whitney-Test), noch eine mit
Muskarin (0,005+0,003 p=0,65, Mann-Whitney-Test) oder CGRP (0,004+0,00 p=0,32, Mann-
Whitney-Test) flhrte zu einer signifikanten Veranderung in der mMRNA-Expression von AM im
Vergleich zur Kontrolle (0,003+0,001).

Auch die Zugabe von Antagonisten von nikotinischen (Mecamylamin), muskarinischen
(Atropin) und CGRP-Rezeptoren (CGRP 8-37) fiihrte nicht zu einer signifikanten Anderung
der relativen AM mRNA-Expression im SCG.
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3.9 Effekt von AM auf den Anstieg der intrazelluldren Kalziumkonzentration nach
Gabe von Nikotin in isolierten SCG-Neuronen

Um die Wirkung von AM auf die synaptische Transmission zu testen, wurden sympathische
Neurone aus dem SCG isoliert und die Verdnderung der intrazelluldren

Kalziumkonzentration auf Nikotingabe mit und ohne Vorbehandlung mit AM untersucht.

Abbildung 25: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme; SCG einer tabac-Maus mit einem Filter
zur eGFP-Darstellung

Fir die Versuche zur Messung der intrazelluldren Kalziumkonzentration wurden SCG von
tabac-Mausen verwendet. In Abb. 25 erkennt man deutlich, dass die SCG-Neurone dieses
Mausstammes eine deutliche GFP-Expression aufwiesen. Aufgrund dieser Eigenschaft
wurde dieser Mausstamm ausgewahlt, um nach erfolgter Dissoziation der Neurone diese
identifizieren zu kénnen.
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Abbildung 26. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme; isolierte Zellen des SCG einer tabac-
Maus. In a Darstellung des GFP-Signals, in b Darstellung des Signals von Fura-2, mit dem
eingezeichneten Messbereich der Fluoreszenz (,region of interest® (ROIl)). Der Pfeil mit
Raute zeigt auf ein Neuron, der normale Pfeil auf eine nicht-neuronale Zelle.

Nach der Isolation der SCG-Neurone erkannte man, dass es sehr viele Strukturen gab,
welche mit Fura-2 beladen wurden und morphologisch nicht sicher von Neuronen zu
diskriminieren waren (Abb. 26b Pfeil). Die Identifikation der Neurone und daraus folgend die
richtige Auswahl des Messbereichs gelang dennoch durch das GFP-Signal der Neurone
(Abb. 26a und b Pfeil mit Raute).
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===Medium n=45/6
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Abbildung 27. Messung der intrazellularen Kalziumkonzentration. Zu sehen ist die
gemessene Ratio der Fura-2-Fluoreszenz bei Anregung mit 340 bzw. 380 nm. In rot ist der
Mittelwert+Standardabweichung der Zellen dargestellt, zu deren Medium initial AM in einer
Konzentration von 10® M gegeben wurde (46 Zellen aus 6 Versuchen; n=46/6), in blau
Mittelwert+Standardabweichung der Kontrolle nach Zugabe von Medium (n=45/6). Die
Konzentration des Nikotins war 10* M, KCI wurde in einer Konzentration von 10° M
gegeben.
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Die Messungen zeigten, dass AM in der gewahlten Konzentration keinen Effekt auf die
intrazellulare Kalziumkonzentration hatte. Die Gabe von Nikotin bewirkte einen starken,
schnellen Anstieg der intrazellularen Kalziumkonzentration. Daruber hinaus erkennt man,
dass die Zellen nach Depolarisation durch Gabe von KCI - als Kontrolle — ebenfalls mit

einem starken Anstieg der intrazellularen Kalziumkonzentration reagierten (Abb. 27).
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Abbildung 28. Anstieg der intrazelluldren Kalziumkonzentration nach Nikotingabe. Als farbig
gefilllte Kreise sind die jeweiligen Werte angezeigt Ein Boxplot ist tberlagert. Der Kontroll-
Gruppe wurde Medium anstelle von AM (10'8M) 240 Sekunden vor der Nikotinstimulation
zugegeben. Es zeigten sich keine statistisch signifikanten Unterschiede (p>0,05, Mann-
Whitney-Test). Analysiert wurden n=45/6 und 46/6, d.h. 45 bzw. 46 Zellen aus 6
verschiedenen Versuchen.

Die AM-Vorbehandlung hatte dartiber hinaus keinen signifikanten Einfluss auf die durch
Nikotin induzierte Anderung der intrazellularen Kalziumkonzentration (p=0,58). Die Streuung
in der Gruppe mit Zugabe von Medium (10,28+13,47) war jedoch héher als in der Gruppe mit
Zugabe von AM (6,60 4,05).
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4 Diskussion

4.1 Verteilung von AM und AM2/IMD in verschiedenen Organen

In Rahmen dieser Arbeit wurde erstmals eine quantitative Ubersicht (iber die mRNA-
Expression von AM und AM2/IMD in den verschiedenen Organen der Maus erstellt. Ein
Verteilungsmuster der Peptid-Expression in verschiedenen Organen der Ratte wurde bereits
beschrieben (Sakata et al. 1994). Eine Gemeinsamkeit ist die hohe Expression im Herzen
auf Vorhofebene und die relativ niedrige Expression auf Ventrikelebene. Ein deutlicher
Unterschied ist, dass in der Ratte auf Peptidebene die starkste Expression von AM in der
Lunge zu finden war, wahrend in dieser Arbeit die Ergebnisse der Analyse der mRNA eine
deutlich geringere Expression nahelegen wirden. Eine weitere Arbeit flhrte einen
qualitativen Vergleich der mRNA-Expression sowohl von AM als auch von AM2/IMD in
verschiedenen Organen der Maus durch (Takei et al. 2004). Hierbei zeigte sich, zumindest
semiquantitativ in der Stérke der Gelbanden, eine Parallele zu den von uns gemessenen
Ergebnissen im Bezug auf die schwachere Expression von AM2/IMD im Vergleich zu AM. Im
Gegensatz zu den Daten der Peptidexpression der Ratte war auch hier die mRNA-
Expression von AM in der Lunge eher gering ausgepragt. Die starke Expression von
AM2/IMD in der Niere wurde ebenfalls durch andere Quellen bestatigt und scheint hier
funktionell eine wichtige Rolle in der Regulation der Nierenperfusion zu spielen (Fujisawa et
al. 2004; Roh et al. 2004).

Die geringe Menge von AM-mRNA in der Lunge und auch die von AM2/IMD-mRNA stehen
im Widerspruch zu den zum Teil sehr hohen Mengen an Peptid, die in der Literatur
beschrieben wurden (Ramos et al. 2014), dariiber hinaus ist es bemerkenswert, dass AM
trotz seiner wichtigen Funktion in der Lunge (Caron & Smithies 2001) nur schwach exprimiert
wurde.

Bei den von uns gezeigten quantitativen Daten ist allerdings die Einschrankung zu sehen,
dass es sich um eine reine mRNA-Expressionsanalyse handelt. Man muss demnach
bedenken, dass eine mogliche Regulation auf Peptidebene von den hier gezeigten
Messungen unbemerkt bleiben wiirde. Eine weitere Einschrankung ist darin zu sehen, dass
sich die im Rahmen dieser Arbeit gewonnen Daten ausschlieflich auf die Maus beziehen.
Dies ist insofern eine deutliche Einschrankung, als sich die in humanen Proben gemessenen
Peptidkonzentrationen zum Teil deutlich von anderen Spezies unterscheiden, ferner findet
man erhebliche Unterschiede zu den dortigen Expressionsmustern in den einzelnen
Geweben (Kitamura et al. 1994).

Fir die Analyse der Expressionséanderungen von AM und AMZ2/IMD ist die Verwendung
eines Tiermodells jedoch aufgrund der erforderlichen Hypoxieversuche nicht zu umgehen,

weswegen diese Einschrankung in Kauf genommen werden musste.
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AM wurde erstmals aus dem Gewebe eines Phaochromozytoms isoliert (Kitamura et al.
1993), einem Tumor, der aus dem Nebennierenmark entstammt und somit ontogenetisch
dem sympathischen Nervensystem zuzuordnen ist. Darlber hinaus zeigte AM einen
deutlichen Einfluss auf prasympathische Zentren im Hypothalamus und scheint in
Regulationsprozesse der kardialen Aktivitat involviert zu sein (Hosokawa et al. 2010). AM
zeigte ebenfalls eine  neuromodulatorische  Wirkung Uber Kalziumkandle in
Hirnstammneuronen (Fan et al. 2006). Trotz der vielen Hinweise fiir eine mogliche Rolle von
AM in den Regulationsmechanismen des sympathischen Nervensystems wurde ein
Vorkommen von AM in sympathischen Ganglien bislang nicht beschrieben.

In dieser Arbeit konnte jedoch eine starke mMRNA-Expression sowohl im SCG als auch im
Ggl. stellatum der Maus detektiert werden.

Von methodischer Seite betrachtet ist die Analyse der verschiedenen murinen Proben auf
ihren AM- und AM2/IMD-mRNA-Gehalt hin als unkritisch zu bewerten. Die verwendete
quantitative Real-time RT-PCR hat eine sehr hohe Spezifitat (Savli et al. 2004), aber auch
unsere internen Kontrollen — mit Schmelzkurvenanalyse, PCR-Analyse von Proben ohne
reverse Transkriptase und Ansatz der PCR ohne cDNA — bestatigten die gute Spezifitat der

PCR trotz der geringen Mengen der analysierten mRNA.
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4.2 Verteilung der Peptide der CGRP-Peptidfamillie im SCG
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass CGRP, AM, AM2/IMD sowie der CLR im SCG

von Mausen sowohl auf Peptid- als auch auf mRNA-Ebene zu finden sind. Die drei RAMPs
konnten nur auf MRNA-Ebene im SCG nachgewiesen werden. Die Expression von CGRP in
sympathischen paravertebralen Ganglien im Allgemeinen und speziell im SCG wurde bereits
vielfach beschrieben, jedoch in der Katze, im Meerschweinchen und in der Ratte (Kummer &
Heym 1988; Kummer et al. 1989; Kummer & Heym 1991; Zaidi & Matthews 2013; Heym et
al. 1993).

Eine Arbeit beschreibt die Expression des CLR im SCG von Mausen. Dort wurde allerdings
die Expression eines V5-Tag untersucht, der an CLR gekoppelt war, welches unter dem
Promotor von Smooth-Muscle-Actin exprimiert wird. Dieses Tag wurde dort ebenfalls im
SCG nachgewiesen (Kunz et al. 2007).

Generell ist die neuronale Expression von CGRP im SCG der Maus nur sehr schwach und
eine CGRP-Expression in SCG-Neuronen von Nagern wurde bislang nur in der Ratte
beschrieben (Zaidi & Matthews 2013).

Im Rahmen dieser Arbeit waren wir leider nicht in der Lage, AM, AM2/IMD und CGRP nach
Hypoxieexposition auf Peptidebene zu quantifizieren. Dies ware eine interessante
Untersuchung, da CGRP als Peptid in zahlreichen Nervenfasern im SCG zu finden ist. Diese
Tatsache wurde bereits fir andere Spezies in der Literatur beschrieben (Kummer & Heym
1988) und konnte von uns im Rahmen dieser Arbeit bestatigt werden. CGRP-positive
Nervenfasern in sympathischen Ganglien kénnen unterschiedlicher Herkunft sein. Zum einen
gab es solche, die neben CGRP auch SP enthielten, zum anderen eine Subpopulation, die
neben CGRP kein SP enthielten. Friihere Arbeiten legen nahe, dass die SP-negativen
Nervenfasern zum Teil pragangliondren Ursprungs sind und im Ganglion stellatum
synaptische Verbindungen mit gangliondren Neuronen ausbilden (Heym et al. 1993). In
dieser Arbeit machten wir im SCG der Maus ahnliche Beobachtungen. Wir fanden in der
Hauptsache zwei Typen von Nervenfasern mit CGRP-Gehalt: zum einen solche, die SP-
positiv waren und in der Regel in der Peripherie des Ganglions zu finden waren, zum
anderen cholinerge Fasern, die zumeist Faserkérbe um einzelne Neurone bildeten.

Da alle pragangliondren Nervenfasern cholinerg sind, werteten wir diese als CGRP
enthaltende, praganglionare Nervenfasern. Die CGRP-haltigen Nervenfasern, welche
ebenfalls immunreaktiv fir SP waren, identifizierten wir auf Grundlage der bekannten
Literatur als sensorische Nervenfasern (Wiesenfeld-Hallin et al. 1984)

Die immunhistochemischen Untersuchungen sowohl im SCG als auch im Riickenmark und
an Nervenquetschungspraparaten des sympathischen Halsgrenzstrangs gaben einen
Hinweis, dass die cholinergen CGRP-positiven Nervenfasern im SCG pragangliondren

Ursprungs sind und CGRP durch axonalen Transport in den Axonen des Halsgrenzstrangs in
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die Nervenendigungen im SCG gelangt. Diese Vermutung wurde bereits nach
Untersuchungen von sympathischen Ganglien des Meerschweinchens geauBert (Heym et al.
1993). Eine Bestatigung zeigte sich in den Daten von Ratten, in denen nach
Colchicinapplikation und retrogradem Tracing die Identifikation von praganglionaren CGRP-
exprimierenden Neuronen im Rickenmark beschrieben ist. Der Peptidgehalt der Neurone
und damit auch die Immunreaktivitdt wurde durch die Colchicingabe deutlich gesteigert. Dies
ist dadurch zu erklaren, dass durch Colchicin die Ausbildung der Mikrotubuli verhindert wird,
somit wird der axonale Transport von Peptiden verhindert und es kommt zu einer
Akkumulation der Peptide im Zellkdrper (Yamamoto et al. 1989). Die native Darstellung von
CGRP in den praganglionaren Neuronen des Rickenmarks mittels Immunhistochemie war
durch den geringen Peptidgehalt schwierig. Untersuchungen mittels In-Situ-Hybridisierung
waren zur genaueren Klarung hilfreich, da die mRNA im Gegensatz zum Peptid nicht tber
axonalen Transport den Zellkérperbereich verldsst und somit ein nachweisbarer CGRP-
mRNA-Gehalt einiger praganglionarer Neurone im Rickenmark zu erwarten wére.

Bei der morphologischen Betrachtung der Peptid-Expression und Verteilung im SCG zeigte
sich ein Vorkommen von AM und AM2/IMD innerhalb der SCG-Neurone, subzellular war dies
am ehesten mit dem eines vesikuldar prozessierten Peptids vereinbar. Dieses
Verteilungsmuster wird von der aktuellen Literatur fir AM bestatigt, die
elektronenmikroskopischen Darstellungen sind jedoch aufgrund der GroRe der gezeigten
Vesikel (ca.200 nm) nicht unkritisch zu werten, da diese GréRe zu groR fir Transport- und
Speichervesikel ist (Hobara et al. 2004). Eine genauere elektronenmikroskopische
Untersuchung mittels Immunogoldmarkierung ware demnach auRerst interessant.

Die Spezifitat des verwendeten AM-Antikdrpers wurde mit Hilfe der kond. AM™-Maus im
zentralen Nervensystem getestet. Hier konnte die Spezifitdt des von uns verwendeten
Antikérpers nicht eindeutig belegt werden. Eine Austestung am SCG der kond. AM”-Maus
war aufgrund der Eigenschaften des vorliegenden Knockoutstammes nicht méglich, da diese
Tiere in den Neuronen des peripheren Nervensystems eine AM-Expression wie ein Wildtyp-
Individuum aufweisen. Die Untersuchung von SCG eines globalen AM”-Stammes war
aufgrund des frihen Versterbens der Tiere wahrend der Fetalentwicklung nicht mdglich
(Caron und Smithies 2001).
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4.3 Wirkung der Peptide der CGRP-Peptidfamilie im SCG

Um den Effekt von AM auf die Funktion der Neurone des SCG zu untersuchen, fihrten wir
Live-Cell-Imaging mit isolierten SCG-Neuronen von tabac-Mausen durch. Wir entschieden
uns bei der Durchfiihrung der Experimente fir den tabac-Mausstamm, da wir dadurch in der
Lage waren, sicher die SCG-Neurone von anderen Zellen, die ebenfalls im Isolat enthalten
waren, zu diskriminieren.

Die isolierten Zellen wurden von uns mit Fura-2 beladen. Hierbei handelt es sich um einen
Fluoreszenzindikator, der in die Zellen aufgenommen wird und Kalzium bindet. Fura-2 kann
durch Wellenlangen von 340 nm und 380 nm angeregt werden, und der Quotient des
emittierten Lichts beider Wellenldngen ist direkt proportional zur intrazellularen
Kalziumkonzentration. Fura-2 ist ein Standardindikator zur Bestimmung der intrazellularen
Kalziumkonzentration. Die Sensitivitdt reicht von 100 nM bis zu 100 uM
Kalziumkonzentration (Paredes et al. 2008). Aufgrund dieser Eigenschaften wurden die
Messungen der intrazelluldaren Kalziumkonzentration mit Fura-2 durchgefiihrt.

Wir stimulierten zunachst mit AM und im Anschluss mit Nikotin. Nikotin wirkt als Agonist an
nAChR und immitiert somit die Wirkung des Acetylcholins bei der schnellen sympathischen
Signalubertragung an der Synapse im SCG (Changeux et al. 1970). Wir postulierten eine
mogliche Modulation der Signallibertragung Die Fahigkeit von AM, aber auch fir AM2/IMD,
neuronale Signallibertragung zu modulieren, ist fir andere Bereiche des Nervensystems
bereits beschrieben (Fan et al. 2006; Hosokawa et al. 2010; Li et al. 2013). AM zeigte jedoch
keinen Einfluss auf die Auspragung der Reaktion auf Nikotin. Ein Grund fiir das Ausbleiben
einer Reaktion bzw. einer Wirkung auf den Kalziumanstieg nach Stimulation kénnte
konzentrationsbedingt sein, andererseits kann auch die Uberexpression des nAChR in den
SCG-Neuronen der tabac-Méause dazu fithren (Frahm et al. 2011), dass diese Antwort nicht
modulierbar ist.

Ebenfalls zeigte sich unter den von uns gewahlten Versuchsbedingungen keine Anderung
der intrazellularen Kalziumkonzentration nach der Zugabe des AM zu Medium. Dies steht im
Widerspruch zu anderen Quellen, die an isolierten Eileiterzellen zeigen konnten, dass eine
Stimulation des CLR zu einem cAMP-vermittelten Anstieg der intrazellularen
Kalziumkonzentration fiihrt (Liao et al. 2013).

Es ware wichtig, im Weiteren zunachst eine Verdiinnungsreihe mit AM durchzufiihren und
konzentrationsabhangig erneut die nikotinische Antwort zu betrachten. In dieser Arbeit
nutzten wir eine Konzentration von 10 M, welche in anderen Arbeiten aus unserem Labor
bereits zu einer Anderung der intrazelluldren Kalziumkonzentration nach ATP-Stimulation in
Makrophagen fihrte (Soultanova 2015). Darliber hinaus wéare eine Wiederholung der

Versuche mit AM2/IMD ebenfalls sehr Interessant.
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Allerdings besteht eine massive Einschréankung bei der Analyse synaptischer Prozesse an
isolierten Zellen per se. Da bei diesen Versuchen die Zell-Zell-Interaktion bewusst zerstort
wird, besteht die anatomische Synapse in ihrer eigentlichen Form nicht mehr.

Die Stimulation des Grenzstranges und eine anschlieRend Wholemount-Kalziummessung
mit Hilfe des CLSM wére sehr interessant, um die Modulation der synaptischen Ubertragung
im ganzen SCG zu sehen, ohne das die Neurone vereinzelt werden missen. Vorversuche
unserer Arbeitsgruppe hierzu scheiterten jedoch bislang an den komplexen technischen

Voraussetzungen bereits im Anfangsstadium (unpubliziert).
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4.4 Regulation der Peptide der CGRP-Peptidfamilie und des CLR-
Rezeptorkomplexes unter Hypoxie

Die Expressionssteigerung von AM und AM2/IMD unter Hypoxie wurde bereits vielfach
beschrieben (Nagata et al. 1999; Hofbauer et al. 2000; Kocemba et al. 2013; Marinoni et al.
2011; Yang et al. 2005; Yang et al. 2005; Pfeil et al. 2009). Der Fokus der vorhandenen
Literatur richtete sich hier jedoch vornehmlich auf Angiogenese bei Tumorerkrankungen
(Nakayama et al. 1998) und auf die vasodilatatorischen Eigenschaften von AM und AM2/IMD
(Hofbauer et al. 2000) sowie auf die Veranderungen der GefaRpermeabilitat (Pfeil et al.
2009; Nikitenko et al. 2003; Nagata et al. 1999; Aslam et al. 2011).

Im Rahmen dieser Arbeit konnten wir erstmals einen quantitativen Uberblick mittels
quantitativer Real-time RT-PCR Uber den Effekt von Hypoxie auf AM- und AM2/IMD-mRNA-
Expression in verschiedenen Organen der Maus geben. Die Analyse nach einer eintagigen
Exposition der Mause mit 10% O, =zeigte, dass es zu einer hypoxischen
Expressionsteigerung von AM und AM2/IMD kam. Eine solche Regulation unter Hypoxie
wurde oftmals als direkter Effekt von HIF erklart (Kocemba et al. 2013; Bell & McDermott
2008). Das AM-Gen hat hierfir drei HIF-1-bindende Promotorregionen, welche bei Hypoxie
eine Expressionsteigerung von AM bewirken kénnen (Garayoa et al. 2000). Dieser
Mechanismus wurde bereits als ein wichtiger Faktor in der Rolle von AM als
proangiogenetischer Faktor solider Tumore angesehen (Zudaire et al. 2003).

In dieser Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass es unter den hier gewahlten
Bedingungen der Haltung der Mause in normobarer Hypoxie nicht zu einer generellen
Steigerung der Expression von AM oder AM2/IMD kommt, sondern eine signifikante
Expressionssteigerung der AM-mRNA nur in der Lunge und im rechten Ventrikel des
Herzens nachzuweisen war, fir AM2/IMD ausschlieBlich im SCG. Dies ware dadurch zu
erklaren, dass es moglicherweise nicht zu einer generellen Sauerstoffunterversorgung der
verschiedenen Gewebe kam. Hinweis hierfur ist, dass es unter den hier gewahlten
Versuchsbedingungen zu einer starken Expressionsteigerung von TrkB und Endothelin 1 in
der Lunge, nicht aber im SCG kam. Fir TrkB und Endothelin 1 ist bekannt, dass es zu einer
Expressionssteigerung unter Hypoxie kommt (Kwapiszewska et al. 2012; Ambrosini et al.
2015). Dafur spricht weiter die Tatsache, dass die hier verwendete normobare Hypoxie mit
10% O relativ mild ist. In der Literatur wurden haufiger Sauerstoffkonzentrationen von 6-8%
O, verwendet (Bernaudin et al. 2002; Stroka et al. 2001; Wiesener et al. 2003). Jedoch gibt
es ebenso Arbeiten, bei denen ebenfalls eine O,—Konzentration von 10% verwendet wurde
(Waskova-Arnostova et al. 2014).

In der Literatur ist allerdings keine Arbeit zu finden, welche einen Vergleich verschiedener

0O,-Konzentrationen im Rahmen der experimentellen Hypoxie miteinander anstellt. Es ware
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aufgrund dieser Ergebnisse interessant, eine Analyse der HIF-1a-Stabilisierung unter den
verwendeten Bedingungen in den verschiedenen Geweben durchzufiihren.

In der Lunge kam es zu einer deutlichen Hochregulation von AM nach einem Tag in Hypoxie
(10% Oy). Diese Expressionssteigerung von AM wurde bereits beschrieben und scheint
einen protektiven Einfluss auf das vaskuldre Remodelling der LungengefaRe unter
chronischer Hypoxie zu haben (Matsui et al. 2004). Diese Experimente sind zwar ebenfalls
mit 10% durchgefiihrt worden, allerdings wurde hier eine langere Hypoxiezeit, zwischen 3
und 21 Tagen, untersucht. Im SCG und im CSMG zeigte sich im ersten Screening eine nicht
signifikante Steigerung der AM-mRNA-Expression, fir AM2/IMD konnte im SCG bereits eine
signifikante Expressionssteigerung gezeigt werden. Die in den ersten Screeningversuchen
gewabhlte n-Zahl von vier ist flr eine reliabele Aussage sehr gering und diente insbesondere
der Auswahl der nachfolgend ausflhrlicher untersuchten Organe. Da der Fokus in dieser
Arbeit auf der Analyse der Expression von AM und AM2/IMD in sympathischen
paravertebralen Ganglien lag, wurden keine weiteren Analysen des CSMG durchgefiihrt.

Die Frage, die aus diesen Ergebnissen resultierte, ist, ob die Regulation von AM und
AM2/IMD im sympathischen Nervensystem unter normobarer Hypoxie eventuell eine Rolle
bei der mittelfristigen Kreislaufadaptation durch Modulation des sympathischen
Nervensystems spielen kénnte. Solche Beobachtungen wurden auf zerebraler Ebene im
Nucleus tractus solitarii der Ratte beschrieben (Li et al. 2013). Kreislaufregulatorische Effekte
von AM und AM2/IMD auf vaskularer Ebene sind ebenfalls bereits vielfach in der Literatur
beschrieben (Eguchi et al. 1994; Takei et al. 2004; Kitamura et al. 1993; Bell & McDermott
2008; Pan et al. 2005).

Eine Beschreibung von AM oder AM2/IMD in der Verbindung zwischen zentralem
Nervensystem und Gefalsystem — den sympathischen Neuronen - ist jedoch nicht in der
Literatur zu finden. Dies war der Grund, die Expression der CGRP-Peptidfamilie — im
speziellen AM und AM2/IMD - sowie des CLR-Rezeptorkomplexes in sympathischen
Ganglien naher zu untersuchen.

Die Analyse der murinen SCG mittels quantitativer Real-time RT-PCR nach Exposition mit
normobarer Hypoxie zeigte in dieser Arbeit, dass es zu einem statistisch signifikanten
Anstieg der mRNA von AM, AM2/IMD sowie von RAMP1 und 2 kam. Dieser Anstieg, vor
allen Dingen von AM um den Faktor 8,2, ist bei der relativ hohen Basalexpression als starke
Expressionsteigerung zu werten. Es kam passend zu der Expressionsteigerung von AM und
AM2/IMD zu einer Hochregulation der mRNA-Expression von RAMP1 und RAMP2. Dies
deutet darauf hin, dass es zu einer Sensitivierung des CLR im Bezug auf die
Rezeptorwirkung als AM- und AM2/IMD-Rezeptor kommt. Die mRNA-Expression von CGRP
war nicht erhéht. Die hier durchgefilhrte Expressionsanalyse beschrankte sich jedoch auf

eine Analyse der mRNA. Dabei lasst man auRer Acht, dass es zu postranslationalen
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Modifikationen kommen kann. Die Literatur beschreibt eine solche Modifikation in
Abhangigkeit von HIF bei der AM-Expression (Sena et al. 2014). Um dies zu Uberprifen,
ware es sinnvoll, eine Analyse der verschiedenen Organe unter den gleichen Bedingungen
auf den Proteingehalt hin durchzufihren. Dies ware aufgrund der geringen GroRe der
Peptide am sinnvollsten mittels Hochdruckflissigkeitschromatographie und
Radioimmunoassay der Fraktionen zu erreichen. Bisherige Versuche mittels derzeit
verfugbarer Antikdrper zeigten in der Arbeitsgruppe jedoch keine verlasslichen Ergebnisse

(unpubliziert).
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4.5 Der praganglionére Einfluss auf die Expression von AM und AM2/IMD im SCG

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es zu einer mMRNA-Expressionssteigerung von
AM, AM2/IMD RAMP1 und RAMP2 im SCG von Mausen nach 24-stiindigem Aufenthalt in
einer Umgebung mit 10% O, kommt. Aus den in dieser Arbeit gewonnen Ergebnissen

ergaben sich drei moéglich Ausloser fir die Expressionssteigerung.

1. Die verringerte Sauerstoffkonzentration in der Umgebungsluft fiihrt zu einer lokalen
Hypoxie im SCG und somit zu einem Anstieg von HIF, was zu einer

Expressionssteigerung fiihrt.

Diese Mdglichkeit wurde bereits angerissen. Fir diese Moglichkeit spricht, dass eine
Regulation von AM durch HIF bereits in anderen Arbeiten beschrieben wurde (Garayoa et al.
2000). Auch fiir das AM2/IMD-Gen wurde beschrieben, dass es vier verschiedene Promoter-
Regionen enthélt - sogenannte hypoxia responsive elements — (iber die unter Hypoxie durch
Einfluss von HIF die mRNA-Expression des nachgeschalteten Gens gesteigert wird, und
dass Hypoxie die AM2/IMD Expression steigert (Pfeil et al. 2009).

Eine Hypoxie-induzierte Steigerung der Expression von RAMP1 und 3 ohne eine Steigerung
der Expression von RAMP2 wurde in der Lunge der Ratte bereits beschrieben. Dort wird die
Steigerung der mMRNA-Expression auf eine direkte Aktivierung durch HIF zurlickgefiihrt (Qing
et al. 2001).

In der vorliegenden Arbeit konnte allerdings gezeigt werden, dass es nach eintdgigem
Aufenthalt in einer Umgebung mit 10% O, nicht zu einer generellen Steigerung der
Expression von AM und AM2 kam. Wie bereits erwahnt, konnte dies dadurch zustande
gekommen sein, dass durch suffiziente Kompensationsmechanismen die O,-Versorgung des
neuronalen Gewebes bei den gewahlten Versuchsbedingungen aufrechterhalten wurde.
Erganzend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass es zwar zu einem Anstieg der
mRNA-Expression von Endothelin 1 und TrkB in der Lunge kam, nicht jedoch im SCG.
Endothelin 1 und TrkB werden in hypoxischen Geweben durch HIF vermittelt heraufreguliert
(Davie et al. 2009; Kwapiszewska et al. 2012).

Somit ist in Zusammenschau der Ergebnisse dieser Arbeit und der vorhandenen Literatur
diese Annahme eher als unwahrscheinlich zu sehen. Jedoch ware fir eine absolute
Sicherheit ein direkter HIF-Nachweis im SCG unter den von uns gewahlten

Versuchsbedingungen notwendig.

2. Die verringerte Sauerstoffkonzentration in der Umgebungsluft fihrt zu einem

gesenkten arteriellen pO, und damit zu einer Aktivierung von peripheren
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Chemorezeptoren, wie dem Glomus caroticum, was zu einer Aktivierung
sympathischer, kardiovaskulédrer Zentren im Hirnstamm fiihrt und somit eine erhéhte
prédgangliondre Aktivitdt in kardial und vaskuldr projizierenden sympathischen

Bahnen bedingt.

Dieser Mechanismus kénnte innerhalb des sympathischen Ganglions sowohl durch eine
Aktivierung des CLR mittels CGRP erfolgen als auch Uber eine cholinerge Aktivierung
nikotinischer Rezeptoren sowie des muskarinischen M1-Rezeptors (Briggs 1992; Fink et al.
1988). Eine Einschatzung der Rolle der cholinergen Aktivierung konnte uns die Analyse der
Basalexpression der CGRP-Peptid-Familie und des CLR-Rezeptorkomplexes im Vergleich
von drei Mausstammen liefern, zum einen in Bl6-Mausen als Referenz, zum anderen in M1"-
Méausen, die keinen funktionsféahigen muskarinischen Rezeptor Typ 1 exprimieren (Fisahn et
al. 2002) und somit eine reduzierte metabotrope, cholinerge Transmission im SCG
aufweisen. Als dritte Gruppe wurden tabac-M&use untersucht, die eine Uberexpression der
Beta-4-Untereinheit des nikotinischen Rezeptors (Frahm et al. 2011) und somit potenziell
eine erhohte ionotrope cholinerge synaptische Transmission im SCG aufweisen, da
nikotinische Rezeptoren mit der Untereinheitzusammensetzung a3B4 fir die schnelle
Ubertragung im sympathischen Ganglion der Maus verantwortlich sind (Mao et al. 2006).
Dieser Vergleich wurde in dieser Art in der Literatur bislang nicht beschrieben. In den hier
durchgefiihrten Versuchen zeigte sich kein Unterschied der basalen mRNA-Expression der
CGRP-Peptidfamilie im SCG. Einen Unterschied zwischen diesen Tieren nach
Hypoxieexposition zu untersuchen, erscheint interessant und sollte Gegenstand weiterer
Untersuchungen werden.

In dieser Arbeit wurden Versuche unternommen, die ex-vivo und somit ohne weiteren
Tierversuch auskamen. Wir stellten die angenommene erhdhte synaptische Transmission im
SCG unter Hypoxiebedingungen nach, indem wir den praganglionaren Einfluss durch EFS
nachahmten. Dieser Versuch zeigte keinen Anstieg der mRNA-Level fir AM oder AM2/IMD.
Um nun zum einen die Ergebnisse durch eine weitere Methode zu unterstiitzen und zum
anderen die Mdglichkeit einer CGRP-induzierten Regulation nachzustellen, wurde von uns
eine Inkubation der isolierten SCG mit CGRP, Nikotin und Muskarin durchgefiihrt. Auch hier
zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der mRNA-Expression von AM vor und nach
Stimulation. Die Daten dieser Arbeit legen somit nahe, dass der praganglionare Einfluss, sei
er cholinerg oder durch CGRP-Ausschittung bedingt, nicht fiir die Expressionssteigerung

von AM und AM2/IMD unter Hypoxie verantwortlich zu sein scheint.
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3. Die verringerte Sauerstoffkonzentration in der Umgebungsluft fiihrt zu einer
Ausschlittung systemisch zirkulierender Faktoren, die eine Expressionssteigerung
im SCG bedingen.

Die von uns gezeigten Ergebnisse zeigten keinen Hinweis auf eine Induktion der
Expressionssteigerung von AM und AM2/IMD im SCG nach Hypoxieexposition durch
gesteigerten praganglionaren Input. Diese Tatsache legt die Moglichkeit nahe, dass es im
Rahmen der Hypoxie zu einer Ausschittung zirkulierender Faktoren kommt, die eine
Expressionssteigerung von AM und AM2/IMD im SCG bedingen. Die mdglichen Mediatoren,
welche durch Hypoxie im Serum vermehrt auftreten und mdéglicherweise eine Steigerung der
Expression von AM und AM2/IMD bedingen kdnnten, sind sehr zahlreich.

So kommt es zum Beispiel in der Ratte bei einer 24-stiindigen Hypoxie zu einem Anstieg des
Parathormonspiegels (Mimura 1995), welcher wiederum einen Einfluss auf die cAMP-
Bildung hat und somit potenziell Verdnderungen in der mRNA-Expression von SCG-
Neuronen bewirken kénnte (Kamel & Yee 2013). Des Weiteren kommt es unter Hypoxie zur
starken Ausschittung von Mediatoren, wie beispielsweise ,Early-growth-response gene
product 1“ (EGR-1), Hitzeschockprotein-27, -70 und Caspasen-gespaltenes Cytokeratin-18.
Diese koénnen ihrerseits wiederum zur Expressionssteigerung von angiogenetischen
Faktoren fiihren. Diese Faktoren kénnten auch eine Anderung im Expressionsmuster der
SCG-Neurone bewirken (Yan et al. 1998; Lichtenauer et al. 2014).

Allerdings sind diese Uberlegungen rein hypothetischer Natur, in dieser Arbeit wurden hierzu
keine Messungen durchgefiihrt. Eine systematische Suche nach méglichen Mediatoren, die
zu einer selektiven Expressionsteigerung der mRNA von AM und AM2/IMD im SCG fihren,
ware interessant und wichtig, um die Ursache der Expressionsteigerung unter den von uns

gezeigten Bedingungen zu klaren.
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4.6 Schlussfolgerung

78

e [dentifikation der genauen Lokalisation und des Vorkommens von AM, AM2/IMD und
CGRP im SCG der Maus

Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse zeigen, dass Neurone im SCG AM, AM2/IMD
sowie den CLR mit allen drei RAMPS exprimieren. CGRP kommt im SCG als Peptid, vor
allem in Nervenfasern vor. Die CGRP enthaltenen Nervenfasern sind sowohl

préganglionéren als auch sensiblen Ursprungs.

e Untersuchung méglicher Regulationsmechanismen unter Hypoxie

Es kommt zu einer hypoxischen Expressionssteigerung von AM, AM2/IMD im SCG und
passend dazu zu einer Steigerung der Expression von RAMP1 und 2. Die hier gezeigten
Ergebnisse legen nahe, dass die urspringlich postulierte gesteigerte praganglionéare

Aktivierung nicht die Ursache fiur die Expressionssteigerung ist.

e Kldrung der Wirkung von Adrenomedullin auf sympathische Neurone des murinen
SCG.

Untere den von uns gewahlten Versuchsbedingungen hatte AM keine Wirkung auf die
Reaktion der SCG-Neurone auf eine Stimulation durch Nikotin. Dartber hinaus konnte

auch keine Veranderung des Membranpotenzials durch AM alleine gezeigt werden.
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5 Zusammenfassung

Ein Vorkommen von Peptiden der Calcitonin-Peptidfamilie ist in fast allen Organen des
Korpers in verschiedenen Spezies beschrieben. Vor allem CGRP und AM sowie AM2/IMD
sind bekannt fir Ihre neuromodulatorischen Eigenschaften. Ein Einfluss auf zentrale
sympathische Zentren wurde fir AM und AM2/IMD sowie fiir CGRP bereits beschrieben. In
dieser Arbeit wurden die Expression und Regulation des AM-Signalwegs in sympathischen
paravertebralen Ganglien der Maus untersucht.

Es wurden mannliche C57BI6/N Méause unter Standardbedingungen sowie nach eintagiger
Exposition mit 10% normobarer Hypoxie untersucht. Das Vorkommen und die
Quantifizierung von CGRP, AM, AM2/IMD sowie des gesamten CLR-Rezeptorkomplexes
wurden mittels Immunhistochemie und quantitativer real-time RT-PCR (gPCR) bestimmt.
Mechanismen der Expressionsteigerung wurden in Ex Vivo-Stimulationsversuchen in
explantierten Ganglien nach elektrischer Feldstimulation und pharmakologischer Stimulation
untersucht. Der Einfluss von AM auf die intrazelluldre Kalziumkonzentration wurde an
isolierten postganglionaren sympathischen Neuronen des SCG gemessen.

Diese Arbeit zeigte anhand gPCR und Immunhistochemie eine Expression von AM und
AM2/IMD in sympathischen paravertebralen Ganglien der Maus. CGRP fand sich in
sensorischen Nervenfasern und in praganglionaren Axonen aus dem Rickenmark. Im
initialen Organscreening zeigte sich nach Hypoxie in der gPCR ein signifikanter Anstieg von
AM im rechten Ventrikel des Herzens und in der Lunge sowie von AM2/IMD im SCG. Eine
weiter gehende Analyse des SCG =zeigte nach eintdgiger Hypoxieexposition einen
signifikanten Anstieg der mRNA-Konzentration von AM, AM2/IMD, RAMP1 und RAMP2.
Hierfur ist keine generelle Hypoxie verantwortlich, da Marker direkter Gewebehypoxie (TrkB
und Endothelin1) zwar in der Lunge, nicht aber im SCG anstiegen. Sowohl eine
pharmakologische Stimulation mit CGRP, Muskarin oder Nikotin als auch eine elektrische
Feldstimulation bewirkten keine Expressionsteigerung von AM in isolierten Ganglien. In Life-
Cell-lmaging-Experimenten fiihrte AM unter den von uns gewahlten Versuchsbedingungen
nicht zu Anderungen der intrazelluldren Kalziumkonzentration isolierter SCG Neurone und
hatte keinen Einfluss auf den Anstieg der intrazelluldren Kalziumkonzentration nach
Nikotingabe.

Die Ergebnisse zeigen erstmals die Expression des vollstdndigen AM(2)-Signalwegs in
sympathischen paravertebralen Ganglien sowie dessen Regulation unter Hypoxieexposition,

deren Mechanismen noch weiterer Abklarung bedurfen.
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6 Abstract

The occurrence of peptides of the calcitonin-peptide family is described in more or less every
organ in different species. Especially for CGRP, AM and AM2/IMD, neuromodulatory
properties are known. An influence on central sympathetic centres is described for AM and
AM2/IMD as well as for CGRP. The present work addressed expression and regulation of the
AM-signalling pathway in sympathetic paravertebral ganglia of the mouse.

Male C57BI6/N mice were investigated under standard conditions and after exposure to 10%
normobaric hypoxia. Occurrence and quantification of CGRP, AM, AM2/IMD as well as of the
whole CLR receptor complex were analysed by immunohistochemistry and quantitative real-
time RT-PCR (qPCR). Mechanisms of increase in mRNA-expression were analysed by ex-
vivo stimulation of explanted ganglia either by electric field stimulation or by pharmacological
stimulation. The influence of AM upon intracellular calcium concentration was measured in
isolated postganglionic sympathetic neurons of the SCG.

This work demonstrated expression of AM and AM2/IMD in sympathetic paravertebral
ganglia of the mouse by immunohistochemistry and qPCR. CGRP was present in sensory
nerve fibres and in preganglionic fibres origin from the spinal cord. An initial gPCR organ
screening after hypoxic exposure showed a significant increase in AM-mRNA expression in
the right cardiac ventricle and in the lung. For AM2/IMD, enhanced mRNA-expression was
measured in the SCG. Further analysis of the SCG after exposure to hypoxia for one day
revealed significantly increased mRNA-levels of AM, AM2/IMD, RAMP1 und RAMP2. For this
effect, general hypoxia is not responsible, because markers of hypoxic tissue (TrkB and
endothelin1) were elevated only in the lung but not in the SCG. Neither pharmacological
stimulation with CGRP, muscarine and nicotine nor electric field stimulation increased AM-
mRNA-expression in isolated ganglia. In life-cell-imaging, AM  had no effect upon
intracellular calcium concentration in isolated SCG neurons. Further, it had no effect on the
increase in intracellular calcium concentration evoked by nicotinic stimulation.

This work is the first to describe the expression of the entire AM(2)-signalling pathway in
sympathetic paravertebral ganglia and its regulation under conditions of hypoxic exposure.

The underlying mechanisms of hypoxic regulation need further investigation.
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7 Abkiirzungsverzeichnis

AM
AM™
AM2
AM2/IMD
Bl6
BSA
cAMP
cDNA
CGRP
CLR
CLR™
CLSM
CSMG
CT
DAPI
DNA
EDTA
EFS
EGR-1
eGFP
Ggl.
GH
HIF
IMD
KC
KO

kond. AM™

M1"
ChAT
mAChR
MEM
MG
mRNA
N.

Adrenomedullin

Adrenomedullin Knockout
Adrenomedullin 2
Adrenomedullin2/Intermedin

C57BI6/N

bovines Serumalbumin

Cyclisches Adenosinmonophosphat
complementary DNA

Calcitonin Gene-Related Peptide
Calcitonin receptor-like receptor
Calcitonin receptor-like receptor Knockout
Confocal laser scanning microscopy
Ganglion coeliacum/mesentericum superius
Cycle Threshold
4',6-Diamidin-2-phenylindol
Desoxyribonukleinsaure
Ethylendiamintetraacetat

Elektrische Feldstimulation
Early-growth-response gene 1

Enhanced Green Fluorescent Protein
Ganglion

Growth Hormon

Hypoxie-induzierter Faktor

Intermedin

Kaliumchlorid

Knockout

Konditionale Adrenomedullin Knockoutmaus
Muskarinischer Acetylcholinrezeptor 1 Knockout
Cholinacetyltransferase

Muskarinischer Acetylcholinrezeptor
Minimal essential Medium

2 Mikgroglobulin

Messenger Ribonukleinsaure

Nervus
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nAChR
NO
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PAMP
PBS
PCR
PFA
RAMP

RAMP2"

RCP
RNA
RT
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TrkB
VACht
VEGF
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Abbildung 11. Real-time RT-PCR; AM2/IMD-mRNA nach eintdgiger normobarer Hypoxie und

in einer normoxischen Vergleichsgruppe in verschiedenen Organen. Die einzelnen

83



Abbildungsverzeichnis

Messwerte sind hier als farbige Punkte einzeln dargestellt. Es zeigten sich keine statistisch
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Messwerte, zusatzlich sind Quartile dargestellt, der kraftige Strich zeigt den Median, die
beiden dlinneren Striche das obere und untere Quartil. Statistisch signifikante Unterschiede
(p<0,05, Mann-Whitney-Test) sind mit * markiert. 51

Abbildung 15. Immunhistochemie mit Antikdrpern gegen die Peptide AM (a) AM2/IMD (b)
CGRP (c) und den CLR (d), SCG der Maus. 52

Abbildung 16. Immunhistochemische Charakterisierung der CGRP-positiven Nervenfasern
im SCG mit Antikérpern gegen SP, gegen den vesikuldren Acetylcholintransporter (VAChT)
und mit dem nukledren Marker DAPI. Die drei Spalten zeigen aufsteigende VergrofRerungen
(a,b,c). In den ersten drei Spalten sind jeweils die Aufnahmen mit den verschiedenen Filtern
fir die verschiedenen Markierungen zu sehen. In der letzten Spalte ist ein Uberlagerungsbild
aller drei Immunmarkierungen plus DAPI zu sehen. Die Pfeile mit Kugel zeigen auf eine SP-
und CGRP-positive Nervenfaser, Die Pfeile mit Raute auf eine cholinerge CGRP positive-

Nervenfaser. 53

Abbildung 17. Immunhistochemie am Ganzpraparat eines sympathischen Halsgrenzstrangs
einer ChAT-eGFP-Maus nach Nervenquetschung. In den verschiedenen Zeilen sind
aufsteigende VergréBerungen (a,b,c) gezeigt. In der ersten Reihen ist die
Antikérpermarkierung gegen CGRP gezeigt, in der zweiten Spalte eGFP-Fluoreszenz. In der
dritten Spalte sieht man die Uberlagerung beider Signale. Der Pfeil zeigt auf eine doppelt

positive Nervenfaser. 54
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Abbildung 18. a) Ruckenmark mit CGRP-Immunreaktion, Epifluoreszenzmikroskie, HH
markiert das Hinterhorn, VH das Vorderhorn, der Pfeil zeigt auf Zellen des Seitenhorns. In b)
ist ein Seitenhornneuron einer ChAT-eGFP-Maus mit Hilfe des CLSM dargestellt und
dreidimensional rekonstruiert. In gelb ist die Antikdrpermarkierung des CGRP zu sehen, in
grin das eGFP-Signal. 55

Abbildung 19. Real-time RT-PCR; relative mRNA-Expression von TrkB und Endothelin 1
nach eintagiger Hypoxie und nach Normoxie. Dargestellt sind die einzelnen Messwerte,
zusatzlich sind Quartile dargestellt, der kréaftige Strich zeigt den Median, die beiden diinneren
Striche das obere und untere Quartil. Statistisch signifikante Unterschiede (p<0,05, Mann-
Whitney-Test) sind mit * markiert. 56

Abbildung 20. Real-time RT-PCR; Basalexpression der mRNA der Mitglieder der CGRP-
Peptidfamilie, im SCG von BI6-, M17- und tabac-Mausen. Als farbig gefiillte Kreise sind die
jeweiligen Messwerte angezeigt. Ein Boxplot ist Uberlagert. Es zeigten sich keine statistisch

signifikanten Unterschiede zwischen den Mausstdmmen (p>0,05, Mann-Whitney-Test). _ 57

Abbildung 21. Real-time RT-PCR; Basalexpression der mRNA des des CLR und der drei
RAMPs in SCG von BI6-, M1"- und tabac-Mausen. Als farbig gefiillte Kreise sind die
jeweiligen Werte angezeigt. Ein Boxplot ist Uberlagert. Es zeigten sich keine statistisch

signifikanten Unterschiede zwischen den Mausstammen (p>0,05, Mann-Whitney-Test). _ 58

Abbildung 24. Real-time RT-PCR; rel. mRNA-Expression von AM nach pharmakologischer
Stimulation von explantierten SCG. Dargestellt sind die einzelnen Messwerte, zusatzlich sind
Quartile dargestellt, der kraftige Strich zeigt den Median, die beiden dinneren Striche das
obere und untere Quartil. Es zeigten sich keine statistisch signifikanten Unterschiede
(p>0,05, Mann-Whitney-Test). 61

Abbildung 26. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme; Isolierte Zellen des SCG einer tabac-
Maus. In a Darstellung des GFP-Signals, in b Darstellung des Signals von Fura-2, mit dem
eingezeichneten Messbereich der Fluoreszenz (,region of interest* (ROIl)). Der Pfeil mit

Raute zeigt auf ein Neuron, der normale Pfeil auf eine nicht-neuronale Zelle. 64

Abbildung 27. Messung der intrazelluldren Kalziumkonzentration. Zu sehen ist die gemesene
Ratio der Fura-2-Fluoreszenz bei Anregung mit 340 bzw. 380 nm. In rot ist der
Mittelwert+Standardabweichung der Zellen dargestellt, zu deren Medium initial AM in einer
Konzentration von 10® M gegeben wurde (46 Zellen aus 6 Versuchen; n=46/6), in blau

MittelwerttStandardabweichung der Kontrolle nach Zugabe von Medium (n=45/6). Die
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Konzentration des Nikotins war 10 M, KCI wurde in einer Konzentration von 10° M

gegeben. 64

Abbildung 28. Anstieg der intrazellularen Kalziumkonzentration nach Nikotingabe. Als farbig
gefilllte Kreise sind die jeweiligen Werte angezeigt Ein Boxplot ist Uberlagert. Der Kontroll-
Gruppe wurde Medium anstelle von AM (10®M) 240 Sekunden vor der Nikotinstimulation
zugegeben. Es zeigten sich keine statistisch signifikanten Unterschiede (p>0,05, Mann-
Whitney-Test). Analysiert wurden n=45/6 und 46/6, d.h. 45 bzw. 46 Zellen aus 6
verschiedenen Versuchen. 65
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