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ZUSAMMENFASSUNG
Amilorid reduziert die Steifigkeit des endothelialen

Kortex durch Blockade des EnNaC

Fischer, Felix

Kirzlich wurde der epitheliale Natrium Kanal (ENaC) im Endothel nachgewiesen.
Dieser als EnNaC bezeichnete Kanal beeinflusst die mechanischen Eigenschaften der
Endothelzellen und damit einhergehend deren Funktion. Es konnte gezeigt werden,
dass eine erhohte Anzahl von EnNaC-Molekulen in der endothelialen Plasmamembran
zu einer Versteifung des Zellkortex und damit zu endothelialer Dysfunktion fuhrt. Im
Gegensatz dazu kann durch die funktionelle Blockade dieses Kanals die kortikale

Steifigkeit der Endothelzellen verringert werden.

Der zugrundeliegende Mechanismus ist noch nicht verstanden und sollte in dieser
Arbeit untersucht werden. Dazu wurde mittels Aftomic Force Microscopy zunachst
uberprift, ob es sich um einen langsamen genomischen oder schnellen nicht-
genomischen Mechanismus handelt. Im zweiten Schritt wurde der Einfluss des EnNaC

auf das kortikale Aktinskelett untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass die Reduktion der kortikalen Steifigkeit durch die
funktionelle Blockade des EnNaC auf einem schenllen, nicht-genomischen
Mechanismus beruht. Dieser Effekt konnte durch Blockade einer Aktin-
Depolymerisation verhindert werden. Es wird daher postuliert, dass der Einfluss des
EnNaC auf die mechanischen Eigenschaften Uber die Interaktion mit dem kortikalen
Aktin-Skelett ablauft.

Tag der mundlichen Prifung: 21.12.2015
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Aufbau der GefiaRe

Die Wande der BlutgefalRe, ausgenommen der Kapillaren, bestehen aus drei
Schichten. Von innen nach aufRen sind das Infima, Media und Adventitia. Die Intima
wird aus Endothel und subendothelialer Schicht gebildet. Die Media besteht aus glatter
Muskulatur; Gber die bindegewebige Adventitia ist das Gefall mit den umliegenden
Geweben verbunden. Zwischen Intima und Media bzw. Media und Adventitia kann
jeweils eine dunne bindegewebige Schicht vorhanden sein, die als Membrana elastica
interna bzw. externa bezeichnet wird (82). Die Auspragung der einzelnen Schichten
richtet sich nach den jeweiligen physiologischen Anforderungen und ist regional

verschieden.

1.2 Aufbau des Endothels

Das Endothel ist die innerste Schicht aller Blut- und Lymphgefal3e und bildet die
Kapillaren. Es ist ein monolayer aus polygonalen Zellen, die auf einer Basalmembran
verankert sind. Die Endothelzellen richten sich mit ihrer Langsachse parallel zum
Blutstrom aus. Zahlreiche unterschiedliche interzellulare Kontakte (Adharenskontakte,
tight junctions, gap junctions), kleine Fenster (fenestrae) und unterschiedliche zellulare
Transportmechanismen machen es zu einer selektiv permeablen Barriere zwischen
Intravasalraum und tiefer liegenden Schichten (125). Auf der luminalen Seite der
Endothelzellen befindet sich die Glykokalyx. Sie tragt durch ihre negativen Ladungen
ebenfalls zur selektiven Permeabilitdt des Endothels bei. Negativ geladene Molekile
werden abgestof3en und kénnen die Barriere nicht passieren (30). Im Gegensatz dazu
bindet die Glykokalyx intravasal positiv geladene Molekile (93). Unterhalb der
Glykokalyx liegt die endotheliale Plasmamembran (PM). Sie ist durch Einstllpungen
(Caveolae) gekennzeichnet, die der Oberflachenvergréfierung und Unterbringung von
z.B. Kanéalen oder Rezeptoren dienen (82). Darunter befindet sich eine 50-200 nm
dicke Schicht, die als Zellkortex bezeichnet wird (42). In diesem Bereich der Zelle
bildet v.a. Aktin ein flexibles aber gleichzeitig stabiles Membranskelett und soll im

Folgenden naher beschrieben werden.
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1.3 Das Membranskelett

Das Membranskelett der Endothelzellen ist im sogenannten Zellkortex lokalisiert.
Neben Intermediarfilamenten und Mikrotubuli besteht es v.a. aus Aktinfilamenten (104)
und ist maligeblich fur die Zellform verantwortlich (82). Die Aktinflamente kdnnen
entweder als globulares (G-) Aktin oder als filamentares (F-) Aktin vorliegen, was zu
einem insgesamt weichen (hoher Anteil an G-Aktin) beziehungsweise steifen (hoher
Anteil an F-Aktin) Zellkortex fuhrt. Diese mechanischen Eigenschaften des
Membranskeletts (weicher oder steifer Zellkortex), beeinflussen die Funktion des
gesamten Endothels, was im Laufe dieser Arbeit naher beschrieben wird. Das
Membranskelett ist also nicht ausschlieRlich fir die Zellform ausschlaggebend.
Vielmehr haben seine mechanische Eigenschaften weitreichende Bedeutungen fur die
Funktion der Endothelzelle. Zudem dient das Membranskelett als Verankerung
verschiedener membranstandiger Proteine, wodurch deren Lateraldiffusion verringert
wird (82). Zusammen mit Clathrin ist das Membranskelett an der Endozytose beteiligt,
indem es Einstulpungen (pits) bildet, die dann als Vesikel ins Zellinnere gelangen. Im
Grundzustand ist Aktin ein globulares Protein (G-Aktin), das durch Polymerisierung
Filamente bilden kann. Dieses filamentare Aktin (F-Aktin) bildet dann mit seinen
zahlreichen Begleitproteinen ein komplexes polygonales Netzwerk (105), das
wiederum in ein grobes, steifes Netz und ein dinnes, feines Netz unterteilt werden
kann, die miteinander verbunden sind (104). Dieser Aufbau gewahrleistet sowohl
Stabilitat als auch Flexibilitat und unterliegt einer hohen Dynamik. Der stetige Auf-, Ab-
und Umbau, also die Polymerisierung von G- zu F-Aktin und umgekehrt, Iasst sich wie
folgt beschreiben: Etwa 250 Adenosintriphosphat (ATP) tragende G-Aktin-Monomere
kénnen sich unter Hydrolyse von ATP zu Adenosindiphosphat (ADP) zu F-Aktin
zusammenlagern. Mehrere F-Aktine winden sich helikal umeinander und bilden so ein
Filament (136). Dieses besteht aus mehreren tausend G-Aktin-Einheiten (88). Es
entsteht eine rechtsdrehende Helix mit einem Plus- und einem Minus-Ende. Am Plus-
Ende kann sich G-Aktin schnell anlagern. Dort findet allerdings auch ein schneller
Zerfall des Filaments statt. Am Minus-Ende lauft dieser Auf-und Abbau langsamer ab.
Ebenso kdnnen vorhandene Filamente an ihrem Plus-Ende G-Aktin anbauen, wahrend
gleichzeitig an ihrem Minus-Ende ein kontinuierlicher Zerfall stattfindet. Dieser Vorgang
wird als treadmilling, oder Tretmihlenmechanismus bezeichnet (29). Dabei kann sich
ein Gleichgewicht aus Auf- und Abbau(steady-state) einstellen. Abgespaltenes ADP-
tragendes G-Aktin ersetzt aufgrund von unterschiedlicher Affinitat der Triphosphate

zum Aktin sein ADP durch ATP (120). Es kann nun wieder an ein Filament angelagert
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werden, oder zum Start eines neuen F-Aktins verwendet werden. Polymerisierung,
Depolymerisierung, Zusammen— und Anlagerung des Aktins zu Filamenten, Bundeln
oder Netzen, sowie die Assoziation des Aktins mit der PM wund deren
Membranbestandteilen werden von vielen der Uber 160 Aktin-assoziierten-Proteinen,

der sog. actin-binding-proteins (ABP) kontrolliert (109).

1.4 Funktion des Endothels

Das Endothel ist ein dynamischer Zellverbund, der, je nach Ort und Art des Gefalles
unterschiedlichste Funktionen erflullt. Grundséatzlich bildet es aber eine Intra- und
Extravasalraum trennende Barriere. Makromolekulare Bestandteile des Blutplasmas
werden durch die Glykokalyx der Endothelzellen und interzellulare tight-junctions an
der Diffusion in subendotheliale Schichten gehindert (15). Des Weiteren reguliert das
Endothel die Adhadsion von Blutbestandteilen. So verhindert z.B. die endotheliale
Glykokalyx durch ihre negative Ladung die Adhasion der ebenfalls negativ geladenen
Blutzellen. Wird das Endothel jedoch z.B. durch Zytokine stimuliert/aktiviert, exprimiert
es Selektine und Adhasionsmolekile, welche die Leukozytenmigration
begunstigen (30). Die endotheliale Sekretion und Expression von pro- und
antithrombotischen Proteinen, Proteoglykanen und Gerinnungsfaktoren verhindert im
physiologischen Zustand die Bildung von Thromben und férdert im Gegenzug die
lokale Blutgerinnung nach Verletzung des GefalRes (112, 122). Zuséatzlich
synthetisieren die Endothelzellen Extrazelluldarmatrix-Bestandteile fur die basal
liegende subendotheliale Schicht (82). Auch Anderungen des Blutdrucks werden durch
das Endothel detektiert (76), wodurch vasodilatativ (z.B. Stickstoffmonoxid (NO),
Prostacyclin) und vasokonstriktorisch (z.B. Endothelin) wirkende Substanzen
produziert und sezerniert werden (43, 83, 87). Jedoch stellt NO den Hauptstimulus fir
die Verringerung des Tonus der glatten GefalRmuskulatur dar (43). Die physiologische
Funktion des Endothels beruht auf einem eng kontrollierten Gleichgewicht aus u.a.
Pro- und Antiinflammation, pro- und antithrombotischen Signalen, Vasodilatatoren und

Vasokonstriktoren (37).

1.5 Regulation des GefaBmuskeltonus und endotheliale Dysfunktion

Der GefaBmuskeltonus wird Uber diverse Mechanismen gesteuert. Dabei werden
lokale und zentrale Steuerungen unterschieden, die jeweils metabolisch, chemisch,
mechanisch, nerval und hormonal wirken kénnen. An dieser Stelle soll allerdings

ausschlie8lich auf die lokal-chemische Regulation durch das endothelial gebildete NO
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eingegangen werden. Die Freisetzung von NO kann durch chemische und
mechanische Stimuli ausgeldst werden. Verschiedene Substanzen wie Bradykinin,
Histamin, Acetylcholin und einige Prostaglandine binden an Rezeptoren in der PM und
fuhren G-Protein-vermittelt zu einer Erhohung der Konzentration des intrazellularen
freien Calciums (Ca®*). Dadurch wird lber die Calmodulin-Kaskade die endotheliale
NO-Synthase (eNOS) aktiviert und NO freigesetzt (6, 22). Der physiologisch
bedeutendere Aktivierungsweg flihrt allerdings tUber den mechanischen Stimulus des
shear-stress (36). Die direkte, parallel zum Gefal} verlaufende Krafteinwirkung des
Blutstroms wird shear-stress (Schubspannung) bezeichnet. Sie deformiert den weiter
oben beschriebenen Zellkortex und aktiviert dadurch die eNOS (134). Der Signalweg
ist noch nicht vollstandig verstanden. Es ist allerdings bekannt, dass er im Gegensatz
zur chemischen Aktivierung Ca*-unabhéngig ablaufen kann (67). Mechanische und
chemische Stimuli aktivieren die eNOS, die durch Oxidation aus Arginin NO abspaltet.
NO diffundiert durch die Zellwand in Richtung der weiter auf3en liegenden Schicht aus
glatter Muskulatur. Der Tonus der glatten Gefalmuskulatur hangt vom
Phosphorylierungsgrad der leichten Kette des Myosins (MLC) ab und wird Gber zwei
Enzyme reguliert: Die Myosin-Leichte-Ketten-Kinase (MLCK) erhdht den
Phosphorylierungsgrad und damit auch den Muskeltonus. Der Gefaddurchmesser wird
verringert. Die  Myosin-Leichte-Ketten-Phosphatase = (MLCP) verringert den
Phosphorylierungsgrad und damit den Muskeltonus; der Gefalldurchmesser wird
erweitert. NO aktiviert die l6sliche Guanylatzyklase (sGC) in Gefallmuskelzellen (45).
Diese bildet aus Guanosintriphsophat (GTP) zyklisches Guanosinmonophosphat
(cGMP), welches die Protein Kinase G (PKG) aktiviert. Die PKG aktiviert die MLCP

durch Phosphorylierung. Das Gefal’ wird weiter und der Druck nimmt ab.

Ein erhdhter Blutdruck fuhrt durch Deformation der Endothelzellen zu NO Produktion
und Freisetzung und damit dber Verringerung des GefaBmuskeltonus zur
Vasodilatation und Abnahme des Blutdrucks. Findet keine ausreichende
NO-Freisetzung der Endothelzellen mehr statt, fuhrt dies zu einem pathologisch
erhdhten Tonus der glatten GefalRmuskulatur (101). Dieser Zustand stellt das
Hauptmerkmal der endothelialen Dysfunktion dar. Zudem =zeigt dysfunktionales
Endothel eine erhéhte Neigung zu entzindlichen Prozessen und Thrombosen (33),
sowie eine verstarkte Bildung von reaktiven Sauerstoff- und Stickstoff-Radikalen (113)
und erhdht das Artherosklerose Risiko (33, 56-58, 116, 129). Diesem Prozess

zugrunde liegt unter anderem eine Versteifung des endothelialen Zellkortex. Dieser
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kann nicht mehr adaquat durch den shear-stress verformt werden. Das wird als stiff
endothelial cell syndrome, SECS (74) bezeichnet. Dadurch wird die Aktivierung der
eNOS und die reaktive NO-Produktion verringert.

Die Pathogenese der endothelialen Dysfunktion ist noch nicht hinreichend geklart,
allerdings konnte gezeigt werden, dass u.a. eine erhéhte Aufnahme von Kochsalz
(NaCl) und damit einhergehend eine erhdhte Plasma-Natrium-Konzentration
(>145 mM) zu einer Versteifung des endothelialen Kortex fuhrt und somit die
Entstehung der endothelialen Dysfunktion beglnstigt. (40, 114). Ebenso gibt es
Anzeichen fir die Beteiligung eines Amilorid-sensitiven Natrium-Kanals an der
pathologischen Versteifung des endothelialen Kortex und der damit einhergehenden
verminderten Relaxationsfahigkeit der GefalRe (69). Dieser Kanal soll im Folgenden

genauer beschrieben werden.

1.6 ENaC

Der Amilorid-sensitive Natrium-Kanal, oder epitheliale Natrium-Kanal (ENaC) ist der
am besten beschriebene Vertreter der ENaC-Degenerin-Familie von lonenkanalen.
Dabei handelt es sich um hochselektive Natrium- (Na*-) Kanale, die auf der apikalen
Membran von diversen Epithelien zu finden sind. Dazu gehoéren, im klassischen
Verstandnis, die Hauptzellen des distalen Nephrons und des Sammelrohrs der Niere,
Schweilddrisen, Atemwege und Geschmackszellen. Der Kanal beeinflusst direkt den
Na’-Haushalt und den Blutdruck sowie indirekt den Kalium- (K*-) und S&aure-Basen-
Haushalt. Er vermittelt in der Niere den limitierenden Schritt der Na*-Resorption, ist
allerdings auch an der Na'-Aufnahme beteiligt, da u.a. die Translation des
Geschmacks von Salzigem durch ENaC-Kanale in den Papillae fungiformes auf der
Zunge vermittelt wird (79). Der ENaC besteht aus a-, B-und y-Untereinheiten (UE).
Jede dieser UE besteht aus zwei Transmembransegmenten (M1 und M2). Sie tragen
extrazellular eine grolRe hydrophile Doméne (zwischen M1 und M2), die eine Schlaufe
(loop) ausbildet. Zytoplasmatisch liegen jeweils zwei kleine, hydrophile Doméanen, die
NH,- (N-) und COOH- (C-) Termini tragen (siehe Abbildung 1) und Prolin-reiche
Regionen (proline-rich-motifs, PY) beinhalten. Die genaue stdchiometrische
Zusammensetzung des Kanals ist unklar. Diskutiert werden heterotrimere bis
heterononamere Multimere (110). Die M2-Domanen der Untereinheiten bilden eine
Pore, die nur dehydriertem Na® und Lithium den Durchtritt erlaubt und so die hohe

Selektivitat des Kanals gewahrleistet (3, 100). Die Guanodingruppe des Diuretikums
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Amilorid kann von extrazellular den Eingang der Pore penetrieren und so den Kanal
blockieren (3).

1.6.1 Regulation des ENaC

Die Regulation des ENaC ist komplex, gewebespezifisch und bis dato noch nicht
vollstandig verstanden, da eine Vielzahl von extrinsischen und intrinsischen Stimuli
daran beteiligt sind (9). Als Hauptregulator wird das Mineralokortikoidhormon
Aldosteron angesehen. Aldosteron bindet an den zytosolischen
Mineralokotikoidrezeptor (MR). Dadurch dissoziieren die an den MR gebundenen heat-

shock-Proteine (HSP, Chaperonen) und es bilden sich MR-Dimere. Diese Dimere

Cytosol

Abbildung 1: Struktur des ENaC Dargestellt als Heterotrimer. Die M2 Segmente der UE bilden
die Pore des ENaC. Die UE weisen grolRe Extrazellulardomanen auf, die jeweils eine Schlaufe
bilden. Intrazellular liegen kleinere Doméanen mit N- und C-Termini. Aus Bhalla et al. 2008.

gelangen in den Zellkern und wirken dort als Transkriptionsfaktoren in zweierlei
Hinsicht: Zum einen erhdhen sie die Expression von Aldosteron-induzierten Proteinen,
wie die a-Untereinheit des ENaC und die Serum/Glucocorticoid-regulated Kinase 1
(SGK1) (110, 134). Zum anderen inhibieren sie die Expression von Aldosteron-
unterdruckten Proteinen (16, 128). Zusatzlich zum langsamen, genomischen
Mechanismus kann Aldosteron auch Uber schnellere nicht-genomische
Signalwege wirken (50, 51, 102). Es konnte z.B. gezeigt werden, dass Aldosteron den

Ubiquitinisierungsprozess von ENaC und damit deren Internalisierung beeinflusst (35,
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130). So wird die Verweildauer und dementsprechend auch die Anzahl von ENaC in
der PM erhoht (106, 131).

Durch Ubiquitinisierung wird ENaC in der Plasmamembran fir die Internalisierung und
anschlielende Degradierung markiert (127). Dabei interagiert die WW-Domane der
Ubiquitin-Protein-Ligase neuronal precursor cells expressed developmentally down-
regulated 4-2 (NEDDA4-2) mit den Prolin-reichen Regionen des C-Terminus der ENaC-
UE und ubiquitinisiert den Kanal und markiert ihn so fur die Internalisierung (126).
Internalisierte Kanale kénnen entweder im Lysosom abgebaut, oder enzymatisch
deubiquitinisiert und wieder in die PM eingebaut werden (1, 23). SGK1 phosphoryliert
die WW-Domanen von NEDD4-2 und vermindert so die Interaktion zwischen Kanal
und Ubiquitin-Ligase. Das fihrt zu einer Reduzierung der Ubiquitinisierung und damit
zu einer verlangerten Verweildauer des ENaC in der Plasmamembran (111). Eine
pathologisch verlangerte Verweildauer findet zum Beispiel beim Liddle’s Syndrome
(70). Dabei sind die Prolin-reichen Regionen des ENaC von Mutationen betroffen, was
die Interaktion mit NEDD4-2 und damit die Ubiquitinisierung erschwert (1, 48). Dies
fuhrt zu einer reduzierten Internalisierungsrate des Kanals und resultiert in einer
pathologisch erhdhten renalen Na*-Reabsorbtion, K*-Sekretion, sowie
Bluthochdruck (17, 48, 96, 99, 121, 127).

Des Weiteren fiihrt eine Erhohung der extrazellularen Na*-Konzentration (iber
niederaffine Wechselwirkungen mit den Extrazelluldardoménen des ENaC zu einer
verminderten Offenwahrscheinlichkeit des Kanals. Dieser Prozess wird als self-
inhibition  bezeichnet (28). Ebenso verringert eine erhohte intrazellulare
Na*-Konzentration die Offenwahrscheinlichkeit des Kanals, was als feedback-inhibition
bezeichnet wird (103).

1.7 EnNaC

Bis vor wenigen Jahren galt der ENaC als ein rein epithelialer Kanal. Jedoch wurde
kurzlich ein Amilorid-sensitiver Na‘-Kanal in vitro und ex vivo in Endothelzellen
nachgewiesen (47, 61, 68, 132, 134). Dieser Kanal wurde von David Warnock als
endothelialer Na*-Kanal (EnNaC) bezeichnet (135). Wie der epitheliale ENaC wurde er
als Heteromultimer mit a-, 3- und y-UE identifiziert (90).

Aldosteron reguliert, auch im Endothel, die Aktivitat und Expression des EnNaC (69).
Dabei legt die endotheliale Expression des MR nahe, dass Aldosteron auch in

Endothelzellen Gber einen MR-Signalweg wirkt (72, 138). Diese Annahme konnte auch
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durch Verifizierung der Wirksamkeit von MR-spezifischen Blockersubstanzen, wie z.B.
Spironolakton, im Endothel bestatigt werden (38, 98). Aldosteron fordert, innerhalb von
Stunden, sowohl die Transkription des EnNaC als auch seinen Einbau in die PM (71).
Des Weiteren wurde auch in Endothelzellen ein nicht-genomischer Aldosteron-Effekt
nachgewiesen. Dieser fuhrt innerhalb von Minuten zu einer erhéhten Anzahl apikaler
EnNaC-Kanale (unpublizierte Daten unseres Labors). Es wird diskutiert, ob diese
Wirkung auf unter der Plasmamembran in Vesikeln gespeicherten funktionstiichtigen
EnNaC-Molekilen beruht, da diese bereits fur Epithelien und den ENaC nachgewiesen
wurden (24). Dabei induziert Aldosteron die Membraninsertion des EnNaC. Eine
weitere diskutierte Moglichkeit ist die Stimulation von SGK1 durch Aldosteron. Durch
Phosphorylierung von NEDD4-2 wiirde der EnNaC-Ausbau aus der PM reduziert und
so ebenfalls die Anzahl apikaler Kanale erhoht (69).

Es konnte gezeigt werden, dass die Anzahl der EnNaC-Kanale in der PM zusatzlich
auch die mechanischen Eigenschaften der Endothelzellen beeinflusst (61). Es wird
vermutet, dass die Aufgabe des EnNaC weniger im gerichteten Na*-Transport, sondern
eher in der Beeinflussung der Zellmechanik liegt. Daflir spricht auch, dass die Anzahl
apikaler EnNaC-Kanale im Endothel im Vergleich zum ENaC im Epithel etwa ein
Drittel betragt (68) und, dass aufgrund der Durchlassigkeit des Endothels der meiste
Na'-Transport parazellular stattfindet (69). Darlber hinaus konnte in knock-down
Experimenten unseres Labors gezeigt werden, dass durch Deletion der a-UE des
EnNaC die Steifigkeit des endothelialen Kortex signifikant reduziert wird (61). Ebenso
wurde ein Effekt von Amilorid auf die Zellmechanik der Endothelzellen nachgewiesen.
Wang et al. konnten 2009 durch ihre Patch-Clamp Experimente zunachst zeigen, dass
das Schleifendiuretikum Amilorid und seine Derivate die a-UE des EnNaC auch in
Endothelzellen funktionell blockieren. Dabei reichten 0,5 uM Amilorid um eine
Reduktion des EnNaC-abhangigen Na*-Einstroms zu erreichen und 5 yM Amilorid um
diesen komplett zu beseitigen (132). Des weiteren belegen Experimente unseres
Labors, dass die funktionelle Blockade des EnNaC durch diese spezifischen Blocker
nicht nur den Na*-Einstrom reduziert, sondern auch mit einer verringerten kortikalen
Steifigkeit und zuséatzlich dem Verschwinden des Kanals aus der Plasmamembran
einhergeht (69).

Im Gegensatz zeigt sich nach Inkubation mit Aldosteron eine signifikante Erhéhung der
EnNaC Anzahl in der PM und der kortikalen Steifigkeit der Endothelzellen (61, 92).
Auch erhohte Na®-Konzentrationen (>145 mM) fiihren, im Gegensatz zum Epithel,

innerhalb von Minuten zu einer Erhéhung der EnNaC Anzahl in der PM und dadurch zu
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einer Versteifung des endothelialen Kortex (65, 91). Wahrscheinlich ist, dass ein
Anstieg der Plasma Na'-Konzentration Uber einen feed-forward-Mechanismus MR-
abhangig zu einer schnellen Insertion von EnNaC-Vesikeln in die PM fuhrt (65).

Der bekannte Einfluss des EnNaC auf die mechanischen Eigenschaften der Zelle und
besonders des Zellkortex lassen sich demnach wie folgt zusammenfassen: Na* und
Aldosteron flhren zu einer erhéhten Anzahl von EnNaC-Molekilen in der PM und zu
einer Versteifung des Kortex. Die Blockade des MR oder des Kanals reduziert die
Anzahl von apikalem EnNaC und verringert die kortikale Steifigkeit. Der Mechanismus
dieser Reaktion ist bis dato noch nicht aufgeklart. Eine Mdglichkeit ware die EnNaC-
abhangige Umstrukturierung des kortikalen Aktins. Daflr spricht, dass der ENaC Uber
ABP wie Spektrin und Ankyrin in direkter Verbindung mit dem Aktin-Skelett des Kortex
steht und mit diesem interagiert (25, 84, 85). Ob diese Interaktion auch im Endothel
stattfindet und welche Auswirkungen sie auf die Zellmechanik hat, soll in dieser Arbeit

untersucht werden.

1.8 Ziel der Arbeit

Jingst wurde ein Amilorid-sensitiver Na*-Kanal in Endothelzellen nachgewiesen. Den
bisherigen Forschungsergebnissen nach, ist es wahrscheinlich, dass die Funktion
dieses als EnNaC bezeichneten Kanals nicht hauptsachlich in der Na*-Resorption liegt,
sondern vielmehr darin, die mechanischen Eigenschaften der Zelle zu bestimmen und
somit Einfluss auf die Funktion der gesamten Endothelzelle und bestimmter
Gefalabschnitte zu nehmen. Es konnte gezeigt werden, dass eine durch Aldosteron
verursachte erhdhte Kanaldichte in der PM mit einer ebenfalls erhéhten Steifigkeit des
Zellkortex korreliert (d.h.: Je mehr EnNaC, desto steifer der Kortex). Blockade des
Mineralokortikoidrezeptors (MR) durch  dessen spezifischen  Antagonisten
Spironolakton fuhrt im Gegensatz dazu zu einer Reduktion der EnNaC-Kanale in der
PM, was wiederum mit einer reduzierten kortikalen Steifigkeit der Endothelzelle
korreliert. Amilorid blockiert den Natrium Einstrom durch den EnNaC in die Zelle und
damit die Funktion des Kanals. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass sich die
kortikale Steifigkeit nach Applikation von Amilorid reduziert. Des Weiteren flhrt
Amilorid zu einer verringerten Membranexpression des EnNaC auf der endothelialen
Plasmamembran.

Es wird postuliert, dass Interaktionen des EnNaC mit dem kortikalen Zytoskelett, zu
einer Verringerung der kortikalen Steifigkeit fuhren. Dieser Mechanismus ist allerdings

noch nicht verstanden.
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Das Ziel dieser Arbeit ist es, die Interaktion des EnNaC mit dem kortikalen Zytoskelett
besser zu verstehen und den zugrunde liegenden Mechanismus aufzuklaren. Zunachst
soll geklart werden, ob es sich um einen genomischen (langsam ablaufenden) oder
nicht-genomischen (schnell-ablaufenden) Mechanismus handelt. Dazu ist es
essenziell, den Zeitverlauf der durch Veranderung des EnNaC hervorgerufenen
Steifigkeitsdnderung nachzuvollziehen. In der ersten Serie von Experimenten wurde
deshalb der EnNaC funktionell blockiert und die Steifigkeit einer einzelnen Zelle Gber
30 min aufgezeichnet. Besonders von Interesse ist dabei der Zeitpunkt, ab dem
Amilorid eine signifikante Anderung der Steifigkeit hervorruft. In der zweiten Serie von
Experimenten sollte dann der Mechanismus als solcher genauer erforscht werden. Da
in vorhergegangenen Publikationen mehrfach eine Verbindung des ENaC zum
kortikalen Aktinskelett nachgewiesen wurde, sollte nun die Depolymerisation des
Aktins blockiert werden, um zu Uberprifen, ob die Veranderung der kortikalen
Steifigkeit durch Blockade des EnNaC aufgrund einer Reorganisation des kortikalen
Aktins stattfindet.
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2 Material und Methoden

2.1 Zellbiologische Methoden

Alle zellbiologischen Arbeiten wurden an einer Sterilbank und mit sterilfiltrierten

Flissigkeiten durchgefihrt, um Kontaminationen zu vermeiden.

2.1.1 EA.hy 926-Zellen

Bei EA.hy 926 Zellen handelt es sich um eine Linie von Hybridzellen, die durch Fusion
von humanen Endothelzellen aus Nabelschnurvenen (HUVEC) mit Rhodamin 6G
behandelten Lungenkarzinomzellen A549 immortalisiert wurden. Sie pragen Uber viele
Passagen hinweg stabil Endothelzellmerkmale aus (39). Die Zellen bilden in
Zellkulturen einen homogenen Monolayer und wurden bei geeigneter Konfluenz weiter
passagiert.

2.1.2 Kultivierung der Zellen

Die EA.hy 926 Zellen wurden in T-25 Zellkulturflaschen in DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium), dem fetales Kalberserum, Penicillin G und Streptomycin hinzugefiigt
wurden (siehe Tabelle 1), gezichtet. Um eine optimale Versorgung der Zellen zu
gewahrleisten, fand alle drei Tage ein Wechsel des Mediums statt. Taglich wurden
lichtmikroskopisch Zellwachstum und Zustand der Zellen kontrolliert. Experimente

wurden mit Zellen der Passagen 20-35 durchgefuhrt.

Tabelle 1: Zusammensetzung des Zellkulturmediums

Substanz Anteil

DMEM 89%

Fetales Kalberserum 10%

Penicillin (10.000 U/ml) / zusammen 1%
Streptomycin (10.000 pg/ml)
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2.1.3 Subkultivierung der Zellen

Beim Passagieren wurden die konfluent gewachsenen Zellen verdinnt und in neue
T-25 Zellkulturflaschen Uberfuhrt. Zundchst wurde das Medium aus der
Zellkulturflasche durch 7 ml PBS™ (Phosphate Buffered Saline ohne Ca®* und Mg?")
ersetzt. Die Zellkulturflasche wurde nun flr 2 Minuten im Brutschrank bei 37°C
inkubiert. Durch den Mangel an Ca?* und Mg**, die fiir die Zell-Zell-Adhasion essenziell
sind, werden die Zellen voneinander gelést. Dies wurde nach Ablauf der
Inkubationszeit unter dem Lichtmikroskop kontrolliert. Das PBS™ wurde nun abgesaugt
und es wurde 1 ml eines Gemisches aus Trypsin (0,05%) und Ethyldiamintetraacetat
(EDTA) (0,02%) hinzugegeben, um die Zellen, wahrend einer ca. einminutigen
Inkubationszeit im Brutschrank, voneinander und vom Boden der Flasche zu losen.
Dieser Prozess konnte durch leichtes Klopfen an die Flasche unterstitzt werden. Das
enthaltene EDTA bindet die Ca®*-lonen und stért so die Zell-Zell-Kontakte. Trypsin l8st
als Serinprotease zusatzlich diese Kontakte durch Spaltung von Peptidbindungen.
Durch Zugabe von 10 ml des Zellkulturmediums wurde dieser Prozess gestoppt.
Mehrmaliges Resuspendieren |6ste die noch am Boden verbliebenen Zellen. Die
Zellsuspension wurde in ein Zentrifugenrohrchen gegeben und bei 800 g fur 5 min
zentrifugiert. Am Bodes des Rohrchens bildete sich ein Pellet aus Zellen und dartber
ein Uberstand, der abgesaugt wurde, um das Trypsin zu entfernen. Das Pellet wurde
durch Resuspedieren mit 2 ml frischem Zellkulturmedium gelést und verdinnt. Neue
T-25 Zellkulturflaschen wurden mit je 7 ml des Zellkulturmediums geflllt und die
gewilnschte Menge Zellsuspension hinzugegeben. Die Zellen adhérieren danach
eigenstandig.

Um fir Versuche mit dem Rasterkraftmikroskop vorzubereiten wurden entfettete und
sterilisierte Deckglaschen (Langenbrinck, @ 35 mm) in Zellkulturschalen (Beckton, &
35 mm) gelegt, 2,5 ml Zellkulturmedium und die gewlinschte Menge Zellsuspension
hinzugegeben. Nur Glaschen mit konfluent gewachsenen Zellen wurden fir Versuche
verwendet. Wahrend der Experimente wurde das Zellkulturmedium durch HEPES-

Puffer (siehe Tabelle 2) ersetzt.

2.2 Rasterkraftmikroskopie

Die Rasterkraftmikroskopie wird auch als Atomic Force Microscopy (AFM) bezeichnet
und wurde 1986 von Binnig, Quate und Gerber erfunden (11). Sie ermdglicht es,
Oberflachen und ihre physikalischen Eigenschaften im Nanobereich aufzulésen. An

der Spitze eines als Blattfeder fungierenden golbeschichteten Metallplatichens, des
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sog. cantilever, befindet sich eine nanoskopisch kleine Kugel oder Nadel (tip). In den
Experimenten dieser Arbeit wurde eine Kugelspitze mit 10 um Durchmesser

verwendet, wie sie auch in Abbildung 2 zu sehen ist.

cantilever - . :

Abbildung 2: cantilever mit Kugelspitze. Das Bild zeigt
die Spitze eines cantilevers. Daran befestigt ist eine
Kugel mit einem Durchmesser von 10 yM, wie sie auch
in den Experimenten fir diese Arbeit verwendet wurde.
Aus Kiliche et al. 2011.

Ein Laserstrahl wird von der goldbeschichteten Rickseite des cantilevers reflektiert
und trifft auf eine Photodiode, den position sensitive detector (PSI) (86). Die Probe,
hier ein Deckglas mit konfluent gewachsenen Endothelzellen, ist auf einem
Piezoelement befestigt und kann an den daruber liegenden cantilever gefahren und bis
zu einer definierten Eindringtiefe dagegen gedrickt werden. Durch die Annaherung der
Probe an den cantilever tritt dieser zunachst mit der Probe in Kontakt. Durch weiteres
Herauffahren der Probe wird zum einen die Oberflache der Probe deformiert, zum
anderen verbiegt sich der cantilever, was zu einer Auslenkung des reflektierten Lasers
auf dem PSI fihrt (siehe Abbildung 3). Die Flexibilitat des cantilevers entscheidet
photodiode

Abbildung 3: Funktionsprinzip des AFM. An
einem cantilever ist eine Kugel befestigt, die
eine Endothelzelle eindriickt. Dadurch wird die
Zelle verformt und der Cantilever verbogen. Die
Auslenkung des von der Ruickseite des
cantilevers reflektierten Laserstrahls wird von
einer Photodiode erfasst (aus Kliche et al.
2011)

laser cantilever

living
endothelial cell S

darlber, ab welcher Kraft eine solche Auslenkung erfolgen kann. Ein weicher
cantilever lasst sich schon durch niedrige Kraft verbiegen, registriert also schon kleine
Krafte. Er hat allerdings auch eine grofere Eigenschwingung. Genau umgekehrt ist es
bei steiferen Modellen. Fir unsere Versuche wurden weiche cantilever mit

Federkonstanten von 0,01 und 0,017 N/m genutzt.
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Kraft

3. Steigung = Bulk

ASteigung = Zellcortex

1. Steigung = Glycocalix

Anfahrt d. Probe an den Cantilever

Kontaktpunkt

Distanz

Abbildung 4: Kraftkurve. Es ist die zuriickgelegte Distanz gegen die daflir bendtigte Kraft
aufgetragen. Die Kurve zeigt zunachst die Anfahrt der Probe an den cantilever. Am
Kontaktpunkt findet der erste Kontakt zwischen der an der Spitze des cantilever befestigten
Kugel und der Oberflache der Zellen statt. AnschlieRend wird die Zelle eingedrickt. Die
einzelnen Schichten der Zelle stellen sich dabei als Steigungen dar. Je steiler die Kurve ist,
desto mehr Kraft wird benétigt, um die Zelle fur eine definierte Distanz einzudricken. Eine
steilere Kurve bedeutet demnach eine erhéhte zellulare Steifigkeit.

Durch dieses als nano-indentation bezeichnete Verfahren Iasst sich feststellen, welche
Kraft nétig ist, um eine vorgegebene Deformation der Probe zu erreichen (107). Diese
Information wird als force-versus-distance curve (Kraft-Distanz-Kurve) (27), kurz
Kraftkurve in pN/nm ausgegeben (siehe Abbildung 4), wobei die Steifigkeit der Probe
anhand der Steigung der Kurve ermittelt werden kann. Diese lasst sich in drei
Steigungen unterteilen: Die erste Steigung reprasentiert die Glykokalix, die zweite den
Zellkortex und die dritte das Zellinnere (bulk) (64, 137). In den Versuchen dieser Arbeit
lag das Hauptaugenmerk auf dem Zellkortex. Die Analyse der Kraftkurven wurde mit
der Protein-Unfolding and Nanoindentation-Analysis Software Punias durchgefuhrt.

Schon 1994 wurden die ersten AFM-Experimente auf lebenden Zellen
durchgeflhrt (55). In unserem Fall, wurde die kortikale Steifigkeit von EA.hy 926 Zellen
bestimmt. Die Zellen wurden fur die Experimente in konstant 37°C warmen HEPES-

Puffer (Zusammensetzung siehe Tabelle 2) Gberfihrt, um die pH-Stabilitat wahrend
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des Experiments zu gewahrleisten. Je nach Experiment wurden zuséatzliche

Substanzen hinzugegeben.

Tabelle 2: Zusammensetzung des HEPES-Puffers

Substanz Konzentration
NaCL 140 mmol/L
KCI 5 mmol/L
MgCl,-6-hydrat 1 mmol/L
CaCl, 1 mmol/L
Glucose 5 mmol/L
HEPES 10 mmol/L

2.3 Experiment 1: Zeitreihe Zellsteifigkeit

Wie jungst von Kusche-Vihrog et al. gezeigt, fihrt die Blockade des EnNaC durch
Amilorid zu einer Abnahme der Steifigkeit des endothelialen Zellkortex (61). Amilorid ist
ein klassischer funktioneller EnNaC-Blocker (7). Es bindet spezifisch von extrazellular
an die a-UE des ENaC und blockiert die Pore des Kanals und inhibiert so den
Na*-Einstrom in die Zelle (7, 78). Es flhrt im spétdistalen Tubulus und Sammelrohr der
Niere zu einer Blockade des ENaC-abhangigen Na*-Einstromes und reduziert so die
Na’-Retention. Dies resultiert in einem moderaten Anstieg (2-3%) der Na’- und
Bicarbonatausscheidung (49), wohingegen die K*-Ausscheidung verringert wird (46).
Therapeutisch wird es deshalb als K'-sparendes Diuretikum eingesetzt (21) Das
Amilorid-Derivat Benzamil ist ebenfalls ein Blocker des ENaC (4), mit der ca.
zehnfachen Potenz von Amilorid (10). Es wurde auch in zuvor publizierten
Experimenten zur spezifischen Blockade des EnNaC genutzt (73) und wurde in den
Experimenten flr diese Arbeit als weitere spezifische Blocker-Substanz verwendet.

Zunachst sollte unterschieden werden, ob die steifigkeitsreduzierende Wirkung der
EnNaC-Blockade auf einem eher langsamen (z.B. genomischen) oder schnellen (z.B.
Restrukturierung des Kortex) Mechanismus beruht. Dazu wurde eine Zeitreihe
entwickelt, bei der in einer gepaarten Messung die kortikale Steifigkeit einer einzelnen
Endothelzelle, nach Applikation von Amilorid oder Benzamil, Uber einen definierten

Zeitrahmen verfolgt wird. Fur das Experiment wurde das Zellkulturmedium durch 37°C
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warmen HEPES-Puffer (siehe Tabelle 2) ersetzt. Das mit Endothelzellen konfluent
bewachsene Deckglaschen wurde in das AFM eingebaut. Nach einer
Aquilibierungsphase wurden zehn Kraftkurven auf einer Zelle aufgenommen. Aus
diesen wurde durch Bildung des Mittelwertes ein Ausgangswert der Kkortikalen
Steifigkeit der Zelle errechnet (baseline-Wert, BW). Nach funf Minuten Messpause
erfolgte ein Ldésungswechsel auf 1 yM Amilorid oder 0,1 yM Benzamil, gel6st in
HEPES-Puffer. Im Anschluss wurde direkt mit den Messungen begonnen. Sechs
Kraftkurven wurden hintereinander durchgeflihrt, gefolgt von einer 30 sek. Messpause.
Danach wurden erneut sechs Kurven durchgefihrt. Dieser Zyklus wurde tber 30 min
wiederholt (vgl. Abbildung). Aus den jeweils sechs zu einem Zeitpunkt zugehorigen
Messungen wurde der Mittelwert gebildet, der die kortikale Steifigkeit zu einem
bestimmten Zeitpunkt nach Blockade des EnNaC representiert. Zur besseren
Vergleichbarkeit der durchgefiihrten Messreihen wurde durch Bildung des Quotienten
aus dem BW und den im Minutentakt gemessenen Werten die relative kortikale
Steifigkeit der einzelnen Zeitpunkte errechnet. Dieses Messprotokoll machte es ndétig,
dass nach Bestimmung des BW ein Flussigkeitswechsel von reinem HEPES-Puffer zu
in Puffer geléstem Amilorid oder Benzamil erfolgt. Die Messung direkt nach dem
Flissigkeitswechsel war aufgrund des geringen Temperaturunterschieds der
Flissigkeiten gepragt von Artefakten und wurde in der Auswertung nicht berticksichtigt.
Die ersten verwertbaren Messungen kénnen eine Minute nach Flussigkeitswechsel
durchgeflhrt werden.

Als Kontrollmessung erfolgte statt Zugabe von Amilorid oder Benzamil ein Wechsel
des HEPES-Puffers.
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+1 yM Amilorid / 0,1 uM Benzamil

10 Messungen 6 Messungen 6 Messungen . 30min

+5min Pause | +30sek Pause | +30sek Pausel E
\ ) \ ) | J\ )

| | | |

Baseline Steifigkeit t=0 Steifigkeit t=1 Steifigkeit t=x

Abbildung 5: Messprotokoll Amilorid- und Benzamil-Zeitreihe. Zunachst wird die kortikale
Steifigkeit gemessen und durch Mittelung der baseline-Wert gebildet. Nach fiinf Minuten Pause
wird 1 uM Amilorid oder 0,1 uM Benzamil hinzugegeben und direkt mit den
Steifigkeitsmessungen begonnen. Es werden jeweils sechs Kraftkurven durchgefiihrt, gefolgt
von 30 sek. Pause. Aus den Werten der kortikalen Steifigkeit von jeweils sechs zusammen
gehodrenden Kurven wird der Mittelwert der kortikalen Steifigkeit fiur einen Zeitpunkt nach
Zugabe von Amilorid/Benzamil gebildet. Aus diesem Wert und dem BW wird der Wert der
relativen kortikalen Steifigkeit gebildet.

2.4 Experiment 2: Stabilisierung der Aktinfilamente

Da ein Zusammenhang zwischen EnNaC-abhangiger kortikaler Steifigkeit und dem
kortikalen Aktin postuliert wird, wurde in einer ungepaarten Versuchsreihe durch
Inkubation mit Jasplakinolide (JAS) die Fahigkeit des Aktins zu depolymerisieren
gestoppt. Das 1988 zunachst als Fungizid beschriebene cyclische Peptid kommt
naturlicherweise im Schwamm Jaspis johnstoni vor (119) und wirkt Jin vitro
stabilisierend auf F-Aktin (19, 20).

Zunachst wurden die Endothelzellen, wie in 2.5 beschrieben, in HEPES-Puffer
uberfuhrt und das Deckglaschen in das AFM eingebaut. Nach einer
Aquilibierungsphase wurden auf 20 verschiedenen Zellen jeweils sechs Kraftkurven
hintereinander erstellt und daraus der Mittelwert der kortikalen Steifigkeit ermittelt, der
den Ausgangswert (baseline-Wert) der Steifigkeit einer Zelle reprasentiert.
Nachfolgend wurden die Zellen zunachst 15 min mit 0,5 pM oder 1,0 uM
Jasplakinolide (JAS, in 0,1% Dimethylsulfoxid, DMSO gelést und in HEPES-Puffer
verdunnt) inkubiert, um die gewlnschte Stabilisierung des Aktins zu erreichen. Danach
wurde 1 uM Amilorid (in Wasser geldst und in HEPES-Puffer verdinnt) hinzugegeben
und es wurden jeweils weitere sechs Kraftkurven auf 20 verschiedenen Zellen

erstellt (siehe Abbildung). Die Steifigkeit wurde wie oben beschrieben analysiert. Der
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Mittelwert der kortikalen Steifigkeit der Zellen, die nach Amiloridapplikation gemessen
wurden, stellt die durchschnittliche kortikale Steifigkeit nach Behandlung mit JAS und
Amilorid dar. Diese wurde in Relation zum Baselinewert gesetzt und als Relativwert in
Prozent ausgedrickt. Um einen mdglichen Effekt des DMSO auszuschlie®en wurde in
den Kontrollversuchen ein HEPES-Puffer mit ebenfalls 0,1% DMSO verwendet.

+0.5 pM / 1,0 pJAS
+15 min Inkubation

+1 M Amilorid
Messung der kortikalen Messung der kortikalen
Steifigkeit von 20 Zellen Steifigkeit von 20 Zellen

3 I I

0 min 30 min

= Ausgangswert = nach JAS + Amilorid

Abbildung 6: Messprotokoll Aktin-Experimente. Zunachst wurde die kortikale Steifigkeit von 20
verschiedenen Zellen gemessen. Danach wurde erst mit 0,5/1,0 yM JAS inkubiert und im
Anschluss 1 uM Amilorid hinzugegeben. Nach Aquilibrierung der Temperatur wurde wieder die
kortikale Steifigkeit von 20 verschiedenen Zellen gemessen.

2.5 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung der Daten wurde die Software OriginPro 8 verwendet. Als
graphische Darstellungsformen wurden Boxplot- und Liniendiagramme gewahlt. Das
Boxplot-Diagramm besteht aus einer Box, die von einer horizontalen Linie in zwei
Datenmengen unterteilt wird. Diese Linie stellt den Median der Daten dar. Unteres und
oberes Ende der Box beschreiben erstes und zweites Quartil und bilden so 50% der
Daten ab. Weiter unterhalb liegt das 10te Perzetil und weiter oberhalb das 90te
Perzentil, die uUber sog. Whiskers mit der Box verbunden sind. Es eignet sich
besonders gut, um einen Uberblick tiber die Daten und ihre Verteilung zu geben.

Das Liniendiagramm wurde zur Darstellung des Zeitverlaufs der relativen kortikalen
Steifigkeit gewahlt. Auf der Abszisse sind die einzelnen Zeitpunkte, beginnend beim
BW aufgetragen. Die Ordinate zeigt die relative Steifigkeit der Zelle im Vergleich zum
BW. Die einzelnen Zeitpunkte zeigen zusatzlich den Standardfehler (standard error of
the mean = SEM).
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Mit Hilfe des Shapiro-Wilk-Tests wurde Uberprift, ob es sich um eine Normalverteilung
handelt. Bei gepaarten Experimenten wurden parametrisch verteilte Daten mittels des
Paired-Students-T-Test und nicht-parametrisch verteilte Daten mittels des Wilcoxon-
Tests auf signifikante Anderungen Uberpriift. Ungepaarte Experimente wurden durch
Anwendung des Students-T-Test bei parametrischer Verteilung und des Mann-
Whitney-Tests bei nicht-parametrischer Verteilung geprift. In graphischen Abbildungen
wurde die Signifikanz durch Angabe des p-Werts gezeigt, wobei * fir einen p-Wert
von < 0,05 steht. N bezieht sich auf die Anzahl der gemessenen Glaschen n bezieht

sich auf die Anzahl der gemessenen Zellen.
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3 Ergebnisse

3.1 Amilorid reduziert die kortikale Steifigkeit innerhalb von Minuten

In vorherigen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass Amilorid die Steifigkeit des
endothelialen Kortex reduziert (71). Allerdings ist nicht bekannt, durch welchen
zellularen Mechanismus diese Reaktion zustande kommt. Um einen Hinweis darauf
zu erhalten und so z.B. einen schnellen nicht-genomischen, von einem langsamen
genomischen Mechanismus zu unterscheiden, sollte in diesem gepaarten Experiment
der Zeitpunkt nach Amiloridgabe bestimmt werden, ab dem eine signifikante
Steifigkeitsdnderung des Zellkortex auftritt. Die Ergebnisse werden als Zeitreihe der
relativen kortikalen Steifigkeiten d.h. der Anderung im Vergleich zum BW

aufgetragen.
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Abbildung 7: Zeitverlauf Amilorid und Kontrolle. Das Diagramm zeigt den Zeitverlauf der
relativen kortikalen Steifigkeit der Endothelzellen nach Anwendung von Amilorid (grau) und
nach Pufferwechsel (schwarz). Amilorid fuhrt innerhalb der ersten Minute zu einer
signifikanten Reduktion der kortikalen Steifigkeit um 17,4 + 3%. Dieses verringerte
Steifigkeitsniveau bleibt Uber den Verlauf des Experiments bestehen. Fir das
Kontrollexperiment wird ein Pufferwechsel statt Zugabe von Amilorid durchgefiihrt. Dabei zeigt

sich keine signifikante Anderung der Steifigkeit. (n = Anzahl gemessener Zellen)

Abbildung 7 zeigt den Zeitverlauf der relativen Kkortikalen Steifigkeit der
Endothelzellen nach Behandlung mit 1 uM Amilorid (rot) und nach Pufferwechsel
beim Kontrollexperiment (schwarz). Es wurde mit sieben Zellen aus sieben
unterschiedlichen Zellkulturschalen wiederholt (n = 7). Der Verlauf der Kurve des
Kontrollexperiments zeigt dabei einen leicht schwankenden, aber durchschnittlich auf
Niveau des BW verbleibenden Verlauf. Nach Applikation von Amilorid, stellt sich eine
sofortige signifikante Reduktion der kortikalen Steifigkeit um durchschnittlich
17,4 £ 3% auf 83,6% des BW (p < 0,05) ein. Dieses Niveau bleibt fir den weiteren
Verlauf des Experimentes ohne signifikante Abweichungen. Die Blockade des EnNaC
durch Amilorid fuhrt also bereits innerhalb der ersten Minute zu einer signifikanten
Reduktion der kortikalen Steifigkeit.
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Abbildung 8: Amilorid-Zeitreihe, relative Steifigkeiten gesamt. Das Diagramm zeigt alle Werte
der relativen kortikalen Steifigkeiten der Zeitverlauf-Experimente. Die Kontrollexperimente
(links) zeigen insgesamt keine signifikante Veranderung der kortikalen Steifigkeit im
Vergleich zu den BW. Zugabe von Amilorid (rechts) flihrt zu einer signifikanten Reduktion der
Steifigkeit des endothelialen Kortex um 17,8 + 0,5% auf 82,2% der BW. (n = Anzahl der
gemessenen Zellen; * = signifikanter Unterschied Kontrollen/Amilorid (p < 0,05))

Abbildung 8 zeigt alle gemessenen Werte der relativen kortikalen Steifigkeit der
Amilorid- und Kontroll-Zeitreihen, unabhangig vom Zeitpunkt der Messung. Die
Kontrollen zeigen, trotz der in der Abbildung sichtbaren Schwankungen um den BW,
insgesamt keine signifikante Anderung der Steifigkeit des Kortex im Vergleich zum
BW. Weder das Eindrucken der Zelle durch den cantilever des AFM noch der
Pufferwechsel scheinen die kortikale Steifigkeit signifikant zu beeinflussen. Im
Gegensatz dazu reduziert sich die Steifigkeit des Zellkortex, der mit Amilorid
behandelten Zellen, insgesamt signifikant um durchschnittlich 17,8 £ 0,5% auf 82,2%
des BW. Die initiale, rapide Reduktion der kortikalen Steifigkeit entspricht also der
durchschnittlichen Anderung im Verlauf der gesamten Zeitreihe. Dieses Experiment
zeigt, dass die Blockade des EnNaC durch Amilorid innerhalb der ersten Minute zu
einer signifikanten Reduktion der kortikalen Steifigkeit fuhrt und danach konstant
bleibt.

24



Ergebnisse: Benzamil-Zeitreihe

3.2 Benzamil reduziert die kortikale Steifigkeit innerhalb von Minuten
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Abbildung 9: Benzamil-Zeitreihe, Zeitverlauf Benzamil und Kontrolle. Die Abbildung stellt den
Zeitverlauf der kortikalen Steifigkeit der Endothelzellen nach Anwendung von Benzamil (grau)
und der Kontrollexperimente (schwarz) dar. Dabei zeigt sich eine erste signifikante Anderung
der kortikalen Steifigkeit drei Minuten nach Zugabe von Benzamil. Ab der sechsten Minute

verringerte sich die Steifigkeit dauerhaft signifikant (p < 0,05)

Um einen EnNaC-unabhangigen Effekt des Amilorids auf die kortikale Steifigkeit der
Endothelzelle auszuschliel’en, wurde das Experiment mit 0,1 yM Benzamil, einem
anderen, spezifischen EnNaC-Blocker, wiederholt. Es wurden Zeitreihen von sechs
Zellen aus unterschiedlichen Zellkulturschalen gemessen (n = 6). Die im Vergleich zu
Amilorid niedrigere Konzentration des Benzamils wurde aufgrund seiner hdheren
Aktivitdt gewahlt. Abbildung 9 zeigt den Zeitverlauf der relativen Steifigkeit des
Kontrollexperiments (schwarz) und nach Anwendung von Benzamil (rot) im Vergleich
zum BW. Nach drei Minuten flhrt Benzamil zu einer ersten signifikanten Reduktion
der kortikalen Steifigkeit. Ab der sechsten Minute verringert sich die relative kortikale

Steifigkeit der Zellen des Benzamil-Experiments um ca. 10% und bleibt danach fur
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Ergebnisse: Benzamil-Zeitreihe

den weiteren Verlauf des Experiments auf diesem Niveau. Trotz des
unterschiedlichen Verlaufs im Vergleich zu Amilorid, fuhrt Benzamil ebenfalls zu einer

rapiden signifikanten Reduktion der kortikalen Steifigkeit.
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Abbildung 10: Benzamil-Zeitreihe, relative Steifigkeiten gesamt. Das Boxplot zeigt die
gesamten Werte der relativen kortikalen Steifigkeiten der Kontrollexperimente und nach
Zugabe von Benzamil. Durch Zugabe von Benzamil reduziert sich die kortikale Steifigkeit
signifikant um 6 * 0,6 % auf 94% des BW. (n = Anzahl der gemessenen Zellen;

* = signifikanter Unterschied Kontrollen/Benzamil (p < 0,05))

Abbildung 10 zeigt alle Werte der relativen kortikalen Steifigkeit der Kontroll- und
Benzamil-Zeitreihen. Die Ergebnisse des Kontrollexperiments wurden bereits
beschrieben. Die mit Benzamil behandelten Zellen zeigen insgesamt eine signifikante
Reduktion der Steifigkeit des Zellkortex von durchschnittlich 6 £ 0,6% auf 94% im
Vergleich zum BW. Damit entspricht die initiale Anderung der kortikalen Steifigkeit, in
den ersten Minuten nach Zugabe von Benzamil, der durchschnittlichen Anderung im

Verlauf des Experiments.
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3.3 EnNaC beeinflusst das kortikale Aktin

Es konnte Verbindung zwischen ENaC und dem kortikalen Aktin-Zytoskelett gezeigt
werden (25, 26, 59, 84, 85, 115). Da Aktinflamente mal3geblich fir die mechanischen
Eigenschaften des Kortex verantwortlich sind, ist es moglich, dass der von EnNaC-
Blockern ausgeldsten schnellen Reduktion der kortikalen Steifigkeit eine Veranderung
des kortikalen Aktins zugrunde liegt. Ziel dieses Experimentes war es, durch
Blockade des EnNaC, dessen Einfluss auf die kortikalen Aktinfilamente und damit die
Zellmechanik besser zu verstehen. Dazu wurden vier Experimente durchgefuhrt

1. Kontrollexperiment 1: HEPES + Amilorid

2. Kontrollexperiment 2: JAS + HEPES

3. Aktin-Stabilisierung 1: 0,5 yM JAS + 1 uM Amilorid

4. Aktin-Stabilisierung 2: 1 yM JAS + 1 yM Amilorid
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Ergebnisse: Aktin-Experimente

3.3.1 Kontrollexperiment 1: HEPES + Amilorid
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Abbildung 11: Kontrollexperiment 1. Dargestellt sind die Absolutwerte der kortikalen Steifigkeit
der gemessenen Endothelzellen. Die linke Box zeigt die kortikale Steifigkeit zu Beginn des
Experiments. Die rechte Box zeigt die kortikale Steifigkeit nach Inkubation mit HEPES-DMSO-
Gemisch und Zugabe von Amilorid. Dabei reduzierte sich die Steifigkeit des Kortex signifikant
um durchschnittlich 14% von 1,06 pN/nm auf 0,92 pN/nm. (N = Anzahl der Versuchsreihen; n

= Anzahl der gemessenen Zellen; * = signifikanter Unterschied (p < 0,05))

Abbildung 11 zeigt das Ergebnis des ersten Kontrollexperiments aus der Reihe der
Aktin-Experimente. Hierbei wurde zunachst die kortikale Steifigkeit der Zellen zu
Beginn des Experiments bestimmt (linke Box), um einen Ausgangswert zu erhalten.
Im Anschluss wurde ein Ldésungswechsel mit einem HEPES/0,1% DMSO-Puffer
durchgeflihrt um so einen mdglichen Einfluss des DMSO auf die Amiloridreaktion zu
erkennen. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde dieser durch 1 ym Amilorid ersetzt.
Die Auswertung der Daten zeigt eine Reduzierung der kortikalen Steifigkeit von initial
1,06 pN/nm (£ 0,06 pN/nm, linke Box) auf 0,92 pN/nm (£ 0,07 pN/nm, rechte Box)
durch Gabe von Amilorid. Dies stellt eine signifikante Verminderung um
durchschnittlich 14% dar. Diese Amilorid-abhangige Reduzierung der Kortikalen
Steifigkeit deckt sich mit zuvor publizieten Werten und zeigt, dass DMSO in der
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verwendeten Konzentration von 0,1% keinen detektierbaren Einfluss auf die durch

Amilorid verursachte Reduktion der kortikalen Steifigkeit hat.
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3.3.2 Kontrollexperiment 2: JAS + HEPES
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Abbildung 12: Aktin-Experiment 2, JAS + HEPES. Die linke Box zeigt den Ausgangswert der
kortikalen Steifigkeit der Zellen. Die rechte Box zeigt die kortikalen Steifigkeiten nach
Inkubation mit JAS. Dabei fand keine signifikante Anderung der kortikalen Steifigkeit statt. Sie
betrug vor und nach Behandlung mit den Reagenzien 0,91 pN/nm. (N = Anzahl der
Versuchsreihen; n = Anzahl der gemessenen Zellen; p < 0,05; n.s. = nicht signifikanter
Unterschied)

Im zweiten Kontrollexperiment sollte untersucht werden, ob die Stabilisierung des
Aktins durch JAS per se die kortikale Steifigkeit beeinflusst. Die linke Box zeigt die
Ausgangswerte der kortikalen Steifigkeiten der gemessenen Zellen. Dieser betrug im
Durchschnitt 0,91 pN/nm (x 0,01 pN/nm). Die rechte Box zeigt die gemessenen
Steifigkeitswerte nach Inkubation mit JAS und Pufferwechsel. Diese lagen im
Durchschnitt bei 0,91 pN/nm (£ 0,01 pN/nm) Es fand demnach keine signifikante
Anderung der kortikalen Steifigkeit statt. Dieses Experiment zeigt, dass JAS, in der
verwendeten Konzentration von 0,5 puM, die kortikale Steifigkeit der Endothelzelle

nicht signifikant beeinflusst.
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3.3.3 Aktin-Stabilisierung 1: 0,5 pM JAS + Amilorid
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Abbildung 13: Aktin-Experiment 3, 0,5 uM JAS + Amilorid. Dargestellt ist der Ausgangswert
der kortikalen Steifigkeit der gemessenen Endothelzellen (links) und nach Blockade der Aktin-
Depolymerisation und des EnNaC (rechts). Dabei zeigt sich keine signifikante Veranderung
der kortikalen Steifigkeit. (N = Anzahl der Versuchsreihen; n = Anzahl der gemessenen Zellen;

n.s. = nicht signifikanter Unterschied)

Im ersten Aktin-Stabilisierungsexperiment sollte untersucht werden, ob sich durch
Blockade der Aktindepolymerisation durch JAS der steifigkeitsreduzierende Effekt
von Amilorid verandert. Die linke Box zeigt den Ausgangswert der Kkortikalen
Steifigkeit der Zellen. Diese betrug zu Beginn des Experiments 0,92 pN/nm
(x 0,02 pN/nm). Nach Inkubation mit JAS und Applikation von Amilorid (rechte Box)
stellte sich keine signifikante Anderung der kortikalen Steifigkeit ein. Es zeigte sich
lediglich eine Erhdhung der durchschnittlichen Steifigkeit des Kortex um +0,96% auf
0,96 pN/nm (x 0,02 pN/nm). Durch die Inkubation mit JAS und die dadurch erreichte
Blockade der Aktindepolymerisation wurde demnach die Wirkung des Amilorids auf

die kortikale Steifigkeit aufgehoben.
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3.3.4 Aktin-Stabilisierung 2: 1,0 yM JAS + Amilorid
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Abbildung 14: Aktin-Experiment 4, 1,0 yM JAS + Amilorid. Die linke Box zeigt den
Ausgangswert der kortikalen Steifigkeit der Zellen vor Zugabe der Reagenzien. Die rechte Box
zeigt die Werte nach Inkubation mit 1,0 yM JAS und Einbringen von Amilorid. Dabei zeigt sich
eine signifikante Erhdéhung der kortikalen Steifigkeit um 9% von 0,99 auf 1,08 pN/nm.
(N = Anzahl der Versuchsreihen; n = Anzahl der gemessenen Zellen; * = signifikanter
Unterschied (p < 0,05))

In der Literatur ist die Dosis-abhangige Akkumulation von Aktinfilamenten nach
Anwendung von JAS beschrieben (75). In diesem Experiment sollte Uberprift
werden, welchen Einfluss diese Akkumulation von Aktinfilamenten, durch Erhéhung
der JAS-Konzentration auf 1,0 uM, auf die Anderung der kortikalen Steifigkeit nach
Blockade des EnNaC durch Amilorid hat. Die linke Box reprasentiert den
Ausgangswert der kortikalen Steifigkeit. Dieser betrug durchschnittlich 0,99 pN/nm
(£ 0,02 pN/nm). Die rechte Box zeigt die Werte der kortikalen Steifigkeit nach
Inkubation mit JAS und Einbringen von Amilorid. Dabei zeigte sich, im Vergleich zum
Ausgangswert, eine signifikante Erhdhung der Steifigkeit von 9% von auf
1,08 pN/nm (+ 0,03 pN/nm). Eine Erhéhung der JAS-Konzentration auf 1,0 uM fuhrte

also nicht nur, wie im vorherigen Experiment, zu einer Aufhebung des
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steifigkeitsreduzierenden Effekts vom Amilorid sondern erhdhte die kortikale

Steifigkeit sogar signifikant.
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3.3.5 Zusammenfassung Aktin-Experimente
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Abbildung 15: Zusammenfassung der Aktin-Experimente. Dargestellt sind die relativen
kortikalen Steifigkeiten der einzelnen Aktin-Experimente. Amilorid reduziert die kortikale
Steifigkeit signifikant. Dieser Effekt kann durch vorherige Inkubation mit 0,5 yM JAS
aufgehoben werden. Inkubation mit 1,0 uM JAS erhéht die kortikale Steifigkeit trotz Amilorid.

Abbildung 15 zeigt eine Ubersicht (iber die Ergebnisse der Aktin-Experimente. Es ist
die relative kortikale Steifigkeit der Zellen, d.h. die Anderung im Vergleich zur
Kontrolle aufgetragen. Dabei zeigt sich, dass Amilorid, auch nach vorheriger
Inkubation mit HEPES+DMSO, die kortikale Steifigkeit, signifikant reduziert (1. Box
v.l.). Dieser Effekt konnte durch vorherige Inkubation mit 0,5 yM JAS aufgehoben
werden (2. Box v.l.). Wird die Konzentration des JAS auf 1 uM erhoht, hebt diese
nicht nur die steifigkeitsreduzierende Amiloridreaktion auf, sie erhéht sogar signifikant
die kortikale Steifigkeit der Endothelzelle. Die rechte Box zeigt, dass JAS in der
Konzentration von 0,5 uM keinen signifikanten Einfluss auf die kortikale Steifigkeit der
gemessenen Zellen hatte. Zusammengefasst Iasst sich sagen, dass die Wirkung des
Amilorids auf die kortikale Steifigkeit der Endothelzellen durch Blockade der Aktin-
Depolymerisation mit JAS aufheben lasst.
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4 Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, die Interaktion des EnNaC mit dem kortikalen
Zytoskelett der Endothelzellen und damit seinen Einfluss auf die mechanischen
Eigenschaften von Endothelzellen besser zu verstehen. In vorherigen Publikationen
wurde gezeigt, dass Aldosteron im Endothel die Anzahl der apikalen EnNaC-Molekile
erhoht (69). Diese Reaktion korreliert mit einer signifikanten Versteifung des Zellkortex
(61). Der steifere Zellkortex kann durch den shear-stress des Blutstroms nicht
ausreichend verformt werden. Dies resultiert in einer reduzierten NO-Synthese, dem
Hauptmerkmal der endothelialen Dysfunktion (70). Diese Reaktion kann durch die
EnNaC Blocker Amilorid und Benzamil verhindert werden, wobei sich die kortikale
Steifigkeit der Zelle nach Blockade des EnNaC durch diese Substanzen sogar
verringert (71). Des Weiteren konnten Kusche-Vihrog et al. zeigen, dass die Blockade
des EnNaC durch Amilorid und Benzamil nicht nur mit einer verringerten kortikalen
Steifigkeit einhergeht, sondern ebenfalls mit einer Reduktion der Anzahl der apikalen
EnNaC-Molekile assoziiert ist (71). Dieser Fund legt nahe, dass die Blockade der
EnNaC-Funktion (dem Na*-Einstrom), zusatzlich zu ihrem Einfluss auf die
mechanischen Eigenschaften der Zelle, ebenfalls in die Regulation des Kanals
eingreift.

Es wurde mehrfach gezeigt, dass der EnNaC die mechanischen Eigenschaften der
Endothelzelle und damit deren Funktion und
Funktionstiichtigkeit entscheidend beeinflusst (61, 68, 70, 74, 135). Der zugrunde
liegende Mechanismus der Interaktion ist bis dato unbekannt. Daher sollten die

durchgefuhrten Experimente zu dessen Verstandnis beitragen.

4.1 Amilorid reduziert die kortikale Steifigkeit innerhalb einer Minute

Zunachst sollten die in Frage kommenden Signalwege und Zeitverlaufe der EnNaC-
induzierten Reduzierung der kortikalen Steifigkeit eingegrenzt werden. Deshalb wurde
zunachst der Zeitpunkt nach funktioneller Blockade des Kanals bestimmt, ab dem eine
signifikante Abnahme der kortikalen Steifigkeit auftritt. Sollte die Verringerung der
Steifigkeit des Kortex auf einer genomischen Reaktion beruhen, wirde sie
wahrscheinlich mehrere Minuten bis Stunden in Anspruch nehmen (14, 81). Eine
schnelle Anderung der kortikalen Steifigkeit sprache fir einen nicht-genomischen

Prozess (13, 80, 81). In den Zeitreihe-Experimenten konnte dabei erstmalig gezeigt
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werden, dass die Blockade des EnNaC durch Amilorid bereits innerhalb der ersten
Minute zu einer signifikanten Reduktion der kortikalen Steifigkeit der Endothelzelle
fuhrt. Dieser Effekt war nach Anwendung von Benzamil ebenfalls messbar. Zwar stellte
er sich etwa zwei Minuten spater und weniger ausgepragt ein, jedoch Iasst sich dieser
Unterscheid durch Abweichungen der beiden verwendeten Blocker-Substanzen in
Potenz und Spezifitdt erklaren. Zwar ist fir Benzamil eine ca. zehnfache Potenz im
Vergleich zu Amilorid publiziert, allerdings bezieht sich dieser Wert auf den ENaC im
Froschepithel (4, 34, 77), fir den EnNaC im Endothel liegen keine vergleichenden
Daten vor. Des weiteren ist Benzamil zwar ein hochspezifischer ENaC Inhibitor, jedoch
blockiert es ebenso den Na‘'-Ca”**-Austauscher (NCX) (8, 63, 133). Die Benzamil-
Konzentration von 0,1 uM, welche in den Experimenten dieser Arbeit verwendet wurde,
verringerte in publizieten Experimenten den Ca?-Einstrom um ca. 50% (44).
Schneider et al. konnten in ihren Versuchen einen negativen Einfluss von Benzamil auf
die NO-Produktion der Endothelzellen zeigen und postulieren einen Einfluss des NCX
auf den Ca®-Calmodulin-Komplex (117, 118). Diese Interaktionen koénnten die
Zellmechanik zusatzlich zur Blockade des EnNaC beeinflussen. Daher kann nicht
ausgeschlossen werden, dass Benzamil auch andere Proteine und dadurch die
mechanischen Eigenschaften der Endothelzelle, unabhangig vom EnNaC, beeinflusst.
Ungeachtet der Differenzen zwischen Amilorid und Benzamil in den Zeitverlauf
Experimenten, fihrte sowohl die Blockade des EnNaC durch Benzamil als auch durch
Amilorid zu einer rapiden signifikanten Verringerung der kortikalen Steifigkeit innerhalb
der ersten Minute bzw. innerhalb der ersten Minuten. Die Reaktion des endothelialen
Kortex auf die Blockade des EnNaC beruht dementsprechend auf einem schnellen und

deshalb hdchstwahrscheinlich nicht-genomischen Signalweg.

4.2 Stabilisierung der Aktinfilamente verringert EnNaC-abhangige
Reduktion der kortikalen Steifigkeit

Durch die eindeutigen Ergebnisse der Zeitverlauf-Experimente wurde ersichtlich, dass
die Blockade des EnNaC durch einen schnellen nicht-genomischen Signalweg die
Steifigkeit des endothelialen Kortex verringert. Da die mechanischen Eigenschaften
des Kortex unter anderem auf Aktinfilamenten beruhen, kann ein Einfluss der EnNaC-
Blockade auf das kortikale Aktin-Zytoskelett postuliert werden. Des Weiteren ist
bekannt, dass Veranderungen der intrazellularen Na’-Konzentration, wie sie in den
durchgefuhrten Experimenten durch Blockade des EnNaC erzeugt wurden, einen

direkten Einfluss auf Stabilitdt und Umbau der Aktin-Filamente haben. Oda et al.
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konnten zeigen, dass Na* die Bindungen der Aktin-Monomere innerhalb der Filamente
stabilisiert und so den filamentaren Zustand des Aktins unterstutzt (94). Eine
Verringerung der Na*-Konzentration wiirde dementsprechend zur Destabilisierung der
Filamente fuhren. Diese wirden vermehrt zu G-Aktin depolymerisieren und so die
Steifigkeit der Zelle herabsetzen. Zusatzlich ist die Verbindung zwischen ENaC und
Aktin-Zytoskelett mehrfach publiziert (26, 59, 85). Dabei kommt es, vermittelt durch
ABP, zu regulatorischen Interaktionen des ENaC mit den kortikalen Aktinfilamenten
(84). Diese Daten sind Indizien fur eine Verbindung zwischen einer Inhibition der
EnNaC-Funktion und Veranderung der kortikalen Aktinflamente. Zusammengefasst
wirde durch Blockade des EnNaC der Na*-Einstrom reduziert und so die kortikalen
Aktinfilamente destabilisiert, was in einer reduzierten kortikalen Steifigkeit resultiert.
Um diese Hypothese zu Uberprifen, wurde die Depolymerisation des Aktins durch
Inkubation mit JAS gehemmt und anschliefiend der EnNaC durch Amilorid blockiert.
Sollte der reduzierte Einstrom von Na durch Destabilisierung und demnach
Depolymerisierung der Aktinfilamente fir die reduzierte Steifigkeit des Kortex
verantwortlich sein, durfte sich nach Anwendung von JAS kein derartiger Effekt zeigen.
Abbildung 13 zeigt ebendiese Reaktion: Die kortikale Steifigkeit der Zellen bleibt nach
Inkubation mit 0,5 yM JAS und Zugabe von Amilorid unverandert. Es findet keine
Steifigkeitsreduktion statt. Dieser Fund bestatigt zunachst die aufgestellte Hypothese,
da der Einfluss von Amilorid auf die kortikale Steifigkeit der Endothelzellen durch
Blockade der Aktindepolymerisation verhindert werden konnte.

Um einen Einfluss des DMSO, in dem JAS gel6st ist, auszuschliel3en, wurden mehrere
Kontrollexperimente durchgeflhrt. Diese belegten, dass die Inkubation mit DMSO
alleine keinen signifikanten Einfluss auf die Amiloridreaktion hat. Ebenso fuhrt die
Inkubation mit 0,5 uyM JAS per se nicht zu einer signifikanten Veranderung der
kortikalen Steifigkeit. Dieses Ergebnis schien zunachst verwunderlich, da fur JAS nicht
nur eine Aktin-stabilisierende, sondern ebenfalls eine Induktion der Aktinpolymerisation
publiziert ist (123). Diese wurde zur Akkumulation der Aktinfilamente und damit zu
einer erhohten Zellsteifigkeit fuhren. Allerdings konnten Bubb et al. in friheren
Experimenten die Dosis-Abhangigkeit von JAS zeigen (20). Demnach wirken JAS-
Konzentrationen von 0,5 yM und weniger nicht Polymerisations-induzierend, sondern
stabilisierend auf Aktinfilamente (19, 75). Da diese Daten nicht an Endothelzellen
erhoben wurden, sollte in einem weiteren Experiment die Konzentration des JAS auf
1,0 yM erhdht werden. AnschlieBend wurde, wie in den vorhergegangenen

Experimenten 1 pM Amilorid hinzugegeben. Dabei zeigt sich eine signifikante
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Zunahme der kortikalen Steifigkeit (siehe Abbildung 14) Dieses Ergebnis bestatigt zum
einen die Hypothese der Dosis-Abhangigkeit von JAS und bekraftigt zusatzlich die
postulierte Hypothese der Aktin-abhangigen Steifigkeitsreduktion durch Blockade des
EnNaC. In den durchgefihrten Experimenten konnte erstmals indirekt gezeigt werden,
dass Amilorid und Benzamil durch rapide Induktion der Depolymerisation des
kortikalen Aktins die Reduktion der kortikalen Steifigkeit herbeifiihren. Dabei ist es
wahrscheinlich, dass die schnelle Reaktion durch Veranderungen der intrazellularen

Na*-Konzentration zustande kommt.

4.3 Das kortikale Aktin beeinflusst die Anzahl der apikalen EnNaC-
Kanale und damit die kortikale Steifigkeit

Aktinfilamente sind jedoch nicht nur fir die mechanischen Eigenschaften der Zelle
verantwortlich. Sie beeinflussen auch die Funktion der Zelle. Als Anker fur
Membranproteine in der PM verbinden sie Kanale mit dem kortikalen Zytoskelett und
vermindern so deren Lateraldiffusion (82). In den Experimenten dieser Arbeit konnten
indirekt Hinweise gefunden werden, wonach durch Blockade des EnNaC und den
dadurch verringerten Na*-Einstrom die kortikalen Aktin-Filamente destabilisiert werden
und depolymerisieren. Somit wirden Membranproteine, wie der EnNaC, ihre kortikale
Verankerung verlieren und deshalb von der Zelle entfernt werden. Eine mogliche
Reaktion ware die flir den epithelialen ENaC beschriebene Ubiquitinisierung des
Kanals und der die Internalisierung des Kanals und der lysosomale Abbau oder
Recyceling durch Deubiquitinisierung folgt (3, 23, 111, 126, 127). Die Entfernung des
Kanals aus der PM konnte zusatzlich die Reduktion der kortikalen Steifigkeit
unterstitzen. Betrachtet man den EnNaC nicht nur als funktionelles, sondern auch als
strukturelles Protein innerhalb der PM, wiirde seine Anwesenheit die Steifigkeit der PM
heraufsetzen. Dies wurde in Experimenten gezeigt, bei denen eine erhéhte Anzahl
apikaler EnNaC-Molekule mit einer Versteifung des Zellkortex einhergeht (65). Die
Wirkung des Amilorids kénnte dementsprechend auf zwei Mechanismen beruhen. Im
ersten Schritt fuhrt die rapide strukturelle Anderung des kortikalen Aktins, durch den
fehlenen Na*-Einstrom, zu einer ersten Reduktion der kortikalen Steifigkeit. Dadurch
verlieren die EnNaC-Molekule ihre Verankerung in der PM woraufhin sie internalisiert
werden. Dieser zweite Schritt fihrt zu einem Verlust von Proteinen in der PM, wodurch
zum einen ein strukturelles Element entfernt wird und dadurch die Steifigkeit verandert

wird. Zum anderen wirde der Na'-Einstrom fiir einen langeren Zeitraum auf
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niedrigerem Niveau verbleiben, wodurch eine langfristigere Tendenz der

Destabilisierung von F- zu G-Aktin und damit ein weicherer Kortex bestehen bliebe.
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4.4 Pathophysiologische Relevanz

Primare (essenzielle) Hypertonie findet sich gehauft in Gesellschaften, deren taglicher
Na*-Konsum 2 g Uberschreitet. Der Uberwiegende Anteil wird dabei als Kochsalz
(NaCl) aufgenommen. In Gesellschaften, in denen er nur 1,2 g oder weniger betragt,
sind die Fallzahlen deutlich geringer (2, 5, 41). Dieser Effekt scheint unabhangig von
anderen kardiovaskularen Risikofaktoren zu sein und ist ein Indiz daflir, dass die
Entwicklung der primaren Hypertonie ein Mindestmafl an Na*-Aufnahme benétigt. Die
Menge des aufgenommenen Na® korreliert dabei mit dem Blutdruck (124). Heutzutage
reicht die durchschnittliche tagliche Na*-Aufnahme in entwickelten Gesellschaften von
ca. 4 g in den USA bis hin zu Uber 10 g in einigen Regionen Japans und Europa (18).
Dabei konnte die INTERSALT-Studie zeigen, dass die tagliche Na*-Aufnahme und der
Blutdruck miteinander korrelieren (5) und daher sowohl akut als auch chronisch mit
einer Erhéhung des Blutdrucks assoziiert ist (54, 124). Dieser Fund konnte von Oh et
al. durch eine an 97000 Pateinten durchgefuhrte Studie bestatigt werden (95). Durch
Reduktion der taglichen Na*-Aufnahme kann wiederum der Blutdruck gesenkt werden
(52, 108). Dabei geht eine Reduktion der taglichen Na‘*-Aufnahme (v.a. durch
Reduktion der Kochsalzaufnahme) von 1,5 g mit einem um 3,6-5,6 mmHg / 1,9-3,2
mmHg (systolisch/diastolisch) bei hypertensiven Patienten und 1,8-3,5 mmHg / 0,8-1,8
mmHg bei normotensiven Patienten einher (53). Obwohl diese Anderungen des
Blutdrucks nur gering erscheinen, koénnen sie bei dauerhafter Einhaltung der
Na'-reduzierten Diat kardiovaskularen Ereignissen vorbeugen (31, 32).
Dementsprechend ist die Na'-arme Erndhrung ein essenzieller Teil aller
Behandlungsschemata der primaren Hypertension (66).

Ihr positiver Effekt lasst sich auch durch den Einfluss des Na* auf das kardiovaskulare
System erklaren. Die erhéhte Aufnahme von Na® unter anderem in der Form von
Kochsalz fuhrt zu einer Zunahme der Plasmanatriumkonzentration (pNA) (54).
Oberleithner et al. konnten in mehreren Experimenten zeigen, dass die Erhéhung des
pPNA zu einer Versteifung der Endothelzellen und zu einer verringerten Synthese von
NO und dadurch zu einer pathologischen Vasokonstriktion fuhrt (91). Es bildet sich die
Grundlage der endothelialen Dysfunktion. Der zugrunde liegende Mechanismus lasst
sich u.a. durch die in dieser Arbeit vorgestellten Daten erklaren. Na* gelangt u.a. tber
den EnNaC in die Endothelzellen und wirkt dort, wie oben beschrieben, stabilisierend
auf die kortikalen Aktinfilamente, wodurch sich der Kortex der Endothelzelle versteift.
Dadurch kann er nicht mehr adaquat durch den shear-stress des Blutstromes verformt
werden. Die NO-Synthase wird nicht aktiviert und das Gefald bleibt kontrahiert.
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Zusatzlich dazu fihrt eine hohe Na'-Konzentration Uber einen feed-forward-
Mechanismus zu einer erhéhter Anzahl von EnNaC-Molekilen in der PM (65), was
ebenfalls mit einer Versteifung des Kortex assoziiert ist. Ein weiterer in der Literatur
diskutierter Mechanismus fuhrt Uber den NCX. Das u.a. uber den EnNaC in die
Endothelzelle aufgenommene Na® und die damit einhergehende erhdhte intrazellulare
Na*-Konzentration aktiviert den Ca*"-entry-mode des NCX. Dieser ist charakterisiert
durch einen Antiport mit Na*-Efflux und gleichzeitigem sekundar aktiven Ca**-Influx
(12). Somit erhoht sich, getrieben vom Na®, die intrazellulare Ca?*-Konzentration,
wodurch es zur Kontraktion der darunterliegenden glatten Muskelschicht und zur
Vasokonstriktion kommt (60).

Eines der Hauptwerkzeuge der medikamentosen antihypertensiven Therapie sind
Diuretika wie Amilorid und Hydrochlorthiazid. Diese Substanzen sind seit langer Zeit in
vielen Landern erste Wahl bei der Behandlung der essenziellen Hypertonie da ihre
Anwendung mit einer verbesserten Lebenserwartung der Patienten einhergeht (89,
97). Dabei ist bekannt, dass der positive Effekt dieser Substanzen Uber deren
diuretische Wirkung hinausgeht (62). Mdglich ware, dass durch die Blockade des
EnNaC der Na'-Einstrom in die Endothelzelle verringert wird. Somit wird die oben
beschriebene Kaskade, die zu pathologischen Vasokonstriktion, endothelialer
Dysfunktion und Hypertonie fuhren kann, fruhzeitig unterbrochen. Somit bleibt

funktionelle Plastizitat des Endothels erhalten.
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Abbildung 16: Pathophysiologische Relevanz. Die erhdhte Na‘-Aufnahme fiihrt zu erhéhten
Na’-Plasmaspiegeln. Das Na* wird (iber den EnNaC in die Endothelzellen aufgenommen und
stabilisiert dort die kortikalen Aktinfilamente, wodurch die kortikale Steifigkeit der Zelle erhoht
wird. Des Weiteren fiihrt der erhdhte Na®-Spiegel zu einer feed-forward-Reaktion die mit einer
erhéhten Anzahl von EnNaC-Molekulen in der PM einhergeht. Dieser Prozess erhdht ebenfalls
die kortikale Steifigkeit der Zelle. Durch die Versteifung des Kortex kann die Zelle nicht mehr
adaquat verformt werden, die NO-Produktion bleibt verringert und das Gefald kontrahiert.
Dieser Status stellt kardiovaskulares Risiko dar.
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4.5 Ausblick

Die in den Experimenten fur diese Arbeit gesammelten Daten bilden einen weiteren
Einblick in die EnNaC-Funktion und —regulation. Allerdings sollten in Zukunft weitere
Experimente durchgeflihrt werden um den postulierten Mechanismus zu Uberprufen,
und das Verstandnis fur die ablaufenden Prozesse zu vertiefen. Zunachst kdnnte
mittels Fluoreszensmikroskopie die Veranderung der kortikalen Aktinfilamente nach
Blockade des EnNaC betrachtet werden. Dabei wiirde sich die Durchfiihrung einer
Zeitreine anbieten, um zu Uberprifen, ob die Reduktion der kortikalen Steifigkeit mit
einer sichtbaren Anderung der Aktinfilamente einhergeht. Des Weiteren kdnnte,
ebenfalls in einer Zeitreihe, betrachtet werden, ab welchem Zeitpunkt nach seiner
Blockade der EnNaC aus der PM verschwindet. Dadurch kdnnte Gberprift werden, ob
sich zunachst das Aktin-Skelett verandert und daraufhin der EnNaC aus der PM
entfernt wird.

Um die Hypothese der Internalisierung zu prifen, kdnnte dber Inhibierung der
Endozytose, die mdgliche Internalisierung des EnNaCs gehemmt werden. Die
Blockade des Kanals misste dann zu einer geringer ausgepragten Reduktion der
kortikalen Steifigkeit fuhren.

Des weiteren konnten Endothelzellen mit siRNA transfiziert werden, welche die
Expression von Proteinen des, fir den ENaC bekannten, Internalisierungsprozesses
(z.B. NEDD4-2 und SGK-1) unterdricken, um so einen genaueren Einblick in die noch

weites gehend unverstandene Regulation des EnNaC zu erhalten.
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6 Abkirzungen

Abkurzungen

Sl-Einheiten und die dezimalen SlI-Vorsatze wurden entsprechend der Norm verwendet

und sind deshalb hier nicht aufgefihrt.

actin-binding-protein
Adenosindiphosphat
Atomic Force Microscopy

Adenosintriphosphat

baseline-Wert

Calcium lon

zyklisches Guanosinmonophosphat
Dulbecco's Modified Eagle's Medium
Dimethylsulfoxid
Ethyldiamintetraacetat

epithelialer Natrium-Kanal
endothelialer Natrium-Kanal
endotheliale NO-Synthase
Extrazellularmatrix

filamentares Aktin

globulares Aktin
Guanosintriphosphat
heat-shock-protein

human umbilical vein endothelial cells
Jasplakinolide

Kalium lon

leichte Kette des Myosins

ABP
ADP
AFM

ATP

BW
ca”™
cGMP
DMEM
DMSO
EDTA
ENaC
EnNaC
eNOS
EZM
F-Aktin
G-Aktin
GTP
HSP
HUVEC
JAS

K*

MLC
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Myosin-leichte-Ketten-Kinase
Myosin-leichte-Ketten-Phosphatase
Mineralkortikoidrezeptor
messenger-Ribonukleinsaure
Natrium lon

Kochsalz

neural precursor cells expressed
developmentally down-regulated 4-2

Stickstoffmonoxid

Phosphate Buffered Saline
Proteinkinase G
Plasmamembran
Plasmanatrium Konzentration
Position Sensitive Detector
Prolin-reiche Regionen

stiff endothelial cell syndrome
Standard Error of the Mean
I6sliche Guanylatzyklase
serum-/glucocorticoid-requlated kinase 1
glatte Muskelzellen

Untereinheit

MLCK
MLCP
MR
mMmRNA
Na*
NaCl

NEDD4-2

NO
PBS
PKG
PM
pNA
PSI
PY
SECS
SEM
sGC
SGK1
SMC

UE

Abkurzungen
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7 Chemikalien

Amilorid

Ampuwa Spullésung
Benzamil-Hydrochlorid
Calciumchlorid

Dulbecco's Modified Eagle's Medium
Dimethylsulfoxid

Ethanol

Fetales Kalberserum Standard
Glucose

GsMTx-4

Hydroxyethylpiperazin-Ethansulfonsaure

Jasplakinolide
Kaliumchlorid
Kalziumchlorid
Magnesiumchlorid-6-hydrat
Natriumchlorid
Natriumhydroxid

Penicillin G/Streptomycin
Phosphate Buffered Saline

Trypsin/EDTA

Chemikalien

Sigma-Aldrich, Steinheim
Fesenius Kabi AG, Bad Homburg
Sigma-Aldrich, Steinheim

Merck, Hohenbrunn

Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Honeywell Burdick & Jackson ®, Seelze
PAA, USA

Sigma-Aldrich, Steinheim
Peptides Institute INC, Japan
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Hohenbrunn

Merck, Hohenbrunn

Merck, Hohenbrunn

Roth, Karlsruhe

Merck, Hohenbrunn
Biochrom AG, Berlin
Biochrom AG, Berlin

Biochrom AG, Berlin
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Arbeitsmaterialien und Geréate

8 Arbeitsmaterialien und Gerate

8.1 Arbeitsmaterialien

Deckglaser, @ 15 mm
Einmalspritze BD Discardit
Millex sterile Filter
Pasteurpipetten
Pipettenspitzen
Flaschensterilfilter, 500 ml

Zellkulturflasche Falcon T25

Zellkulturschale Falcon Easy Grip, @ 35 mm

Zentrifugenréhrchen Falcon, 15 ml, 50 ml

8.2 Gerate

Autoklav VX-12
Brutschranke B6030

CB 150

HERA cell
Gefrierschranke Economic-Super

GES 36420

Heilluftsterilisator SUT 6060
Kamera XC-555P
Kuhlschrank Economic Cooler
Magnetruhrer mit Heizplatte VMS-A
Mikroskop Axiovert 25

Mikroskopheizung diTAC

R. Langenbrinck, Emmendingen
Becton Dickinson, USA

Merck Millipore, USA

Brand, Wertheim

Eppendorf, Hamburg

Corning Incorporated, USA
Becton Dickinson, USA

Becton Dickinson, USA

Becton Dickinson, USA

Systec, Wettendorf

Heraeus Instruments, DUsseldorf
Binder, Tuttlingen

Heraeus Instruments, DUsseldorf
Bosch, Gerlingen

Bosch, Gerlingen

Heraeus Instruments, DUsseldorf
Sony, Japan

Bosch, Gerlingen

VWR, USA

Carl Zeiss AG, Oberkochen

Veeco, USA
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Mikroskopleuchte Fiberlite

pH-Meter Orion

Pipette Eppendorf Research

Pipettierthilfe Pipetboy acu

Probenhalter Fluid Cell MTFML-V2

Radiometer EML105

Rasterkraftmikroskop Multimode

Rasterkraftmikroskop Controler Nano Scope

Sterile Werkbanke Biowizard KR-130 BW
Biowizard GL-130

Vakuumpumpe Vacusafe

Waage Sartorius BA 200
Wasserbad Julabo 19
Zentrifuge Multifuge 1s

Arbeitsmaterialien und Geréate

Dolan Jenner, USA

Thermo Scientific, USA
Eppendorf, Hamburg

Integra Biosciences, Schweiz
Bruker, USA

Radiometer, Willich

Digital Instruments, USA
Digital Instruments, USA
Kojair, Finnland

Kojair, Finnland

Integra Biosciences, Schweiz

Sartorius, Géttingen
Julabo, Seelbach

Heraeus Instruments, DuUsseldorf
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