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 Zusammenfassung 1 

Zusammenfassung 

Kardiovaskuläre Erkrankungen stellen nach wie vor mit Abstand die Haupttodesursache in 

der westlichen Welt dar. Daher ist ein besseres Verständnis der Ursachen und Prozesse, die 

zur Entstehung und dem Verlauf dieser Erkrankungen beitragen, essentiell für die 

Entwicklung neuer Therapiestrategien. Biomechanische Kräfte, wie z.B. eine Erhöhung der 

Gefäßwandspannung sind von entscheidender Bedeutung für die Initiierung von  

pathophysiologischen Remodellierungsprozessen in Gefäßen, wie z.B. dem Hypertonie-

induzierten arteriellen Gefäßumbau oder der Bildung variköser Venen. Ziel dieser Arbeit war 

es, mehr über die diesen Remodellierungsprozessen zugrundeliegenden molekularen und 

zellulären Mechanismen herauszufinden.   

Durch Verwendung eines Mausmodells, bei dem durch Ligation einer Vene der Ohrmuschel 

der Veneninnendruck erhöht wird, konnten histologische und anatomische Anpassungs-

vorgänge in der Wand der remodellierenden Venen beobachtet werden, die solchen in varikös 

veränderten Venen sehr ähnlich sind. So ergaben die entsprechenden ex vivo und in vitro-

Analysen, dass die Proliferationsaktivität generell sowie die Expression und Aktivität der 

Matrixmetalloproteinase 2 (MMP2) in den Endothel- und glatten Muskelzellen der 

druckbelasteten und insofern überdehnten Venenwand signifikant erhöht ist. Bei diesem 

Umbauprozess kommt dem Transkriptionsfaktor Aktivator Protein-1 (AP-1) und insbesondere 

dessen Untereinheit Junb offenbar eine wichtige Rolle zu, da die Neutralisierung des 

Transkriptionsfaktors mithilfe eines Decoy-Oligodesoxynukleotids (dODN) sowie der Verlust 

der Junb-Untereinheit die zuvor genannte proteolytische Aktivität nachhaltig verhindert. Ein 

Vergleich des Phänotyps der Gefäßwandzellen im Ohrmuschel-Mausmodell mit dem in 

humanen Varizen unterstreicht darüber hinaus, dass durch den verwendeten in vivo Ansatz 

erstmalig entscheidende Prozesse der Varizenbildung beim Menschen in einem Tiermodell 

dargestellt werden konnten und dieses insofern eine interessante Option für die Testung 

neuartiger Präventions- bzw. Therapiestrategien darstellt.  

Bei der Beantwortung der Frage, inwieweit AP-1 oder Junb auch bei Hypertonie-induzierten 

Remodellierungsprozessen in Arterien bzw. Arteriolen von Bedeutung sind, zeigte sich u. a., 

dass Junb-defiziente Mäuse keinen Bluthochdruck nach Gabe von Deoxycorticosteronacetat 

(DOCA)-Salz entwickeln. Auch die, mit der in diesem Modell normalerweise auftretenden 

Hypertonie assoziierten Adaptationsprozesse wie z.B. eine Linksherzhypertrophie blieben in 

den Junb-defizienten Mäusen aus. Ursache hierfür ist offenbar eine verminderte Fähigkeit der 

arteriellen glatten Muskelzellen zur Kontraktion, die auf eine deutlich verringerte Expression 
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der leichten Kette des Myosins (MLC2), dem Schlüsselprotein für die dynamische 

Kontraktion dieser Zellen, zurückzuführen ist. Aus diesen Tieren isolierte Arterien zeigten 

des Weiteren eine deutlich Änderung in der Zusammensetzung ihrer extrazellulären Matrix, 

die Ausdruck einer Kompensation ihrer reduzierten Kontraktilität sein könnte. Junb ist daher 

in diesem Zusammenhang ein entscheidender Faktor für die glattmuskulärer Kontraktilität, da 

es u.a. die Expression von MLC2 direkt kontrolliert. 

Interessanterweise war in den Junb-defizienten Mäusen, trotz des verminderten MLC2-

Spiegels, der basale Blutdruck und damit der Gefäßwiderstand praktisch unverändert. Auf der 

Suche nach Faktoren, welche die Kontraktionsfähigkeit der glatten Gefäßmuskelzellen positiv 

beeinflussen, zeigte sich in einem DNA-Microarrayansatz eine nahezu zehnfache 

Hochregulation der mRNA-Expression für Regulator of G-Protein Signalling 5 (RGS5), 

einem RGS-Protein für das ein Zusammenhang mit der Blutdruckregulation bereits 

beschrieben worden ist. Detaillierte Analysen der Funktion von RGS5 ergaben, dass dessen 

adenovirale Überexpression in glatten Gefäßmuskeln die über den Gq/11-PLC-IP3-Signalweg 

vermittelte Kalziummobilisierung blockiert und die G12/13-Rho-Kinase-vermittelte Bildung 

von Stressfasern dagegen fördert. In Übereinstimmung damit führte der Verlust von RGS5 zu 

einer Steigerung der Agonisten-induzierten Kalziummobilisierung und einer verstärkten 

Kontraktion isoliert perfundierter Arteriensegmente aus RGS5-defizienten Mäusen, während 

die Stressfaserbildung in RGS5-defizienten glatten Gefäßmuskelzellen deutlich reduziert war. 

In tierexperimentellen Modellen, bei denen es zu einer adaptiven (Arteriogenese) bzw. 

maladaptiven (Hypertonie) Remodellierung von Arteriolen bzw. Arterien kommt, konnte ein 

Anstieg der RGS5-Expression in den glatten Muskelzellen der Mediaschicht nachgewiesen 

werden. Bei der Untersuchung der Frage, welche Faktoren diese Erhöhung der RSG5-

Expression bewirken, zeigte sich, dass einerseits die längerfristige Überdehnung der glatten 

Gefäßmuskelzellen (Hypertonie) und andererseits eine verstärkte Exposition dieser Zellen mit 

Stickstoffmonoxid (NO) und die Stimulation des cGMP-Proteinkinase G-Signalwegs hierfür 

verantwortlich sind. NO wird im Rahmen der Arteriogenese durch den erhöhten Fluss in den 

kollateralen Arteriolen vermehrt aus den Endothelzellen freigesetzt. Die resultierende RGS5-

Expression in den glatten Muskelzellen dieser Arteriolen scheint wichtig für das adaptive 

Wachstum der Kollateralgefäße zu sein, da dieser Remodellierungsprozess in RGS5-

defizienten Mäusen nicht induziert werden kann.  

Zusammenfassend lässt sich schlussfolgern, dass es während venöser 

Remodellierungsprozesse primär zu einem verstärkten Umbau der extrazelluären Matrix 

kommt, um dem füllungsbedingt gesteigerten Innendruck und der daraus resultierenden 
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Erhöhung der Wandspannung entgegenzuwirken. Arterien hingegen reagieren zunächst mit 

einer gesteigerten Kontraktion auf den erhöhten Innendruck. Im weiteren Verlauf kommt es 

zu einer Phänotypänderung der glatten Gefäßmuskelzellen vom kontraktilen zum 

synthetischen Zustand und einer maladaptiven hyperplastischen Remodellierung in der 

druckbelasteten Arterienwand. Durch die Hochregulation der Expression von Proteinen wie 

RGS5 verlieren die glatten Gefäßmuskelzellen dabei ihre Kontraktionsfähigkeit zugunsten 

einer erhöhten Steifigkeit.  

Sowohl für venöse als auch arterielle maldaptive Remodellierungsprozesse ist zudem die 

Aktivität des Transkriptionsfaktors AP-1 bzw. seiner Untereinheit Junb von besonderer 

Bedeutung. Wirkstoffe, die zu einer zellspezifischen Suppression der Aktivität bzw. 

Expression dieses Transkriptionsfaktors führen, könnten insofern einen vielversprechenden 

Ansatz für die Prävention bzw. Regression dieser Remodellierungsprozesse in Venen bzw. 

Arterien  darstellen. Dabei ist allerdings zu berücksichtigen, dass es unter Umständen zu einer 

Beeinträchtigung adaptiver Remodellierungsprozesse wie der Arteriogenese kommen kann.  
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Summary 

Cardiovascular diseases are still the major cause of death in industrial countries. Therefore, a 

better understanding of the causes and processes that contribute to the development and 

progression of these diseases is essential for the development of new therapeutic strategies. 

Biomechanical forces, e.g. an increase in circumferential wall tension, are crucial for the 

initiation of remodelling processes in blood vessels such as hypertension-induced arterial 

remodelling or the formation of varicose veins. The aim of this study was to investigate the 

underlying molecular and cellular mechanisms of these remodelling processes. 

By employing a mouse model, in which ligation of a major vein leads to a pathophysiological 

increase in venous pressure, the subsequent cellular adaptation processes in the wall of the 

remodelling veins were analysed. On the anatomical and histological level, the phenotype of 

these veins is similar to varicose veins in human patients. In this context, further ex vivo and 

in vivo studies indicate that the proliferation of endothelial and smooth muscle cells as well as 

their expression and activity of matrix metalloproteinase 2 (MMP2) is significantly increased 

due to the pressure-loaded and therefore overstretched venous vessel wall. The transcription 

factor activator protein-1 (AP-1) and especially its subunit Junb play an important role, as its 

neutralization by using a decoy oligodeoxynucleotide (dODN) as well as conditional ablation 

of Junb prevented the observed phenotypic changes in the endothelial and smooth muscle 

cells. Moreover, the novel mouse model has been proven as a versatile tool to mimic distinct 

steps of varicose vein formation of human patients and may thus represent an interesting 

option for the testing of novel preventive and/or therapeutic strategies. 

Concerning the question as to whether AP-1 or Junb also affect hypertension-induced 

remodelling of arteries and arterioles, it was revealed that Junb-deficient mice do not develop 

hypertension after administration of deoxycorticosterone acetate (DOCA)-salt. Consequently, 

hypertension-associated adaptations such as hypertrophy of the left ventricle were not 

observed in the Junb-deficient mice. This phenotype is mainly based on a clearly reduced 

contractile capacity of the arterial smooth muscle cells due to the significantly reduced 

expression of myosin light chain (MLC2) - a key protein for their dynamic contraction. 

Furthermore, isolated arteries from Junb-deficient animals showed a change in the 

composition of their extracellular matrix which may partially compensate for the reduced 

contractility. Thus, Junb appears to be an important determinant of the contractile capacity of 

vascular smooth muscle cells, as it directly controls MLC2 expression. 
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Interestingly, Junb-deficient mice - despite having reduced MLC2 levels - have normal blood 

pressure at baseline indicating a normal peripheral vascular resistance. In the search for 

factors that positively affect vascular smooth muscle cell contractility, a DNA microarray 

approach was employed. Particularly striking was the almost ten-fold up-regulation of 

regulator of G-protein signalling 5 (RGS5) that belongs to a family of RGS proteins and has 

been associated with blood pressure regulation before. Detailed analyses of the function of 

this RGS protein revealed that its adenoviral-based overexpression in vascular smooth muscle 

cells blocks Gq/11-PLC-IP3 mediated calcium mobilization but promotes G12/13-Rho kinase-

mediated stress fibre formation. In line with this, loss of RGS5 resulted in an increased 

mobilization of intracellular calcium and an increased contraction of isolated perfused arterial 

segments from RGS5-deficient mice to G-protein-coupled receptor agonists. In contrast, 

stress fibre formation in RGS5-deficient vascular smooth muscle cells was significantly 

reduced. 

In animal models, a rise of RGS5 expression in the smooth muscle layer of the media was 

observed during adaptive (arteriogenesis) or maladaptive (hypertension) remodelling of 

arterioles and arteries. In this context, biomechanical stretch (hypertension), long-term 

exposure to nitric oxide (NO) and stimulation of the cGMP-protein kinase G pathway proved 

to be responsible for the increase in RSG5 expression in the vascular smooth muscle cells. 

During arteriogenesis, the increase in flow triggers the production and release of NO from 

endothelial cells of the remodelling collateral arterioles. The expression of RGS5 in arteriolar 

smooth muscle cells appears to be important for acquiring an activated and synthetic 

phenotype, as arteriogenesis is impaired in RGS5-deficient mice.  

Collectively, the results from this study suggest that venous remodelling is associated with 

reorganization of the extracellular matrix to counteract an increase in intraluminal pressure 

hence wall stress. Unlike veins, arteries respond to an increase in wall stress first by 

constriction. Subsequently, the phenotype of the arterial smooth muscle cells changes from 

the contractile to the synthetic phenotype hence promoting a maladaptive hyperplastic inward 

remodelling.. By up-regulating the expression of proteins such as RGS5, the vascular smooth 

muscle cells attempt to attenuate their contractile capacity thereby increasing their stiffness.  

Moreover, for maladaptive remodelling processes in both veins and arteries, the activity of the 

transcription factor AP-1 and its subunit Junb is of particular importance. Drugs that result in 

a cell-specific suppression of the activity or expression of this transcription factor could 

represent a promising approach for the prevention and/or regression of these remodelling 
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processes. However, such therapies may impair adaptive remodelling processes such as 

arteriogenesis. 
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1 Einleitung 

1.1 Aufbau und Funktion von Blutgefäßen 

Arterien und Venen bestehen aus einer inneren Endothelzellschicht (Intima), die von den 

glatten Muskelzellen, der Media umgeben ist. Von außen werden die Gefäße von der 

Adventitia begrenzt (Abb. 1). Unterschiede zwischen Arterien und Venen liegen zum einen 

bereits in der Entwicklung der Gefäße. Schon während der Embryonalentwicklung wird 

durch die Expression verschiedener Marker wie z.B. EphrinB2 (Arterien) und EphB4 

(Venen) in den Endothelzellen festgelegt welcher Gefäßtyp entsteht, noch bevor die arterio-

venöse Zirkulation etabliert ist (Wang 1998, Gerety 1999). Arterien lassen sich oft durch die 

größere Wanddicke, sowie der kleineren Radius von den Venen unterscheiden. Hierdurch 

erklärt sich auch in die geringere Compliance (elastische Weitbarkeit) der Arterien 

gegenüber den Venen. Die primäre Funktion der glatten Gefäßmuskelzellen (vSMCs) ist die 

Regulation des Gefäßdurchmessers als Antwort auf Änderungen des intraluminalen Druck 

oder auf verschiedene  vasoaktive Stimuli (Neurotransmitter) zur Aufrechterhaltung des 

Gefäßtonus bzw. zur Modulation des Blutdrucks. 

 
Abbildung 1: Typischer Aufbau größerer Blutgefäße. 

Das innenliegende Endothel ist umgeben von den glatten 

Muskelzellen und nach außen abschließend von der 

Adventitia (Schünke, Thieme Verlag). 
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1.1.2 Arterien 

Während das Schlagvolumen des Herzens im Wesentlichen den systolischen Blutdruck 

vorgibt, sind es insbesondere die kleinen Arterien und Arteriolen, die mit Hilfe 

glattmuskulärer Kontraktion den diastolischen Blutdruck kontrollieren. Dabei verursacht 

beispielsweise in Stresssituationen durch Ausschüttung von Adrenalin bzw. Noradrenalin die 

Kontraktion in diesen so genannten Widerstandsgefäßen eine Verringerung des 

Gefäßinnendurchmessers einhergehend mit einer Erhöhung des diastolischen Blutdruck-

wertes. 

Darüber hinaus erlaubt die lokale Kontrolle der arteriellen Gefäßweite nach dem Gesetz von 

Hagen-Poiseuille die Regulation des Blutflusses bzw. der Organperfusion. In diesem 

Zusammenhang führt beispielsweise im Rahmen körperlicher Arbeit, die über die verstärkte 

Herztätigkeit verursachte Erhöhung der axialen Druckdifferenz zu einer Steigerung des 

arteriellen Blutflusses. Dies führt über den auf die Endothelzellen (EC) wirkenden 

Schubspannungsanstieg zur Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO) aus diesen Zellen. NO 

wiederum wirkt auf die vSMCs als starker Vasodilator und induziert dadurch eine 

Aufweitung der Arterien. Dies ermöglicht nachfolgend eine Erhöhung des Blutflusses und 

senkt den Widerstand der Arterien, was letztlich die Sauerstoffversorgung des Gewebes, z.B. 

Muskulatur, im Rahmen einer körperlichen Anstrengung gewährleistet (Klinke 2009). 

1.1.3 Venen 

Venen werden aufgrund ihrer grundsätzlich andersartigen Funktion als Kapazitätsgefäße 

bezeichnet, da sie im Vergleich zu den Arterien große Volumina aufnehmen können bei 

einem nur geringfügigen Druckanstieg. Der Druck im Venensystem nimmt von den Venolen 

zu den großen herznahen Venen stetig ab. Beim stehenden Menschen bildet sich ein 

hydrostatischer Druckgradient, bei dem der Druck in den unteren Körperabschnitten stark 

ansteigt, während er in den oberen Körperpartien abfällt. 

Weiterhin zeichnen sich die Venen durch die innen liegenden Venenklappen aus. Diese 

hemmen den der Schwerkraft folgenden Rückfluss des Blutes und unterstützen somit den 

venösen  Rückstrom zum Herzen. Die Venenklappen verhindern ebenfalls, dass sich in den 

Venen befindliches Blut, speziell beim Sitzen oder Stehen, übermäßig in den Beinen zurück 

staut. Der venöse Rückstrom zum Herzen wird neben den Venenklappen auch durch die mit 

der Muskelpumpe zusammenwirkende Atempumpe und den Ventilebenenmechanismus 

unterstützt (Schünke, 2004, Klinke 2009) 
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1.2 Kontraktion von glatten Muskelzellen 

Kontraktion in vaskulären und pulmonalen glatten Muskelzellen kann über verschiedene 

Wege induziert werden, meist jedoch über Stimulation der Zellen mit einem 

Rezeptoragonisten, wie z.B. Noradrenalin oder Sphingosine-1-Phosphat. Hierbei bindet der 

vasoaktive Agonist an einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor (GPCR). Im Fall von 

Noradrenalin erfolgt die Signalweiterleitung über den Gq/11-Signalweg, der besonders zur 

Regulation des peripheren Widerstands und damit des Blutdrucks insgesamt wichtig ist. Über 

-Untereinheit von Gq/11 wird die Phospholipase C aktiviert, welche Phosphatidylinositol 

4,5-bisphosphat (PIP2) in Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) spaltet 

(Berridge 1984). Die Bindung von IP3 an die IP3-Rezeptoren des endoplasmatischen 

Retikulums (ER) bewirkt die Ausschüttung von Kalzium aus dem ER (Suematsu 1984, 

Somlyo 1985, Saida 1987). Das freigesetzte Kalzium bindet an Calmodulin, wodurch ein 

aktiver Kalzium/Calmodulin-Komplex entsteht, der die  Myosinleichtkettenkinase (MLCK) 

aktiviert. Die Kontraktion von glatten Gefäßmuskelzellen wird über die Phosphorylierung 

der leichten Kette des Myosins (MLC2) am Serin in der Position 19 durch die MLCK 

reguliert (Ikebe 1985, Kamm 1989). Die Dephosphorylierung findet durch die 

Myosinleichtkettenphosphatase (MLCP) statt. Die MLCP wird über den RhoA/ROCK (Rho-

Kinase) Signalweg aktiviert (Khalil 2010). Verschiedene Vasokonstriktoren, wie Angiotensin 

II, Endothelin-1oder Sphingosin-1-Phosphat, die an G-Proteingekoppelte Rezeptoren 

(GPCR) binden, führen nicht nur zu einer Gq/11-vermittelten intrazellulären 

Kalziumerhöhung sondern auch zu einer G12/13-abhängigen Aktivierung des RhoA/ROCK-

Signalwegs (Hilgers 2005,). Außerdem kann die GPCR-Bindung dieser Vasokonstriktoren so 

genannte Guaninnukleotid-Austauschfaktoren  (GEFs) aktivieren, die ebenfalls den 

RhoA/ROCK-Signalweg aktivieren. Dadurch kommt es zu einer Translokation von RhoA 

aus dem Zytosol an die Membran, womit die Interaktion mit weiteren in der Signalkette 

folgenden Proteinen wie ROCK erst möglich wird (Connolly 2011, Gong 1997). 
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Abbildung 2: Signalwege der Kontraktion in glatten Muskelzellen. Stimulation eines G-Protein gekoppelten 

Rezeptors (GPCR) führt zur Aktivierung von Phospholipase C (PLC). PLC spaltet PIP2 in DAG und IP3. IP3 

erhöht den intrazellulären Kalziumspiegel und aktiviert zusammen mit Calmodulin (CaM) die MLCK. Die 

anschließende Phosphorylierung von MLC durch die MLCK resultiert in einer Kontraktion der glatten 

Muskelzellen. DAG wiederum aktiviert die Proteinkinase C (PKC) die ihrerseits CPI-17 phosphoryliert. CPI-17 

phosphoryliert anschließend MLCP und reduziert damit dessen Aktivität. Stimulation des GPCRs bewirkt 

ebenfalls die Erhöhung der RhoGEF-Akivität wodurch RhoA aktiviert wird, ins Zytosol transloziert und die 

Rho-Kinase aktiviert. Rho-Kinase phosphoryliert MLCP und CPI-17, wodurch die MLC-Phosphorylierung 

erhöht wird (Jin 2006). 
 

ROCK hat verschiedene Substrate, welche die Aktinfaserbildung (z.B. LIM Kinase) und 

damit die Organisation des Zytoskeletts aber auch die Kontraktion (Myosinphosphatase 

target unit-1, Calponin) beeinflussen (Khalil 2010). Eines der wichtigsten Ziele für ROCK ist 

die Myosinphosphatase target unit-1 (MYPT-1). Über die Phosphorylierung von MYPT-1 

wird die MLCP-Aktivität inhibiert (Abb. 3). Dies führt zu einer erhöhten Phosphorylierung 

von MLC2 und damit zu einer verstärkten Kontraktion (Wirth 2010). Die Blockierung von 

ROCK mit Y27632 resultiert in einer Senkung des Blutdrucks in verschiedenen 

Bluthochdruckmodellen, während diese Behandlung nur geringen Einfluss auf den Blutdruck 

normotensiver Tiere zeigt (Uehata 1997).  

 Besonders die Aktivierung von RhoA und der damit zusammenhängenden Signalkaskaden 

sind für vaskuläre Erkrankungen wie Arteriosklerose und Hypertonie von Bedeutung. 

Hierbei reguliert die Rho-Familie unter anderem Migration, Proliferation, Kontraktion, 

Differenzierung und Genexpression von Endothel- und glatten Muskelzellen (Rolfe 2005); 

alles Prozesse, die im Rahmen vaskulärer Remodellierungsprozesse von großer Bedeutung 

sind. 
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Abbildung 3: RhoA/ROCK-Signalweg in 

glatten Gefäßmuskelzellen. Aktivierung von G-

Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) durch 

Vasokonstriktoren führt zur Aktivierung von 

RhoA. RhoA aktiviert ROCK und andere 

nachgeschaltete Proteine, wodurch 

verschiedener Effekte ausgelöste werden, wie 

z.B. die Beeinflussung des Kontraktions-

zustandes und die Remodellierung des Aktin-

Zytoskeletts (modifiziert nach Takai 2001). 

 

1.3 Pathophysiologische Veränderung von Blutgefäßen 

1.3.2 Hypertonie 

Die Hypertonie ist eine weitverbreitete Gefäßerkrankung, von der bis zu 40% der 

Erwachsenen in der westlichen Welt betroffen sind.  Die Entstehung eines Bluthochdrucks 

beruht in der Regel auf genetischen Ursachen und kann durch die Lebensweise verstärkt 

werden. Ein langfristig bestehender inadäquater oder nicht behandelter Bluthochdruck ist ein 

bedeutender Risikofaktor für die Entwicklung von Schlaganfall, Herzinfarkt und 

Herzinsuffizienz, welche zusammengenommen ca. 40% der Mortalität in der westlichen Welt 

ausmachen. 

 Es werden zwei verschiedene Arten der Hypertonie unterschieden, die primäre Hypertonie 

und die sekundäre Hypertonie. Während bei der primären Hypertonie, von der ca. 95% der 

Patienten betroffen sind und keine Grunderkrankung vorliegt, hat die sekundäre Hypertonie 

in der Regel eine organische Ursache. Ursache für die primäre Hypertonie ist in aller Regel  

eine polygenetische Prädisposition in Verbindung mit Umweltfaktoren, ungesunder 

Ernährung oder Bewegungsmangel (Middeke 2004). Nierenerkrankungen und damit eine 

einhergehende Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteronsystem sind die häufigste 

Ursache einer sekundären Hypertonie. Renin wird aus den Nieren freigesetzt und katalysiert 
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die Bildung von Angiotensin I aus Angiotensinogen. Das durch das Angiotensin-

Konvertierungsenzym (ACE) aus Angiotensin I gebildete Angiotensin II ist ein potenter 

Vasokonstriktor und spielt eine zentrale Rolle in der systemischen Blutdruckregulation (Weir 

1999). Darüber hinaus stimuliert Angiotensin II die Freisetzung von Aldosteron aus den  

Nebennieren und bewirkt damit eine Erhöhung des Blutvolumens, welches sich ebenfalls 

ungünstig auf den Blutdruck auswirkt. Besonders Angiotensin II und seine Rezeptoren (AT1) 

sind im Rahmen der Entstehung einer Hypertonie bereits gut untersucht. Neben einer 

Erhöhung des peripheren Widerstands stimuliert Angiotensin II die Proliferation von vSMCs 

sowie eine Reorganisation der extrazellulären Matrix (Fibrosierung) über Aktivierung des 

mitogen-activated protein kinase (MAPK)-Signalwegs in diesen Zellen (Savoia 2011).  ACE-

Inhibitoren und AT1-Rezeptorblocker (ARB) werden bereits seit längerer Zeit erfolgreich zur 

Behandlung des  Bluthochdrucks eingesetzt und verbessern die Überlebensrate (Weir 1999). 

Aber auch andere Vasokonstriktoren wie Noradrenalin, Endothelin-1 oder Sphingosine-1-

Phosphat spielen eine wichtige Rolle bei der Entstehung von Herz-Kreislauerkrankungen.  

1.3.3 Arteriogenese 

Bei der Arteriogenese handelt es sich um eine adaptive Remodellierung von Arteriolen zu 

kleinen Arterien. Betroffen sind hiervon in der Regel kollateral verlaufende Arteriolen nach 

Verschluss des wesentlich größeren Leitungsgefäßes. Der Verschluss der Arterie bewirkt 

durch die erhöhte axiale Druckdifferenz eine Steigerung des Blutflusses über die 

Kollateralgefäße. Dieser erhöhte Fluss führt zu einer Steigerung der Schub- ebenso wie der 

Wandspannung in den Kollateralgefäßen. Diese biomechanischen Einflüsse sind 

entscheidend für die Remodellierung der Kollateralgefäße und induzieren verschiedene 

Prozesse, die in einer Vergrößerung des Innendurchmessers und der Wanddicke resultieren. 

Ein wichtiger Faktor für die Arteriogenese ist eine verstärkte NO-Produktion in den 

Endothelzellen durch die erhöhte Schubspannung (Cai 2004, Schaper 2009). NO wiederum 

bewirkt eine Dilatation der Gefäße, wodurch entsprechend des Laplace-Gesetzes die 

Wandspannung ansteigt. Die erhöhte Wandspannung initiiert wahrscheinlich den 

eigentlichen Umbauprozess der Arteriolen (Abb. 4) unter anderem durch Aktivierung des 

Transkriptionsfaktors Aktivator Protein-1 (AP-1) (Demicheva 2008).  
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Abbildung 4: Einfluss der Schub- und Wandspannung auf die vaskuläre Remodellierung (modifiziert nach 

Lehoux 2006). 

1.3.4 Varikosis 

Über die Entstehung von Varizen und den Verlauf von Venenerkrankungen ist derzeit nur 

wenig bekannt, ca. 30% der Bevölkerung leiden jedoch unter einer Varikosis. Zur 

Entwicklung der Varikosis haben sich zwei verschiedene Theorien herausgebildet. Eine 

Theorie besagt, dass eine Dysfunktion der Venenklappen zu einem Reflux führt und damit zu 

einem erhöhtem Druck auf die Venengefäßwand. Eine weitere Theorie besagt, dass durch 

eine vorliegende Bindegewebsschwäche ein erhöhter Druck auf die Venenklappen ausgeübt 

wird und dadurch ein Reflux hervorgerufen wird. In jedem Fall führt der Reflux zu einem 

venösen Druckanstieg und den daraus resultierenden Gefäßwandveränderungen. Variköse 

Venen sind gekennzeichnet durch ihr Korkenzieherartiges und dünnwandiges Erscheinen, 

sowie einen vergrößerten Durchmesser. Auch Veränderungen in der extrazellulären Matrix 

und der Aktivität von Endothel- und glatten Muskelzellen sind in varikösen Venen 

beschrieben (Wali 2002). Folge der Varikosis ist durch den verringerten Fluss und die 

dadurch noch weiter gesenkte NO-Bildung  ein erhöhtes Thrombose- bzw. Embolierisiko. 

Auch Ödeme und Hautekzeme sind oft Folgen einer Varikosis (Vanhoutte 1997, Anderson 

2008).      
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1.4 Vaskuläre Remodellierung 

Bei langfristiger Erhöhung des Blutflusses oder Blutdrucks erfolgt in der Regel eine 

Remodellierung der Gefäßwand einschließlich der extrazellulären Matrix. Es wird 

angenommen, dass dies der Erhaltung einer konstanten Schub- und Wandspannung dient. 

Eine chronische Erhöhung des Flusses, registriert von den Endothelzellen führt z.B. zu einer 

Vergrößerung des Gefäßinnendurchmessers und damit zu einer Erhöhung der Wandspannung 

(Unthank 1996). Der Umbau der extrazellulären Matrix erfolgt unter anderem durch 

Aktivierung von Matrix-Metalloproteinasen (MMP) und ist notwendig, um ein größeres 

Lumen zu erhalten (Haas 2007). Eine Steigerung des Blutdrucks, die von Endothel- aber 

auch von glatten Gefäßmuskelzellen, z.B. über Ionenkanäle oder Integrin-

Matrixwechselwirkungen wahrgenommen werden kann, führt meist zu einer Verdickung der 

Gefäßwand, um die gestiegene Wandspannung zu kompensieren.  Auch ist hierbei eine 

Erhöhung des Kollagen- und Elastingehalts nachweisbar (Wagenseil 2009, Lehoux 2006).  

Welche Rezeptoren die Schubspannung oder die Wandspannung messen ist dabei noch nicht 

vollständig geklärt. Das Zytoskelett und die extrazelluläre Matrix, sowie Ionenkanäle und 

Integrine sind aber an der Mechanotransduktion beteiligt. Integrine können über die 

extrazelluläre Matrix Veränderungen in der Wandspannung aufnehmen und aktivieren 

anschließend über die Focal Adhesion Kinase (FAK) den MAPK-Signalweg (Lehoux 1998). 

MAPK wiederum beeinflussen die Aktivität von Transkriptionsfaktoren wie CREB  (cAMP-

response binding protein), Serum Response Factor (SRF) oder AP-1 (Kyriakis 2001, Adams 

2000, Karin 1996). Dehnung kann durch die autokrine Freisetzung von Wachstumsfaktoren 

auch indirekt die Genexpression regulieren. Die freigesetzten Wachstumsfaktoren binden 

anschließend an ihre entsprechenden Rezeptoren, die nachfolgend die Proteinkinase C 

aktivieren wodurch wiederum der MAPK-Signalweg aktiviert wird. AP-1 z.B. reguliert 

verschiedene zelluläre Prozesse, unter anderem die Proliferation über die Regulation von 

Cyclin D1 (Shaulian 2001), aber auch die Expression von z.B. MCP-1 oder MMPs, 

Genprodukte deren Expression beispielsweise in remodellierenden Arterien während der 

Arteriogenese hochreguliert ist (Xie 2009, Demicheva 2008, Cai 2004).  

Ein weiterer wichtiger Faktor während der vaskulären Remodellierung ist der erhöhte 

oxidative Stress in der Arterienwand. Oxidativer Stress ist definiert als ein Überschuss von 

Oxidantien (z.B. ROS) gegnüber den Antioxidantien (z.B. Glutathion). Oxidativer Stress 

stört redoxabhängige Signalwege, insbesondere die des vasoprotektiven NO-Signalwegs. 

Superoxid Anionen reagieren mit NO und inaktivieren dieses. Dadurch werden die anti-
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inflammatorischen und vasodilatorischen Effekte von NO gestoppt und die Bildung von 

Peroxynitrit gefördert. Peroxinitrit zählt ebenfalls zu den Oxidantien und verstärkt somit den 

oxidativen Stress. Zusätzlich zur Inaktivierung von NO können ROS auch direkt zur 

vaskulären Remodellierung beitragen, indem sie die Oxidierung wichtiger Signalproteine, 

wie Kinasen (z.B. MAPK) und Phosphatasen (z.B. Tyrosinphosphatasen) bewirken wodurch 

die Funktion dieser beeinträchtigt wird (Drummond 2011, Knock 2011, Xu 2006). 

Dehnung der vSMCs resultiert nicht nur in einer Remodellierung der extrazellulären Matrix, 

sondern auch in einer Phänotypänderung der Zellen. In einem gesunden Gefäß zeigen die 

vSMCs einen differenzierten/kontraktilen Phänotyp. Bei Aktivierung von Transkriptions-

faktoren z.B. durch Dehnung, erfolgt eine Dedifferenzierung zum synthetischen Phänotyp. 

Dieser ist gekennzeichnet durch eine gesteigerte Proliferations- und Proteinsyntheseaktivität. 

Über Markerproteine wie Calponin und Smooth Muscle Myosin Heavy Chain (SM-MHC) 

lässt sich der Phänotyp der glatten Gefäßmuskelzellen beschreiben. Im kontraktilen Zustand 

ist die Expression dieser Proteine deutlich höher als beim synthetischen Phänotyp (Albinsson 

2004, Stegemann 2004).  Die beschriebene Phänotypänderung gilt als entscheidender Schritt 

bei der Initiierung vaskulärer Remodellierungsprozesse. 

1.5 G-Protein vermittelte Signaltranduktion 

Die durch heterotrimere G-Protein-vermittelte Signaltransduktion ist bei vielen zellulären 

Antworten von entscheidender Bedeutung.  Abhängig vom Rezeptor, dem G-Protein und 

dem nachgeschalteten Effektor können verschiedenste zelluläre Prozesse reguliert werden. 

Durch Bindung eines Agonisten an den GPCR findet ein Austausch von GDP zu GTP an der 

-Untereinheit des G-Proteins statt. Nach der Bindung von GTP dissoziieren die -

Untereinheit und die -Untereinheiten. Die aktive -Untereinheit ist jetzt in der Lage, einen 

oder mehrere intrazelluläre Effektoren zu aktivieren. Das Beenden der Signalweiterleitung ist 

abhängig von der Hydrolyse des gebundenen GTP zu GDP (Abb. 5). Die -Untereinheit 

besitzt eine intrinsische Hydrolyseaktivität, die durch die Bindung von Regulator of G-

Protein Signalling (RGS)-Proteinen und deren GTPase accelerating activity (GAP)-Aktivität 

erhöht werden kann (Bansal2007). Durch die erhöhte Hydrolyse wird die Signalweiterleitung 

in die Zelle gestoppt. RGS-Proteine fungieren insofern in der Regel als negative Regulatoren 

G-Protein-abhängiger Signalwege.  
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Abbildung 5: Der GTPase-Zyklus von heteotrimeren G-Proteinen. Der GTPase Zyklus ist in 4 Schritte 

unterteilt. 1– Ruhezustand: In Abwesenheit eines Agonisten ist der GPCR an das inaktive G-Protein gekoppelt. 

2- Agonist vermittelte Aktivierung: Aktivierung des Rezeptors führt zur Freisetzung von GDP und Bindung von 

GTP an die -Untereinheit des G-Proteins. 3- Aktivierung der nachgeschalteten Signalwege: Die Bindung von 

GTP bewirkt sie Separierung der - und der -Untereinheiten und Aktivierung der nachgeschalteten 

Effektoren. 4- Beenden des Signals: Die Signalweiterleitung wird beendet durch die intrinsische GTPase-

Aktivität der Untereinheit. RGS-Proteine erhöhen die GTPase-Aktivität erhöhen (Bastin 2011). 

 

1.6 RGS-Proteine 

RGS-Proteine stellen eine große, diverse Familie multifunktioneller Proteine dar, die alle 

eine konservierte RGS-Domäne besitzen. Über diese RGS-Domäne können sie direkt die 

aktivierte -Untereinheit heterotrimerer G-Proteine binden und so die nachgeschalteten 

Signalwege modulieren. RGS-Proteine wirken als GTPase Aktivierungs-Proteine (GAP) und 

sind in der Lage die intrinsische Hydrolyseaktivität der -Untereinheit bis zu 1000fach zu 

erhöhen (Kozasa 1998, Hepler 1997, Hunt 1996) und dadurch die Signalweiterleitung zu 

blockieren bzw. zu beenden. Die Gruppierung der RGS-Proteine in 6 Subfamilien erfolgte 

aufgrund der Aminosäuresequenz in den RGS-Domänen und korreliert mit ihrer Struktur und 

Funktion (Hollinger 2001). Die RGS-Proteine der B/R4 Familie haben bis auf RGS3 eine 
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Größe von 20-30 kDa und enthalten nur die RGS-Domäne, die von kurzen N- und C-

terminalen Regionen flankiert ist (Abb.6). Die Gene für RGS2, 4 und 5 kodieren, wurden 

interessanterweise in einem Quantitative Trait Loci (QTL) gefunden, der mit der Hypertonie 

in Verbindung gebracht wird (Gu 2009). Experimente mit RGS-Knockoutmäusen legen 

darüber hinaus einen direkten Zusammenhang zwischen RGS-Expression und 

Blutdruckregulation nahe (Tsang 2010, Tang 2003). 

RGS2, 4 und 5 werden in vSMCs und Kardiomyozyten verstärkt exprimiert und mit 

verschiedenen kardiovaskulären Erkrankungen assoziiert (Tokudome 2008, Gross 2005, Li 

2004, Tang 2003, Zhang 1998). Sie zeigen eine teils überlappende Spezifität für bestimmte 

G-Proteine, insbesondere die G-Proteine Gi und Gq und die durch diese angeschalteten 

Signalwege, wie z.B. den PLC, RhoA/ROCK-Signalweg. Neben ihrer klassischen Funktion 

als GAPs können die RGS-Proteine auch andere Proteine, wie z.B. die Phosphoinositid-3-

Kinasen (PI3) und deren nachgeschaltete Signaltransduktion beeinflussen. 

 

 
Abbildung 6: Klassifizierung der RGS (Regulator of G-Protein Signaling) Proteine. RGS-Proteine werden 

anhand ihrer Proteinstruktur in verschiedene Subtypen eingeteilt (Bansal 2007). 
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1.7 Aufgabenstellung 

Die zellulären Mechanismen, die zur Entstehung kardiovaskulärer Erkrankungen beitragen, 

sind bis heute nicht vollständig verstanden, obwohl sie nach wie vor die Haupttodesursachen 

in der westlichen Welt darstellen. Daher ist das Verständnis dieser Mechanismen von 

entscheidender Bedeutung für die Entwicklung neuer Behandlungsstrategien.      

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, welche biomechanischen Kräfte die venöse 

Remodellierung im Rahmen der Varizenbildung beeinflussen und welcher Transkriptions-

faktor für die Initiierung dieses Prozesses verantwortlich ist. Zu Beginn war bereits bekannt, 

dass eine erhöhte Wandspannung und damit die Dehnung von glatten Gefäßmuskelzellen den 

Transkriptionsfaktor AP-1 aktiviert und die Remodellierung präexistenter kollateraler 

Arteriolen zu kleinen Arterien einleitet (Demicheva 2008). Daher sollte untersucht werden, 

ob bei der venösen Remodellierung ein ähnlicher Mechanismus vorliegt.  

Im Zusammenhang mit der dehnungsinduzierten Aktivierung von AP-1 sollte des weiteren 

herausgefunden werden, welche Rolle die Junb-Untereinheit des Transkriptionsfaktors bei 

der Bluthochdruck-assoziierten arteriellen Remodellierung spielt. Durch den Einsatz eines 

tierexperimentellen Hypertoniemodells sollte unter anderem untersucht werden, welche 

Zielmoleküle über Junb in vSMCs reguliert werden. Ferner war die Generierung einer glatt-

muskelzellspezifischen induzierbaren Junb-Knockout Maus geplant, um die funktionelle 

Bedeutung von Junb in vSMCs in vivo genauer zu analysieren. 

Auf Basis der Ergebnisse des Hypertoniemodells sollten vorrangig Mechanismen analysiert 

werden, die zu einer Änderung des glatten Muskelzellphänotyps während der 

Gefäßremodellierung beitragen und somit auch deren Kontraktilität bzw. den Widerstand des 

untersuchten Blutgefäßes beeinflussen. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Chemikalien 

Allgemeine Chemikalien wurden von den Firmen Merck (Darmstadt), Sigma-Aldrich 

(Steinheim), Roth (Karlsruhe) oder Roche (Mannheim) bezogen. 

2.2 Verbrauchsmaterial 

Plastikmaterial für die Zellkultur und die molekularbiologischen Arbeiten wurde von den 

Firmen Eppendorf (Hamburg), TPP (Trassdingen, Schweiz), Greiner (Frickenhausen), BD 

Falcon (Heidelberg), Nunc (Langenselbold) und Sarstedt (Hannover) bezogen. 

2.3 Mausoperation/-präparation 

Apparatur/Substanzen Typenbezeichnung/ 

Bestellnummer 

Hersteller 

Blutdruckmessgerät LE 5001 Pressure meter Panlab 

Narkosegerät HNG 6  Hölzel 

OP-Mikroskop M650 Wild Heerbrugg 

Isofluran  Baxter 

Tamoxifen  Apotheke Uniklinikum 

Desoxycorticosterone Acetate 

 (DOCA) 

M-121 Innovative Research of 

America 

Nahtmaterial EH74356 (7-0) 

EH74346 (6-0) 

Ethicon 

Isotone NaCl-Lösung  Braun 

Enthaarungscreme  Pilca 

Kanülen Hypothermic Needle 27G 

Venofix A 25G 

Jelco 

Braun 

Rimadyl (50mg/ml)  Pfizer 

Spritzen (1 ml) 300013 BD Plastipak 

Präparierbesteck  Pinzette, Schere WPI 

OP-Besteck  Pinzette, Schere F.S.T. 

Peristaltikpumpe  Ismatec 
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Augen- und Nasencreme  Bepantene 

Partikel (Künstlerfarbe-bordeaux) 3 18 Schmincke 

Hautantiseptikum, 

Kodan tinktur forte 

 Schülke 

Emulsion-Unguentum emulsificans  Apotheke Uniklinikum 

2.3.1 Perfusion 

Apparatur/Substanzen Typenbezeichnung/ 

Bestellnummer 

Hersteller 

Inkubator innova co-48 New Brunswick Scientific 

Myograph 202CM Danish Myo Technology 

Pressure regulator unit  Danish Myo Technology 

Stereomikroskop M5-51845 Wild Heerbrugg 

Kapillaren Polyimide tubing 34 AWG 

B000PHEZRW 

Small Parts 

Pinzetten Dumont #5 WPI 

Federschere McPherson-

Vannas Scissors 

WPI 

CO2-independent Medium 18045-054 Invitrogen 

2.3.2 Mauslinien 

Konditionalen Junb.Knockout Prof. Peter Angel, DKFZ, Deutschland 

RGS5-Knockout Dr. Ruth Ganss, Western Australian Institut 

for Medical Research, Australien 

Dr. Christer Betsholtz, Karolinska Institut, 

Schweden 

Junb-flox Prof. Peter Angel, DKFZ, Deutschland 

Junb-∆/WT  Prof. Peter Angel, DKFZ, Deutschland 

SM-MHCCre Prof. Stefan Offermanns, MPI für Herz-und 

Lungenforschung, Deutschland 
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2.4 Zellkultur von humanen und murinen glatten Gefäßmuskelzellen 

Apparatur Typenbezeichnung Hersteller 

Inkubator Function line 

innova® co-170 

Heraeus Instruments 

New Brunswick Scientific 

Sterilbank Hera safe Thermo Scientific 

Zentrifuge Universal 32 Hettich Zentrifugen 

Mikroskop Axiovert 25 Zeiss 

Wasserbad E11 Dinkelberg analytics 

Fluorimeter fmax 

Filtersatz TRITC  

λex 544 nm, λem 590 nm 

Molecular Devices 

Muskelzellmedium (DMEM) 21885108 Gibco 

OptiMEM 31985 Gibco 

HBSS-/- w/o Ca & Mg,  

w/o Phenolrot 

H15 009 PAA 

HBSS+/+ with Ca & Mg,  

w/o Phenolrot 

H15 008 PAA 

Fetales Kälberserum (FCS) 105000064 Invitrogen 

0,05 % Trypsin/EDTA 25300 Gibco 

Penicilin/Streptamycin (PS) 15070063 Invitrogen 

Fungizon (F) 15290026 Invitrogen 

Collagenase C0130 Sigma 

Präparationsbesteck  

(Schere, Pinzette) 

 FST 

MATra-si Reagent 7-2021-100 IBA 

Magnetplatte  IBA 

Deckgläschen, 

ø18 mm #1 rund 

0111580 Marienfeld 

GmbH 

96-Well Microplatte,  

F-Boden, schwarz, µClear 

655090 Greiner 

Quest Rhod-4TM, AM 21121 AAT Bioquest 

Pluronic F-127 20050 AAT Bioquest 
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2.4.1 Stimulatoren/Inhibitoren 

Substanzen Bestellnummer Hersteller 

8-pCPT-cGMP C009-10E BioLog 

Angiotensin II  A6402 Sigma 

Bradykinin B3259 Sigma 

Endothelin-1 E7764 Sigma 

NONOate A5581  Sigma 

Noradrenalin A7257 Sigma 

ROCK-Inhibitor (Y27632) Y0530 Sigma 

Sphingosine-1-phosphat 62570 Sigma 

2.4.2 siRNA/Desoxyoligonucleotide 

Substanz Sequenz/Bestellnummer Hersteller 

neg. si RNA 1027280 Qiagen 

RGS5 - siRNA sense: CCUGAAGUCUGAAUUCAGU 

antisense: CCAUGAAUGUGGACUGGCA 

Sigma 

Junb - siRNA ON-Target SMARTpool 

L-003269-00-0005 

Thermo Scientific 

AP-1 dODN 5’-G*T*G*CTGACTCAG*C*A*C-3’ Biomers 

AP-1 mut dODN 5’-G*T*G*CTGACTCAG*C*A*C-3’ Biomers 

CEBP dODN 5’- T*G*C*AGATTGCGCAATCT*G*C*A-3’ Biomers 

CEBP mut dODN 5’- T*G*C*AGAGACTAGTCTCT*G*C*A-3’ Biomers 

2.4.3 Adenoviren 

Alle verwendeten Adenoviren wurden von Prof. Wieland (Universität Heidelberg, 

Inst. Für experimentelle Pharmakologie) zur Verfügung gestellt. 

Virus Konzentration 

AV-GFP 2,79 x 1010 pfu/ml 

AV-RGS5 1,44 x 109 pfu/ml 

AV-RGS4 1,54 x 109 pfu/ml 

AV-RGS16 1,79 x 109 pfu/ml 

AV-LSC-RGS 2,97 x 108 pfu/ml 
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2.5 Molekularbiologische Methoden 

Apparatur/Substanzen Typenbezeichnung/ 

Bestellnummer 

Hersteller 

Sonograph UP 50H Dr. Hielscher 

Heizblock HBT-1 131 HLC 

Vortex Reax Top Heidolph Instruments 

Zentrifugen Pico 21 centrifuge 

MIKRO 22R 

Heraeus 

Hettich Zentrifugen 

Light Cycler Light Cycler Roche 

PCR-Cycler Tpersonal Biometra 

Power Supply Power Pack P25 Biometra 

Agarosegel-Kammern  peqLab 

Geldokumentation Quantity One  Biorad 

RNeasy Mini Kit 74106 Qiagen 

peqGold Total RNA Kit 12-6634-02 Peqlab 

Omniscript RT Kit 205113 Qiagen 

Sensiscript RT Kit 205213 Qiagen 

OligodT-Primer C110A Promega 

Top Taq 111105 Bioron 

SuperHot Taq 119010 Bioron 

Desoxnucleotidtriphosphat dNTP 110002 Bioron  

QuantiTect SYBR Green 

PCR-Kit 

204145 Qiagen 

LightCycler Kapillaren 04 929 292 011 Roche 

Ethidiumbromid 7870.1 Roth 

Agarose, , 1-2% in TBE A8963 AppliChem 

Mercapthoethanol 444203 Merck  
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2.5.1 Primer-human 

Alle verwendeten Primer wurden bei Invitrogen bestellt. 

Primer Sequenz 

RPL-32 for: 5’ AGG CAT TGA CAA CAG GGT TC 3’ 

rev: 5’ GTT GCA CAT CAG CAG CAC TT 3’ 

RGS5 for: 5’ GGT GGA ACC TTC CCT GAG CAG C 3’ 

rev: 5’ AGA GCG CAC AAA GCG AGG CA 3’ 

Junb for: 5’ GCC GCC CGG ATG TGC ACT AA 3’ 

rev: 5’ ACT GTC CCG GGG GTG TAG GC 3’ 

2.5.2 Primer-Maus 

Primer Sequenz Annealing 

Temperatur 

Zyklenzahl 

RPL32 for: 5’ GGG AGC AAC AAG AAA ACC AA 3’ 

rev: 5’ ATT GTG GAC CAG GAA CTT GC 3’ 

60 °C 25 

RGS5 for: 5’ CTG GCA GCT CTG CCG CAC TCA 3’ 

rev: 5’ AGC CTC TGG GCA TCC TCC CTT GA 3’ 

52 °C 33 

RGS4 for: 5’ GCC GGC TTC CTG CCT GAG GAG 3’ 

rev: 5’ ACC AGG GAA GTG CAG TCT GCA 3’ 

54 °C 35 

RGS16 for: 5’ CAG AGC TGA GCT CCG ATA CTG GGG 3’ 

rev: 5’ GGG TGC AGA GGT GGA AGT GGC CGA 3’ 

54 °C 30 

RGS2 for: 5’ CGG CCC CAA GGT CGA GGA GA 3’ 

rev: 5’ TGG GCT TCC CAG GAG CAG AGG 3’ 

63 °C 35 

Gnaq for: 5’ AAG CCC GGA GGA TCA ACG AC 3’ 

rev: 5’ CGC GCT TGT CTT CGT CAG AGT 3’ 

52 °C 30 

Gnai for: 5’ GAC TTC GGA GAC TCT GCT CGG 3’ 

rev: 5’ ACT GTC TTT CCA CAG TCT CTT T 3’ 

55 °C 30 
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2.6 Immunhistochemische Methoden 

Apparatur Typenbezeichnung Herst

eller 

Rotormikrotom RM215RT Leica 

Kryostat HM500 O Microm 

Wasserbad  Leica 

Trockenschrank U40 Memmert 

Paraffinbad EG1120 Leica 

Mikroskop CX31 Olympus 

Immunfluoreszenz Axiovert S100TV 

Filtersatz (FITC/TRITC/DAPI) 

FITC λex 460-500 nm, λem 515 nm LP 

TRITC λex 525-550 nm, λem 580-635 nm 

DAPI λex 340-380 nm, λem 435-485 nm 

Zeiss 

 Axiovert 200M 

Filtersatz (GFP/TRITC/Cy5/DAPI) 

GFP λex  470-540 nm, λem 525-550 nm 

TRITC λex 535-550 nm, λem 610-675 nm 

Cy5 λex 692-740 nm, λem 628-640 nm 

DAPI λex 350-450 nm, λem 460-550 nm 

Zeiss 

Chroma 

Technology Corp. 
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2.6.1 Primärantikörper 

Antikörper Bestellnummer Hersteller 

rabbit anti-Calponin ab46794 Abcam 

rat-CD31 sc-18916 Santa Cruz 

rabbit anti-Collagen I ab34710 Abcam 

rabbit anti-Collagen IV ab19808 Abcam 

rabbit-ant-Desmin 13733 Dianova 

rabbit anti-Fibronectin ab23750 Abcam 

rabbit anti-Ki67 ab833 Abcam 

rabbit anti-MLC2 #3672 Cell Signaling 

Alexa Fluor 568 phalloidin A12380 Invitrogen 

rabbit anti-PCNA ab2426 Abcam 

rabbit anti-pMLC2 #3671 Cell Signaling 

chicken  anti-RGS5 GW22900 Sigma 

rabbit anti-RGS5 HPA001821 Sigma 

2.6.2 Sekundärantikörper  

Antikörper Bestellnummer Hersteller 

Donkey anti-rabbit-IgG-Cy3 711-166-152 Dianova 

Donkey anti-chicken-IgG-Cy3 703-165-155 Dianova 

Goat anti-rat-IgG-Cy3 112-165-071 Dianova 

Donkey anti-chicken-IgG-Alexa-Fluor 488 703-545-155 Dianova 

Donkey anti-rat-IgG-DyLight 488 712-485-153 Dianova 

Goat anti-rabbit-IgG-DyLight 649 111-495-006 Dianova 

DAPI (4′,6-Diamidin-2-phenylindol) D1306 Invitrogen 
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2.6.3 Puffer und Lösungen 

Puffer Zusammensetzung pH 

Blockierlösung - 1 50 mM Tris-HCl 

0,25 % Casein 

15 mM 

Natriumazid 

0,1  BSA 

pH 7,6 

Blockierlösung - 2 50 mM Tris-HCl 

1 % BSA 

pH 7,6 

Locke-Ringer-Lösung 154 mM NaCl 

5,6 mM KCL 

2,4 mM CaCl2 

6,0 mM NaHCO3 

5,6 mM Dextrose 

0,1 % Adenosin 

0,05 % BSA 

pH 7,4 

Mowiol 0,1 M Tris-HCl 

10 % Mowiol 4-88  

25 % Glycerin 

2,5 % DABCO 

pH 8,5 

PBS  140 mM NaCl 

2,7 mM KCl 

31,5 mM Na2HPO4 

1,5 mM KH2PO4 

pH 7,5 

PBST PBS mit 0,05% 

Tween-20 

pH 7,5 

TBS 50 mM Tris-HCl 

150 mM NaCl 

pH 7,5 

TBST TBS mit 0,05% 

Tween-20 

pH 7,5 

TBE 90 mM Tris-HCl 

73 mM Borsäure 

3 mM EDTA 

pH 7,5 
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Tyrode Puffer 139 mM NaCl 

2,7 mM KCl 

1,8 mM CaCl2 

0,49 mM MgCl2 

11,9 mM NaHCO3 

0,4 mM NaH2PO4 

5,5 mM Glucose 

pH 7,4 

Zink-Fixans 0,1 M Tris.HCl 

2,8 mM Ca(C2H3O)2 

22 mM Zn(O2CH3)2 

36 mM ZnCl2 

pH 7,4 

Paraformaldehyd (PFA) 4%  

  

2.7 Genotypisierung der Knockout-Mauslinien 

2.7.1 Primer 

Primer Sequenz Annealingtemp. 

Junb-flox B1: ATC CTG CTG GGA GCG GGG AAC TGA GGG AAG 

B6: AGA GTC GTC GTG ATA GAA AGG C 

55 °C 

Junb-delta B50: AGC CCA GCA GCG CCT TTA CG 

B51: CGC CGC GCA AGC CCC CTT CT 

59 °C 

Junb-

knockout 

B15: CCC GTC TAC ACC AAC CTC AGC AGT 

B16: GGG GGC CAT GTA AAC CT 

55 °C 

SM-MHC 

Cre 

SMWT1: TGA CCC CAT CTC TTC ACT CC 

SMWT2: AAC TCC ACG ACC ACC TCA TC 

phCreAs1: AGT CCC TCA CAT CCT CAG GTT 

58 °C 

RGS5 RGS5-Ex1: ATG TGT AAG GGA CTG GCA GCT C 

RGS5-2: CAG CGC TCT GGT ACT CTG TAT A 

RGS5-B: CCT GAT TAG GAC TTG TTG GGC 

60 °C 
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2.7.2 Antikörper 

Antikörper Bestellnummer Hersteller 

rabbit anti-Cre 69050-3 Novagen 

mouse anti-Junb sc-8051 Santa Cruz 

rabbit anti-Junb ab31421 Abcam 

2.7.3 Puffer 

Puffer Zsammensetzung pH-Wert 

Lyse-Puffer (Mausschwanz) 10 mM  Tris-HCl  

50 mM KCl 

1,5 mM MgCl2 

10 % NP-40 

10 % Tween 20 

pH 8,3 

10 x GB Puffer 670 mM Tris 

166 mM (NH4)2SO4 

67 mM MgCl2 

50 mM β-Mercaptoethanol 

67 µM EDTA 

pH 8,8 

Fixierlösung 0,1 M PBS 

5 mM EGTA 

2 mM MgCl2 

0,2 % Glutaraldehyd 

pH 7,3 

Waschlösung  0,1 M PBS 

5 mM EGTA 

2 mM MgCl2 

0,01 % Na-Deoxycholat 

0,02 % NP-40 

pH 7,3 
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Färbelösung  0,1 M PBS 

5 mM EGTA 

2 mM MgCl2 

0,01 % Na-Deoxycholat 

0,02 % NP-40 

10 mM K3[Fe(CN)6] 

10 mM K4[Fe(CN)6] 

0,5 mg/ml X-Gal 

pH 7,3 
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METHODEN 

2.8 Tiermodelle 

Alle Tierversuche wurden mit Genehmigung des Regierungspräsidiums Karlsruhe 

durchgeführt (G 51-07, G43-06, T 19/07) und fanden unter Isofluran-Narkose statt. 

2.8.1 Herstellung der dODN Emulsion 

Für die Herstellung der dODN-Emulsion wurde zuerst die Oligonucleotide hybridisiert. 

Forward und reverse ODNs wurden in gleichen Mengen gemischt und für 5 min bei 95 °C im 

Wasserbad erhitzt. Die Abkühlung auf ca. 30°C erfolgte langsam im gleichen Wasserbad. Die 

Hybridisierung wurde mittel eines 2,5 %igen Agarosegels überprüft. 

 

2 µl dODN 

8 µl Wasser 

5 µl Probenpuffer 

 

Für die Emulsion wurden 400 µg Unguentum emulsificans eingewogen und mit 100 µl einer 

100 µM hybridisierten dODN-Lösung gut vermischt. 

2.8.2 Ligatur einer zentralen Vene der Mausohrmuschel 

Für die Ligation einer Ohrmuschelvene wurden mindesten 12 Wochen alte NMRI-Mäuse 

verwendet. Um die Remodellierung von Venen in einem Musmodell zu untersuchen, wurde 

auf eine Modifizierung der Technik von North und Sanders  (1) zurückgegriffen.  Zuerst 

wurden alle Haare mittels Enthaarungscreme von der Ohrmuschel entfernt. Die 

Unterscheidung zwischen Venen und Arterien wurde makroskopisch vorgenommen. Die 

Venen wiesen den größeren Gefäßdurchmesser auf und zeichneten sich durch ihre deutlich 

dunkelrote Färbung aus.  Die Ligation der Vene erfolgte durch Abbinden der Vene mit einem 

chirurgischen Seidenfaden, wobei versucht wurde, dass die benachbarte Arterie nicht zu 

komprimieren. Der Verlauf der Venenremodellierung wurde jeden zweiten Tag fotographisch 

festgehalten. Wurden die Ohrmuscheln mit einer dODN-Emulsion behandelt, wurde diese am 

Tag vor der Operation und anschließend jeden zweiten Tag aufgetragen. Pro Ohr wurden ca. 

40 µg Emulsion verwendet, was einer Konzentration von 5 µM entspricht. 7 Tage nach 
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Ligation der Ohrmuschelvene wurden die Tiere nach CO2-Narkose durch zervikale 

Dislokation getötet, das Blut über Perfusion der Maus mit Ringerlösung entfernt und die 

Ohren in Zink-Fixans für Immunfluoreszenzanalysen fixiert. Für die Perfusion der Maus 

wurde zunächst das Herz freigelegt und die rechte Herzkammer aufgeschnitten. Die Perfusion 

mit Ringerlösung in die linke Herzkammer mit einem Venenpunktionsbesteck erfolgte mit 

gleichmäßigem Druck ca. 120 mm Hg, der über eine Peristaltikpumpe gewährleistet wurde. 

2.8.3 DOCA-salt Bluthochdruckmodell und Blutdruckmessung 

Die Induktion eines Bluthockdruckes wurde mit Hilfe der Behandlung von Mäusen mit 

DOCA-Salz gewährleistet. Hierbei wurde im Nacken von mindestens 12 Wochen alten 

C57/BL6 und Junb-defizienten Mäusen nach Entfernung der Haare ein DOCA-Salz Pellet laut 

Herstellerangaben subkutan implantiert. Dieses Pellet gab über eine definierte Zeit 

kontinuierlich das DOCA-Salz (ca. 10 mg/10 g Körpergewicht) ab. Zusätzlich wurde den 

Mäusen 5 mg/kg Rimadyl zur Schmerzstillung direkt nach der Operation und nach Bedarf 

subkutan injiziert.  

Zur Blutdruckmessung wurden die Mäuse leicht mit Isofluran narkotisiert und der Blutdruck 

am Schwanz nicht-invasiv über die tail cuff Methode nach 2, 7, 14 und 21 Tagen bestimmt. 

Es wurden mindestens 5 konsekutive Messungen vorgenommen, wobei sich der systolische 

Blutdruck um nicht mehr als + 5 mm Hg unterscheiden sollte. 

10 bzw. 21 Tage nach Induktion des Hochdrucks wurden die Mäuse nach CO2-Narkose 

mittels zervikaler Dislokation getötet und anschließend mit Ringerlösung perfundiert und die 

Femoralarterie präpariert und in Zinkfixans fixiert.  

2.8.4 Hindlimb Ischemia Modell 

Für das Hindlimb Ischemia Modell wurde bei mindestens 12 Wochen alten C57/BL6 und 

RGS5-defizienten Mäusen die Femoralarterie direkt distal zur Arteria profunda ligiert. Dazu 

wurde nach lokaler Rasur des Operationsfeldes ein kleiner Einschnitt (3-5 mm) in die Haut 

vorgenommen, um den proximalen Teil der Femoralarterie zu erreichen. Nach vorsichtiger 

Freilegung der Arterie wurde die Ligatur mit Hilfe von Wundnahtmaterial verschlossen. 7 

Tage nach Ligation wurden die Mäuse nach CO2-Narkose durch zervikale Dislokation getötet.  

Für die Visualisierung des arteriellen Gefäßsystems wurden die Mäuse zuerst mit 

Ringerlösung und anschließend mit Färbelösung, die die Kapillaren nicht passieren kann, 

perfundiert. Die Hinterbeine wurden über Nacht in Zink-fixans gelagert und danach in einer 

aufsteigenden Ethanolreihe (70 %, 85 %, 96 %, Isopropanol) für jeweils 2 h entwässert. 
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Anschließend wurde das Gewebe in einer 1:1 Benzylalkohol und Benzyl-Benzoate Mischung 

über Nacht inkubiert. Nach Inkubation erscheint das Gewebe transparent und die mit 

Färbelösung versehenen Arterien konnten direkt analysiert werden.  

Für Immunfluoreszenzanalysen wurden die Mäuse 7 Tage nach Ligation mit Ringerlösung 

und anschließend mit Zinkfixans perfundiert. Nach präparation des Oberschenkelmuskels 

wurde dieser über Nacht in Zinkfixans fixiert und am nächsten Tag in einer aufsteigenden 

Ethanolreihe (70 %, 85 %, 96 %, Isopropanol) für jeweils 2 h entwässert.  Anschließend 

wurde der Muskel in Paraffin eingebettet und immunhistochemisch analysiert. 

2.8.5 Perfusion und Stimulation isolierter Gefäße 

Für die Perfusion von Arterien bzw. Venen wurden C57/BL6, Junb-defiziente und RGS5-

defiziente Mäuse per zervikaler Dislokation getötet und die Mesenterialarterien oder die 

Facialvene präpariert. Jeweils 3-4 Mesenterialarterien 2. und 3. Ordnung wurden vom 

Fettgewebe befreit und in einer Kammer des Myograph-Systems kannuliert.  

Für die Perfusion der Facialvene wurde diese nach Isolation an der Ausgangsseite in 

Flussrichtung verschlossen und an der Eingangseite kannuliert. Anschließend wurde ein 

Druck von 4 bzw. 16 mm Hg für 18 Stunden angelegt 

Zur Untersuchung der Kontraktion wurden die Arterien mit Tyrode-Puffer bei einem Druck 

von 70-50 mm Hg perfundiert. Hierzu wurde an einer Seite ein Druck von 70 mm Hg 

angelegt und an der anderen Seite der Arterie ein Druck von 50 mm Hg, dadurch entstand 

eine axiale Druckdifferenz von 20 mm Hg. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Perfusion 

mit Puffer in Richtung des Blutflusses erfolgte. Die Stimulation erfolgte mit steigenden 

Konzentrationen von Noradrenalin (0,1 – 100 µM). Nach jeder Noradrenalinkonzentration 

wurden die Arterien zur Entfernung des Noradrenalins gespült. Vor einer erneuten 

Konzentration wurde überprüft, dass die Arterie den Ausgangsdurchmesser wieder erreicht 

hatte.  

Die Deendothelialisierung der Arterien erfolgte durch Perfusion der Arterien mit CO2-

independent Medium (Gibco) für 15 min. Zur Überprüfung der Deendothelialisierung wurden 

die Arterien hinsichtlich ihrer CD31-Expression analysiert. 

Für die Bestimmung der Druckantwort wurden die Arterien einem Steigenden Druck 

ausgesetzt, wobei der Fluss (axiale Druckdifferenz) konstant blieb. Der Anfangsdruck betrug 

20-0 mm Hg und wurde in 10 mm Hg Schritten für jeweils 2 min bis 120-100 mm Hg erhöht. 

Die Analyse der Gefäßdurchmesser wurde mit Hilfe der VediView Software  (DMT) 

vorgenommen. 
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2.9 Generierung einer glattmuskelzellspezifischen Junb-Knockout-Maus 

Zur Generierung von Tieren mit einem induzierbaren Junb-Knockouts in den glatten 

Gefäßmuskelzellen wurden gefloxte Junb-Mäuse zunächst mit den ∆/wt-Mäusen gekreut bis 

ein flox/∆ Genotyp erhalten wurde. Der Begriff ∆/wt bedeutet in diesem Zusammenhang, 

dass bereits ein Allel des Junb-Gens deletiert, das andere (wt) noch vorhanden war. Diese 

Tiere wurden verwendet. um die Effizienz des zu induzierenden Knockouts zu erhöhen, da 

über das Cre/loxP-System nur noch ein Allel auszuschalten war. In die ∆/flox-Mäuse wurde 

anschließend die Tamoxifen-induzierbare glattmuskelzellspezifische Cre-Linie eingekreuzt. 

 

 

 
Abbildung 7:  Kreuzungsschema für die Generierung von konditionalen glattmuskelzell-spezifischen Junb-

Knockout-Mäusen.  

 

Der Genotyp jeder Maus wurde nach jeder Kreuzungsrunde nach folgendem Schema 

analysiert. Das Primerpaar B1/B6 diente dem Nachweis des gefloxten Allels, mit B50/B51 

wurde das ∆-Allel nachgewiesen und mit B15/B16 wurde der Knockout von Junb überprüft. 

Mit der SMMHCCre-PCR wurde das Vorhandensein der Cre-Rekombinase nachgewiesen. 

Die Induktion des Knockout erfolgte durch Injizierung von 1 mg Tamoxifen in Miglyol (20 

µg/ml) i.p. an 5 konsekutiven Tagen. Der Junb-Knockout wurde in Paraffin eingebetten 

Dünnschnittpräparaten der Femoralarterien immunfluorimetrisch überprüft. Zusätzlich 

wurden die glatten Gefäßmuskelzellen isoliert und für Junb angefärbt. 

Zur Überprüfung der glattmuskelzellspezifischen Cre-Aktivität, wurde die SMMHCCre-

Linie mit der ROSA26Linie gekreuzt. Anschließend wurde an Dünnschnittpräparaten 

verschiedener Arterien und danach wurde eine LacZ-Färbung durchgeführt und zusätzlich in 

Paraffinschnitten mit einem anti-Cre Antikörper gegengefärbt. 
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Für die Genotypisierung der Mäuse wurden Mausschwanzbiopsien zunächst lysiert. Dafür 

wurde der Lysepuffer mit 40 µg Proteinase K versetzt und die Mausschwanzbiopsien über 

Nacht bei 55 °C unter Schütteln inkubiert. Zur Inaktivierung der Proteinase K wurde das 

lysierte Gewebe für 20 min bei 95°C erhitzt. Die Genotypisierungs-PCR wurde nach 

folgendem Schema angesetzt und anschließend über Agarosegelelektrophorese analysiert. 

 

Schema für  die Junb-Genotypisierung 

 Eingesetzte Menge Endkonzentration 

Wasser  30,3 µl  

10 x GB Puffer 5 µl 1x 

DMSO 5 µl  

dNTPs  (20 mM) 2,5 µl 1 mM 

Primer for/rev je 1 µl 1 µM 

Taq (5 U/µl) 0,2 µl 0,02 U/µl 

cDNA (5 ng/µl) 5 µl 25 ng 

 

Schema für die SM-MHCCre/ RGS5-Genotypisierung 

 Eingesetzte Menge Endkonzentration 

Wasser  34 µl  

10 x PCR Puffer 5 µl 1x 

MgCl2  1 µl 2 mM 

dNTPs  (20 mM) 0,4 µl 0,16 mM 

Primer  je 2 µl 2 µM 

Taq (5 U/µl) 0,2 µl 0,02 U/µl 

cDNA (5 ng/µl) 5 µl 25 ng 

 

2.10 Zellkultur 

Die Arbeiten in der Zellkultur wurden unter sterilen Bedingungen unter einer Sterilbank 

durchgeführt. Zur Kultivierung der Zellen wurden Inkubatoren mit 37°C, 5% CO2 und 

gesättigter Luftfeuchtigkeit unter sterilen Bedingungen verwendet. 
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2.10.1 Präparation von humanen glatten Gefäßmuskelzellen  

Die Gewinnung von arteriellen glatten Gefäßmuskelzellen (huASMC) erfolgte aus der 

Nabelschnurarterien mit Genehnmigung des lokalen Ethikkomitees (Heidelberg), die maximal 

24 h alte waren. Die Nabelschnur wurde sorgfältig gesäubert und die Arterie freipräpariert 

und von Bindegewebe befreit. Zur Entfernung der Endothelzellen wurde die Arterie dreimal 

über eine kleine Knopfkanüle geschoben und anschließend mit HBSS-/- gespült. Die Arterien 

wurden längs in 2-3 mm lange Stücke geschnitten und die Gefäßringe werden aufrecht in eine 

Zellkulturschale gesetzt. Nachdem die Ringe für eine Viertelstunde im Inkubator adhäriert 

waren, wurden sie mit Medium (15 % FCS, P/S/F) überschichtet. Die Muskelzellen wuchsen 

nach 10-14 Tagen aus den Gefäßringen heraus. Wurde eine Konfluenz von 80-90 % erreicht, 

wurden die Ringe entfernt, die Zellen abgelöst und in separaten Kulturgefäßen weiter 

kultiviert. Ein Medienwechsel erfolgte alle drei Tage. huASMCs wurden maximal bis Passage 

3 verwendet.  

2.10.2 Präparation muriner arterieller Gefäßmuskelzellen 

Murine vSMCs wurde aus den Mesenterialarterien von C57/BL6, Junb-knockout und RGS5-

knockout Mäusen gewonnen. Dazu wurde das Mesenterium entnommen und alle 

Mesenterialartertien freipräpariert. Die Mesenterialarterien wurden in Hanks -/- mit PSF 

gewaschen und in eine Zellkulturschale mit Medium überführt. Sofern nach 24 h Kulturzeit 

keine Kontamination vorhanden war, wurden 100 µl  einer 1 % igen Kollagenaselösung über 

Nacht zugegeben. Am folgenden Tag wurde das Medium abgenommen und 5 min bei 1000 x 

g zentrifugiert. Das Pellet wurde in frisches Medium überführt, die Zellen suspendiert und 

ausgesät. Nach 1-7 Tagen waren Zellen adherent. Das Medium wurde alle 3-4 Tage ersetzt. 

2.10.3 Adenovirale Transduktion 

Die adenovirale Transduktion wurde im Institut für experimentelle Pharmakologie (AG 

Wieland) unter S2 Bedingungen durchgeführt. Die Adenoviren wurden mit einer 

Konzentration von 4 x 106 pfu/ml in serumfreien Medium eingesetzt. Für die Adenovirale 

Tranduktion wurden huASMCs bei einer Konfluenz von 70-80  % verwendet. Nach Absaugen 

des serumhaltigen Mediums wurden die Zellen mit dem virushaltigen serumfreien Medium 

für 16 h überschichtet. Am nächsten Tag wurden die Zellen mit Hanks -/- gewaschen und mit 

serumhaltigen Medium versetzt. Versuche mit den GFP bzw. RGS-exprimierenden Zellen 
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wurden nach 48 h durchgeführt. Die Transduktionseffizienz wurde über die Anzahl der GFP-

positiven Zellen mittels des TissueQuest ermittelt. 

2.10.4 siRNA-Knockdown 

Für den knockdown mittels siRNA wurde die Magnetofektion als Methode angewendet. 

vASMC mit einer Konfluenz von 70-80 % wurden mit OptiMEM überschichtet. 100 nM 

siRNA wurde mit MATRAsi-Reagenz laut Herstellerangaben gemischt.  

Pro well einer 6-well Platte 

OptiMEM   2 ml 

MATRAsi-Reagenz  3 µl 

siRNA    100 nM 

DMEM Medium serumfrei ad 200 µl 

MATRAsi-Reagenz, siRNA und serumfreies Medium wurden gut gemischt und für 20 min 

bei RT inkubiert, dabei wurde alle 5 min gründliche gemixt. Anschließend wurde der 

Transfektionsansatz zu den 2 ml OptiMEM gegeben und für 15 min auf einer Magnetplatte 

bei 37 °C im Inkubator inkubiert. Danach wurde das Transfektionsgemisch enfernt und die 

Zellen mit Muskelzellmedium überschichtet. Die Kontrolle des RGS5-Knockdown erfolgte 

nach 48 h auf RNA und Proteinebene. 

2.10.5 Stimulation von humanen glatten Muskelzellen 

Zur Induktion der RGS5-Expression wurden die Zellen mit 10 µM AP-1 dODN bzw. 

Kontroll-ODN für 24 Stunden, 100 µM 8-pCPT-cGMP oder 100µM NONOate für 3-4 Tage 

stimuliert. Die Stimulation erfolgte nur am ersten Tag.  

Zur Induktion der Stressfaserbildung wurden die adenoviral-transduzierten, sowie die siRNA-

knockdown Zellen für 15 min mit 10 µM S1P, 10 µM Angiotensin II und 100 µM 

Noradrenalin stimuliert. Wurde zusätzlich der ROCK-Inhibitor Y27632 verwendet, wurde 

dieser 30 min vor der Stimulation mit den Vasokonstriktoren auf die Zellen gegeben. Direkt 

nach der Stimulation wurden die Zellen für 20 min in 4 % PFA fixiert.  

2.10.6 Messung der intrazellulären Kalziummobilisierung 

Für die Messung der intrazellulären Kalziummobilisierung wurden die huASMCs in 96-well 

Platten ausgesät und adenoviral transduziert, bzw. wurden murine RGS5-defiziente und 

Wildtyp vSMC verwendet. Nach Entfernung des Mediums wurden die Zellen mit 2,5 µM 
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Hepes für 30 min bei 37°C im Inkubator und danach für 30 bei RT geladen. Die Stimulation 

erfolgte mit S1P (10 µM), Angiotensin II (1µM), Bradykinin (0,01 µM) und Noradrenalin 

(100 µM). Direkt nach Stimulation wurde die Kalziummobilisierung im Fluorimeter 

gemessen. Die Absorption wurde alle 5 sec für einen Zeitraum von 5 min bestimmt. 

 

2.11 Molekularbiologische Methoden 

2.11.1 mRNA Isolierung 

Für die Isolation von Gesamt-mRNA aus Zellen wurde das peqGold Total RNA Kit nach 

Herstellerangaben verwendet. Nach der Stimulation der Zellen wurden diese einmal mit 

HBSS-/- gewaschen und anschließend in Lysepuffer lysiert. Daraufhin wurden die Lysate auf 

DNA-Removal Säulen (1 min, 5000 x g) aufgetragen, der Durchfluss mit gleicher Menge an 

70%igem Ethanol versetzt und auf die Silika-Gel-Säulen aufgetragen (Tischzentrifuge, 

10.000 rpm, 2 min, 4°C). Die nun an der Säulen-Matrix gebundene mRNA wurde einmal mit 

600 µl Waschpuffer- 1 und zweimal mit 500 µl Waschpuffer 2 gewaschen (Tischzentrifuge, 

10.000 rpm, 2 min), um Zellbestandteile und Salze zu entfernen. Nachdem die Säulen 

zentrifugiert wurden (Tischzentrifuge, 13.000 rpm, 2 min, 4°C), wurde die RNA in 30 µl 

RNAse-freiem Wasser eluiert (Tischzentrifuge, 10.000 rpm, 2 min, 4°C). 

Die Konzentration der RNA wurde photometrisch mit dem NanoDrop ND-1000 ermittelt. Mit 

der UV Absorption bei 260 und 280 nm wird die Reinheit der RNA (A260/A280 = 2,1) 

bestimmt und die Konzentration über das Beer-Lambert Gesetz (A260 von 1,0 entspricht etwa 

40 µg/ml RNA) berechnet. 

2.11.2 Reverse Transkription 

Die cDNA-Synthese erfolgte bei Mengen über 500 ng mittels reverser Transkription mit dem 

Omniscript  bzw. Sensiscript Reverse Transcriptase Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben. Die 

Gesamt-mRNA wurde in Ansätzen von 500 ng in einer Stunde bei 37°C umgeschrieben. Dazu 

wurden die Proben mit folgendem Pipettierschema auf Eis angesetzt. 
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 Eingesetzte Menge Endkonzentration 

10x RT Puffer 2 µl 1x 

dNTP Mix (je 5 mM pro dNTP) 2 µl 0,5 mM 

Oligo-dT Primer 2 µl 5 ng/µl 

Omniscript Reverse Transkriptase 

(4 U/µl) 

1 µl 0,2 U/µl 

H2O ad 20 µl  

2.11.3 Semiquantitative PCR 

Für die Analyse der Genexpression mittels semiquantitativer PCR wurden jeweils 25 ng 

umgechriebene cDNA eingesetzt. Als Negativkontrolle wurde immer eine Wasserprobe 

mitgeführt. Anschließend wurden die Proben auf ein Agarosegel (1-1,5 %) aufgetragen.  

Die Ansätze wurden nach folgendem Schema angefertigt: 

 

 Eingesetzte Menge Endkonzentration 

Wasser  35,5 µl  

10 x PCR Puffer 5 µl 1x 

MgCl2  0,75 µl 1,5 mM 

dNTPs  (20 mM) 1,5 µl 0,6 mM 

Primer for/rev je 1 µl 1 µM 

Taq (5 U/µl) 0,2 µl 0,02 U/µl 

cDNA (5 ng/µl) 5 µl 25 ng 

   

PCR-Programm 

 Temperatur Zeit Zyklen 

Denaturierung 95°C 

95°C 

2min 

30 sec 

1x 

25 x 

Annealing 60°C 30 sec 25 x 

Elongation 72°C 1 min 25 x 

 72°C 5 min 1x 

Abkühlen 4°C 10 min 1x 
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2.11.4 Quantitative PCR (qPCR oder LightCycler-PCR) 

Bei der quantitativen PCR ist im Reaktionsgemisch ein in DNA-Doppelstränge 

interkalierendes, fluoreszentes Agens (Cybr-Green) vorhanden. Nach jeder Elongationsphase 

wurde die Fluoreszenzstärke gemessen, die proportional zur Menge der amplifizierten DNA 

war. Mit diesem Verfahren erfolgte die relative Bestimmung der ursprünglichen Menge der 

zu amplifizierenden Sequenz. Bestimmt wird die nötige Anzahl der Reaktionszyklen bis die 

Fluoreszenzstärke der Proben aus der Hintergrundfluoreszenz hervortritt. Dieser 

Schwellenwert wird als Crossing Point (CP) bezeichnet. Zur Normierung der eingesetzten 

cDNA wird zusätzlich ein nicht reguliertes Gen amplifiziert, ein sogenanntes house-keeping 

Gen. In dieser Arbeit wurde dafür  RPL32 verwendet. Die relative cDNA-Menge wurde dann 

über die ∆CP-Methode berechnet (Livak 2001). Für die Berechnung wurde eine optimale 

Verdopplung der DNA angenommen und damit eine Effizienz von 2 (E). 

Für die qPCR-Reaktionen wurden die cDNA-Proben auf 100 pg/µl verdünnt. Die Ansätze 

wurden nach Herstellerangaben nach folgendem Pipettierschema angefertigt: 

 

 Eingesetzte Menge 

CYBR Green 10µl 

Primer for/rev  je 1µl 

H2O 3µl 

cDNA (100 pg/µl) 5µl 

 

Zusätzlich wurde eine weitere Probe statt mit cDNA mit sterilem Wasser als 

Negativkontrolle angesetzt. Die Proben wurden 15 s bei 1000 rpm zentrifugiert und im Light 

Cycler im jeweiligen Programm (siehe Tabelle) amplifiziert. Als Beispiel für ein komplettes 

Programm ist unten der Ablauf einer Amplifizierung von RPL32 angegeben. Für die anderen 

qPCRs ändern sich entsprechend die Anzahl der Zyklen und die Annealing-Temperaturen. 
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Programm LC hu-RPL 

 Temperatur Zeit Heizleistung 

Denaturierung 95°C 15 min 20°C/s 

Quantifizierung 95°C 15 s 20°C/s 

35 Zyklen 60°C 25 s 20°C/s 

 72°C 15 s 20°C/s 

Schmelzkurve 95°C 0 20°C/s 

 65°C 10 s 1°C/s 

 95°C 0 0,2°C/s 

Abkühlen 40°C 10 s 20°C/s 

 

Zur Kontrolle des Amplikons der durchgeführten qPCR nimmt das Programm eine 

Schmelzkurve auf. Dabei wird die Temperatur schrittweise erhöht und kontinuierlich die 

Fluoreszenz gemessen. Aufgrund der Sequenz trennen sich gleiche DNA-Doppelstränge bei 

der gleichen Temperatur auf und können so unterschieden werden. 

2.12 Immunfluoreszenz 

2.12.1 Paraffinschnitte  

Für die Herstellung von Parraffinschnitten wurde das zinkfixierte Gewebe zunächst in einer 

aufsteigenden Alkoholreihe (70 %, 85 %, 96 %, Isopropopanol) für je 2 h entwässert und 

über Nacht in heißes (60 °C) flüssiges Paraffin gegeben. Am folgenden Tag erfolgte die 

Einbettung des Gewebes. Paraffinschnitte wurden am Rotormikrotom mit einer Dicke von 4 

µm angefertigt, auf Objektträger aufgezogen und über Nacht bei 37 °C getrocknet. 

Für die Immunfluoreszenzfärbung wurden die Schnitte in einer absteigenden Alkoholreihe 

deparaffiniert. 

5 min Xylol I 

5 min Xylol II 

5 min Isopropanol 

5 min 96-99% Ethanol 

5 min 85% Ethanol 

5 min 70% Ethanol 

5 min Wasser 
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Anschließend wurden die Schnitte für 30 min mit Blockierungslösung 1 überschichtet. 

Danach wurde der Erstantikörper über Nacht bei 4°C in Blockierungslösung inkubiert. Am 

nächsten Tag wurden die Schnitte 3x 5 min in TBST gewaschen und der Zweitantikörper in 

Blockierungslösung für 2 h im Dunkeln bei RT inkubiert. Anschließend wurden die Schnitte 

erneut 3x für 5 min in TBST gewaschen und danach mit DAPI-Lösung für 10 min 

überschichtet. Vor dem Eindecken der Schnitte mit Mowiol wurden diese nochmals 3x 5 min 

zur Entfernung der DAPI-Lösung mit PBS gewaschen. 

 

Antikörperverdünnung 

1:50 CD31 

1:100 MLC2/ pMLC2/ Fibronektin 

1:200 RGS5/ Collagen I/ Collagen IV/ Calponin 

1: 500 PCNA 

 

Alle Zweitantikörper wurden 1:100 verdünnt. DAPI wurde 1:1250 in PBS verdünnt. 

2.12.2 Zellen 

Für die Detektion von F-Aktin, sowie pMLC2 wurden die Paraformaldehyd-fixierten Zellen 

für 30 Minuten in Blockierlösung 2 mit 0,1 % Triton-X-100 inkubiert.  Für  die F-

Aktinfärbung wurden die Zellen für 2 h mit Cy-3-gekoppelten Phalloidin (1:400) in 

Blockierungslösung inkubiert und anschließend 3x 5 min in PBS gewaschen. Zellen wurden 

mit DAPI für 10 min gefärbt und nach 3x 5 min waschen mit Mowiol eingedeckt. 

Für die Detektion von pMLC2 wurden die Zellen wie beschrieben blockiert und der 

Erstantikörper über Nacht bei 4°C inkubiert. Nach waschen der Zellen mit TBST wurde der 

Zweitantikörper für 2 h bei RT auf die Zellen gegeben. Nach nochmaligem Waschen wurden 

die Zellen mit DAPI gefärbt und danach mit Mowiol eingedeckt. 

2.12.3 LacZ-Färbung 

Für die LacZ-Färbung wurden Arterien (Aorta, Femoralarterie, Mesenterialarterie) 

entnommen und in PBS mit MgCl2 gespült. Die Fixierung des Gewebes erfolgte in 4% 

Paraformaldehyd (PFA). Anschließend wurden die Arterien in 30%iger Sucrose-Lösung als 

Gefrierschutz eingelegt und danach bei – 80°C eingefroren. Für die Färbung wurden die 

Arterien in 40 µm dicke Schnitte mit einem Kyrostat geschnitten. Die getrockneten Schnitte 
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wurden 15 min in Waschpuffer gewaschen und danach über Nacht bei 37°C mit der X-Gal-

Färbelösung inkubiert. Am nächsten Tag wurden die Schnitte 2x für 15 min gewaschen, mit 

Fast-red gegengefärbt und mit Aqua-tek eingedeckt. 

2.13 Statistik 

Alle Ergebnisse wurden als Mittelwert + Standardabweichung bzw. als Dot-Plot dargestellt. 

Sofern normalverteilte Daten vorlagen wurden Unterschiede mit dem Student’s t-Test oder 

bei mehr als zwei Gruppen mittels Anova und anschließendem Bonferoni posthoc Test 

analysiert. p<0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet. Als Statistikprogramm wurde 

das GraphPad InStat (GraphPad Software) verwendet. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Untersuchung vaskulärer Remodellierungsprozesse an Venen der 

Mausohrmuschel 

3.1.1 Identifikation relevanter Transkriptionsfaktoren fü r die 

Remodellierung von Venen 

Um den Einfluss mechanischer Gefäßwanddehnung auf die vaskuläre Remodellierung zu 

analysieren, wurde auf ein Mausmodell zurückgegriffen. Hierbei wurde eine zentrale 

Vene der Ohrmuschel ligiert und die Zunahme des Gefäßdurchmessers jeden zweiten Tag 

makroskopisch beurteilt. Die Venen in der Ohrmuschel konnten von den Arterien gut 

durch ihre deutlich rote Färbung und Größe unterschieden werden. Bereits nach zwei 

Tagen konnte eine Zunahme im Gefäßdurchmesser von ein bis zwei kollateralen Venen 

pro Ohr beobachtet werden (Abb. 8B). Dieser Vorgang setzte sich in den weiteren Tagen 

nach der Ligation fort (Abb. 8C). Hierbei zeigte sich am Anfang des 

Remodellierungsprozesses oft eine Vergrößerung von zwei Venen. Nach sieben Tagen 

war jedoch meist nur noch eine vergrößerte Vene nachzuweisen (Daten nicht gezeigt).  

Ausgehend von der Hypothese, dass AP-1 entscheidend für diese Remodellierung ist, 

wurde dieser Transkriptionsfaktor mit Hilfe von Oligodesoxynukleotiden (dODN) 

inhibiert. Bei Applikation des mutierten Kontroll-ODN zeigte sich wie bei der 

unbehandelten Kontrolle eine Zunahme des Durchmessers der kollateralen Venen (Abb. 

8D-F). Die Verwendung des AP-1 dODN inhibierte jedoch die Größenzunahme der 

kollateralen Venen nahezu vollständig (Abb. 8G.I). 

Zum andern wurde ebenfalls untersucht, ob der Transkriptionsfaktor CEB/P im Rahmen 

der venösen Remodellierung eine Rolle spielt, da bereits in früheren Untersuchungen ein 

Zusammenhang zwischen der CEB/P-Aktivität und der Aktivierung glatter Muskelzellen 

im Rahmen einer Hypertonie gezeigt werden konnte. Ein Unterschied zwischen den 

CEB/P dODN und den entsprechenden Kontroll-ODN behandelten Ohrmuscheln konnte 

jedoch nicht festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). 
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Abbildung 8:  Analyse des Einflusses eines AP-1 dODNs auf die Remodellierung von Venen im Mausohr. 

Nach Abbinden einer zentralen Ohrmuschelvene wurde direkt nach dem Abbinden (A,D,G) sowie nach 2 

(B,E,H) und 4 (C,F,I) Tagen die Ohren fotografiert und die Größe der sich vergrößernden, 

remodellierenden Venen gemessen (J).  Die Zunahme des Venendurchmessers wurde morphometrisch und 

statistisch zusammengefasst (***p<0,001 vs. AP-1 mut ODN , n=7-10). 
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3.1.2 Untersuchung der Proliferation von Gefäßwandzellen als Marker für einen 

aktiven Remodellierungsprozess 

Eine adaptive Remodellierung von Gefäßen geht in der Regel einher mir einer 

Größenzunahme und einer erhöhten Proliferation von Endothel- und insbesondere glatten 

Muskelzellen. Daher wurden die als remodellierend eingestuften Venen der 

Mauohrmuschel isoliert und die Proliferation der Gefäßwandzellen bestimmt. Zur 

Analyse der Proliferation wurde ein auf Immunfluoreszenz basierender Nachweis für 

PCNA (proliferating cell nuclear antigen), ein Protein, das während der Proliferation im 

Zellkern akkumuliert, verwendet.  Es zeigte sich, dass in den Endothel- und glatten 

Muskelzellen der remodellienden Gefäße die Anzahl PCNA-positiver Kerne erhöht war 

(Abb. 9A). Bei den Färbungen von nicht remodellierenden Venen bzw. Venolen konnten 

hingegen keine PCNA-positiven Kerne nachgewiesen werden (Abb. 9C). Ein ähnliches 

Ergebnis wurde durch die Behandlung der Ohrmuschel mit AP-1 dODN erzielt (Abb. 

9F). Untersuchungen der Venen, aus mit dem Kontroll-ODN behandelten Ohren zeigten 

dagegen eine erhöhte Anzahl PCNA-positiver Kerne (Abb. 9E).  

Die in den remodellierenden Venen  beobachteten Veränderungen ähnelten in humanen 

Varizen. Daher wurde die Proliferation der Gefäßwandzellen in varikösen Venen und 

gesunden Kontrollvenen überprüft. Für diese Untersuchungen wurde Ki67, ein Protein 

welches während der Proliferation humaner Zellen im Zellkern exprimiert wird, mittels 

Immunfluoreszenz sichtbar gemacht. Hierbei zeigte sich eine erhöhte Anzahl Ki67-

positiver Kerne in den glatten  Muskelzellen der varikös veränderten Venenwände im 

Vergleich zu den Kontrollvenen (Abb. 9H). 
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Abbildung 9:   Morphologische Untersuchung der venösen Remodellierung. Vergleich der 

remodellierenden Venen unbehandelter Mausohren (A,B) mit nicht remodellierende Venen (C,D; * 

markiert das  Lumen) bzw. Venen in Ohren, die mit dem Kontroll-ODN (D) oder dem AP-1 dODN (F) 

behandelt wurden, im Hinblick auf den Proliferationsmarker PCNA (rote Fluoreszenz). Die Endothelzellen 

wurden mit Hilfe eines Anti-CD31 Antikörpers (grüne Fluoreszenz) und die Zellkerne mit DAPI (blaue 

Fluoreszenz) dargestellt. Die Anzahl PCNA-positiver Kerne der medialen glatten Muskelzellen pro 

Gefäßschnitt (G) in remodellierenden Venen aus Kontroll-ODN bzw. AP-1 dODN behandelten 

Ohrmuscheln wurde bestimmt und analysiert. Pro Gefäßschnitt ware ca. 1-4 glatte Muskelzellen erkennbar. 

Unterschiede zwischen humanen Varizen und Kontrollvenen wurden in der Zahl der Ki67 positiven Kerne 

(H)  in den glatten Gefäßmuskelzellen der Media dargestellt   (Maßbalken 25 µm, n=5, n.d.= nicht 

detektierbar).  
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3.1.3 Bestimmung des Einflusses eines erhöhten Gefäßinnendrucks auf die 

Initiation der Proliferation venöser Gefäßwandzellen 

Da anzunehmen war, dass die Ligation einer Vene über die Abflussstauung einen 

erhöhten Veneninnendruck verursacht, wurden isolierte Facialvenen der Maus unter 

kontrollierten Bedingungen einem erhöhten Gefäßinnendruck (16 mm Hg) ausgesetzt. 

Als Kontrolle dienten Venen, die einem physiologischen Gefäßinnendruck (4 mm Hg) 

ausgesetzt wurden. Hierbei zeigte sich, dass der gesteigerte Gefäßinnendruck zu einer 

Erhöhung der Proliferation von Endothel- und glatten Muskelzellen (Abb. 10E,F) führte.  

Zur Bestätigung der Bedeutung von AP-1 für die Proliferation bzw. Aktivierung der 

Zellen wurden die isolierten Venen mit dem AP-1 dODN im Vergleich zum Kontroll-

ODN behandelt. Die Vorbehandlung der Venensegmente mit dem AP-1 dODN führte zu 

einer deutlichen Reduktion der Proliferation von Endothel- und glatten Muskelzellen 

(Abb. 10C,D).  
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Abbildung 10:  Analyse der Bedeutung von AP-1 für die Proliferation venöser Endothel- und glatter 

Muskelzellen. Facialvenen wurden für 18 h einem Gefäßinnendruck von 4 bzw. 16 mm Hg (B) ausgesetzt  

und mit und ohne AP-1 dODN (D) bzw. Kontroll-ODN (C) behandelt. Zur Bestimmung der Proliferation 

wurden Immunfluoreszenzfäbungen der Facialvenen für PCNA (rote Fluoreszenz)  angefertigt. Zur 

Unterscheidung der Endothelzellen wurde der Endothelzellmarker CD31 ebenfalls mittels 

Immunfluoreszenz (grüne Fluoreszenz) detektiert. Die Zellkerne wurden mit DAPI angefärbt (blaue 

Fluoreszenz). Die Quantifizierung der Prolieration erfolgte durch Auszählen der PCNA-positiven Kerne 

pro Gefäßschnitt der Endothel-  (E) bzw. der medialen glatten Muskelzellen (F). Pro Gefäßschnitt ca. 20-30 

Endothel- und ca. 10-15 Glatte Muskelzellen identifiziert werden (*p<0,05 vs. 4 mm Hg; # p<0,05 vs 16 

mm Hg AP-1 mut ODN; n=6, Messbalken 50 µm).   
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3.1.4 Analyse des Einflusses von Junb auf die Proliferation venöser glatter 

Muskelzellen 

Der Transkriptionsfaktor AP-1 ist in der Regel aus zwei verschiedenen Untereinheiten 

zusammengesetzt, die dessen Spezifität und Aktivität kontrollieren. Eine dieser 

Untereinheiten ist Junb, dass als Homodimer an AP-1 Konsensusbindungsstellen im 

Promotor verschiedener Zielgene binden kann.  

Zur Beantwortung der Frage, ob Junb eine entscheidende Bedeutung für die 

dehnungsinduzierte venöse Remodellierung hat, wurden Facialvenen aus Junb-

defizienten Mäusen bei den Perfusionsversuchen eingesetzt. Dabei zeigte sich, dass eine 

Steigerung des Innendruck in den Venen Junb-defizienter Tiere zu keiner Erhöhung der 

Zahl der der PCNA-positiven glatten Gefäßmuskelzellen führt Abb.11). 

 

                

 

Abbildung 11: Analyse der Proliferation glatter Gefäßmuskelzellen in isoliert perfundierten Facialvenen 

Junb-defizienter Mäuse. Die isolierten Venensegmente wurden für 18 h einem Gefäßinnendruck von 4 mm 

Hg bzw. 16 mmHg  Gefäßinnendruck ausgesetzt. Die Proliferation der glatten Muskelzellen wurde durch 

Immunfluoreszenzfärbung für PCNA und Auszählung der PCNA positiven Zellkerne pro Gefäßschnitt (C) 

bestimmt (n=3; n.s. = nicht signifikant). 
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3.2 Junb als wichtiger Transkriptionsfaktor während der 

Remodellierung von Gefäßen 

Nachdem die vorangegangenen Ergebnisse vermuten ließen, dass AP-1 prinzipiell in der 

vaskulären Remodellierung involviert ist, stellte sich die Frage nach der Rolle der 

Untereinheit Junb bei der Hypertonie-induzierten arteriellen Remodellierung.  

Dazu wurde die DOCA-Salz Methode zur Induktion eines erhöhten Blutdrucks in Junb-

defizienten Mäusen angewendet. Die Analyse des Remodellierungsprozesses erfolgte ex 

vivo durch Immunfluoreszenzfärbung von Paraffinschnitten der isolierten 

Femoralarterien DOCA-Salz behandelter Tiere und von unbehandelten Kontrollen.  

 

3.2.1 Blutdruckmessung in DOCA-Salz behandelten Junb-defizienten und 

Kontrollmäusen 

Zunächst wurde der Blutdruck mit Hilfe der tail cuff Methode gemessen. Diese Technik 

basiert auf der Sphygmomanometrie, die auch zur Blutdruckmessung am Menschen 

angewendet wird. Die Messung sollte überprüfen, ob sich eine vergleichbare 

Blutdruckerhöhung in Wildtyp und Junb-defizienten Mäusen einstellt. Zusätzlich wurde 

das Herzgewicht bestimmt, da in der Regel eine Erhöhung des Blutdruckes mit einer 

Linksherzhypertrophie und damit einer Zunahme des Herzgewicht- zum Körpergewicht-

Verhältnisses einhergeht.  

Interessanterweise zeigte sich kein Anstieg des systolischen Blutdruckes in DOCA-Salz 

behandelten Junb-defizienten (112 + 17 mmHg) im Vergleich zu Wildtyp-Tieren (133 + 

3 mmHg). Bei den Wildtyp-Tieren konnte hingegen eine Zunahme des systolischen 

Blutdruckes von 107 + 10 mmHg auf 133 + 3 mmHg gezeigt werden, was einer Zunahme 

von 10-15% zum Basalwert entsprach (Abb. 12A).  

Passend zu der Blutdrucksteigerung war das Herzgewicht- zu Körpergewicht-Verhältnis 

bei den DOCA-Salz behandelten Wildtyp-Tieren um 25% gesteigert. Junb-defiziente 

Mäuse zeigten nach DOCA-Salz Behandlung dagegen nur eine moderate 

Herzgewichtszunahme um 5% im Vergleich zu den unbehandelten Kontrolltieren (Abb. 

12B). Unterschiede  der Basalwerte des Herzgewicht- zu Körpergewicht-Verhältnisses 

zwischen den Junb-defizienten Tieren und den Wildtyptieren konnten nicht festgestellt 

werden. 
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Abbildung 12: Messung des Blutdrucks und des Herzgewichts nach 21 Tagen DOCA-Salz Behandlung. 

Wildtyp-Mäuse und Junb-defiziente Mäuse wurden 21 Tage mit DOCA-Salz behandelt. Der Blutdruck 

wurde zweimal wöchentlich und an Tag 21 nach Implantation des DOCA-salt Pellets nicht-invasiv mittels 

der tail-cuff Methode gemessen (A). Die Bestimmung der Zunahme des  Herzgewichtes wurde  nach 21 

Tagen durch Messen des Herzgewichtes im Verhältnis zum Gesamtkörpergewicht bestimmt.   (**p<0,01 

DOCA Wildtyp vs Wildtyp; # p<0,05 DOCA Junb-KO vs. DOCA-Wildtyp ;  n=6) 

 

3.2.2 Untersuchung von Remodellierungsprozessen in Junb-defizienten Mäusen 

Ausgehend von den vorgenannten Befunden sollte nun einerseits die Ursache für das 

Ausbleiben der Blutdruckerhöhung identifiziert werden, andererseits der 

Remodellierungsprozess selbst untersucht werden. Da ein erhöhter Gefäßinnendruck die 

Proliferation von Gefäßwandzellen begünstigt (sie Abb. 9), wurde zunächst die 

Proliferation der vSMCs in den Femoralarterien der behandelten Mäuse untersucht. Es 

zeigte sich hierbei, dass die arterielle Druckerhöhung die Proliferation der vSMCs in den 

Junb-defizienten Mäusen ebenso wie in den Wildtyp-Mäusen erhöht (Abb.13E). 

Darüber hinaus wurden weitere Marker der Differenzierung glatter Muskelzellen 

analysiert. Als Marker für einen kontraktilen, ruhenden Phänotyp zählt vor allem 

Calponin. Während einer Phänotypänderung der glatten Muskelzellen in den 

synthetischen Zustand kommt es zu einer Herabregulation dieses Proteins (Sobue 1999, 

Hu 2008). Die Färbung für Calponin zeigte, dass dessen Expression nach DOCA-Salz 

Behandlung in den Gefäßen von Wildtypmäusen Kontrollen deutlich geringer war (Abb. 

13J). In den Gefäßen der Junb-defizienten Mäuse zeigte sich eine vergleichbare 

Reduktion in der Calponinexpression nach DOCA-Salz-Behandlung der Tiere für 21 

Tage (Abb. 13J). 
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Abbildung 13:  Analyse der Proliferation und Expression von  Calponin in den medialen glatten 

Muskelzellen der Femoralarterie von Junb-defizienten bzw. Kontrollmäusen, die für 21 Tage mit DOCA-

Salz behandelt worden waren.  Die Untersuchung der Proliferation erfolgte durch Nachweis der 

Kernfärbung für PCNA (rote Fluoreszenz; A-D) und Auszählung der PCNA-positiven Zellkerne der glatten 

Muskelzellen pro Gefäßschnitt (E). In einem Gefäßschnitt einer Femoralarterie konnten im Mittel ca. 50 

Glatte Muskelzellen identifiziert werden. Calponin (F-I) wurde als Marker für den kontraktilen glatten 

Muskelzellphänotyp (K-N) ebenfalls mittels Immunfluoreszenz detektiert (rote Fluoreszenz).  Die Intensität 

der Calponinfärbung wurde durch Analyse der Grauwerte mit der Cell^R-Software bestimmt. Mit dem 

Anti-CD31 Antikörper (grüne Fluoreszenz) wurden  die Endothelzellen von den glatten Muskelzellen 

differenziert. Die Zellkerne wurden mittels DAPI-Färbung blau dargestellt. (*p<0,05, **p<0,01 vs. 

unbehandelt; Maßbalken 50 µm; n=5). 
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3.2.3 Analyse der Expression extrazellulärer Matrixproteine 

Zur Untersuchung weiterer durch Junb-Defizienz veränderter Parameter wurde die 

Menge von Proteinen der extrazellulären Matrix bestimmt. Bei einer über längere Zeit 

anhaltenden Steigung des Blutdruckes kommt es nicht nur zu einer erhöhten Proliferation 

der Gefäßwandzellen, sondern auch einem Umbau der extrazellulären Matrix. Wichtige 

Proteine der extrazellulären Matrix sind unter anderem Kollagene und Fibonektin.  

Immunfluoreszenzanalysen von Arterien aus Wildtyp und Junb-defizienten Mäusen 

zeigten, dass die Expression verschiedenster Matrixproteine wie Kollagen I (Abb. 14J), 

Kollagen IV (Abb. 14E) und Fibronektin (Abb. 14O) in den Junb-defizeinten Mäusen im 

Vergleich zu Wildtyptieren deutlich reduziert war. Die Arterien der unbehandelten 

Wildtyp-Mäuse zeigten zudem eine strukturierte und gleichmäßige Verteilung von 

Kollagen I  (Abb. 14F) und Kollagen IV (Abb. 14A) sowie auch Fibronektin (Abb. 14K) 

während in den Junb-defizienten Mäusen die Färbung nur punktuell und ungleichmäßig 

sowie generell geringer ausgeprägt war (Abb. 14B,G,L). 

Die Untersuchung der Arterien aus den DOCA-Salz behandelten Wildtyp-Mäusen zeigte 

eine leichte Reduktion der Expression von Kollagen I (Abb. 14H) und Kollagen IV (Abb. 

14C), aber nicht von Fibronekin (Abb. 14M). In den Arterien der Junb-defizienten Mäuse 

war die Expression dieser Proteine nach DOCA-Salz Behandlung dagegen unverändert 

im Vergleich zu den unbehandelten Junb-defizienten Tieren (Abb. 14E,J,O).  
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Abbildung 14: Analyse der Expression extrazellulärer Matrixproteine in der Media der Femoralarterien 

unbehandelter bzw.  DOCA-Salz behandelter Wildtyptiere und Junb-defizienter Mäuse.  Kollagen IV (A-

D), Kollagen I (F-I) und Fibronektin (K-N)  wurden mittels von Immunfluoreszenz detektiert (rote 

Fluoreszenz).  CD31 (grüne Fluoreszenz) wurde als Endothelzellmarker angefärbt und die Zellkerne mit 

DAPI blau gegengefärbt (Maßbalken 50 µm;  n=5, *p<0,05 Junb vs. Wildtyp). 
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3.2.4 Analyse der Kontraktionsfähigkeit von Junb-defizienten Arterien 

Nachdem die vorangegangenen Ergebnisse gezeigt hatten, dass Junb-Defizienz zu einem 

verminderten Blutdruckanstieg nach DOCA-Salz Behandlung führte und veränderte 

Remodellierungsprozesse in der Arterienwand aufgrund der verringerten Expression 

kontraktiler Markerproteine nach DOCA-Salz Behandlung dafür nicht in Frage kamen, 

sollte die Funktion der vSMCs als mögliche Ursache überprüft werden. Die Steigerung 

des Blutdrucks nach Gabe von DOCA-Salz ist unter anderem auf eine verstärkte 

Kontraktion der glatten Muskelzellen und damit auf eine Erhöhung des peripheren 

Widerstands als Reaktion auf den volumenbedingt erhöhten Gefäßinnendruck 

zurückzuführen. Das Ausbleiben der Blutdruckerhöhung in Junb-defizienten Mäusen 

könnte daher eine Folge des Verlustes der Kontraktilität der Widerstandsgefäße sein. 

Von dieser Überlegung ausgehend wurden isoliert-perfundierte Mesenterialarterien der 2. 

Odnung mit Noradrenalin stimuliert, das damit eine Verringerung des 

Gefäßinnendurchmessers bewirkt. Es zeigte sich, dass Arterien aus Wildtyp-Tieren auf 

die Stimulation  mit Noradrenalin konzentrationsabhängig mit einer deutlichen Reduktion 

des Gefäßinnendurchmessers, reagierten. Wurden Junb-defiziente Arterien stimuliert, 

blieb diese Kontraktion weitestgehend aus (Abb. 15A).  

Umeine kontraktionshemmenden Einfluss des Endothels auszuschließen, wurde dieses 

vorab entfernt und die Arteriensegmente anschließend mit Noradrenalin stimuliert. Hier 

zeigte sich überraschenderweise, dass die Gefäße der Wildtyptiere bei Stimulation mit 

Noradrenalin zwar kontrahieren,  jedoch eine höhere Noradrenalinkonzentration als die 

Endothelintakten Gefäße benötigten. Junb-defiziente Gefäße zeigten auch nach  der 

Denudierung keine deutliche Reaktion auf die Noradrenalinapplikation (Abb. 15B).  
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Abbildung 15: Messung der Kontraktionskapazität von Mesenterialarterien aus Junb-defizienten bzw. 

Wildtyp Mäusen. Dazu wurden die Isolierten Mesenterialarterie mit (A) oder ohne (B) intaktes Endothel  

steigenden Konzentrationen von Norarenalin ausgesetzt. Die kontraktionsbedingte Reduktion des 

Innendurchmessers wurde mit Hilfe der ViediView Software des Myograph-Systems (DMT) bestimmt 

(*p<0,05, n=3). 

 

3.2.5 Analyse kontraktiler Proteine in Junb-defizienten Mäusen 

Um der Frage nachzugehen, worauf dieser Kontraktilitätsverlust der glatten Muskelzellen 

zurückzuführen ist, wurden Femoralarterien von Wildtyp- und Junb-defizienten Mäusen, 

mit und ohne DOCA-Salz Behandlung, hinsichtlich ihrer MLC2-Expression, als 

entscheidendem Protein für die Kontraktion der vSMCs, untersucht.  

Dabei zeigte sich, dass die Expression von MLC2 in den Gefäßen der Junb-defizienten 

Mäuse signifikant gegenüber denen aus Wildtypmäusen reduziert war (Abb. 16E). 

Wurden Gefäße aus Junb-defizienten Mäusen untersucht, die für 21 Tage mit DOCA-
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Salz behandelt worden waren, war die MLC2 Expression noch weiter vermindert. Die 

MLC2-Expression in den Gefäßen der Wildtypmäuse änderte sich Hypertonieinduktion 

dagegen nicht (Abb. 16E). 

Die phosphorylierte Form von MLC2 stellt die aktive Variante dieses Proteins dar.  Auch 

hier zeigten sich dieselben Unterschiede in der Menge von pMLC2 zwischen den 

Gefäßen aus Wildtyp- bzw. Junb-defizienten Mäusen, wie sie auch für die 

nichtphosphorylierte Form vorhergehend beschrieben wurde (Abb. 16J). 

 

 

Abbildung 16: Analyse von MLC2 in DOCA-Salz behandelten Wildtyp- bzw. Junb-defizienten Mäusen.  

MLC2 (A-D) und pMLC2 (F-I) (rote Fluoreszenz) wurden in der Media mit Hilfe der 

Immunfluoreszenzanalyse in Dünnschnittpräparaten der Femoralarterien dieser Tiere detektiert.  Als 

Endothelzellmarker diente CD31 (grüne Fluoreszenz). Zellkerne wurden mit DAPI gefärbt (blaue 

Fluoreszenz). Die Analyse der Fluoreszenzintensität für MLC2 und pMLC2 erfolgte semiquantitativ durch 

die Bewertung der Fluoreszenzintensität auf einer Skala von 1-5 (Messbalken 50 µm; *p< 0,05 vs. 

Kontrolle, ***p<0,001 vs. Kontrolle DOCA 21 d; n=5). 
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3.2.6 Generierung einer glattmuskelzellspezifischen induzierbaren Junb-

Knockoutmaus 

Zur genaueren Analyse des Junb abhängigen Kontraktionsverlustes der glatten 

Muskelzellen, wurde die Generierung eines glatten Muskelzellspezifischen induzierbaren 

Junb-Knockout vorgenommen. Der Knockout, sollte induzierbar sein um 

Kompensationsmechanismen die durch einen embryonalen Knockout auftreten können 

auszuschließen.  

Nach Genotypisierung wurden nur die Mäuse verwendet, die positiv auf die Anwesenheit 

der Cre-Rekombinase, des ∆-Allels und homozygot für das gefloxte Allel getestet wurden 

(Abb.17A). Analysen von Femoralarterien und isolierter glatter Muskelzellen aus den 

Tamoxifen-behandelten Tieren zeigten keine Änderung in der Junb-Expression in den 

vSMCs auf RNA (Abb.17B) bzw. Proteinebene (Abb. 17C-F). Die Funktionalität der 

glatten Muskelzellspezifischen SM-MHC-Cre-Linie wurde durch Kreuzung mit einer 

ROSA26-Linie bestätigt. Die Induktion der Cre-Rekombinase mit Tamoxifen und 

anschließende Analyse der Gefäße zeigte eine β-Galactosidase Aktivität in nahezu allen 

glatten Muskelzellen (Abb. 17G,H).  
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Abbildung 17: Überprüfung des glattmuskelzellspezifischen Knockouts von Junb und Nachweis der Cre-

Expression.. Agarosegelanalysen der Genotypisierung (A) auf Anwesenheit oder Abwesenheit der Cre-

Rekombinase und des gefloxten bzw. delta (deleted) Allels.  (B) PCR-gestützte Analyse des Junb-

Knockdowns. (C-F) Nachweis des Knockdowns von Junb auf Proteinebene mit Hilfe der 

Immunfluoreszenz Isolierte glatte Muskelzellen (C,D) bzw. Femoralarterien (E,F) aus nicht-induzierten 

(C, E) und Tamoxifen induzierten Mäusen (D,F) wurden für Junb (rote Fluoreszenz) gefärbt. Zellkerne 

wurden mit DAPI blau angefärbt. (G,H) Der Nachweis der Cre-Aktivität erfolgte über eine LacZ-Färbung, 

das Vorhandensein von aktiver Cre-Rekombinase resultiert in einer blauen Färbung (Maßbalken 50 µm) 

 



Kapitel 3 Ergebnisse  

 

61 

3.2.7 Durchführung eines Microarray zur Bestimmung der Genexpression in 

Junb-defizienten glatten Muskelzellen 

Die bisherigen Ergebnisse hatten gezeigt, dass die Kontraktionsfähigkeit der vSMCs 

Junb-defizienter Mäuse verringert war. Darüber hinaus konnte eine verminderte 

Expression verschiedener extrazellulärer Matrixproteine sowie eine Reduktion der 

MLC2-Expression gezeigt werden. Um zu überprüfen, ob die Expression weiterer Gene 

von der Junb-Defizienz betroffen ist oder diese kompensatorisch erhöht ist, wurden in 

Kooperation mit Prof. Gretz am Universitätsklinikums Mannheim genomweite DNA-

Microarray-Analysen durchgeführt. Hierbei wurde RNA von Junb-defizienten vSMCs, 

isoliert aus Mesenterialarterien, mit der aus Wildtypzellen verglichen (Tab. 1). Für 

verschiedene Gene, die im Zusammenhang mit dem Auf- bzw. Umbau der 

extrazellulären Matrix stehen, wie z.B. Lumican oder MMP2,  zeigte sich eine  reduzierte 

Expression in den Junb-defizienten vSMCs. Ebenfalls konnten Veränderungen in der 

Expression verschiedener von Transkriptionsfaktoren, wie z.B. HOXA10 oder FOXG1 

detektiert werden.  

Gene, die für den Aufbau den Zytoskeletts mitverantwortlich sind, wiesen ebenfalls eine 

reduzierte Expression in den Junb-defizienten vSMCs auf. Interessanterweise konnten 

auch für Gene, die in der Signalweiterleitung von Bedeutung sind, Veränderungen der 

Genexpression gemessen werden. Hierbei war bei RGS5, das in den Junb-defizienten 

glatten Muskelzellen 9,2fach stärker exprimiert als in den Kontrollzellen (Tab. 1) die 

größte Veränderung zu beobachten. Insofern wurde die funktionelle Bedeutung 

dieses Proteins im Folgenden genauer analysiert.  
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Tabelle 1: Analyse der Genexpression in Junb-defizienten vSMCs mit Hilfe eines DNA-Microarrays. 

Glatte Muskelzellen wurden aus den Mesenterialarterien von Junb-defizienten Mäusen und Wildtyp-

Mäusen isoliert. Der Micorarray wurde in Kollaboration mit der Arbeitsgruppe von Prof. Gretz 

(Universitätsklinikums Mannheim) durchgeführt. Aufgelistet sind die Gene, deren differentielle Expression 

die größten signifikanten (p<0,05) Unterschiede zeigten (n=3). 
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3.3 Analyse der Bedeutung von RGS5 für die Regulation der 

Kontraktilität glatter Gefäßmuskelzellen 

3.3.1 Untersuchung der RGS-Proteinexpression in glatten Muskelzellen 

RGS-Proteine sind Bestandteil der G-Protein vermittelten Signaltransduktion und wurden 

bereits im Zusanmmenhang mit verschieden Herz-Kreislauferkrankungen beschreiben. 

Die dabei wichtigsten RGS-Proteine sind RGS2, RGS4, RGS5 und RGS16. Der DNA-

Micoarray hatte ergeben, dass die Expression von RGS5 in Junb-defizienten glatten 

Muskelzellen signifikant erhöht war. Auch die Überprüfung dieser Ergebnisse mit Hilfe 

der semiquantitativen RT- PCR-Analyse ergab, dass die mRNA-Expression von RGS5 in 

Junb-defizienten glatten Muskelzellen signifikant erhöht war (Abb. 18A).   

Für RGS4 konnte ebenfalls eine Erhöhung der Expression in Junb-defizienten glatten 

Muskelzellen gezeigt werden (Abb. 18B). Die mRNA-Expression von RGS16 war 

dagegen signifikant reduziert (Abb.18C). 

Auch die Expression von RGS2 sowie der α-Untereinheiten Expression von Gq und Gi 

Untereinheit wurde untersucht, hier konnten jedoch keine Unterschiede zwischen Junb-

defizienten und Wildtyp-vSMCs detektiert werden (Daten nicht gezeigt). 

   

 

Abbildung 18: Analyse der RGS-mRNA-Expression in kultivierten vSMCs der Mesenterialarterie. Die 

mRNA-Expression für RGS5 (A), RGS4 (B) und RGS16 (C) wurde mittels  semiquantitativer RT-P CR 

Anylyseermittelt. Repräsentative Bilder der Agarosegele sind unterhalb der Graphen dargestellt. Zur 

Normalisierung wurde RPL32 (house keeping gene) mitbestimmt (n=4; * p< 0,05; ***p<0,001 vs. 

Wildtyp). 
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3.3.2 Analyse der RGS5-Expression auf Proteinebene 

Im Hinblick auf einen Einfluss auf die Blutdruckregulation und die G-Protein-vermittelte 

Signaltransduktion wurde im weiteren Verlauf der Arbeit die Funktion von RGS5 in 

vSMCs genauer untersucht. Um die Genexpressionsdaten für RGS5 auf Proteinebene zu 

bestätigen, wurden Gefäße aus Junb-defizienten Mäusen und Wildtyp-Mäusen mit Hilfe 

immunfluoreszenzbasierter Methoden untersucht. Die Analyse der 

Immunfluoreszenzfärbung zeigte, dass die RGS5-Menge in den glatten 

Gefäßmuskelzellen  der Femoralarterie der Junb-defizienten Mäuse signifikant erhöht 

war verglichen mit Wildtypgefäßen (Abb. 19A).  

 

 

 

Abbildung 19: Analyse der RGS5-Proteinexpression in den medialen glatten Muskelzellen in 

Dünnschnittpräparaten von Femoralarterien Junb-defizienter Mäuse Die RGS5-Proteinexpression (rote 

Fluoreszenz) wurde mittels Immunfluoreszenz (B,C) detektiert. Endothelzellen wurden durch Nachweis 

von CD31 (grüne Fluoreszenz) dargestellt. Zellkerne wurden mit DAPI (blaue Fluoreszenz) angefärbt.   

Die Quantifizierung der RGS5-Fluoreszenzintensität (A) erfolgte durch Ermittlung der Grauwertemittel 

randomisierter Mediaregionen mit Hilfe der Cell^R-Software. Es wurden jeweils 1-2 verschiedene Schnitte 

pro Arterie zur Quantifizierung der RGS5-Expression analysiert (jeder Punkt entspricht einem Schnitt einer 

Femoralarterie 5 verschiedener Tiere, Maßbalken 50µm; n=5). 
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3.3.3 Untersuchung der RGS5 Expression in Abhängigkeit der AP-1-Akivität 

Die bisherigen Ergebnisse deuteten darauf hin, dass die RGS5-Expression in Junb-

defizienten vSMCs höher ist als in Wildtypzellen. Daher stelle sich die Frage, ob dies 

eine indirekte Folge des glattmuskulären Phänotyps ist oder direkt von Junb und damit 

AP-1 reguliert wird. Insofern wurde zunächst versucht, Junb mittels siRNA herunter zu 

regulieren. Dieses war nicht durchführbar, da der akute Knockdown von Junb zur 

Apoptose der glatten Muskelzellen innerhalb von 24 Stunden führte (Daten nicht 

gezeigt). Alternativ wurde daher überprüft, ob eine Inhibition der Aktivität von AP-1 die 

Expression von RGS5 beeinflusst. Zu diesem Zweck wurde auf das weiter oben 

beschriebene AP-1 dODN zurückgegriffen. Es zeigte sich jedoch keine Änderung der 

Expression von RGS5 in den mit dem AP-1 dODN behandelten Zellen im Vergleich zu 

den mit dem mutierten Kontroll-ODN behandelten Zellen (Abb. 20).  

 

 

 

Abbildung 20: Analyse der Abhängigkeit der RGS5-Expression von der AP-1-Aktivität. Humane glatte 

Gefäßmuskelzellen wurden für 24 hStunden mit 10 µM AP-1 dODN oder mit dem Kontroll-ODN  

behandelt Die Analyse der RGS5-mRNA-Expression mittels quantitativer RT-PCR und RPL32 als 

Expressionsstandard durchgeführt (n=3; n.s. = nicht signifikant). 
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3.3.4 Überprüfung der Transduktionseffizienz der RGS-Überexpression und des 

siRNA-vermittelten RGS5-knockdowns 

Nachdem sich herausgestellt hatte, dass die RGS-Proteine 4,5 und 16 in den Junb-

defizienten glatten Gefäßmuskelzellen differentiell exprimiert waren, sollte die Funktion 

dieser mittels einer adenoviralen Transduktion untersucht werden. Im Gegensatz dazu 

wurde ein Verlust von RGS5 mittels RNA-Interferenz herbeigeführt. 

Die Analyse der Effizienz der adenoviralen Transduktion in humanen arteriellen glatten 

Muskelzellen erfolgte mit Hilfe der automatischen Auswertungssoftware TissueQuest 

(TissueGnostics). RGS-überexprimierende Zellen exprimierten gleichzeitig auch GFP 

und konnten darüber identifiziert werden. Verglichen wurde die GFP-

Fluoreszenzintensität der transduzierten mit nicht-transduzierten vSMCs, worüber die 

Transduktionseffizienz anschließend ermittelt wurde. Für den GFP-Vektor konnte eine 

nahezu 100%ige Transduktionseffizienz gezeigt werden (Abb.21B). Für die RGS-

Proteine 4,5 und 16 lag die Transduktionseffizienz bei 70-90% (Abb. 21C-E). 

Der Verlust von RGS5 mittels RNA-Interferenz durch Magnetofektion wurde über 

semiquantitative RT-PCR und Immunfluoreszenz nachgewiesen. Es konnte eine ca. 

70%ige Reduktion der RGS5-Expression auf RNA-Ebene gezeigt werden (Abb. 21F). 

Der Nachweis des RGS5-knockdowns auf Proteinebene zeigte ähnliche Ergebnisse 

(Abb.21G-I). 
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Abbildung 21: Nachweis der Effizienz der adenoviralen Transduktion und des si-RNA-vermittelten 

knockdowns in humanen glatten Gefäßmuskelzellen. Die Effizienz wurde mittels der TisueQuest Software 

ermittelt und als DotPlot dargestellt. Die Zellkerne wurden mit DAPI angefärbt. Aufgetragen wurde die 

Anzahl der GFP-positiven und RGS-Protein-positiven Zellen im Vergleich zur Zahl der erfassten Zellen. 

Der Grenzwert für GFP-positive Zellen wurde mit Hilfe der nicht-transduzierten Zellen (A) gewählt. Die 

Transduktionseffizienz lag zwischen 70 und 95% (B-E). Analyse der RGS5-mRNA-Expression mit Hilfe 

der semiquantitativen RT-PCR durchgeführt (F). Als Expressionsstandard wurde RPL32 verwendet. Auf 

Proteinebene erfolgte der Nachweis von RGS5 (rote Fluoreszenz) mittels Immunfluoreszenzanalyse (G-I). 

Zellkerne wurde mit DAPI (blaue Fluoreszenz) angefärbt (Messbalken 20µm; n=4; *p<0,05). 

 

Kontrolle GFP RGS4 

RGS5 RGS16 
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3.3.5 Messung der intrazellulären Kalzium-Mobilisierung nach RGS-

Überexpression 

3.3.5.1 Stimulation mit Bradykinin 

Die RGS Proteine RSG5, 4 und 16 sind an der Regulation der Gq/11 und Gi/O vermittelten 

Signaltansduktion beteiligt. Die G-Protein-vermittelte Kontraktion der glatten 

Muskelzellen erfolgt in der Regel über eine Mobilisierung von Kalzium aus 

intrazellulären Speichern. Das Signal für die Kalziummobilisierung erfolgt größtenteils 

über den Gq/11 Signalweg, der z.B. durch Stimulation mit Bradykinin über den B2-

Rezeptor aktiviert werden kann.  

Die adenovirale Überexpression von RGS4 und RGS16 bewirkte eine Reduktion der 

Kalziummobilisierung nach Stimulation mit Bradykinin (Abb. 22A,E). Die Expression 

von GFP in den vSMCs als Transduktionskontrolle hatte keinen Einfluss auf die 

Kalziumfreisetzung im Vergleich zu nichttransduzierten glatten Muskelzellen (Daten 

nicht gezeigt). In RGS5-überexprimierenden vSMCs konnte nach Bradykininstimulation 

dagegen so gut wie keine Kalziummobilisierung festgestellt werden (Abb. 22C).  
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Abbildung 22: Messung der intrazellulären Kalziummobilisierung in RGS-Protein überexprimierenden 

humanen arteriellen vSMCs.  RGS4 (A), RGS55 (C), und RGS16 (E) wurde mittels adenoviraler 

Transduktion in  den vSMCs überexprimiert. Als Kontrolle wurde ein GFP-Vektor verwendet. Die 

Stimulation der Zellen erfolgte mit 0,01 µM Bradykinin nachdem die Zellen mit Rhod-4 AM als 

Kalziumindikator beladen wurden. Die Mobilisierung von intrazellulärem Kalzium wurde über den Anstieg 

der Fluoreszenzintensität bestimmt (B,D,F) Die Quantifizierung der Bradykinin-induzierten 

Kalziumfreisetzung erfolgte durch Berechnung der Fläche unter der Kurve mit Hilfe der SigmaPlot 

Software (n=5). 
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3.3.5.2 Stimulation mit Angiotensin II 

Viele GPCR-Agonisten aktivieren nicht nur einen G-Protein vermittelten Signalweg, 

sondern sind in der Lage, mehrere dieser Signalwege simultan zu aktivieren. Angiotensin 

II ist ein bekannter und gut untersuchter Vasokonstriktor und in der Lage, den Gq/11 als 

auch den G12/13 vermittelten Signalweg zu aktivieren. Um zu überprüfen, ob eine 

zusätzliche Aktivierung des G12/13-Signalweges die Kalziummobilisierung bei RGS-

Rotein Überexpression beeinflusst, wurden humane vSMCs mit Angiotensin II stimuliert. 

Überexpression von RGS4 oder RGS16 führte im Vergleich mit der GFP-Kontrolle zu 

einer deutlichen Reduktion der Kalziummobilisierung (Abb. 23A,E). Nach 

Überexpression von RGS5 war diese praktisch nicht mehr nachweisbar (Abb. 23C). 
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Abbildung 23: Messung der intrazellulären Kalziummobilisierung von RGS-Protein überexprimierenden 

humanen arteriellenvSMCs.  RGS4 (A), RGS55 (C), und RGS16 (E) wurde mittels adenoviraler 

Transduktion in  den vSMCs überexprimiert. Als Kontrolle wurde ein GFP-Vektor verwendet. Die 

Stimulation der Zellen erfolgte mit 1 µM Angiotensin II nachdem die Zellen mit Rhod-4AM als 

Kalziumindikator beladen wurden. Die Mobilisierung von intrazellulärem Kalzium wurde über den Anstieg 

der Fluoreszenzintensität bestimmt (B,D,F) Die Quantifizierung der Angiotensin II-induzierten 

Kalziummobilisierung erfolgte durch Berechnung der Fläche unter der Kurve mit der SignaPlot Software 

(n=5; **p<0,01; ***p<0,001). 
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3.3.5.3 Stimulation mit Sphingosine-1-phosphat 

Die vorausgegangenen Ergebnisse deuteten darauf hin, dass die Überexpression von 

RGS4, RGS5 und RGS16 die Gq/11-vermittelte Kalziummobilisierung, unabhängig von 

einer zusätzlichen Aktivierung des G12/13-Signalweges, inhibiert. Allerdings konnte ein 

Einfluss des Gi/O Signalweges nicht ausgeschlossen werden und wurde deshalb genauer 

untersucht. Die RGS-Proteine 4, 5 und 16 sind alle in der Lage mit der α-Untereinheit 

von Gq/11 und der Gi/O zu interagieren. Sphingosine-1-phosphat wurde gewählt, da neben 

Gq/11 und G12/13 auch der Gi/O Signalweg durch Bindung von S1P an die verschiedenen 

S1P-Rezeptoren (S1P1, S1P2, S1P3) aktiviert werden kann.  

Nach Überexpression von RGS4 zeigte sich in den vSMCs nach Stimulation mit S1P eine 

deutliche Reduktion der intrazellulären Kalziummobilisierung (Abb. 24A). Die 

Überexpression von RGS16 zeigte ebenfalls eine Reduktion des Kalziumsignals, dieser  

Effekt war allerdings nicht signifikant (Abb. 24E). Wurde in den glatten Muskelzellen 

RGS5 überexprimiert, zeigte sich auch hier, wie bei den vorangegangenen Experimenten 

mit Bradykinin und Angiotensin II eine fast vollständige Blockierung des Kalziumsignals 

(Abb. 24C). Allerdings führte die Stimulation mit S1P auch zu einer schwächer 

ausgeprägten Kalziummobilisierung im Vergleich zu Bradykinin oder Angiotensin II.  
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Abbildung 24: Messung der intrazellulären Kalziummobilisierung in RGS-Protein überexprimierenden 

humanen arteriellen vSMC.  RGS4 (A), RGS55 (C), und RGS16 (E) wurde mittels adenoviraler 

Transduktion in den vSMCs überexprimiert. Als Kontrolle wurde ein GFP-Vektor verwendet. Die 

Stimulation der Zellen erfolgte durch 10 µM Sphingosine-1-phosphat (S1P) nachdem die Zellen mit Rhod-

4AM, als Kalziumindikator beladen wurden. Die Mobilisierung von intrazellulärem Kalzium wurde über 

den Anstieg der Fluoreszenzintensität bestimmt (B,D,F) Die Quantifizierung der Sphingosine-1-phosphat-

induzierten Kalziummobilisierung erfolgte durch Berechnung der Fläche unter der Kurve mit Hilfe der 

SigmaPlot Software (n=5; *p<0,05; **p<0,01). 
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3.3.6 Untersuchung des Einflusses einer RGS5-Überexpression auf die 

Stressfaserbildung und den Rho-Kinase Signalweg 

Nachdem zu vermuten war, dass die Überexpression von RGS5 zu einer Inhibierung der 

Gq/11 vermittelten Kalziummobilisierung führt stellte sich nun die Frage, ob durch RGS5 

alternative Signalwege aktiviert werden. Ist der Gq/11-Signalweg blockiert, könnte die 

Signalweiterleitung z.B. über den G12/13-Signalweg erfolgen (Wirth 2008). Eine 

Stimulation des G12/13–abhängigen Signalweges führt zu einer RhoA/Rho-Kinase-

Aktivierung die im weiteren Verlauf der Signalkette zu einem Umbau des 

Aktinzytosekeletts führt (Suzuki 2009). Um zu bestimmen ob es zu einer Rho-Kinase-

abhängigen Aktinremodellierung bei RGS5-Überexpression kommt, wurden humane 

vSMCs auf ihre Stressfaserbildung (F-Aktin) hin untersucht.  

Der Nachweis der Stressfaserbildung in den GFP-transduzierten vSMCs (Abb. 25B) 

zeigte im Vergleich zu den unbehandelten vSMCs (Abb. 25A), dass die adenovirale 

Transduktion per se keinen Einfluss auf die Stressfaserbildung hatte. Wurde jedoch 

RGS5 in den Zellen überexprimiert, konnte eine Erhöhung der Stressfaserbildung bereits 

ohne Stimulation beobachtet werden (Abb. 25C). Zusätzlich wurden die Zellen mit S1P 

stimuliert, um zu bestimmen, ob die RGS5-Überexpression zu einer verstärkten 

Stressfaserbildung führt. Nach Stimulation der nicht-transduzierten sowie der GFP-

transduzierten Zellen zeigte sich keine Änderung der  Stressfaserbildung (Abb. 25D,E). 

Wurden die RGS5-überexprimierenden Zellen mit S1P stimuliert, konnte eine deutlich 

stärkere Stressfaserbildung (Abb. 25F) im Vergleich zu den Kontrollen (Abb. 25D) als 

auch zu den unstimulierten RGS5-überexprimierenden Zellen (Abb. 25C) nachgewiesen 

werden.  

Zur Untersuchung der Rolle der Rho-Kinase für die verstärkte Stressfaserbildung wurde 

ein spezifischer Rho-Kinase Inhibitor (Y27632) verwendet. Nach Vorbehandlung mit 

Y27632 wurden die Zellen mit S1P stimuliert.  Es zeigte sich in den untransduzierten 

sowie den GFP-transduzierten Zellen keine Veränderung in der Stressfaserbildung. In 

den RGS5-überexprimierenden Zellen hingegen konnte eine Reduktion der 

Stressfaserbildung nach Inhibition der Rho-Kinase beobachtet werden. Der Grad dieser 

Reduktion entsprach in etwa dem Niveau der nicht-tranduzierten bzw. GFP-

transduzierten Zellen (Abb. 25J). Für die Stimulation mit Angiotensin II ergaben sich 

vergleichbare Ergebnisse (Daten nicht gezeigt).   
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Abbildung 25: Untersuchung des Bedeutung des RhoA/RhoKinase-Signalweges für die Wirkung von 

RGS5. Für den Nachweis der Stressfasern/F-Aktin wurde fluoreszenzfarbstoffgekoppeltes Phalloidin 

verwendet. Die Stessfaserbildung wurde in nicht-tranduzierten (A), GFP-transduzierten (B) und RGS5-

überexprimierenden huASMCs (C) mittels Fluoreszenzmikroskopie und über die Intensität quantifiziert (J). 

Die Zellen wurden zur Induktion einer maximalen Stressfaserbildung mit 10 µM S1P stimuliert (D,E, F) 

oder zur Inhibierung des RhoA/Rho-Kinase-Signalweges mit dem Rho-Kinase Inhibitor Y27632 (5 µM)  

für 30 min vorbehandelt und anschließend mit 10 µM S1P stimuliert (G,H,I). Die F-Aktin- 

Fluoreszenzintensität wurde durch Analyse der Grauwerte mit Hilfe der ImageJ Software quantifiziert 

(Messbalken 20 µm; # p<0,05 RGS5 vs. Kontrolle, n=3; *p<0,05; **p<0,01 wie gezeigt) 
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3.3.7 Bestimmung des Einflusses von Gααααq auf die Rho-Kinase-abhängige  

Stressfaserbildung in RGS5-überexprimierenden Zellen 

 Die Stressfaserbildung erfolgt meist über den G12/13-Signalweg. Der RhoA/Rho-Kinase-

Signalwege kann aber auch über Gαq und den Guanine Nukleotide Austauschfaktor 

(GEF) p63RhoGEF erfolgen (Wuertz 2010). Daher wurden die RGS5-

überexprimierenden vSMCs mit Noradrenalin stimuliert, wodurch selektiv der Gαq-

Signalweg aktiviert wird. Hierbei konnte keine Erhöhung der Stressfaserbildung in den 

RGS5-überexprimierenden Zellen festgestellt werden. In den GFP-exprimierenden 

vSMCs zeigte sich nach Stimulation mit Noradrenalin dagegen eine Erhöhung der 

Stressfaserbildung (Abb. 26E). 

Zusätzlich wurden in den glatten Muskelzellen LSC (Rho guanine nucleotide exchange 

factor  1) und RGS5 überexprimiert. Durch LSC wird spezifisch der G12/13-vermittelten 

Signalweg inhibiert. Dabei zeigte sich, dass die durch RGS5-Überexpression induzierte 

Stressfaserbildung, durch die Inhibierung des G12/13-vermittelten Signalweg mit LSC 

geblockt werden konnte (Abb. 26F). 
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Abbildung 26: Analyse der Gαq-induzierten Stressfaserbildung. Der Nachweis der Stressfaserbildung (F-

Aktin) erfolgte mit Hilfe von fluoreszenzfarbstoffgekoppelten Phalloidin. Die Quantifizierung der 

Stressfaserbildung durch Ermittlung der Grauwerte mittel der ImageJ Software erfolgte in GFP-

transduzierten (A), RGS5-überexprimierenden (B) bzw. LSC, und LSC+RGS5 (F) überexprimierenden 

humanen arteriellen vSMCs. Die Gαq-vermittelte Induktion der Stressfaserbildung wurde durch 

Stimulation mit 100µM Noradrenalin (C,D) bzw. mit 10 µM S1P (F) ausgelöst. (Maßbalken 20 µm; 

**p<0,01 vs. Kontrolle).  

 

3.3.8 Analyse der Wirkung der RGS5-Überexpression auf die Phosphorylierung 

von MLC2 

Auf Basis der vorangegangenen Ergebnisse war anzunehmen, dass die Überexpression 

von RGS5 zu einer verstärkten Stressfaserbildung im Basalzustand und nach Stimulation 

mit GPCR-Agonisten, wie S1P oder Angiotensin II führt, die auch den G12/13-Signalweg 

stimulieren. Anschließend wurde untersucht, ob die Gq/11-abhängige Phosphorylierung 

von MLC2 durch die Überexpression von RGS5 beeinflusst wird. Die Phosphorylierung 

von MLC2 ist unter diesen Bedingungen von der Gq/11-vermittelten Aktivierung der 

Phospholipase Cβ und der nachfolgenden IP3-abhängigen Kalziummobilisierung 

abhängig. Die Phosphorylierung von MLC2 kann aber auch über den G12/13-Signalweg 
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und die dabei stattfindende Phosphorylierung und Inaktivierung der MLCP  erfolgen 

(Connolly 2011). 

GFP-transduzierte und RGS5-überexprimierende glatte Muskelzellen zeigten mit und 

ohne Stimulation mit S1P keine Unterschiede in der Phosphorylierung von MLC2 (Abb. 

27A,B,D,E). Wurde die Rho-Kinase Aktivität mit Y27632 inhibiert, konnte nur eine 

geringfügige  Reduktion der S1P-stimulierten MLC2-Phosphorylierung in den GFP-

transduzierten bzw. RGS5-überxprimierenden vSMCs (Abb. 27C,F) nachgewiesen 

werden.  

 

 

Abbildung 27:  Analyse des Einflusses des G12/13-Signalwegs auf die MLC2 Phosphorylierung. GFP oder 

RGS5 wurde mittels adenoviraler Transduktion in humanen arteriellen glatten Muskelzellen überexprimiert 

(A,D). Die Analyse der MPL2-Phosphorylierung basiert auf der spezifischen Immunfluoreszenzfärbung für 

pMLC2. Zur Induktion der MLC2-Phosphorylierung wurden die Zellen mit 10 µM S1P für 15 min 

stimuliert   Die Inhibierung der Rho-Kinase erfolgte durch Zugabe von 5 µM Y27632 30 min vor 

Stimulation der Zellen mit S1P. Die pMLC2 Fluoreszenzintensität wurde durch Analyse der Grauwerte mit 

Hilfe der ImageJ Software quantifiziert (Messbalken 20 µm; n=3-5, *p<0,05 vs. GFP-Kontrolle). 
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3.3.9 Messung der intrazellulären Kalziumfreisetzung in RGS5-defizienten 

glatten Muskelzellen 

Um zu untersuchen, ob ein Verlust von RGS5, reziprok der Ergebnisse zur RGS5-

Überexpression,  zu einer vermehrten Kalziummobilisierung führt, wurde die  

Veränderung der intrazellulären Kalziumkonzentration in RGS5-defizienten murinen 

vSMCs gemessen. Ähnlich den Versuchen bezüglich der RGS5-Überexpression wurden 

verschiedene GPCR Agonisten zur Aktivierung der verschiedenen Signalwege eingesetzt. 

Noradrenalin aktiviert wie Bradykinin spezifisch den Gq/11-vermittelten Signalweg und 

induzierte in den RGS5-defizienten Zellen eine deutlich stärkere Kalziummobilisierung , 

als in den entsprechenden Kontrollen (Abb. 28A). Auch für die Stimulation mit 

Angiotensin II zur Aktivierung der Gq/11- und G12/13-abhängigen Signalwege konnte eine 

verstärkte intrazelluläre Kalziummobilisierung in den RGS5-defizienten glatten 

Muskelzellen im Vergleich zu den Kontrollen gemessen werden (Abb. 28C). Wurden die 

Zellen mit S1P stimuliert zeigte sich in den Kontrollen nur ein sehr schwacher 

Kalziumanstieg, was auf eine sehr geringe Stimulation hindeutet. Wurden die RGS5-

defizienten glatten Muskelzellen mit S1P stimuliert, konnte ein deutlich stärkeres Signal 

und damit eine stärkere intrazelluläre Kalziummobilisierung nachgewiesen werden (Abb. 

28E). 
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Abbildung 28: Untersuchung der intrazellulären Kalziummobilisierung in RGS5-defizienten murinen 

mesenterialen vSMCs. vSMCs aus RGS5-defizeinten Mäusen und Kontrolltieren wurden isoliert und mit 

maximal 100 µM Noradrenalin /A),  10 µM Angiotensin II (C) oder 10 µM S1P  (E) stimuliert und die 

Kalziummobilisierung anhand der  Änderung der Fluoreszenzintensität bestimmt.  Die Quantifizierung der 

Kalziummobilisierung erfolgte über die Berechung der Fläche unter der Kurve mit Hilfe der SigmaPlot 

Software im Vergleich zu unstimulierten Zellen  (B,D,F; n=4; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). 
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3.3.10 Analyse der Stressfaserbildung in RGS5-defizienten glatten Muskelzellen 

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Überexpression von RGS5 zu einer verstärkten 

basalen Stressfaserbildung führt, wurde analog untersucht, ob RGS5-defiziente Zellen 

weniger Stressfasern  ausbilden. Dazu wurde in humanen glatten Muskelzellen die 

RGS5-Expression mittels RNA-Interferenz inhibiert und die Stressfaserbildung bestimmt. 

Die Transfektion der vSMCs mit einer inaktiven siRNA als Transfektionskontrolle zeigte 

keine Änderung in der F-Aktin-Fluoreszenzintensität und damit der Stressfaserbildung 

(Abb. 29A,B). Wurde in den Zellen die RGS5-Expression inhibiert, konnte im Vergleich 

zu den unbehandelten Kontrollen oder den mit inaktiver siRNA behandelten Zellen eine 

verringerte Stressfaserbildung (Abb. 29C) gemessen werden (Abb. 29G). Stimulation der 

Zellen mit S1P führte zu keiner Änderung der Stressfaserbildung (Abb.29D,E,F) unter 

diesen Bedingungen. 
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Abbildung 29: Analyse der Stressfaserbildung in RGS5-defizienten humanen arteriellen glatten 

Muskelzellen. Für die Kontrolltransfektion wurde eine negative siRNA verwendet (B). F-Aktin wurde 

durch Verwendung von Cy3-gekoppeltem Phalloidin nachgewiesen. Die Quantifizierung der 

Stressfaserbildung durch Ermittlung der Grauwerte mit Hilfe von ImageJ erfolgte in nicht-transfizierten 

(A), mit negativer siRNA behandelten (B) und in RGS5-siRNA behandelten vSMCs. Die F-Aktin 

Fluoreszenzintensität wurde durch Analyse der Grauwerte quantifiziert (D) Analyse (Messbalken 20 µm; 

n=3; *p<0,05) 
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3.3.11 Untersuchung der Kontraktion in RGS5-defizienten Gefäßen 

Die bisherigen Experimente zeigten, dass RGS5 die Agonisten-abhängige 

Kalziummobilisierung direkt beeinflusst. Daher lag die Vermutung nahe, dass auch die 

Kontraktion in RGS5-defizienten Gefäßen verändert ist. In diesem Kontext zeigten 

Versuche mit Mesenterialarterien aus RGS5-defizienten Mäusen eine deutlich größere 

Reduktion des Gefäßdurchmessers und somit eine stärkere Kontraktion nach Stimulation 

mit Noradrenalin als die entsprechenden Gefäßsegmente aus Wildtyp-Mäusen (Abb. 30).    

 

 

 

 

Abbildung 30: Untersuchung der Kontraktion  von isoliert-perfundierten Mesenterialarterien 2. Ordnung 

aus RGS5- bzw. Wildtyp-Mäusen als Antwort auf steigende Konzentrationen von Noradrenalin (n=3; 

*p<0,05). 
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3.3.12 Untersuchung der RGS5 Expression in remodellierenden Arterien 

3.3.12.1 Hypertonie 

Die vorangegangenen Untersuchungsergebnisse ließen darauf schließen, dass RGS5 die 

Kontraktilität glatter Gefäßmuskelzellen nachhaltig beeinflusst. Aus diesem Grund sollte 

untersucht werden, unter welchen Bedingungen die Expression von RGS5 in Arterien 

verändert ist. Aufgrund der Tatsache, dass die Phänotypänderung glatter 

Gefäßmuskelzellen vom kontraktilen zum synthetischen Zustand in der Regel im Rahmen 

arterieller Remodellierungsprozesse auftritt, wurde die RGS5-Expression in 

entsprechenden in vivo Modellen untersucht. Als ein Modell für den Bluthochdruck- 

induzierten Umbau von Arterien wurde das DOCA-Salz Hypertoniemodell gewählt.  

Nach 10 Tagen Behandlung mit DOCA-Salz zeigte sich trotz signifikanter 

Blutdruckerhöhung kein Unterschied in der RGS5-Expression in den glatten 

Muskelzellen der Femoralarterien im Vergleich zu den unbehandelten Mäusen (Abb. 

31C). Nach 21 Tagen im DOCA-Salz Behandlung war die Expression von RGS5 

allerdings signifikant erhöht (Abb. 31F). 

 

 

 

Abbildung 31:  Analyse der RGS5-Expression im DOCA-Salz Bluthochdruckmodell. Bei Wildtypmäusen 

wurden für 10 (A,B) bzw. 21 Tage (D,E) ein Bluthochdruck induziert. Der Nachweis der RSG5-Expression 

(grüne Fluoreszenz) erfolgte mittels Immunfluoreszenz. Die Endothelzellen wurden für CD31- (rote 

Fluoreszenz) angefärbt und die Zellkerne mit DAPI (blaue Fluoreszenz). Die Quantifizierung der 

Fluoreszenzintensität erfolgte an 1-2 verschiedenen Dünnschnittpräparaten der zu untersuchenden 

Femoralarterien (Messbalken 50 µm; n=3-6; *p<0,05, jeder Punkt stellt die Analyse eines Schnittes dar). 
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3.3.12.2 Arteriogenese 

Als weiteres Modell zur Induktion eines arteriellen Remodellierungsprozesses wurde das 

Hindlimb Ischemia Modell gewählt. Durch Ligation der Femoralarterie kommt es dabei 

zu einem erhöhten Fluss in den kollateralen Arteriolen wodurch deren Umbau in kleine 

Arterien initiiert wird. Hier zeigte sich, dass die RGS5-Expression 7 Tage nach Ligation 

in der Mediaschicht den remodellierenden Gefäße (Abb. 32B) deutlich gegen über den 

Kontrollen erhöht war (Abb. 32C). 

 

 

 

 

Abbildung  32: Analyse der RGS5-Expression in remodellierenden Kollateralarterien während der 

Arteriogenese. Die Analyse der Kollateralen erfolgte 7 Tage nach Ligation der Femoralarterie.  Die 

Quantifizierung (C) der RGS5-Expression wurde an mindestens 2 verschiedenen Dünnschnittpräparaten 

der remodellierenden Arteriolen vorgenommen. Endothelzellen wurden mit CD31 (grüne Fluoreszenz) und 

Zellkerne mit DAPI (blaue Fluoreszenz) angefärbt. Dargestellt wurde der Unterschied der RGS5-

Immunfluoreszenz zwischen Kontrollgefäßen (A) und den remodellierenden (B) Arteriolen (n=5, 

Messbalken 50 µm; *p<0,05, jeder analysierte Schnitt wurde in einem Punkt dargestellt) 
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3.3.13 Untersuchung der RGS5-Expression in Abhängigkeit von Stickstoffmonoxid 

Bei der Arteriogenese führt ein erhöhter Fluss in den Kollateralgefäßen unter anderem 

auch zu einer erhöhten Ausschüttung von Stickstoffmonoxid (NO) aus den 

Endothelzellen. Aus diesem Grund wurde untersucht, ob eine gesteigerte NO-

Konzentration für den beobachteten Anstieg der RGS5-Expression verantwortlich sein 

könnte. 

Nach Stimulation humaner vSMCs mit dem NO-Donor NONOate zeigte sich, dass sich 

in den ersten zwei Tagen die RGS5-Expression nicht ändert. Erst nach drei Tagen konnte 

eine Erhöhung der RGS5-Expression gemessen werden, die nach vier Tagen weiter 

erhöht war (Abb. 33A). Um auf Proteinebene den Einfluss von NO auf die RGS5-

Expression zu bestimmen, wurden Arterien aus Wildtyp-Mäusen entnommen und mit 

NONOate für drei Tage stimuliert. Nach drei Tagen zeigte sich hier ebenfalls ein Anstieg 

im RGS5-Gehalt in den stimulierten Arterien (Abb. 33B). 
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Abbildung 33: Analyse des Einflusses von NO auf die RGS5-Expression. Humane arterielle vSMCs 

wurden mit NONOate (100 µM) stimuliert. Die Analyse der RGS5-Expression (mRNA) wurde mittels 

quantitativer RT-PCR durchgeführt (A). Als Expressionsstandard wurde RPL32 verwendet. Für die 

Analyse der Proteinexpression wurden Femoralarterien aus Wildtyp-Mäusen entnommen und mit 

NONOate (100 µM) für 3 Tage stimuliert (B) und die RGS5-Proteinmenge (rote Fluoreszenz) mittels 

Grauwertbestimmung der unbehandelten Gefäße (C) und der NONOate behandelten Gefäße (D) bestimmt. 

Zellkerne wurden mit DAPI (blaue Fluoreszenz) dargestellt (Maßbalken 25µm; n=3; *p<0,05 v. 0 h, 

***p<0,001 vs. 0 h). 
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3.3.14 Analyse der RGS5-Expression in Abhängigkeit der cGMP-Aktivierung 

In glatten Muskelzellen bewirkt NO eine Stimulation der löslichen Guanylzyklasen und 

der nach geschaltete cGMP-Anstieg führt zur Aktivierung verschiedener cGMP-

abhängiger Proteinkinasen (Pilz & Casteel, 2003; Francis, 2010). Um zu überprüfen, ob 

NO über diesen Signalweg die Expression von RGS5 hervorruft wurden humane vSMCs 

mit 8-pCPT-cGMP, einem spezifischen Aktivator der cGMP-abhängien Proteinkinasen 

stimuliert. Auch hier konnte zunächst (in den ersten zwei Tagen) keine signifikante 

Änderung der RGS5-Expression nachgewiesen werden (Abb. 34). Nach drei Tagen zeigte 

sich jedoch ebenfalls eine signifikante Zunahme der RGS5-Expression.  

 

 

Abbildung 34: Analyse der RGS5-Expression nach 

Aktivierung cGMP-abhängiger Proteinkinasen. Humane 

arterielle glatte Muskelzellen wurden mit 100 µM 8-pCPT-

cGMP stimuliert und die RGS5-mRNA-Expression mittels 

quantitativer RT-PCR Analyse bestimmt. Als 

Expressionsstandard diente RPL32 (n=3; *p<0,05). 

 

 

 

3.3.15 Analyse des Kollateralwachstums in RGS-defizienten Mäusen nach 

Hinterlauf-Ischemie 

Wie schon zuvor angemerkt, gehen Remodellierungsprozesse in der Regel mit einer 

Änderung des glattmuskulären Phänotyps einher. In diesem Zusammenhang sollte 

untersucht werden, ob RGS5 bei der Initiierung arterieller Remodellierungsprozesse eine 

Rolle spielt. 

Im in vivo Arteriogenesemodell zeigte sich bei den RGS5-defizienten Mäusen im 

Vergleich zu den Wildtyptieren eine deutliche Reduzierung der Ischemie-bedingten 

Größenzunahme bzw. der Remodellierung der Kollateralen. De facto war keine Zunahme 

des Kollateralendurchmessers 7 Tage nach Ligation der Femoralarterie (Abb. 35D) im 
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Vergleich zu den nicht-ligierten Kollateralen feststellbar (Abb. 35B). Wildtyp-Mäuse 

zeigten dagegen die typische Zunahme des Kollateralendurchmessers als Zeichen der 

Remodellierung (Abb. 35C) 7 Tage nach Ligation der Femoralarterie.  

 

 

 

 

Abbildung 35: Analyse der Arteriogenese in RGS5-defizienten Mäusen nach Ligation der Femoralarterie. 

Bei RGS5-defizienten Mäusen (B,D) und entsprechenden Wildtyp-Kontrolltieren (A,C) wurde  der 

Durchmesserzuwachs der kollateralen Arteriolen 7 Tage nach Ligatur der Femoralarterie morphometrisch 

bestimmt. Die Visualisierung der arteriellen Gefäße (E) wurde durch die intraarterielle Infusion einer 

kapillarimermeablen Partikellösung mit anschließender Aufhellung des Gewebes ermöglicht. Der 

Gefäßdurchmesser wurde mit Hilfe einer morphometrischen Analysesoftware Cell^R (Olympus) bestimmt 

(Maßbalken 750 µm, n=4-6; *p<0,05). 
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4 Diskussion 

4.1 Einfluss von AP-1/Junb auf venöse Remodellierungsprozesse 

Der Transkriptionsfaktor AP-1 ist bereits mehrfach im Zusammenhang mit der vaskulären 

Remodellierung untersucht worden. Interessant ist dieser Transkriptionsfaktor vor allem 

dadurch das er durch Dehnung induziert wird (Demicheva 2008, Lauth 2000) und diese 

wiederum eine entscheidende Rolle bei vaskulären Umbauprozessen spielt (Lu 2011). Um 

den Einfluss einer erhöhten Wandspannung auf die venöse Remodellierung zu untersuchen, 

wurde ein Venen-Ligationsmodell entwickelt, bei dem lokal eine venöse Abflussstauung in 

Mäusen durch Ligation einer Vene der Ohrmuschel induziert wird. Prinzipiell handelt es sich 

um eine künstliche Erhöhung des hydrostatischen Druckes in einem Venenplexus, ein 

Verfahren, dass ähnlich bereits mehrfach verwendet worden ist um eine venöse 

Remodellierung zu induzieren (Pascarella 2005, Hahn 2000, Hahn 1999, Lalka 1998). Durch 

die Ligation einer Hauptvene der Ohrmuschel war es möglich, die Remodellierung der 

Begleitvenen makroskopisch zu verfolgen. Ein weiterer Vorteil des verwendeten Modells ist 

die einfache Durchführung und die gute Zugänglichkeit der remodellierenden Venen. Andere 

Modelle, wie z.B. die Anlage einer arterio-venösen Fistel oder die Ligation einer großen 

Körpervene erfordern komplizierte Operationen und sind damit zudem deutlich belastender 

für die Tiere (Bergan, 2008). Die einfache Zugänglichkeit der Ohrmuscheln bietet auch die 

Möglichkeit neue Behandlungsstrategien durch topikale Applikation wie z.B. in Form einer 

Emulsion durchzuführen. Dies ist möglich, da die Venen knapp unter der Epithelschicht der 

Ohrmuschel verlaufen und die topikal applizierten Substanzen in kurzer Zeit aufnehmen 

können. Die anderen bisher verwendeten Modelle, bieten nur die Möglichkeit einer 

systemischen Applikation von Substanzen, um eine neue Behandlungsstrategie zu 

entwickeln. Im Gegensatz zu anderen bereits etablierten Modellen und der hochverzweigten 

Architektur der Mausohrmuschel, bewirkt die Ligation einer Vene nur einen moderaten 

Anstieg des Venendrucks, jedoch ohne Ödembildung, Hautirritationen oder Nekrosen. 

Trotzdem ist die venöse Remodellierung durch eine schnelle Gefäßvergrößerung und dem 

Grad der Tortuosität, einem typischen Zeichen für variköse Venen (Lim 2009) bzw. 

remodellierende Arteriolen während der Arteriogenese charakterisiert (Demicheva 2008). 

Daher könnte die venöse Tortuosität ähnlichern Mechanismen unterliegen, wie sie auch in 

kollateralen Arteriolen während der Arteriogenese vorkommen. In den Arteriolen ist die 
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Ursache für diese Remodellierung eine erhöhte Proliferation der medialen glatten 

Muskelzellen wie sie auch in den remodellierenden Venen gefunden wurde. 

Entsprechend der milden venösen Hypertonie, konnte keine proinflammatorische Antwort in 

den remodellierenden Venen gefunden werden. Inflammation wird häufig in Modellen mit 

hohem intravenösen Druck gefunden (Hahn 2000, Hahn 1999, Lalka 1998). Dies entspricht 

jedoch nicht den Prozessen in der Frühphase der Varikosis beim Menschen (Aunapuu 2005, 

Woodside 2003). Die gezeigten Daten lassen daher schlussfolgern, dass die stauungsbedingte 

Volumenzunahme und damit die Erhöhung des Gefäßinnendruckes hauptsächlich für die 

Veränderungen in der Venenwand verantwortlich sind. Pro-inflammatorische Prozesse sind 

dagegen eher eine Folge als die Ursache des Remodellierungsprozesses bei der Varikosis. Im 

Gegensatz zur pro-inflammatorischen Aktivierung variköser Venen lassen sich nicht-

entzündliche Veränderungen in der extrazellulären Matrix der Venenwand feststellen. Diese 

betreffen besonders den Abbau und die Fragmentierung von Kollagenen und elastischen 

Fasern (Porto 2002, Wali 2002), durch eine erhöhte proteolytische Aktivität von Endothel- 

und glatten Muskelzellen die zu einer Dilatation und Schwächung der Venenwand führen 

können (Lim 2009, Somers 2006). In diesem Zusammenhang konnte eine erhöhte Expression 

und Aktivität von MMP2 in den glatten Muskelzellen humaner Varizen gefunden werden 

(Feldner 2011). Microarray-Analysen humaner variköse Venen im Vergleich zu gesunden 

Venen haben ebenfalls eine erhöhte MMP2-Expression gezeigt (Kowalewski 2004), während 

andere Studien keine derartigen Unterschiede aufzeigen konnten (Woodside 2003, Ishikawa 

2000). Auch eine Änderung der MMP9-Proteinexpression konnte nicht nachgewiesen werden. 

Jedoch zeigte sich eine erhöhte Proliferation der vSMCs in humanen varikoser Venen. Er ist 

bekannt, dass die Proliferation hierbei erhöht ist und als Zeichen gilt für die Phänotyp-

änderung vom kontraktilen zum synthetischen (aktivierten) Zustand (Lim 2009). 

Eine Erhöhung der MMP2-Expression wurde bereits in mehreren Modellen der venösen 

Hypertonie nachgewiesen (Bergan 2008, Pascarella 2005). Zusätzlich konnte über 

Perfusionsexperimente an isolierten Mausvenen und Dehnung venöser vSMCs nachgewiesen 

werden, dass MMP2 durch die erhöhte Wandspannung und damit Dehnung reguliert wird 

(Feldner 2011). Auch in arteriellen vSMCs konnte gezeigt werden, dass Dehnung ein 

wichtiger Mechanismus ist, der die Gefäßremodellierung während der arteriellen Hypertonie 

kontrolliert und die MMP2-Expression stimuliert (Grote 2003). Zusammenfassend könnte die 

erhöhte Wandspannung ein wichtiger Faktor für die Initiierung der Varikosis sein.  

Zur Verifizierung von CEB/P oder AP-1 als therapeutischem Ziel zur Behandlung einer 

Varikosis wurden spezifische dODNs verwendet, die die Aktivität von AP-1 oder CEB/P 
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inhibieren. Diese Nukleinsäure-basierenden Wirkstoffe wurden als innovative und potente 

Inhibitoren der maladaptiven Remodellierung beschrieben (Gao 2006). Die in der topikalen 

Formulierung enthaltene dODNs penetrieren offenbar problemlos die Haut der 

Mausohrmuschel und inhibieren die Aktivität der Transkriptionsfaktoren in den Gefäßzellen 

ohne potenziell schädliche Transfektionsreagenzien.  

Bei den Untersuchungen des Einflusses von CEB/P auf die venöse Remodellierung konnte 

jedoch kein Unterschied zwischen den CEB/P dODN und den entsprechenden Kontroll-ODN 

behandelten Ohrmuscheln festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). CEB/P wurde verwendet, 

da in früheren Untersuchungen ein Zusammenhang zwischen der CEB/P-Aktivität und der 

Aktivierung glatter Muskelzellen im Rahmen einer Hypertonie gezeigt werden konnte. CEB/P 

reguliert unter anderem die Expression des Platelet-Derived-Growth-Faktor -Rezeptors 

(PDGF-R), welcher in den vSMCs hypertensiver Ratten im Vergleich zu normotensiven 

Ratten verstärkt exprimiert wird (Kitami 1999). Insbesondere im Zusammenhang der 

pulmonaren Hypertonie konnte gezeigt werden, dass PDGF-R entscheidend an der Kontrolle 

der Proliferation und Migration der pulmonal arteriellen vSMCs beteiligt ist (Andrae 2008, 

Barst 2005, Yang 2001). Weiterhin wurde besonders CEB/P als Koaktivator der 

Cyclooxygenase-2 beschrieben, die indirekt über die nachgeschaltete Synthese von 

Prostazyklin kardioprotektiv und vaskuloprotektiv wirkt (Wu 2005). Die hier beobachtete 

fehlende Wirkung von Transkriptionsfaktoren der CEB/P-Familie ist möglicherweise darauf 

zurück zu führen, dass die bisherigen Analysen in arteriellen glatten Muskelzellen 

vorgenommen wurden. Venöse und arterielle Gefäßzellen zeigen jedoch ein unterschiedliches 

Expressionsmuster verschiedenster Proteine, wie. z.B. EphrinB2 in arteriellen  und EphB4 in 

venösen Endothelzellen (Aitsebaomo 2008), bereits während der Vaskulogenese im Embryo. 

Es ist daher wahrscheinlich, dass Zytokine, wie z.B. PDGF bzw. andere durch CEB/P 

regulierte Genprodukte im Rahmen druckinduzierter venöser Remodellierungsprozesse keine 

entscheidende Rolle spielen.  

Frühere Experimente haben gezeigt,  dass  AP- 1, ein prototypischer stressabhängiger 

Transkriptionsfaktor im Rahmen der Herzhypertrophie (Irukayama-Tomobe 2004, Taimor 

2004) bzw. dehnungsabhängiger arterieller Remodellierungsprozesse aktiviert wird 

(Demicheva 2008). Generell reguliert AP-1 die Expression vieler Gene, welche die 

Stressantwort von Zellen beeinflussen. Hierzu gehören auch Gene, die mit dem 

proinflammatorischen Phänotyp von vSMCs und ECs assoziiert werden (Wung 1997, Tedgui 

2006). Des Weiteren wurde AP-1 als Regulator für Genprodukte beschrieben, die im 

Zusammenhang der Migration und Proliferation von vSMCs stehen (Ahn 2002). Dabei ist für 
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die Funktion von AP-1 entscheidend aus welchen Untereinheiten sich der homo- oder 

heterodimere Transkriptionsfaktor zusammensetzt. Während z.B. die Untereinheit c-Jun über 

Aktivierung von Cyclin D1 die Proliferation erhöht, inhibiert die Untereinheit Junb die 

Proliferation über Blockierung von Cyclin D1 (Shaulian 2001, Piechaczyk 2008).  Auch muss 

in diesem Zusammenhang differenziert werden mit welcher weiteren Untereinheit Junb 

dimerisiert. Je nach Zusammensetzung können verschiedene Kofaktoren der Proliferation 

aktiviert (p16) oder inhibiert (p53) werden (Shaulian 2002).  Das eingesetzte AP-1 dODN 

neutralisiert alle AP-1-Dimere durch Imitation der Konsensus-Bindungssequenz für diese 

Transkriptionsfaktor-Familie. Die Verwendung des AP-1 dODNs konnte die venöse 

Remodellierung und Tortuosität in vivo verhindern, wahrscheinlich durch eine Inhibierung der 

Proliferation und Hemmung der MMP2-Expression. In diesem Zusammenhang hat eine 

Studie mit kardialen Fibroblasten gezeigt, dass die Heterodimerisation der AP-1-

Untereinheiten Junb-Fra1 und Junb-FosB notwendig für die Transkription des MMP2-Gens 

ist (Bergman 2003). In Übereinstimmung damit zeigten Junb-defiziente Venen, die einem 

erhöhten hydrostatischen Druck ausgesetzt wurden keine Steigerung der Proliferation und 

MMP2-Expression.  

Diese Ergebnisse des Mausmodells sind insofern auch von klinischem Interesse, da in 

humanen Varizen ex vivo ebenfalls eine erhöhte Proliferation und MMP2-Expression der 

Gefäßwandzellen nachgewiesen werden konnte. Zudem unterstreicht dies die Eignung des 

verwendeten Tiermodells zur Untersuchung der Entstehung von Varizen. 

Ausgehend von den Ergebnissen im Tiermodell wurden die biomechanischen Ursachen für 

die Initiierung der venösen Remodellierung in isolierten Venen der Maus eingehend 

untersucht. Hierbei kommt dem Laplace-Gesetz eine besondere Bedeutung zu, das besagt das 

eine Erhöhung des transmuralen Druckes zu einer Steigung der Wandspannung führt. Durch 

Verwendung zweier verschiedener Gefäßinnendrücke (4 und 16 mm Hg), einhergehend mit 

den entsprechenden transmuralen Druckdifferenzen und der dadurch erhöhten 

Wandspannung bzw. Dehnung der Venenwand konnte nachgewiesen werden, dass eine 

Erhöhung des Gefäßinnendruckes ebenfalls zu einer verstärkten Proliferation von Endothel- 

und glatten Muskelzellen führte. Diese vermehrte Proliferation konnte, wie auch im 

Tiermodell, durch Zugabe des AP-1 dODNs inhibiert werden.  

Unter Berücksichtigung der zusätzlichen anti-inflammatorischen Effekte, lässt sich 

spekulieren, dass die Inhibition dieses Transkriptionsfaktors die Initiierung und den Verlauf 

der Varikosis und möglicherweise ein Wiederauftreten verhindert. HMG-CoA-Reduktase 



Kapitel 4 Diskussion 94 

 

Inhibitoren, die ebenfalls durch ihre pleiotrophe Aktivität AP-1 inhibieren, könnten daher 

auch als mögliche Medikamente zur Behandlung variköser Venen berücksichtigt werden. 

4.2 Einfluss von AP-1/Junb auf arterielle Remodellierungsprozesse 

Nachdem gezeigt werden konnte, dass AP-1 und seine Untereinheit Junb ein entscheidender 

Faktor für die dehnungsabhängige venöse Remodellierung ist, wurde untersucht, ob dies auch 

für die arterielle Remodellierung zutrifft. Gefäßwanddehnung als Folge eines erhöhten 

transmuralen Drucks spielt insbesondere bei der Hypertonie eine entscheidende Rolle. Durch 

die Erhöhung des Gefäßinnendruckes kommt es zunächst zu einer verstärkten Kontraktion der 

glatten Muskelzellen und langfristig zu einer nicht reversiblen Verdickung der Gefäßwand 

(Pries 2005). Über verschiedene Tiermodelle kann in Mäusen eine arterielle Hypertonie 

induziert werden, wie z.B. durch das von uns verwendete Deoxycorticosteron Acetat (DOCA-

Salz) Modell.  

Die Versuche der Induktion eines arteriellen Bluthochdrucks in den Junb-defizienten Mäusen 

zeigte, dass ein Verlust dieses Transkriptionsfaktors die Entstehung einer Hypertonie und der 

damit assoziierten maladaptiven Folgen, wie z.B. der Linksherzhypertrophie verhindern 

kann. Zudem führt eine arterielle Hypertonie auch zu einer irreversiblen Gefäß-

remodellierung. Diese Remodellierung der Arterien geht einher mit einer Phänotypänderung 

der glatten Muskelzellen in der Media, die durch eine gesteigerte Proliferation und 

verringerte Expression Kontraktilitäts-regulierender Markerproteine gekennzeichnet ist. Zu 

diesen Markerproteinen zählen unter anderem Calponin, Myokardin, Smooth Muscle Myosin 

Heavy Chain (SM-MHC) und Transgelin (SM22). Diese Proteine werden von 

differenzierten (ruhenden) vSMCs exprimiert (Beamish 2010, Parmacek 2008, Du 2003). Bei 

Aktivierung der vSMCs z.B. durch Gefäßverletzung oder Hypertonie wird die Expression 

dieser Proteine herunterreguliert. Unsere Untersuchungen zeigten, dass in den DOCA-Salz-

behandelten Kontrollen sowie den Junb-defizienten Tieren die Proliferation der glatten 

Muskelzellen erhöht ist. Analysen der größeren Leitungsarterien konnten zudem keine 

Unterschiede in der Expression von Calponin, Myokardin und Desmin  zwischen den 

Wildtyp- und Junb-defizienten Tieren zeigen (Daten nicht gezeigt). Daraus lässt sich 

schließen, dass es in den Junb-defizienten Mäusen zwar nicht zu einer Erhöhung des 

arteriellen Blutdruckes kommt, jedoch eine arterielle Remodellierung stattfindet. 

Hierfür könnten verschiedene Ursachen vorliegen. Zum einen könnte Junb den Aufbau der 

extrazellulären Matrix durch die Kontrolle einzelner Matrixproteine beeinflussen, z.B. ist die 

Kollagen IA2-Expression von der Junb-Aktivität abhängig (Ponticos 2009). Daher ist es 
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möglich, dass andere Matrixproteine ähnlich durch Junb reguliert werden. Ein veränderter 

Matrixaufbau könnte somit zu einem Verlust der Gefäßwandarchitektur führen, da 

insbesondere die Kollagene die Steifigkeit und den Zusammenhalt des Gewebes 

beeinflussen. Die Kollagene III und V sind in diesem Zusammenhang essentiell für den 

Zusammenbau der Kollagen I-Fasern (Liu 1997, Andrikopoulos 1995). Außerdem ist die 

extrazelluläre Matrix in der Lage die Migration von Zellen über Adhäsion und Polarisation, 

sowie die Expression von Matrixproteinen wie Laminin und die Interaktion zwischen 

Wachstumsfaktoren z.B. TGF und deren entsprechenden Rezeptoren zu beeinflussen 

(Rozario 2007).  

Die Kontraktion der glatten Muskelzellen wird wiederum über die Interaktion der Integrine 

mit der extrazellulären Matrix bzw. dem Zytoskelett weitervermittelt (Heerkens 2007). 

Integrine sind ein wichtiger Schlüsselfaktor für die Angiogenese (Silva 2008) aber auch für 

die Differenzierung der glatten Muskelzellen und den Aufbau der extrazellulären Matrix 

notwendig. Beispielsweise führt 1-Integrin-Defizienz zu einem defekten Zusammenbau der 

extrazellulären Matrix (Turlo 2012).  

Vor diesem Hintergrund zeigten Analysen der Expression verschiedener Matrixproteine 

tatsächlich eine deutliche Reduktion von Kollagen I, Kollagen IV und Fibronektin in der 

Gefäßwand der Junb-defizienten Mäuse. Zudem war die Anordnung dieser Proteine 

verändert. In den Kontrollen zeigte die Färbung der Matrixproteine eine hochstrukturierte 

und gleichmäßige Anordnung der Kollagene. In den Junb-defizienten Mäusen war 

insbesondere für Kollagen 1 nur eine punktuelle Färbung zu sehen. Diese Veränderung 

könnte ihre Ursache in einer veränderten Expression der Matrixproteine haben, oder auch 

Folge einer veränderten Integrinexpression sein.  

Es kann auch nicht ausgeschlossen werden, dass die veränderte Expression anderer 

Matrixproteine einen Einfluss auf die Zusammensetzung und den Aufbau der extrazellulären 

Matrix ausübt. Microarrayanalysen von Junb-defizienten glatten Muskelzellen zeigten hier 

eine verringerte Expression von Lumican, Versican und Transforming Growth Factor-

inducible (TGF-i) in den Junb-defizienten Zellen. Lumican z.B. ist mitverantwortlich für 

die Bildung organisierter Kollagenfasern und ist in der Aorta von Patienten mit chronischer 

Nierenerkrankung und Hypertonie hochreguliert und wird als wichtiger Faktor im 

Zusammenhang mit der Kalzifizierung von Arterien diskutiert (Fassot 2008). Versican und 

TGF-i sind ebenfalls entscheidend für die Zusammensetzung der extrazellulären Matrix. 

Versican ist insbesondere im Rahmen der Tumorangiogenese genauer untersucht worden, 

wobei es pro-angiogene Effekte zeigte. Eine hohe Expression von Versican führt zu einer 
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erhöhten Migration und Proliferation von Tumorzellen und damit zu einer vermehrten 

Metastasierung (Du 2011, Ricciardelli 2009). Andererseits zeigten Untersuchungen, dass 

Versican ebenso wie Lumican zur  Kalzifizierung der Aorta beiträgt (Stephens 2011).  

TGF-i bindet über eine RGD-Sequenz an die Kollagene I, II und IV. Über dieses Protein ist 

jedoch bisher nur wenig in der vaskulären Biologie bekannt. Erste Ergebnisse zeigten jedoch, 

dass TGF-i in der Lage ist, die Metastasierung von Tumorzellen zu reduzieren (Wen 2011). 

Andererseits kann auch vermutet werden, dass neben dem weiter unten aufgeführten 

glattmuskulären-Phänotyp die beobachtete  veränderte Matrixzusammensetzung bzw. der 

veränderte Aufbau der extrazellulären Matrix in Junb-defizienten Mäusen mitverantwortlich 

für den nicht vorhandenen Blutdruckanstieg nach DOCA-Salz-Behandlung sein könnte. 

Durch das Kollagengerüst und verschiedene Proteoglykane wird die Elastizität bzw. 

Steifigkeit der Gefäße definiert. Durch eine Anpassung der Matrixkomposition ist es 

möglich, dem im Gefäß herrschenden Innendruck einen adäquaten Widerstand entgegen zu 

setzen. Insbesondere Elastin ist in diesem Zusammenhang zu nennen. Die miteinander 

vernetzten Elastinfasern bilden ein wichtiges strukturelles Gerüst der Gefäße, welches 

unabhängig von den glatten Muskelzellen die biomechanischen Eigenschaften der großen 

Gefäße wie z.B.  der Aorta determiniert (Wagenseil 2009). Elastin-defiziente Mäuse weisen 

einen deutlich erhöhten Blutdruck im Vergleich zu Wildtypmäusen, sowie dünnere 

Gefäßwände auf. Wird in diesen Mäusen eine Hypertonie induziert, finden auch hier 

Remodellierungsprozesse statt (Faury 2003). Aber auch das unterschiedliche Verhältnis von 

Kollagen zu Elastin, abhängig von der Gefäßgröße, muss berücksichtigt werden. Kleinere 

Gefäße z.B. Koronararteien weisen  ein höheres Kollagen zu Elastin Verhältnis auf als große 

Gefäße wie z.B. die Aorta (Maher 2012). Bezogen auf die Junb-defizienten Gefäße würde 

eine detailliertere Analyse der extrazellulären Matrix Aufschluss darüber geben inwieweit 

das Kollagennetzwerk von Veränderungen betroffen ist oder die Gesamtstruktur der 

Gefäßwand verändert ist.  

Ausgehend von den hier erhobenen Daten kann jedoch angenommen werden, dass eine 

verminderte Vernetzung von Kollagen I durch Lumican in Junb-defizienten Mäusen eine 

verringerte Steifigkeit der Gefäße nach sich zieht; ein struktureller Parameter der durchaus 

eine Rolle bei den angewendeten Provokationsversuchen spielen könnte. Eine weitere, 

deutlich plausiblere Erklärung für die Ergebnisse der Blutdruckmessung der DOCA-Salz-

behandelten Junb-defizienten Tiere könnte insbesondere die beobachtete Verminderung der 

Kontraktionsfähigkeit der glatten Muskelzellen sein. Höchstwahrscheinlich ist dies auf einen 

Defekt der Aktomyosin-basierten Kontraktion zurückzuführen. Als Grund dafür wurde die 
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reduzierte MLC2-Expression bzw. der Gehalt am aktiven MLC2 (pMLC2) identifiziert. Für 

die Kontraktion der glatten Muskelzellen ist die Phosphorylierung von der leichten Kette des 

Myosins an Serin 19 essentiell (Scruggs 2011, Walsh 2011). Diese Phosphorylierung kann 

von verschiedenen Proteinkinasen und Phosphatasen beeinflusst werden. Während MLCK, 

ROCK, ZIP-Kinase und Zitronkinase direkt MLC2 an Serin 19 phosphorylieren, erfolgt die 

Aufrechterhaltung der MLC2-Phosphorylierung durch die ROCK-vermittelte 

Phosphorylierung und damit Inaktivierung der Leichtkettenphosphatase (Ridley 2003, 

Sanders 1999). Die Aktivität der verschiedenen Kinasen wird durch bestimmte Signalwege, 

die FAK, ROCK, Integrin-linked Kinase (ILK) und Proteinkinase C beinhalten, kontrolliert. 

Die Aktivierung dieser Signalwege erfolgt initial über eine Kalziumsensitivierung und 

extrazelluläre Stimulation. Viele Untersuchungen zur reversen Genetik und mit Inhibitoren 

haben eine Bedeutung des RhoA/ROCK-Signalwegs für die Hypertonie nahe gelegt 

(Heasman 2008, Sward 2003). Ebenso spielt die ILK eine wichtige Rolle beim Aufbau einer 

gleichmäßigen Glattmuskelzellschicht und der Gefäßkontraktion (Kogata 2009). Weitere 

Analysen der Expression von MLC2 in verschiedenen Junb-defizienten Zellen sowie 

Promotoranalysen haben gezeigt, dass Junb direkt die Expression von MLC2 kontrolliert. Sie 

belegten CHIP-Analysen, dass Junb an 2 CRE-Sequenzen im Promotor des MLC2-Gens 

bindet. Darüber hinaus konnte durch Reexpression von MLC2 der Kontraktionsverlust in den 

Junb-defizienten Zellen wieder hergestellt werden (Licht 2010). Wichtig zu bemerken ist, 

dass nur die Transkription von MLC2 von Junb abhängig ist, vorhergehende Signalwege aber 

nicht beeinflusst werden. Dies konnte durch die Analyse der Expression und 

Phosphorylierung von FAK gezeigt werden (Licht 2010). Die transkriptionelle Regulation 

von MLC2 ist aber auch abhängig von den Transkriptionsfaktoren Serum Response Factor 

(SRF) und Myokardin-Related Transcription Factor (MRTF) (Medikane 2009). Das 

Zusammenspiel dieser Transkriptionsfaktoren ist möglicherweise entscheidend für die 

Regulation der MLC2-Expression in glatten Muskelzellen. Über die Junb-abhängige MLC2-

Expression und damit der Kontraktilität und Motilität könnten sich einige andere Facetten 

des Phänotyps der Junb-defizienten Embryos, wie Ausfall der Trophoblasten-Migration und 

Endothelzellsprossung (Florin 2006, Licht 2006, Schorpp-Kistner 1999) erklären. In diesem 

Kontext ist es interessant, dass die ET-1-vermittelte sowie die Kälte-induzierte 

Vasokonstriktion über eine Erhöhung der AP-1-Aktivität stimuliert werden (Chua 1998). Die 

Kälte-induzierte Vasokonstriktion wird durch eine verstärkte Expression der 2c-

Adrenorezeptoren über den cAMP/Rap1/JNK/AP-1-Signalweg initiiert (Eid 2008). Es 
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müsste jedoch noch gezeigt werden, ob die Induktion der Vasokonstriktion durch Kälte oder 

ET-1 die transkriptionelle Induktion der MLC2-Expression durch Junb, involviert.  

Die Regulation der Zellmotilität und Kontraktion spielt auch eine wichtige Rolle bei der 

Tumorzellinvasion und Metastasierung. In diesem Zusammenhang könnten die erhaltenen 

Daten zum Verständnis der Migration, Invasion und Metastasierung von Tumorzellen 

beitragen. In der Tat konnte für verschiedene humane Tumoren und Tumormodelle eine 

erhöhte Expression von Junb gezeigt werden (Zhang 2005, Mao 2003). Die MLC2-

Expression wurde bisher im Zusammenhang mit Tumorwachstum und Metastasierung jedoch 

noch nicht genau untersucht. 

Weiterhin konnte eine verringerte Stressfaserbildung in Junb-defizienten Zellen festgestellt 

werden, die möglicherweise die Kontraktionsfähigkeit der Zellen mit beeinflusst oder eine 

Adaption der Zellen an das niedrige MLC2-Expressionsniveau darstellt. Insbesondere 

handelt es sich vermutlich um eine adaptive Änderung, da nach Reexpression von MLC2 

auch die Stressfaserbildung wieder ansteigt (Licht 2010). 

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass Junb ein zentraler Regulator wichtiger 

Zellfunktionen, insbesondere der Aktomyosin-basierten Kontraktion darstellt. Überexpression 

von Junb könnte eine erhöhte Kontraktilität der glatten Muskelzellen zur Folge haben, wie sie 

bei vaskulären Erkrankungen wie der Hypertonie  und dem Vasospasmus beobachtet werden. 

Die Erkenntnisse, dass Junb die MLC2-Expression und damit die Aktomyosin-vermittelte 

Zytoskelettfunktion reguliert ist von Bedeutung für Therapieansätze die in den MAPK-

Signalweg und die AP-1-vermittelte Genexpression eingreifen.  

4.3 Generierung eines induzierbaren SMC-spezifischen Junb Knockouts 

Zur genaueren Analyse des Junb abhängigen Kontraktionsverlustes der glatten 

Gefäßmuskelzellen, sollte eine glattmuskelzellspezifische induzierbare Junb-Knockout-Maus 

generiert werden. Analysen von Arterien zeigten jedoch keine Abnahme der Junb-Expression 

in Abhängigkeit der injizierten Tamoxifenkonzentration. In Ausnahmefällen ist bekannt das 

Tamoxifenkonzentrationen bis zu 5 mg Tamoxifen/Tag verabreicht wurden (Fricker 2011), 

wobei es sich meist um Neuronenzellspezifische Knockouts handelt. Hierbei ist wichtig zu 

bemerken, dass in diesen Fällen das Tamoxifen die Blood Brain Barrier durchdringen muss 

und unter Umständen diese erhöhten Tamoxifenkonzentrationen notwendig sind. 

Aus den Daten der Kreuzung der Cre-Linie und der ROSA26-Linie und entsprechender 

Analyse der positiven LacZ-Färbung lässt sich schlussfolgern, dass der erfolglose Knockout 

von Junb nicht im Zusammenhang mit der Cre-Linie zu sehen ist. siRNA-knockdown-
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Versuche in glatten Gefäßmuskelzellen haben ergeben, dass ein spontaner Verlust von Junb 

nicht mit einer normalen Zellfunktion vereinbar ist (Daten nicht gezeigt). Werden diese 

Ergebnisse auf ein in vivo-Modell übertragen, würde ein Verlust aller glatten Muskelzellen 

zum Tod des Tieres führen. Zusammengefasst konnte nicht geklärt werden, aus welchen 

Gründen die Tamoxifeninduktion zu keiner Reduktion der Junb-Menge führte. Zu vermuten 

wären aber bisher ungeklärte  Mechanismen, die die potentiell tödlichen Folgen durch den 

spontanen Verlust des Junb-Gens verhindern.  

4.4 Funktion von RGS5 in vaskulären glatten Muskelzellen 

Der Kontraktionsstatus glatter Muskelzellen ist nicht nur von der Phosphorylierung von 

MLC2 abhängig, sondern auch noch von vielen weiteren Faktoren. In diesem 

Zusammenhang war von Interesse, dass der basale Blutdruck in den Junb-defizienten Mäusen 

keinen Unterschied zu den Kontrollen auswies. Es war daher anzunehmen, dass die Gefäße 

noch in der Lage sind einen basalen Tonus aufrechtzuerhalten. Eine Erhöhung des 

Gefäßtonus ist normalerweise an zwei Stellen kontrolliert. Zum einen durch die 

Kalzium/Calmodulin-vermittelte Aktivierung der MLCK und die Diacylglycerol-abhängige 

Stimulation der Proteinkinase C sowie durch die ROCK-abhängige Inhibierung der MLCP. 

Zudem ist MLC2 in den Junb-defizienten Zellen nicht komplett ausgeschaltet, sondern es 

sind noch ca. 20% der Proteinmenge des Wildtyps vorhanden. Auf der einen Seite könnte 

daraus geschlussfolgert werden, dass diese 20% gerade ausreichend sind, um die basale 

Kontraktion zu gewährleisten. Auf der anderen Seite ist es gut vorstellbar, dass hierzu bereits 

Kompensationsmechanismen erforderlich sind. Da die Kontraktion in glatten Muskelzellen 

mit Hilfe der zytosolischen Kalziumkonzentration gesteuert wird, wurde mit Hilfe einer 

Microarray-Analyse nach Genprodukten gesucht, die in Junb-defizienten glatten 

Muskelzellen differentiell exprimiert und in diesen Prozess involviert sind. In diesem 

Zusammenhang wurde als wahrscheinlichster Kandidat der Regulator of G-Protein 

Signalling 5 (RGS5) gefunden, der in den Junb-defizienten glatten Muskelzellen 5-10fach 

stärker exprimiert ist als in den Wildtypkontrollzellen.  

Die meisten Vasokonstriktoren wirken über verschiedene GPCRs, wodurch es zu einer 

Dissoziation der Gs, Gi, Gq/11 oder G12/13-Untereinheiten von ihrer jeweiligen G 

Untereinheit kommt. Die Signalweiterleitung der so aktivierten G-Untereinheiten in die 

Zelle und die daraus resultierenden Tonusänderungen in glatten Muskelzellen werden durch 

verschiedene RGS-Proteine reguliert. Vasokonstrikoren, wie z.B. Noradrenalin, wirken meist 

über den Gq/11-Signalweg. In diesem Zusammenhang zeigte sich, dass Junb-defiziente 
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Arterien nicht in der Lage sind als Antwort auf Stimulation mit z.B. diesem Vasokonstriktor 

zu kontrahieren, wobei Junb direkt die MLC2-Expression kontrolliert. Daher ist 

anzunehmen, dass durch die unzureichende Bildung von Aktomyosinkomplexen der basale 

Tonus bestenfalls gehalten nicht aber erhöht werden kann. Arterielle glatte Muskelzellen von 

Junb-defizienten Mäusen zeigten andererseits eine erhöhte RGS5-Expression. RGS5 inhibiert 

die Gq/11 und den Gi-Signalweg und vermindert so die Antworten auf Vasokonstriktoren, wie 

z.B. Noradrenalin.  

Analysen der RGS5-Expression in Abhängigkeit von der AP-1-Aktivität zeigten, dass RGS5 

nicht direkt über AP-1 und damit Junb kontrolliert wird. Promotoranalysen für RGS2 und  4 

haben ergeben, dass cAMP Response Element (CRE) Bindungsstellen und die Bindung von 

CREB an diese für die Transkription wichtig sind (Xie 2011, Yang 2010). Für RGS5 liegen 

bisher keine Studien zur Transkription vor. Es liegt jedoch nahe, dass auch RGS5 ähnlich wie 

RGS2 und 4 reguliert wird. CREB ist ein wichtiger Faktor für vaskuläre Differenzierungs- 

und Remodellierungsprozesse, der über verschiedenste Signalwege, wie z.B. MAPK, 

ERK1/2 induziert werden kann und anschließend verschiedene Zielgene transkribiert, die die 

Proliferation und Differenzierung von z.B. T-Lymphozyten beeinflussen und kontrollieren 

(Ichiki 2006). Weiter ist bekannt, dass die Regulation von CREB über Calmodulin erfolgt. 

Dessen Aktivierung erfolgt durch Freisetzung von intrazellulärem Kalzium, das an 

Calmodulin bindet und über den Kalzium-Calmodulin-Komplex die MLCK aktiviert, die 

letztlich die Kontraktion durch Phosphorylierung von MLC2 induziert (Wamhoff 2006). 

Kalzium ist einer der wichtigsten Faktoren für die Induktion der Zellkontraktion, aber auch 

für die Regulation der Transkription. Die kalziumabhängige Kontraktion in glatten 

Muskelzellen kann über verschiedene Wege induziert werden, z.B. über 

Membrandepolarisation, die zum Öffnen von spannungsabhängigen Kalziumkanälen und 

einem Einstrom von extrazellulärem Kalzium führt. Kontraktion wird aber auch über 

Neurotransmitter oder Hormone induziert, die über die vorher genannten GPCRs vorrangig 

eine Kalziumfreisetzung aus dem endoplasmatischen Retikulum induzieren (Berridge 2008).  

Detaillierte Analysen zur Rolle von RGS5 in glatten Muskelzellen gibt es kaum. Daher 

wurde RGS5 mittels Adenoviren überexprimiert oder mittels siRNA herunterreguliert. In 

beiden Fällen konnte RGS5 als wichtiger Regulator des glattmuskulären Tonus bestätigt 

werden. RGS5 inhibiert die Gq/11- und Gi-vermittelte Signalweiterleitung durch Erhöhung der 

GTP-Hydrolyserate der G-Untereinheiten (Gu 2009), verstärkt aber die G12/13-vermittelte 

Signaltransduktion. RGS5 blockiert auf der einen Seite die IP3-vermittelte 
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Kalziummobilisierung (Hollinger 2002) und auf der anderen Seite die p63RhoGEF-

vermittelte Stressfaserbildung (Wuertz 2010). 

Vermehrt deutet sich jedoch an, dass RGS-Proteine weniger Signalwege blocken, als diese 

modifizieren. Dabei ist deren Menge unter physiologischen Bedingungen in den glatten 

Muskelzellen nur gering während ihre RNA-Konzentration deutlich höher liegt. Insofern ist 

die relativ geringe physiologische Menge von z.B. RGS4 nicht in der Lage die Gq/11-

vermittelte Signalkaskade zu blockieren (Luo 2001, Xu 1999). Nimmt diese aber zu wird der 

entsprechende Signalweg gehemmt (Sethakorn 2010). 

Die Regulation der RGS-Proteine selbst aber auch der damit verbundenen Signalwege ist 

bisher nur wenig verstanden. Bekannt ist, dass einige RGS-Proteine (wie 1, 4, 16) eine 

Rezeptorselektivität aufweisen, während dies für andere RGS-Proteine bisher nicht 

nachgewiesen werden konnte (Wilkie 2000, Xu 1999). RGS-Proteine können ebenfalls 

weitere Protein-Protein-Interaktionen eingehen. RGS4 ist z.B. in der Lage mit PIP2 bzw. dem 

Kalzium-Calmodulin-Komplex zu interagieren, dadurch wird die Interaktion von RGS4 und 

Gq inhibiert. Für RGS5 ist bisher nur die Interaktion mit der p85a-Untereinheit der 

Phosphoinositol-3-Kinase bekannt (Popov 2000). Die Auswirkung dieser Interaktion ist 

jedoch noch nicht untersucht. Interessanterweise findet sich für einige RGS-Proteine (4,16) 

eine nukleäre Lokalisation, wobei die Funktion der RGS-Proteine in diesem Zusammenhang 

ungeklärt ist. Eine Hypothese besagt, dass nach Aktivierung der G-Proteine eine 

Translokation der RGS-Proteine zur Plasmamembran stattfindet, wobei die Verfügbarkeit der 

RGS-Proteine durch ihre nukleäre Lokalisation reguliert wird.  Andere Hypothesen deuten 

darauf hin, dass RGS-Proteine direkt mit Transkriptionsfaktoren interagieren und zelluläre 

Prozesse beeinflussen. Beispielsweise bindet RGS13 an phospho-CREB und inhibiert dessen 

Aktivität (Sethakorn 2010).  

RGS-Proteine wurden schon mehrfach im Zusammenhang mit der Regulation 

kardiovaskulärer Funktionen beschrieben. RGS2-Defizienz führt z.B. zu Hypertonie und 

Linksherzhypertrophy (Tsang 2010). Diese Hypertrophie kann durch Überexpression von 

RGS2 und die nachfolgende Blockierung -adrenerger Signalwege in den Kardiomyozyten 

inhibiert werden (Nunn 2010). Auch für RGS4 sind ähnliche Ergebnisse beschrieben. RGS4-

Überexpression in Kardiomyozyten inhibiert z.B. die Phenylephrin und Endothelin-1 

induzierte Myofilament-Organisation und das Zellwachstum und verhindert die 

Linksherzhypertrophie nach transaortaler Konstriktion (Rogers 1999, Tamirisa 1999). 

Weiterhin konnte bereits gezeigt werden, dass die Expression von RGS2, 4, 5 in der Aorta 
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erhöht ist, nachdem eine Linksherzhypertrophie durch transaortale Konstriktion induziert 

wurde (Wang 2008). 

Im Gegensatz zu RGS2 und RGS4 ist über die Funktion von RGS5 wenig im Bezug auf 

kardiovaskuläre Erkrankungen bekannt. Interessanterweise zeigen RGS5-defiziente Mäuse 

einen hypotensiven Phänotyp (Cho 2008, Nisancioglu 2008). Unsere Blutdruckmessungen an 

sedierten Mäusen, bei denen sich kein Unterschied zwischen den RGS5-defizienten Mäusen 

und den Wildtyptieren nachwiesen ließ, konnten diese Daten nicht bestätigen (Daten nicht 

gezeigt). Ursache dafür sind möglicherweise unterschiedlichen Versuchsbedingungen. Die 

publizierten Daten zeigen für die Kontrolltiere einen systolischen Blutdruck von ca. 145 mm 

Hg bzw. 160 mm Hg und für die RGS5-defizienten Mäuse einen systolischen Blutdruck von 

ca. 116 mm Hg bzw. 136 mm Hg. Insbesondere der für die Kontrolliere angegebene 

Blutdruck erscheint unverhältnismäßig hoch. Literaturangaben (Mattson 2001) zeigen einen 

systolischen Blutdruck von ca. 100-120 mm Hg bei der tail cuff-Methode der 

Blutdruckmessung. Unsere Messwerte von ca. 100 mm Hg (systolisch) stimmen recht gut mit 

diesen Werten überein. Tiere im Wachzustand sind während der Blutdruckmessung meist 

agitiert und weisen daher höhere Werte auf als leicht sedierte Tiere. Eine erhöhte Agitation 

der Tiere könnte die Erklärung für die Unterschiede sein, die Cho et. al gemessen haben, bei 

uns jedoch nicht auftraten. Die Hypotonie bei den RGS5-defizienten Mäusen wurde bisher 

nicht mit einer Einschränkung der Herzfunktion in Verbindung gebracht. Neue Erkenntnisse 

deuten jedoch darauf hin, dass ein Verlust von RGS5 mit Anzeichen einer Kardiomyopathie, 

verursacht durch einen zu großen Auswurfwiderstand assoziiert ist. Computertomogaphische 

(µ-CT) Analysen, bei denen ein kleineres Ventrikelvolumen und damit eine geringere 

Ejektionsfraktion gemessen wurde (Daten nicht gezeigt) bestätigen diese Hyopthese und 

lassen vermuten, dass die moderate Hyotonie in den nichtsedierten Mäusen auf eine 

myokardiale Dysfunktion zurückzuführen ist.  

Die im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Daten zeigen auch, dass eine Überexpression von 

RGS5 unabhängig vom verwendeten Stimulus (S1P, Angiotensin II, Endothelin-1, 

Noradrenalin) zu einer Blockierung der intrazellulären Kalziummobilisierung führt, während 

RGS5-Defizienz diese verstärkt. Die Stimulation isolierter Arteriensegmente aus RGS5-

defizienten Mäusen bestätigte, dass die verstärkte Kalziummobilisierung auch zu einer 

verstärkten Kontraktion der Arterien führt. Diese Daten stehen im Einklang mit Befunden 

von Yang et. al (2011), die zeigen, dass ein Verlust von RGS5 in pulmonalen glatten 

Muskelzellen zu einer erhöhten Kalziumfreisetzung und MLC2-Phosphorylierung führen, die 

in einer gesteigerten bronchialen Kontraktion mündet. Diese Kontraktionsverstärkung ist 
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abhängig von der Aktivierung des Gq/11-Signalweges. Druckantwortkurven, bei denen der 

Gefäßinnendruck stetig erhöht wurde, zeigen keine Unterschiede zwischen Wildtyp- und 

RGS5-defizienten Arterien. Auf die passive Aufdehnung der Gefäße  und damit einer 

Zunahme der Wandspannung reagierten die glatten Gefäßmuskelzellen mit einer 

Kontraktion. Hier kommt es scheinbar zu keiner Aktivierung von GPCRs, obwohl diese auch 

als mechanosensitive Rezeptoren diskutiert werden.  

G-Protein-vermittelte Signalkaskaden spielen bei vielen kardiovaskulären Prozessen eine 

wichtige Rolle und können deren Verlauf entscheidend beeinflussen (Belmonte 2011, Zhang 

2011). Wichtige Agonisten im Zusammenhang mit kardiovaskulären Prozessen sind  

Angiotensin II, Noradrenalin, Endothelin-1 (ET-1) und Sphingosine-1-Phosphat (S1P). 

Angiotensin II ist der wichtigste Vertreter des Renin-Angiotensin-Aldosteron-System und 

reguliert unter anderem den peripheren Widerstand entscheidend mit. Langfristige 

Expositionen gegenüber Angiotensin II führen unter anderem zu Hypertonie und einer 

Hypertrophie von glatten Muskelzellen und Herzmuskelzellen. Die Bindung von Angiotensin 

II an den Angiotensin II Rezeptor Subtyp 1 (AT-1) kann verschiedene G-Proteingekoppelte 

bzw. nicht G-Proteingekoppelte Signalkaskaden auslösen. Über die G-Proteine wird zum 

einen die klassische kalziumvermittelte Kontraktion induziert, es kommt aber auch zur 

Aktivierung von NAD(P)H Oxidasen. Aktivierung dieser Enzyme führt zur Bildung reaktiver 

Sauerstoffspezies und beeinflusst über den MAPK-Signalweg die Zellhyperthrophie (Hitomi 

2011, Mehta 2007).   

Eine erhöhte ET-1 Aktivität wird schon länger mit der Entstehung von Hypertonie, aber auch 

Arteriosklerose in Verbindung gebracht. Bei verschiedenen vaskulären Remodellierungs-

prozessen, aber auch in arteriosklerotischen Plaques ist die Expression von Endothelin-1 in 

den Endothelzellenden, aber auch die der Endothelinrezeptoren in den glatten Muskelzellen 

erhöht (Pernow 2012). Reduktion der Endothelinexpression in Endothelzellen, aber auch  die 

Behandlung mit einem Endothelin-Rezeptor-Antagonisten führen zu einer Reduktion der 

Neointimabildung, verbessern den Blutfluss und tragen so zu einer höheren Lebenserwartung 

im Mausmodell aber auch beim Patienten bei (Reriani 2010, Anggrahini 2009). 

Im Gegensatz zu den AT-1-Rezeptoren vermindert ein Verlust der 2b-adrenergen 

Rezeptoren (2b-AR), an welche Noradrenalin bindet, die Entwicklung einer Hypertonie 

(Makaritsis 2000). Die Effekte der -Adrenorezeptoren sind differenziert zu betrachten, 

aufgrund der unterschiedlichen Expression in verschiedenen Gefäßen, wobei die 2b-AR 

wichtiger für die Blutdruckregulation zu sein scheinen als die 2a-AR (Kanagy 2005). Für  
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-adrenerge Rezeptoren ist bekannt, dass sie die MAPK-Signalwege über den Austausch von 

Gq/11 zu Gi bzw. durch -Arrestin Rekrutierung aktivieren können (Patel 2010).  

Die kardioprotektiven Eigenschaften der S1P-induzierten Aktivierung von Akt (Protein 

Kinase B) sind bereits gut untersucht.  S1P kann an  fünf verschiedene Rezeptoren (S1P1-

S1P5) binden, die alle zur Gruppe der GPCRs gehören, jedoch unterschiedliche G-Proteine 

verwenden. Auch die Expression der einzelnen Rezeptoren ist vom Zelltyp abhängig. In 

glatten Gefäßmuskelzellen wird vorwiegend der S1P2-Rezeptor exprimiert, der Gi, Gq/11 und 

G12/13 bindet. Interessanterweise erfolgt die RhoA-Aktivierung fast ausschließlich über den 

S1P2-Rezeptor, während die Rezeptoren S1P1 und S1P3 den Rac- (Ras-related protein) 

Signalweg aktivieren. Durch eine verstärkte S1P2-Expression inhibiert S1P daher vorrangig 

die Migration von glatten Gefäßmuskelzellen (Means 2009).  

Frühere Arbeiten zeigen, dass die S1P-vermittelte RhoA-Aktivierung unabhängig von Gq/11 – 

p63RhoGEF sondern nur über den G12/13-Signalweg erfolgt (Wuertz 2010). Dies legt nahe, 

dass RGS5 langfristig die G12/13-vermittelte RhoA-Aktivierung fördert. In Übereinstimmung 

damit, konnte in pulmonalen glatten Muskelzellen nachgewiesen werden, dass 

Überexpression von RGS5 die GPCR-vermittete Kalziummobilisierung, die daraus 

resultierende Konstriktion (Yang 2011) und die GPCR-vermittelte Hypertrophie der 

kultivierten glatten Muskelzellen negativ beeinflusst (Zarzuelo 2011). In der gleichen Arbeit 

konnte auch gezeigt werden, dass der Verlust von RGS5 die GPCR-vermittelte 

Signalweiterleitung verstärkt. In Übereinstimmung damit konnte in der vorliegenden Arbeit 

nachgewiesen werden, dass glatte Muskelzellen aus RGS5-defizienten Mäusen eine erhöhte 

Sensitivität auf GPCR-Agonisten, die vorrangig Gq/11 aktivieren, zeigen. Zusätzlich konnte 

aber auch eine verminderte Stressfaserbildung bereits im Basalzustand in diesen Zellen 

nachgewiesen werden. 

Eine Verlagerung des Gq/11- hin zum G12/13-Signalweg in glatten Gefäßmuskelzellen verstärkt 

deren tonische Kontraktion über die Aktivierung des RhoA/ROCK-Signalwegs und die daraus 

resultierende Hemmung der Myosinleichtkettenphosphatase. Die Stressfaserbildung in diesen 

Zellen wird ebenfalls über eine Aktivierung der Rho-Kinase bewirkt. Daraus folgt, dass 

Vasokostriktoren wie z.B. Angiotensin II oder S1P infolge der RGS5-vermittelten Blockade 

des Gq/11-Signalwegs verstärkt den G12/13-Signalweg aktivieren. Dadurch könnte es zu einer 

verstärkten Stressfaserbildung und somit zu einer Versteifung der Arterien kommen, die zur 

Aufrechterhaltung eines basalen Blutdruckniveaus beitragen würde. Nachteil dieser eher 

statischen Anpassungsreaktion ist ein weitgehender Verlust der dynamischen Kontraktilität 

der Zellen, die dadurch nur langsam und vermutlich inadäquat auf vasokonstriktorische 
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Stimuli reagieren können. In diesem Zusammenhang konnten Mutageneseanalysen von 

GPCR-Signalwegen zeigen, dass die Entstehung einer Salz-induzierten Hypertonie vom 

G12/13-Signalweg abhängig ist, nicht aber die normale Blutdruckregulation (Wirth 2008). 

Der RhoA/ROCK-Signalweg ist an verschiedenen vaskulären Prozessen wie Genexpression, 

Proliferation, Kontraktion und Stressfaserbildung beteiligt (Wirth 2010). Die Expression 

bzw. Aktivität von RhoA ist z.B. erhöht bei spontan hypertensiven Ratten während eine 

Inhibierung der Rho-Kinase in diversen Bluthochdruckmodellen zu einer Senkung des 

Blutdrucks führt (Connolly 2011, Wirth 2010, Uehata 1997). Der RhoA/ROCK-Signalweg 

ist neben der Kalzium-vermittelten Aktivierung des kontraktilen Apparates einer der 

wichtigsten Effektoren der Kontraktion. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, 

dass ROCK unabhängig von Kalzium in der Lage ist MLC2 an Serin 19 zu phosphorylieren. 

Die Kontraktion wird durch die Dephosphorylierung von MLC2 durch die 

Myosinleichtkettenphosphatase (MLCP) beendet. Die Rho-Kinase inhibiert die MLCP und 

damit die Dephosphorylierung von MLC2. Die Aktivierung der Rho-Kinase erfolgt über 

G12/13-vermittelte RhoA-Aktivierung (Puetz 2009, Hirano 2004). Aber auch die F-Aktin 

(Stressfaser-) Bildung ist abhängig von der Aktivität dieser Kinase (Spiering 2011, 

Totsukawa 2000). Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit die F-Aktin Bildung 

als Nachweis für die Aktivität des G12/13-vermittelten RhoA-Signalwegs verwendet.  

Überexpression von RGS5 führte zu einer vermehrten F-Aktin-Bildung, die durch 

Stimulation mit Vasokonstriktoren wie S1P und Angiotensin II weiter verstärkt und durch 

Blockierung der Rho-Kinase reduziert wurde.  Die Verwendung von RGS-LSC als 

spezifischen Inhibitor des G12/13-Signalweges führte ebenfalls zu einer Reduktion der  

F-Aktin-Bildung.  

Eine Aktivierung des RhoA/ROCK-Signalweges kann auch über Gq/11 und p63RhoGEF 

erfolgen (Wuertz 2010). Die selektive Aktivierung des dieses Signalwegs konnte allerdings 

keine Steigerung der F-Aktin-Bildung in den RGS5-überexprimierenden glatten 

Gefäßmuskelzellen verursachen. Konsequenterweise zeigte sich eine Reduktion der F-Aktin-

Bildung in RGS5-defizienten Zellen, die auf Grund der sehr hohen Basalwerte durch 

Stimulation mit S1P nicht weiter gesteigert werden konnte. Analysen der MLC2-Expression 

nach RGS5-Überexpression konnten darüber hinaus nachweisen, dass S1P unabhängig von 

der RGS5-Expression zu einer Phosphorylierung von MLC2 führt, vermutlich über die 

G12/13-vermittelte Aktivierung des RhoA/ROCK/MLCP-Signalwegs. 

Unter Berücksichtigung der so gewonnenen Ergebnisse lässt sich schlussfolgern, dass eine 

Überexpression von RGS5 in glatten Gefäßmuskelzellen zu einem Umschalten von der 
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Gq/11-vermittelten, kalziumabhängigen Kontraktion hin zur G12/13-vermittelten, ROCK-

abhängigen F-Aktin-Bildung führt. Dabei wird die Phosphorylierung von MLC2 und damit 

die Kontraktion der Zellen nicht nennenswert beeinflusst.  

Bei der Suche nach Bedingungen, welche die RGS5-Expression in glatten Gefäßmuskelzellen 

in vivo beeinflussen, konnte darüber hinaus festgestellt werden, dass die RGS5-Expression in 

remodellierenden Arterien während der Arteriogenese aber auch bei Hypertonie hochreguliert 

ist. Ursache für den Anstieg der RGS5-Expression ist vermutlich die langfristig erhöhte 

Wandspannung (Dehnung), die schon mehrfach als Mediator für diese Prozesse diskutiert 

worden ist (Demicheva 2008, Heerkens 2007). Glatte Gefäßmuskelzellen können eine 

inadäquat erhöhte Wandspannung temporär durch aktive Kontraktion reduzieren. Eine 

langfristige Erhöhung der Wandspannung führt jedoch unausweichlich zu 

Remodellierungsprozessen. Bei dieser Hypertrophie (Leitungsgefäße) bzw. Hyperplasie 

(Widerstandsgefäße) kommt es zu einer Änderung des glattmuskulären Phänotyps vom 

kontraktilen in den synthetischen Zustand (Davis-Dusenbery 2011, Scholz 2000), der durch 

z.B. durch eine Abnahme der Myokardin-Expression gekennzeichnet ist. Myokardin 

seinerseits kontrolliert die Expression verschiedener kontraktiler Proteine in den glatten 

Gefäßmuskelzellen (Parmacek 200, 7Pipes 2006). Die RGS5-Expression korreliert scheinbar 

gleichermaßen mit adaptiven (Arteriogenese) und maladaptiven (Hypertonie) 

Remodellierungsprozessen in Arterien. Die Tatsache, dass AP-1 im Rahmen dieser Prozesse 

stimuliert wird, unterstreicht den Befund, dass RGS5 durch Junb nicht supprimiert wird. 

Die Fluss-induzierte Vasodilatation durch eine verstärkte Schubspannungsabhängige 

Freisetzung von NO (Busse 1985) aus den Endothelzellen der kollateralen Arteriolen ist 

wichtig für die Initiierung der Arteriogenese (Troidl 2010, Demicheva 2008, Yu, 2005). Im 

Gegensatz zu den Theorien, dass NO über Nitrosylierung den Abbau von RGS5 bewirkt (Hu 

2005), konnte hier gezeigt werden, dass langfristige Exposition von glatten Muskelzellen 

gegenüber NO über den cGMP/Proteinkinase G-Signalweg die RGS5-Expression erhöht. Die 

Aktivierung dieses Signalwegs im Zusammenhang mit einer erhöhten Wandspannung könnte 

Ursache für die hohe RGS5-Expression in den remodellierenden Arteriolen während der 

Arteriogenese sein. Die Überprüfung der Relevanz von RGS5 für die Fluss-induzierte 

arterielle Remodellierung ergab, dass RGS5-defiziente Mäuse keine Vergrößerung der 

Arteriolen zeigen. Daher kann vermutet werden, dass die Induktion der RGS5-Expression für 

die adaptive Remodellierung entscheidend ist. Weitere Analysen müssen folgen, um den 

zugrunde liegenden Mechanismus zu entschlüsseln. In diesem Zusammenhang wäre es z.B. 

interessant zu untersuchen, ob die Remodellierung der Arterien/Arteriolen RGS5-defizienter 
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Mäuse mit volumenbedingten Bluthochdruck ebenfalls inhibiert wird. Eine andere Erklärung 

wäre, dass ungewöhnliche Kompensationsmechanismen aktiviert werden, die zumindest 

teilweise schwerwiegende Konsequenzen des genetischen Defekts maskieren oder umgehen. 

Dehnungsinduzierte arterielle Remodellierungsprozesse wie z.B. bei der Hypertonie, 

verändern die Kontraktionsdynamik der glatten Gefäßmuskelzellen in der Arterienwand und 

bewirken eine Versteifung sowie eine Fixierung des Bluthochdrucks. Therapeutische Ansätze, 

die den Anstieg der RGS5-Expression in diesen Zellen verhindern, könnten daher eine 

neuartige anti-hypertensive Strategie darstellen.  
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