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1. EINLEITUNG 

- 1 - 

1 Einleitung 

1.1 Medizinische Relevanz der Thematik 

Herz-Kreislauferkrankungen zählen trotz umfangreicher Forschung und vielen bereits 

bestehenden Therapienansätzen noch heute zu den häufigsten Todesursachen 

(Abb. 1.1) in den westlichen Ländern und verursachen durch die lange 

Behandlungsdauer der Primär- oder Sekundärkomplikationen jährlich Kosten von 

geschätzten 50 bis 150 Milliarden US$ 1. Die Anzahl, der an kardiovaskulären 

Erkrankungen verstorbenen Menschen betrug im Jahr 2014 338.056 (38,9% von 

insgesamt 868.356). 

 

Abb. 1.1:  Todesursachenstatistik 2014 nach ICD-10   
(Quelle: Statistisches Bundesamt) 

 

Zu den betreffenden Herz- Kreislauf- Erkrankungen gehören u.a. akute Ereignisse 

wie Apoplex und Herzinfarkt, aber auch chronische, wie z.B. die ischämische 

Herzkrankheit, Herzinsuffizienz, Atherosklerose sowie die Hypertonie, an der heute 

ca. 25% der Bevölkerung in den Industrieländern erkrankt sind und dessen genaue 

Ätiologie weiter unklar ist 2, 3. Die Bedeutung der Hypertonie liegt dabei in ihrer 
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Häufigkeit und Symptomarmut, wodurch eine Diagnose oft erst durch 

Spätkomplikationen erfolgt. Mögliche Zusammenhänge zwischen der Entwicklung 

kardiovaskulärer Erkrankungen und genetischen Veränderungen im Renin- 

Angiotensin- Aldosteron- System (RAAS) wurden z.B. schon 1995 von J. Peters 4 in 

einer Übersichtsarbeit dargestellt. 

1.2 Arterielle Hypertonie 

Die arterielle Hypertonie ist definiert als chronische Erhöhung des diastolischen und/ 

oder systolischen Blutdrucks und wird, wie in der Tab. 1.1 ersichtlich, nach der World 

Health Organisation (WHO) und anderen Hypertoniegesellschaften folgendermaßen 

klassifiziert: 

Blutdruck [mm Hg] Systolisch  Diastolisch 

Optimal < 120 und < 80 

Normal 120- 129 und 80- 84 

Hoch normal 130- 139 oder 85- 89 

Hypertonie Stadium I 140- 159 oder 90- 99 

  Stadium II 160- 179 oder 100- 109 

  Stadium III ≥ 180 oder ≥ 110 

Isoliert systolische Hypertonie ≥ 140 und < 90 

Isoliert diastolische Hypertonie < 140 und ≥ 90 

Maligne Hypertonie Diastolischer Blutdruck ≥ 115 mm Hg 

Tab. 1.1: Einteilung der Hypertonie im Erwachsenenalter 
(Quelle: Hochdruckliga Leitlinien für Prävention 2001) 

 

Epidemiologische Studien haben gezeigt, dass sich das Morbiditäts- und 

Mortalitätsrisiko für kardiovaskuläre Erkrankungen mit steigendem Blutdruck erhöht 5, 

6, 7, eine konsequente medikamentöse Therapie dessen aber zum Langzeitüberleben 

beiträgt 8, 9. 
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Die Ätiologie der arteriellen Hypertonie ist seit vielen Jahrzehnten Gegenstand der 

Forschung und hat zu der Erkenntnis geführt, dass für dieses Krankheitsbild eine 

Reihe unterschiedlicher Faktoren ursächlich sind, die zur Entwicklung des 

Bluthochdrucks beitragen. So unterteilt man die arterielle Hypertonie heute in die 

primär essentielle (90- 95% aller Bluthochdruckfälle) und die sekundäre Form.  

1.2.1 Primäre (essentielle) Hypertonie 

Bei der bereits 1911 durch Frank beschriebenen primär essentiellen  Hypertonie 10 

kann keine organische Ursache für den erhöhten Blutdruck gefunden werden. So 

wird angenommen, dass ein multifaktorieller Prozess zugrunde liegt, der sich zu 30- 

40% aus genetischen 11, 12 und zu etwa 60% aus umweltbedingten Faktoren 

zusammensetzt. Letztlich führen alle Komponenten zu einer Erhöhung des 

vaskulären Widerstandes 13, 14, 15 oder/ und des systemischen Füllungszustandes im 

Kreislauf. Eine Blutdrucksteigerung entsteht so aus dem Produkt aus 

Herzzeitvolumen und total peripherem Widerstand analog zum Ohmschen Gesetz. 

Genetische Polymorphismen, die heute bei der Entstehung der essentiellen 

Hypertonie diskutiert werden, sind u.a.: Genvarianten im Angiotensin- Converting- 

Enzyme (ACE) 4, 16, Veränderungen der Expression der ß2-und Angiotensin II- 

Rezeptoren 17 sowie der endothelialen NO- Synthase 18, im ANP und seinem 

Guanylatcyclase- assoziierten Rezeptor (Typ A) 19, im Insulinrezeptor 20 sowie den 

Second- messenger- Systemen  4. Zu den beeinflussenden Umweltfaktoren zählen 

Alter 21, Geschlecht 22, Körpergewicht 22, Rauchen 22, Alkoholkonsum 22, die 

Aktivierung des sympathischen Nervensystems 23, z.B. durch psychische und soziale 

Stressfaktoren 22, sowie besonders die Menge der Kochsalz- und Kaliumaufnahme 

mit der Nahrung 24.  

1.2.2 Sekundäre Hypertonie 

Bei der sekundären Hypertonie liegt eine organische Grunderkrankung vor. So liegen 

diese Ursachen zu 50% im Parenchym der Nieren selbst 25 (z.B. nach 

Glomerulonephritis oder bei -Sklerose), zu 30% in den Nierengefäßen 25 (z.B. 

Arterienstenose) und in 10% aller Fälle in endokrinen Störungen 20, 26. Weitere 10% 
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setzen sich aus seltenen Faktoren zusammen, wie z.B. einer Aortenisthmusstenose 

27, zentral neurogener 28 sowie medikamentös induzierter Hypertonie durch z.B. 

Ovulationshemmer und nichtsteroidale Antiphlogistika 29.  

Bei einer renalen Ursache der Hypertonie wird das RAAS pathophysiologisch 

übermäßig aktiviert und führt so zu vermehrter Volumenretention und gesteigerter 

Kontraktilität der Gefäße 25. Neben der endokrinen Hypertonie durch Störungen der 

Schilddrüse bzw. Nebenschilddrüse und physiologisch in der Schwangerschaft 

vorkommend 30, ist besonders die steroidbedingte Hypertonie unter Wirkung von 

ACTH, Glukokortikoiden (Cushing- Syndrom), Mineralokortikoiden (Conn- Syndrom 

in 5- 15% aller Fälle) 31 oder Katecholaminen (Phäochromozytom) 32 zu beachten. Es 

ist zu erwähnen, dass das Conn- Syndrom heute die häufigste Ursache einer 

resistenten bzw. schwer einstellbaren Hypertonie ist 26, 33, dabei jedoch nicht nur mit 

hypo-, sondern auch mit normokaliämischen Werten einhergehen kann 34. Als 

Ursachen dessen werden meist Adenome der Nebenniere oder Hypophyse bzw. 

eine paraneoplastische ACTH- Produktion gefunden, jedoch können solche 

Zustände auch bei isolierten Gendefekten im Metabolismus der Steroide auftreten. 

Solche sogenannten monogenetischen Hypertonien 35 zeigen alle eine Störung der 

Sekretion oder Wirkung der Mineralokortikoide mit typischen Charakteristika: 

1) erhöhte renale Natrium- und Wasserretention, 

2) Suppression der endogenen Plasmareninaktivität, 

3) Hypokaliämie und 

4) metabolische Alkalose. 

Beispiele für solche Gendefekte wären das Adrenogenitale Syndrom (AGS), der 

durch Glucocorticoide supprimierbare Hyperaldosteronismus (GsH), der apparente 

Mineralokortikoidexzess (AME) 36, das Geller- Syndrom 35 sowie das Liddle- 

Syndrom 37. In ihrer vollen Ausprägung kommen diese Hypertonieformen sehr selten 

vor, zeigen jedoch, dass Genmutationen und Störungen der Aldosteronregulation zur 

Entwicklung einer Hypertonie und so zu gesteigerter Morbidität und Mortalität führen 

können. 
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1.3 Physiologie des Renin- Angiotensin- System (RAS) 

1.3.1 Entdeckung des zirkulatorischen RAS 

Die Bedeutung des Renins als Blutdruck regulierende Größe wurde erstmals Ende 

des 19. Jahrhunderts von Tigerstedt und Bergman beschrieben, die Renin aus der 

Niere von Kaninchen isolierten und Auswirkungen auf den Blutdruck darstellen 

konnten 38. Diese Ergebnisse blieben allerdings viele Jahre ungenutzt bis 1940 

Braun- Menendez sowie Page und Helmer zeigten, dass nicht Renin selbst den 

Blutdruck erhöht, sondern es erst in Kontakt mit seinem Substrat „Hypertensin“ 

(heute Angiotensinogen genannt) im Blut zu einer Gefäßkontraktion führt 39, 40. Etwa 

15 Jahre später gelang es, die Angiotensinpeptide und das Angiotensin 

konvertierende Enzym (ACE) zu beschreiben 41, 42. Gross zeigte 1958 erstmals den 

Zusammenhang zwischen der Stimulation der Aldosteronproduktion in der Zona 

Glomerulosa (ZG) der Nebenniere (NN) und dem Renin- Angiotensin- Aldosteron- 

Systems (RAAS) durch Angiotensin II (Ang II), welches zur Natriumretention führt 43. 

Ursprünglich wurde das RAAS als systemischer Hormonzyklus verstanden, in dem 

die Komponenten in unterschiedlichen Organen gebildet werden und ihre 

Hauptwirkung im Plasma entfalten 44.  

Das RAAS ist involviert in ein breites Spektrum kardiovaskulärer und nephrologischer 

Krankheiten, wie z.B. arterielle Hypertonie, Atherosklerose, kardiale Hypertrophie, 

diabetische Glomerulosklerose und zerebraler Insult (Apoplex) 45. In den letzten 

Jahren wurden auch lokale Renin- Angiotensin- Systeme u.a. im Herzen, in der Niere 

und Nebenniere, in Gefäßwänden und im Gehirn entdeckt 46, 47, 48. 

1.3.2 Komponenten des RAS 

Die plasmatische Ang II- Synthese (Abb. 1.2 nächste Seite) beginnt mit der 

enzymatischen Abspaltung des Ang I- Peptids (10 AS) aus dem Vorläuferprotein 

Angiotensinogen (452 AS) durch die Aspartylprotease Renin aus der Niere. Nach 

Überführung des biologisch inaktiven Ang I in hochwirksames Ang II (8 AS) durch 

das ACE bindet Ang II an die Angiotensinrezeptoren (vornehmlich AT1R bzw. AT2R) 

und vermittelt die bekannten Effekte des RAAS: es stimuliert die Synthese und 
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Freisetzung von Aldosteron aus der ZG der Nebenniere und wirkt u.a. 

vasokonstriktorisch. Außerdem können über beide Rezeptortypen Wachstums- und 

Entzündungsprozesse moduliert werden 45. Der Abbau von Ang II erfolgt 

hauptsächlich durch unspezifische Plasmapeptidasen zu teilweise weiterhin aktiven 

Metaboliten. 

 

Abb. 1.2:  Schema der Aminosäuresequenzen zur Bildung von Ang II 
aus seinen Vorläuferpeptiden (Quelle: eigene Darstellung) 

1.3.2.1 Angiotensinogen 

Das etwa 50 kDa große Peptid Angiotensinogen entsteht durch Abspaltung von 24 

AS aus dem Vorläuferprotein Präangiotensinogen. Es ist ein Glykoprotein der α2- 

Globulinfraktion der Serumproteine, welches unter dem Einfluss von Ang II, vor allem 

in der Leber und im Fettgewebe, synthetisiert wird. Allerdings wurde 

Angiotensinogen auch in anderen Organen wie Gehirn, Herz, Niere, Ovarien und 

Hoden gefunden. Es ist das bisher einzige, bekannte Substrat für Renin, welches 

aus ihm das Angiotensin I (10 AS) abspaltet 49, 50. 

1.3.2.2 Renin 

Renin (etwa 40 kDa) wird als enzymatische Vorstufen (Pro- und Präprorenin) 51 in 

den juxtaglomerulären Zellen der Niere synthetisiert und gespeichert. Nach dessen 

Freisetzung wird Ang I aus Angiotensinogen gespalten und reguliert die glomeruläre 

Filtrationsrate, den vaskulären Widerstand, die Aldosteronproduktion sowie die 

Natriumreabsorption. Über 80 % der Plasmakonzentration an Renin (PRC) bestehen 

aus zirkulierendem Prorenin, welches konstitutiv aus der Niere sezerniert und nicht in 

Vesikeln gespeichert wird 52. Die übermäßige Sekretion von Prorenin könnte eine 

Rolle in der lokalen Verstärkung der Aldosteronproduktion in Organen wie dem 
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Herzen, der Niere und Nebenniere spielen 53, 54. Prorenin kann durch Ansäuerung 55 

bzw. Kühlung 56 sowie nach Ischämie in Nierenzellen nicht- enzymatisch durch 

Konformationsänderung reversibel aktiviert werden, z.B. durch eine Bindung an den 

Proreninrezeptor (PRR). In vivo erfolgt dagegen eine enzymatische Aktivierung durch 

neutrale Serin- (wie z.B. Trypsin, Kallikrein, Plasmin) oder Säureproteasen (Pepsin, 

Kathepsin D). Es wurden zwei Rezeptoren identifiziert, die mit ähnlicher Affinität 

Renin und Prorenin binden: der Mannose-6-phosphat-Rezeptor und der PRR. An 

den PRR gebundenes Renin bzw. Prorenin entfaltet eine 4-5- fach gesteigerte 

katalytische Aktivität. Ohne Internalisierung oder Degradation des Peptids (im 

Gegensatz zur Reninbindung an den Mannose- 6- Phosphat- Rezeptor) wird 

intrazellulär Ang I gebildet 57. 

Vor einigen Jahren konnte eine weitere Komponente des RAAS identifiziert werden: 

zytosolisches Renin, welches nicht in die Blutbahn sezerniert wird, sondern 

intrazellulär in der Niere, den Mitochondrien der Nebenniere und in Kardiomyozyten 

nach ischämischen Insult im Rahmen fraglicher Reparaturprozesse nachgewiesen 

wurde. Das zytosolisch vorkommende Renin der NN könnte eine Rolle für die 

Stimulation der Aldosteronsynthese in der ZG unabhängig von der PRC spielen 53, 58.  

1.3.2.3 ACE 

Das Angiotensin Converting Enzyme (ACE, etwa 150 kDa) kommt in den 

Plasmamembranen von Gefäßendothelien 59 vor allem in der Lunge, aber auch an 

glatten Muskelzellen, Nerven- und Keimzellen vor 60. Im RAAS spaltet das ACE die 

Aminosäuren Histidin und Leucin vom Ang I ab, um das aktive Ang II Peptid (8 AS) 

zu erhalten. Weitere Substrate des ACE sind die Gewebshormone Bradykinin, 

Substanz P und Enkephaline sowie die ß-Kette des Insulins, welche unspezifisch 

gespalten und inaktiviert werden 61. 

1.3.2.4 Angiotensin II 

Das Ang II Peptid (Abb. 1.3 nächste Seite) ist das eigentliche Effektorhormon des 

RAAS und vermittelt über Bindung an die unterschiedlichen Angiotensinrezeptoren 

die Kontrolle des Extrazellulärvolumens und des Blutdruckes. 
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Abb. 1.3:  Peptidsequenz Ang II (Quelle: http://www.oci.uzh.ch) 

 

So wirkt Ang II direkt vasokonstriktorisch auf glatte Gefäßmuskelzellen, trägt über die 

Erhöhung des peripheren Widerstandes und einer Natriumretention zur Blutdruck-

regulation bei. Neben Ang II besitzen auch einige seiner Abbaupeptide biologische 

Aktivität. So kennt man heute die Fragmente Angiotensin III (Peptide 2- 8), 

Angiotensin IV (Peptide 3- 8) und das Angiotensin 1- 7, die alle vasodilatatorische 

Effekte vermitteln. Eine weitere Degradierung der Fragmente durch Aminopeptidasen 

führt zu inaktiven Metaboliten 62, 63, 64. 

 

Das extrazelluläre Volumen wird über verschiedene Mechanismen beeinflusst: 

1. Retention von Natrium in der Niere durch 

a) direkte Erhöhung der Na+ Absorption im proximalen Tubulus. 

b) Stimulation der Aldosteronsynthese in der ZG in der Nebenniere. So 

Na+ Retention sowie K+ Sekretion am distalen Tubulus und 

Sammelrohr. 

c) indirekt über die Steigerung der ADH- Freisetzung (Na+ Absorption im 

renalen Sammelrohr erhöht). 

2. Zentrale Wirkung von Ang II auf hypothalamische Kerne (Nucleus 

supraopticus, Nucleus paraventricularis) zusammen mit ADH und so 

Auslösung von Durstgefühl und Salzappetit. 

 

Die komplexen Regulationen und Wirkungen des RAAS zur Kontrolle des Wasser- 

und Elektrolythaushaltes sowie des Blutdruckes sind in Abb. 1.4a (plasmatische 
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Aktivierung des Effektorhormons Ang II aus seinen Vorläuferpeptiden) sowie 1.4b 

(Endorganwirkungen) grafisch zusammengefasst.    

 Aktivierung Sympathikus (β1-Adrenerg), verminderte NaCl- Absorption in Macula 

densa, Druckabfall in afferenter Arteriole der Glomeruli 

a)   Leber    Niere    Lunge 

 

 

b) 

 

 

 

 

 

 

Abb. 1.4: Mechanismen der Aktivierung des RAAS und Endorgan-
effekte von Ang II (Quelle: eigene Darstellung) 

1.3.2.5 AT1 – Rezeptor 

Das Effektorpeptid Ang II entfaltet seine Wirkungen über die Interaktion an den 

beiden bekannten Rezeptortypen AT1R (359 AS) bzw. AT2R (363 AS) 65, welche in 

ihrer Sequenz nur zu etwa 30 % homolog sind 66. Durch die Entwicklung von 

Klonierungsstudien an Nagetieren konnten 2 Subtypen des AT1R, genannt AT1AR 

und AT1BR, identifiziert werden 67, 68. 
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Gasparo et al. fanden heraus, dass die bekannten Ang II- Wirkungen in der 

arteriellen Hypertonie hauptsächlich über den AT1R vermittelt werden 45. Dabei sind 

kurz wirksame von langfristig induzierenden Mechanismen zu unterscheiden. Zu 

einer kurzfristigen, physiologischen Erhöhung des Blutdrucks tragen u.a. die direkte 

arterielle Vasokonstriktion durch Ang II und die Regulation von Plasmavolumen/ –

Osmolarität durch die Natrium- und Wasserresorption aus dem proximalen Tubulus 

der Niere bei. Dieser Effekt wird durch die Synthese von Aldosteron aus der NN 

weiter verstärkt. Ang II setzt über die Bindung an AT1 -Rezeptoren auch 

adrenokortikotropes Hormon (ACTH), Katecholamine aus dem NNM sowie Durst- 

induzierendes Vasopressin frei, um den Volumenhaushalt des Körpers konstant zu 

halten. Eine gleichzeitige Hemmung der Reninfreisetzung im Sinne eines negativen 

Feedbacks wird ebenso über die AT1- Rezeptoren vermittelt 69, 70, 71. 

Zu den langfristigen Mechanismen der Homöostaseregulation über den AT1R 

gehören inflammatorische Prozesse, Zellproliferation/ -hypertrophie und die 

Synthese von extrazellulärer Matrix besonders in Endothelien und glatten Muskel-

zellen der Gefäße, der Nieren und des Herzens 72. So unterhält die Bindung von Ang 

II an AT1- Rezeptoren vor allem pathologische Strukturveränderungen an Nieren und 

dem Herz- Kreislaufsystem, die Ursache für Morbidität und Mortalität darstellen.  

Die Rezeptordichte des AT1R wird reguliert durch einen negativen Feedback- 

Mechanismus und verschiedene andere Zustände in vivo: so lösen oxidativer Stress 

73, mechanische Scherkräfte an Endothelien und Myozyten 74, eine 

Hypercholesterinämie 75 und Inflammation (CRP- Anstieg) 76 die Erhöhung der AT1- 

Rezeptordichte aus. Wachstumsfaktoren dagegen vermindern die Expression des 

AT1R 77. 

Der Signalweg (Abb. 1.5 nächste Seite) des AT1- Rezeptors zur Vermittlung der 

bekannten Effekte ist seit vielen Jahren gut verstanden. Der AT1- Rezeptor besitzt 7 

Transmembrandomänen und ist über G- Proteine gekoppelt 78. Nach Bindung von 

Ang II an den AT1R wird über ein Gq- Protein die membranständige Phospholipase C 

(PLC) aktiviert, die eine Hydrolyse von Phophatidylinositol- 4,5- bisphosphat in 

Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) bewirkt. Das IP3 setzt aus dem 

glatten endoplasmatischen Retikulum (ER) Calcium frei, welches z.B. in den ZG- 

Zellen der NN die Synthese von Aldosteron in den Mitochondrien stimuliert 79. In 
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Zellen des Hypothalamus bewirkt der Calcium- Release z.B. die Ausschüttung von 

Vasopressin in die Blutbahn. Über ein GI- Protein wird die Adenylatcyclase (AC) der 

Zellmembran gehemmt. Tyrosinphosphorylasen (nicht dargestellt) wiederum 

aktivieren diverse proliferative Proteine des Cytoplasmas der Zellen, u.a. Stat- 1- 

Proteine sowie Janus- (Jak- 2) und MAP- Kinasen 80. 

 

Abb. 1.5: Schema einer Zelle der Nebennierenrinde mit Expression 
von AT1- und AT2- Rezeptoren. Dargestellt sind 
ausgewählte Signalwege nach Bindung von Ang II an den 
AT1R (Quelle: eigene Darstellung). 

1.3.2.6 AT1 A– und AT1B – Rezeptor  

Die bekannten Wirkungen des Ang II werden über den AT1-Rezeptor vermittelt. Bei 

Nagetieren existieren zwei Subtypen des AT1R, AT1AR und AT1BR 81, 68, deren cDNA 

zu 90 % homolog und deren Aminosäuresequenz zu 95 % identisch sind 81. Sie 

unterscheiden sich jedoch in der Gewebeverteilung, der chromosomalen Lokalisation 

und der Regulation voneinander 82. Beide Subtypen lassen sich zu etwa gleich 

großen Anteilen in der Leber und der Nebenniere nachweisen. Die AT1A- Rezeptoren 

kommen vor allem in glatten Muskelzellen wie im Ovar, Gehirn, in Niere und Lunge, 

im Herzen und dem Verdauungstrakt vor. In der Hypophyse dominiert der Anteil des 
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AT1BR, vermutlich um osmoregulatorische Vorgänge zu vermitteln. In Bindungs-

studien zeigte der AT1A- Rezeptor klassische Affinitäten für den pharmakologischen 

Antagonisten Losartan. Der AT1B- Rezeptor wies interessanterweise eine höhere 

Affinität gegenüber dem AT2R- Antagonisten PD 123319 als für Losartan auf 83. 

Subtypen des humanen AT1 -Rezeptors konnten bislang nicht identifiziert werden 84.  

1.3.2.7 AT2 – Rezeptor  

Der AT2R gehört zur Familie der G- Protein- gekoppelten Rezeptoren, die  sieben 

transmembranale Domänen aufweisen und mit dem AT1R nur zu etwa 32 % homolog 

sind. In fetalen Geweben kommt der AT2R nahezu ubiquitär vor, mit der höchsten 

Expressionsdichte in mesenchymalen Organen und vermittelt dort Signalwege für 

Entwicklung, Zelldifferenzierung und –adhäsion 85. Postpartal dagegen nimmt die 

Expression des Rezeptors rapide ab und ist nur noch in wenigen Geweben 

detektierbar. Organe, in denen der AT2R im Adulten gefunden wird, sind u. a. Niere, 

Nebenniere (Mark, Zona glomerulosa), Pankreas, Herz, Gehirn und Ovar 86, 87. 

Studien haben gezeigt, dass unter pathologischen Zuständen, wie z.B. bei globaler 

Herzinsuffizienz oder Ischämie, quantitativ mehr AT2- Rezeptoren in Gefäßen und 

dem Herzen exprimiert werden 88, 89, 90. Im Gegensatz zum AT1R sind die Funktionen 

und Signalwege des AT2- Rezeptors noch unverstanden und widersprüchlich, obwohl 

dem AT2R in vielen Studien eine eher günstige Wirkung auf das kardiovaskuläre 

System zugeschrieben wird 45, 91. Erschwerend für die bisherige Charakterisierung 

der Signalkaskade und der (patho-)physiologischen Wirkungen des AT2R im RAAS 

ist die Tatsache, dass der AT2- Rezeptor in adulten Tieren nur noch in wenigen 

Geweben vorhanden und teilweise in sehr geringen Konzentrationen messbar ist 223. 

Durch in vitro Untersuchungen der Signaltransduktion konnten sowohl Liganden- 

abhängige als auch –unabhängige 92 Wirkungen mit konstitutiver Aktivität des 

Rezeptors 93 beschrieben und sowohl AT1R- agonistische (Inflammation, Fibrose 94) 

als auch antagonistische Effekte (Induktion Apoptose, Hemmung von Proliferation 

und Wachstum 95, 96, 72) auf zellulärer Ebene gefunden werden. So beschrieben 

Metcalfe et al. eine geringere Hypertrophie des Myokards (im Vergleich zur Kontrolle) 

durch eine artifizielle Überexpression des AT2R in linksventrikulären 

Herzmuskelzellen in Spontan Hypertensiven Ratten 97. Weitgehend unklar blieb 
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bislang, welche Bedeutung die AT1R- antagonisierenden, homooligomeren 

Verbindungen von AT2R- Molekülen mit intrinsischer Aktivität bzw. von 

heterodimeren AT1R- AT2R- Komplexen besitzen 98. 

In den letzten Jahren wurden verschiedene Adapterproteine des AT2R (Abb. 1.6) 

identifiziert, die durch Bindung an intrazellulär liegende Abschnitte bestimmte 

Signalkaskaden in Gang setzen. Es ist ersichtlich, dass sowohl die stimulierenden G- 

Proteine Giα2 und Giα3 99 als auch die Tyrosin- Phosphatase SHP-1 100, 93 

antiproliferative, proapoptotische Signalwege induzieren. Am C- terminalen Ende des 

AT2R stimuliert PLZF nach Bindung die Expression der Phosphatidyl- Inositol-3- 

Kinase (p85α) und induziert so abhängig von Wachstumsfaktoren wie IGF, EGF und 

FGF das Zellwachstum und eine gesteigerte Proteinbiosynthese 101. Ebenso gibt es 

Hinweise dafür, dass der Proreninrezeptor (P)RR über eine Interaktion von PLZF auf 

die Expression von AT2R wirkt 102. Das AT2- Rezeptor- bindende Protein (ATBP) wird 

nach Bindung an das C- terminale Ende für den Einbau translatierter AT2R- Moleküle 

vom Golgi- Apparat in die Zellmembran sowie für eine Inhibition der MAP- Kinase 

verantwortlich gemacht 103, 102. Zusätzlich zu den in Abb. 1.6 ersichtlichen 

Bindungsstellen an den AT2R konnte auch eine Regulierung der 

Rezeptortranskription im Zellkern durch Östrogene und PARP-1 gezeigt werden 102. 

 

Abb. 1.6:  Darstellung der bisher nachgewiesenen Adapterproteine 
des AT2R (Quelle 54). 

 

Zu den AT1R- antagonistischen Wirkungen zählt der antiproliferative Effekt des AT2- 

Rezeptors, der erstmals von Stoll et al. in koronaren Endothelzellen beobachtet 
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wurde 72. Der Stillstand des Zellzyklus ist Voraussetzung für die nachfolgende 

Differenzierung 104, 105 bzw. Einleitung der Apoptose (Abb. 1.7). Dabei gilt als 

erwiesen, dass nach Bindung eines Liganden an den AT2R über die gekoppelten G- 

Proteine die Guanylatcyclase (GC) aktiviert und cGMP gebildet wird. Nachfolgend 

wird eine Aktivierung von Protein- Phosphatasen über die Phospholipase C (PLC) 

beschrieben. Bislang konnten drei spezifische Phosphatasen identifiziert werden, die 

durch Stimulation des AT2- Rezeptors aktiviert werden: die Serin/Threonin- 

Phosphatase PP2A (Protein-Phosphatase 2A), die Tyrosin- Phosphatase SHP-1 

(SH2-domain containing phosphatase 1) und die Tyrosin/Threonin- Phosphatase 

MKP-1 (Mitogen-aktivierte Protein Kinase Phosphatase 1) 106. 

Abb. 1.7: Schema einer Zelle mit der Expression von AT1- und AT2- 
Rezeptoren. Dargestellt sind ausgewählte Signalwege 
nach Bindung von Ang II an den AT2R (Quelle: eigene 
Darstellung). 

Durch die deaktivierende Wirkung dieser Phosphatasen auf die Proteinkomplexe im 

Zellteilungszyklus, wie z.B. die MAP- Kinase und Bcl-2, wird die proliferative Aktivität 

herabgesetzt und die Apoptose induziert 107, 108, 95, 96. Interessanterweise 

deaktivieren diese Phosphatasen unter anderem auch  Enzyme, die ursprünglich 

durch AT1- Rezeptor- abhängige Transduktion stimuliert wurden, sodass an dieser 
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Stelle auf Ebene der Signalwege ein Crosstalk zwischen den AT1- und AT2-

Rezeptoren besteht (im Schema nicht dargestellt) 109. Inwieweit bei diesen 

proapoptotischen bzw. antiproliferativen Vorgängen auch inhibitorische G- Proteine 

über gleichrichtende Kaliumkanäle 110 eine Rolle spielen, ist bislang unklar. Bei der 

Blutdruckregulation scheinen dem AT2R modulierende, AT1- Rezeptor ausgleichende 

Wirkungen zugeschrieben werden zu können. So zeigten Mausmodelle, denen der 

AT2R artifiziell fehlte, basal leicht verminderte Blutdruckwerte, jedoch nach Infusion 

von Ang II eine überschießende Blutdruckantwort 111. Auch vermittelt der AT2R die 

Produktion von cGMP sowie Stickstoffmonooxid (NO) über eine Bradykinin- 

abhängige Aktivierung der endothelialen NO- Synthase in der Niere 112, welche zu 

Vasodilatation und verstärkter Natriurese 113 und somit Milderung bestehender 

hypertoner Blutdruckwerte führt. Im Rahmen einer Stressbewältigung reguliert der 

AT2R die Synthese der Katecholamine im Mark der Nebenniere 114, 115. Besonders 

interessant ist die Beteiligung des AT2R an kardialer Hypertrophie 101 durch Bindung 

des Adapterproteins PLZF an den C- Terminus des AT2- Rezeptors. Das 

Promyelozytische Leukämie Zinkfingerprotein (PLZF) selbst ist ein 

Transkriptionsfaktor, der als Komplex mit dem AT2R nach Bindung internalisiert und 

zum Zellkern wandert. Dort verbleibt der AT2- Rezeptor perinucleär und PLZF 

induziert durch direkte Bindung an die DNA im Zellkern die Expression der 

Phosphatidylinositol-3-Kinase (siehe Einleitung 1.4, im Folgenden p85α gennant) und 

so die Stimulation der Proteinbiosynthese bzw. die Differenzierung von 

Zellverbänden 101. 

Erhöhte mRNA- Level des AT2R finden sich auch bei Ereignissen, die mit einem 

strukturellen Gewebedefekt verknüpft sind, wie z.B. Myokard- oder Hirninfarkt, 

Nervenläsionen oder Verletzungen der äußeren Haut 116. Bei der Wundheilung 

konnten erhöhte Syntheseraten von Ceramiden (Sphingosinlipide) nachgewiesen 

werden, die evt. unter Beteiligung des AT2R über eine Aktivierung von Caspase 3 die 

Apoptose von stark geschädigten Hautzellen induzieren 117. Nach akuter Ischämie 

der Herzmuskelzellen scheint der AT2R in „Remodelling“- Prozesse 90 der Zellen 

involviert zu sein, wie Nio et al. in pharmakologischen Studien nach Gabe des AT1- 

Rezeptorblockers Losartan und ebenso des ACE- Hemmers Ramipril zeigten. Im 

Sinne der Gewebereparatur wird der AT2- Rezeptor nach Hirn- bzw. Nervenläsionen 

hochreguliert und so mit dem Aussprossen sowie Differenzieren neuronaler 
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Strukturen in Verbindung gebracht 118. Der entwickelte AT2- Rezeptoragonist 

Compound 21 zeigte in Modellen des Myokardinfarktes kardioprotektive Wirkungen 

und unterstreicht so die These über günstige Effekte einer AT2R- Stimulation auf das 

kardiovaskuläre System 119.  

Über die Regulationsvorgänge des AT2R ist bislang nur wenig bekannt. Als gesichert 

gilt, dass durch Wachstumsfaktoren und Hormone die Expression moduliert wird. So 

vermindern z.B. der epidermale (EGF), der Plättchen- assoziierte (PDGF), der trans-

formierende Wachstumsfaktor ß1 (TGF ß1) 120, 121 und Aldosteron 122 die AT2-  

Rezeptordichte. Dagegen wird quantitativ mehr AT2R unter dem Einfluss des Insulin-

ähnlichen Wachstumsfaktors 123 oder Östrogens in humanen Myometriumzellen 124 

exprimiert. Steigt die intrazelluläre Salzkonzentration an, erhöht sich ebenso die 

Rezeptordichte 125. Ein noch stärkerer Stimulus für die Expression des AT2R konnte 

durch Peters et al. durch bilaterale Nephrektomie gezeigt werden 126.  

Durch die Gegensätzlichkeit in den Funktionen sowie der gegenseitigen Regulation 

der Expression der AT1- und AT2- Rezeptoren auf Transkriptionsebene 127 kann Ang 

II in einem Gewebe je nach aktuell dominierendem Rezeptor-Subtyp, den 

vorhandenen Adapterproteinen und Wachstumsfaktoren völlig unterschiedliche 

Effekte auslösen 45, 128. Dieses Phänomen wurde von Rang und Kenakin et al. 129 als 

das „multiple- state- receptor- model“ beschrieben. Um die besondere Rolle des AT2- 

Rezeptors unter (patho-)physiologischen Bedingungen weiter zu untersuchen, 

wurden in den letzten Jahren genetisch veränderte Mausmodelle entwickelt, die 

entweder keinen AT2R 130, 131 oder eine Überexpression in diversen Organen (Herz, 

glatte Muskulatur, Nebenniere) 131, 132, 133 besitzen. 

1.3.2.8 Aldosteron 

Aldosteron ist ein lipophiles Mineralokortikoid (Abb. 1.8 nächste Seite), welches unter 

dem Einfluss von Ang II, Serotonin, niedrigen Kochsalz- oder erhöhten Plasma-

konzentrationen von Kalium in der ZG der NNR gebildet wird. Dabei wird Aldosteron 

unter physiologischen Bedingungen Renin- abhängig produziert. Im Falle einer 

artifiziellen Erhöhung der extrazellulären Kaliumkonzentration wird Aldosteron 

Plasmarenin- unabhängig synthetisiert. Quantifiziert werden kann die 

Aldosteronsynthese über den PAC/ PRC- Quotienten. Allgemein wirkt Aldosteron auf 
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den Volumen-haushalt und somit den Blutdruck durch eine Steigerung der 

Rückresorption von Natrium (Na+) in den distalen Verbindungstubuli und 

Sammelrohren der Niere sowie durch Sekretion von Kalium- (K+) und 

Ammoniumionen (NH4
+) 134. Die durch eine übermäßige Produktion von Aldosteron 

ausgelöste Hypertonie ist natriumabhängig (z.B. bei starkem Salzkonsum), eine 

weitere Zufuhr steigert die Ausprägung des Bluthochdruckes, eine Salzdiät mildert 

sie 135. 

 

Abb. 1.8: Darstellung des Aldosteronmoleküls 
 (Bildnachweis: www.wissenschaft-online.de) 

 

Die Biosynthese dieses Steroidhormons läuft in verschiedenen Zellkompartimenten 

(Cytosol, ER, Mitochondrien) aus dem Grundstoff Cholesterin durch die Aldosteron-

synthase (codiert durch das Cytochrom P 450 Enzym CYP11B2) ab. Dabei ist der 

Geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Transport des Cholesterols durch die 

Mitochondrienmembran durch das sogenannte StAR- (Steroidogenic Acute 

Regulatory-) Protein 136. Neben Aldosteron werden auch Glukokortikoide (wie z.B. 

Cortisol) mit Wirkung auf den Energiehaushalt des Körpers und Sexualhormone (wie 

z.B. Progesteron) aus Steroiden in der NN hergestellt.  

Wirkungen des Aldosterons wurden im Colon (luminaler Na+H+- Austauscher 

genannt NHE3 
137, 138, in Schweiß- und Speicheldrüsen sowie in Spuren auch in 

Herzmuskelzellen, Endothelien von Blutgefäßen, im Gehirn und in der Leber 

nachgewiesen. Dort vermittelt Aldosteron neben einer dezenten Volumenregulation 

durch verminderte Natriumsekretion vor allem profibrotische sowie hypertrophe 

Wirkungen durch die nicht-genomische Aktivierung der MAP- Kinase 139. 

Histologisch und funktionell unterschieden werden 3 verschiedene Schichten der NN 

wie folgt von außen nach innen (medial): in der Zona glomerulosa findet die 
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Aldosteronproduktion statt, weiter medial schließen sich die Zona fasciculata (ZF, 

Synthese der Glukokortikoide wie Cortisol), die Zona reticularis (Produktion der 

Sexualsteroide wie Progesteron) 140 sowie das NNM (Katecholaminsynthese) an. 

Zwischen der ZG und ZF wird seit einiger Zeit eine „steroidogen- inaktive Zone“ 

(auch Transitionalzone genannt) aus 3-5 Zelllagen vermutet, die bei Stimulation der 

NN durch erhöhte Ang II- oder Kaliumlevel mit zur Renin- unabhängigen 

Aldosteronproduktion beitragen könnte 141. 

Aldosteron als Steroidhormon gelangt durch freie Permeation in die Zelle, bindet dort 

im Cytoplasma an den Mineralokortikoidrezeptor (MR) und wandert mit diesem als 

komplexer Transkriptionsfaktor in den Zellkern 142. Nun lagert sich das 

Aldosteronmolekül an die hormonsensitive Domäne der DNA verschiedener Gene 

und stimuliert so z.B. die Synthese epithelialer Natriumkanäle (ENaC) im distalen 

Tubulus und Sammelrohr der Niere 143 sowie die Expression der Na+- K+- ATPase an 

der basolateralen Seite der Membran. Dadurch wird ein elektrochemischer Gradient 

aufgebaut, um Na+ zu reabsorbieren und K+ zu sezernieren 144. Aldosteron kann als 

lipophiles Molekül nicht intrazellulär gespeichert werden, folglich muss seine 

Sekretion eng mit der Regulation der Syntheserate zusammenhängen. Stimuliert 

wird die Bildung vor allem durch zirkulierendes Ang II (über den AT1R) sowie erhöhte 

extrazelluläre Kaliumkonzentrationen und in geringerem Umfang durch Serotonin, ß- 

Endorphin, Wachstumshormone, ß- adrenerge Substanzen, Histamin, Acetylcholin 

und kurzfristig erhöhte ACTH- Konzentrationen 145. Dabei führt bereits ein geringer 

Anstieg der extrazellulären Kaliumkonzentration zu einer Depolarisation des 

Membranpotentials der Zellen der ZG und Öffnung spannungsabhängiger L- und T- 

Typ- Ca2+- Kanäle mit starkem Einstrom von Calciumionen 146, 147. Durch Aktivierung 

von Calmodulinkomplexen und Ca2+-assoziierten Kinasen werden nachfolgend 

Transkriptionsfaktoren phosphoryliert, die nun die Expression der 

Aldosteronsynthase CYP11B2 stimulieren 148. Gehemmt wird die Aldosteron-

produktionn durch extrazellulären Kaliummangel, chronische ACTH- Überstimulation 

(z.B. im Rahmen paraneoplastischer Prozesse), ANP, Dopamin und 

Volumenüberschuss 149, 150. Verschiedene Regulationsstörungen der Aldosteron-

synthese sind im Kontext der primären Hypertonie entdeckt worden. So kann man 

etwa 30- 40 % dieser Patienten in entweder „Low- Renin- Essential- Hypertensives“ 

(1) bzw. in „Non- Modulating- Hypertensives“ (2) einteilen. Dabei zeigt die Gruppe mit 
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den niedrigen Plasmareninkonzentrationen (PRC) (1) eine scheinbar erhöhte 

Sensitivität der NNR für Ang II bei basal unveränderten Plasmaaldosteron-

konzentrationen (PAC) 151. Proportional wird also zu viel Aldosteron im Vergleich zur 

Menge des zirkulierenden Ang II sezerniert. Völlig entgegengesetzt dazu ergeben 

sich bei den „Non- Modulators“ (2) eine herabgesetzte Sensitivität der NNR, die im 

Sinne eines negativen Feedback- Mechanismus zu einer gesteigerten Aktivierung 

des RAAS durch eine übermäßige Ang II- Produktion bei basal unveränderten PAC 

führt 152. 

1.4 Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K-p85α) 

PI3-Kinasen sind ubiquitär vorhandene Enzyme, die vielfältige, biologische 

Funktionen wie z.B. Zellproliferation (Proteinsynthese), Regulation des Zellzyklus 

und Apoptose, Vesikeltransport, Zytoskelettorganisation, Chemotaxis sowie Beteili-

gung am Glukosestoffwechsel im Organismus erfüllen 153, 154. Funktionell bestehen 

die Phosphatidylinositol-3-Kinasen als Heterodimere aus einer ca. 110 kDa großen 

katalytischen sowie einer ca. 85kDa großen, assoziierten regulatorischen 

Untereinheit (UE) 155. Mittlerweile sind 4 verschiedene katalytische (p110α, p110β, 

p110γ oder p110δ) und 5 regulatorische (p85α, p85β, p50α, p55α oder p55γ) UE 

identifiziert worden. Allen Enzymen gemeinsam ist die Phosphorylierung des Inositol- 

Ringes an der 3'- Position durch Spaltung des energiereichen Substrates ATP in den 

verschiedenen Signaltransduktionswegen 156. Neben der Stimulation der p85α- 

Expression und damit der Proteinbiosynthese über die Bindung von PLZF an den 

AT2R werden abhängig von hormonellen Faktoren (wie z.B. IGF, EGF, FGF) 

Wachstum und Differenzierung von Zellverbänden reguliert 101. 

1.5 TASK-3 

1.5.1 Allgemeines 

Da die Aldosteronsynthese in der NNR auf Permeabilität der Zellmembran für 

Kaliumionen durch selektive Kanäle beruht 157, soll ein besonderer Vertreter, TASK-3 
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(auch Kcnk9 genannt), näher beleuchtet werden. TASK-3 ist ein pH- sensitiver 

Kaliumkanal (Abb. 1.9), der zwei Porenregionen (zwischen M1/M2 und M3/M4) und 

vier  transmembranale Domänen (M1-M4) besitzt, die abhängig vom extrazellulären 

pH- Wert für einen schwachen oder mäßigen Kaliumausstrom aus der Zelle sorgen 

und so zur Hyperpolarisation des 

Membranpotentials beitragen 158. So liegt 

TASK-3 als Protein mit 365 AS funktionell als 

Dimer vor 159, 160 und reagiert sensitiv auf 

Veränderungen des extrazellulären pH-Werts 

zwischen pH 5 und pH 7. 

Abb. 1.9:  TASK-3- Aufbau [Quelle  159] 

 

Realisiert wird dies über einen Histidinrest in beiden Porenregionen (Intron im 

konservierten GYG- Motiv) 158, 159, 160, 161. Außerdem besitzt TASK-3 ein sehr kurzes 

N-terminales sowie ein längeres C- terminales Ende (beide intrazellulär gelegen), 

welche cytosolischen Phosphorylierungen durch die PKA und PKC dienen. 

Kaliumkanäle allgemein besitzen je Porenbildender UE zwei, vier oder sechs 

transmembranale Domänen 162, 163, die durch Zusammenlagerung einen K+- 

selektiven Filter (Pore) bilden 164 durch den Ionen entlang eines elektrochemischen 

Gradienten ausgetauscht werden.  

1.5.2 Funktion und Vorkommen 

Vertreter der 2P4TMD-Familie (TASK) sind charakterisiert durch hintergründige, 

nicht- inaktivierbare sogenannte Leck- („Leak-“) K+- Ausströme in Richtung des 

Kalium- Gleichgewichtspotentials 165, 166, 167, 168. Dadurch stabilisieren diese die 

Membran unterhalb der Depolarisationsschwelle (Abb. 1.10 nächste Seite), z.B. bei 

der Erregbarkeit von Nerven- und Muskelzellen durch Modulation von Länge, 

Frequenz und Amplitude der Aktionspotentiale, die Sekretion von Hormonen (wie 

z.B. Aldosteron) sowie die Entwicklung und Reifung neuronaler Strukturen 169. Ob 
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TASK-3 auch Funktionen bei einer K+- abhängigen Apoptose und Tumorgenese 

zugeschrieben werden können, wird in der Literatur diskutiert 170. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 1.10: Darstellung der möglichen Beteiligung von TASK-3 an der Synthese 
und Sekretion von Aldosteron (Quelle: eigene Darstellung) 

 

In vielen Studien konnte TASK-3 in hohen Konzentrationen im Bereich des zentralen 

Nervensystems (Motoneurone des Kortex, Körnerzellen des Kleinhirns, Atemzentrum 

der Medulla oblongata, Geschmackspapillen der Zunge) nachgewiesen werden 171. 

Des Weiteren wird TASK-3 in den ZG- Zellen der NNR 172 exprimiert, wo er die 

Regulation der Aldosteronsynthese modulieren soll. Kim et al. konnten TASK-3 im 

Gegensatz zu anderen Arbeitsgruppen auch in Niere, Leber, Lunge, Milz, in 

Skelettmuskelzellen, im Glomus caroticum, im Colon, Magen, Hoden sowie in 

Spuren auch im Herzen nachweisen 159. Interessanterweise beschrieben Czirjak et 

al. TASK-3 lediglich in der äußeren NNR, jedoch weder in der ZF, ZR noch im NNM 

173. Über die Funktion des TASK-3- Kaliumkanals wurden in den letzen Jahren viele 

Studien veröffentlicht. In verschiedenen Hirnregionen wurden auch Heterodimere aus 

TASK-1/TASK-3- Molekülen gefunden 174, 171, die sensitiver als TASK-1- Dimere auf 

Ansäuerung bzw. Alkalisierung 175 reagieren. Abgesehen von der pH- Sensitivität 

scheint eine Überexpression von TASK-3 bei der Entwicklung systemischer 

Malignomerkrankungen eine Rolle zu spielen. So beschrieben mehrere Autoren in 

den letzten Jahren eine Beteiligung von TASK-3 am Auftreten von colorektalen 
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Karzinomen 176, Brustkrebs 177, malignen Melanomen 178 und Glioblastomen 179 durch 

eine Kalium- abhängige Tumorgenese. 

1.5.3 Homologie TASK- Proteine 

Die Homologie der AS- Sequenz  zwischen TASK-1 und TASK-3 besteht zu 62 % 159, 

180, 181, 160. Unterschiede bestehen vor allem im C- terminalen Ende der 

Proteinstruktur (dort nur zu 33% homolog) 181. Sowohl TASK-1, TASK-3 als auch 

TASK-5 besitzen ein konserviertes Motiv aus 5 AS, welches zusammen mit den 

letzten Peptiden des C- Terminus die Bindungsstelle für die 14-3-3- Proteine bildet 

(Abb. 1.11), die wiederum für den Einbau der TASK- Moleküle in die Zellmembran 

verantwortlich sind 182. Für die einzelnen Kanäle sehen die Peptide folgenderweise 

aus: für TASK-1 IRRKSI, für TASK-3 KRRSSV und für TASK-5 RWKSI. Das Motiv für 

die gemeinsame Bindungsfähigkeit von TASK-3/ TASK-1 an die 14-3-3- Proteine ist 

also RRx(S/T)x und für TASK-1/ TASK-5 sehr ähnlich dazu Rx(R/K)Sx.  

 

Abb. 1.11: Darstellung der Homologien in der Aminosäuresequenz zwischen TASK- 
1 und TASK- 3, zwischen TASK- 3 und TASK- 5, zwischen TASK- 1 und 
TASK- 5 sowie die vier AS, die in allen TASK- Kanälen  identisch sind. 
(Quelle: 181) 

 

Grundlage des Transduktionsweges sind zwei Arginin- und ein Serin- haltiges Signal 

in den Positionen 407,408 und 410 des C- terminalen Endes, die eine Phos-

phorylierungsstelle für die PKA bilden und die Translokation der TASK- Kanäle in die 

Zellmembran bedingen 181. Dargestellt sind in Abb. 1.12 (nächste Seite) ausgewählte 

Signalwege nach Erhöhung der extrazellulären Kaliumkonzentration, die eine 

Depolarisation bedingen. Durch Öffnung spannungsabhängiger Calciumkanäle und 

den Ca2+- Einstrom werden Calmodulinkomplexe aktiviert sowie Aldosteron aus den 

Zellen der NNR sezerniert. Eine Hemmung der PP2A- Proteine durch hohe 

intrazelluläre Calciumkonzentrationen wird diskutiert. Die PP2A- Proteine hemmen 

ihrerseits die für die Translokation der im Golgi- Apparat gespeicherten TASK-3- 
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Moleküle in die Membran durch 14-3-3- Proteine. Eine funktionelle Regulation der an 

der Zelloberfläche exprimierten TASK-3 Moleküle durch den AT2R wäre aufgrund 

dieser gemeinsamen Signaltransduktionswege möglich, wurde bisher in der Literatur 

jedoch nicht gezeigt 183, 184.  

 

Abb. 1.12: Schema einer Zelle der ZG mit Expression von AT2R 
und TASK-3 (Quelle: eigene Darstellung) 

1.5.4 Regulation 

Die Funktion des TASK-3- Kanals wird in vivo vor allem durch Veränderungen des 

extrazellulären pH- Wertes reguliert. So ist der durch den K+- Ausstrom bedingte 

Fließstrom über die Membran bei Abweichungen des Umgebungsmilieus um pH 6,8 

herum am stärksten. Experimentell kann TASK-3 durch volatile Anästhetika (wie z.B. 

Isofluran), Temperaturschwankungen und mechanische Membrandehnung 175 

aktiviert werden. Gehemmt wird seine Funktion hauptsächlich durch G- Protein- 

gekoppelte Signalwege sowie im Besonderen durch erhöhte Ang II- Konzentrationen. 

Interessanterweise sind alle Vertreter der TASK-Familie gegenüber typischen K+- 

Kanalblockern wie z.B. Triethylammonium und Ba2+- Ionen unempfindlich 185, 173, 186, 

187, 188, 180. Eine Beteiligung von TASK-3 an der Aldosteronsynthese wird 

angenommen, da die Freisetzung des Hormons auf der selektiven Permeabilität der 

Membran für Kalium beruht 157, 146, 189. So wird diskutiert, ob TASK-3 die Sensitivität 

der Glomerulosazellen durch eine Verschiebung des Membranpotentials in Richtung 
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Depolarisation moduliert 146, 190, 191, 192, 193. Besonders interessant ist dabei, dass 

Störungen der Sensitivität mit einer Hypertonie einhergehen können, auch wenn 

basal kein Hyperaldosteronismus vorliegt 151, 152.  

1.6 Fragestellungen 

Ziele dieser Dissertation waren es, den Einfluss einer hochprozentigen Kaliumdiät 

auf das RAAS, im Besonderen den Angiotensin II Typ 2 Rezeptor (AT2R) zu zeigen. 

Es sollte die Hypothese untersucht werden, ob die Expression des AT2R durch eine 

Stimulation der Aldosteronsynthese in der Zona glomerulosa mittels der über 7 Tage 

verabreichten Kaliumdiät sowohl in Sprague Dawley als auch in transgenen 

CxmAT2R- Ratten gesteigert wird. Es sollte weiterhin überprüft werden, ob die 

Erhöhung der Plasmarenin- unabhängigen Aldosteronproduktion durch die 

Kaliumbelastung der Tiere auf Differenzierungsprozesse sowie eine gesteigerte 

Proteinbiosynthese der Zellen über die Aktivierung der PI3- Kinase (p85alpha) 

zurückzuführen sein könnten. Zusätzlich lag das Augenmerk dieser Dissertation auf 

der eventuellen Beteiligung des TASK-3- Kanals an dieser kaliuminduzierten 

Stimulation der Aldosteronsekretion. Dazu musste die Lokalisation von TASK-3 im 

Bereich der Nebenniere allerdings aufgrund der widersprüchlichen Literatur erst 

genauer identifiziert werden. Aufgrund der vermuteten, gemeinsamen Expression 

des AT2R und TASK-3 in den Zellen der ZG sollte versucht werden, eine Regulation 

zwischen beiden Rezeptoren darzustellen. 

Nachfolgend werden die Fragestellungen der Arbeit noch einmal aufgelistet: 

1. Wird die Expression des AT2- Rezeptors durch eine hochprozentige K+- Diät 

im Experiment 1 (SD- Ratten) reguliert? 

2. Wird die Expression der Proteinkinase- 3 (p85alpha) durch eine 

hochprozentige K+- Diät in Assoziation mit dem AT2- Rezeptor in Experiment 1 

reguliert? 

3. Wird die Expression von TASK-3 durch eine hochprozentige K+- Diät in 

Assoziation mit dem AT2- Rezeptor in Experiment 1 reguliert? 
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4. Welche Bedeutungen besitzt die transgene Überexpression des AT2R in 

Experiment 2 für die Regulationen der Aldosteronproduktion, der 

Expressionen des AT2- Rezeptos sowie der Proteinkinase- 3 (p85alpha) unter 

hochprozentiger Kaliumdiät? 
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2 Material und Methoden 

2.1 Rattenstämme 

Folgende Rattenstämme wurden für die einzelnen Experimente verwendet: 

 Experiment 1: Sprague Dawley (SD) 

 Experiment 2: CxmAT2R Linie 235 (TGR); Wildtyp CxmAT2R (WT)     

Die transgenen Tiere CxmAT2R wurden von Frau Dr. Sigrid Hoffmann, Zentrum für 

Medizinische Forschung Mannheim der Rupprecht- Karls- Universität Heidelberg, zur 

Verfügung gestellt. Die Sprague Dawley Ratten wurden von der Firma Charles River 

Wiga GmbH, Sulzfeld, gekauft. Alle Tiere konnten sich unter Standardbedingungen 

vor Beginn der Experimente für etwa 10 Tage akklimatisieren. Die Unterbringung, 

Versorgung und Behandlung der Tiere erfolgte nach geltendem Tierschutzgesetz des 

Landes Mecklenburg-Vorpommern.  

2.2 Chemikalien, Puffer & Lösungen 

2.2.1 Chemikalien 

In dieser Arbeit wurden kommerziell verfügbare Chemikalien (siehe Tab. 7.1 im 

Anhang) zur Durchführung der Experimente verwendet.  

2.2.2 Puffer 

Alle Puffer wurden unter sterilen Bedingungen nach etablierten Protokollen 

hergestellt (siehe Tabelle 7.2 im Anhang) und in zweimal autoklaviertem DEPC-H2O 

gelöst. Gebrauchsflüssigkeiten, die kein EDTA enthielten, wurden nachträglich 

autoklaviert. Vor Gebrauch der Lösungen erfolgte eine Überprüfung des jeweiligen 

pH- Wertes, um die gleichbleibende Qualität der Puffer zu gewährleisten. 
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2.2.3 Lösungen  

Die verwendeten Gebrauchslösungen wurden nach etablierten Protokollen (siehe 

Tab. 7.3 im Anhang) gemischt. Unter dem Abzug wurde das DEPC zum Aqua dest. 

gegeben und durch kontinuierliches Rühren mit Hilfe eines magnetischen Stäbchens 

auf dem Magnetrührer in der Flasche vermischt. Durch die halb geöffnete Flasche 

konnten der durch den Mischvorgang entstandene Druck sowie Aerosole 

entweichen. Die Flasche verblieb für ca. zwölf Stunden unter dem Abzug und wurde 

anschließend bei 120°C im Heißluftsterilisator autoklaviert. Die Lösungen für die ISH 

(2x PHX, 10x GM und die Komponenten für den Hybridmix) lagerten bis zur 

Benutzung bei -20 °C. DEPC- H2O, DNA- Ladepuffer sowie der Eindeckelpuffer 

befanden sich fertig gemischt bei 4 °C im Kühlschrank. 

2.3 Kits, Enzyme & Fertiglösungen 

2.3.1 Kommerzielle Kits 

Kommerzielle Kits Hersteller 

Absolutely RNA® Miniprep Kit Stratagene, Cedar Creek, USA 

Coat- A- Count  
Aldosterone 

Siemens Medical Solutions 
Diagnostics, 
Los Angeles, USA 

High Capacity 
cDNA  Reverse Transkription Kit 

Applied Biosystems, Foster City, USA 

Nucleo TraP®CR Machery- Nagel, Düren 

Tab. 2.1: Verwendete kommerzielle Enzymkits 

2.3.2 Enzyme  

Enzyme Hersteller 

RQ1-DNase Promega, Madison, USA 

DNase I Stratagene, Cedar Creek, USA 

T3- Polymerase Promega, Madison, USA 

T7- Polymerase Promega, Madison, USA 

Tab. 2.2: Verwendete DNA- Enzyme 
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Die Enzyme wurden bei -20 °C gelagert. Die lyophilisierte RNase- freie Dnase I der 

Firma Stratagene für den Absolutely RNA® Miniprep Kit wurde in DNase 

Reconstitution Buffer gelöst und lagerte auch bei -20 °C.   

2.3.3 Fertiglösungen 

Die Fertiglösungen sind in Tab. 7.4 (im Anhang) aufgelistet. Die Fertiglösungen der 

Firmen Roth sowie Merck wurden in per analysis- Qualität (p.a.) eingesetzt. 

2.4 Oligonucleotide & Antikörper 

2.4.1 Primer & Sonden: 

Die Nucleotidsequenzen der Primer und Sonden zur Amplifikation der Zielgene 

AT2R, p85α, TASK-3 sowie GAPDH, 18 s und der Aldosteronsynthase können aus 

Tab. 7.5 (im Anhang) abgelesen werden. 

2.4.2 Andere Nucleotide & Antikörper 

Nucleotide & Antikörper Hersteller 

10x DIG RNA NTP Labeling Roche, Penzberg 

Anti- DIG- FAB- Fragment - AP Roche, Mannheim 

Rabbit- Anti- Goat- IgG- Fc- AP Novus Biologicals, Littleton, USA 

DNA (Heringssperma) Promega, Madison, USA 

DNA Ladder 100Bp Cambrex, Basel, Schweiz 

Goat- Anti- Mouse- IgG- Fc- AP  Sigma Aldrich, Steinheim 

Goat- Anti- Rat TASK- 3 (polyklonal) Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg 

Mouse- Anti- Rat Ki-67- IgG Dako Glostrup, Dänemark 

tRNA (Yeast) Sigma Aldrich, Steinheim 

Tab. 2.3: Verwendete andere Nucleotide und Antikörper 
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2.5 Geräte, Verbrauchsmaterialien & Software 

2.5.1 Geräte: 

Die Auflistung aller eingesetzten Geräte des Instituts für Physiologie in Karlsburg ist 

in Tab. 7.6 (im Anhang) ersichtlich. 

2.5.2 Verbrauchsmaterialien 

Verbrauchsmaterialien  Hersteller 

PCR- Tube 0,5 ml  Eppendorf, Hamburg 

Reaktionsgefäße 0,5 ml  Eppendorf, Hamburg 

Reaktionsgefäße je  1,5 ml  und 2,0 ml  Sarstedt, Nümbrecht 

Deckgläschen (18x 18 mm)  Menzel, Braunschweig 

Deckgläschen (20x 60 mm)  Roth, Karlsruhe 

Whatman Papier  Whatman GmbH, Dassel 

Silane Prep Slides  Sigma Aldrich, Steinheim 

Super Frost Plus Objektträger  Langenbrinck, Teningen 

Tab. 2.4: Verwendete Verbrauchsmaterialien 

2.5.3 Software: 

Folgende Software wurde für die Erstellung der Dissertation verwendet:  

 GeneAmp 5700 sowie Dart- PCR 1.0 für die Auswertung der Taqman PCR, 

 Microsoft Office bzw. OpenOffice sowie Endnote zur Textbearbeitung und 

 Sigma Stat sowie Sigma Plot zur statistischen Berechnung und Darstellung der 

Ergebnisse. 
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2.6 Herstellung transgener Tierstämme 

Die Herstellung der transgenen Tierstämme CxmAT2R gelang Frau Dr. Sigrid 

Hoffmann, Zentrum für Medizinische Forschung in Mannheim an der Ruprecht- 

Karls- Universität Heidelberg. Die CxmAT2R Tiere überexprimieren ein Gentranskript 

(Abb. 2.1) bestehend aus der für den AT2R codierenden Region zusammen mit 

einem β- Actinfragment in NN, Niere, Gehirn und Herz.  

 

 

 

 

 

Abb. 2.1:  Das zusammengesetzte Konstrukt des transgenen mAT2R. 
(Darstellung: B. Peters) 

 

Für die Bildung des Transgens wurde das 1,5 kB große Xba1 Fragment des AT2R an 

den CX Promotor 194 angehängt. Das Xba1 Fragment enthielt 170 Bp des 2. Introns 

sowie 1,3 kB des 3. Exons. Der CX- Promoter wurde aus dem Enhancer des 

humanen Cytomegalievirus, dem Fragment des β- Actingens aus dem Huhn und 

dem Fragment des β- Globingens (Teile des 2. und 3. Exons) aus dem Kaninchen 

zusammengesetzt. Das Fragment des β- Actingens umfasste die Basenpaare -276 

bis +969 inklusive der 5'- flankierenden Region, dem 1. Exon, dem 1. Intron und 

Teilen des 2. Exons. Das transgene Konstrukt wurde abgerundet durch das β- 

Globin- PolyA- Signal als Verbindungsstelle für die DNA Polymerasen der Zielzellen. 

Das 3,78 kB große Transgen wurde mit Hilfe der Restriktionsenzyme Sal1/ Hind III 

aus dem Vektor geschnitten. Anschließend erfolgte die Mikroinjektion der 

aufgereinigten DNA- Fragmente in die Pronuclei fertilisierter Oozyten der Sprague 

Dawley Ratten 195. Nach Geburt erfolgte eine Genotypisierung mittels Southern 

Blotting der mit EcoR1 verdauten DNA- Enden. Dabei wurden ein spezifisches mit 

32P-markiertes Apa1- Fragment (1,4kB groß) des transgenen Konstrukts und Primer 

des 3. Exons des mAT2R- Gens (5'- GAG GCC CAC ACA AAT GAT CT -3') sowie 

der β- Globinsequenz (5'- GGG CAT ATG TTG CCA AAC TC -3') genutzt. 
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2.7 Tierversuch 

2.7.1 Allgemeines Studiendesign 

Um die Einflüsse einer Hochkaliumdiät (HKD) in vivo auf verschiedene Rattenlinien 

untersuchen zu können, wurden folgende Gruppen gewählt:  

 Experiment 1: Sprague Dawley (SD) 

 Experiment 2: CxmAT2R Linie 235 (TGR vs. WT) 

Die Haltung, Durchführung der Tierversuche sowie die Blut- und Gewebeentnahmen 

fanden unter Beachtung der geltenden Tierschutzgesetze in den Räumlichkeiten des 

Physiologischen Instituts der Universität Greifswald statt. Die 12 Wochen alten, 

männlichen transgenen bzw. Sprague Dawley Ratten wurden vor Versuchsbeginn 

zunächst für 10 Tage zur Akklimatisierung unter Standardbedingungen gehalten. 

Dabei wurde ihnen ein spezifisches Klima mit einer Temperatur von 20- 22°C, einer 

Luftfeuchtigkeit von 56%, einem Hell-Dunkel-Rhythmus von 12 h sowie freiem 

Zugang zu Futter und frischem Trinkwasser geboten. Ihre Anfangsgewichte wurden 

notiert, um im Vorfeld bestehende Ungleichheiten zwischen den einzelnen Gruppen 

zu erkennen. Dabei lagen die Sprague Dawley Ratten zwischen 467 g und 512 g und 

konnten somit randomisiert auf die Gruppen verteilt werden. Die transgenen Ratten 

waren bereits vor Beginn des Experiments signifikant leichter (P=0,001) als die 

Wildtyptiere (WT 409 g- 540 g vs. transgene Ratten (TGR) 402 g- 495 g). Die 

Verteilung dieser Tiere auf die jeweiligen Diätgruppen erfolgte so, dass schließlich 

die Durchschnittsgewichte der Gruppen keine signifikanten Unterschiede mehr 

aufwiesen. Das Trockenfutter der Tiere wurde sowohl in der Standard- (1% Kalium) 

als auch in der Spezialdiät (5% Kalium) mit einem kommerziellen Schokolade-

Banane-Geschmack versehen, um eine Bevorzugung des aromatisierten Futters 

auszuschließen. Frühere Studien der Arbeitsgruppe hatten gezeigt, dass eine 

Verabreichung des Kaliums mit dem Trinkwasser nicht tolerabel war, da es zu 

Dehydrierung, Gewichtsverlust, Stress und somit unerwünschter Beeinflussung des 

RAAS führte. So bekamen alle Tiere bei weiterhin freiem Zugang zum Trinkwasser 

für 7 Tage folgende Diät (Tab. 2.5 nächste Seite): 
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Experiment 1 (SD) 

Standarddiät aromatisiert 

SD Kontrollen: n=6    

Spezialdiät aromatisiert 

SD HKD: n=8 

Experiment 2 (TGR bzw. WT) 

Standarddiät aromatisiert 

TGR Kontrollen: n=6    

Spezialdiät aromatisiert 

TGR HKD: n=7 

Standarddiät aromatisiert 

WT Kontrollen: n=5    

Spezialdiät aromatisiert 

WT HKD: n=5 

Tab. 2.5:  Einteilung der Versuchsgruppen. 

 

2.7.2 Blut- & Organentnahme 

2.7.2.1 Blutentnahme 

Die Blutentnahmen wurden jeweils am 1.Tag vor (entspricht also Tag 0) bzw. am 7. 

Tag nach Beginn der Diät unter standardisierten Bedingungen zwischen 8 und 13 

Uhr durchgeführt. Die Reihenfolge der Versuchstiere am 7. Tag war analog zu der 

am 1.Tag vor Diätbeginn, um zirkadian bedingte Unterschiede in den Blutparametern 

möglichst zu vermeiden. Eine Gewichtsmessung der noch wachen Ratten erfolgte 

vor intraperitonealer Injektion des Anästhetikums Ketamin/ Xylazin. Jedem 

Versuchstier wurde die gleiche Anfangsmenge von 400 IE verabreicht, um eine 

stabile Anästhesie und genügende Relaxierung des Tieres zu erreichen. Die 

Blutentnahme erfolgte mit Hilfe einer 3mm dünnen Glaskapillare und Punktion eines 

retrobulbär gelegenen Venengeflechts. Dazu wurde das Versuchstier auf dem Bauch 

gelagert und die Kapillare durch kreisende Bewegungen durch das mediale 

Ligamentum palpebrale am inneren Rand des Auges vorbei gestochen. Die dadurch 

gewonnenen etwa 2 ml Blut der Vena ophthalmica wurden auf zwei 1,5 ml 

Eppendorf- Gefäße verteilt, welche vorher mit jeweils 25 µl EDTA bestückt wurden. 

Nach kurzem Mischen des Blutes lagerten die Proben bis zur Plasmagewinnung auf 
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Eis. Um aus dem mit EDTA versetzten Vollblut Plasma herzustellen, wurden alle 

Proben in einer Kühlzentrifuge für 10 bis 15 min bei 3.000 x g zentrifugiert.  

2.7.2.2 Organentnahme  

Die Organentnahme erfolgte am 7. Tag nach der Blutentnahme. Es war wichtig, dass 

die Gewebe bis kurz vor der Entnahme suffizient durchblutet wurden, da sie bereits 

nach kurzer Ischämie Schocknekrosen zeigen. In Rückenlage wurde das 

desinfizierte Abdomen mit einem longitudinalen Hautschnitt eröffnet. Zwei weitere 

Schnitte am unteren Ende des Bauchschnittes, jeweils nach kaudolateral 

ermöglichten eine größere Einsicht in das Präparationsgebiet. Nach Verlagerung der 

intestinalen Organe zur Seite wurden die Aorta abdominalis sowie die abzweigenden 

Arterien für Niere und Nebenniere stumpf präpariert und dargestellt. Mit 

Durchtrennung des Gefäßstiels sowie Lösung aus dem umgebenden Fettgewebe 

konnten Nieren und Nebennieren entnommen werden. Die links liegende NN wurde 

halbiert und auf Styropor mit Hilfe von kaltem Isopentandampf fixiert. Dieser wurde 

durch flüssigen Stickstoff zwischen den einzelnen Entnahmen gekühlt. Ein 

anschließendes 1 bis 2-minütiges Tauchbad in flüssigem Isopentan ließ die Organe 

schonend gefrieren, um eine Zerstörung der zellulären Strukturen zu vermeiden. Die 

Lagerung aller Proben erfolgte kontinuierlich bei -70° bis -80°C. Die jeweils rechten 

NN für die RNA-Isolierung wurden schonend von Fettgewebe befreit, dekapsuliert 

und Nebennieren-mark bzw. -rinde separat in 2 ml Eppendorf-Gefäßen verbracht und 

in Stickstoff gekühlt und bei -70° bis -80°C gelagert. Jedes Versuchstier wurde nach 

Organentnahme durch einen Genickbruch getötet und entsprechend medizinischer 

Richtlinien entsorgt. 

2.7.3 Bestimmung der Blutparameter 

2.7.3.1 Natrium & Kalium 

Die Messungen für Natrium und Kalium aus dem Plasma der Tiere wurden 

freundlicherweise von Frau Brigitte Sturm am AVL 988-4 der Firma AVL (Graz, 

Österreich) durchgeführt.  
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2.7.3.2 Renin 

Der Nachweis des aktiven Renins bzw. seiner Plasma- Reninkonzentration (PRC) 

erfolgte ebenfalls durch Frau Brigitte Sturm mittels einer indirekten Bestimmungs-

methode, die auf der Umwandlung von Angiotensinogen in Angiotensin I durch Renin 

beruht 196. Dabei wurde exogenes Angiotensinogen im Überschuss mit dem Plasma 

der jeweiligen Probe bei 37°C für eine Stunde inkubiert. Das entstandene 

Angiotensin I (Ang I) wurde nachfolgend in einem Festphasen- Radioimmunoassay 

(RIA) gemessen. Für den RIA dienten als Antigen das Ang I der Probe sowie 

radioaktiv mit 125Jod markiertes Ang I und ein polyklonaler Antikörper gegen Ang I 

aus Kaninchen. Das Prinzip der Messung war nun eine Konkurrenzreaktion des 

radioaktiven Ang I mit dem normalen Ang I der Probe um Bindungsstellen am 

Antikörper, mit denen die RIA- Röhrchen beschichtet waren. Je mehr Ang I im 

Plasma der Versuchstiere enthalten war, desto weniger radioaktive Komplexe aus 

Antikörper und Ang I können sich bilden. Nach einer Inkubationszeit von 20 bis 24 

Stunden bei 25°C im Schüttler wurde die Menge an radioaktiven Komplexen im γ- 

Counter bestimmt und anhand einer Eichkurve auf die entsprechende Probenmenge 

an Ang I geschlossen. 

2.7.3.3 Aldosteron 

Die Messungen für die Plasma- Aldosteronkonzentration (PAC) führte 

freundlicherweise Frau Brigitte Sturm mit dem Coat- A- Count Aldosterone- Kit durch. 

Das Prinzip der Bestimmung des Aldosterongehaltes ist analog zur 

Reninbestimmung ein kompetitiver RIA, bei dem zu den mit Antikörpern 

beschichteten Röhrchen Aldosteron der jeweiligen Tiere sowie radioaktiv mit 125Jod 

markiertes Aldosteron gegeben wurden 197, 198. Eine quantitative Auswertung der 

Messungen erfolgte auch hier am γ- Counter und mit Hilfe einer Standardkurve.  

2.8 RNA-Gewinnung 

2.8.1 Prinzip des Absolutely RNA® Miniprep Kit 

Für die RNA-Isolation aus Nebennierengewebe wurde der Absolutely RNA® Miniprep 

Kit der Firma Stratagene verwendet. Die Extraktion erfolgte leicht modifiziert anhand 
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der Protokolle in den beiliegenden Handbüchern (Stand 2006). Die Methode beruhte 

darauf, dass sich die negativ geladene RNA in Anwesenheit chaotroper Substanzen 

an die Siliziumoxid- Fasern 199 der Filtersäule während der Zentrifugation bindet. 

Chaotrope Salze, wie z.B. Guanidin-Thiocyanat aus dem Lysepuffer, sind dazu in der 

Lage, Assoziationen von Makromolekülen durch Abschwächung der intermolekularen 

Wasserstoffbrücken aufzulösen, ohne hierbei kovalente Bindungen zu sprengen. Der 

Vorteil der auf Siliziumoxid-Fasern basierenden Säulen war dabei vor allem, dass im 

Gegensatz zu älteren Extraktionsverfahren 200 der Gebrauch gesundheits-

schädlicher Substanzen, wie z.B. Phenol, Chloroform oder Isoamylalkohol, verhindert 

werden konnten. Durch den Lysepuffer und β- Mercaptoethanol wurden sowohl 

Zellverbände aufgelöst 201, als auch große Proteine, wie die Ribonucleasen 

(RNasen), denaturiert. Durch Filterungen, DNase- Verdau und mehrere 

Waschschritte wurde die RNA gereinigt und mit einem leicht ionischen Elutionspuffer 

von den Säulen gelöst.  

2.8.2 Isolation 

2.8.2.1 Gewebevorbereitung 

Alle Organe lagerten bis zur RNA- Isolation bei -70°C bis -80°C und wurden bis zur 

Homogenisation in Lysepuffer auf Trockeneis gekühlt. Die eingesetzte Gewebe-

menge betrug bei allen Experimenten zwischen 20 mg und 25 mg. 

2.8.2.2 RNA-Extraktion & Aufreinigung 

Zunächst wurden 350 µl des Lysepuffers unter dem Abzug mit 2,5 µl β- Mercapto-

ethanol versehen, die noch gefrorene Nebenniere dazugegeben und kurzzeitig 

homogenisiert. Um einen RNA-Verlust durch Aktivierung von RNasen im sich 

erwärmenden Gewebe zu vermeiden, wurde das Eppendorf-Gefäß auf Eis gekühlt. 

Der β- Mercaptoethanol sorgte für eine Auflösung der Sulfidbrücken innerhalb des 

Gewebes und so Denaturierung des Proteins. Das Homogenat wurde auf Prefilter 

Spin Cups gegeben und für etwa 8 min bei 20.000 x g und 4°C zentrifugiert, um nicht 

zerkleinerbare Gewebereste und Verschmutzungen abzufangen. Anschließend 

wurde das jeweils gefilterte Homogenat bei Raumtemperatur (RT) mit 250 µl 70%-

igem Ethanol versetzt, gevortext und auf die RNA Binding Spin Cups verteilt. Nach 
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zwei weiteren Zentrifugationsschritten für je 2 min bei 20.000 x g war die gesamte 

Menge an RNA aus den NN durch das chaotrope Guanidinthiocyanat an das in den 

Säulen enthaltene Siliziumoxid gebunden. Um die RNA von störender DNA und 

anderen großen Proteinen zu befreien, folgten ein Waschschritt mit 600 µl Low- Salt- 

Puffer sowie ein DNase- Verdau. Dazu inkubierten die Proben jeweils für 15 min bei 

37°C mit je 55 µl einer DNase- Verdaulösung aus 50 µl DNase Digestion Buffer und 

5 µl RNase- freier DNase I. Anschließend wurden die Proben erneut in mehreren 

Waschschritten mit 600 µl Low- bzw. 600 µl High- Salt- Puffer aufgereinigt und 

zentrifugiert, bevor die RNA mit 50 µl Stratagene Elutionspuffer nach einer 

Inkubationszeit von etwa 5 min bei RT von der Säule gelöst wurde. 

2.9 Quantitative RNA-Messung & qualitative  Überprüfung 

2.9.1 Spektralphotometrische RNA- Messung 

Die Konzentration und Reinheit der extrahierten RNA wurden mit dem Gene Quant 

Pro Photometer bestimmt. Grundlage des Messprinzips ist, dass die Purin- und 

Pyrimidinringe der RNA bei 260 nm bzw. die der DNA bei 280 nm eine maximale 

Absorption des monochromatischen Lichtes zeigen 202. Im Photometer wurden die 

Konzentrationen der Proben mit Hilfe der optischen Dichte OD bei 260 nm analog 

zum Prinzip des Lambert-Beer'schen Gesetzes errechnet 203:  

[Konzentration RNA in µg/µl] = OD260 nm x Faktor x Verdünnungsfaktor 

Die einzelnen Proben wurden in einer 1:25 Verdünnung in TE-Puffer pH 8,0 

aufgenommen und gegen einen Leerwert aus TE-Puffer gemessen (der Faktor für 

RNA war dabei 40 ng/ μl). Zur Überprüfung der Reinheit der extrahierten RNA wurde 

der Quotient beider Absorptionsmaxima (OD260nm /OD280nm ≥ 1,8) bestimmt. 

2.9.2 RNA- Gel 

Zum Ausschluss einer Kontamination der RNA mit fehlerhaften Nucleotiden wurde 

nach jeder Isolation ein RNA- Gel angefertigt. Dazu wurden 2 g Agarose in 100 ml 1x 

MOPS gelöst. Eine Gabe von 6 µl Ethidiumbromid zu 100 ml Gellösung nach 

Abkühlen des Gels auf etwa 60°C bewirkte später das Aufleuchten der 
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Nukleinsäuren unter UV- Licht, da sich Ethidiumbromid in den großen Furchen der 

Helix einlagerte. Nach Aushärten des Gels wurden die Taschen mit jeweils 3 µl RNA 

und 2 µl RNA- Ladepuffer beladen und das Gel in 1x MOPS- Puffer bei 85 mA für 30 

min gefahren. Die Auswertung des Gels erfolgte unter UV- Durchleuchtung, wobei 

reine RNA zwei deutliche Banden pro Probe ergab. Es handelte sich dabei um die 

18S- und 28S- Einheiten der ribosomalen RNA, die etwa 95% der gesamten 

cytoplasmatischen RNA ausmachte. Scharfe, definierte und in den verschiedenen 

Proben auf gleicher Höhe verlaufende Banden dienten auch ohne Längenstandard 

als interne Marker für die Qualität der Extraktion. Eine Verunreinigung mit DNA trat 

nicht auf. 

2.10 cDNA- Synthese und PCR 

2.10.1 cDNA- Synthese (High Capacity cDNA Reverse Transkription Kit) 

Um die Expression eines Gens untersuchen zu können, musste die isolierte RNA 

zunächst in die komplementäre Form (cDNA) umgeschrieben werden. Anschließend 

konnte die spezifische Sequenz dann in einer standardmäßig durchgeführten PCR 

amplifiziert werden. Der zelluläre Weg vom Gen zum Protein musste dafür mit Hilfe 

der Reversen Transkriptase umgekehrt werden. Diese RNA-abhängige DNA- 

Polymerase wird aus Retroviren wie dem Moloney Murine Leukemia Virus (MuLV) 

isoliert und schreibt die ssRNA der Proteinbiosynthese (mRNA) in 3'-5'-Richtung in 

dsDNA (cDNA) um. Spezifische Random Primer des Kits lagern sich an das PolyA- 

Ende der mRNA und dienen der Reversen Transkriptase als Matrize für weitere 

Kettenverlängerungen. Eine endogene RNase- Aktivität der Reversen Transkriptase 

ermöglicht außerdem eine Hydrolysierung des Hybridstranges aus RNA und DNA 

und somit einer Effizienzsteigerung der Umschreibung. Am Ende der Transkription 

wurde für jede Probe eine gleiche Endkonzentration von 1 µg cDNA/ µl erreicht. Der 

20 µl Ansatz für die cDNA- Synthese ergab sich aus der Summe von 5,8 µl 

Mastermix (MM) und von 14,2 µl, die sich aus der Menge RNA in µl plus die Menge 

H20 je nach Konzentration der einzusetzenden RNA zusammensetzten. Wie folgt 

wurde der MM auf Eis pipettiert und im Eppendorf- Gefäß vorgelegt: 
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MM: 10 x RT Puffer 2 µl 

 25 x dNTPs 0,8 µl 

 10 x Random Primer 2 µl 

 Multiscribe™ RT 1 µl 

  
5,8 µl 

Die RNA- Proben wurden nun im PCR Master Cycler Gradient in cDNA 

umgeschrieben. Dabei erwärmten die Reaktionsgefäße für 10 min bei 25 °C, wurden 

dann für 2 h bei 37 °C gehalten und schließlich wieder auf 4 °C abgekühlt. Die cDNA 

sowie jeweils Aliquote der 1:10 Verdünnungen der Proben wurden be -20 °C 

eingefroren und gelagert. 

2.10.2  PCR 

Die Grundlage der von Mullis entwickelten Polymerase- Chain- Reaction (PCR) ist 

eine Abfolge von Reaktionen zur Amplifikation der Nukleinsäuren 204, 205. Ein 

Matrizendoppelstrang mit der Ziel- DNA denaturiert in jedem Zyklus durch eine 

Erhöhung der Temperatur auf 95°C und spaltet sich auf (Melting). Nach Abkühlung 

auf 60°C lagern sich Primer an die Einzelstränge (Annealing). Schließlich werden 

beide Einzelstränge bei 72°C (Elongation) durch Zugabe einer DNA- Polymerase und 

Desoxyribonucleotiden zum jeweiligen Doppelstrang synthetisiert.  Sowohl die DNA- 

Polymerase, der Puffer für die Amplifikation als auch die Nucleotide waren im 

verwendeten PCR Master Kit (Roche) enthalten. Für die Amplifikation im PCR 

Master Cycler Gradient wurden 2 µl cDNA einer 1:10-Verdünnung in einem 

Ansatzvolumen von 20 µl eingesetzt, wobei der Mastermix (MM) in den 

Reaktionsgefäßen auf Eis vorgelegt wurde. Da die PCR eine sehr sensitive Methode 

darstellt, musste in jeder Amplifikation mindestens eine Negativkontrolle mitgefahren 

werden. Sie enthielt die gleiche Menge MM, allerdings statt der 2 µl cDNA 2 µl 

RNase- freies H2O. Der Vorgang erfolgte nachfolgendem Pipettierschema: 
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PCR Master 10 µl 

3 µM Primer 1 3 µl 

3 µM Primer 2 3 µl 

H2O 2 µl 

 
18 µl 

 

Für einige Primer, z.B. für das „Haushaltsgen“ GAPDH, war es nötig, als Modifikation 

für die unterschiedlichen PCRs noch 2 µl 25 mM MgCl2 (als Ansatzvolumen dann 

insgesamt einfach 30 µl) hinzuzufügen. Die entstandenen Amplifikationsprodukte 

wurden nach Ende der Elongation des letzten Zyklus sofort auf 4 °C abgekühlt und 

bei -20 °C gelagert. 

2.10.3  Gelelektrophorese  

Die Elektrophorese mit Agarosegelen diente der Auftrennung der amplifizierten PCR- 

Produkte, die aufgrund der Nettoladung und Molekülgröße unter konstanter 

Spannung im elektrischen Feld unterschiedlich weit wanderten. Dazu wurden 2 g 

Agarose in 100 ml 1x TBE-Puffer analog zur Herstellung der RNA- Gele gelöst. Je 

höher die Agarose konzentriert war, desto kleinere Fragmente konnten aufgetrennt 

werden 206, 207. Die untersuchte DNA mehrerer Zielgene enthielt vor allem Fragmente 

im Bereich zwischen 200 und 600 Bp, weshalb für die Auftrennung der gesuchten 

DNA- Sequenzen ein relativ hochkonzentriertes, 2%-iges Agarosegel benutzt wurde. 

Auch hier wurden 6 µl Ethidiumbromid zu den 100 ml Agaroselösung hinzugegeben. 

Nach Aushärten des Gels wurden die Taschen mit Puffer gespült und nachfolgend 

mit jeweils 8 µl Probelösung bzw. 8 µl Negativkontrolle und 2 µl DNA- Ladepuffer und 

dem DNA- Marker beladen. Das Gel lief in 1x TBE- Puffer bei 85 mA für 45 min. Die 

Banden der aufgetrennten PCR- Produkte wurden anschließend unter UV- Licht 

sichtbar gemacht, fotografiert und ausgewertet. Als Positivkontrolle diente GAPDH, 

welches im Cytosol jeder eukaryoten Zelle vorhanden ist. 
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2.11 Quantitative Taqman- PCR 

2.11.1 Grundlagen 

Mit dieser Methode konnte die Menge der amplifizierten DNA als Rückschluss auf die 

vorliegende Genexpressionen gemessen werden. Grundlage ist der 1946 von 

Förster entdeckte 208 und 1967 von Stryer 209 experimentell nachgewiesene Effekt 

des Fluoreszenz- Resonanz- Energietransfers (FRET), bei dem die Energie eines 

angeregten Fluoreszenzmoleküls auf einen zweiten Fluorophor übertragen werden 

konnte 209. Damit das emittierte Licht einer bestimmten Wellenlänge als Energie das 

zweite Molekül erreichte, mussten beide ein ähnliches Absorptions- und 

Emissionsspektrum aufweisen, sich in der gleichen Schwingungsebene befinden und 

in ausreichender Nähe zueinander vorliegen. Zwischen den Fluorochromen sollten 

nur wenige Nanometer liegen, da die Intensität des FRET- Signals mit der 6. Potenz 

des Abstandes abnimmt 208, 209. Als Fluoreszenzfarbstoffe wurden Moleküle wie 

BBQ, 6-FAM sowie TMR an das 5'- Ende angefügt. Dabei folgte das Prinzip der 

Nucleotidamplifizierung denen einer normalen PCR. Bei der quantitativen PCR 

wurde jedoch zusätzlich die 5'-3'- Exonucleaseaktivität der Polymerase genutzt, um 

ein drittes, mit Fluoreszenzfarbstoffen markiertes Oligonucleotid (Sonde) abzubauen 

(Abb. 2.2 nächste Seite). Diese Sonde, die genau zwischen die spezifischen Primer 

des gesuchten Gens passte, wurde mit einem fluoreszierenden Reporter- (5'-Ende) 

sowie einem nicht- fluoreszierenden Quenchermolekül (3'-Ende) verbunden. Solange 

die Sonde intakt blieb, befanden sich beide Moleküle in einem definierten Abstand 

voneinander. Der Reporter übertrug durch das FRET- Prinzip seine Energie auf den 

Quencher, der die entstehende Fluoreszenz kontinuierlich unterdrückte 209.  
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Abb. 2.2:  Schema zur Fluoreszenzentstehung bei der Taqman- PCR 
(Quelle: 209). 

 

Lagerten sich nun in einem Amplifikationszyklus Primer und Sonde an die 

aufgetrennten DNA- Stränge, begann die Taq-Polymerase mit der Synthese eines 

neuen Strangs bzw. mit der Hydrolyse der Sonde vom Template. Durch das 

Freiwerden des einzelnen Reportermoleküls wurde Fluoreszenz einer bestimmten 

Wellenlänge ausgesandt, welche das Messgerät detektierte. Je mehr spezifische 

DNA die Polymerase synthetisierte, desto mehr Reportermoleküle wurden freigesetzt 

bzw. Sonden hydrolysiert und dementsprechend höher war die gemessene 

Signalstärke. 

2.11.2 Reaktionsansatz 

Zur Quantifizierung der Expression wurden ein Leerwert (NTC), 7 Lösungen einer 

Standardkurve sowie je nach untersuchtem Tierstamm zwischen 14 und 23 Proben 

in einer Dreifachbestimmung auf einer 96- Well-Platte im GeneAmp 5700 Sequence 

Detector untersucht. Die Standardkurve für alle Messungen der Taqman- PCR 

entstammt einem cDNA- Pool, dessen Anfangskonzentration 12 ng/ µl betrug. Die 

optimale Konzentration der Primer und Sonden für die Reaktion wurden in einer 

vorherigen Taqman- PCR ermittelt und ergaben eine Endkonzentration der Primer 

von 0,3 µM bzw. der Sonde von 0,1µM. 



2. MATERIAL UND METHODEN 

- 42 - 

 

Der Reaktionsansatz enthielt für einen Premix:  

1x Premix: Taqman PCR Master Mix 12,500 µl 

 Primer F 10 µM  0,375 µl 

 Primer R 10 µM 0,375 µl 

 Sonde TM 5µM 0,125 µl 

 RNase-freies H2O 4,625 µl 

  
18,000 µl 

Da die Taqman- PCR eine sehr sensitive Methode zum quantitativen Nachweis der 

cDNA darstellt, wurde jede Probe im Dreifachansatz gemessen. Zusätzlich war dem 

MM eine Passivreferenz (ROX) zugesetzt. Die Emissionsintensitäten des Reporter-

farbstoffes und der Passivreferenz wurden als Quotient ins Verhältnis gesetzt und so 

um die Hintergrundfluoreszenz korrigiert.  

Für eine Taqman- PCR wurden die Premixe jeweils mit 54 µl auf die 22 

Reaktionsgefäße (14 Proben, ein Leerwert (NTC) sowie 7 Proben der Standard-

kurve) verteilt. Dazu kamen jeweils 21 µl Probenlösung (entspricht 20 ng cDNA) im 

Ansatz. Die Lösung wurde vorsichtig vermischt und zu je 22 µl auf die 

entsprechenden 3 Wells der Mikrotiterplatte aufgetragen. Jeder der 40 Zyklen lief wie 

folgt ab: Anwärmen der Proben für 2 min auf 50 °C, dann Erhitzen für 10 min bei 95 

°C und anschließend 40 Zyklen mit jeweils 15 s bei 95 °C und 1 min bei 60 °C. Die 

Menge der entstandenen cDNA- Kopien konnte mit Hilfe der mitgeführten 

Standardkurve ermittelt werden. Die Auswertung der gemessenen Fluoreszenz-

intensität erfolgte mit dem Programm „Dart PCR 1.0“. Die Quantität der untersuchten 

Gene (AT2R, TASK-3, p85α) wurden ins Verhältnis zum konstitutiv exprimierten 

„Haushaltsgen“ 18s gesetzt.   
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2.12 Nicht- radioaktive in situ- Hybridisierung 

2.12.1 Prinzip 

Die 1969 von Pardue und Gall entwickelte, radioaktive in situ- Hybridisierung (ISH) 

war die erste Methode, mit der gezielt RNA durch Nucleotidsonden im Gewebe 

lokalisiert und sichtbar gemacht werden konnte 210, 211. Aufgrund der hohen 

Strahlungsbelastung und Hintergrundaktivität setzten sich seit 1980 212 nicht- 

radioaktive Techniken mit kovalent gebundenen Markierungsmolekülen (z.B. Biotin, 

Digoxigenin) durch. Für die Untersuchungen der Rattennebennieren dieser Arbeit 

wurden nach der Methode von Mühlegger 213 in der Transkription digoxigenin-

markierte UTP- Moleküle zum Einbau in die cRNA- Sonden benutzt, die nachfolgend 

durch einen mit alkalischer Phosphatase verknüpften Anti- Digoxigeninantikörper 

nachgewiesen wurden. Wie in Abb. 2.3 zu sehen, konnte die mRNA eines gesuchten 

Gens (a) durch Bindung zwischen Sonde (b) und dem nativen Strang innerhalb der 

Zellverbände eines Gewebes nachgewiesen werden. Über die UTP- Nucleotide der 

Sonde lag das Digoxigeninmolekül (c) daran gebunden vor. Ein Anti- DIG- Antikörper 

(d) bildete die Voraussetzung für eine Nachweisreaktion durch das daran gebundene 

Enzym AP (e), welches zum Nachweis einen dazugegebenen Farbstoff im Gewebe 

umsetzte. Dieser blieb kovalent an die Zelle gebunden und konnte nicht diffundieren.  

Abb. 2.3:  Prinzip der nicht- radioaktiven ISH  
(Quelle: eigene Darstellung). 
 



2. MATERIAL UND METHODEN 

- 44 - 

Um die Hydrolyse sowohl der gesuchten mRNA als auch der Sonde im Gewebe 

durch RNasen zu verhindern, wurden während der Hybridisierung ausschließlich 

RNase- freie Lösungen verwendet 214.  

2.12.2 Herstellung der Sonden 

2.12.2.1 Herstellung 

Die für die Hybridisierung eingesetzten Sonden (mAT2R) bzw. ihre Plasmide (für 

CYP11B2 sowie rAT2R) wurden freundlicherweise von Frau Dr. Peters zur Verfügung 

gestellt. Die rAT2R- Sonde detektierte spezifisch den endogenen AT2R in der Zona 

glomerulosa in den Sprague Dawley und WT- Ratten. Für die transgenen CxmAT2R- 

Tiere wurde die mAT2R- Sonde verwendet, die ihrerseits die Überexpression des 

AT2R im NNM sowie in allen Schichten der NNR nachwies. Die ISH- Sonde für 

TASK-3 entstand aus der cDNA des TASK-3 Gens, welche mit folgenden Sense- (5'- 

GGC TAC AGT CCA CTC GGT TTC -3') und Antisense (5'- TAA TAC GAC TCA CTA 

TAG GGG AGA AAG GAA GGA ATC CAT GCT T- 3')- Primern aus der NNM- cDNA 

hergestellt wurde. Das Fragment korrespondierte mit dem C- terminalen Ende des 

nativen Proteins, welches ebenso die spezifische Bindungsstelle für den 

verwendeten TASK-3 Antikörper in der Immunhistologie darstellte. Nach 

Linearisierung der Sonden (2 min bei 95 °C) wurde die mit DIG-11-UTP markierte 

cRNA nach dem Protokoll der Firma Boehringer Mannheim hergestellt. 

2.12.2.1.1 Aufreinigung mit Nucleo TraP®CR 

Das Protokoll der Firma Macherey- Nagel diente bei der Aufreinigung des PCR- 

Ansatzes als Anleitung. Dabei wurden die 35 µl des PCR- Ansatzes zunächst mit TE- 

Puffer (pH 7,5) auf ein Volumen von 100 µl gebracht. Es erfolgten die Zugaben von 

400 µl NT2- Puffer sowie 50 µl Nucleo TraP Suspension mit Silica Matrix zur Lösung, 

welche für 10 min bei RT ruhte. Die negativ geladenen Nucleotide wurden durch 

chaotrope Silizium- Membranen gebunden. Eine Zentrifugation für 30 s bei 10.000 x 

g schloss sich an, der Überstand wurde jedes Mal verworfen. Es erfolgten 3 

Waschschritte mit den verschiedenen Puffern unter jeweiliger Resuspension des 

Pellets und eines weiteren Zentrifugationsschrittes für 30 s bei 10.000 x g. Das Pellet 

wurde erneut zentrifugiert und für 15 min bei 37 °C im Heizblock getrocknet. Die 
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Resuspension erfolgte mit 25 µl NE Elution Buffer. Es schloss sich eine Inkubation 

für weitere 15 min bei RT mit anschließender Zentrifugation für 30 s bei 10.000 x g 

an. Die gereinigte cDNA befand sich im Überstand und konnte direkt für die DIG-

Markierung eingesetzt werden. 

2.12.2.1.2 DIG- Markierung 

Für die DIG-11-UTP- Markierung analog zum Protokoll der Firma Boehringer 

Mannheim wurde folgender Ansatz verwendet: 

DEPC- H2O 6 µl 

RNase Inhibitor  1 µl 

10x DIG NTP Labeling Mix 2 µl 

5x Transkriptionspuffer 4 µl 

cDNA aus PCR/Plasmid 5 µl 

Polymerase 2 µl 

 20 µl 

 

Die verwendeten Polymerasen für die Herstellung der Sonden waren T3 für rAT2R 

sowie T7 für B2.185 und TASK-3. Nach Mischen des Ansatzes inkubierte die Lösung 

für 2 h bei 37 °C. Um die cRNA- Sonde vor Interferenzen mit dem cDNA Template 

bei der späteren Hybridisierung zu schützen, erfolgte zusätzlich ein DNase- Verdau 

mit 1 µl RQ1- DNase und einem weiteren Inkubationsschritt für 30 min bei 37 °C. Die 

nun DIG- markierte cRNA- Sonde wurde mit Hilfe von 4,9 µl einer 3 M 

Natriumacetatlösung und 65 µl Ethanol (100%) über Nacht bei -70°C gefällt. Am 

nächsten Tag erfolgte die Zentrifugation der Sonde für 30 min bei  

12.000 x g. Anschließend trocknete das Pellet unter dem Abzug und wurde mit 30 µl 

RNase- freiem H2O resuspendiert. Eine Kontrolle der Größe der cRNA- Sonde 

erfolgte mit Hilfe eines RNA- Gels, die Konzentration der Sonde wurde am 

Photometer bestimmt. 
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2.12.3 Vorbereitung ISH 

2.12.3.1 Materialien 

Die Objektträger und Deckgläschen, mit denen die ISH- Schnitte direkt in Kontakt 

kamen, mussten zunächst silanisiert werden, damit die cRNA- Sonde nicht an den 

Oberflächen haften blieb. Dazu wurden die Deckgläschen (18x18 mm) in absolutem 

Ethanol gewaschen und einzeln auf Whatman Papier bei RT unter dem Abzug 

getrocknet. Die nun gereinigten Gläschen wurden folgend in einer mit Dimethyl- 

Dichlorsilane (Blue Slick) gefüllten Petrischale für 5 min mit der Pinzette geschwenkt 

und von beiden Seiten benetzt. Danach schlossen sich Waschschritte mit Aqua 

bidest sowie in Ethanol an. 

2.12.3.2 Gewebevorbehandlung 

Alle Organe lagerten bis zur Anfertigung der ISH- Schnitte bei -70°C und wurden 

beim Transport auf Trockeneis gekühlt. Vor dem Schneiden der Gewebe musste die 

Postfixationslösung (4% PFA) hergestellt werden. Dabei wurde pulverisiertes PFA 

unter dem Abzug in 1x PBS (pH 7,4, folgend als PBS bezeichnet) unter der Zugabe 

von 2-3 Tropfen NaOH sowie kontinuierlicher Erwärmung auf 60 °C langsam gelöst 

und danach wieder auf 4 °C abgekühlt. Das Nebennierengewebe wurde im Frigocut 

2800 N Kryostat bei -25 bis -28 °C in 7 µm dünne Scheiben geschnitten und auf 

silanisierte Objektträger gebracht. Bis alle Schnitte fertig waren, lagerten die 

Objektträger in einer Glasküvette im Gerät bei -25 °C. Dann folgte die Fixation der 

Schnitte für 20 min in 4% PFA auf Eis. Die Gewebe wurden anschließend dreimal für 

5 min in PBS sowie zweimal für 5 min in DEPC- H2O gewaschen. Danach folgte eine 

leichte Denaturierung der Objekte durch Verschiebung des pH- Wertes ins saure 

Milieu mittels Zugabe von 0,1 M HCl- Lösung für 10 min sowie danach zwei erneute 

Waschungen für 5 min mit PBS. Um unspezifische Bindungen der Sonde an die 

Zellproteine zu verringern und die Kontrastfärbung für die ISH zu erhöhen, wurden 

die Schnitte mit 0,1 M TEA (pH 8,0) in DEPC- H2O sowie HCl unter zweimaliger 

Zugabe von 250 µl Essigsäureanhydrid für 15 min acetyliert. Danach wurde zweimal 

mit PBS für jeweils 5 min gewaschen. Es folgte eine schrittweise Dehydrierung der 

Objekte in einer aufsteigenden Alkoholreihe für jeweils 7,5 min in 70% und in 80 % 

auf Eis bzw. in 100% Ethanol bei RT.  
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2.12.4 Hybridisierung 

2.12.4.1 1.Tag (Hybridisierung) 

Die lichtundurchlässige Hybridisierungskammer wurde mit Filterpapierstreifen 

ausgelegt, mit einer Lösung aus 40 mM NaCl in 50% deionisiertem Formamid (FO) 

angefeuchtet und die Schnitte darin zunächst für 20 min bei RT getrocknet. Zur 

Vorbereitung auf die Hybridisierung inkubierten diese weiter in der feuchten Kammer 

mit jeweils 50 µl 2x Prehybridmix (PHX) in 50% FO über jedem Schnitt für 1- 2 h bei 

43 °C. Zur Denaturierung der RNA wurde die entsprechende Menge Sonde in 50% 

FO (Endkonzentration Fc = 10-12 ng/ µl) für 2 min lang bei 95 °C erhitzt und danach 

sofort wieder auf Eis gelagert. Bei dieser Hitzedenaturierung der Sonde wurde der 

Schmelzpunkt der cRNA durch Zugabe von FO effektiv abgesenkt, weil FO durch 

seine starke Polarität die Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den Nucleotiden 

abschwächte. Die Zugabe der restlichen Reagenzien des Hybridmixes (1x GM, 0,33 

M NaCl, 0,1 M DTT) erfolgte auch auf Eis unter mehrmaligem Vortexen. Die 10% Dx- 

Lösung wurde zuletzt bei RT und unter sofortigem Vortexen hinzugefügt. Nun wurde 

der PHX nach 2 h Inkubationszeit von den Schnitten abgesaugt und diese sofort 

wieder mit 25 µl Hybridmix und einem silanisierten Deckgläschen bedeckt, um ein 

Austrocknen und damit eine Änderung der Zellmorphologie sowie Verunreinigungen 

zu verhindern. Außerdem gewährleistete die Abdeckung mit dem Deckgläschen eine 

gleichmäßige Verteilung des Hybridmixes über das gesamte Objekt. Die ISH- 

Schnitte inkubierten in der feuchten Kammer bei 43 °C über Nacht. 

2.12.4.2 2. Tag (Waschen) 

Für die folgenden Waschschritte wurden die Objektträger aus der feuchten 

Hybridkammer in eine Glasküvette überführt. Die Waschschritte in absteigender 

Salzkonzentration (SSC) ermöglichten eine sehr spezifische Bindung der cRNA- 

Sonde an die gesuchten Zielstrukturen im Gewebe.  

 1x  30 min in  2x  SSC ohne FO  bei RT 

 2x  30 min  in  1x  SSC in 50% FO  bei 42 °C im Wasserbad 

 2x  30 min  in  0,5x SSC in 50% FO  bei 42 °C im Wasserbad 

 2x  10 min in  0,5x  SSC ohne FO  bei RT 
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 1x  10 min  in  0,2x  SSC ohne FO  bei RT 

 1x 5 min  in  0,1x  SSC ohne FO  bei RT (nicht obligatorisch) 

Für den immunhistologischen Nachweis der an 11-UTP gebundenen Digoxigenin-

moleküle der Sonde war es erforderlich, die Schnitte nach dem Waschen zunächst 

mit einem Tris / NaCl pH 7,5 Puffer (100 mM Tris HCl, 150 mM NaCl) für 10 min bei 

RT zu spülen. Anschließend inkubierten die Schnitte in der mit PBS angefeuchteten 

Kammer für 30 min mit modifizierter Blocklösung (BL). In dieser BL wurde auch der 

verwendete Anti- Digoxigenin-  Antikörper (IgG) vom Schaf in einer Konzentration 

von 1: 500 verdünnt und auf die Objekte gegeben. Die Inkubationszeit betrug 1-2 h 

bei RT und setzte sich dann bei 4 °C über Nacht fort.  

2.12.4.3 3. Tag (Farbreaktion) 

Bevor die Schnitte gefärbt wurden, mussten die Antikörperlösung abgesaugt und die 

Objekte zunächst für 2x 15 min im Tris / NaCl pH 7,5 Puffer und dann für 2 min kurz 

in Tris / NaCl pH 9,5 Puffer equilibriert werden. Mit Hilfe des Tris / NaCl pH 9,5 

Puffers wurde das 0,1 M Farbreagenz aus der NBT/ BCIP- Stammlösung (Abb. 2.4 

nächste Seite) hergestellt. BCIP diente hier als Substrat für die Alkalische 

Phosphatase. Nach Dephosphorylierung des BCIP wurde es oxidativ in einen blauen 

Indigofarbstoff überführt. Als Oxidationsmittel diente NBT, welches bei der Reaktion 

ebenfalls zu einem blauen Farbstoff reagierte und somit farbverstärkend wirkte. 

Dabei musste nach Mischen und Zentrifugieren der beiden Komponenten auf einen 

ausreichenden Lichtschutz der Farblösung geachtet werden. Die Schnitte wurden mit 

50 µl der Stammlösung vollständig bedeckt und abgedunkelt in einer Kammer 

inkubiert. Sobald die mikroskopische Kontrolle des Färbevorgangs positiv und das 

optische Signal ausreichend stark waren, wurde die Reaktion für alle Objekte 

gleichzeitig zweimal für 5 min mit TE- Puffer pH 8,0 (100 mM Tris / HCl, 1 mM EDTA) 

abgestoppt. Danach wurden die Schnitte mit jeweils 100 µl PBS bedeckt und bei 4 °C 

im Kühlschrank aufbewahrt. 
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Abb. 2.4:  Schema der Farbstoff- erzeugenden Redoxreaktion,  
(Quelle: Produktbeilage der Firma Roche) 

 

Eine leichte Gegenfärbung mit Mayer's Haemalaun konnte anschließend erfolgen. 

Durch die zweifach positive Ladung stieg die Affinität für negativ geladene Gewebe-

komponenten entsprechend der Färbetheorie von Sheehan und Hrapchak 215. Die 

elektrostatische Bindung ging in eine koordinative Bindung des Haemalaun an die 

Phosphoratome der RNA bzw. DNA über. Zur Durchführung der Gegenfärbung 

wurden die ISH- Schnitte in der Kammer ausgelegt, das PBS abgesaugt und sofort 

für 2 min mit Mayer's Haemalaun bedeckt. Dann wurden diese mit Aqua bidest 

abgespült bis keine Farbwolken mehr aufstiegen und anschließend für 5 min in eine 

Küvette mit Leitungswasser gestellt. Erst jetzt wechselte die Färbung der Schnitte 

von rot- violett zu blau. Diese Färbetechnik erbrachte eine kontrastreiche Darstellung 

der Zellkerne und basophilen Strukturen sowie eine Fixierung der Farbreaktion. Eine 

Haemalaunfärbung konnte nur wieder mit sauren Lösungen, nicht aber mit Ethanol, 

ausgewaschen werden. 

2.12.5 Auswertung und Dokumentation 

Die Auswertung der ISH- Schnitte erfolgte am Mikroskop der Firma Eschenbach. In 

der 10x Vergrößerung wurden die Objekte so eingestellt, dass alle Zonen der NN 

erkennbar waren. Es folgte eine Auszählung von 100 Zellreihen im Querschnitt der 

NN mit Dokumentation der positiv gefärbten Zelllagen.  
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2.13 Immunhistochemie (IHC) 

2.13.1 Prinzip der IHC 

Mit der Immunhistochemie (IHC) (Abb. 2.5) können indirekt Proteinstrukturen in 

Geweben (a) über Bindung von Antikörpern nachgewiesen und eine Vermutung über 

deren intrazelluläre Lage/ Verteilung gemacht werden 216, 217. Der erste Antikörper 

(b) ist gegen das gesuchte Antigen in einem speziellen tierischen Gewebe (z.B. 

Ratte) gerichtet. Der zweite Antikörper (c) ist gegen den Fc- Teil des Antikörpers (b) 

gerichtet, wobei Antikörper c zusätzlich noch mit einem Enzym (alkalische 

Phosphatase, d) markiert wurde.  

 

 

 

 

 

 

Abb. 2.5:  Prinzip der IHC (Quelle: Eigene Darstellung).  

2.13.2 Ablauf und Dokumentation 

Die Nebennieren wurden analog zur ISH bei -25 bis -28 °C in 7 µm Scheiben 

geschnitten und auf silanisierte Objektträger gebracht. Bis alle Schnitte fertig waren, 

lagerten die Objektträger in einer Glasküvette im Gerät bei -25 °C. Nun folgten eine 

Postfixation für 20 min in 4% PFA, das Waschen und die folgenden Schritte zur 

Ansäuerung sowie Dehydrierung in der Alkoholreihe nach dem gleichen Protokoll wie 

für die ISH. Bei der IHC wurden die Nebennieren für 20 min bei RT im Hybridofen in 

einer mit PBS befeuchteten Kammer getrocknet. Danach inkubierten die Schnitte für 

weitere 1- 2 h bei RT und danach bei 4 °C über Nacht mit jeweils 100 µl BL über 

jedem Schnitt. Der erste polyklonale Antikörper aus der Ziege richtete sich gegen 

das C- terminale Ende des nativen TASK-3 Proteins. Er wurde in einer Konzentration 

von 1: 500 in BL verdünnt und in einer Menge von 50 µl eingesetzt. Nach einer 

Inkubationszeit von 3 h wurde dreimal für 5 min mit PBS gewaschen. Der zweite 

Antikörper (Kaninchen, anti- Ziege- IgG) wurde ebenfalls in einer Konzentration von 
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1: 500 in BL verdünnt verwendet. Die Schnitte inkubierten für 3 h bei RT und 

anschließend über Nacht bei 4 °C. Die Färbung erfolgte analog zum Protokoll der 

ISH. Die Auswertung der IHC- Schnitte mit Auszählung der positiv gefärbten Zellen 

erfolgte am Mikroskop der Firma Eschenbach.   

2.14 Statistische Auswertung 

Die Statistik wurde mit „Sigma Stat“ durchgeführt. Die Messungen der Gewichte, der 

Plasmakonzentrationen für Aldosteron und Renin sowie der relativen Expressionen 

der Zielgene aus der Taqman- PCR wurden als Mittelwert ± Standardabweichung 

angegeben. Dabei wurden Unterschiede unter Annahme einer Normalverteilung 

mittels ein- bzw. zweifaktorieller Varianzanalyse (One Way-/ Two Way- ANOVA) 

ermittelt und nachfolgend durch den Post Hoc Test nach Holm- Sidak auf Signifikanz 

überprüft. Lediglich Werte von p < 0,05 wurden als signifikant gewertet. Bei Vorliegen 

eines nicht normal- verteilten Datensatzes erfolgte die Überprüfung auf Signifikanz 

mit Hilfe des Mann- Whitney Rangsummentests. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Ergebnisse Experiment 1   
 (Effekt der HKD in SD- Ratten) 

3.1.1 Kontrollparameter 

Ziel des Experimentes war der Nachweis einer durch Kaliumbelastung induzierten 

Erhöhung der AT2R- Expression sowie der Plasmarenin- unabhängigen Stimulation 

der Aldosteronsynthese. Außerdem sollte überprüft werden, ob in Assoziation zur 

Regulation des AT2R durch Kalium auch weitere Gene, wie z.B. p85α und TASK-3, 

beeinflusst werden. Die Kontrollparameter dienten der Überprüfung der 

physiologischen Bedingungen. Der Effekt äußerer Einflüsse (z.B. Stress bei den 

Blutentnahmen, Entgleisungen der Elektrolyte) sollte für die Produktion an aktivem 

Renin und damit Aldosteron in den Sprague Dawley Ratten so gering wie möglich 

sein.  

3.1.2 Gewichtsverlauf 

Die Ratten wurden randomisiert auf die jeweiligen Gruppen mit Standard- bzw. 

Spezialdiät verteilt. Alle Tiere wiesen unabhängig der Gruppenzuordnung 

vergleichbare Durchschnittsgewichte am Tag 0 auf (p= 0,38). Diese betrugen in den 

Kontrollen 491,33 g ± 14,9 sowie unter HKD 488,38 g ± 10,91. Innerhalb der 

jeweiligen Diätgruppen (siehe Abb. 3.1 auf der nächsten Seite) gab es nach 7 Tagen 

keine signifikanten Unterschiede (p= 0,15) im Gewicht der Versuchstiere. Diese 

betrugen in den Kontrollen 484,5 g ± 12,74 sowie in der Gruppe unter HKD 471,25 g 

± 27,02. 
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Abb. 3.1:  Gewichtsverlauf am Tag 0 bzw. Tag 7 unter Standard- 
(weißer Balken) oder Kaliumbelastung (schwarzer Balken). 
n.s.= nicht signifikant (SD K: n= 6, SD HKD: n= 8). 

3.1.3 Plasmareninkonzentration (PRC) 

Um die Auswirkung der Spezialdiät auf die Aldosteronsynthese abschätzen zu 

können, wurden die PRC an Tag 0 und 7 bestimmt. Dabei unterschied sich die PRC 

in den Mittelwerten weder basal noch nach 7 Tagen Standard- bzw. Spezialdiät 

signifikant voneinander (p=0,41, Daten nicht gezeigt). Aus dem Quotienten der PAC 

und der PRC ließ sich die Menge der Plasmarenin- unabhängigen 

Aldosteronsynthese berechnen.  

3.1.4 Messwerte für Natrium und Kalium im Plasma 

Es wurden zu Beginn und an Tag 7 Natrium- sowie Kaliumkonzentrationen 

gemessen. Es zeigten sich im Verlauf keine signifikanten Änderungen im Plasma der 

Tiere (Daten nicht gezeigt).  

3.1.5 Aldosteronsynthese 

Um die Stimulation der Aldosteronproduktion durch Kalium zu zeigen, wurden an Tag 

0 und 7 die PAC bestimmt. Basal gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen 

n.s. 
n.s. 

n.s. n.s. 
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den Aldosteronkonzentrationen der verschiedenen Gruppen (p= 0,32, Daten nicht 

gezeigt). Die PAC lag in der Kontrollgruppe am Tag 0 bei 233,36 ± 115,04 pg/ml und 

änderte sich auch nach 7- tägiger Diät nicht signifikant auf 278,66 ± 79,53 (p= 0,31). 

Jedoch konnte eine signifikante Stimulation der Aldosteronproduktion durch 

Spezialdiät gezeigt werden (pa= 0,0043). Unter HKD (Abb. 3.2) ergab sich ein 3,75- 

facher Anstieg von 218,88 pg/ml ± 110,11 auf 820,88 pg/ml ± 328,53 im Vergleich 

zur Ausgangskonzentration am Tag 0. 

 

 

Abb. 3.2:  Effekt der DIät auf die PAC. Gering schraffierte Balken Tag 
0, stark schraffierte Balken Tag 7. n.s.= nicht signifikant, 
a)P=0,0043 (SD K: n= 6, SD HKD: n= 8, Mann-Whitney-

Rangsummentest). 

3.1.6 Plasmarenin- unabhängige Aldosteronsynthese 

Aus dem Quotienten der gemessenen PAC und der PRC lässt sich die Menge der 

Plasmarenin- unabhängigen Aldosteronsynthese abschätzen. In der Kontrollgruppe 

(Abb. 3.3 nächste Seite) ergab sich keine signifikante Veränderung (p= 0,43). Die 

SD- Tiere unter 7 Tagen Spezialdiät zeigten einen signifikanten 2,63- fachen Anstieg 

des PAC/PRC von 25,43 ± 9,91 1/h auf 66,99 ± 52,03 1/h (pa= 0,022).  
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Abb. 3.3:  Effekt der Diät auf den PAC/ PRC- Quotienten. Gering 
schraffierte Balken Tag 0, stark schraffierte Balken Tag 7. 
n.s.= nicht signifikant, a)P=0,022  (SD K: n= 6, SD HKD: n= 8, 

Mann-Whitney-Rangsummentest). 

3.1.7 Aldosteronproduktion in der Nebennierenrinde (NNR)  

Die Stimulation der Aldosteronproduktion unter HKD ließ sich auch qualitativ durch 

Anfärben der mRNA Aldosteronsynthase- exprimierender Zelllagen der NNR 

belegen. Dafür erfolgte eine in situ- Hybridisierung mit der CYP11B2 Sonde, die 

sowohl für die Aldosteronsynthase in der ZG als auch für die 11- β- Hydroxylase 

(Glucocorticoidproduktion) in der ZF codiert, die schmale Zona intermedia bleibt 

damit ungefärbt. In Experiment 1 zeigte sich beim Auszählen der gefärbten Zelllagen 

ein signifikanter Unterschied der Anzahl Aldosteron- produzierender Zellen (siehe 

Abb. 3.4 nächste Seite) zwischen den Kontrollen mit 2,5 ± 0,55 Zelllagen (ZL) und 

den HKD- behandelten Tieren mit 5,5 ± 0,93 ZL (p= 7* 10-6). Deutlich ist zu sehen, 

dass unter Spezialdiät sowohl mehr Zelllagen in der ZG angefärbt wurden, aber auch 

die Intensität der Färbung wesentlich höher ist. Von oben nach unten erkennt man 

die ZG (dunkelrot bis lila), die Zona intermedia (ungefärbt) und die ZF (schwach rot 

gefärbt). 



3. ERGEBNISSE 

- 56 - 

 

Abb. 3.4:  Repräsentative ISH- Bilder mit Koinkubation CYP 11B2 
und 11β- Hydroxylase in der NNR. P=7* 10-6 (SD K: n= 6, 

SD HKD: n=8). 

3.1.8 Regulation der AT2R- Expression durch die HKD 

Alle Expressionswerte für den AT2R wurden in Bezug auf das „Haushaltsgen“ 18s 

normalisiert (im Weiteren als relative Expressionen bezeichnet) und mit dem Faktor 

105 multipliziert. Für die Sprague Dawley- Ratten ergaben sich Expressionswerte für 

den AT2R (Abb. 3.5) unter Standarddiät von 4,51 *105 ± 2,16 *105. Die Expression 

des AT2R in den mit HKD behandelten Tieren lag bei 8,45 *105 ± 4,27 *105 und war 

damit um das 1,9- fache signifikant höher (pa= 0,042). 

 

Abb. 3.5:  Effekt der Diät auf die relative Expression des AT2R. 
a)P=0,042  (SD K: n= 5, SD HKD: n= 8) 
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Die Stimulation der AT2R- Expression in der NNR unter HKD lässt sich auch 

qualitativ in der ISH darstellen. Die rAT2R- Sonde detektierte den endogen 

exprimierten AT2R in der ZG. Es zeigte sich beim Auszählen der signalpositiven 

Zelllagen (ZL) ein signifikanter Unterschied der Anzahl der AT2R- exprimierenden 

Zellen (Abb. 3.6) zwischen den Kontrollen mit 2,5 ± 0,63 ZL und den Tieren unter 

Spezialdiät mit 4,25 ± 0,65 ZL (p= 0,00015). Auch mit der rAT2R- Sonde konnten 

mehr Zellen insgesamt und eine intensivere Färbung unter Spezialdiät gezeigt 

werden. 

 

 

Abb. 3.6:  Regulation der AT2R- Expression durch Diät. P=0,00015 (SD 

K: n= 6, SD HKD: n= 8). 

3.1.9 Regulation der p85α- Expression durch die HKD 

Alle Expressionswerte der Taqman- PCR für p85α wurden in Bezug auf das 

„Haushaltsgen“ 18s normalisiert, als relative Expressionen bezeichnet und zur 

besseren Darstellung mit dem Faktor 105 multipliziert. Für die Sprague Dawley- 

Ratten in diesem Experiment konnten relative Expressionen für p85α (Abb. 3.7 

nächste Seite) unter Standarddiät von 291 *105 ± 95,7 *105 gemessen werden. Die 

Expression in der mit HKD behandelten Gruppe lag bei 861,5 ± 394,4  *105 und war 

damit signifikant um das 2,96- fache höher als in den Kontrollen (pa= 0,046).   
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Abb. 3.7:  Effekt der Diät auf die relative Expression von p85α.  
a)P=0,046  (SD K: n= 5, SD HKD: n= 8, Mann-Whitney- 

Rangsummentest). 

 

Zusammenfassend konnten in den Sprague Dawley Ratten durch die Spezialdiät 

gegenüber den Kontrollen signifikante Veränderungen der Renin- unabhängigen 

Aldosteronsynthese, der relativen Expression für p85α sowie AT2R gezeigt werden. 

3.1.10 Untersuchungen zu TASK-3 

3.1.10.1 Qualitativer Nachweis von TASK-3 

Neben Ang II ist die extrazelluläre Kaliumkonzentration der wichtigste Stimulus für 

die Aldosteronproduktion. In Standard- PCRs wurden analog zu den aus der Literatur 

161, 187 bekannten Primersequenzen für den Kaliumkanal TASK-3 folgende 

Nucleotide in der PCR eingesetzt: TASK-3f (Position 680- 699) und TASK-3r 

(Position 1176- 1196), außerdem genutzt wurde das Primerpaar Kcnk9_S (Position 

1129- 1148) und Kcnk9_Rev (Position 1521- 1543) Letzteres codiert spezifisch für 

die Sequenz des cytosolischen Endes des nativen TASK-3 Proteins. Allerdings 

konnten entgegen den Ergebnissen der Literatur mit den verschiedenen 

Primerpaaren Nucleotide des TASK-3 Kanals sowohl in der NNR als auch im NNM 

 K           HKD 
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gefunden werden. Als Primerpaare wurden wie in Abb. 3.8 (nächste Seite) ersichtlich 

TASK-3f und TASK-3r (PCR- Produkt etwa 517 Bp, obere Banden im Bild) sowie 

Kcnk9_S und Kcnk9_Rev (PCR- Produkt etwa 415 Bp, untere Banden) verwendet. 

Die DNA- Banden der NNR- cDNA leuchteten insgesamt unter UV- Licht intensiver 

auf als die Proben des NNM, was auf einen qualitativ höheren Gehalt an TASK-3- 

DNA hinweist. 

Abb. 3.8:  Gelelektrophorese der amplifizierten TASK-3 DNA. Unter 

Verwendung identischer cDNA als Vierfachkontrolle jeweils aus der 

NNR bzw. dem NNM wurden verschiedene Primerpaare zur 

Amplifikation benutzt. Obere Reihe TASK-3-cDNA Kontrollen aus der 

NNR und NNM, untere Reihe: TASK-3-cDNA der HKD- behandelten 

Gruppen aus NNR und NNM. (SD K: n= 5, SD HKD: n= 8) 

3.1.11 Optimierung der Primer 

Die reproduzierbaren Ergebnisse der durchgeführten PCR mit den Standardprimern 

widersprachen der bisher zu TASK-3 veröffentlichten Literatur. Als Beweis für die 

Richtigkeit unserer amplifizierten Sequenzen erfolgte nochmals eine Optimierung der 
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Primerpaare und Sequenzierung. Dazu war es notwendig, die Bindungsstellen der 

Nucleotide in der DNA- Sequenz von TASK-3 zu kennen. Abb. 3.9 zeigt die 

vollständige Basen- (kursiv) sowie Aminosäuresequenz (Großbuchstaben), die 

Lokalität der verschiedenen Primer und das C- terminale Ende von TASK-3, welches 

das Epitop des nativen Proteins bildet, an dem der in der IHC verwendete Antikörper 

bindet. 

1    
cgtagtagcggaggcttagtccgcgcggcgctgcactgggattctcgcggtctggttcatctcccctttggcatctccttcttggcggcc 

--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------  

91   
atgaagcggcagaacgtgcgtaccctgtccttgatcgcctgtaccttcacctacctgctggtgggtgccgcggtgttcgacgccctcgag 

      -M--K--R--Q--N--V--R--T--L--S--L--I--A--C--T--F--T--Y--L--L-V--G--A--A--V--F--D--A--L--E- 

181 
tcggaccatgagatgcgcgaggaggagaaacttaaagcagaagaggtccgcctcagaggcaagtacaacatcagctccgatgac
taccag 

      -S--D--H--E--M--R--E--E--E--K--L--K--A--E--E--V--R--L--R--G--K--Y--N--I--S--S--D--D--Y--Q- 

271 
cagctggagctggtaatcctgcagtctgagccccaccgcgctggtgtccagtggaagttcgccgggtccttctacttcgctatcactgtc 

     -Q--L--E--L--V--I--L--Q--S--E--P--H-R--A-G--V--Q--W--K--F--A--G--S--F--Y--F--A--I--T--V- 

361 
atcacaactatcggatatggacatgctgcacctggaaccgatgctggcaaggccttctgtatgttctatgctgtgctgggtatccctctg 

     -I--T--T--I--G--Y--G--H--A--A--P--G--T--D--A--G--K-A--F--C- -M--F--Y--A--V--L--G--I--P-L- 

451 
acgctggttatgttccagagcctgggcgagcgcatgaacaccttcgtgcgctacctgctgaaacggatcaagaagtgctgtggcatgc
gc 

    -T--L--V--M--F--Q--S--L--G--E-R-M--N--T--F--V--R--Y-L--L--K--R--I--K--K--C--C--G--M-R- 

541 
aacactgaagtttctatggagaacatggtgaccgtcggcttcttttcttgcatgggcctcgtgccttgggcggctgccttttcccagtgc 

    -N--T--E--V--S--M--E--N--M--V--T--V--G--F--F--S--C-M-G-T-L--C--L--G--A--A--A--F--S--Q- 

631 
gaagattggagcttcttccacgcttactactactgcttcattacactgactactatagggttcggcgactttgtggccctgcaatccaag 

    -C--E--D--W--S--F--F--H--A--Y-Y--Y--C--F--I--T--L--T--T--I--G--F--G--D--F--V--A--L--Q--S- 

721 
ggtgccctgcagaggaagccattctacgtggccttcagcttcatgtatatcctggtgggcctgaccgtcatcggtgccttcctcaatctt 

    -K--G--A--L--Q--R-K-P--F--Y--V--A--F--S-F-M--Y--I--L--V- G--L--T--V--I--G--A--F--L--N-L- 

811 
gtggtcctgcgattcctgaccatgaataccgatgaagatcttctggagggagaagttgcgcagatacttgctggaaacccaagacggg
tg 

    --V--V--L--R--F--L--T--M--N- -T--D--E--D--L--L--E--G--E--V--A--Q--I--L--A--G--N--P--R--R- 

901 
gttgtccgtgtgcctcagagtcgcaagaggcaccaccccatgtacttcctcaggaaatacggccgaaccctgtgctatctctgcttccct 

    -V-V-V--R--V--P--Q--S--R--K--R--H--H--P--M--Y--F--L--R--K- Y--G--R--T--L--C--Y--L--C--F- 
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991 
ggtgccaactggggtgatgatgatgacgatgatgatgacgccgtcgagaatgtcgtagttactactcctgttcctcctgctgttgctgct 

    -P--G--A--N--W--G--D--D-D-D-D-D-D--D--A--V--E--N--V--V--V--T--T--P--V--P--P--A--V--A- 

1081 
gctgctgctgctgctactcctggtcccagtaccaggaatgtccgggctacagtccactcggtttcctgcagggttgaagagatccctccg 

    -A-A-A--A--A--A--T--P--G--P--S--T--R--N--V--R--A--T--V--H- S--V--S--C--R--V--E--E--I--P- 

1171 
gacgtgctgaggaacacctacttccggtccccattcggcgccatccctcctggaatgcacacctgcggggaaaaccacaggctgca
catc 

    -P--D--V--L--R--N--T--Y--F--R-S-P--F-G-A--I--P--P--G--M--H--T--C--G--E--N--H--R--L--H- 

1261 
cgtcgcaagtccatctaagtgtggggagggaagtacacggaagaatcatttgtcatgcagatgtaagtttcattgtcccaactcctctct 

   -I--R--R--K--S--I--*---------------------------------------------------------------------------------------- 

1351 ccctccttatttattattattctctttttttgtgcttacagtcatcatcattcctttctctcttccctcctctcctgggttcatttcttt 

   -----------------------------------------------------------------------------------------------------------------  

1441 
ccgacctttccagccaggcagagctgtccaaagggcaaatagaggcccatcctctctgaagctcgcacctgagcatgaagcatgga
ttcc 

   --------------------------------------------------------------------------------------------------------------  

1531 
ttcctttctccccaccagagttatgccttacatttctccccaccctgcctcctctctctggggtggctttcctaggacaggtgtgagaac 

  -------------------------------------------------------------------------------------------------------------  

Abb. 3.9:  Nucleotid- (kursiv) sowie Aminosäuresequenz (Großbuchstaben) von 

TASK-3. Primerpaare sind farblich unterlegt (Quelle: eigene 

Darstellung). 

In den PCRs wurden verschiedene Primerpaare zum Nachweis der cDNA von TASK-

3 verwendet, die an unterschiedlichen Stellen der Gensequenz binden. Die aus der 

Literatur bekannten Peptide von Czirjak et. al. 172 zur Amplifikation von TASK-3- 

Nucleotiden sind in der Abb. 3.9 gelb unterlegt und befinden sich am Anfang und in 

der Mitte der Sequenz. Dieser amplifizierte Abschnitt codiert für einen Großteil der 4 

Transmembrandomänen (TMD) und 2 Poren des Nativproteins. In diesem Bereich 

gibt es jedoch starke Homologien zwischen den einzelnen Mitgliedern der Familie 

der Kaliumkanäle. So sind TASK-1 und TASK-3 hier zu 62 % identisch in ihrer 

Nucleotidsequenz, eine Amplifikation in diesem Bereich ist also nicht spezifisch für 

TASK-3. Im Gegensatz dazu besteht im C- terminalen Ende (Aminosäuresequenz 

türkisblau) nur eine Homologie von 33,9 % zwischen TASK-1 und TASK-3. Darum 

wurden in dieser Arbeit nur die farblich (TASK-3f, TASK-3r Primer, Kcnk9_S, 

Kcnk9_F, Kcnk9_A und Kcnk9_R, Kcnk9_Rev) markierten Primerpaare verwendet. 
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Die Primertestung ergab die qualitativ beste Bande in der Kombination von Kcnk9_S 

und Kcnk9_Rev (1521- 1543), weshalb diese beiden Peptide zur weiteren 

Amplifikation der Sequenz und zur Quantifizierung in der Taqman- PCR benutzt 

wurden. Damit wird spezifisch die TASK-3-cDNA der gesamten Länge des C- 

terminalen Endes synthetisiert. 

3.1.12 Überprüfung der amplifizierten Sequenzen 

Der Abgleich der Sequenzen des PCR- Produktes (Primer TASK-3f sowie TASK-3r) 

erfolgte im BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) und stimmte zu 100 % 

überein. Eine Überschneidung mit der Gensequenz von TASK-1 konnte 

ausgeschlossen werden. 

Gensequenzen TASK-3 (Rattus norvegicus):  

1. gi | 14583126 | AF391084.1 

2. gi | 11228687 | AF257082.1 

3. gi | 16758135 | NM_053405.1 

(Quelle: NCBI, National Center of Biotechnology Information, 
 www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) 
 

Die amplifizierte Sequenz des Primerpaares Kcnk9_S sowie Kcnk9_Rev wurde 

durch MWG- Biotech analysiert und bestätigte die Nucleotidsequenz von TASK-3- 

cDNA im Bereich des C- Terminus das nativen Proteins (Daten nicht gezeigt) als 

Beweis für die Richtigkeit unserer Ergebnisse. Auf dieser Grundlage wurde mit den 

Primern Kcnk9_S sowie Kcnk9_Rev eine ISH- Sonde hergestellt. Im amplifizierten 

Bereich liegt auch die Bindungsstelle des für die IHC verwendeten Antikörpers. 

3.1.13 Quantitative Taqman- PCR 

Alle Expressionswerte für TASK-3 wurden in Bezug auf das „Haushaltsgen“ 18s 

normalisiert, als relative Expressionen bezeichnet und zur besseren Darstellung mit 

dem Faktor 105 multipliziert. Als Primerpaar für den quantitativen TASK-3- Nachweis 

in der NNR wurden gewählt: Kcnk9_S (1129- 1148) sowie Kcnk9_Rev (1521- 1543). 

Im ersten Experiment ergaben sich in der Taqman- PCR keine signifikanten 

n.s 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi
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n.s. 

Unterschiede (p= 0,34) in den mittleren Expresssionswerten für TASK-3 (Abb. 3.10 

nächste Seite) zwischen den Kontrollen (35,94 *105 ± 14,33 *105) und der mit HKD 

behandelten Gruppe (38,48 *105 ± 7,68 *105). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.10:  Effekt der Diät auf die relative Expression von TASK-3. 
n.s.= nicht signifikant. (SD K: n= 5, SD HKD: n= 8, Mann- 
Whitney- Rangsummentest) 

3.1.14 Immunhistologischer Nachweis von TASK-3 

Aufgrund der vermuteten, gemeinsamen Expression des AT2R und TASK-3 in der 

ZG sollte versucht werden, eine Regulation zwischen beiden Rezeptoren auf 

Proteinebene darzustellen. Die IHC erfolgte mit dem kommerziell verfügbaren, 

polyklonalen IgG- Antikörper (sc-11322) der Firma Santa Cruz Biotechnology 

(Heidelberg) gegen TASK-3 nach etabliertem Standardprotokoll auf 7 µm 

Kryoschnitten. Nach indirekter Färbereaktion ergaben sich in allen getesteten Tieren, 

unabhängig von der Art der Diät, folgende Befunde: Entgegen des bisher von Czirjak 

et al. publizierten Nachweises von TASK-3 in der NNR 161, 187, konnte durch den 

kommerziellen Antikörper dort fast kein natives Protein gebunden werden. In Abb. 

3.11 (nächste Seite) wird ersichtlich, dass der Antikörper vor allem Zellen des 

Nebennierenmarks (b) und fast kein natives TASK-3- Protein in der NNR (a) anfärbt. 

Besonders eindrucksvoll sieht man den Unterschied der Färbung des NNM durch 

den Antikörper im Gegensatz zu den fast ungeschwärzten Zellen der NNR im 

Übersichtsbild (c).  
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Abb. 3.11:  IHC mit dem TASK-3 Antikörper in der Nebenniere.  

 

Aufgrund der Diskrepanz unserer Ergebnisse zur bisher veröffentlichten Literatur 

wurde die Stringenz der Methode und die Spezifität der Bindung des Antikörpers in 

der IHC an die Gewebestrukturen der NN hinterfragt. Leider erhielten wir vom 

Hersteller keine Informationen über die genaue Bindungsstelle des Antikörpers an 

das native TASK-3 Protein. Es war lediglich zu erfahren, dass das Peptid des 
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Antikörpers 15- 25 Aminosäuren (AS) beinhaltet und diese innerhalb der letzten 50 

AS im Bereich des C- Terminus des Rattenvolllängeproteins liegen würden. Für die 

Interpretation der bisherigen Ergebnisse zur Interaktion zwischen dem AT2R und 

TASK-3 bei Ratten unter Standard- bzw. Spezialdiät wäre es nötig herauszufinden, 

welcher der Kaliumkanäle der TASK- Familie in der NN detektiert werden kann. 

In Abb. 3.12 sind die für das jeweilige TASK- Protein codierenden Aminosäure-

sequenzen im Bereich des C- Terminus dargestellt.   

 

Abb. 3.12:  Homologien in der Aminosäuresequenz der verschiedenen TASK-
Proteine der Ratte im Bereich des C- terminalen Endes 183.  

 

Obwohl sich die drei Kaliumkanäle im Bereich des cytosolischen Endes in ihrer 

Aminosäuresequenz am meisten voneinander unterscheiden, gibt es trotzdem kon-

servierte Regionen, in denen sich die Nucleotide gleichen. Dargestellt sind die 

Homologien zwischen TASK-1 und TASK-3, zwischen TASK-3 und TASK-5, 

zwischen TASK-1 und TASK-5 sowie die vier AS, die in allen TASK- Kanälen  

identisch sind 183. Da mit dem in der IHC verwendeten Antikörper kein eindeutiger 

Beweis für das Vorkommen von nativem TASK-3 Protein in der NNR erbracht wurde, 

wurde stattdessen eine ISH mit spezifischen Primern zum Nachweis auf Trans-

kriptionsebene entwickelt. Eine Translokation der TASK-3- Kanäle unter HKD konnte 

mittels IHC nicht gezeigt werden. 

3.1.15 Entwicklung einer ISH für TASK-3 

Nach der Amplifikation des TASK-3- Fragments erfolgten eine Aufreinigung mit dem 

Nucleo TraP®CR- Kit der Firma Macherey- Nagel sowie eine Sequenzierung durch 

die Firma MWG- Biotech. Es ergab sich der eindeutige Nachweis der Sequenz der 

TASK-3- cDNA im Bereich des C- Terminus des nativen Proteins (Daten nicht 

gezeigt). Abschließend wurde das Fragment nach etablierter Methode DIG- markiert 
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und konnte danach für die ISH eingesetzt werden. Die ersten Versuche der ISH mit 

der TASK-3 Sonde nach herkömmlichem Protokoll ergaben eine relativ hohe 

unspezifische Hintergrundfärbung (Abb. 3.13). Diese ist daran zu erkennen, dass 

sich sowohl Färbungen im Bereich der Zellmembranen und des Cytoplasmas, aber 

auch im Zellkern zeigen. Die Sonde sollte jedoch nur die transkribierte TASK-3 

mRNA binden, die im Zellkern entsteht und an den Ribosomen im Zellplasma zum 

Protein translatiert wird.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.13:  Hintergrundfärbung in der ISH mit der TASK-3 Sonde bei 
normal stringentem Waschprotokoll. 

 

Durch mehrere Optimierungen der Waschdurchgänge konnte eine Erhöhung der 

Stringenz erreicht werden. In den ersten beiden Waschschritten in 50 % FO wurden 

die Objektträger nicht bei 42°C, sondern bei 62°C im Wasserbad gereinigt. 

Außerdem wurden die Schnitte abschließend nach allen anderen Waschschritten in 

absteigenden Salzkonzentrationen einmalig für 5 Minuten in 0,1x SSC ohne FO bei 

RT gewaschen. Diese Modifikationen des Standardprotokolls ermöglichten eine sehr 

spezifische Bindung der TASK-3- Sonde an die gesuchten Zielstrukturen im Gewebe 

(Abb. 3.14 nächste Seite). Die Sonde detektierte TASK-3 mRNA im Cytosol vor allem 

im Bereich der NNR (ZG) sowie in der Übergangszone zur ZF. Deutlich ist die 

geringere Hintergrundfärbung sowohl in der Übersicht links als auch im Ausschnitt 

rechts zu erkennen. Einen visuellen Unterschied in Menge oder Intensität der 

gefärbten Zellen zwischen den Tieren unter Standard- bzw. Spezialdiät konnte nicht 

gezeigt werden. 
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Abb. 3.14:  Sehr stringente ISH für TASK-3 nach Modifikation des 
Waschprotokolls. 

 

Die Ergebnisse der Untersuchungen zu TASK-3 werden wie folgt zusammengefasst 

(Abb. 3.15a-d nächste Seite): 

1. In der PCR mit spezifischen Primern konnte TASK-3 cDNA sowohl aus Zellen der 

NNR (ZG) als auch aus dem dekapsulierten Anteil (ZF, ZR, NNM) amplifiziert 

werden. Dabei war der qualitative Gehalt an TASK-3 cDNA in der NNR höher als 

im NNM (Abb. 3.15a nächste Seite). 

2. Der Nachweis von nativem TASK-3 Protein in der IHC ergab sich nur im Bereich 

des NNM sowie in einzelnen Zellen, welche keiner definierten Schicht der 

Nebenniere zugeordnet werden konnten (Abb. 3.15b nächste Seite). 

3. Durch Bindung der TASK-3 Sonde in der ISH nach modifiziertem Protokoll konnte 

spezifische mRNA im Bereich des Cytoplasmas vor allem in der ZG, in geringerer 

Dichte aber auch in der ZF, nicht jedoch im NNM, nachgewiesen werden (Abb. 

3.15c nächste Seite). 

4. Die in der Literatur 161, 187 publizierten Aussagen zur Lokalisation von TASK-3 

ausschließlich im Bereich der Zona glomerulosa wurde auf Nucleotidebene 

widerlegt (Abb. 3.15d nächste Seite). Der kommerzielle Antikörper der IHC ist sehr 

wahrscheinlich ungeeignet für die Detektion von TASK-3-Protein in der 

Nebenniere. 
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Abb. 3.15: Qualitativer Gehalt amplifizierter TASK-3 mRNA der PCR (a) sowie 
Nachweis von nativem TASK-3 Protein durch IHC (b) in der NN. Nachweis 
spezifischer TASK-3 mRNA im Cytoplasma und den Zellkernen vor allem 
der NNR, aber auch in der ZF der ISH (c) mit modifiziertem Protokoll. 
Rechts daneben eine Darstellung der publizierten Lokalisation (d) von 
TASK-3, die von unseren Ergebnissen widerlegt wurde. 
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3.2 Ergebnisse Experiment 2  
 (Effekt der HKD in den TGR vs. WT- Ratten) 

Ziel des zweiten Experiments war es zu zeigen, dass eine Belastung der Nahrung 

mit 5 % Kalium auch in den transgenen Rattenstämmen mit basaler Überexpression 

des AT2R nicht nur zu einer Plasmarenin- unabhängigen Stimulation der Aldos-

teronproduktion führt, sondern auch die Expression des endogenen AT2R erhöht. 

Außerdem würden in Assoziation mit der Regulation des AT2R durch Kalium auch 

weitere Gene, wie z.B. p85α, beeinflusst und die Ergebnisse aus Experiment 1 in 

einem anderen Tierstamm bestätigt werden. 

3.2.1 Kontrollparameter 

Analog zu Experiment 1 wurden auch bei den transgenen Tieren des CxmAT2R- 

Stammes zu Beginn an Tag 0 und am Ende des Versuches bestimmte Parameter 

wie Gewicht, PRC, Natrium- und Kaliumkonzentrationen bestimmt. Damit waren 

physiologische Rahmenbedingungen der Versuche neben der standardisiert 

durchgeführten Aufzucht gegeben.  

3.2.2 Gewichtsverlauf 

Wie in Abb. 3.16 (nächste Seite) ersichtlich, differierte das durchschnittliche 

Körpergewicht der Tiere des CxmAT2R- Stammes bereits vor Beginn der Diät. Die 

WT- Ratten waren signifikant schwerer als die transgen positiven Tiere (a)P=0,001). 

Dabei wogen die Tiere innerhalb ihrer Gruppe nicht signifikant (n.s.) unterschiedlich. 

Die Durchschnittsgewichte betrugen in den Kontrollen der TGR 424,67 g ± 15,86, mit 

Spezialdiät 422,86 g ± 11,74 sowie in den Kontrollen der WT 457,2 g ± 29,42 und in 

der HKD- Gruppe 456,0 g ± 25,82. Am Tag 7 betrugen die Gewichte in den TGR- 

Ratten in Kontrollen 428,83 g ± 12,27, mit Spezialdiät 410,14 g ± 18,87 sowie in den 

WT- Tieren in den Kontrollen 468,6 g ± 27,88 und in der HKD- Gruppe 444,4 g ± 

22,67. Insgesamt ergaben sich weder signifikante Unterschiede im Gewichtsverlauf 

der transgenen, noch der WT- Versuchstiere.  



3. ERGEBNISSE 

- 70 - 

 

Abb. 3.16:  Gewichtsverlauf an Tag 0 bzw. 7. a)P<0,001, TGR blaue 
Balken, WT weiß. Gering schraffierte Balken Kontrolle, 
stark schraffierte Balken HKD. n.s.= nicht signifikant, 
a)P=0,001. (TGR K: n= 6, TGR HKD: n= 7, WT K: n= 5, WT 

HKD: n= 5, two way- ANOVA on Ranks).  

3.2.3 Plasmareninkonzentration (PRC) 

Die Konzentrationen des aktiven Renins unterschieden sich weder basal (Abb. 3.17 

nächste Seite) noch nach 7 Tagen Standard- bzw. Spezialdiät signifikant. Weder die 

Art des Futters, noch der zugrundeliegende genetische Background des jeweiligen 

Tierstammes (TGR oder WT) ergaben in der Two- Way ANOVA signifikante 

Unterschiede der gemessenen PRC am Tag 7. 

a 

n.s 

n.s 
n.s 

n.s 
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Abb. 3.17:  Keine signifikanten Änderungen der PRC der Tiere an Tag 
0 bzw. 7. TGR blaue Balken, WT weiß. Gering schraffierte 
Balken Kontrolle, stark schraffierte Balken HKD. n.s.= nicht 
signifikant. (TGR K: n= 6, TGR HKD: n= 7, WT K: n= 5, WT 

HKD: n= 5, two way- ANOVA on Ranks).  

3.2.4 Messwerte für Natrium und Kalium im Plasma 

Es wurden keine signifikanten Veränderungen der mittleren Natrium- sowie Kalium- 

Konzentrationen in Experiment 2 gemessen (Daten nicht gezeigt).  

3.2.5 Effekt der HKD auf die Aldosteronsynthese 

Auch im Experiment 2 wurde die PAC an Tag 0 und Tag 7 bestimmt. Basal lagen die 

Aldosteronkonzentrationen für die TGR bei 200,18 ± 71,91 pg/ml und für die WT bei 

189,97 ± 50,18 pg/ml. In den Kontrollen (Abb. 3.18 nächste Seite) konnten nach 

Standarddiät für die PAC keine signifikanten Veränderungen (n.s.) festgestellt 

werden. Unter der HKD ergab sich allerdings für die PAC bei den WT- Tieren eine 

signifikante Stimulation um das 1,77-fache von 151,17 pg/ml ± 25,59 auf 267,97 

pg/ml ± 86,02 (a)P=0,01) im Vergleich zu Tag 0. Aufgrund der hohen 

Standardabweichung in den TGR am Tag 7 war die Verdopplung des Mittelwertes 

der PAC von 173,38 pg/ml ± 70,32 auf 341,23 pg/ml ± 251,81 nicht signifikant 

n.s 

n.s 
n.s 

n.s 
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(b)P=0,0576). Leider konnten in unserem Experiment keine höheren Tierzahlen pro 

Gruppe analysiert werden, da nicht genügend transgene Ratten zur Verfügung 

standen. 

 

Abb. 3.18:  Effekt der 7- tägigen Diät auf die PAC. TGR blaue Balken, 
WT weiß. Gering schraffierte Balken Tag 0, stark 
schraffierte Balken Tag 7. n.s.= nicht signifikant, a)P=0,01, 
b)P=0,0576. (TGR K: n= 6, TGR HKD: n= 7, WT K: n= 5, WT 

HKD: n= 5, two way- ANOVA on Ranks).  

3.2.6 Plasmarenin- unabhängige Aldosteronsynthese 

Auch in der transgenen Rattenlinie sollte die Plasmarenin- unabhängige Stimulation 

der Aldosteronsynthese durch Kalium gezeigt werden. In den Kontrollgruppen (Abb. 

3.19 nächste Seite) ergaben sich für den PAC/ PRC-Quotienten keine signifikanten 

Veränderungen (a)P= 0,64, b)P= 0,55). Die Plasmarenin- unabhängige 

Aldosteronsynthese erhöhte sich signifikant unter der HKD sowohl in den TGR- 

Tieren von 10,23 ± 5,54 auf 43,43 ± 41,92 um den Faktor 4,25 (c)P=0,04) als auch 

bei den WT- Ratten. Hier ergab sich eine 2,1- fache Steigerung des PAC/PRC- 

Quotienten von 12,08 ± 5,73 auf 24,93 ± 7,22 (d)P=0,02). 
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Abb. 3.19:  Effekt der 7- tägigen Diät auf den PAC/ PRC- Quotienten 
in den TGR-  und WT- Tieren. TGR blaue Balken, WT 
weiß. Gering schraffierte Balken Tag 0, stark schraffierte 
Balken Tag 7. a)P=0,64, b)P=0,55, c)P=0,04, d)P=0,02. (TGR 

K: n= 6, TGR HKD: n= 7, WT K: n= 5, WT HKD: n= 5, two way- 
ANOVA on Ranks). 

3.2.7 Aldosteronsynthese in der NNR  

Mit Hilfe der ISH konnte auch in Experiment 2 eine Stimulation der Aldos-

teronsynthase nach 7 Tagen Spezialdiät in Zellen der ZG gezeigt werden (siehe Abb. 

3.20 nächste Seite). Dabei wiesen die Kontrollen der trangenen Ratten Mittelwerte 

um 2,3 ± 0,27 ZL sowie der WT um 1,75 ± 0,29 ZL auf. Unter HKD war bei den TGR 

die Anzahl der Aldosteronsynthase- exprimierenden ZL mit 4,5 ± 1,0 ZL verdoppelt 

(a)P=0,001). Ebenso konnten bei den WT- Ratten unter HKD mehr signalpositive ZL 

angefärbt werden (4,0 ± 0,58 ZL, b)P=0,001). Deutlich ist zu sehen, dass in den HKD- 

behandelten Tieren im Vergleich zu den Kontrollen sowohl mehr Zelllagen in der ZG 

angefärbt wurden, aber auch die Intensität der Färbung unter Spezialdiät stärker ist.  
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Abb. 3.20:  Repräsentative ISH- Bilder mit der B2.185 Sonde in Zellen 
der NNR der TGR- und WT- Ratten. a)P=0,001, 
b)P=0,001(TGR K: n= 6, TGR HKD: n= 7, WT K: n= 5, WT  

HKD: n= 5).  

3.2.8 Regulation der AT2R- Expression durch die HKD 

3.2.8.1 Quantitative Messung der relativen AT2R- Expression 

Durch die Taqman- PCR sollte die kaliumbedingte Stimulation der AT2R- Expression 

in der NNR nachgewiesen werden. Alle Expressionswerte für den AT2R wurden in 

Bezug auf das „Haushaltsgen“ 18s normalisiert, als relative Expressionen bezeichnet 

und zur besseren Darstellung mit dem Faktor 105 multipliziert. Eine Stimulation der 

relativen AT2R- Expression durch HKD konnte in den TGR nicht signifikant (P= 

0,275) gezeigt werden (Abb. 3.21 nächste Seite). Die mittleren Expressionen des 

AT2R lagen in den Kontrollen bei 4358, 39 *105 ± 1516,26 *105 bzw. in der HKD- 

Gruppe Werte bei 5444,5 *105 ± 1140,3 *105. Zu bedenken ist, dass die transgen 

positiven Tiere den AT2R bereits vor Beginn des Experimentes artifiziell 

überexprimierten.  
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Abb. 3.21:  Nicht signifikanter Effekt der Diät auf die relative 
Expression des AT2R in den transgen positiven Tieren. 
N.s.= nicht signifikant. (TGR K: n= 6, TGR HKD: n= 7, WT K: 

n= 5, WT HKD: n= 5, Mann- Whitney-Rangsummentest). 

 

Abb. 3.22 zeigt die signifikante Stimulation (a)P=0,02) der relativen AT2R- Expression 

um den Faktor 4,2 in den mit Spezialdiät behandelten WT- Tieren. Dabei lagen die 

Mittelwerte der Expressionen in den Kontrollen bei 120,77 *105 ± 32,78 *105 sowie in 

der Gruppe unter HKD bei 508,25 *105 ± 330,71 *105. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.22:  Signifikanter Effekt der Kaliumdiät auf die relative 
Expression des AT2R in den WT- Ratten. a)P=0,02. (WT K: 

n= 5, WT HKD: n= 5, Mann- Whitney- Rangsummentest) 
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3.2.8.2 Qualitative Darstellung der Stimulation der AT2R- Expression 

Die Stimulation der AT2R- Expression in der NNR unter Spezialdiät wurde auch auf 

mRNA- Ebene durch die ISH (Abb. 3.23) dargestellt. Dafür wurde in den WT- Ratten 

die rAT2R- Sonde benutzt, um den endogen exprimierten AT2- Rezeptor in der ZG zu 

detektieren. Für die transgen positiven Tiere wurde die mAT2R-Sonde verwendet, die 

nur das artifiziell eingefügte Transgen, nicht aber den endogenen AT2R erkennt. 

Deutlich ist zu erkennen, dass die mAT2R- Sonde auf den Schnitten der WT- Ratten 

(links) keine Färbung hinterlässt, da lediglich der endogen exprimierte rAT2R vorliegt 

und dieser mit der verwendeten Sonde nicht gebunden werden kann. Dieses dient 

somit als Negativkontrolle für die durchgeführte ISH. 

 

Abb. 3.23:  ISH mit der mAT2R-Sonde auf den 
WT- (links) sowie TGR- (Mitte und rechts) Ratten.  

 

Wie in Abb. 3.24 ersichtlich, konnten in den TGR in den Kontrollen 3,3 ± 0,8 ZL 

signal- positive ZL sowie unter HKD 4,25 ± 0,4 ZL (nicht signifikant) ausgezählt 

werden. Zusätzlich ist die Färbung aller Schichten der NN durch die mAT2R- Sonde 

zu erkennen. 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.24:  ISH mit der mAT2R- Sonde in der NN der transgen 
positiven Tiere (TGR K: n= 6, TGR HKD: n= 7). 
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Obwohl die Aldosteronproduktion in den transgen positiven Tieren durch die 

Spezialdiät gesteigert wurde, konnte keine signifikante Stimulation der AT2R- 

Expression auf zellulärer Ebene in der ISH nachgewiesen werden. Die WT- Tiere 

zeigten beim Auszählen der signalpositiven ZL in der ISH mit der rAT2R- Sonde 

(Abb. 3.25) eine signifikante Steigerung zwischen den Kontrollen mit 2,75 ± 0,4 ZL 

vs. den Tieren unter Spezialdiät mit 4,25 ± 0,5 ZL um das 1,6-fache (P= 0,001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.25:  Repräsentative ISH mit der rAT2R- Sonde in der NN der 
WT- Tiere (WT K: n= 5, WT HKD: n= 5). 

 

Ein Zusammenhang zwischen der durch Kalium induzierten Stimulation der Aldos-

teronproduktion sowie der signifikant erhöhten Expression des AT2R wurde in den 

WT- Tieren nachgewiesen, konnte allerdings bei den transgen positiven Ratten 

aufgrund der artifiziell hohen AT2- Rezeptorlevel nicht gezeigt werden. 

3.2.9 Regulation der p85α- Expression durch die HKD 

Durch die Stimulation der Aldosteronsynthese sollte auch eine Erhöhung der 

Expression von p85α (Aktivierung der Proteinbiosynthese) in Experiment 2 gezeigt 

werden. Alle Expressionswerte der Taqman- PCR für p85α wurden in Bezug auf das 

„Haushaltsgen“ 18s normalisiert, als relative Expressionen bezeichnet und zur 

besseren Darstellung mit dem Faktor 105 multipliziert. In Abb. 3.26 (nächste Seite) 

wird die 5,15- fache, signifikante Stimulation der relativen p85α Expression in den 

TGR unter Spezialdiät (596,5 *105 ± 204,04 *105) gegenüber den Kontrollen (115,89 

*105 ± 41,31 *105) gezeigt (a)P=0,001). In den WT- Tieren ergaben sich ebenso 
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signifikante Steigerungen der p85α- Expressionen in der Taqman- PCR. So konnten 

in den Kontrollen relative Expressionen von 157,84 *105 ± 81,1 *105 bzw. in den 

Tieren unter HKD Werte von 420,11 *105 ± 169,04 *105 gemessen werden. Die 

Stimulation der p85α- Expression um das 2,7- fache ist signifikant (b)P=0,04). In der 

Two Way ANOVA ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den WT 

und TGR in den jeweiligen Gruppen.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.26:  Effekt der HKD auf die relative Expression von p85α. Blaue 
Balken TGR, weiße Balken WT. a)P=0,001, b)P=0,04 (TGR 

K: n= 6, TGR HKD: n= 7, WT K: n= 5, WT HKD: n= 5, two way- 
ANOVA on Ranks) 
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4 Diskussion 

Die arterielle Hypertonie ist trotz intensiver Forschung und vieler verschiedener 

Therapieansätze auch heute noch die häufigste Todesursache in den westlichen 

Industriestaaten. Noch 2014 starben etwa 39 % aller Menschen in Deutschland an 

akuten oder chronischen Folgen kardiovaskulärer Krankheiten [Quelle Statistisches 

Bundesamt]. Daher sollte in der vorliegenden Arbeit ein Einblick in die 

Regulationsvorgänge des am Blutdruck beteiligten RAAS in der Nebenniere der 

Ratte gegeben werden. Ziel der Experimente in verschiedenen Tierstämmen war es 

zu zeigen, dass eine Belastung der Nahrung über 7 Tage mit 5% Kalium im 

Vergleich zur Standarddiät nicht nur zu einer Plasmarenin- unabhängigen Stimulation 

der Aldosteronproduktion, sondern auch zu Veränderungen der relativen 

Expressionen des AT2R sowie in Assoziation dazu der Expression von p85α und der 

Translokation von TASK-3 an die Zellmembran führt. Diese Effekte sollten sowohl in 

SD- Ratten als auch unter einer transgenen Überexpression des AT2R gezeigt 

werden. So könnten regulative Vorgänge zu einer veränderten Kaliumsensitivität der 

ZG- Zellen und der Proteinbiosyntheserate führen. Die Aufklärung der Modulation der 

Sensitivität von Glomerulosazellen für extrazelluläre Stimulatoren (K+) ist von 

besonderem Interesse, da Störungen der physiologischen Regulation der Sensitivität 

mit Hypertonie einhergehen können, auch wenn basal kein Hyperaldosteronismus 

vorliegt 151, 152. 

Die Kontrollparameter Gewicht, Plasmareninkonzentration und Elektrolyte dienten 

der Überprüfung physiologischer Rahmenbedingungen und, inwieweit die einzelnen 

Versuchstiere die jeweilige Diät aufgenommen haben. Alle Tiere haben in etwa 

gleichmäßig an Gewicht zu- bzw. abgenommen, sodass davon auszugehen ist, dass 

das aromatisierte Futter unabhängig vom Kaliumgehalt gleichwertig aufgenommen 

wurde. Dieses ist eine wichtige Voraussetzung, um regulative Veränderungen durch 

die HKD zu prüfen. Die transgen positiven Ratten wogen bereits vor Beginn der 

Experimente bei gleichen Aufzuchtbedingungen signifikant weniger als ihre 

gleichaltrigen WT- Wurfgeschwister. Gleiche Gewichtsunterschiede ergaben sich 
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auch in anderen transgenen Linien unseres CxmAT2R- Modells (Daten nicht gezeigt) 

218. Aus der Literatur ist bekannt, dass eine erhöhte AT2R- Expression 

möglicherweise in Muskelschwundeffekte einbezogen ist, welches nachfolgend zu 

Gewichtsverlusten führen könnte 219.  

Die gemessenen Konzentrationen für Natrium und Kalium zeigten unabhängig vom 

Tierstamm oder der verabreichten Diät Normwerte. Die Elimination des Kaliums wird 

über die erhöhte Aldosteronproduktion bei annähernd gleich bleibenden Renin-

konzentrationen vermittelt 214. Jedoch befindet sich der Großteil des gesamten 

Kaliums intrazellulär und steht daher einer Messung durch Plasmaproben nicht zur 

Verfügung. Äußere Einflüsse im Sinne von Stress bei Haltung und Blutentnahmen 

wurden durch etablierte Narkoseverfahren möglichst minimiert. Die Anästhesie der 

Versuchsgruppen wurde mit Ketanest/ Xylazin statt Ether durchgeführt, da dieser in 

vorangegangenen Studien für besonders starke Schwankungen in den gemessenen 

Konzentrationen für Renin und Aldosteron zur Folge hatte 220. Kurzzeitige 

Erhöhungen der Stresshormone durch die Blutentnahme und die Injektion der 

Narkose intraperitoneal sind dennoch nicht auszuschließen. Sie sind als Effekt 

gerade im Bereich der Nebenniere nicht zu vernachlässigen, jedoch in ähnlichem 

Ausmaß bei allen Tieren vorhanden. Auch wäre es durchaus denkbar, dass die 

genetischen Unterschiede in den experimentellen Gruppen die Sensitivität einzelner 

Tiere gegenüber der Narkose verändern könnten. Dieses bekannte Problem ließe 

sich jedoch nur über Blutentnahmen via liegendem Katheter bei wachen Tieren 

verifizieren. Darauf wurde in der vorliegenden Arbeit aufgrund ethischer Aspekte 

sowie proinflammatorischer Effekte dieser Art der Blutentnahme bewusst verzichtet. 

In diesem Zusammenhang haben wir die PRC und PAC bestimmt und daraus eine 

Ratio gebildet. Diese ist bei der Bewertung von Vorteil, da die erwähnten Narkose- 

und Stresseffekte in gleichem Umfang auf die Messgrößen einwirken und somit als 

systematischer Fehler gewertet werden können. Die Renin- unabhängige 

Aldosteronkonzentration konnte sowohl in den SD- als auch in den transgenen 

Tierstämmen unter 7-tägiger HKD im Vergleich zu den Kontrollen signifikant gezeigt 

werden. Die Regulation der Aldosteronsynthese kann nicht nur durch kurzfristige 

Messungen der Plasmakonzentrationen, sondern auch langfristig durch Genex-

pressionsanalysen und die ISH auf zellulärer Ebene dargestellt werden.  
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Dabei zeigten sich in den Kontrollen beider Experimente vergleichbare Expressionen 

der Aldosteronsynthase in der ZG, die mit der CYP 11B2- Sonde angefärbt werden 

konnte. Sowohl die SD- Tiere, als auch die WT- und TGR- Ratten zeigten unter 

Spezialdiät signifikant mehr und intensiver gefärbte Zelllagen. Die signifikant 

veränderten, Renin- unabhängigen Plasmakonzentrationen sowie die erhöhte 

Expression der Aldosteronsynthase auf zellulärer Ebene belegen die Wirkung der 

Spezialdiät des Futters auf das RAAS sowohl über Kurz- als auch Langzeiteffekte. 

Alle Stämme haben unabhängig voneinander wie erwartet auf die verabreichte HKD 

mit einer Erhöhung der Anzahl Aldosteron- produzierender Zellen reagiert 43, 79, 

einen Unterschied in der Höhe der Stimulation ergab sich zwischen den einzelnen 

Experimenten nicht (Daten nicht gezeigt). Voruntersuchungen der Arbeitsgruppe 

deuteten auf eine sättigungsförmige Steigerung der Aldosteronsynthese hin, die 

unter kurzer Belastung stark, nach wochenlanger Exposition jedoch zu geringeren 

bis gar keinen Stimulationen mehr führt 126. Da in den Experimenten nur zwei 

Zeitpunkte (zu Beginn und Ende der Diät) betrachtet wurden, konnte keine Kinetik 

der Aldosteronsynthese untersucht werden. In den letzten Jahren wiesen 

Untersuchungen der Arbeitsgruppe 218 ebenfalls darauf hin, dass die 

Aldosteronproduktion nach Ang II- Infusion in den transgenen CxmAT2- Tieren aus 

Experiment 2 genauso wie in den WT- Kontrollen stimuliert wird 216, 79, 115. Dieser 

Anstieg konnte durch Gabe des AT1- Rezeptorblockers Losartan gemindert, aber 

nicht komplett geblockt werden. Das unterstreicht die Relevanz des AT1R für die 

Endorganwirkungen des Ang II 45 sowie die modulierenden Funktionen des AT2R.   

Die Frage zukünftiger Untersuchungen wäre, wie die Aldosteronproduktion auch in 

genetisch unterschiedlich ausgestatteten Tiergruppen über kurzfristige und 

langfristige zelluläre Signalkaskaden erhöht werden könnte, um Kalium aus dem 

Körper zu entfernen. Insbesondere (synergistische) Signaltransduktionswege des 

AT2R mit hyperpolarisierenden Kaliumkanälen könnten demnach modulierend auf 

das RAAS einwirken und sollten zentraler Punkt weiterer Experimente sein. 

Interessanterweise produzieren nicht alle Zellen der ZG unter physiologischen 

Bedingungen Aldosteron. Unter dem Einfluss von Ang II, wie in der vorliegenden 

Arbeit durch die HKD vermittelt, wird die Anzahl der aldosteronproduzierenden Zellen 

und die Effektivität auch durch Proliferation und Rekrutierung „steroid-inaktiver 
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Zellen“ in der ZF erhöht 141, 148, 221. Besonders gut zu erkennen ist dieses auch in 

den Fotos der ISH. Allerdings könnte lokal sezerniertes Ang II eine in ihrem Umfang 

bisher unklare Rolle in der Regulation der Hormonproduktion spielen 217. Peters et. 

al. konnten zeigen, dass die Stimulation der Aldosteronproduktion ohne eine 

Steigerung der Proliferation (via Ki-67) der Zellen bei vorherrschender 

Überexpression des AT2R in der NN einhergeht und unterstreicht so die 

antimitotischen Wirkungen des AT2R 218. Die Aldosteronsynthese in der ZG wird über 

verschiedene intrazelluläre Signalwege, vor allem aber über den AT1R, vermittelt 45. 

Gemäß der Literatur korreliert die Menge an transkribierter AT2R- mRNA 126, 222 mit 

der Höhe der Aldosteronsynthese. Auch in der vorliegenden Arbeit konnte in SD- und 

WT- Ratten eine gleichsinnige Steigerung der Aldosteronproduktion zusammen mit 

der Expression des AT2R dargestellt werden. Noch immer gibt es in der Literatur 

kontroverse Bewertungen der Rolle des AT2R auf die Aldosteronproduktion der 

Nebenniere. Gerade solche Modelle, wie das kürzlich etablierte CxmAT2R Modell 

können durch die Überexpression oder auch durch Knockout- Modelle zum weiteren 

Verständnis der komplexen Signalwege des RAAS beitragen 218, 130, 131, 132, 133. 

Allerdings muss bei Modellen mit Überexpression immer berücksichtigt werden, dass 

es zu unphysiologischen Reaktionen (z.B. artifiziellen Bindungen) kommen kann, 

insbesondere dann, wenn die Überexpression besonders hoch ist. 

Im Folgenden wird diskutiert, inwieweit die HKD über veränderte Expressionen der 

genannten Rezeptoren auf die Regulation der Aldosteronproduktion einwirken 

könnte. Eine Erhöhung der relativen Expression des AT2R durch die systemische 

HKD konnte im Vergleich zur Kontrollgruppe in der quantitativen Taqman- PCR 

sowohl bei den SD- als auch den WT- Ratten gezeigt werden. Das kürzlich etablierte 

Modell der CxmAT2R- Tiere bewies erfolgreich eine um das 36- fach erhöhte, 

artifizielle Expression des AT2R in der NNR. Ob eine weitere Stimulation der 

Expression des endogenen AT2R durch die HKD noch möglich ist, war vor Beginn 

der Experimente unklar. Leider konnten wir in den TGR- Ratten unter Spezialdiät 

aufgrund einer hohen Standardabweichung bei kleinen Tieranzahlen keine 

signifikante Steigerung des AT2- Rezeptorlevels darstellen. Da unser Tiermodell mit 

dem Cx- Promoter jedoch neu etabliert worden war, konnten keine größeren 

Tierzahlen zur Verfügung gestellt werden. Daher zeigten wir die Stimulation der 
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endogenen AT2R- Expression signifikant sowohl in SD- als auch in den WT- Ratten. 

Es sollte kritisch bedacht werden, dass die artifizielle Überexpression des AT2R alle 

Schichten der Nebenniere betraf und nicht spezifisch für die ZG war. Ob sich 

dadurch direkte oder indirekte Auswirkungen auf die Signalwege des RAAS im Sinne 

von negativen Feedbackschleifen ergeben, z.B. über eine veränderte Expression von 

Adapter-proteinen oder der Mineralokortikoidproduktion im NNM, ist derzeit unklar 

und bleibt Gegenstand weiterer Untersuchungen. Peters et.al. zeigten jedoch, dass 

eine Überexpression des AT2R in der ZF nicht zu einer veränderten Glucocorti-

coidsynthese führt 218. Ein Tiermodell mit alleiniger Expression des AT2R nur im 

Bereich der ZG der Nebenniere wäre optimal, ist jedoch bisher nicht etabliert. Die 

Effekte der HKD wurden auch auf Transkriptionsebene nachgewiesen, so 

detektierten die Sonden entweder den endogenen (rAT2R) oder den transgenen 

Rezeptor (mAT2R). Dabei konnten analog zu den Messwerten signifikante 

Steigerungen der Anzahl der gefärbten Zelllagen im Vergleich der Kontrollen zu den 

Tieren unter HKD in den SD- und WT- Ratten gezeigt werden. In den TGR unter 

HKD ergaben sich keine signifikanten Unterschiede in der Expression des AT2- 

Rezeptors zur Kontrollgruppe. Eine unterschiedliche Sensitivität der Stämme auf die 

Spezialdiät ist so nicht zu erkennen.  

Untersuchungen zur Regulation und Signaltransduktion des AT2R sind schwierig zu 

führen, da in adulten Tieren die Expression in nahezu allen Geweben stark 

herunterreguliert ist und fast nur im Rahmen pathophysiologischer Umstände 

exprimiert wird 223. Die meisten Endorganeffekte von Ang II werden bekanntermaßen 

über den AT1R vermittelt 45. Dahingehend war es notwendig, ein transgenes Modell 

zu etablieren, welches den AT2-Rezeptor auch im Adulten besonders in den von uns 

untersuchten Geweben überexprimiert. Nur so können AT2R- vermittelte Effekte 

durch die HKD besser verstanden werden. Die Ang II- vermittelten Wirkungen auf die 

Nebenniere scheinen in ihrer Ausprägung vom vorherrschenden Rezeptorsubtyp 

AT1R bzw. AT2R abhängig zu sein und stützen so auch die Theorie des „multiple 

state receptor- model“ 129. In der Literatur der vergangenen 10 Jahre wurden immer 

wieder unterschiedlichste Wertungen der Funktion beider Angiotensin II- 

Rezeptortypen diskutiert. Dabei wurden dem AT2R u.a. blutdruckmodulierende 

(Vasodilatation und Natriurese via Bradykinin- und NO- Freisetzung 94, 109, 113), 
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antiproliferative/ antiinflammatorische (Inaktivierung MAP-Kinasen 45, 128), AT1R- 

ausgleichende Wirkungen zugeschrieben. Interessant ist dabei auch für die 

Interpretation der Ergebnisse dieser Arbeit, dass mehrere „Bruchstück- Peptide“ des 

Abbaus von Angiotensin II gefunden wurden, welche je nach Bindung an den AT1R 

bzw. AT2R eine Aktivität besitzen 62, 63, 64, 224, 225. Bindungsstudien von Bosnyak 

et.al. zeigten dabei in der ZG der NN eine höhere Affinität des Bruchstückpeptids 

Ang III (Heptapeptid) zum AT2R als zum AT1R mit folgender Sekretion von 

Aldosteron 226. So scheint es für den Endorganeffekt (z.B. Natriurese, Gefäßtonus) 

neben dem Verhältnis des vorherrschenden Ang II- Rezeptorsubtyps (AT1R/AT2R) 

auch wichtig zu sein, welche Liganden und Adapterproteine für die intrazellulären 

Signalkaskaden vorhanden sind. Durch diese Komplexizität ist es nicht 

verwunderlich, dass es trotz jahrzehntelanger Forschung auf diesem Gebiet noch 

immer unverstandene Effekte gibt. Durch die Herstellung des AT2R- Agonisten 

Compound 21 könnten nun erstmals selektive Untersuchungen der Wirkungen des 

Ang II am AT2R unternommen werden. Ob diese nicht nur für die 

Hypertonieforschung akademisch interessant, sondern auch als Therapieoption z.B. 

im Rahmen struktureller Gewebedefekte (chronische Inflammation wie Rheuma oder 

Dermatosen, diabetische Nierenschäden, Neuroprotektion nach Schlaganfall) 

nutzbar sein können, bleibt abzuwarten 92, 227. Zukünftige Untersuchungen mit einem 

induzierbaren Tiermodell, welches erst nach einer Aktivierung zu einer 

Überexpression des AT2R im Adulten führt, könnten ggf. mit Compound 21 als 

selektivem Agonisten am AT2R bessere Einblicke in die intrazellulären Signalwege 

und die Expression von Ang II- Rezeptoren sowie Adapterproteinen geben. Leider ist 

ein derartiges Modell bisher nicht etabliert.  

In der vorliegenden Arbeit wurde weiterhin untersucht, ob die erhöhte Renin- 

unabhängige Aldosteronproduktion möglicherweise mit Differenzierungsvorgängen in 

der NNR zusammenhängt, die unter der Hochkaliumdiät zu Veränderungen der 

Expressionen nicht nur des AT2R, sondern auch der PI3- Kinase führt. p85α ist u.a. 

an Funktionen wie Zellproliferation/ -differenzierung und Vesikeltransport durch 

Initiation der Proteinbiosynthese beteiligt 153, 154, 228. Bekannt ist ein gemeinsamer 

Signaltransduktionsweg via PLZF bei kardialer Hypertrophie. So interagiert der AT2R 

mit dem Adapterprotein PLZF 101 und induziert durch direkte Bindung an die DNA die 
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Transduktion von p85α. Um die akute Stimulation der Hormonproduktion in der ZG 

zu realisieren, scheint es daher notwendig, dass verschiedene Zellproteine gebildet 

und vorhandene Enzyme durch Phosphorylierung aktiviert werden. Dort sehen wir 

die funktionelle Verbindung zur PI3- Kinase p85α.  

In der quantitativen PCR dieser Arbeit konnten sowohl in den Sprague Dawley- 

Ratten, als auch in den WT- Tieren und TGR signifikante Erhöhungen der relativen 

Expressionen von p85α gezeigt werden. Ob die artifizielle Überexpression des AT2R 

in den Tieren des CxmAT2R- Modells in allen Schichten der Nebenniere bereits basal 

zu einer gesteigerten Proteinsyntheserate führt, ist unklar. Trotzdem ist eine weitere 

Stimulation der Expression von p85α durch die HKD theoretisch auch dort noch 

möglich und konnte als Effekt durch die Daten dieser Arbeit belegt werden. Auch hier 

wäre es interessant, wie ein theoretisch in Zukunft etabliertes Modell mit 

induzierbarer Überexpression des AT2R in der Nebenniere die relativen 

Expressionen verändern würde.  

In dieser Dissertation sollte weiterhin untersucht werden, ob die durch HKD 

vermittelte Stimulation der Aldosteronsynthese als funktionelle Assoziation auch zu 

einer veränderten Expression von TASK-3 führt. Grundlage dessen ist die Tatsache, 

dass die Hormonproduktion in der ZG auf der Permeabilität der Zellmembran für 

Kaliumionen durch selektive Kanäle beruht 157. TASK-3 hält als pH- sensitiver 

Kaliumkanal das Membranpotential verschiedener Zellen durch Hyperpolarisation 

aufrecht und moduliert so die Erregbarkeit der Zellen (Nerven, Muskeln), 

Signaltransduktionswege sowie die Sekretion von Hormonen wie auch Aldosteron 

158, 165, 166, 167, 168, 169. Außerdem wird angenommen, dass es eine Interaktion 

zwischen dem AT2R und TASK-3 gibt, da der Einbau der Kaliumkanäle in die 

Zellmembran über intrazelluläre Kaskaden des AT2- Rezeptors beeinflusst werden 

könnte 106, 183, 184, 185, 173. Hypothetisch würden so erhöhte AT2R- Level eine 

verminderte TASK-3- Expression in den Glomerulosazellen bedingen. In der Literatur 

wird vermutet, dass die Depolarisation des Membranpotentials der ZG- Zellen zur 

Sekretion von Aldosteron durch hohe, extrazelluläre Kalium- Konzentrationen über 

TASK-3 führt 172, 157, 229, 230.  
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Zunächst wurden in dieser Arbeit qualitativ TASK-3- cDNA- Mengen in der PCR mit 

Standardprimern (TASK-3f und TASK-3r 161, 187) amplifiziert. Erstaunlicherweise 

gelang dieses entgegen der von Czirjak et. al. publizierten Daten unabhängig von der 

verabreichten Diät nicht nur aus Zellen der NNR 173, sondern auch in ähnlich hohem 

Maße aus dem NNM. Wiederholungen der Versuche ergaben gleiche Ergebnisse 

bezüglich der TASK-3-cDNA in der gesamten Nebenniere, sodass anschließend 

interne und externe Überprüfungen der Amplifikationsprodukte und eine Optimierung 

der Primer erfolgten. Diese bestätigten die Richtigkeit unserer Daten. Die von Czirjak 

et.al. genutzten Primerpaare amplifizieren zwar einen Großteil der cDNA der 

Transmembrandomänen des TASK-3-Proteins, in diesem Bereich liegen jedoch die 

Homologien der einzelnen Familienvertreter bei über 60% 159, 180, 181, 160. Es muss 

also angezweifelt werden, dass die von Czirjak et.al. gefundene cDNA in der NNR 

TASK-3 entspricht. Dahingehend wurden für die PCR, Taqman- PCR und ISH-

Sondenherstellung dieser Arbeit spezifischere Primer (Kcnk9_S und Kcnk9_Rev) 

benutzt, die TASK-3-cDNA im Bereich des C- terminalen Endes amplifizieren. Dort 

ähneln sich TASK-1, TASK-3 und TASK-5 nur noch zu etwa 33,9% 181. Außerdem 

bindet dort der kommerzielle Antikörper für die IHC. Unsere Untersuchungen zu 

TASK-3 wurden sowohl auf Transkriptions- als auch auf Proteinebene immer im 

gleichen, spezifischen Abschnitt der DNA unternommen, sodass diese Ergebnisse 

besser vergleichbar sind und in den Kontext zur bestehenden Literatur gesetzt 

werden können.  

Um eventuell vorhandene Effekte der HKD auf Proteinebene zu finden, wurde die 

IHC mit dem kommerziell erworbenen Antikörper gegen TASK-3 durchgeführt. 

Hierbei konnte natives Protein besonders im Bereich des NNM und nur in vereinzelt 

liegenden Nestern der ZF und ZG angefärbt werden. Auch in diesem Punkt 

widersprechen unsere Untersuchungen ganz deutlich der von Czirjak et.al. zur 

Lokalisation von TASK-3 veröffentlichten Literatur. Daraufhin wurde die Spezifität der 

Bindung des Antikörpers hinterfragt. Leider war von der Firma Santa Cruz 

Biotechnology lediglich zu erfahren, dass das vom TASK-3-Antikörper im Gewebe 

erkannte Peptid zwischen 15- 25 Aminosäuren lang ist und dieses innerhalb der 

letzten 50 AS im Bereich des C- Terminus des Rattenvolllängeproteins liegen würde. 

Zu einer genaueren Stellungnahme war der Hersteller nicht bereit. In der Literatur 
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wird beschrieben, dass es in diesem C- terminalen Ende des TASK-3 Proteins 

(insgesamt 43 AS) sowohl Bereiche hoher als auch geringerer Homologien zwischen 

TASK-1, TASK-3 sowie TASK-5 gibt 183. Der in der IHC verwendete TASK-3 

Antikörper wäre umso spezifischer, je weiter am Anfang er in der 

Aminosäuresequenz des C- Terminus liegen würde. Darüber liegen uns jedoch keine 

Informationen vor. Ein eindeutiger Beweis für das Vorkommen von nativem TASK-3 

Protein in der NNR konnte mit dem kommerziellen Antikörper nicht erbracht werden. 

Ob sich die translatierten Mengen an TASK-3- Protein tatsächlich fast nur auf das 

NNM in den cholinergen, serotoninergen oder noradrenergen Neuronen beschränken 

171 und eben nicht, wie in der Literatur beschrieben, auch in der NNR befinden, bleibt 

in weiteren Untersuchungen zu klären. Jedoch besteht auch hier eine gewisse 

Diskrepanz unserer Ergebnisse: zwar konnten eindeutig relevante Mengen TASK-3-

cDNA sowohl im NNM als auch in der NNR gefunden werden, jedoch konnte mit der 

IHC kein natives Protein außerhalb des NNM gebunden werden. Im Gegensatz zu 

den in dieser Arbeit hergestellten Sonden und Amplifikationsprodukten ist das 

genaue Epitop des Antikörpers nicht bekannt. Es bleibt fraglich, ob der Antikörper 

fehlerhaft war oder ein anderes TASK- Protein gebunden hat. Nicht auszuschließen 

ist auch, dass die translatierten TASK-3 Kanäle im Bereich des Nebennierenmarks 

auf eine andere Weise intrazellulär gespeichert werden als in der übrigen NN. 

Protein, welches in Vesikeln verpackt ist, steht der IHC möglicherweise nicht als 

Bindungsmöglichkeit zur Verfügung. Zusammenfassend war der verwendete 

kommerzielle Antikörper nicht geeignet, um die Translokation von TASK-3 in den 

Nebennierenzellen zu untersuchen. Die Versuche der Experimente 1 und 2 sollten 

mit den aktuell verfügbaren IHC- Antikörpern wiederholt werden. Zu bedenken bleibt 

zusätzlich, dass die hyperpolarisierenden Kaliumkanäle auch als heteromere 

Verbindungen im Bereich des zentralen Nervensystems gefunden wurden 171, 174. 

Möglicherweise ist diese Konformation auch in der NN vorhanden und sorgt so ggf. 

für eine fehlerhafte Bindung des kommerziellen Antikörpers. Abgesehen von der IHC 

könnte auch eine andere Methode, wie z.B. ein Western Blotting, Aufschlüsse zum 

Vorkommen von TASK-3-Protein in der Nebenniere bringen. 

Zum Nachweis von TASK-3 auf Transkriptionsebene wurde eine ISH mit 

spezifischen Primern (Kcnk9_S und Kcnk9_Rev) entwickelt. Die Sonde sollte nur die 
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transkribierte TASK-3 mRNA binden, die im Zellkern entsteht und an den Ribosomen 

im Zellplasma zum Protein translatiert wird. Bei der nach üblichem Protokoll 

durchgeführten ISH trat relativ viel unspezifische Hintergrundfärbung in 

Zellmembranen, Cytoplasma und Zellkernen auf. Mehrere Versuchsreihen 

erbrachten eine Modifikation des Standardprotokolls und ermöglichten eine 

Erhöhung der Stringenz der TASK-3- Sonde an die gesuchten Zielstrukturen im 

Gewebe. Unspezifische Bindungen an fremde Proteine oder in Zellkernen konnten 

dadurch verhindert werden. Nach Optimierung des ISH- Protokolls wurde TASK-3-

mRNA sowohl in den SD- Ratten unter HKD als auch unter Standarddiät mittels 

Sonde in den Kernen und im Cytosol vor allem im Bereich der ZG sowie in der 

Übergangszone zur ZF nachgewiesen. Das NNM war ungefärbt. Das Vorkommen 

von TASK-3-mRNA konnten wir demnach nur außerhalb des NNM zeigen. Eine 

Regulation der Expression von TASK-3 auf Transkriptionsebene durch die HKD 

konnte bei nahezu nominell und farbintensiv gleich gefärbten Zelllagen im Vergleich 

der Kontrolle zu den Ratten unter Spezialdiät nicht nachgewiesen werden. Auch die 

quantitativen Messungen der relativen TASK-3 Expressionen in Bezug auf das 

Haushaltsgen 18s zeigten keinen signifikanten Unterschied zwischen den SD- Tieren 

unter Standard- oder Spezialdiät in Experiment 1. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass eine Translokation von TASK-3 in die 

Zellmembran der ZG als funktionelle Assoziation zur Stimulation der Aldosteron-

synthese und erhöhten Expression des AT2R unter HKD nicht untersucht werden 

konnte. Dafür ergaben sich aber deutliche Differenzen zur bisher anerkannten 

Literatur in diesem Bereich. Die Daten dieser Arbeit stützen die Annahme, dass 

TASK-3 sowohl im Bereich der ZG und ZF, jedoch auch in reduzierter Menge im 

NNM auf Transkriptionsebene (cDNA und mRNA) vorkommt und so die 

Aldosteronproduktion beeinflusst 172, 173, 231. Durch die Auswahl spezifischer 

Primerpaare zur Amplifikation des C- terminalen Endes des TASK-3-Kanals ist davon 

auszugehen, dass unsere Ergebnisse nicht das Vorkommen von TASK-1 

widerspiegeln. Zwar bleibt dieses durch die konservierten Motive und teilweise 

identischen Aminosäuren in der gesamten Sequenz theoretisch möglich, aufgrund 

der dort niedrigen Homologien jedoch unwahrscheinlich 182. Die Rolle von TASK-3 für 

die Aldosteronsynthese durch Modulation der Sensitivität von Glomerulosazellen für 
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extrazelluläre Stimulatoren (K+) konnte kürzlich weiter unterstrichen werden. Dabei 

wurde ein TASK-3-Knockout-Mausmodell etabliert, welches zu primärem 

Hyperaldosteronismus und Hypertonie führte 229, 230. Außerdem zeigten Nagy et.al. in 

einem Modell der genomischen TASK-3 Unterdrückung eine Veränderung der 

mitochondrialen Funktion hin zur Depolarisation und nachfolgenden Apoptose in 

humanen Melanomzelllinien 232. Insofern könnten die hyperpolarisierenden Kalium-

kanäle der TASK-Familie vielleicht zukünftig ein therapeutisches Ziel nicht nur in der 

Melanomforschung, sondern auch im Hinblick auf die Regulation der Hypertonie über 

die Komponenten des RAAS werden. Interessant wäre für weitere Untersuchungen 

im Zusammenhang mit dieser Arbeit, wie sich die Expression von AT2R mit oder 

ohne Einwirken einer Hochkaliumdiät in dem TASK-3- Knockoutmodell verändert 

bzw., ob auch für den TASK-3 Rezeptoragonisten entwickelt werden könnten, die 

weitere Einblicke in die Funktion des Kanals schaffen. Trotz Differenz der Ergebnisse 

zur bisher publizierten Lokalisation von TASK-3 sind wir von der Richtigkeit der 

Daten überzeugt. Die Auswahl der Primersequenzen, die verschiedenen Methoden 

zur Amplifikation von Nucleotiden und ebenfalls die Herstellung der ISH- Sonde sind 

etablierte Standardverfahren der Arbeitsgruppe und erbrachten diese Ergebnisse.  
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5 Zusammenfassung 

Fokus der vorliegenden Arbeit war es, die Regulation des Aldosterons durch kalium-

reiche Diät in Assoziation mit Expression und Funktion des AT2R in der NNR zu 

analysieren. Es wurde nachgewiesen, dass eine Renin-unabhängige Stimulation der 

Aldosteronsynthese durch die HKD in verschiedenen Tierstämmen (Sprague Dawley 

und transgene CxmAT2R- Ratten der Linie 235) mit Erhöhung der Expressionen des 

AT2R und der Proteinkinase p85α einhergehen. Die Ergebnisse über TASK-3 stellen 

die bisher publizierten Befunde in Frage, sodass eine abschließende Beurteilung der 

Lokalisation und Regulation offen bleiben muss. Wie erwartet, kam es nach Kalium- 

belastung in allen untersuchten Tierstämmen zur Erhöhung der gemessenen 

Plasmakonzentration für Aldosteron bei annähernd gleichbleibenden Plasma- 

reninkonzentrationen. Dieser Effekt konnte durch mRNA- Untersuchungen in der ISH 

bestätigt werden. Die relativen Expressionen des AT2R in der NNR ergaben für die 

SD und WT- Tiere signifikante Anstiege. Da die TGR des zweiten Experiments 

bereits eine basale Überexpression des AT2R aufwiesen, war hier keine weitere 

Stimulation des AT2R mehr zu verzeichnen. Die Bedeutung von Differen-

zierungsprozessen/ Steigerung der Proteinbiosynthese wird durch die 

nachgewiesene Stimulation der relativen Expression von p85α in beiden 

Experimenten nahegelegt. Weitere Ziele der Arbeit waren Untersuchungen zur 

Lokalisation des TASK-3- Kanals in der NN. Analog zur bekannten AS- Sequenz von 

TASK-3 wurden codierende Abschnitte mit geringer Homologie zu anderen 

Kaliumkanälen gewählt. Dabei konnte unabhängig von der Diät spezifische cDNA 

sowohl aus NNR und NNM amplifiziert werden. Auch in der ISH konnte TASK-3 im 

Bereich der ZG, ZF und in geringem Maße auch in weiter innen liegenden Schichten 

gefunden werden, sodass die Richtigkeit der bisher zu TASK-3 veröffentlichten 

Daten angezweifelt werden muss. Auf Proteinebene (IHC) zeigte sich eine kräftige 

Färbung im NNM sowie nur einzelne, gefärbte Zellnester ohne Zuordnung zu ZF 

bzw. ZG. Die Daten weisen darauf hin, dass TASK-3 in unterschiedlichem Maße in 

der gesamten Nebenniere exprimiert wird und die Regulation der relativen 

Expression nicht eindeutig durch Kalium reguliert oder funktionell mit dem AT2- 
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Rezeptor assoziiert ist. Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten 

betonen die Bedeutung der Regulation des RAAS durch kaliumreiche Diät für die 

Aldosteronproduktion und dessen funktionellen Zusammenhang mit Expressionen 

verschiedener Rezeptoren der Nebenniere. Von besonderem Interesse wird in 

zukünftigen Untersuchungen sein, inwieweit es Interaktionen zwischen AT2R, p85α, 

weiteren Adapterproteinen und den hyperpolarisierenden Kaliumkanälen auf 

intrazellulärer Signalebene sowie Liganden-abhängigen Signaltransduktionswegen 

gibt. Auch sollte der Einfluss lokaler Renin- Angiotensin- Systeme auf die 

Homöostase bei systemischer Applikation von Rezeptorantagonisten und –agonisten 

weiter untersucht werden. Das transgene CxmAT2R- Modell oder auch die 

Verwendung des kürzlich neu entwickelten AT2- Rezeptoragonisten (Compound 21) 

könnten in diesem Zusammenhang zu aufschlussreichen Erkenntnissen führen.  
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7 Anhang 

7.1 Tabellen 

Chemikalien Hersteller 

50 % Dextransulfat (Dx) Promega, Madison, USA 

Agarose Sigma, St. Louis, USA 

Borsäure (H3BO3) Roth, Karlsruhe 

Bromphenolblau (Bpb) Serva Bioproducts, Heidelberg 

DEPC Sigma Aldrich, Steinheim 

DTT (2M) Promega, Madison, USA 

EDTA Merck, Darmstadt 

Kaliumchlorid (KCl) Roth, Karlsruhe 

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Sigma Aldrich, Steinheim 

MOPS Roth, Karlsruhe 

Dinatriumhydrogenphosphat-2-Hydrat 
(Na2HPO4 *2H2O) 

Riedel-de Haen, Seelze 

Trinatriumcitrat-Dihydrat    
(Na3C6H5O7 *2H2O) 

Sigma Aldrich, Steinheim 

Natriumacetat (NaAc)  Merck, Darmstadt 

Natriumbicarbonat (Na2CO3) Serva Bioproducts, Heidelberg 

Natriumchlorid (NaCl)  Roth, Karlsruhe 

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) Merck, Darmstadt 

Paraformaldehyd (PFA) pH 7,4 Fluka Chemie, Buchs, Schweiz 

Tris Base (pKa= 8,1) Biozym, Hessisch- Oldendorf 

Tris/ HCl Fluka Chemie, Buchs, Schweiz 

Tab. 7.1: Verwendete kommerzielle Chemikalien 
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Puffer Zusammensetzung 

5x MOPS  pH 7,0:  
ad 1l DEPC - H2O   

0,1  M MOPS  
40  mM NaAc * 3H2O  
5  mM EDTA 

10x TBE  pH 8,0: 
ad 1l DEPC – H2O 

Tris Base   121,0 g 
H3BO3   55,0 g 
EDTA   8,3 g 

10x PBS  pH 7,4:  
ad 1l DEPC – H2O 

NaCl   81,81 g  
KH2PO4  2,45 g 
Na2HPO4 *2H2O   17,8 g  
KCl   2,01 g 

20x SSC  pH 7,0: 
ad 1l DEPC – H2O 

NaCl  175,3 g  
Na3C6H5O7 *2H2O   88,2 g 

TE- Puffer  pH 8,0: 100 mM Tris / HCl   
1 mM EDTA 

Tris / NaCl  pH 7,5 
ad 1l DEPC – H2O 

100 mM Tris HCl  150 mM NaCl 

Tris / NaCl  pH 9,5: 
ad 1l DEPC – H2O 

100 mM Tris Base 
100 mM NaCl 

Tab. 7.2: Nach Mischungsprotokollen hergestellte Puffer 

 

Lösungen Zusammensetzung 

DEPC – H2O: Aqua bidest  1998 ml  
DEPC 2 ml 

2x PHX: 1 M Tris / HCl (pH 7,6) 

0,5 M EDTA (pH 8,0)  
5 M NaCl 
1 mg / ml Trna 
50x Dehnhardts  
RNase- freies H2O 

10x GM:  1 M Tris / HCl (pH 7,6) 
0,5 M EDTA (pH 8,0) 
1 mg / ml tRNA  
10 mg / ml DNA (Heringssperma) 
50x Dehnhardts   
RNase- freies H2O 

Hybridmix:  FO 
10x GM 
5 M NaCl 
2 M DTT  
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50% DX 

modifizierte Blocklösung: 

(Boehringer Mannheim) 

1% Blockreagenz in Tris/ NaCl pH 7,5 bei 60 
°C gelöst, nach Abkühlen darin 0,5% BSA 
lösen 

DNA – Ladepuffer: 6x Gel Loading Buffer 
Glycerin 
2x TBE 
5% Bpb  

RNA – Ladepuffer: 6x Gel Loading Buffer   
Glycerin 
2x MOPS 
5% Bpb 

Eindeckelpuffer Glycerolbicarbonat: 
(Verhältnis 2:1) 

Glycerin 
Carbonatpuffer 

Carbonatpuffer  pH 8,6: 0,5 M Na2CO3   
0,5 M NaHCO3 

Tab. 7.3: Nach Mischungsprotokollen hergestellte Lösungen 

 

Fertiglösungen Hersteller 

0,1M TEA  Sigma Aldrich, Steinheim 

0,5% BSA (Fraktion V) Sigma Aldrich, Steinheim 

50x Dehnhardts Sigma Aldrich, Steinheim 

5x Transkriptionspuffer Promega, Madison, USA 

6x Gel Loading Buffer MBI Fermentas, St.Leon- Rot 

β - Mercaptoethanol Stratagene, Cedar Creek, USA 

Böhringer Blocklösung 2% Böhringer, Mannheim 

Blue Slick (Dimethyl-Dichlorsilane) Serva Bioproducts, Heidelberg 

Essigsäureanhydrid Fluka Chemie, Buchs, Schweiz 

Ethanol ( ≥ 99,8 %,p.a.) Roth, Karlsruhe 

Ethidiumbromid 1% SERVA Electrophoresis, Frankfurt / M. 

Formamid (p.a) Merck, Darmstadt 

Glycerin Roth, Karlsruhe 

HCl (≥ 37% , p.a.) Roth, Karlsruhe 

Mayer's Haemalaun Neolab, Heidelberg 
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NaOH (≥ 32%, p.a.) Roth, Karlsruhe 

NBT / BCIP Stock Solution Roche, Mannheim 

PCR Master  Roche, Mannheim 

RNase Inhibitor Roche, Mannheim 

Shandon Cryo Matrix Thermo Electron Corporation, Pittsburg, 
USA 

Taqman PCR Master Mix Applied Biosystems, Foster City, USA 

Tab. 7.4:  Auflistung der benutzten Fertiglösungen.  

 

Untersuchtes 
Gen 

Primer- bzw.  
Sondensequenz (5' - 3') 

Position Hersteller 

GAPDH 
 
 
 
 
 

GAP1: 
TGC CAT CAC TGC CAC TCA GAA G 
GAP2: 
CAT ACC AGG AAA TGA GCT TCA C 
GAP5: 
ACT TGG CAG GTT TCT CCA GGC GG 

 
602- 623 
 
987- 1008 
 
806- 828 

Life  
Tech-
logies,  
Karlsruhe 

Aldosteron-
synthase 

B2: 
ACA GTG GCA TTG TGG CAG CAC TAA 
Cyp11Bx: 
CTA GCT GAT GGG CCG GAA AGT 

 
857- 880 
 
1483-1503 

TIB  
MolBiol,  
Berlin 
 

AT2R 
 
 
 
 

AT2R f: 
CAA TCT GGC TGT GGC TGA CTT 
AT2R r: 
TGC ACA TCA CAG GTC CAA AGA 
AT2R TM: 
6FAM CAA CCC TTC CTC TCT GGG CAA 
CCT ATT ACT CTT ATA XT p 

 
252- 272 
 
332- 352 
 
284- 319 

TIB  
MolBiol,  
Berlin 

18s 18s f: 
CGG CTA CCA CAT CCA AGG AA 
18s r: 
GCT GGA ATT ACC GCG GCT 
18s TM: 
6FAM CGC AAA TTA CCC ACX TCC CGA 
CCC 

 
452- 471 
 
621- 638 
 
483- 505 

TIB  
MolBiol,  
Berlin 

p85α p85α f2: 
GAC TGG AGG AAG ACT TGA AG 
p85α ar: 
AGG GAG GTG TGT TGG TAA TGT AG 
Pik3r1 S: 

 
1631-1650 
 
2086-2108 
 

TIB  
MolBiol, 
Berlin 
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GAA CCT ATT GCG AGG GAA ACG 
Pik3r1 A: 
TTT GAC TTC GCC ATC TAC CAC TAC A 
Pik3r1 TM: 
6FAM CTT TCC TGG TCC GGG AGA GCA 
GT TMR 

1905-1925 
 
1980-2004 
 
1934-1956 

TASK-3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

TASK-3. f: 
GAA GTT CGC CGG GTC CT 
TASK-3. r: 
GGA ACA TAA CCA GCG TCA GAG G 
TASK-3. TM: 
6FAM CAT CAC AAC TAT CGG ATA TGG 
ACA TGC TGC TMR 
Kcnk9_F: 
CGG GCT ACA GTC CAC TCG 
Kcnk9_R: 
CGA CGG ATG TGC AGC CT 
Kcnk9_S: 
GGC TAC AGT CCA CTC GGT TTC 
Kcnk9_A: 
GGA TGT GCA GCC TGT GGT 
Kcnk9_Rev: 
GAG AAA GGA AGG AAT CCA TGC TT 
Kcnk9_TM: 
6FAM AAC ACC TAC TTC CGG TCC CCA                          
TTC G BBQ 

 
680- 699 
 
1176-1196 
 
360- 390 
 
 
1126-1143 
 
1252-1268 
 
1129-1148 
 
1247-1264 
 
1521-1543 
 
1184-1207 

TIB  
MolBiol,  
Berlin 
 

Tab. 7.5: Verwendete Oligonucleotide zur Amplifikation der DNA 

 

Geräte Hersteller 

AVL 988-4 AVL, Graz, Österreich 

DC Power Supply Hoefer, San Francisco, USA 

Elektrophoresekammer 
BioCompare BioPlastics B.V.,  
Durham, USA 

Feinwaage: Adventurer Ohaus, Gießen 

Frigocut 2800 N 
Reichert Jung (Leica Microsystems), 
Nussloch 

GeneAmp 5700 Sequence Detector Applied Biosystems, Foster City, USA 

Gene Quant Pro Photometer 
Amersham Pharmacia Biotechnology, 
Cambridge, England 

Heizblock: Bioblock Scientific Thermolyne / Barnstead International, 
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Dubuque, USA 

Hybridofen Binder, Tuttlingen 

Kühlzentrifuge 5417R Eppendorf, Hamburg 

Leica Messer Leica Microsystems GmbH, Nussloch  

Magnetrührer MR 3001 Heidolph, Schwabach 

Mikroskop Eschenbach, Nürnberg 

PCR Master Cycler Gradient Eppendorf, Hamburg 

Photometer Gene Quant Pro 
Amersham Pharmacia Biotechnology, 
Cambridge, England 

Pipetten Eppendorf, Hamburg 

Tischzentrifuge : Mini Spin Plus Eppendorf, Hamburg 

Ultraschallgerät Sonoplus GM 70 Bandelin, Berlin 

Ultrazentrifuge Optima TLX Beckman Coulter, Krefeld 

Vortexer VWR International, Darmstadt 

Zentrifuge : Varifuge 20RS Heraeus Sepatech, Osterode 

Tab. 7.6: Benutzte Geräte im Institut für Physiologie, Karlsburg 

 

7.2 Veröffentlichung 

- Peters B, Podlich D, Ritter M, Müller A, Wanka H, Maser-Gluth C, Seitz C, de Boni 

L, Maier E, Gretz N, Peters J, Hoffmann SC: "A new transgenis rat model 

overexpressing the angiotensin II type 2 receptor provides evidence for inhibition of 

cell proliferation in outer adrenal cortex." Am J Physiol Endocrinol Metab 

2012;302:E1044-E1054 
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