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1. EINLEITUNG  

 

1.1 Historischer Blick auf das Renin-Angiotensin-System  

 

Die Entdeckung des Renin-Angiotensin-Systems (RAS) begann 1898 mit den Beobachtungen 

der finnischen Physiologen Tigerstedt und Bergman (Tigerstedt und Bergman 1898). Ihnen 

gelang es, eine vasoaktive Substanz mit blutdrucksteigernder Wirkung aus Kaninchennieren 

zu extrahieren, die sie, entsprechend ihrem Ursprungsort, als Renin bezeichneten. Die 

Entdeckung von Renin bildete die Grundlage für die Erforschung des RAS, welches eine 

wichtige Rolle spielt bei arterieller Hypertonie und kardiovaskulären Erkrankungen und bis 

heute nicht vollständig verstanden ist. So gelang es Harry Goldblatt 1934, in einem 

Tierexperiment mit Hunden eine arterielle Hypertonie durch Abklemmen der Arteria renalis 

zu induzieren. Dabei konnte die renale Sekretion von Renin nachgewiesen werden. In den 

darauffolgenden Jahren beschrieben Forscher eine neue Komponente des RAS mit kurzzeitig 

vasoaktiver Wirkung im venösen Blut ischämischer Nieren. Es wurde vermutet, dass Renin 

die enzymatische Umwandlung eines Plasmaproteins fördert, wodurch ein neues Substrat 

entstände. Die Substanz wurde anfangs als „hypertensin“ bzw. „angiotonin“ bezeichnet, 1958 

einigte man sich auf den Terminus „angiotensin“ (Basso und Terragno 2001). Als es der 

Arbeitsgruppe von Skeggs 1956 gelang, Angiotensin I (ANGI) zu isolieren, das sich durch die 

enzymatische Wirkung von Renin aus Angiotensinogen abspaltet, ging man zunächst davon 

aus, dass es für die Vasokonstriktion verantwortlich sei. Diese These konnte widerlegt 

werden, als ebenfalls von Skeggs das „angiotensin converting enzyme“ (ACE) entdeckt 

wurde, das die Umwandlung von ANGI zu Angiotensin II (ANGII) katalysiert. 1958 

berichtete Gross über den Zusammenhang zwischen dem RAS und der Aldosteronproduktion 

in der Zona Glomerulosa (ZG) des Nebennierenkortex. ANGII stimuliert dort die 

Aldosteronproduktion und verstärkt dadurch die Natriumretention.  

 

1.2 Physiologie des Renin-Angiotensin-Systems 

 

Das RAS spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation des Blutdruckes und des 

Elektrolythaushaltes. Man unterscheidet zwischen einem zirkulierenden und einem 

gewebeständigen RAS. 
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Zirkulierendes RAS: 

 

Renin, welches von den juxtaglomerulären Zellen der Niere sezerniert wird und so in den 

Systemkreislauf gelangt, spaltet das in der Leber befindliche Angiotensinogen in das inaktive 

Dekapeptid ANGI. Die Reninsekretion wird stimuliert durch einen verminderten renalen 

Perfusionsdruck, einen verminderten Transport von Natriumchlorid (NaCl) zum distalen 

Tubulus sowie durch einen erhöhten Sympathikotonus (Parmley 1989). ANGI wird 

anschließend durch das ACE in das aktive Oktapeptid ANGII umgewandelt. Das ACE wird 

dabei gleichzeitig als Synonym für die Kininase II verwendet, durch die das vasodilatatorisch 

wirkende Bradykinin gespalten und inaktiviert wird (Yang et al. 1970, Campbell 1987).  

 

Gewebeständiges RAS: 

 

Jüngere Studien konnten zeigen, dass alle Komponenten des RAS in der Niere, Nebenniere, 

im Herz, Gehirn und in Gefäßen exprimiert werden und die Organe somit in der Lage sind, 

ANGII lokal zu produzieren (Bader et al. 2001). Zudem existieren weitere Mechanismen, die 

die Bildung von ANGII katalysieren. Durch die herzspezifische Chymase, das „chymostatin-

sensitive angiotensin II-generating enzyme“ (CAGE) und Kathepsin G kann ANGI ebenfalls 

in ANGII umgewandelt werden. ANGII kann aber auch direkt aus Angiotensinogen enstehen. 

Hierfür konnte die enzymatische Wirkung von Gewebeplasminogenaktivator (t-PA), 

Kathepsin G, Tonin und chymotrypsin- bzw. trypsinähnlicher Enzyme verantwortlich 

gemacht werden (Gibbons und Dzau 1994). Es wird geschätzt, dass 40% der Gesamtmenge 

von ANGII im menschlichen Körper nicht durch die enzymatische Umwandlung des ACE 

entstehen (Hollenberg et al. 1998).  

 

ANGII ist das wichtigste Effektorhormon des RAS und entfaltet seine Wirkung über 

Angiotensin II Typ 1- (AT1R) und Angiotensin II Typ 2 Rezeptoren (AT2R). ANGII ist 

allerdings nicht das einzige aktive Peptid im RAS. Auch die Spaltprodukte Angiotensin III 

(ANGIII), Angiotensin IV (ANGIV) und Angiotensin II (1-7) (ANGII (1-7)) sind biologisch 

aktiv. ANGIII, dass durch die enzymatische Wirkung der Aminopeptidase A entsteht, besitzt 

die meisten Eigenschaften von ANGII und verwendet auch dessen Rezeptoren. ANGIV 

hingegen bindet an Angiotensin IV Typ 4 Rezeptoren (AT4R) und stimuliert dabei die 

Synthese des Plasminogenaktivator-Inhibitors Typ-1 mit dem Effekt einer renalen und 

zerebralen Vasodilatation. Seine enzymatische Umwandlung wird katalysiert durch die 
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Aminopeptidase A bzw. N. ANGII (1-7), dass durch die enzymatische Wirkung der 

Prolylendopeptidase und Carboxypeptidase entsteht, stimuliert die Bildung von 

Stickstoffmonoxid (NO), vasodilatatorisch wirkenden Prostaglandinen und steigert die 

glomeruläre Filtrationsrate, die renale Harnproduktion sowie die renale Natriumexkretion 

(Ardaillou 1997). 

 

1.3 Angiotensin II Rezeptoren  

 

Bislang konnten durch den Einsatz spezifischer Antagonisten sowie durch cDNA-Klonierung 

zwei Subtypen von Angiotensin Rezeptoren (ATR) in Säugetieren identifiziert und 

charakterisiert werden: der AT1R und AT2R (Sasaki et al. 1991, Murphy et al. 1991, 

Kambayashi et al. 1993, Mukoyama et al. 1993). Bei beiden Rezeptorsubtypen handelt es sich 

um G-Protein-gekoppelte Rezeptoren mit der Struktur eines Sieben-Transmembran-

Domänen-Rezeptors (Rockman et al. 2002). Obwohl ANGII mit ähnlicher Affinität an den 

AT1R und AT2R bindet, besitzen beide Rezeptoren nur eine 34%ige Homologie ihrer 

Gensequenzen (Inagami et al. 1992).  

 

1.3.1 Eigenschaften 

 

1.3.1.1 Der AT1R 

 

Das Gen des AT1R wurde erstmals 1991 aus glatter Gefäßmuskulatur von Ratten (Murphy et 

al. 1991) und Nebennieren von Rindern (Sasaki et al. 1991) isoliert und kloniert. Es kodiert 

für 359 Aminosäuren mit einem Molekulargewicht von 41 kDa. Das humane AT1R-Gen ist 

auf Chromosom 3 lokalisiert. Bei Nagetieren unterscheidet man die zwei Isoformen AT1AR 

und AT1BR, die eine 94%ige Homologie ihrer Gensequenzen aufweisen (Sasamura et al. 

1992, Iwai und Inagami 1992). Bei Ratten ist das AT1AR-Gen auf Chromosom 17 lokalisiert, 

das AT1BR-Gen auf Chromosom 2 (Lewis et al. 1993).   

 

Der AT1R ist charakterisiert durch eine hohe Affinität zu Biphenylimidazolen, wie Losartan, 

Candesartan und Irbesartan sowie einer geringen Affinität zu Tetrahydroimidazolpyrimidinen, 

wie PD123319 und PD123177 (Timmermans et al. 1993). Die transmembrane Domäne des 

Rezeptors und die extrazelluläre Schleife spielen dabei für die Bindung eine wichtige Rolle. 
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Die Bindungsstelle von ANGII unterscheidet sich von der der Biphenylimidazole, da diese 

nur mit der transmembranen Domäne interagieren (Groblewski et al. 1995).  

 

1.3.1.2 Der AT2R 

 

Das AT2R-Gen von Menschen, Ratten und Mäusen wurden erstmals 1993 isoliert und 

kloniert. Die Gene weisen eine etwa 90%ige Homologie ihrer Nukleinsäure-Sequenzen auf 

(Nakajima et al. 1993, Mukoyama et al. 1993, Martin et al. 1994, Tsuzuki et al. 1994). Das 

AT2R-Gen kodiert für 363 Aminosäuren mit einem Molekulargewicht von 41 kDa 

(Mukoyama et al. 1993). Das humane AT2R-Gen ist auf dem X-Chromosom lokalisiert und 

besteht aus 3 Exons, wobei sich die kodierende Sequenz vollständig auf dem letzten Exon 

befindet (Elton 1995). Der AT2R ist charakterisiert durch eine hohe Affinität zu PD123319, 

PD123177 und CGP42112 und einer geringen Affinität zu Losartan und Candesartan 

(Timmermans et al. 1993).  

 

1.3.2 Vorkommen 

 

Sowohl der AT1R als auch der AT2R werden in einer Vielzahl von Geweben exprimiert, 

jedoch unterscheiden sich beide deutlich in ihren Verteilungsmustern. 

 

1.3.2.1 Der AT1R 

 

Bei Nagetieren werden die zwei Isoformen AT1AR und AT1BR unterschieden, die 

artspezifische Expressionsmuster aufweisen. Ratten exprimieren den AT1AR und AT1BR in 

der Nebenniere, Niere, Leber, Hirnanhangsdrüse, Lunge, im Herz, Hoden, Gehirn und in 

glatter Muskulatur. Dabei dominiert der AT1AR in allen Geweben, außer in der Nebenniere 

und Hirnanhangsdrüse, wo der AT1BR überwiegt. Besonders stark wird der AT1AR in glatter 

Gefäßmuskulatur und in der Lunge exprimiert. Mäuse exprimieren den AT1AR in der 

Nebenniere, Niere, Leber, Lunge, im Herz, Hoden, Gehirn, Eierstock und im Fettgewebe. Der 

AT1BR hingegen konnte ausschließlich im Hoden, Gehirn und in der Nebenniere 

nachgewiesen werden (Burson et al. 1994).  

 

Doch auch innerhalb der einzelnen Organe zeigen sich unterschiedliche Expressionsmuster. In 

der Niere von Ratten wird der AT1AR beispielsweise in mesangialen und juxtaglomerulären 
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Zellen, im proximalen Tubulus, in den Vasa recta und in interstitiellen Zellen exprimiert, 

während der AT1BR ausschließlich in mesangialen und juxtaglomerulären Zellen sowie im 

Nierenbecken gefunden wird. In der Nebenniere von Ratten wird der AT1AR und AT1BR in 

der ZG exprimiert. In der Medulla werden dagegen ausschließlich AT1AR exprimiert 

(Llorens-Cortes et al. 1994). 

 

1.3.2.2 Der AT2R 

 

Die AT2R-Expression ist ontogenetisch stark differenziert. Während der Rezeptor sehr stark 

in fetalen Geweben exprimiert wird, nimmt die Expression postnatal, zumeist zu Gunsten des 

AT1R, ab. Mittels ISH konnte eine ausgeprägte fetale AT2R-Expression im 

Zungenmesenchym, subkutanen Fettgewebe und im Zwerchfell nachgewiesen werden, wo der 

Rezeptor zu 97% gegenüber dem AT1R dominiert. Postnatal ändert sich dieses Verhältnis 

drastisch, der AT2R ist dann kaum mehr nachweisbar (Grady et al. 1991). Eine geringere 

fetale AT2R-Expression findet sich zudem in der Skelettmuskultur (Feuillan et al. 1993), der 

Trachea und in der Magenschleimhaut (Shanmugam et al. 1995). Doch auch in diesen 

Geweben verschwindet der AT2R postnatal nahezu vollständig. Nur in einigen Geweben 

bleibt der AT2R auch nach der Geburt erhalten. Hierzu zählen die Nebenniere, Aorta, Niere, 

das Herz und verschiedenen Gehirnregionen (Bottari et al. 1993), der Uterus (Cox et al. 

1993), follikuläre Granulosazellen des Ovars (Pucell et al. 1991) und das Pankreas (Chappell 

et al. 1994).  

 

Auch beim AT2R existieren artspezifische Besonderheiten im Expressionsmuster. Im 

Nierenkortex von Ratten und Kaninchen dominiert der AT1R mit 90% deutlich gegenüber 

dem AT2R, bei Affen hingegen findet sich ein ausgeglichenes Verhältnis (Chang and Lotti 

1991). Im Uterus von Menschen und Schafen dominiert der AT2R deutlich gegenüber dem 

AT1R (Whitebread et al. 1989, Cox et al. 1993), während bei Ratten und Kaninchen ein 

ausgeglichenes Verhältnis besteht (Dudley et al. 1990). Die AT2R-Expression unterliegt dabei 

auch regulatorischen Einflüssen. Während im Uterus von Schafen der AT2R zu 85% 

gegenüber dem AT1R dominiert, kehrt sich dieses Verhältnis mit dem Beginn der Gravidität 

um und ist mit Beendigung der Schwangerschaft reversibel (Cox et al. 1993). Eine Zunahme 

der AT2R-Expression wurde zudem bei Wundheilungsprozessen der Epidermis (Kimura et al. 

1992), bei Herzhypertrophie und Koronarer Herzkrankheit beobachtet (Matsubara 1998).      
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1.3.3 Funktion 

 

1.3.3.1 Der AT1R 

 

Die meisten der heute bekannten physiologischen Effekte von ANGII werden über den AT1R 

vermittelt. Die AT1R-Stimulation in glatter Gefäßmuskulatur bewirkt eine Vasokonstriktion 

und nimmt so einen direkten Einfluss auf die Blutdruckregulation (Timmermans et al. 1993). 

In der Nebenniere stimuliert ANGII über den AT1R die Sekretion von Katecholaminen in der 

Medulla und Aldosteron in der ZG und nimmt so einen indirekten Einfluss auf die 

Blutdruckregulation (Giacchetti et al. 1996). Zusätzlich vermittelt der AT1R die positiv 

inotropen und chrontropen Effekte von ANGII in Kardiomyozyten (Moravec et al. 1990). 

Auch im zentralen Nervensystem nimmt der AT1R eine wichtige Rolle ein, wo er als 

Neurotransmitter bzw. Neuromodulator den Blutdruck, Salzhaushalt, das Trinkverhalten 

sowie verschiedene neuroendokrine Prozesse steuert (de Gasparo et al. 2000). In der 

Hypophyse stimuliert er die Freisetzung des Antidiuretischen- (ADH) und 

Adrenokortikotropen Hormons (ACTH)  (Oldfield et al. 1994). In der Niere ist der AT1R an 

der Regulation des Natrium- und Wasserhaushaltes im proximalen Tubulus beteiligt und 

vermittelt über einen negativen Feedback-Mechanismus die Hemmung der Reninsekretion in 

den Zellen der Macula densa (Bell und Peti-Perterdi 1999).  

 

Es wurde gezeigt, dass der AT1R Einfluss auf das Zellwachstum und die Zellproliferation 

nimmt, die Effekte jedoch nach Gewebeart variieren. In glatter Gefäßmuskulatur, 

Fibroblasten, Herzmuskelzellen und im Gefäßendothel stimuliert ANGII über den AT1R die  

Proteinsynthese und Zellproliferation bzw. Zellhypertrophie (Baker und Aceto 1990, 

Schelling et al. 1991, Stoll et al. 1995 a,b) durch vermehrte Expression der endogenen 

Wachstumsfaktoren „fibroblast growth factor“, „transforming growth factor-ß1“ und 

„platelet-derived growth factor“ (Dzau et al. 1994, Huckle und Earp 1994, Rosendorff 1996). 

Auch eine Beteiligung an apoptotischen Prozessen, dem programmierten Zelltod, konnte 

beobachtet werden. Durch Studien an verschiedenen Zellpopulationen konnten dabei sowohl 

proapoptotische (Leri et al. 2000) als auch antiapoptotische (Pollman et al. 1996) Effekte nach 

AT1R-Stimulation nachgewiesen werden.  
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1.3.3.2 Der AT2R 

 

Über die Funktion des AT2R ist derzeit weit weniger bekannt. Es wurden sowohl 

synergistische als auch antagonistische Funktionen zum AT1R beobachtet. Eine wichtige 

Rolle scheint der AT2R bei der Steuerung apoptotischer Prozesse zu spielen. 1998 berichtete 

die Arbeitsgruppe von Li, dass die Stimulation embryonaler Hautfibroblasten von Wildtyp-

Mäusen (WT) mit ANGII zur Auslösung apoptotischer Prozesse führt, während bei AT2R-

Null-Mäusen, eine den AT2R nicht exprimierende Linie,  keine Veränderungen auftraten (Li 

et al. 1998b). Es folgten Studien an PC12W-Zellen, einer konstant den AT2R, aber nicht den 

AT1R exprimierenden Zelllinie. Auch hier zeigten sich nach ANGII-Stimulation 

proapoptotische Prozesse, die gleichzeitig mit einer Erhöung der Ceramidexpression 

einhergingen (Gallinat et al. 1999). 2002 bestätigte Diep mit seiner Studie an 

Herzmuskelzellen von Ratten, dass die durch ANGII induzierte Apoptose über den AT2R 

vermittelt wird (Diep et al. 2002). 

 

Auf das Gefäßsystem übt der AT2R einen antiproliferativen Effekt aus, wohingegen die 

Wirkung auf den Gefäßtonus lange Zeit kontrovers diskutiert wurde (Horiuchi et al. 1999, 

Unger 1999). Erst durch jüngere Untersuchungen konnten die vasodilatativen Eigenschaften 

des AT2R bestätigt werden (Carey et al. 2002, Widdop et al. 2002). Im Gegensatz zum 

Gefäßsystem übt der AT2R in proximalen Tubuluszellen der Niere von Kaninchen einen 

stimulierenden Effekt auf das Zellwachstum und die Proliferation aus (Jiao et al. 1998). Bei 

AT2R-Null-Mäusen löst die chronische ANGII-Stimulation bzw. konstante 

Blutdruckerhöhung keine Herzhypertrophie aus (Senbonmatsu et al. 2000, Ichihara et al. 

2001), wohingegen in AT1R-Null-Mäusen eine Herzhypertrophie induziert wird (Harada et al. 

1998). Die Beteiligung des AT2R an Differenzierungsvorgängen konnte durch 

Untersuchungen neuronaler Zelllinien beobachet werden. Sowohl an PC12W-Zellen (Meffert 

et al. 1996) als auch an NG108-15-Zellen (Laflamme et al. 1996) konnte gezeigt werden, dass 

eine AT2R-Stimulation das Auswachsen von Neuriten nicht nur induzieren kann, sondern 

auch die nerve growth factor (NGF) -vermittelte morphologische Differenzierung verstärkt.  

Obwohl die starke AT2R-Expression in embryonalen Geweben und die antiproliferativen und 

apoptotischen Eigenschaften eine Beteiligung an embryonalen Differenzierungsvorgängen 

vermuten lassen, konnte bislang kein eindeutiger Zusammenhang gezeigt werden. Bei der 

embryonalen Entwicklung von AT2R-Null-Mäusen konnte lediglich eine verspätete 

Vaskulogenese beobachtet werden, jedoch keine Fehlbildungen (Yamada et al. 1999). 
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Auch unter pathophysiologischen Bedingungen kommt dem AT2R scheinbar eine wichtige 

Rolle zu. Es konnte eine Zunahme der AT2R-Expression nach Verletzungen der Epidermis 

(Regitz-Zagrosek et al. 1995), nach Gehirnläsionen (Tsutsumi und Saveedra 1992), 

Verletzungen im Gefäßsystem (Horiuchi et al. 1999), angeborenen Herzfehlern (Adachi et al. 

2003), koronarer Herzkrankheit (Matsubara 1998) und bei fortgeschrittener Herzinsuffizienz 

nachgewiesen werden (Lopez et al. 1994). Eine vermehrte Expression von AT1R und AT2R 

zeigte sich auch nach einem Myokardinfarkt (Nio et al. 1995). Möglicherweise wirkt der 

AT2R hier kardioprotektiv, denn Oishi und Mitarbeiter konnten 2003 beobachten, dass AT2R-

Null-Mäuse nach Erleiden eines Myokardinfarktes eine stärkere Herzhypertrophie aufweisen 

und eine höhere Mortalität gegenüber WT-Mäusen aufweisen. Eine vermehrte AT2R-

Expression konnte zudem in der ZG von bilateral nephrektomierten Ratten nachgewiesen 

werden. Die vermehrte AT2R-Expression  war dabei assoziert mit einer Erhöhung der 

Plasmaaldosteronkonzentration (PAK) (Peters et al. 2003).  

 

1.3.4 Signaltransduktion 

         

1.3.4.1 Der AT1R 

 

Der AT1R gehört in die Familie der G-Protein-gekoppelten Sieben-Transmembran-Domänen-

Rezeptoren. Die Stimulation des AT1R durch ANGII bewirkt eine Änderung in der 

molekularen Rezeptorstruktur wodurch eine Interaktion mit dem G-Protein ermöglicht wird 

(Hein et al. 1997). G-Proteine bestehen aus einer α-Untereinheit, die Guanosintriphosphat 

(GTP) bindet und hydrolysiert sowie aus einem undissoziierbarem Komplex bestehend aus 

einer β- und γ-Untereinheit (Neer 1995). Auf der Basis struktureller und funktioneller 

Gemeinsamkeiten werden die G-Protein α -Untereinheiten in 4 Familien eingeteilt, Gs, Gi/o, 

Gq/11 and G12/13 (Simon et al. 1991). Gq und G11 stellen die beiden Hauptmitglieder der Familie 

dar, die in nahezu allen Zellen des Säugerorganismus exprimiert sind und die Rezeptor-

abhängige Regulation von β-Isoformen der Phospholipase C vermitteln (Exton 1996). Eine 

Aktivierung der G-Proteine G12/G13 unter Beteiligung eines Rho-Kinase-vermittelten 

Signalweges nach Stimulation von AT1R mit ANGII  konnte in glatten Gefäßmuskelzellen 

beobachtet werden (Wirth et al. 2008). 

 

Bislang wurden fünf klassische Wege für die Signaltransduktion des AT1R beschrieben 

(Abb.1.1). So führt die Stimulation entweder zu einer Aktivierung von L-Typ-
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Kalziumkanälen, der Phospholipasen A2, C, D oder zu einer Hemmung der Adenylatzyklase. 

Dabei variieren die unterschiedlichen Signalkaskaden je nach Gewebelokalisation des AT1R. 

Während der AT1R in Endothelzellen und glatten Muskelzellen weitestgehend auf der 

Zellmembran verbleibt, dominiert in Nebennierenzellen und Epithelzellen die 

Rezeptorinternalisierung (Vinson et al. 1997). 

 

G-Proteine der Gq/11-Familie koppeln den AT1R an β-Isoformen der Phopholipase C. Die 

Aktivierung der Phopholipase C durch die α-Untereinheit  von Gq bzw. G11 bewirkt die 

Bildung der Second Messenger Inositol-1,4,5-Triphosphat (IP3) und Diazylglycerol (DAG). 

IP3 stimuliert dann die Entleerung intrazellulärer Kalziumspeicher, während DAG die 

Proteinkinase C aktiviert (Exton JH 1996). Über beide Mechanismen wird die 

Vasokonstriktion vermittelt. Durch die Aktivierung der Phopholipase D und A2 kommt es zu 

einer Freisetzung von Arachidonsäure und folglich zu einer Stimulation der 

Prostaglandinsynthese (Griendling et al. 1996, Capponi et al. 1996). Die Stimulation eines 

inhibitorischen Gi/o-Proteins führt zu einer Hemmung der Adenylatzyklase in der Leber, Niere 

und der ZG, was eine Abnahme des intrazellulären Second Messengers cAMP zur Folge hat. 

Bei cAMP handelt es sich um einen Vasodilatator. Somit erklärt sich das Überwiegen der 

vasokonstriktorischen  Komponente nach Aktivierung von AT1R (Jard et al. 1981, Pobiner et 

al. 1985). Die Aktivierung von Kalziumkanälen durch ANGII bewirkt einen Einstrom von 

extrazellulärem Kalzium in die Zelle. Der daraus resultierende intrazelluläre Kalziumanstieg 

bewirkt eine Vasokonstriktion und stimuliert die Produktion von Aldosteron (Apfeldorf und 

Rasmussen 1988).  

 

Neben den klassischen Wegen der Signaltransduktion existieren weitere Wege, die besonders 

mit den wachstumsfördernden und proliferativen Effekten des AT1R in Zusammenhang 

gebracht werden. Durch Stimulation der Tyrosin-Phosphorylisierung und Phospholipase C-γ 

wird die Mitogen-Aktivierte Proteinkinase (MAPK), Janus-Kinase und die „signal transducers 

and activators of transcription“ (STAT) aktiviert (Schieffer et al. 1996; Marrero et al. 1995). 

An glatten Muskelzellen und Zellen des Nebennierenmarkes konnte gezeigt werden, dass es 

daraufhin zu einem Anstieg der Expression der Proto-Onkogene c-myc, c-fos und c-jun 

kommt, die für die Kontrolle des zellulären Wachstums und Proliferation verantwortlich sind 

(Sadoshima und Izumo 1993). 
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Abb. 1.1 Mechanismen der Signaltransduktion und Funktion des AT1R (aus: Dinh et al. 

2001). Abk.: DAG: Diazylglycerol, IP3: Inositol-1,4,5-Triphosphat, JAK: Janus-Kinase, 

MAP: Mitogen-Aktivierte Proteinkinase, PKC: Proteinkinase C, PLA2: Phospholipase A2, 

PLC: Phospholipase C, PLD: Phospholipase D, STAT: signal transducers and activators of 

transcription  

 

1.3.4.2 Der AT2R  

 

Es wurden eine Vielzahl von Signalkaskaden für den AT2R beschrieben, wobei die genaue 

Funktion und Zuordnung bislang nur unzureichend aufgeklärt ist (Abb. 1.2). An PC12W-

Zellen, einer Phäochromozytom-Zelllinie, COS7-Zellen, eine den AT2R stabil exprimierende 

Zelllinie und an neuronalen Primärkulturen konnte gezeigt werden, dass nach 

Rezeptorstimulation eine Kopplung an eine Untergruppe von inhibitorischen G-Proteinen 

erfolgt (Kambayashi et al. 1993, Kang et al. 1993, Takahasi et al. 1994, Zhang und Pratt 

1996). Neben der klassischen G-Protein-gekoppelten Signalkaskade existieren zudem weitere 

unkonventionelle Wege, die unterschiedlichen AT2R-Funktionen zugeordnet werden können. 
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Im Zusammenhang mit den antiproliferativen Eigenschaften des AT2R wurde die Aktivierung 

von Phosphatasen beschrieben. So führt die AT2R-Stimualtion zu einer Aktivierung der 

Tyrosin-Phosphatase, MAP-Kinase-Phosphatase 1 (MKP-1) (Horiuchi et al. 1997, Fischer et 

al. 1998), SH2-Domain-Containing-Phosphatase 1 (SHP-1) (Bedecs et al. 1997, Lehtonen et 

al. 1999) bzw. der Serin/Threonin-Phosphatase 2A (Huang et al. 1996, Shenoy et al. 1999). 

Die Phosphatasen bewirken, in Abhängigkeit von der Gewebelokalisation, die Öffnung von 

Kaliumkanälen, die Hemmung von T-Typ Kalziumkanälen bzw. die Inaktivierung der 

Extrazellulär-Regulierten-Kinase (ERK), einem Isoenzym der MAPK, das für Proliferation 

verantwortlich gemacht wird (Horiuchi et al. 1999, Nuoet und Nahmias 2000). Der AT2R-

vermittelte positive Effekt auf Zellwachstum und Zellproliferation konnte zudem an 

proximalen Tubuluszellen von Kaninchennieren beobachtet werden. Hier führte die AT2R-

Stimulation zu einer Aktivierung des G-Proteins p21ras, das einen stimulierenden Effekt auf 

die MAPK ausübt (Jiao et al. 1998).  

 

Die Stimulation der NO-Freisetzung und der damit verbundene Anstieg der intrazellulären 

cGMP-Konzentration ist eine der wenigen Signalkaskaden, die sich der AT1R und AT2R 

teilen. Die AT2R-stimulierte NO-Freisetzung konnte an bovinen aortalen Endothelzellen 

(Wiemer et al. 1993, Saito et al. 1996), Koronararterien von Hunden (Seyedi et al. 1995), 

Nierenarterien von Ratten (Seyedi et al. 1995, Thorup et al. 1998), neuronalen PC12W-Zellen 

(Zhao et al. 2003) und NG-108-15-Zellen (Gendron et al. 2003) beobachtet werden. Während 

in den neuronalen Zellen Differenzierungsvorgänge stimuliert wurden, führte die NO-

Freisetzung in den Gefäßen zum bekannten Effekt der Vasodilatation. AT2R-Stimulation kann 

aber auch zu einer Verminderung des intrazellulären cGMP-Spiegels führen. Bottari zeigte, 

dass durch AT2R-Stimulation in PC12W-Zellen und ZG-Zellen von Ratten eine Protein-

Tyrosin-Phosphatase (PTPase) aktiviert wird, die einen inhibitorischen Effekt auf die 

Guanylatcyclaseproduktion ausübt (Bottari et al. 1992). Ein funktioneller Zusammenhang 

konnte dabei nicht nachgewiesen werden.  

 

Durch in vivo-Studien konnte gezeigt werden, dass AT2R-Stimulation zu einer Aktivierung 

der Phospholipase A2 führt (Haithcock et al. 1999). Die daraus resultierende vermehrte 

Freisetzung von Arachidonsäure wirkt stimulierend auf einen Na+/HCO3
--Transporter und 

nimmt so Einfluss auf den intrazellulären pH-Wert (Kohout und Rogers 1995, Sandmann et 

al. 2001). In Nierenzellen hingegen bewirkt die Freisetzung von Arachidonsäure eine 
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Aktivierung von MAPK und anderen Kinasen und nimmt somit Einfluss auf proliferative 

Vorgänge (Jiao et al. 1998, Dulin et al. 1998, Stroth et al. 1998). 

 

Im Zusammenhang mit proapoptotischen Prozessen konnte Ceramid als Lipidbotenstoff 

charaktierisiert werden. AT2R-Stimulation bewirkt dabei eine Erhöhung der intrazellulären 

Ceramidkonzentration und in der Folge die Aktivierung der Caspase-3 (Gallinat et al. 1999). 

Die Caspase-3 wurde bereits in früheren Studien als Mediator für Apoptose beschrieben, die 

einer Regulation durch den AT2R unterliegt (Dimmeler et al. 1997). 

 

2002 konnte die Arbeitsgruppe von Stoll die Aktivierung eines „zinc-finger homeodomain 

enhancer protein“-Gens (Zfhep) nach AT2R-Stimulation in neuronalen und vaskulären Zellen 

beobachten. Bei Zfhep handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor, der eine Rolle bei der 

Zelldifferenzierung spielt. Auch unter experimentellen Bedingungen zeigte sich eine 

vermehrte Zfhep-Expression im Zusammenhang mit antiproliferativen und 

wachstumsfördernden Effekten nach AT2R-Stimulation. 2003 berichtete dann Senbonmatsu 

von einer komplexen unorthodoxen Signalkaskade des AT2R in Herzen von Ratten. AT2R-

Stimulation mit ANGII führte hier zu einer Phosphorylierung der Tyrosin-Kinase sowie zu 

einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors „promyelocytic leukemia zinc finger“-Protein 

(PLZF). Die durch PLZF stimulierte Expression der P85 alpha Phophatidyl-Inositol-3-Kinase 

(PI3K), einem Aktivator für Proteinbiosynthese, deutete Senbonmatsu als mögliche Ursache 

für die beobachtete Entwicklung einer Herzhypertrophie bei den Ratten. 

 



Kapitel 1                                                                                                                                                     Einleitung 

 

 
19 

 

 

Abb. 1.2 Mechanismen der Signaltransduktion und Funktion des AT2R (aus: Dinh et al. 

2001). Abk.: ERK: Extrazellulär-Regulierte-Kinase, MKP-1: MAP-Kinase-Phosphatase 1, 

PLA2: Phospholipase A2, PP2A: Serine/Threonin-Phosphatase 2A, PTP: Protein-Tyrosin-

Phosphatase, SHP-1: SH2-Domain-Containing-Phosphatase 1 

 

1.4 Die Nebenniere als Ort der Aldosteronbiosynthese 

 

Die Aldosteronbiosynthese in der ZG der Nebenniere wird hauptsächlich durch ANGII über 

den AT1R reguliert (Aguilera 1992). Die genaue Funktion des ebenfalls in der ZG 

exprimerten AT2R ist unklar. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass eine AT2R-

Überexpression in der ZG, welche z.B. durch bilaterale Nephrektomie induziert wird, einem 

Stimulus für die Aldosteronbiosynthese darstellt (Peters et al. 2001).  

 

1.4.1 Mikroskopische Anatomie des Nebennierenkortex 

 

Der Nebennierenkortex, der im Gegensatz zur Medulla mesodermalen Ursprungs ist, wird in 

drei, sich anatomisch und physiologisch unterscheidende Schichten, unterteilt. Obgleich die 
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genauen Grenzen der Dreischichtung relativ schwierig auszumachen sind, zeigt jede Zone 

eine charakteristische Anordnung der Zellen. Der äußere, subkapsuläre Kortexbereich wird 

als Zona Glomerulosa (ZG) bezeichnet. Diese relativ schmale Zone zeigt einen Aufbau aus 

irregulär und säulenförmig angeordneten Zelllagen und nimmt etwa 15% des Organs ein. Die 

mit einem Volumen von 600–700 µm3 relativ kleinen Zellen der ZG sezernieren 

Mineralokortikoide, hauptsächlich Aldosteron. In zentripetaler Richtung folgt, als breiteste 

Kortexzone, die Zona Faszikulata (ZF). Diese Zone besteht aus etwa 30–40 Zelllagen. Die 

Zellen bilden Zellstränge, die durch Sinuskapillaren getrennt sind. Das durchschnittliche 

Zellvolumen beträgt 1300–2000 µm3, die Zellen imponieren zudem durch große runde 

Zellkerne. In dieser Zone wird Kortikosteron bei Nagetieren bzw. Kortisol beim Menschen 

produziert. Zentripetal angrenzend an die ZF befindet sich die Zona Retikularis (ZR). Die 

Zellen dieser Zone sind mit einem Volumen von 800–1350 µm3 kleiner als die der ZF und 

erscheinen als runde Zellnetze, die zwischen Kapillaren liegen. In der ZF werden Androngene 

produziert, hauptsächlich Dehydroepiandrosteron (DHEA). Bei einigen Spezies kann 

zwischen ZG und ZF eine zusätzliche Zone beobachtet werden, die aus sudanophoben Zellen 

besteht und als „transitional zone“, „zone of compression“, „sudanophobe zone“ bzw. Zona 

Intermedia (ZI) bezeichnet wird. Diese Zone konnte bei Ratten, Hunden, Rindern, Katzen und 

Pferden nachgewiesen werden (Nussdorfer 1986). Die relativ kleinen Zellen dieser Zone 

besitzen keine Enzyme zur Synthese von Mineralokortikoiden bzw. Glukokortikoiden (Mitani 

et al. 1994).  In Bezug auf die Wachstumsaktivität stellt die Nebennierenrinde mit ihren 

einzelnen Schichten ein dynamisches Gewebe dar, in dem ein bedarfsabhängiger Umbau 

erfolgt. Aufgrund der Funktion des AT2R bei der Steuerung apoptotischer und proliferativer 

Prozesse in verschiedenen Geweben spielt dieser möglicherweise auch eine wichtige Rolle 

bei Differenzierungs- und Wachstumsprozessen innerhalb des Nebennierenkortex.  

 

1.4.2 Wachstum des Nebennierenkortex 

 

Der Nebennierenkortex wurde erstmals 1866 durch Arnold in drei Zonen untergliedert. 

Seither werden drei Theorien zum Vorgang der „Zonierung“ in der Nebenniere diskutiert. 

1883 postulierte Gottschau in seiner „Migrationstheorie“, dass die Kortexzellen in den 

äußeren Schichten einer ständigen Erneuerung und Differenzierung unterliegen und 

zentripetal in Richtung Medulla wandern. Auch nach Entwicklung von radioaktiv markiertem 

³H-Thymidin als Zellproliferationsmarker wurde diese These weiter von anderen Forschern 

gestützt (Brenner 1963, Zajicek et al. 1986, Nussdorfer 1986). 1978 beschieb Hullinger, die 
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zwischen ZG und ZF liegende ZI beim Hund als eine biproliferative Zone, von der aus die 

Zellen sowohl in Richtung ZF als auch ZG wandern. Im Gegensatz zur klassischen 

Migrationstheorie, bezeichnete Nussdorfer diese Theorie als „proliferative intermediate zone 

hypothesis“. 1994 beschrieb Mitani die zwischen ZG und ZF liegende Zone bei adulten 

Ratten als Zone funktionell undifferenzierter Zellen. Diese Zone zeigte immunhistochemisch 

weder Aldosteronsynthase- noch 11ß-Hydroxylase-exprimierende Zellen. Möglicherweise ist 

diese Zone mit der ZI identisch. Es wurde angenommen, dass es sich dabei um kortikale 

Stammzellen bei der Ratte handelt. 1999 untersuchte die Arbeitsgruppe von Mitani die 

Lokalisation von DNA-synthetisierenden Zellen und Apoptosezellen in Nebennieren von 

fetalen und adulten Ratten. Sie konnten zeigen, dass in der Fetalperiode in allen drei Zonen 

Proliferation ohne Migration stattfindet. Bei adulten Ratten hingegen zeigten sich DNA-

synthetisierende Zellen nur in der ZI, die nach zentripetal in Richtung Medulla wandern. 

Apoptosezellen jedoch fanden sich nur in der ZR.  

 

Einen weiteren theoretischen Ansatz zum Verständnis des Wachstumsgeschehens bildet die 

„Zonale Theorie“ von Swann (1940) und Greep und Deane (1949), die postuliert, dass die 

jeweiligen Zonen eigene Zellen bilden und ersetzen können. Die „Zonale Theorie“ geht dabei 

von einer langsamen Proliferationsrate jeder Zone aus, die für eine angemessene funktionell 

unabhängige Erhaltung des Nebennierenkortex sorgt.  

 

Nach der „Transformationsfeld-Theorie“ von Tonutti kann der Kortex in ein äußeres 

Transformationsfeld zwischen ZG und ZF und in ein inneres Transformationsfeld zwischen 

ZF und ZR eingeteilt werden. Er beobachtete, dass sich bei erhöhter Hormonproduktion die 

Zellen der ZF vermehren, sodass die ZF größer wird. Die ZG und die ZR dienen dabei als 

Reservezonen, deren Zellen sich bei Bedarf in aktive Zellen der ZF transformieren können 

(Tonutti 1951).  

 

1.4.3 Aldosteronbiosynthese 

 

Aldosteron ist ein Steroidhormon und gehört zu den Mineralokortikoiden. Es wird in der ZG 

aus Cholesterol synthetisiert. Der für die Aldosteronbiosynthese wichtige Transport von 

Cholesterol von der äußeren zur inneren Mitochondrienmembran wird durch das 

„steroidogenic acute regulatory protein“ (StAR) stimuliert (Stocco 2001a). Die Translokation 

von Cholesterol zur inneren Mitochondrienmembran wird dabei als der 
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geschwindigkeitsbestimmende Faktor für die Steroidbiosynthese angesehen (Stocco 2001b). 

Bei der Umwandlung von Cholesterol zu Aldosteron werden enzymatische Reaktionen 

durchlaufen, die von Dehydrogenasen und multifunktionalen Oxidasen katalysiert werden. 

Der Großteil dieser Enzyme ist der Gruppe der Cytochrome P450 (CYP) zugeordnet, welche 

ihrerseits zur Superfamilie der Häm-Enzyme gehört. Dabei benötigen diese Enzyme 

Redoxpartner, die die Elektronen von NADPH auf das P450-Enzym übertragen, wo sie als 

Reduktionsäquivalent für die Hydroxylierung fungieren (Lambeth et al. 1982). Die 

Umwandlung von Cholesterol in Pregnenolon an der inneren Mitochondrienmembran wird 

durch das seitenkettenabspaltende Cytochrom P450scc katalysiert. Pregnenolon wird 

anschließend ins Zytosol transportiert und kann dort zwei unterschiedliche Wege durchlaufen. 

Entweder wird es durch die mikrosomale 3β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase zu Progesteron 

dehydrogeniert und isomerisiert, oder durch die 17α-Hydroxylase zu 17-Hydroxypregnenolon 

hydroxyliert (Connel und Davies 2005). Progesteron wird anschließend durch Hydroxylierung 

in Position 21 durch Cytochrom P450c21 zu 11-Desoxykortikosteron (DOC) umgewandelt. 

Dieser Vorgang findet im endoplasmatischen Retikulum statt. Die Umwandlung von DOC in 

Aldosteron umfasst die Schritte DOC zu Kortikosteron, 18-Hydroxykortikosteron und 

schließlich Aldosteron. Alle drei Reaktionen werden von der 11ß-Hydroxylase (CYP11B1) 

und Aldosteronsynthase (CYP11B2) katalysiert, die auf der inneren Mitochondrienmembran 

lokalisiert sind. Das CYP11B2-Gen weist eine 93%ige Homolgie zur Gensequenz von 

CYP11B1 auf, das zusätzlich die Umwandlung von 11-Deoxykortisol zu dem Glukokortikoid 

Kortisol katalysiert (Miller 1988).  

 
1.4.4 Regulation der Aldosteronbiosynthese 

 

Die Regulation der Aldosteronbiosynthese unterliegt einem komplexen und multifaktoriellen 

Geschehen. Während ACTH hauptsächlich für die Regulierung der steroidogenen Aktivität 

der ZF verantwortlich ist, konnten eine Vielzahl regulierender Substanzen für die ZG 

nachgewiesen werden. Da Aldosteron, wie alle Steroide, nicht in den Zellen gespeichert wird, 

erfolgt die Regulation hauptsächlich über die Hormonproduktion. Man unterscheidet generell 

zwischen einer Regulierung der „frühen Schritte“ und „späten Schritte“ der 

Aldosteronbiosynthese. Als „frühen Schritt“ bezeichnet man dabei die Phase bis zur 

Umwandlung in Pregnenolon, als „späten Schritt“ die Umwandlung zu Aldosteron durch 

CYP11B2. 
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ANGII 

 

Als Hauptregulator gilt ANGII, das über den frühen und den späten Schritt der 

Aldosteronbiosynthese die Bildung von Aldosteron stimuliert. Dieser Effekt wird über den 

AT1R vermittelt (Gigante et al. 1997) und ist durch Kalziumantagonisten hemmbar (Burnay et 

al. 1994).  

 

Kalium 

 

Bereits ein geringer Anstieg der Kaliumkonzentration im Plasma hat einen deutlichen Anstieg 

der PAK zur Folge (Himathongkam et al. 1975). Der stimulierende Effekt von Kalium auf die 

Expression von CYP11B2 kann jedoch durch Gabe von ACE-Hemmern vollständig 

supprimiert werden (Shibata et al. 1991, Tremblay et al. 1992). Somit ist die Kalium-bedingte 

Stimulation der Aldosteronproduktion zumindest partiell abhängig von ANGII. 

 

Natrium 

 

Niedrige Natriumkonzentrationen im Plasma stimulieren die Aldosteronproduktion. Während 

ANGII und Kalium die Expression von CYP11B2 in der ZG stimulieren und somit direkt 

Einfluss auf die Aldosteronproduktion nehmen, bewirkt eine niedrige Natriumkonzentration 

eine Stimulation des gesamten RAS und nimmt somit indirekt Einfluss. Es wurde zudem eine 

erhöhte Empfindlichkeit der Nebenniere beim Ansprechen auf ANGII beobachtet (Tremblay 

et al. 1992, Lumbers 1999).  

 

ACTH 

 

ACTH stimuliert neben der Kortisolbiosynthese auch die Aldosteronbiosynthese. Allerdings 

ist dieser Effekt nicht von langer Dauer. Nach Dauerinfusion mit ACTH normalisiert sich die 

PAK innerhalb von ein bis drei Tagen, während die Kortisolkonzentration deutlich erhöht 

bleibt. ACTH stimuliert dabei die frühen Schritte der Aldosteronbiosynthese (Lumbers 1999).  
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Dopamin 

 

An bovinen Nebennierenzellen konnte gezeigt werden, dass die durch ANGII stimulierte 

Aldosteronproduktion durch Dopamin supprimierbar ist (Espiner und Nichols 1993). In der 

Nebenniere von Ratten wird der D1A-Rezeptor ausschließlich in der ZG exprimiert (Aherne 

et al. 1997). Das genaue Wirkprinzip ist bislang jedoch unklar, Studien mit 

Dopaminagonisten und -antagonisten konnten bislang keine eindeutigen Ergebnisse liefern 

(Rizzi et al. 1997).   

 

ANP 

 

Das atriale natriuretische Peptid (ANP) übt einen hemmenden Einfluss auf die 

Aldosteronproduktion aus. Es hemmt dabei sowohl die Reninsekretion als auch die ANGII-

vermittelte Stimulation der Aldosteronbiosynthese (Lumbers 1999).  

 

ADM/PAMP 

 

Adrenomedullin (ADM) und das Proadrenomedullin N-terminal 20-Peptid (PAMP) wurden 

erstmals 1993 von Kitamura und Mitarbeitern aus menschlichen Phäochromozytomzellen 

isoliert. Beide Peptide üben einen inhibitorischen Effekt auf die ANGII-stimulierte 

Aldosteronproduktion aus, wobei PAMP eine deutlich stärkere Wirkung zeigt. Die basale 

Aldosteronproduktion wird dabei nicht beeinflusst (Andreis et al. 1997). ADM wird in der 

Medulla und in der ZG gebildet und beeinflusst die adrenale Funktion parakrin (Kapas und 

Hinson 2002).  

 

Daneben existieren weitere Substanzen mit möglicherweise physiologisch bedeutetender 

Wirkung auf die ZG. Hierzu zählt Arginin-Vasopressin, das einen direkt stimulierenden 

Effekt über Vasopressin-1-Rezeptoren auf die Aldosteronproduktion bei Ratten, Katzen, 

Menschen, Schafen, Hunden, Rindern und Kaninchen ausübt (Gallo-Payet und Guillon 1998). 

Ebenfalls stimulierend wirken das vasoaktive intestinale Polypeptid (VIP) und das „pituitary 

adenylate cyclase activating polypeptide“ (PACAP). VIP und PACAP führen zu einer 

Freisetzung von Katecholaminen aus den chromaffinen Zellen des Nebennierenkortex und 

stimulieren so die Sekretion der Glomerulosazellen über einen ß-Adrenorezeptor-vermittelten 

Mechanismus (Haidan et al. 1998, Nussdorfer und Malendowicz 1998a).  
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1.5 Fragestellung und Ziele 

 

Die meisten der bekannten Funktionen von ANGII werden über den AT1R vermittelt. Die 

Rolle des AT2R, ob in synergistischer oder antagonistischer Funktion, ist bis heute nur 

unvollständig geklärt, ja zum Teil widersprüchlich. Einen möglichen Grund hierfür stellt die 

starke Dominanz des AT1R in den meisten Geweben dar, die die Untersuchung des AT2R 

deutlich erschwert. Durch die Generierung einer transgenen Rattenlinie mit überexprimiertem 

Maus-AT2R wurde ein Modell geschaffen, das es ermöglicht, die Funktion des AT2R genauer 

zu untersuchen. Das grundlegende Ziel dieser Arbeit war es, diese transgene Rattenlinie 

hinsichtlich der AT2R-Expression in der Nebenniere zu charakterisieren. Daraus ergab sich 

folgende Fragestellung: 

 

1. Welches Expressionmuster zeigt der AT2R in der Nebenniere transgener Ratten? 

2. Wo wird der transgene Maus-AT2R  in der Nebenniere exprimiert? 

 

Die Aldosteronbiosynthese in der ZG wird über den AT1R vermittelt. Unter bestimmten 

Bedingungen jedoch, die mit einer Überexpression von AT2R einhergeht, konnte ein 

stimulierender Effekt des AT2R auf die Aldosteronproduktion nachgewiesen werden. In 

diesem Zusammenhang sollte der Effekt einer transgenen AT2R-Überexpression auf die ZG 

untersucht werden. Hieraus ergaben sich folgende Hypothesen: 

 

3. Eine AT2R-Überexpression stimuliert die Aldosteronproduktion in der ZG. 

4. Eine AT2R-Überexpression stimuliert antiproliferative bzw. wachstumsfördernde 

Effekte in der ZG. 

 

Die Mechanismen der AT2R-Signaltransduktion zeigen gewebespezifische Unterschiede und 

sind bislang nur unvollständig bekannt. Speziell im Hinblick auf die Funktion des AT2R in 

der Nebenniere sollte PLZF als möglicher Kandidat für die AT2R-Signaltransduktion 

untersucht werden. Hieraus ergaben sich folgende Hypothesen: 

 

5. PLZF wird in der Nebenniere exprimiert. 

6. Es  besteht eine Koexpression von PLZF und AT2R in der Nebenniere. 
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2. MATERIAL UND METHODEN 

 

2.1 Generierung eines AT2R-transgenen Rattenmodells 

 

Die Generierung der transgenen Ratten wurde am Zentrum für Medizinische Forschung der 

Universität Mannheim, unter Leitung von Frau Dr. med. Sigrid Hoffmann, nach der von ihr 

entwickelten Methode durchgeführt  (Hoffmann 2005). Es handelt sich dabei um ein 

neuartiges transgenes Rattenmodell, das Maus-AT2R in verschiedenen Organen 

überexprimiert. Für die Überexpression wurde ein 1,54 kb langes DNA-Fragment des Maus-

AT2R-Gens, unter der Kontrolle eines 1,6 kb langen Cytomegalievirus/chicken-beta-actin-

Promotors (CX), in die Vorkerne befruchteter Oozyten von Sprague-Dawley-Ratten (SD) 

eingebracht. Das Maus-AT2R-Fragment setzt sich zusammen aus 170 bp (Basenpaare) des 

zweiten Introns sowie 1,37 kb des dritten Exons des Maus-AT2R-Gens, das zugleich die 

vollständig kodierende Sequenz enthält (Elton 1995). Die Promotorregion besteht aus der 

Kombination eines Cytomegalievirus-Enhancers und der Region von -276 bis +969 bp des 

beta-actin-Promotors des Huhnes (Akagi et al. 1997). Zusätzlich zur Maus-AT2R-Sequenz 

wurde ein 638 bp langes beta-Globin-Polyadenylierungs-Fragment des Kaninchens in das 

Konstrukt eingebracht (Abb. 2.1). 

 

 

 

Abb. 2.1 Transgene Überexpression des Maus-AT2R bei Ratten. Schematische Darstellung 

des DNA-Konstruktes mit chicken-beta-actin-Promotor (CX-Promotor, 1,6 kb), Maus-AT2R-

Fragment (1,5 kb) und beta-Globin-Polyadenylierungs-Fragment (638 bp). (Sal1(1), 

Xba1(1623), Xba1(3159), HindIII(3797): Schnittstellen für Restriktionsenzyme) 

 

Sal1(1) 

Maus-AT2R CX Promotor  beta-globin polyA 

TATA box 

Xba1(1623) Xba1(3159) HindIII(3797) 

AA(A) n 

ATG 
(1830) 

TAA 
(2919) 

 DNA-Konstrukt  

mRNA 



Kapitel 2                                                                                                                                Material und Methoden 

 

 
27 

Zum Nachweis der Überexpression von Maus-AT2R wurden Rezeptorbindungsstudien 

durchgeführt und die Daten freundlicherweise für diese Arbeit zur Verfügung gestellt. Für die 

Messung der ANGII-Rezeptoren-Dichte wurde der radioaktiv markierte Ligand 125I-[Sar1-

Ile8]-ANGII (spezifische Aktivität: 2200 Ci/mmol; DuPont NEN®) als Indikator eingesetzt. 

Es wurden Membranfraktionen aus schockgefrorenen Nebennieren und Nebennierenkapseln, 

mit der daran haftenden ZG, präpariert und für 90 min bei 22°C mit dem markierten Indikator 

inkubiert (Hoffmann 2005). Die Bestimmung der spezifischen Rezeptorbindung erfolgte in 

Gegenwart von unmarkiertem ANGII, dem AT2R-Antagonisten PD 123319 (Sigma®) und 

dem AT1R-Antagonisten CV11974 (Alseda Pharmaceutical Industries Osaka, Japan). 

Sämtliche Proben wurden doppelt bestimmt.  

 

2.2 Studiendesign 

 

Das Ziel der Generierung eines transgenen Rattenmodells mit AT2R-Überexpression war es, 

eine Möglichkeit zu schaffen, die Funktion des AT2R in der Nebenniere genauer zu 

untersuchen. Nach Charakterisierung der Rezeptorverteilung in der Nebenniere sollte 

insbesondere der Einfuß auf das RAS genauer untersucht werden. Aufgrund der initial 

geringen Anzahl zur Verfügung stehender transgener Ratten wurden alle transgenen Ratten 

mit ANGII behandelt. Von einer Aussage zu den ANGII-vermittelten Effekten bei den 

transgenen Ratten in der Nebenniere musste somit aufgrund der fehlenden Vergleichgruppe 

Abstand genommen werden. Ziel der ANGII-Behandlung war es dabei unter anderem, 

mögliche Variationen der Konzentrationen des endogenen Renins und Angiotensins im 

Plasma zwischen den Tierstämmen auszuschließen, in dem eine gleichermaßen hohe ANGII-

Konzentration durch die Infusion im Sinne einer „ANGII-Klemme“ vorgegeben wird. Die 

Generierung des neuen transgenen Rattenmodells sowie das Tierexperiment selbst wurden 

nach unserem Versuchsplan im Zentrum für Medizinische Forschung der Universität 

Mannheim durchgeführt. Stesssituationen für die Versuchstiere, z.B. durch einen Transport 

sollten dadurch vermieden werden.  

 

2.2.1 Versuchsaufbau 

 

Für die Untersuchung der AT2R-Funktion wurde ein neuartiges transgenes Rattenmodell 

(TGRCXmAT2R) generiert, das Maus-AT2R in verschiedenen Organen überexprimiert. Es 

wurden vier Linien von TGRCXmAT2R-Ratten (199, 215, 235, 238) generiert, wovon nur 
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Ratten der Linie 235 für das Tierexperiment verwendet wurden. Die Einteilung der Ratten 

zum Tierversuch erfolgte in vier Gruppen (Tab. 2.1). Die Gruppe der transgenen Ratten 

TGRCXmAT2R (n = 6) mit überexprimiertem Maus-AT2R, wurde für zwei Wochen mit 

ANGII via implantierte Minipumpe behandelt. Als Vergleichsgruppe wurden männliche SD-

Ratten (n = 6) ausgewählt und ebenfalls für zwei Wochen mit ANGII behandelt. Als 

Kontrolle für die Plasmadaten der Gruppe TGRCXmAT2R vor der ANGII-Infusion dienten 

transgen negative Geschwister von Ratten der Linie 235 (-TG, n = 3), sowie gekaufte SD-

Ratten (n=4). Diesen Ratten wurden ebenfalls Minipumpen implantiert, allerdings wurde hier 

nur physiologische Kochsalzlösung appliziert. Eine Kontrollgruppe  unbehandelter transgener 

Ratten  konnte entgegen des Versuchsplanes aufgrund einer zu geringen Anzahl verfügbarer 

transgener Ratten nicht gestellt werden.  

 

Tab. 2.1 Tierversuch mit AT2R-Stimulation durch ANGII bei transgenen Ratten der Linie 

235 (TGRCXmAT2R). Abk.: SD: Sprague-Dawley, -TG: transgen negative Geschwister 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Zu Beginn des Tierversuches (Tag eins) wurden allen Ratten, unter Narkose, osmotische 

Minipumpen implantiert (Abb. 2.2). Gleichzeitig erfolgte eine Blutentnahme aus dem 

retroorbitalen Gefäßplexus zur Bestimmung der Plasmakonzentrationen von Renin, 

Aldosteron und Kortikosteron. Nach sieben Tagen Behandlung mit ANGII bzw. NaCl 

erfolgte eine erneute Blutentnahme unter obigen Bedingungen. Nach 13-tägiger Behandlung 

endete der Tierversuch mit einer erneuten Bestimmung der Blutparameter und der 

anschließenden Tötung der Ratten. Nach sofort erfolgter Organentnahme wurden die Gewebe, 

ohne vorherige Perfusion, bei -80°C tiefgefroren. 

 

 SD 

NaCl                  ANGII 

Linie 235 

       -TG           TGRCXmAT2R 

Anzahl 4 6 3 6 

Maus-AT2R - - - + 

Minipumpe NaCl ANGII NaCl ANGII 
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Abb. 2.2 Tierexperimentelles Protokoll. AT2R-Stimulation durch ANGII bei transgenen 

Ratten der Linie 235 (TGRCXmAT2R). 

 

2.2.2 Implantation von Angiotensin II-Minipumpen 

 

Zur Stimulation von ANGII-Rezeptoren wurde den Versuchstieren exogenes ANGII mittels 

Minipumpen (Alzet osmotic pump model Typ 2002, ALZET Corp. Palo Alto, CA, USA) 

zugeführt. Die angegebene Pumprate der Minipumpen beträgt 0,52 µl/min bei einem 

Füllungsvolumen von 238 µl. Den mit  Isofluran narkotisierten Tieren wurde dorsal, auf Höhe 

der Scapulae, ein etwa 0,5 cm langer Hautschnitt gesetzt, das subkutane Fettgewebe stumpf 

gelöst, um eine Tasche zu bilden und die Pumpe implantiert. Der Hautschnitt wurde 

anschließend geklammert. Um allen Ratten verhältnismäßig gleiche Mengen ANGII zu 

applizieren, wurde die Dosis nach dem jeweiligen Körpergewicht berechnet. Den Tieren mit 

einem Gewicht zwischen 325 g und 349 g wurden 300 ng ANGII/min/kg zugeführt, die Tiere 

zwischen 355 g und 370 g erhielten dagegen 305 ng ANGII/min/kg. Da sich die Ratten zu 

Beginn des Tierexperiments noch im Wachstum (achte Woche) befanden, wurden zuvor noch 

10 g zum Ausgangsgewicht dazugerechnet. Für die Versuche wurde 98%iges reines ANGII 

verwendet (Bachem Holding AG, Weil am Rhein). 

 

2.2.3 Versuchstiere und Bedingungen 

 

Neben der Generierung transgener Ratten wurden auch alle Tierexperimente am Zentrum für 

Medizinische Forschung der Universität Mannheim, unter Leitung von Fr. Dr. med. Sigrid 

Isoflurannarkose               
Retrobulbäre 
Blutentnahme 
Gewichtsbestimmung         
Gewebeentnahme 

 

 
ANGII-Stimulation 

Isoflurannarkose 
Retrobulbäre 
Blutentnahme 
Implantation Minipumpe 

 

Isoflurannarkose              
Retrobulbäre 
Blutentnahme 

 

1 7 13 Tag(e)  
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Hoffmann durchgeführt. Für die Tierexperimente wurden dabei ausschließlich männliche SD-

Ratten verwendet. Zu Versuchsbeginn hatten die Ratten ein Körpergewicht zwischen 324 g 

und 376 g erreicht und waren etwa 8 Wochen alt. Die Tiere wurden unter kontrollierten 

Temperaturbedingungen zwischen 23 + 2°C und einer Luftfeuchtigkeit von 55%, einem 12 

Stunden Tag-Nacht-Rhythmus ausgesetzt. Alle Ratten hatten freien Zugang zu Trinkwasser 

und standardisiertem Labor-Diätfutter (Ssniff, Ferdinand-Gabriel-Weg 16, D-59494 Soest). 

Die Tierexperimente wurden unter Berücksichtigung des deutschen Tierschutzgesetzes von 

1993 (§ 8 Abs. 1 des TierSch.G., Anlage 1, Durchführung von Tierversuchsvorhaben) 

durchgeführt. 

 

2.3 Bestimmung der Plasmakonzentrationen von Renin, Aldosteron und Kortikosteron 

 

Die Bestimmung der Plasmakonzentrationen von Renin, Aldosteron und Kortikosteron 

erfolgte am Institut für Physiologie der Universität Greifswald. Zur Bestimmung der 

Blutplasmaparameter wurden den Ratten mit Hilfe einer Hämatokritkapillare,  2 ml Blut aus 

dem retrobulbären Venenplexus entnommen, in einem vorgekühlten EDTA- (Ethylendiamin-

Tetraazetat) Röhrchen gesammelt und anschließend bei -80°C tiefgefroren. Die Versuchstiere 

wurden zuvor mittels Isofluran in Narkose versetzt. Zur Gewinnung von Blutplasma wurde 

das Röhrchen bei 4°C und 250 rpm (Umdrehungen pro Minute) für 15 min zentrifugiert und 

anschließend zur weiteren Bearbeitung in unterschiedliche Röhrchen abpipettiert.  

 

Für die Messung der Plasmareninkonzentration (PRK) wurde das EDTA-Plasma, mit 

Überschuss an exogen zugeführten Angiotensinogen, eine Stunde lang bei 37°C inkubiert und 

anschließend die gebildete Menge ANGI mittels spezifischem Radioimmunoassay (RIA)  

bestimmt (Hackenthal et al. 1977). Hierzu wurden RIA-Röhrchen (Greiner Bio-One, 

Frickenhausen) mit anti-ANGI-Antikörpern (Konzentration: 1:60000) beschichtet und 

anschließend mit 50 µl der vorbehandelten Proben und 200 µl J125-markiertem ANGI 

(Aktivität: 5000 counts per minute, Amersham Biosciences, Freiburg) für 20 Stunden bei 

Raumtemperatur (RT) inkubiert. Die ANGI-Konzentration wurde anschließend mit einem 

Gamma-Zähler bestimmt (Berthold LD 2111, Bad Wildbach). Die Messung der 

Plasmaaldosteronkonzentration und Kortikosteronkonzentration erfolgte durch einen 

kommerziell erwerblichen Assay der Firma DPC (DPC Biermann GmbH, Bad Nauheim). 
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2.4 Qualitative Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

 

Das Ziel der PCR ist die Amplifikation eines bekannten DNA-Abschnittes mittels einer 

hitzestabilen Polymerase und sequenzspezifischen Primern. Das PCR-Programm besteht aus 

einer Denaturierungsphase, einer Annealingphase (Bindungsphase) und einer 

Elongationsphase (Verlängerungsphase). Denaturiert wird die DNA bei 94-96°C, dabei 

trennen sich beide Stränge der Ausgangs-DNA (Template). Durch Abkühlung auf eine 

primerspezifische Temperatur, können sich in der Annealingphase die im Überschuss 

vorhandenen Oligonukleotidprimer an die komplementären Einzelstränge anlagern. Danach 

wird die Temperatur auf 68-72°C, das Temperaturoptimum der Taq-Polymerase erhöht und 

der Primer in Gegenwart von Desoxynukleotid-Triphosphaten (dNTPs) verlängert, bis wieder 

eine doppelsträngige DNA vorliegt, die der ursprünglichen Ausgangs-DNA exakt gleicht. 

Eine erneute Erhitzung leitet die nächste Denaturierungsphase ein und nach 20-40 Zyklen ist 

eine ausreichende Menge des gewünschten Produktes vorhanden. Die Kühlung auf 4°C 

beendet die Reaktion. Ab dem dritten Zyklus einer PCR-Reaktion kommt es theoretisch in 

jedem Zyklus zu einer Verdopplung der DNA-Sequenzen, die unendlich weiterläuft. In der 

logarithmischen Darstellung ergibt sich daraus eine Gerade. Durch die Anreicherung der 

DNA, den Verbrauch freier Nukleotide und den zunehmenden Aktivitätsverlust der Taq-

Polymerase kommt es in der Realität jedoch zu einer Sättigung. Im Gegensatz zur 

quantitativen PCR kann bei einer analytischen PCR auch in diesen Bereich hinein amplifiziert 

werden (Mülhardt 2000).  

 

Mit Hilfe der PCR sollte in dieser Arbeit die Expression des PLZF-Gens in verschiedenen 

Geweben untersucht werden. Im Folgenden werden die für die PCR verwendeten 

Komponenten dargestellt. Da die genaue Zyklusanzahl sowie die MgCl2-Konzentration je 

nach Experiment Schwankungen unterliegen, wurde zuvor eine PCR-Optimierung 

durchgeführt. Die Ergebnisse der PCR-Optimierung werden im Ergebnisteil besprochen.  

 

PCR-Programm und Komponenten der PCR zum Nachweis der PLZF-Expression: 

 

� Ausgangs-cDNA 

� MgCl2 (2-4 mM) 

� dNTP-Mix (100 mM) 

� Forward Primer Zbtb16F (5’ACCGTAAGGCTCGATACCTCAAG3’) 
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� Reverse Primer Zbtb 16R (5’TCATCAAACTGTCCACTGCTGC3’) 

� MgCl2-freier Puffer (10 x) 

� Taq-DNA-Polymerase (2 U/µl) 

� Nuklease-freies H2O 

 

Phase Temperatur (in °C) Dauer (in min) 

Initiale Denaturierung 95 2 

Denaturierung 95 0,5 

Annealing 62 1 

Elongation 72 1,5 

 

Die erhaltenen PCR-Produkte wurden anschließend mittels Agarose-Gelelektrophorese 

aufgetrennt und unter UV-Licht sichtbar gemacht. 

 

2.5 Agarose-Gelelektrophorese  

 

Die Agarose-Gelelektrophorese ermöglicht es, Nukleinsäuren einer Länge von 0,5 kb bis 25 

kb aufzutrennen. Bei Agarose handelt es sich um ein pflanzliches Polysaccharid, das im Gel 

Strukturen eines Netzes bildet, durch das die DNA-Fragmente im elektrischen Feld wandern. 

Bedingt durch ihre negative Ladung, wandern die Nukleinsäuren bei angelegter Spannung in 

Richtung Anode. Entsprechend ihrer Molekülmasse laufen sie mit unterschiedlicher 

Geschwindigkeit innerhalb des Gels. Die gleichzeitige Auftrennung von Größenstandards 

ermöglicht dabei die Größenbestimmung der erhaltenen Banden. Da DNA-Lösung und 

Elektrophoresepuffer eine ähnliche Dichte aufweisen, werden die DNA-Proben für das 

Beladen der Geltaschen mit einem Ladepuffer versetzt, der ihre Dichte erhöht. Wenn die 

DNA ausreichend weit gelaufen ist, werden die DNA-Banden unter UV-Licht sichtbar 

gemacht. Hierfür ist es notwendig das Gel vor Beginn der Elektrophorese mit dem 

interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid anzufärben.  

 

Zur  Herstellung eines 2%igen Agarose-Gels wurden 2 g Agarose mit 100 ml 1 x Tris-Borat-

EDTA-Puffer (TBE) gemischt und in der Mikrowelle erhitzt und gelöst. Anschließend 

wurden 2 µl Ethidiumbromid dazugegeben und mit dem geschmolzenen Agarose-Gel 

vermischt. Das Gel wurde anschließend 30 min in einer Gelkammer bei RT luftgetrocknet. 
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Die Gelkammer wurde daraufhin mit TBE-Puffer befüllt und die mit Ladepuffer versetzten 

Proben einpipettiert. Die Elektrophorese erfolgte bei 90 V über eine Laufzeit von 30 min. 

Anschließend wurde das Gel unter UV-Licht fotografiert. Analog zum DNA-Nachweis mit 

TBE-Puffer wurde für die RNA-Gelelektrophorese 0,5 x MOPS-Puffer (3- bzw. 4-

Morpholinepropanesulfonic acid) verwendet.  

 

 2.6 In situ-Hybridisierung (ISH) mit Digoxigenin-markierter Sonde 

 

Die ISH erlaubt eine direkte Aussage über die Lokalisation und Verteilung von Nukleinsäuren 

in biologischen Präparaten in situ, d.h. in Geweben, Zellen, Zellkernen und Chromosomen. So 

kann die gewebs- und zelltypspezifische Expression der mRNA von Proteinen, sowie der 

zeitliche Verlauf der Expression untersucht werden. Sie eignet sich zudem zur Identifizierung 

und Charakterisierung viraler und bakterieller Sequenzen und zur Geschlechtsbestimmung 

(Leitch et al. 1994, Wilkinson 1998). Das Prinzip der radioaktiven ISH, zur Lokalisation 

ribosomaler RNA-Sequenzen in Zellpräparationen, wurde erstmals 1969 publiziert (John et al. 

1969, Gall und Pardue 1969). Sie beruht auf dem Prinzip der molekularen Hybridisierung 

einzelsträngiger Nukleinsäuren (DNA und/oder RNA), wobei die RNA:RNA-

Hybridisierungen besonders stabil sind. Zum Nachweis der räumlichen Expression von 

mRNA im Gewebe werden RNase-frei gewonnene Gewebedünnschnitte benötigt. Es können 

Paraffinschnitte, Gefrierschnitte oder auch in Harze eingebettete Gewebeschnitte verwendet 

werden. Die Gensonde muss in ihrer Nukleinsäuresequenz komplementär zu der 

nachzuweisenden Nukleinsäure sein, d.h. eine RNA-Sonde ist der Gegenstrang zur mRNA im 

Gewebe bzw. entspricht dem codogenen Strang der DNA. RNA-Sequenzen können mit 

markierten DNA- oder RNA-Sonden nachgewiesen werden. Die optimale Länge einer Sonde 

für die ISH beträgt 100-300 Basen. Kürzere Sonden bilden weniger stabile 

Nukleinsäurepaare, während längere Sonden, insbesondere solche die größer als 1 kb sind, 

unter Umständen nur schlecht in das Gewebe eindringen können. Die Ergebnisse von 

Experimenten mit RNA-Sonden lassen sich besser überprüfen, jedoch sind sie empfindlicher 

gegen Nukleasen und müssen daher mit besonderer Sorgfalt behandelt werden. Weitere 

Vorteile von RNA-Sonden gegenüber DNA-Sonden sind die höhere Stabilität der RNA:RNA-

Hybride sowie die Möglichkeit zur Reduzierung von unspezifischen Hintergrundsignalen 

durch Einsatz von RNase A (Leitch et al. 1994). 
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Bei der Methode nach Mühlegger (1990) wird im Transkriptionsschritt cRNA mit 

Digoxigenin-markierten UTP-Nukleotiden hergestellt, die im Anschluss an die 

Hybridisierung immunhistochemisch mit Anti-Digoxigenin-Antikörpern nachgewiesen 

werden können. Bei Digoxigenin handelt es sich um ein Steroid, das aus Digitalis purpura und 

Digitalis lanata gewonnen wird. Da die Blüten und Blätter dieser Pflanzen die einzige 

natürliche Quelle von Digoxigenin darstellen, binden Digoxigenin-Antikörper sehr spezifisch. 

Die Antikörper werden mit alkalischer Phosphatase, Fluorescein bzw. Rhodamin behaftet, 

wodurch der Nachweis  in einer Färbereaktion möglich wird (Höltke und Kessler 1990).  

 

2.6.1 Herstellung von Nukleinsäuresonden 

 

Die Herstellung und Markierung der RNA-Sonden erfolgte durch eine in vitro-Transkription. 

Für den Transkriptionsschritt muss die DNA über eine Bindungsstelle für RNA-Polymerasen 

verfügen, einen Promotor. Bei einem Promotor handelt es sich um eine bestimmte 

Basenabfolge, an die sich die RNA-Polymerase zu Beginn der Transkription anlagert. Die für 

die Hybridisierung eingesetzte Sonde des Maus-AT2R wurde freundlicherweise von Herrn Dr. 

Podlich, vom Zentrum für Medizinische Forschung der Universität Mannheim, zur Verfügung 

gestellt. Das für die Überexpression des Maus-AT2R verantwortliche transgene DNA-

Konstrukt wurde dabei als Matrize für eine PCR, zur Gewinnung eines geeigneten  

Fragmentes mit hoher Spezifität, verwendet. Die hierfür gewählten flankierenden Sense- 

(5’GAGGCCCACACAAATGATCT3’) und Antisense- 

(5’GGGCATATGTTGCCAAACTC3’) Primer ergaben Fragmente einer Größe von 573 bp, 

korrespondierend mit 195 bp der Maus-AT2R-Sequenz und 387 bp der beta-Globin 

Polyadenylierungs-Sequenz. Das PCR-Fragment wurde anschließend als Insert in einen 

Vektor kloniert, der von den Promotoren mehrerer Bakteriophagen-RNA-Polymerasen 

flankiert wird (Abb. 2.3). Um eine gute Gewebepenetration während der Hybridisierung zu 

gewährleisten, wurde das Plasmid anschließend ungeschnitten in einer weiteren PCR 

amplifiziert. Die hierfür gewählten Sense- (5’GAGGCCCACACAAATGATCT3’) und 

Antisense- (5’GGCTGCCTATCAGAAGGTGG3’) Primer ergaben cDNA-Fragmente einer 

Größe von etwa 250 bp. Der T3-Promotor (5’AATTAACCCTCACTAAAGGG3’) wurde an 

das 5’ Ende der Reverse-Primer-Sequenz gehängt und in der PCR mitamplifiziert. Bei der 

anschließenden in vitro-Transkription diente dieser der T3-RNA-Polymerase als Matrize.  
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Abb. 2.3 Schematische Darstellung des Plasmids PCRmAT2glob, das ein PCR-Fragment der 

Maus-AT2R-Sequenz (195 bp) und der beta-Globin-Polyadenylierungs-Sequenz (387 bp) 

trägt. Zur Selektion enthält das Plasmid ein Ampicillinresistenz-Gen (Amp) und ein 

Kanamycinresistenz-Gen (Kan).  (SP6, HindIII(277), KpnI, SacI, BamHI(295), SpeI, Eco 

RI(326), EcoRI(917), EcoRV, NotI, XhoI(950), XbaI(962), ApaI(972), T7: Schnittstellen für 

Restriktionsenzyme, bp: Basenpaare, ori: Replikationsursprung, lacZ: β-Galactosidase-Gen, 

Plac: Promotor) 

 

Die für die Hybridisierung eingesetzten Sonden von  CYP11B1, CYP11B2 und des 

endogenen Ratten-AT2R wurden in der AG Peters hergestellt. Die vollständige cDNA des 

Ratten-AT2R wurde nach der Methode von Kambayashi als Insert in einen pcDNAI-Vektor 

kloniert (Kambayashi et al. 1993). Die Plasmide wurden anschließend mit Hind III und NOT I 

linearisiert und mittels SP6-RNA-Polymerase (Antisense) und T7-RNA-Polymerase (Sense) 

transkribiert. Um eine bessere Gewebepentration zu erreichen, wurde die Sonde durch 

alkalische Hydrolyse auf eine Länge von etwa 250 bp gekürzt (Peters et al. 2001). Die 

ß-Globin-PolyA 
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vollständige cDNA von CYP11B1 und CYP11B2 wurde mittels PCR aus Nebennieren von 

Ratten gewonnen. Nach Klonierung in Bluescript folgten weitere PCRs, um Fragmente zu 

gewinnen, die zwischen CYP11B1 und CYP11B2 diskriminieren (Peters et al. 1998). Die 

Sense-(5’GGGATGTCATCTCTGAGTATG3’) und Antisense-

5’GATTGCTGTCGTGTCAAC3’) Primer ergaben ein Fragment der Größe von 182 bp, 

korrespondierend mit den Nukleotiden 779 – 961 von CYP11B1 und ein Fragment von 185 

bp, korrespondierend mit den Nukleotiden 779 – 994 von CYP11B2 (Mukai et al. 1993). Die 

Fragmente wurden erneut in Bluescript kloniert, die Sequenzierung ergab eine Homologie 

von weniger als 70%. Nach Linearisierung der Plasmide erfolgte die Transkription mittels T3-

RNA-Polymerase (Peters et al. 2001). 

 

Die cDNA des PLZF-Gens wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit selbst aus Nebennieren 

von Ratten mittels PCR gewonnen. Die Auswahl der eingesetzten Primer erfolgte mit Hilfe 

von Datenbank- und Sequenzanalysen. Ausgewählte Genabschnitte wurden hinsichtlich ihrer 

Spezifität in der BLAST Online-Datenbank (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) genauer 

überprüft und von der Firma TIB MOLBIOL bezogen (TIB MOLBIOL Syntheselabor GmbH, 

Berlin). Für die PCR wurde der flankierende Sense 

(5’ACCGTAAGGCTCGATACCTCAAG3’) und Antisense-

(5’TCATCAAACTGTCCACTGCTGC3’) Primer gewählt. Der T3-Promotor  

(5’AATTAACCCTCACTAAAGGG3’) wurde an das 5’ Ende des Reverse Primers 

(Antisense) gehängt und in der PCR mitamplifiziert. Dieser diente der T3-RNA-Polymerase 

bei der in vitro-Transkription als Matrize. Die Optimierung der PCR zum Nachweis der 

PLZF-Expression wird im Ergebnisteil besprochen.  

 

2.6.2 Transkription mit Digoxigenin-11-UTP 

 

Durch in vitro-Transkription erfolgte die Herstellung von Sonden mit Digoxigenin-markierten 

Nukleotiden. Die verwendeten RNA-Polymerasen waren T3 für den Maus-AT2R, CYP11B1, 

CYP11B2 und PLZF sowie SP6 und T7 für den Ratten-AT2R. Für die in vitro-Transkription 

wurden folgende Lösungen in ein Mikrozentrifugengefäß auf Eis pipettiert: 

 

� 1 µg DNA 

� µl 10 x DIG RNA labeling Mix*           

� µl 10 x Transkriptionspuffer* 
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� 9 µl DEPC-H2O 

� µl RNA-Polymerase (T3, T7, SP6) 20 U/µl 

 

Nach dem Mischen der Substanzen und anschließender Zentrifugation erfolgte eine 

Inkubation bei 37°C für 2 Stunden. Anschließend wurden 2 µl RNase-freie DNase* und 2 µl 

DNase Puffer* dazugegeben und für weitere 30 min bei 37°C inkubiert. Dieser Schritt dient 

der Entfernung der Template-DNA und vermindert so Interferenzen bei der Hybridisierung.  

Anschließend wurden die RNA-Transkripte, durch Zugabe von 4 µl 3 M Natriumacetat und 

70 µl Ethanol (96%), für 24 Stunden bei -70°C gefällt. Nach 20-minütiger Zentrifugation mit 

13000 g bei 4°C wurde der Ethanol dekantiert und das entstandene Pellet für 20 min 

luftgetrocknet. Das Pellet wurde daraufhin in 50 µl RNase-freiem DEPC-H2O gelöst und 1 µl 

RNase-Inhibitor* zugesetzt. Dieser Ribonuklease-Hemmstoff soll die RNA vor dem Abbau 

durch kontaminierte Nukleasen schützen.  Im Anschluss daran wurde eine Agarose-

Gelelektrophorese durchgeführt und der RNA-Gehalt photometrisch bestimmt (Photometer, 

Genequant Pro, Amersham Biosciences, Freiburg). 

 

* = Transkriptionskit der Firma Roche (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland), DIG: 

Digoxigenin  

 

2.6.3 Verwendete Lösungen und Materialien 

 

Für die ISH wurde mit silanisierten Objektträgern der Firma Sigma gearbeitet (Sigma-Aldrich 

Chemie GmbH, München). Die Silanisierung bewirkt eine Beschichtung mit geladenen 

Gruppen, die die Bindung des Präparates unterstützt (Leitch et al. 1994). Die Deckgläser (18 

x 18 mm) wurden silikonisiert, um ein besseres Ablösen der Deckgläschen beim Waschschritt 

nach der Hybridisierung zu gewährleisten. Dazu wurden die Deckgläschen 5 min in  

Silikonlösung getaucht (Blue Slick, Serva, Heidelberg), 5 min in DEPC-H2O gewaschen und 

anschließend 5 min in 100%igem Ethanol entwässert. Im Anschluss daran wurden die 

Deckgläschen für eine Stunde auf Whatman-Filterpapier luftgetrocknet und in luftdichten 

Petrischalen gelagert. 

 

Die verwendeten PBS- (phosphate buffered saline) und SSC- (saline sodium citrate) 

Stammpuffer wurden mit DEPC-H2O angesetzt. Anschließend wurden alle Pufferlösungen 

autoklaviert. 
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Puffer 1: 100 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl pH 7,5 

Puffer 2:    100 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl pH 9,5 

Puffer 3:    100 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA pH 8 

SSC: NaCl, 15 mM Na-Citrat pH 7 

 

2 x Prähybridmix:      

 

� Tris-HCl 1 M pH 7,6 

� EDTA 0,5 M pH 8 

� NaCl 5 M 

� tRNA 100 mg/ml 

� Dehnhardts 50 x  

 

10 x Grundmix:         

 

� Tris-HCl 200 mM pH 7,6 

� EDTA 10 mM  pH 8  

� tRNA 5 mg/ml 

� Heringssperma-DNA 1 mg/ml 

� Dehnhardts 10 x  

 

Hybridmix:              

 

� Formamid 50% 

� Grundmix 1 x 

� NaCl 330 mM 

� DTT (Dithiothreitol) 200 mM 

� Dextransulfat 10% 
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2.6.4 Herstellung des biologischen Präparates 

 

Die bei -70°C eingefrorenen, unfixierten Gewebeproben wurden mit Hilfe eines Kryostat-

Mikrotoms (Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar, Deutschland), bei einer 

Umgebungstemperatur von -23,5°C, in 7 µm dünne Scheiben geschnitten. Anschließend 

wurden die Gewebeschnitte auf silanisierte Objektträger aufgebracht, für 3 min bei RT 

luftgetrocknet und in 4%igem Paraformaldehyd in 1 x PBS (pH 7,4) für 20 min auf Eis fixiert. 

Die hierfür verwendeten Glaswaren wurden zuvor mit RNase-Erase behandelt, mit DEPC-

H2O gespült und anschließend bei 60°C getrocknet.  Die Fixierung konserviert die 

Gewebestruktur durch Quervernetzung und begrenzt den weiteren Verlust von Nukleinsäuren. 

Der Grad der Fixierung ist umgekehrt proportional zur Durchlässigkeit der Sonde, das heißt 

eine stärkere Fixierung führt zu einer verminderten Permeabilität (Leitch et al. 1994). 

 

Zu Beginn der ISH wurden die Proben einer Vorbehandlung unterzogen, um eine 

unspezifische Hybridisierung der Sonde mit anderen Sequenzen als der Zielsequenz zu 

vermeiden und um unspezifische Wechselwirkungen mit Proteinen oder anderen 

Zellbestandteilen, die an die Sonde binden könnten, zu verhindern. Die Vorbehandlung 

erleichtert zudem das Eindringen der Sonde und der Nachweisreagenzien und stabilisiert die 

Zielsequenzen (Leitch et al. 1994). Dazu wurden die Schnitte dreimalig 5 min in PBS und 

zweimalig 5 min in RNase-freiem DEPC-H2O gewaschen. Im Anschluss daran erfolgte eine 

milde Entproteinierung in 0,1 M HCl für 10 min, gefolgt von zweimaligem Waschen für 5 

min in PBS. Nach 15 min Acetylierung mit 0,1 M Triethanolamin (pH 8,0) und zweimaliger 

Zugabe von 250 µl Essigsäureanhydrid, zur Verhinderung unspezifischer Bindung der Sonde, 

wurden die Gewebe zweimalig 5 min in PBS gewaschen. Hiernach folgte eine schrittweise 

Dehydrierung in einer aufsteigenden Alkoholreihe für jeweils 7,5 min in 70%igen, 80%igen 

und 95%igen Ethanol auf Eis.  

 

2.6.5 Prähybridisierung und Hybridisierung 

 

Nach der Dehydrierung in Ethanol wurden die Gewebeschnitte für 20 min bei RT 

luftgetrocknet. Die Hybridisierungskammer wurde mit Whatman Filterpapierstreifen 

ausgelegt und mit einer Lösung aus 50%igem Formamid und 330 mM NaCl befeuchtet. Die 

Prähybridisierung dient der Vorbereitung des Gewebes auf die Hybridisierung. Die Zellen 

werden für die Sonde durchlässig gemacht und unspezifische Bindungen mit Heringssperma-
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DNA abgedeckt. Das Prähybridmix wurde zu 50% mit Formamid verdünnt und 100 µl pro 

Gewebeschnitt aufgetragen, so dass diese vollständig bedeckt waren. Danach folgte eine 

Inkubation bei 42°C für eine Dauer von 2 Stunden. Formamid senkt die notwendige 

Hybridisierungstemperatur, welche üblicherweise für eine ISH von RNA:RNA-Hybriden 20-

25°C unterhalb der Schmelztemperatur  liegt, also bei etwa 50-55°C. Die Hybridisierung kann 

so bei Temperaturen durchgeführt werden, die das Gewebe nicht schädigen. Zusätzlich wirkt 

sich Formamid auch günstig auf die Stringenz, also die Anzahl korrekt gepaarter Basenpaare, 

aus. 

 

Das Hybridmix  wurde jeweils neu angesetzt. Zunächst wurde die Sonde, mit einer 

Endkonzentration von 10 ng/µl, in Formamid gelöst und für 3 min bei 95°C denaturiert. Die 

Sonde wurde anschließend auf Eis gekühlt. Das Prähybridmix wurde abgesaugt und 20 µl 

Hybridmix pro Gewebeschnitt auf die Objektträger aufgetragen, die diese vollständig 

bedeckten. Um die Gewebe vor Verunreinigung zu schützen und eine gleichmäßige 

Verteilung zu gewährleisten, wurden die Gewebeschnitte mit silikonisierten Deckgläschen 

versehen. Das zur Hybridisierung verwendete Dextransulfat dient einer ungefähren 

Verdreifachung der Geschwindigkeit der Hybridisierungsreaktion. Es bildet eine Matrix in 

der Hybridisierungslösung, so dass die Sonde lokal konzentriert wird, ohne die Stringenz zu 

beeinflussen. Die Gewebeproben wurden anschließend in der Hybridisierungskammer bei 

42°C für 16 Stunden inkubiert. Nach der Hybridisierungreaktion wurden die Gewebschnitte in 

einer Küvette im 42°C heißen Wasserbad und anschließend bei RT, folgenden Waschschritten 

unterzogen: 

  

� 1 x 30 min in 2 x SSC ohne Formamid 

� 2 x 30 min in 1 x SSC in 50% Formamid 

� 1 x 30 min in 0,5 x SSC in 50% Formamid  

 

Bei RT: 

 

� 2 x 10 min in 0,5 x SSC ohne Formamid 

� 1 x 10 min in 0,2 x SSC ohne Formamid 

 

Die Waschschritte dienen dazu, locker gebundene Sonden zu entfernen, so dass  nur nahezu 

perfekt gepaarte Hybridmoleküle übrig bleiben (Leitch et al. 1994). Nach dem Waschschritt 
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wurden die Gewebe 10 Minuten in Puffer 1 bei RT equilibriert. Im Anschluss folgte der 

immunhistologische Nachweis. 

 

2.6.6 Immunhistochemischer Nachweis der Digoxigenin-markierten Sonden 

 

Blocklösung: 

 

1%ige Blockreagenz von Roche bei 60°C in Puffer 1 gelöst und  nach Abkühlung mit 

0,5%igem BSA (bovines Serumalbumin) versetzt.  

 

Entwicklungsreagenz: 

 

� 1 ml 10 x Puffer 2                           

� 200 µl  NBT/BCIP Stammlösung bestehend aus  

� 18.75 mg/ml NBT (Nitroblautetrazoliumchlorid) 

� 9.4 mg/ml BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate, Toluidin-Salz) in 

67% DMSO (Dimethylsulfoxid)  

� ad 10 ml H20                                      

 

Nach Absaugen der Pufferlösung wurden auf jeden Gewebeschnitt  200 µl Blocklösung 

aufgetragen und für 30 min bei RT inkubiert. Nach der Inkubation wurden pro Gewebeschnitt 

50 µl eines, an alkalischer Phosphatase (AP) gekoppelten, Anti–Digoxigenin–Antikörpers 

(Boehringer Mannheim GmbH) aufgetragen. Der Antikörper wurde in Blocklösung 1:500 

verdünnt verwendet. Nach 2 Stunden Inkubation bei RT folgte eine Inkubation bei 4°C über 

Nacht. Anschließend wurden die Gewebe zweimal mit Puffer 1 für jeweils 15 min 

gewaschen. Nach 2-minütiger Equilibrierung in Puffer 3 wurden pro Gewebeschnitt 50 µl 

AP–Entwicklungsreagenz aufgetragen und diese sofort lichtgeschützt in der mit Puffer 1 

befeuchteten Hybridisierungskammer gelagert. Nach Inkubation der Gewebe bei 4°C für etwa 

24 – 48 Stunden und erkennbarer Farbreaktion wurde der Entwicklungsvorgang mit Hilfe von 

Puffer 3, unter Zugabe von EDTA, für alle Gewebeschnitte gestoppt. Nach 5-minütigem 

Waschen in PBS wurden die Gewebeschnitte in Glyerinpuffer eingedeckelt und im 

Kühlschrank bei 4°C gelagert. Die Auswertung der Gewebeschnitte erfolgte am 

Lichtmikroskop. 
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2.7 Immunhistochemische Bestimmung der Expression von Ki-67 

 

Ki-67 ist ein Zellkernprotein, das 1983 von Gerdes und Mitarbeitern entdeckt und genauer 

charakterisiert wurde. Es kann während der G1-, S-, G2- und M-Phase, aber nicht in der G0- 

bzw. Ruhe-Phase des Zellzyklus nachgewiesen werden und ist somit bei der Teilung von 

Zellen immer vorhanden. Es kann daher als Marker für den Anteil proliferierender Zellen an 

der Gesamtpopulation verwendet werden (Endl und Gerdes 2000). Die Expression von Ki-67 

erfolgt während der Mitose. Sie beginnt in der Mitte der G1-Phase, die Expression steigt im 

Laufe der Synthese- und G2-Phasen an und erreicht ihren Höhepunkt in der Mitose-Phase 

(Gerdes et al. 1984; Sasaki et al. 1987). Mit dem Ende der Mitose-Phase erfolgt ein rascher 

Abbau, mit einer Halbwertszeit von weniger als einer Stunde (Bruno und Darzynkiewicz 

1992). Das Kernantigen Ki-67 findet sich dabei nicht nur in humanem Gewebe, sondern auch 

in gesunden und neoplastischen Geweben zahlreicher Säugetierspezies, wie z.B. bei Rindern, 

Schafen, Kaninchen, Ratten, Katzen, Hunden und Pferden (Falini et al. 1989). 

 

Zur immunhistochemischen Untersuchung von Ki-67 wurden Gewebeschnitte wie für die ISH 

angefertigt. Direkt nach dem Schneiden mittels Kryostat-Mikrotoms wurden die 

Gewebeschnitte unfixiert für 30 min bei RT getrocknet. Es folgte eine einstündige Inkubation 

bei RT mit einer Mischung aus 2%igem BSA, 1%igem FCS (Fetal Calve Serum) und 

0,15%igem Triton in PBS (pH 7,4). Triton wurde dabei erst kurz vor der Inkubation 

hinzugegeben, da es als Detergenz die Proteine im Puffer denaturiert und die Lösung nicht 

haltbar ist. Anschließend wurden die Gewebeschnitte mit dem ersten Antikörper (Ki-67, 

Konzentration: 1:100, in PBS/BSA 2% gelöst) für 3 Stunden bei RT inkubiert. Zum Nachweis 

des Proteins wurde der monoklonale Antikörper MIB-1 (Molecular Immunology Borstel-1) 

eingesetzt. Nach dreimaligem Waschen für 5 min in PBS folgte eine 45-minütige Inkubation 

mit dem Cy3-markierten (Indocarbocyanin) zweiten Antikörper (Konzentration: 1:600, in 

PBS ohne BSA gelöst) bei RT. Die Inkubation erfolgte lichtgeschützt, da der 

fluoreszenzmarkierte Antikörper (Cy3) lichtempfindlich ist. Cy3 weist ein 

Absorptionsmaximum bei 553 nm und ein Emissionsmaximum bei 575 nm auf. Nach einem 

erneuten Waschschritt wurden die Gewebeschnitte mit 50 µl PBS/Glycerin pro Objektträger 

eingedeckelt. Die Auswertung der Gewebeschnitte erfolgte am 

Auflichtfluoreszenzmikroskop. 
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2.8 Statistische Auswertungen 

 

Die Experimentaldaten wurden als arithmetischer Mittelwert + Standardfehler des 

Mittelwertes (SEM) angegeben.  

 

SEM = Sn-1/√n 

 

Der SEM aus der Standardabweichung (Sn-1) und der Anzahl der Tiere (n) ist in den 

Abbildungen als vertikaler Fehlerbalken gekennzeichnet. Die statistische Signifikanz wurde 

mit dem t-test für verbundene und unverbundene Stichproben geprüft, wobei lediglich p-

Werte von <0,05 als statistisch signifikant akzeptiert wurden. In den Abbildungen wurden 

signifikante Unterschiede mit einem Sternchen (*) markiert. 
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3. ERGEBNISSE 

 

3.1 Charakterisierung der AT2R-Expression in der Nebenniere 

 

Ein grundlegendes Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung einer ISH zur Charakterisierung 

der AT2R-Expression in den Nebennieren transgener Ratten mit überexprimierten Maus-

AT2R. Es wurden 4 Linien des Stammes TGRCXmAT2R (199, 215, 235, 238) generiert, die 

unter Kontrolle eines Cytomegalievirus/chicken-beta-actin-Promotors Maus-AT2R in 

verschiedenen Geweben überexprimieren. Eine im Vorfeld dieser Arbeit durchgeführte 

Northern Blot-Untersuchung zeigte eine starke Expression von Maus-AT2R-mRNA in der 

Nebenniere, Niere, Lunge, im Herz, Skelettmuskel und in Gefäßen der transgenen Ratten 

TGRCXmAT2R (Abb. 3.1). Das in dieser Arbeit beschriebene Tierexperiment wurde mit 

transgenen Ratten der Linie 235 durchgeführt.  

 

 

 

Abb. 3.1 Northern Blot-Untersuchung. Nachweis von Maus-AT2R-mRNA in transgenen 

Ratten TGRCXmAT2R. Als Negativkontrolle wurde Nierengewebe von Wild-Typ-Ratten 

(WT) untersucht. GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate Dehydrogenase, housekeeping Gen 
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3.1.1 Nachweis von Ratten-AT2R-mRNA durch ISH 

 

Zunächst wurden Digoxigenin-markierte Nukleinsäuresonden gegen den endogenen Ratten-

AT2R und den transgenen Maus-AT2R hergestellt. Beim positiven Nachweis von mRNA zeigt 

sich in der nichtradioaktiven ISH, mit AP-markiertem Digoxigenin-Antikörper und 

NBT/BCIP als Substrat, ein im Zytoplasma lokalisiertes dunkles Signal. Die Expression des 

endogenen AT2R wurde zunächst an SD-Ratten untersucht. Die ISH mit der Sonde gegen den 

Ratten-AT2R ergab nach etwa 24 Stunden Inkubation ein positives Signal (Abb. 3.2). Es 

zeigte sich eine leichte Anfärbung der ersten zwei bis drei subkapsulären Zellreihen 

entsprechend der ZG sowie vereinzelter Zellen im Nebennierenmark. Keine Anfärbung zeigte 

sich hingegen in den Zellen der ZF, ZR und im Bereich der Nebennierenkapsel, als Zeichen 

einer hohen Spezifität der Reaktion. Ein ähnliches Expressionsmuster sahen wir bei den 

transgen negativen Ratten der Linie 235. Auch hier war die Expression beschränkt auf die 

ersten subkapsulären Zellreihen und die Medulla. Dieses Verteilungsmuster entspricht den 

aus der Literatur bekannten Lokalisationen für den endogenen AT2R bei Ratten. Demnach 

weist die Sonde bei nicht transgenen Ratten keine Kreuzreaktion auf, die ausgewählte 

Gensequenz ist somit spezifisch für den AT2R.  
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Abb. 3.2 In situ-Hybridisierung. Nachweis von Ratten-AT2R-mRNA in der Nebenniere von 

Sprague-Dawley-Ratten: Repräsentative Gewebeschnitte aus n = 10 Nebennieren. a: AT2R-

Expression in der Zona Glomerulosa (obere Pfeile) und Medulla (untere Pfeile), Balken = 80 

µm; b: AT2R-Expression in der Zona Glomerulosa (Pfeile), Balken = 20 µm; c: AT2R-

Expression in der Medulla (Pfeile), Balken = 20 µm 

 

 

 

 

 

a b 

c 
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3.1.2 Nachweis von Maus-AT2R-mRNA durch ISH 

 

Der Nachweis von mRNA stellt sich in der ISH als dunkle zytoplasmatische Anfärbung dar. 

Die ISH mit der Sonde gegen den Maus-AT2R zeigte bei den transgenen Ratten jedoch eine 

Anfärbung der Zellkerne (Abb. 3.3).  

 
 

 
 
 

Abb. 3.3 In situ-Hybridisierung. Zellkernfärbung beim Nachweis von Maus-AT2R-mRNA in 

transgenen Ratten (Pfeil). Repräsentativer Gewebeschnitt des Nebennierenkortex aus n = 6 

Nebennieren. Balken = 10 µm 

 

In Bezug auf die zonale Gliederung der Nebenniere sahen wir bei den transgenen Ratten 

TGRCXmAT2R 235 eine starke Anfärbung des gesamten Nebennierenkortex, mit weitgehend 

homogener Verteilung von Maus-AT2R-mRNA (Abb. 3.4). Stellenweise erschien die ZG 

stärker angefärbt, dieser Effekt entsteht aber eher aufgrund der höheren Zelldichte, als durch 

ein stärkeres Signal pro Zelle. Die Nebennierenkapsel blieb auf allen Gewebeproben negativ 

für mRNA, auch nach Verlängerung der Färbereaktion. Hierdurch zeigt sich, wie niedrig bei 

der gewählten Stringenz das Hintergrundsignal ist. Die Untersuchung der Medulla ergab 

ebenfalls ein positives Signal für Maus-AT2R-mRNA, jedoch waren hier deutlich weniger 

Zellen positiv als im Nebennierenkortex. Zum Teil wird dieser Eindruck verstärkt durch die 

aufgelockerte Architektur in der Medulla. Die Färbereaktion wurde auf allen Gewebeschnitten 

nach 24 Stunden abgestoppt, es trat überall eine Anfärbung der Zellkerne auf.  
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Abb. 3.4 In situ-Hybridisierung. Nachweis von Maus-AT2R-mRNA in der Nebenniere von 

transgenen Ratten TGRCXmAT2R 235. Repräsentative Gewebeschnitte aus n = 6 

Nebennieren. a: Nebennierenkortex mit Zona Glomerulosa (Pfeile), Balken = 80 µm; b: Zona 

Glomerulosa, Balken = 20 µm; c: Zona Retikularis (obere Pfeile), Medulla (untere Pfeile), 

Balken = 20 µm 

 

Bei der Untersuchung der SD-Ratten und der nicht transgenen Ratten von Linie 235 in der 

ISH, zeigte sich auf allen Gewebeschnitten ein negatives Signal für Maus-AT2R-mRNA 

(Abb. 3.5, 3.6). Das bedeutet, dass die hergestellte Gensonde gegen den transgenen Maus-

a b 

c 
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AT2R keine Kreuzreaktion mit dem endogenen Ratten- AT2R aufweist. Die ausgewählte 

Gensequenz ist demnach spezifisch für den Maus-AT2R.  

 

 

   
 

 
 

 

Abb. 3.5 In situ-Hybridisierung. Negatives Signal für Maus-AT2R-mRNA in der Nebenniere 

von Sprague-Dawley-Ratten und transgen negativen Ratten der Linie 235. Repräsentative 

Gewebeschnitte aus n = 10 Nebennieren. a: Nebennierenkortex mit Zona Glomerulosa, 

Balken = 80 µm; b: Zona Glomerulosa, Balken = 20 µm; c: Medulla, Balken = 20 µm 

 

 
 
 

a b 

c 
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Abb. 3.6 In situ-Hybridisierung. Sonde gegen Maus-AT2R-mRNA im Nebennierenkortex von 

transgen negativen (a) und transgen positiven Ratten TGRCXmAT2R 235 (b). Repräsentative 

Gewebeschnitte aus n = 10 Nebennieren. a: transgen negative Ratte, Balken = 40 µm; b: 

TGRCXmAT2R, Balken = 40 µm 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

a b 



Kapitel 3                                                                                                                                                     Ergebnisse 

 

 
51 

3.1.3 Differenzierung zwischen Ratten-AT2R und Maus-AT2R 

 

Bei der Untersuchung der Nebennieren der transgenen Ratten TGRCXmAT2R 235 zeigte sich 

in der ISH mit der Sonde gegen den endogenen Ratten-AT2R eine starke Anfärbung des 

gesamten Nebennierenkortex sowie der Medulla (Abb. 3.7). Das Verteilungsmuster mit der 

Ratten-AT2R-Sonde ähnelte dabei dem Muster mit der Maus-AT2R-Sonde. Zudem ließ sich, 

wie bei der Gensonde gegen den Maus-AT2R, eine Anfärbung von Zellkernen erkennen. 

Dieses Ergebnis spricht dafür, dass die Sonde gegen den endogenen Ratten-AT2R 

unspezifisch ist und mit der Maus-AT2R-mRNA  kreuzreagiert, was angesichts der 

Homologie beider  Rezeptoren auch zu erwarten war. Es konnte demnach in transgenen 

Ratten nicht zwischen Ratten-AT2R-mRNA und Maus-AT2R-mRNA differenziert werden. 

Demzufolge war es auch nicht möglich, die Expression des endogenen Ratten-AT2R in den 

Nebennieren transgener Ratten mittels ISH zu untersuchen.  

 

Die ISH mit der Sonde gegen Maus-AT2R-mRNA und dem daran gekoppelten beta-Globin-

Polyadenylierungs-Fragment erbrachte ein positives Signal für mRNA in den 

Nebennierenzellen transgener Ratten TGRCXmAT2R 235, nicht jedoch bei den SD-Ratten 

(Abb.3.6). Dies lässt die Schlussfolgerung zu, dass die Maus-AT2R-Sonde spezifisch für den 

Maus-AT2R detektiert und somit keine Kreuzreaktion mit dem Ratten-AT2R besteht. 

Demnach war es durch die ISH möglich, die Expression des Maus-AT2R in den Nebennieren 

transgener Ratten getrennt von der Expression des endogenen Ratten-AT2R zu beschreiben.  

 

In Zusammenschau der Expressionsergebnisse und in Hinblick auf die Zellkernfärbung beim 

Nachweis von Maus-AT2R-mRNA in transgenen Ratten ergab sich nun folgende 

Fragestellung.  

 

1. Führt die Transgenexpression letzlich auch zur Translation eines funktionsfähigen 

Rezeptorproteins? 

2. Sind die zellmembranständigen Rezeptoren vermehrt vorhanden? 

 

In Vorarbeit zur ISH wurden im Zentrum für Medizinische Forschung der Universität 

Mannheim, Rezeptorbindungsstudien zur Verifizierung und Quantifizierung der Maus-AT2R-

Überexpression durchgeführt.  Die Daten wurden uns freundlicherweise für diese Arbeit zur 
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Verfügung gestellt und sollen im Folgenden  als Teil dieser Arbeit zur Interpretation der 

Ergebnisse herausgestellt werden.  

 

 

  
 

 
 

 

Abb. 3.7 In situ-Hybridisierung. Sonde gegen Ratten-AT2R-mRNA in der Nebenniere von 

transgenen Ratten TGRCXmAT2R 235. Repräsentative Gewebeschnitte aus n = 6 

Nebennieren. a: Nebennierenkortex mit Zona Glomerulosa (obere Pfeile) und Medulla (untere 

Pfeile), Balken = 80 µm; b: Zona Glomerulosa (Pfeile), Balken = 20 µm; c: Medulla (untere 

Pfeile) und Anschnitt der Zona Retikularis (obere Pfeile), Balken = 20 µm 

 

 

a b 

c 
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3.1.4 AT1- und AT2-Rezeptorbindungsstudien  

 

Die Untersuchung der AT1R- und AT2R-Bindungstellen wurde an kompletten Nebennieren 

und an Nebennierenkapseln mit der daran haftenden ZG durchgeführt.  Die Sättigungsanalyse 

erfolgte mit dem radioaktiv markierten Liganden 125I-[Sar1-Ile8]-ANGII, als ATR-

Antagonisten wurde CV11974 und PD123319 verwendet.  

 

Die Nebennieren von WT-Ratten wiesen eine AT2R-Dichte von 0,25 + 0,17 pmol/mg (Bmax) 

und eine AT1R-Dichte von 0,42 + 0,28 pmol/mg (Bmax) auf. Der AT2R macht hier demnach 

einen Gesamtanteil von 37,5 + 0,4% aus. Bei den transgenen Ratten TGRCXmAT2R 235 

zeigte sich hingegen eine 6-fach höhere AT2R-Dichte (Bmax: 1,53 + 0,32 pmol/mg), die AT1R-

Dichte betrug 0,49 + 0,26 pmol/mg (Bmax). Dies entspricht einer 5,8-fachen Erhöhung der 

AT2R/AT1R-Ratio gegenüber den WT-Ratten. Dementsprechend dominiert der AT2R mit 

76,6 + 6% in der Nebenniere transgener Ratten. Bei der Expression des AT1R konnten keine 

signifikanten Unterschiede zwischen den Ratten vom WT und TGRCXmAT2R 235 gefunden 

werden. Beim Vergleich der transgenen Linien TGRCXmAT2R 199 und 235 zeigte sich bei 

beiden eine signifikant erhöhte AT2R-Dichte (Bmax) gegenüber den Kontrolltieren ohne 

überexprimierten AT2R (Abb. 3.8). 

 

 

Abb. 3.8 AT2R-Überexpression in der Nebenniere von TGRCXmAT2R 199 und 235. 

Kompetitive Rezeptorbindungsstudie. ATR: Angiotensin II Rezeptor, TG = Transgen, **: 

p<0,001 
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Die Untersuchung der Nebennierenkapseln mit der daran haftenden ZG, ergab eine 4-fach 

höhere ATR-Gesamtdichte gegenüber den kompletten Nebennierengeweben bei den WT-

Ratten (Abb. 3.9). Im Vergleich zu den transgenen Ratten TGRCXmAT2R 235 war die ATR-

Gesamtdichte jedoch signifikant niedriger. Die Analyse der AT1R-Dichte erbrachte auch hier 

keine signifikanten Unterschiede zwischen den Tiergruppen. Hingegen zeigte sich eine 

signifikant, um das 3,1-fache erhöhte AT2R-Dichte bei den transgenen Ratten. Dies entspricht 

einer 2,7-fachen Erhöhung der AT2R/AT1R-Ratio gegenüber den WT-Ratten. Der Anteil des 

AT2R an der ATR-Gesamtdichte in der ZG betrug somit 25 % beim WT und 46 % bei den 

transgenen Ratten TGRCXmAT2R 235. 

 

 

 

 

 

Abb. 3.9 AT2R-Überexpression in der Zona Glomerulosa von transgenen Ratten. Kompetitive 

Rezeptorbindungsstudie mit 125I-[Sar1-Ile8]-ANGI, CV11974 und PD123319. a: ATR-

Gesamtdichte (Bmax) in TGRCXmAT2R 235 (n = 8) und Ratten vom Wild-Typ (WT, n = 6). 

b: Verhältnis AT2R-Dichte (Bmax) zu AT1R-Dichte (Bmax).  * p<0.05, ** p<0,001 vs. WT  
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3.2 Beeinflussung der Plasmakonzentrationen von Renin, Aldosteron und Kortikosteron 

durch AT 2R-Überexpression  

 

Die Etablierung des transgenen Tiermodells und das zweiwöchige Tierexperiment wurden im 

Zentrum für Medizinische Forschung der Universität Mannheim durchgeführt. Die Messung 

der Plasmakonzentrationen von Renin, Aldosteron und Kortikosteron erfolgte in der AG 

Peters. Das Ziel der Untersuchung war es zu klären, inwiefern eine Überexpression von AT2R 

in der Nebenniere von Ratten zu einer Beeinflussung der Komponenten des Plasma-RAS 

führt. Die Messungen erfolgten basal, dass heißt zu Beginn des Tierversuches sowie 7 und 13 

Tage nach Behandlung mit ANGII bzw. NaCl. Die transgenen Ratten wurden ausschließlich 

mit ANGII behandelt, da aufgrund der geringen Tieranzahl keine Vergleichsgruppe gestellt 

werden konnte. Unter Gabe gleich hoher Mengen ANGII war so ein Vergleich zwischen den 

Tiergruppen möglich.  

 

Tab. 3.1 Plasmakortikosteronkonzentrationen von transgenen Ratten TGRCXmAT2R 235 

(235-ANGII) und SD-Ratten (SD-ANGII) unter Behandlung mit ANGII.  

 

 

 

SD-ANGII 235-ANGII  

 Tag 
 (n = 6)  (n = 6) 

140+101,1 253+91,8 

203,8+165,8 216,7+64,7 

 

PKK 

(ng/ml) 

1 

 

7 

 

13 316,2+107,2 307,5+96,9 

Die Daten sind Mittelwerte mit Standardabweichungen. SD: Sprague-Dawley 

PKK: Plasmakortikosteronkonzentration, *: SD-ANGII Tag 7 vs. Tag 13 p<0,05 (0,0256), 

235-ANGII Tag 7 vs. Tag 13 p<0,05 (0,03), SD-ANGII Tag 1 vs. 235-ANGII Tag 1 p<0,05 

(0,0022) 
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Tab. 3.2 Plasmarenin- und Plasmaaldosteronkonzentrationen von transgenen Ratten 

TGRCXmAT2R 235 (235-ANGII) und WT-Ratten unter Behandlung mit ANGII. 

 

 

 

 

 

 

 

SD-NaCl WT235-NaCl SD-ANGII 235-ANGII  

 Tag NaCl 

(n = 4) 

NaCl 

(n = 3) 

ANGII 

(n = 6) 

ANGII 

(n = 6) 

89.9+32 19.1+9.6* 71.8+40.7 29.4+12.9* 

42.7+14.3* 22.5+8.5 3.4+7.6* 15.9+14.7 

 

PRK 

(ng ANGI/ 

ml/h 

1 

 

7 

 

13 30.9+4 18.8+3.1 0.1+0.2 0* 

140.8+72.1 131.8+36.8 124.8+83.2 279+105.4* 

128.2+111.3 153.1+35.1 912.7+482* 1464.7+771.5* 

 

PAK 

(pg/ml) 

1 

 

7 

 

13 213.2+44 136.1+56.7 2795.5+343.1* 4416.6+1710.7* 

Die Daten sind Mittelwerte mit Standardabweichungen. WT: Wild-Typ, SD: Sprague-Dawley 

PRK: Plasmareninkonzentration, *: 235 Tag 0 vs. SD Tag 0 p<0,005 (p=0,0014), SD-NaCl 

nach 7 Tagen vs. SD-NaCl basal  p<0,05, SD-ANGII basal vs. SD-ANGII nach 7, 13 Tagen 

p<0,01, 235-ANGII n. 13 Tagen vs. basal 235-ANGII p<0,005 

PAK: Plasmaaldosteronkonzentration, *: SD-ANGII Tag 0 vs. SD-ANGII Tag 7 p<0,025, 

SD-ANGII Tag 7 vs. SD-ANGII Tag 13 p<0,0005, 235-ANGII Tag 0 vs. WT235-NaCl Tag 0 

p<0,05, 235-ANGII Tag 0 vs. 235-ANGII Tag 7 p<0,03, 235-ANGII Tag 7 vs. 235-ANGII 

Tag 13 p<0,01 
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SD-NaCl versus WT235-NaCl 

 

Die Ratten dieser beiden Gruppen erhielten 13 Tage lang physiologische Kochsalzlösung über 

eine osmotische Minipumpe. Die Bestimmung der basalen PRK ergab signifikant höhere 

Werte bei den SD-Ratten gegenüber den WT-Ratten der Linie 235 (Abb. 3.10). Bei der 

zweiten Messung nach 7 Tagen zeigte sich eine signifikante Abnahme der PRK um etwa 50 

% in der SD-NaCl-Gruppe gegenüber den basalen Werten. Nach 13 Tagen lag der PRK-

Mittelwert in der SD-NaCl-Gruppe noch etwas niedriger, allerdings lag diese Veränderung 

außerhalb des Signifikanzniveaus. Die PRK in Gruppe WT235-NaCl blieb hingegen weitgend 

konstant. Bei der Bestimmung der basalen PAK zeigten sich vergleichbar niedrige 

Ausgangswerte in beiden Gruppen (Abb.3.11). Die weiteren Messungen nach 7 bzw. 13 

Tagen ergaben keine signifikanten Veränderungen gegenüber den basalen Werten. Aldosteron 

war durchgehend in relevanten Mengen nachweisbar. 

 

SD-NaCl versus SD-ANGII  

 

Die Ratten der SD-ANGII-Gruppe erhielten 13 Tage lang ANGII über die osmotische 

Minipumpe. Es handelt sich um einen bekannten Effekt, dass die Stimulation des AT1R durch 

ANGII zu einer Supprimierung der Reninfreisetzung führt. Bei einer Ratte der SDANGII-

Gruppe zeigte sich jedoch weder eine Abnahme der PRK, noch eine Zunahme der PAK, 

weshalb eine fehlerhafte Applikation von ANGII  via Minipumpe vermutet wurde. Die 

Messungen der Plasmaparameter nach 7 bzw. 14 Tagen dieser Ratte wurden folglich nicht in 

die statistische Auswertung einbezogen. Die basale PRK lag bei beiden Gruppen vergleichbar 

hoch. Nach 7 Tagen ANGII kam es zu einer signifikanten Abnahme der PRK um mehr als das 

20-fache gegenüber den basalen Werten. Nach 13 Tagen ANGII-Gabe lag die PRK im gerade 

noch nachweisbaren Bereich. Auch in der SD-NaCl-Gruppe konnte nach 7 Tagen eine 

signifikante Abnahme der PRK, hier allerdings nur um etwa 50 % gegenüber den basalen 

Werten gemessen werden. Ein Effekt der ANGII-Behandlung besteht darin, durch 

Supprimierung der Reninproduktion die endogene ANGII-Produktion zu unterdrücken. Erst 

dadurch wird es möglich, vergleichbare ANGII-Konzentrationen bei den Ratten zu erreichen. 

Nach 7-tägiger ANGII-Stimulation zeigte sich in der SD-ANGII-Gruppe ein signifikanter 

Anstieg der PAK um das 7,3-fache. Die Messung nach 13 Tagen ergab erneut einen 

signifikanten Anstieg der PAK gegenüber der letzten Messung um das 3-fache. In Gruppe 

SD-NaCl kam es wie erwartet zu keinem signifikanten Anstieg der PAK. 



Kapitel 3                                                                                                                                                     Ergebnisse 

 

 
58 

SD-ANGII versus 235-ANGII 

 

Beide Gruppen erhielten 13 Tage lang ANGII. Die Untersuchung der basalen PRK ergab 

signifikant niedrigere Ausgangswerte in Gruppe 235-ANGII gegenüber den SD-Ratten. Bei 

der zweiten Messung nach 7 Tagen zeigte sich, entsprechend dem aus der Literatur bekannten 

Effekt, eine Abnahme der PRK um etwa 50% in Gruppe 235-ANGII und etwa 95% in  

Gruppe SD-ANGII gegenüber der basalen PRK. Nach 13-tägiger ANGII-Gabe kam es in 

beiden Gruppen zu einer weiteren signifikante Abnahme der PRK bis unterhalb der 

Nachweisgrenze.  

Bei der Auswertung der basalen PAK fielen um das 2-fache höhere Ausgangswerte in Gruppe 

235-ANGII auf. Zu diesem Zeitpunkt hatten die Ratten noch kein exogen zugeführtes ANGII 

erhalten. Nach 7-tägiger Stimulation mit ANGII zeigte sich ein signifikanter Anstieg der PAK 

um das 5-fache in Gruppe 235-ANGII und das 7-fache in Gruppe SD-ANGII gegenüber den 

basalen Werten. Die Messung nach 13 Tagen ergab einen weiteren signifikanten Anstieg der 

PAK um das 3-fache in beiden Gruppen gegenüber der letzten Messung. Die höchsten PAK 

konnten auch am Ende des Tierversuches in Gruppe 235-ANGII gemessen werden, allerdings 

war der Unterschied zu Gruppe SD-ANGII nicht signifikant.   

Bezüglich der Plasmakortikosteronkonzentration (PKK) zeigte sich ein basal signifikant 

niedrigerer Ausganswert in Gruppe SD-ANGII (Abb. 3.12).  Nach 7 Tagen und auch nach 13 

Tagen ANGII-Gabe sahen wir einen leichten, aber signifikanten Anstieg der PKK in Gruppe 

SD-ANGII. In Gruppe 235-ANGII konnte nach 13 Tagen ANG-Gabe ebenfalls ein leichter, 

aber signifikanter Anstieg der PKK gegenüber der Plasmakonzentration von Tag 7 beobachtet 

werden. Im direkten Vergleich von transgenen und SD-Ratten ließen sich nach ANGII-Gabe 

keine signifikant unterschiedlichen PKK messen.  
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Abb. 3.10 Plasmareninkonzentrationen (PRK) in transgenen Ratten (235-ANGII) und Ratten 

vom Wild-Typ (SD-NaCl, WT235-NaCl, SD-ANGII) nach Behandlung mit ANGII bzw. 

NaCl. Die Daten entsprechen Mittelwerten mit Standardabweichungen. *: p<0,05, **: 

p<0,005, n.n.: nicht nachweisbar 
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Abb. 3.11 Plasmaaldosteronkonzentrationen (PAK) in transgenen Ratten (235-ANGII) und 

Ratten vom Wild-Typ (SD-NaCl, WT235-NaCl, SD-ANGII) nach Behandlung mit ANGII 

bzw. NaCl. Die Daten entsprechen Mittelwerten mit Standardabweichungen. *: p<0,05 vs. 

WT235-NaCl, #: p<0,05, ##: p<0,005, n.n.: nicht nachweisbar 
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Abb. 3.12 Plasmakortikosteronkonzentrationen (PKK) in transgenen Ratten (235-ANGII) und 

SD-Ratten (SD-ANGII) nach Behandlung mit ANGII. Die Daten entsprechen Mittelwerten 

mit Standardabweichungen. *: p<0,05 vs. SD-ANGII, #: p<0,05 vs. 7 Tage 
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3.3 Untersuchung der steroidogenen Aktivität der Nebenniere mittels ISH 

 

Mit dieser Untersuchung sollte hautsächlich die Expression der Aldosteronsynthase 

CYP11B1 im Nebennierenkortex untersucht werden. Es sollte geklärt werden, ob eine 

Überexpression von Maus–AT2R  in der Nebenniere und die gleichzeitige Stimulation mit 

ANGII einen Effekt auf die Zellproliferation  bzw. Zelldifferenzierung ausübt. Bei der 

verwendeten Gensonde handelt es sich um eine Cohybridisierungssonde zur simultanen 

Darstellung von CYP11B1 und der 11ß-Hydroxylase CYP11B2 (Peters et al. 2001). Durch 

die Doppelhybridisierung wird die ZI als negative Zone sichtbar und erlaubt somit einen 

Vergleich zwischen den Tiergruppen.  

 

In der ISH von Nebennieren der unbehandelten SD-Ratten und den WT-Ratten von Linie 235  

zeigte sich ein  positives zytoplasmatisches  Signal in den ersten beiden subkapsulären 

Zellreihen (Abb. 3.13). Dieses Signal entspricht von der Lokalisation der ZG und somit der 

Expression der Aldosteronsynthase, wobei nicht alle Zellen dieser Zone positiv erschienen. 

Die Nebennierenkapsel blieb stets frei von Anfärbung, auch nach 24 Stunden Färbereaktion. 

Ein positives Signal zeigte sich zudem in den Zellen im Bereich der ZF und ZR, entsprechend 

der Expression der 11ß-Hydroxylase. Wie in der ZG zeigten sich auch hier vereinzelt negative 

Zellen in der ZF und ZR. Die Verteilungsmuster von CYP11B1 und CYP11B2 entsprechen 

denen aus der Literatur bekannten Lokalisationen. Durch die Doppelhybridisierung  wurde bei 

den Ratten eine negative Zone zwischen ZG und ZF sichtbar. Bei beiden Tiergruppen 

umfasste diese negative Zone etwa 2-5 Zellreihen, es ließen sich dabei keine Unterschiede 

erkennen. Eine exakte Zuordnung der negativen Zone als ZI ist jedoch schwierig, da auch im 

Bereich von ZG und ZF negative Zellen vorhanden sind.  
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Abb. 3.13 In situ-Hybridisierung. Expression der 11ß-Hydroxylase (CYP11B1) und 

Aldosteronsynthase (CYP11B2) in der Nebenniere von unbehandelten Sprague-Dawley-

Ratten (SD-NaCl) und Wild-Typ-Ratten der Linie 235 (WT235-NaCl). Simultane 

Hybridisierung mit einer Sonde gegen CYP11B1 und CYP11B2. a: unbehandelte Sprague-

Dawley-Ratte, negative Zona Intermedia (Pfeil), Balken = 20 µm; b: Wild-Typ-Ratte der 

Linie 235, negative Zona Intermedia (Pfeil), Balken = 20 µm 
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Bei der ISH von Nebennieren der mit ANGII behandelten SD-Ratten und transgenen Ratten 

TGRCXmAT2R 235 zeigte sich ein positives intrazytoplasmatisches Signal in den ersten 6-10 

subkapsulären Zellreihen (Abb. 3.14), entsprechend der Lokalisation der ZG. Gegenüber den 

unbehandelten Tieren fand sich bei den SD-Ratten eine deutliche Verbreiterung der ZG mit 

deutlich mehr positiven Zellen für CYP11B2-mRNA, so dass der Nebennierenkortex in den 

meisten Präparaten völlig homogen positiv war. Da es sich dabei um ein aus der Literatur 

bekanntes Phänomen durch ANGII handelt und dieses nicht Teil der Fragestellung dieser 

Arbeit war, wurde auf eine statistische Auswertung verzichtet. Zwischen den beiden mit 

ANGII stimulierten Tiergruppen zeigten sich in der ISH keine signifikanten Unterschiede 

bezüglich der Größe der ZG und der Signalintensität. Im Gegensatz zu den SD-Ratten lässt 

sich bei den transgenen Ratten in der ISH keine Aussage über eine stattgefundene 

Proliferation bzw. Zelldifferenzierung im Bereich der ZG treffen, da eine Vergleichsgruppe 

von unbehandelten transgenen Ratten nicht untersucht werden konnte. Wie bei den 

unbehandelten Ratten zeigte sich ein weitgehend homogenes positives Signal in den Zellen im 

Bereich der ZF und ZR, entsprechend der 11ß-Hydroxylase mit vereinzelt negativen Zellen. 

Im Bereich der ZF bestanden mikroskopisch keine Unterschiede zwischen transgenen Ratten 

und WT-Ratten, auch nicht nach Behandlung mit ANGII. Passend hierzu konnte ein 

regulierender Effekt einer AT2R-Überexpression auf die Kortisolproduktion durch Messung 

der Plasmakortikosteronkonzentrationen ausgeschlossen werden. Die Nebennierenkapsel 

blieb stets frei von Anfärbung. In der negativen Zone zwischen ZG und ZF fanden sich keine 

Unterschiede zwischen den Tiergruppen, auch nach 13 Tagen Stimulation mit ANGII 

umfasste diese Zone 2-4 Zellreihen.  

 

Traditionell werden Untersuchungen zur Proliferation der Nebenniere  mit Bromdesoxyuridin 

(BrdU) durchgeführt. Da dieses jedoch bereits während des Experimentes zugeführt werden 

muss, wurde mit dem Proliferationsmarker Ki-67 eine Methode gewählt, die 

immunhistologisch nachträglich eingesetzt werden kann. Der große Vorteil von Ki-67 besteht 

zudem darin, dass Zellen auch dann als wachstumsaktiv erfasst werden, wenn sie sich nicht 

im Zustand der Mitose befinden.  
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Abb. 3.14 In situ-Hybridisierung. Expression von 11ß-Hydroxylase (CYP11B1) und 

Aldosteronsynthase (CYP11B2) in der Nebenniere von Sprague-Dawley-Ratten (SD-ANGII) 

und transgenen Ratten TGRCXmAT2R 235 (235-ANGII) nach Behandlung mit ANGII. 

Simultane Hybridisierung mit einer Sonde gegen CYP11B1 und CYP11B2. a: Sprague-

Dawley-Ratten (n = 6), negative Zona Intermedia (Pfeil), Balken = 20 µm, Inkubation mit 

Anti–Digoxigenin–Antikörper für 24 Stunden; b: TGRCXmAT2R 235 (n = 6), negative Zona 

Intermedia (Pfeil), Balken = 20 µm, Inkubation mit Anti–Digoxigenin–Antikörper für 48 

Stunden 
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b 
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3.4 Beeinflussung der proliferativen Aktivität der Zona Glomerulosa durch  

AT 2R-Überexpression 

  

Die immunhistochemische Erkennung von proliferierenden Zellen mittels Ki-67 in der 

Nebenniere wurde 1996 erstmalig beschrieben (Engeland et al. 1996). Um die Frage nach 

Unterschieden bei der Proliferation zwischen den verschiedenen Tiergruppen zu beantworten, 

wurden die Zählergebnisse der immunhistochemischen Färbung graphisch dargestellt und 

statistisch ausgewertet. In allen untersuchten Gewebeproben war Ki-67 nachweisbar. Die 

positive Immunreaktion war deutlich an der schwarzen Färbung der Zellkerne zu erkennen. 

Da für diese Arbeit das Proliferationsverhalten in der ZG Teil der Fragstellung war, wurde 

nur dieser Bereich statistisch ausgewertet und hier besprochen. Die mikroskopische 

Abgrenzung der ZG gegenüber der ZF wurde durch die Unterscheidung anatomischer 

Strukturen möglich. Die ZG stellt sich als eine Zone dicht aneinander gedrängter Zellen dar, 

die Zellen der ZF sind hingegen durch Sinuskapillaren getrennt sind, wodurch eine eher 

aufgelockerte Struktur entsteht. Die Abgrenzung der zwischen ZG und ZF befindlichen ZI ist 

mikroskopisch nicht exakt möglich. 

 

Bei der Untersuchung der unbehandelten SD-Ratten zeigten sich nur vereinzelt gefärbte 

Zellkerne in den oberen subkapsulären Zellreihen, entsprechend der Lokalisation der ZG 

(Abb. 3.16a). Gemessen an der Gesamtpopulation von Zellen der ZG kann man demnach von 

einer niedrigen Proliferationsrate ausgehen. Der mitogene Effekt von ANGII auf die Zellen 

der ZG wurde bei der Untersuchung der mit ANGII behandelten SD-Ratten sichtbar (Abb. 

3.15). Hier zeigten sich signifikant mehr positiv gefärbte, im Teilungsprozess befindliche 

Zellkerne gegenüber den unbehandelten Ratten (Abb. 3.16b). Es handelt sich dabei um einen 

aus der Literatur bekannten Effekt. Wie bereits in der ISH erkennbar zeigte sich bei den mit 

ANGII behandelten SD-Ratten zusätzlich eine Größenzunahme der ZG mit einer damit 

verbundenen Zunahme der gesamten Zellpopulation. Im Grenzbereich zwischen ZG und ZF, 

dem Bereich der ZI, zeigten sich dagegen keine Unterschiede zwischen den Tiergruppen. Es 

fanden sich jedoch tendenziell weniger positive Zellen in den tieferen Zellreihen der ZG, die 

von der Lokalisation der ZI entsprechen. Die Untersuchung der mit ANGII behandelten 

transgenen Ratten TGRCXmAT2R 235 ergab signifikant weniger positive Zellkerne 

gegenüber den behandelten SD-Ratten (Abb. 3.16c). Aufgrund der nicht zur Verfügung 

stehenden Vergleichsgruppe unbehandelter transgener Ratten war eine Aussage hinsichtlich 

einer möglicherweise zu einem früheren Zeitpunkt abgelaufenen Proliferation nicht möglich. 
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Die erhobenen Daten lassen allerdings antiproliferative und differenzierungsfördernde 

Prozesse durch die AT2R-Überexpression vermuten, die es aber weiter zu überprüfen und 

nachzuweisen gilt. Gegenüber den unbehandelten SD-Ratten fanden sich bei den transgenen 

Ratten tendenziell mehr positive Zellkerne, wobei aber zu beachten ist, dass auch die 

Gesamtpopulation der Zellen durch die breitere ZG erhöht war.  

 

 

 

Abb. 3.15 Expression von Ki-67 in der Zona Glomerulosa von Sprague-Dawley-Ratten und 

transgenen Ratten TGRCXmAT2R 235 nach ANGII-Stimulation. Statistische Auszählung 

Ki67-positiver Zellen pro Gesichtsfeld aus repräsentativen Gewebeschnitten (n = 9). *: 

p<0,05 vs. SD-NaCl, TGRCXmAT2 235 (235-ANGII) 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

K
i-6

7 
po

si
tiv

e 
Z

el
le

n/
G

es
ic

ht
sf

el
d 

0 

10 

20 

30 

40 

50 

SD-NaCl  
SD-ANGII  
235-ANGII  

    * 



Kapitel 3                                                                                                                                                     Ergebnisse 

 

 
67 

 

 

 

 
 

 

Abb. 3.16 Immunhistologischer Nachweis der Expression von Ki-67 aus repräsentativen 

Nebennierenschnitten. Positive Zellkerne werden schwarz gefärbt. a: SD-NaCl (n = 3) b: SD-

ANGII (n = 3) c: 235-ANGII (n = 3). Balken = 40 µm, ZI: Zona Intermedia, ZF: Zona 

Faszikulata 
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3.5 Charakterisierung der PLZF-Expression bei Ratten 

 

3.5.1 Optimierung einer PCR  

 

Die für die Optimierung der PCR beschriebenen Vorversuche wurden mit einem 

Thermocycler (Mastercycler Gradient, Eppendorf AG, Hamburg) durchgeführt. Durch 

entsprechende Programmierung ist der zyklische Temperaturwechsel mit den jeweiligen 

Aufheiz- und Abkühlzeiten möglich. Für die DNA-Denaturierung wurde eine Temperatur von 

95°C gewählt, die Elongationsphase erfolgte bei 72°C. Die Temperatur für die 

Annealingphase ist von der Länge der Primersequenz und ihrem Gehalt an Guanin- und 

Cytosinbasen abhängig und wurde auf 62°C eingestellt. Zur Optimierung der MgCl2-

Konzentration und der Zyklenanzahl wurde RNA aus Herzen unbehandelter WT-Ratten 

verwendet, die im Vorfeld dieser Arbeit extrahiert und mit Hilfe einer reversen Transkriptase 

zu cDNA synthetisiert wurde. Die starke Expression von PLZF in Rattenherzen ist aus der 

Literatur bekannt. Für die Versuche wurde das Gewebe in einer 1:20 Verdünnung eingesetzt.  

 

Die Endkonzentration von MgCl2 im Reaktionsansatz lässt sich über einen Bereich von 0,5 

bis 5 mM variieren, wobei eine unzureichende Menge die Ausbeute der PCR verringert und 

andererseits überschüssige Mg2+-Ionen die Akkumulation unspezifischer 

Amplifikationsprodukte  fördert (Newton und Graham 1994). Für den Vorversuch wurden 

zwei verschiedene MgCl2-Konzentrationen gewählt und mit dem PLZF-Primerpaar Zbtb16F 

und Zbtb16R getestet (Abb. 3.17). Normalerweise sind für eine PCR 20-40 Zyklen 

ausreichend, die Zielsequenzen werden dabei theoretisch ab dem vierten Zyklus exponentiell 

vervielfältigt. Es existieren jedoch Faktoren, die die exponentielle Amplifikation verhindern, 

so dass eine sogenannte Plateauphase eintritt. Durch die begrenzte Menge an Enzym und die 

gleichzeitige Abnahme der Enzymaktivität bei einem Überschuss an Ziel-DNA kommt es 

dabei zu einer Begrenzung der Reaktion. Zudem kann es durch die Zunahme der gewünschten 

DNA-Stränge zu einer Hybridisierung untereinander kommen, wodurch die Anlagerung der 

Primer verhindert wird (Newton und Graham 1994). Um die Expression verschiedener 

Transkripte zu vergleichen ist es wichtig, dass die PCR das Plateau nicht erreicht. Da das Ziel 

dieser Untersuchung der qualitative Nachweis der Expression von PLZF war, wurde in der 

PCR das stärkste Signal als Optimum angesehen, das für gewöhnlich zu Beginn des Plateaus 

erreicht ist. Es wurden vier Zyklusanzahlen von 34 bis 40, jeweils im Abstand von Zweier-

Schritten gewählt.  
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In der PCR zeigte sich ein positives Signal für ein 200 bp langes cDNA-Fragment, 

entsprechend der gewählten Primersequenzen. Nach 34 Zyklen ließ sich lediglich im 4 mM 

MgCl2-Ansatz eine schwache Bande erkennen. Die PCR mit 36 Zyklen ergab bei beiden 

MgCl2-Konzentrationen ein positives Signal, dass auch nach einer Verlängerung der Reaktion 

auf 38 bzw. 40 Zyklen keine Signalverstärkung brachte. Da die Signalintensität im 2 mM 

MgCl2-Ansatz stärker ausgeprägt war, wurde dieser PCR-Ansatz als Standard für weitere 

Tests verwendet.  
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Abb. 3.17 Amplifikation von PLZF-cDNA-Fragementen aus Herzgewebe unbehandelter 

Wild-Typ-Ratten zur Optimierung der MgCl2-Konzentration und Zyklenanzahl in der PCR. a: 

Ansatz mit 2 mM MgCl2-Konzentration bei 34 bis 40 Zyklen; b: Ansatz mit 4 mM MgCl2-

Konzentration bei 34 bis 40 Zyklen; M = Größenmarker; bp: Basenpaare 
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3.5.2 Nachweis von PLZF-mRNA durch PCR 

 

Nach Optimierung der PCR wurden verschiedene Gewebeproben unbehandelter SD-Ratten 

auf die Expression von PLZF-mRNA hin untersucht. Als Standard wurde dabei 

Glyceraldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) als Referenzgen in der PCR in einem 

eigenen Ansatz mitamplifiziert, ein housekeeping-Gen, das in allen Zellen des Körpers 

exprimiert wird. Die Größe der Amplikons von PLZF und GAPDH war bereits bekannt und 

lag bei etwa 200 bp bzw. 450 bp.  

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.18 PCR zum Nachweis von PLZF-mRNA bei Sprague-Dawley-Ratten vom Wild-

Typ. M: Größenmarker, N: Niere, Le: Leber, M: Milz, H: Herz, Lu: Lunge, G: Gehirn, NN: 

Nebenniere, HK: housekeeping-Gen (GAPDH), bp: Basenpaare 

 

Ein positives Signal für PLZF-mRNA zeigte sich in Gewebeproben von Niere, Lunge, Herz, 

Gehirn und der Nebenniere (Abb. 3.18). Das besonders starke Signal für das Herzgewebe ist 

vereinbar mit der aus der Literatur bekannten starken Expression von PLZF in Herzen von 

Ratten. Die Untersuchung der Gewebeproben von Leber und Milz erbrachte keinen Nachweis 

von PLZF-mRNA. Die Expression von PLZF in der Nebenniere von Ratten wurde bislang 
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noch nicht in der Literatur beschrieben. Um festzustellen, ob der AT2R und das PLZF-Protein 

in der ZG der Nebenniere kolokalisiert sind, wurde eine ISH entwickelt.   

 

3.5.3 Nachweis von PLZF-mRNA in der Nebenniere durch ISH 

 

Zur genaueren Lokalisation von PLZF in der Nebenniere von Ratten wurde eine cRNA-Sonde 

generiert. Dazu wurde zunächst in der PCR eine etwa 200 bp lange cDNA-Sequenz 

synthetisiert und gleichzeitig eine T3-Promotor-Sequenz an das 5’ Ende des Reverse Primers 

Zbtb16R gehängt und mitamplifiziert. Mit Hilfe der T3-RNA-Polymerase wurde dann, in 

einer in vitro-Transkription mit digoxigeninmarkierten UTP-Nukleotiden, cRNA hergestellt. 

Mit etwa 200 bp besitzt die Gensonde eine ideale Länge für die ISH. Die geringe Größe 

gewährleistet einerseits eine optimale Zugänglichkeit für die im Gewebeschnitt vorliegende 

mRNA. Andererseits besitzt die Gensonde eine ausreichende Länge, um bei der 

Hybridisierung  eine höhere Temperatur sowie stringentere Waschschritte zu erlauben, so 

dass eine verminderte Hintergrundfärbung und eine höhere Spezifität der Hybridisierung 

erreicht werden kann.  

 

In der ISH zeigte sich auf allen Nebennierenschnitten der unbehandelten SD-Ratten ein 

positives Signal für PLZF-mRNA (Abb. 3.19). Die Sonde gegen PLZF erfüllte dabei das 

Kriterium der zytoplasmatisch lokalisierten Färbung, die Kapsel blieb hingegen stets frei von 

Färbung. Die PLZF-Expression in Nebennieren von Ratten war bis zu diesem Zeitpunkt noch 

nicht beschrieben worden. Auffallend war zunächst, dass PLZF nicht in allen Zonen der 

Nebenniere gleich stark exprimiert wird. Ein besonders intensives Signal zeigte sich im 

Bereich der ZG, die sich als weitgehend homogen positiv darstellte. Im restlichen Kortex 

zeigte sich eine Abschwächung des Signals in zentripetaler Richtung zur Medulla. Während 

die oberen Schichten der ZF noch deutlich positiv erschienen, fanden sich in der ZR nur noch 

vereinzelt angefärbte Zellen. Dieser Eindruck wird möglicherweise dadurch verstärkt, dass es 

zu einer zunehmenden Auflockerung der anatomischen Architektur in zentripetaler Richtung 

kommt. Eine starke Expression von PLZF-mRNA zeigte sich ebenfalls in der Medulla, durch 

die aufgelockerte Struktur erscheint die Färbung hier aber als nicht homogen. Dieses Ergebnis 

war insofern erstaunlich, da die Bereiche der stärksten PLZF-mRNA-Expression, also ZG und 

Medulla, den aus der Literatur bekannten Lokalisationen für den AT2R entsprechen. 
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Abb. 3.19 In situ-Hybridisierung. Expression von PLZF-mRNA in der Nebenniere von 

Sprague-Dawley Ratten. Repräsentative Gewebeschnitte aus n = 6 Nebennieren.  

a:  Nebennierenkortex mit Zona Glomerulosa (ZG, obere Pfeile), Medulla (untere Pfeile), 

Balken = 160 µm; b: ZG (Pfeile) und Zona Faszikulata, Balken = 40 µm; c: Medulla und 

Zona Retikularis (Pfeile), Balken = 20 µm; d: ZG, Balken = 20 µm 
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4. DISKUSSION 

 

Das Verständnis über die physiologische und pathophysiologische Rolle des AT2R hat sich in 

den letzten Jahrzehnten gewandelt. Während man anfangs von einer rein antagonistischen 

Wirkweise zum AT1R ausging, wurden zunehmend auch synergistische Funktionen beider 

Rezeptoren bekannt. Dennoch ist die Funktion des AT2R beim Erwachsenen bislang nur 

wenig erforscht, was möglicherweise auf die starke Dominanz des AT1R in den meisten 

Geweben zurückzuführen ist. Durch Generierung eines neuen transgenen Rattenmodells mit 

überexprimierten Maus-AT2R sollte dieses Missverhältnis geändert werden und so die 

pathophysiologische Funktion sowie die Mechanismen der Signaltransduktion des AT2R auf 

Organ- und Zellebene genauer untersucht werden.   

 

4.1 AT2R-Überexpression in der Nebenniere von TGRCXmAT2R-Ratten 

 

Zur Überexpression des AT2R in transgenen Ratten wurde ein ubiquitär vorkommender beta-

actin Promotor (CX) eingesetzt, der ursprünglich als starker Promotor für den pCAGGS-

Expressionsvektor entwickelt wurde (Miyazaki et al. 1989). Bei Mäusen reguliert der CX-

Promotor in vivo die Transgenexpression im Skelettmuskel, Herz, Pankreas und in der Niere 

(Imai et al. 1999, Miyazaki et al. 1989, Akagi et al. 1997). Bei Okabe und Mitarbeitern (1997) 

führte der Einsatz des CX-Promotors sogar zu einer Transgenexpression in allen Geweben der 

generierten transgenen Mäuse. In der in Vorarbeit durchgeführten Northern Blot-

Untersuchung zeigte sich eine starke Expression von Maus-AT2R-mRNA in der Nebenniere, 

Niere, Lunge, im Herz, Skelettmuskel und in Gefäßen der transgenen Ratten TGRCXmAT2R. 

Das grundlegende Ziel dieser Arbeit war nun die genauere Charakterisierung der AT2R-

Expression in der Nebenniere von TGRCXmAT2R-Ratten.  

 

Das Expressionsmuster des endogenen AT2R in der Nebenniere ist bekannt und wurde bereits 

in der Literatur ausführlich beschrieben. Er wird exprimiert in der ZG und in der Medulla. 

Mittels Rezeptorbindungsstudien konnte gezeigt werden, dass 80% der ATR-Bindungsstellen 

in der Medulla der Nebenniere von adulten Ratten dem AT2R zuzuordnen sind (Chang und 

Lotti 1990). Anders verhält es sich in der ZG von Ratten, wo der AT2R nur 30% der ANGII-

Rezeptorbindungstellen ausmacht, der AT1R also deutlich dominiert (Balla et al. 1991, 

Aguilera 1992, Frei et al. 2001). In Einklang mit den in der Literatur beschriebenen 

Lokalisationen des endogenen AT2R zeigte sich in der nichtradioaktiven ISH AT2R-
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Expression im Bereich der ZG und der Medulla von unbehandelten WT-Ratten. Keine AT2R-

Expression fand sich in der ZF und ZR. Die AT2R-Expression in der ZF wurde bislang nur für 

bovine (Clyne et al. 1993, Ouali et al. 1997) und humane Nebennieren (Guillon et al. 1995, 

Breault et al. 1996) beschrieben.  

 

Für die Generierung des transgenen Rattenmodells TGRCXmAT2R wurde der Maus-AT2R 

zur Überexpression ausgewählt. Dadurch wurde es möglich, in der ISH zwischen der 

Expression des endogenen AT2R und der des überexprimierten Maus-AT2R zu differenzieren. 

Als schwierig bei der Entwicklung geeigneter Gensonden für die ISH stellte sich dabei die 

90%ige Homologie der AT2R-Gensequenzen von Ratten und Mäusen dar (Nakajima et al. 

1993, Mukoyama et al. 1993). In Hinblick auf die Funktionalität ließ die hohe Homologie 

hingegen eine korrekte Funktionsweise, trotz fehlender Speziezspezifität vermuten. In der 

ISH erwies sich die Maus-AT2R-Sonde als spezifisch, während die Sonde gegen den 

endogenen AT2R mit dem Maus-AT2R kreuzreagierte.  

 

Untersucht wurden die Nebennieren von transgenen Ratten der Linie 235. Auf allen 

Nebennierenschnitten fand sich dabei eine sehr starke Expression von Maus-AT2R. In der ZG 

und in der Medulla war besonders deutlich die Zunahme der Expression gegenüber der 

physiologischen AT2R-Expression zu erkennen. Hier zeigten sich fast alle Zellen positiv in 

der ISH. Auch in den bei Ratten normalerweise AT2R-freien Zonen ZF und ZR zeigte sich 

eine starke Maus-AT2R-Expression. Alle untersuchten transgenen Ratten TGRCXmAT2R 235 

hatten im Rahmen des Tierexperimentes 2 Wochen lang ANGII erhalten. Wegen einer zu 

geringen Anzahl transgener Ratten (n = 6) mußte auf eine Kontrollgruppe ohne ANGII-

Behandlung verzichtet werden. Dadurch war es nicht möglich zu untersuchen, ob die AT2R-

Expression einer Regulation durch ANGII unterliegt. Der Nachweis der endogenen AT2R-

Expression in den transgenen Ratten war aufgrund der Kreuzreaktion mit dem Maus-AT2R 

nicht möglich. Dadurch konnte nicht untersucht werden, inwiefern eine Überexpression von 

Maus-AT2R einen regulatorischen Einfluss auf die Expression des endogenen AT2R ausübt. 

 

Die Applikation von AP-Substrat führt bei einer RNA:RNA-ISH, gemäß dem Nachweis von 

mRNA, zu einer zytoplasmatischen Färbung. Die Untersuchung der TGRCXmAT2R-Ratten 

ergab jedoch auf allen Gewebeschnitten eine Kernfärbung. Die genaue Ursache dieses 

Phänomens konnte bis zuletzt nicht eindeutig geklärt werden. Vermutlich handelt es sich 

dabei um eine Hybridisierungsreaktion mit prä-mRNA. Die prä-mRNA, auch als 
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heterogeneous nuclear RNA (hnRNA) bezeichnet, entsteht durch Transkription der DNA und 

ist eine 1:1-Kopie dieser mit einem PolyA-Schwanz. Das prä-mRNA-Spleissen, also das 

Entfernen von Introns und die Verknüpfung von Exons, findet dabei im Zellkern statt. Durch 

prä-mRNA-Spleissen entsteht anschließend mRNA, welche als Informationsträger für die 

Proteinbiosynthese dient. Die Regulation des Spleissvorgangs erfolgt durch einen Komplex 

aus mehr als 100 verschiedenen Ribonucleoproteinen und fünf kleinen RNA-Molekülen 

(small nuclear RNAs, snRNAs), dem sogenannten Spleissosom (Burge et al. 1999, Jurica und 

Moore 2003, Nilsen 2003). Möglicherweise kommt es an dieser Stelle zu einer Interaktion 

durch den CX-Promotor und somit zu einer Störung dieses Vorganges. Für die RNA:RNA-

ISH könnte Kernfärbung theoretisch aber auch bedeuten, dass es sich um den Nachweis von 

genomischer DNA handelt. Folglich wäre es denkbar, dass das Zielgen des AT2R 

möglicherweise gar nicht exprimiert wird und somit auch keine Überexpression von Maus-

AT2R stattgefunden hat. Dagegen spricht allerdings die hohe Stringenz bei den 

Waschschritten der ISH und die geringere Stabilität von cRNA:DNA-Hybriden. Zudem wäre 

in diesem Fall eine deutlich geringere Färbung zu erwarten, da DNA nur in einer oder sehr 

wenigen Kopien pro Zellkern vorhanden wäre. Die mittels Rezeptorbindungsstudien vermehrt 

nachgewiesenen zellmembranständigen Rezeptoren (Bmax) sprechen ebenfalls für eine 

korrekte Translation und Integration in die Zellmembran und somit für ein funktionsfähiges 

AT2R-Rezeptorprotein. Von  einer weiterführenden Analyse dieses Phänomens wurde daher 

Abstand genommen.  

 

Die Rezeptorbindungsstudie zeigte eine hohe Konzentration von ANGII-Bindungsstellen in 

den Membranfraktionen der Nebennieren adulter WT-Ratten. Die in der ZG gemessene 

Dichte von ATR betrug ein Vierfaches der gesamten Nebenniere. Dabei waren 25% der 

Bindungsstellen in der ZG dem AT2R zuzuordnen und somit in Übereinstimmung mit dem 

aus der Literatur bekannten Expressionsmuster (Balla et al. 1991, Aguilera 1992, Frei et al. 

2001). Der relativ hohe Anteil von AT2R in der ZG lässt bereits vermuten, dass dieser hier 

eine wichtige Funktion einnimmt. Es ist jedoch bislang ungeklärt, ob der AT2R in der ZG 

synergistische oder antagonistische Effekte zum AT1R ausübt. Mithilfe der Überexpression 

von Maus-AT2R sollte das Verhältnis der ATR zugunsten des AT2R verändert werden und so 

die Funktionsweise genauer untersucht werden ohne dabei die AT1R-Expression wesentlich 

zu beeinflußen. Die TGRCXmAT2R-Ratten der Linie 235 zeigten eine dreifach höhere ATR-

Dichte in der Nebenniere gegenüber den WT-Ratten. Besonders deutlich wurde die 

Überexpression in der ZG, mit einer dreifach höheren AT2R-Dichte und AT2R/AT1R-Ratio. 
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Folglich dominiert der AT2R in der ZG von TGRCXmAT2R-Ratten der Linie 235 gegenüber 

dem AT1R. Die AT1R-Dichte blieb gegenüber den WT-Ratten unverändert. 

 

Aufgrund der unterschiedlichen Expressionsmuster von AT1R und AT2R in verschiedenen 

Geweben und unter verschiedenen Bedingungen, werden bereits seit längerem Mechanismen 

einer gegenseitigen Regulation vermutet. Tanaka und Mitarbeiter (1999) konnten zeigen, dass 

es bei AT2R-Knockout-Mäusen zu einer signifikanten Erhöhung der AT1R-Expression 

kommt. Zuvor wurde berichtet, dass die Stimulation glatter Gefäßmuskelzellen mit ANGII zu 

einer Erhöhung der AT2R-Expression führt. Dieser Effekt ließ sich durch den AT1R-

Antagonisten DuP753, nicht aber durch den AT2R-Antagonisten PD123319 unterdrücken, 

weshalb spekuliert wurde, dass die AT2R-Expression einer Regulation durch den AT1R 

unterliegt (Zahradka et al. 1998). 2002 konnten Jin und Mitarbeiter nachweisen, dass die 

Überexpression von AT2R in glatten Gefäßmuskelzellen zu einer Downregulation von AT1aR 

führt, unabhängig von der Stimulation durch ANGII. Interessanterweise zeigten sich in 

unserer Rezeptorbindungsstudie keine signifikanten Unterschiede bzw. Veränderungen der 

AT1R-Expression in der Nebenniere von TGRCXmAT2R-Ratten und WT-Ratten, was darauf 

hindeutet, dass die AT1R-Expression in den transgenen Ratten keiner Regulation durch den 

AT2R unterliegt. Da jedoch nur die Gesamtdichte aller AT1R in der Rezeptorbindungsstudie 

erfasst wurde, wäre es sinnvoll, in weiterführenden Studien zu klären, ob sich Unterschiede 

bei der Expression der AT1R-Subtypen, AT1aR und AT1bR, ergeben.  

 

4.2 Stimulation der Aldosteronproduktion durch transgene AT2R-Überexpression  

 

Die meisten der bekannten Effekte von ANGII werden über den AT1R vermittelt. Während 

bei Ratten der AT1aR in den meisten Geweben dominiert, wird in der Nebenniere der AT1bR 

am stärksten exprimiert (Burson et al. 1994). Es ist bekannt, dass die Kontrolle über die 

Aldosteronfreisetzung in der Nebenniere über den AT1bR vermittelt wird (Gigante et al. 

1997). Die Rolle des AT2R in der ZG ist hingegen noch ungeklärt. Erst durch die 

Entwicklung der spezifischen ATR-Antagonisten DuP753 und PD123177 (Chiu et al. 1989a, 

Whitebread et al. 1989) wurde es möglich, die Rolle des AT1R und des AT2R bei der 

Aldosteronfreisetzung genauer zu untersuchen. Durch in vitro-Studien an isolierten ZG-Zellen 

konnte gezeigt werden, dass lediglich die Blockade von AT1R einen hemmenden Einfluss auf 

die Aldosteronfreisetzung ausübt, während die Blockade von AT2R keinen Effekt zeigte 

(Balla et al. 1991, Aguilera 1992, Belloni et al. 1998). In allen diesen Studien war der AT1R 
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der dominierende Rezeptor in der ZG. Einige Jahre später folgten dann Studien, in denen 

erstmals eine Korrelation zwischen der Stärke der AT2R-Expression und der 

Aldosteronproduktion beobachtet werden konnte, ein erster Anhaltspunkt dafür, dass die 

Aldosteronproduktion einer Regulation durch den AT2R unterliegt. In ihrer Studie zeigten 

Peters und Mitarbeiter (2001), dass bilaterale Nephrektomie bei Ratten zu einem Anstieg der 

AT2R-Expression in der ZG führt. Gleichzeitig konnten sie bei den Ratten einen drastischen 

Anstieg der PAK nach Stimulation mit ANGII nachweisen. Ein ähnliches Phänomen 

beobachteten Naruse und Mitarbeiter (2002) in einer Langzeittherapiestudie mit dem AT1R-

Antagonisten Candesartan an hypertensiven Ratten. Wie erwartet, zeigte sich während der 

ersten vier Wochen Behandlung ein signifikanter Abfall der PAK, nach acht Wochen kam es 

jedoch wieder zu einer Normalisierung der PAK zum Ausgangswert. Der erneute Anstieg der 

PAK war dabei assoziiert mit einer erhöhten AT2R-Expression und zeigte sich durch 

Behandlung mit dem AT2R-Antagonisten PD123319 als reversibel. Diese Studien bestätigen 

durchaus die dominierende Rolle des AT1R bei der Aldosteronproduktion unter 

physiologischen Bedingungen. Unter bestimmten Umständen jedoch, die mit einer 

Überexpression von AT2R einhergehen, scheint der AT2R ebenfalls eine wichtige Rolle zu 

spielen. Durch die AT2R-Überexpression in den transgenen Ratten TGRCXmAT2R wurde 

somit ein gutes Modell kreiert, um diesen Sachverhalt genauer zu untersuchen.  

 

In einem zweiwöchigen Tierexperiment wurden die TGRCXmAT2R-Ratten der Linie 235 mit 

ANGII behandelt, das über eine osmotische Minipumpe appliziert wurde. Die Stimulation mit 

ANGII führt dabei über den AT1R zu einer Hemmung der Reninsekretion (Bell et al. 1999). 

Durch die Hemmung der endogenen Reninproduktion und der daran gekoppelten ANGII-

Bildung war es möglich, in allen Ratten gleich hohe ANGII-Spiegel zu erzeugen. Die 

gewählte ANGII-Dosis lag dafür in einem supranormalen Bereich. Bereits basal zeigten die 

TGRCXmAT2R-Ratten der Linie 235 eine signifikant erhöhte PAK und Aldosteron-Renin-

Ratio gegenüber den SD-Ratten und den transgen negativen Ratten der Linie 235. Der Vorteil 

der Bestimmung der Aldosteron-Renin-Ratio besteht darin, die durch Plasmarenin 

normalerweise zu erwartende Aldosteronproduktion zu berücksichtigen und deshalb auf die 

Plasmareninkonzentration zu normalisieren. Eine Überexpression von Maus-AT2R in 

TGRCXmAT2R-Ratten der Linie 235 führt somit zu einer Erhöhung der PAK. Nach 

kontinuierlicher Behandlung mit einer supranormalen ANGII-Dosis fand sich, wie erwartet, 

bei allen Ratten ein signifikanter Anstieg der PAK. Auffällig dabei war jedoch der 

vergleichsweise schnellere und stärkere Anstieg bei den TGRCXmAT2R-Ratten. Hier waren 
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auch nach zweiwöchiger ANGII-Gabe die höchsten Konzentrationen von Aldosteron zu 

messen. ANGII zählt zu den wichtigsten Regulatoren der Aldosteronproduktion in adulten 

Ratten. Neben dem bekannten stimulierenden Effekt über den AT1R in der ZG wurde ein 

indirekt stimulierender Effekt über den AT2R in der Medulla beschrieben. Die Arbeitsgruppe 

von Mazzocchi (1998) konnte zeigen, dass die AT2R-vermittelte Stimulation der 

Katecholaminfreisetzung in der Medulla der Nebenniere von Ratten zu einer Verstärkung der 

AT1R-vermittelten Stimulation der Aldosteronproduktion führt. Aufgrund der vergleichsweise 

geringen Überexpression von Maus-AT2R in der Medulla der TGRCXmAT2R-Ratten der 

Linie 235, erscheint dieser Mechanismus der Aldosteronstimulation allerdings als weniger 

wahrscheinlich, ist aber dennoch nicht völlig auszuschließen. Die Untersuchung der 

Plasmakonzentrationen von Katecholaminen bzw. deren Abbauprodukten wäre daher eine 

geeignete Methode, um die Rolle des AT2R in der Medulla genauer zu untersuchen. Neben 

ANGII existieren jedoch noch weitere gut untersuchte Regulatoren der Aldosteronproduktion. 

Schon lange ist bekannt, dass hohe Kaliumspiegel im Plasma die Aldosteronproduktion 

stimulieren (Himathongkam et al. 1975). Es wurde sogar beobachtet, dass es dabei zu einer 

starken Zunahme von AT2R-Expression in der ZG kommt (Peters B und Müller A, 

unveröffentlicht). Im Gegensatz dazu führt eine niedrige Natriumkonzentration im Plasma zu 

einer Stimulation des RAS und einer gleichzeitig erhöhten Sensitivität der Nebenniere beim 

Ansprechen auf ANGII (Tremblay et al. 1992). Die Arbeitsgruppe von Lehoux (1997) 

beobachtete in diesem Zusammenhang gleichzeitig eine erhöhte Expression von AT2R in der 

ZG. Ferner spielen ACTH, ANP (Lumbers 1999) und Dopamin (Espiner et al. 1993) eine eher 

untergeordnete Rolle als Regulatoren der Aldosteronstimulation. Aufgrund der 

nachgewiesenen Überexpression von Maus-AT2R im Herz, Gehirn und in einigen anderen 

Geweben, ist ein Einfluss auf diese Systeme nicht ausgeschlossen, weshalb die Untersuchung 

der jeweiligen Plasmakonzentrationen weiteren Aufschluss hinsichtlich der erhöhten PAK bei 

den TGRCXmAT2R-Ratten der Linie 235 geben könnte. Die erhöhte PAK in Zusammenhang 

mit der stark erhöhten AT2R-Überexpression im Bereich der ZG bei den TGRCXmAT2R-

Ratten der Linie 235 lässt somit vermuten, dass der AT2R in der ZG synergistische Effekte 

zum AT1R ausübt. Ein AT2R-abhängiger Anstieg der PAK wäre demzufolge durch eine 

medikamentöse AT2R-Blockade reversibel und könnte in einem weiterführenden Experiment 

untersucht werden.   

 

Bei den SD-Ratten zeigte sich eine signifikant höhere basale PRK gegenüber den Ratten der 

Linie 235. Vermutlich handelt es sich dabei um eine Anpassungsreaktion. Während sich die 
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Ratten der Linie 235 bereits vor Beginn des Tierversuches in ihrer gewohnten Umgebung 

befanden, hatten die im Alter von 8 Wochen erworbenen SD-Ratten nur wenig Zeit, sich an 

die neuen Umgebungsbedingungen zu gewöhnen. Es ist bekannt, dass die Reninfreisetzung, 

außer durch einen niedrigen Natriumgehalt in der Macula densa und einem als „Barorezeptor-

ähnlich“ bezeichneten Mechanismus (Skinner et al. 1964), auch durch einen erhöhten 

Sympathikotonus stimuliert wird. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass 

physische Aktivität und Stress einen stimulierenden Einfluss auf die Reninfreisetzung haben 

können (Porter 1989). Es ist somit davon auszugehen, dass die durchgeführte Blutentnahme 

unter Isoflurannarkose, als Stressreaktion bei allen Ratten zu einer Stimulation der 

Reninsekretion führte. Die initial höheren PRK bei den SD-Ratten sind wahrscheinlich auf die 

zusätzliche Belastung durch den Umgebungswechsel zurückzuführen. Dafür spricht auch die 

tendenzielle Abnahme der Reninkonzentration bei den unbehandelten SD-Ratten nach einer 

und nach zwei Wochen. Es wäre dennoch sinnvoll in einer zweiten Versuchsreihe ein 

alternatives Verfahren zur Plasmagewinnung anzuwenden, um so eine Stress- bzw. 

Narkoseinduzierte Renin- bzw. Aldosteronfreisetzung zu vermeiden. Denkbar wäre ein 

Verweilkatheter, welcher die Blutentnahme an nicht narkotisierten Ratten erlaubt. Ebenso 

wäre eine Bestimmung der Aldosteronkonzentration bzw. dessen Metabolite im 24h-

Sammelurin denkbar.  

 

Nach Stimulation mit ANGII kam es bei allen Ratten zu einer Supprimierung der 

Reninproduktion. Es handelt sich dabei um einen aus der Literatur gut bekannten Effekt, der 

über den AT1R in der Niere vermittelt wird. Während die PRK bei den SD-Ratten bereits 

nach sieben Tagen fast vollständig supprimiert war, ließ sich bei den TGRCXmAT2R-Ratten 

der Linie 235 eine deutlich langsamere und weniger starke Abnahme der Konzentration 

erkennen. Nach 13 Tagen ANGII-Behandlung war bei beiden Tiergruppen keine PRK mehr 

messbar. Möglicherweise steht diese Beobachtung im Zusammenhang mit der Überexpression 

von Maus-AT2R, die auch in der Niere nachgewiesen werden konnte. Es wäre demnach 

denkbar, dass der AT2R in der Niere eine antagonistische Funktion zum AT1R ausübt. Dieser 

Ansatz stünde zwar im Gegensatz zu den von Siragy und Mitarbeitern gemachten 

Beobachtungen, dass der AT2R einen regulierenden Einfluß auf das RAS durch Hemmung 

der Reninbiosynthese ausübt über einen NO/cGMP- vermittelten Signaltransduktionsweg 

(Siragy et al. 2005, 2007), stellt aber einen interessanten Ansatzpunkt für weiterführende 

Studien am transgenen Rattenmodell TGRCXmAT2R dar.  
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4.3 Expression von CYP11B1 und CYP11B2 in der Nebenniere von Kontrollratten 

 

Zum Nachweis von 11ß-Hydroxylase und Aldosteronsynthase wurde eine Cohybridisierung  

durchgeführt. Die jeweiligen Gensonden wurden bereits in Vorversuchen auf ihre Spezifität 

getestet und wiesen keinerlei Kreuzreaktion auf (Peters et al. 2001). Aufgrund der 

anerkannten Meinung, dass CYP11B1 und CYP11B2 nicht simultan in gleichen Zonen des 

Nebennierenkortex exprimiert werden (Müller 1995), war es möglich, in der ISH zwischen 

der Expression beider Enzyme zu unterscheiden. Um die Expression spezifisch zu lokalisieren 

erfolgten darüber hinaus parallele Einzelinkubationen mit CYP11B1 und CYP11B2. Die 

CYP11B2-mRNA war bei den unbehandelten Ratten im Bereich der ZG nachweisbar, wobei 

sich die Expression auf Gruppierungen innerhalb der ersten zwei subkapsulären Zelllagen 

beschränkte. Das Ergebnis entspricht der aus der Literatur bekannten Lokalisation für 

CYP11B2 (Mitani et al. 1994). Nur selten gelingt der Nachweis von CYP11B2 in der ZG auf 

Proteinebene ohne vorherige Stimulation der Expression (Müller 1995). Möglicherweise 

wirkt sich das junge Alter der Ratten, das am Ende des Tierexperiments 10 Wochen betrug, 

positiv auf die Expression von CYP11B2 aus. Diese Theorie wäre vereinbar mit der von 

Brudieux gemachten Beobachtung, dass die Aldosteronproduktion mit zunehmendem Alter 

abnimmt (Brudieux und Rakotondrazafy 1996). Zudem dürfte sich die höhere Sensitivität der 

ISH im Vergleich zu immunhistochemischen Nachweisverfahren positiv auswirken.  

 

Die CYP11B1-mRNA war bei den unbehandelten Ratten sehr stark im Bereich der ZF und 

etwas schwächer im Bereich der ZR exprimiert. Die Untersuchungsergebnisse stehen damit in 

Einklang mit der von Ho beschriebenen, nach zentripetal abnehmenden Expression von 

CYP11B1 in der ZF und ZR (Ho und Vinson 1993). Uneinigkeit herrscht hingegen bei der 

Frage nach einer Expression steroidogener Zellen in der Medulla. Während die Medulla von 

Ratten als frei von CYP11B1 (Ho und Vinson 1993) bzw. CYP11B1 und CYP11B2 (Mitani 

et al. 1997) beschrieben wurde, konnten Bornstein und Mitarbeiter (1994) das Enzym 

Cyp450-17alpha in der Medulla von humanen und porcinen Nebennieren nachweisen. Die 

Cohybridisierung mit der CYP11B1- und CYP11B2-Sonde erbrachte das Bild einer negativen 

ZI und Medulla und somit folglich keinen Nachweis für steroidogene Zellen in diesen Zonen.  

 

Die funktionelle Rolle des AT2R in der ZF ist dabei weitgehend ungeklärt. Da ein 

Zusammenhang zwischen der ANGII-stimulierten Kortisolproduktion und der AT2R-

Expression in der ZF von Schweinen postuliert wurde (Breidert et al. 1996) sollte ein 
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regulierender Effekt durch eine AT2R-Überexpression in der Nebenniere von Ratten 

untersucht werden. Unsere Versuche konnten eine funktionelle transgene AT2R-

Überexpression in der ZF nachweisen. Die Bestimmung der Plasmakonzentrationen von 

Kortikosteron erbrachte jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen WT-Ratten und 

transgenen Ratten. Ein leichter Anstieg der PKK konnte nach ANGII-Gabe in beiden 

Tiergruppen beobachtet werden, wobei es sich um einen in der Literatur bekannten Effekt 

handelt (Breidert et al. 1996). Die transgene AT2R-Überexpression in der ZF von Ratten hat 

somit keine Bedeutung für die Glukokortikoidproduktion. Ein möglicher Grund könnte das 

Fehlen notwendiger Komponenten für die AT2R-Signalkaskade sein, da in WT-Ratten keine 

AT2R-Expression in der ZF nachgewiesen werden konnte. Die ANGII-stimulierte 

Kortisolproduktion ist somit möglicherweise AT1R-induziert.  

 

4.4 Effekt von Angiotensin II auf die steroidogene und proliferative Aktivität der Zona 

Glomerulosa 

 

Bei den ANGII-behandelten SD-Ratten und TGRCXmAT2R-Ratten der Linie 235 zeigte sich 

in der ISH eine deutlich breitere ZG gegenüber den unbehandelten Ratten. Die ANGII-Gabe 

führte bei den SD-Ratten dabei zu einer Zunahme der Schichtdicke der ZG von zwei auf 

ungefähr acht Zelllagen, bei gleichzeitiger Vermehrung von CYP11B2-exprimierenden 

Zellen. Es handelt sich dabei um den aus der Literatur bekannten proliferativen Effekt von 

ANGII auf die ZG, der über den AT1R vermittelt wird (Tian et al. 1995, McEwan et al. 1996) 

und gleichzeitig mit einer Stimulation der CYP11B2-Expression einhergeht (McEwan et al. 

1996).  

 

Aufgrund der geringen Anzahl von TGRCXmAT2R-Ratten der Linie 235 zu Beginn des 

Tierversuches, wurden alle Tiere dieser Gruppe mit ANGII behandelt. Durch das Fehlen einer 

transgenen Kontrollgruppe war es folglich nicht möglich, mittels immunhistologischen 

Untersuchungen Rückschlüsse auf ANGII-bedingte Veränderungen in der ZG zu ziehen. Da 

die TGRCXmAT2R-Ratten der Linie 235 jedoch bereits basal signifikant höhere PAK 

aufwiesen, ist es denkbar, dass es bereits allein durch die Überexpression von Maus-AT2R zu 

Veränderungen im Bereich der ZG gekommen ist. Zur Klärung der Frage nach 

stattgefundener Proliferation in der ZG, führten wir eine Bestimmung des 

Proliferationsmarkers Ki-67 durch. Es zeigte sich dabei signifikant weniger Proliferation in 

der ZG von TGRCXmAT2R-Ratten der Linie 235 gegenüber den ANGII-behandelten SD-
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Ratten. Da die transgenen Ratten aber bereits basal eine signifikant höhere PAK aufwiesen, 

wäre es einerseits denkbar, dass eine vermehrte Proliferation bereits zu einem früheren 

Zeitpunkt stattgefunden hat. Andererseits besteht die Möglichkeit, dass der überexprimierte 

Maus-AT2R eine antiproliferative Funktion ausübt, sozusagen antagonistisch zum AT1R. 

Ähnliche Beobachtungen machte Mazzocchi bereits 1997. Er konnte zeigen, dass die durch 

ANGII vermittelte Stimulation der DNA-Synthese und somit der Proliferation in ZG-Zellen 

von Ratten durch AT1R-Blockade hemmbar ist, während AT2R-Blockade zu einer Zunahme 

von Proliferation führt (Mazzocchi et al. 1997). In Langzeitstudien an bovinen 

Nebennierenzellen, Hepatozyten von Ratten und glatter Gefäßmuskulatur konnte unter 

kontinuierlicher ANGII-Behandlung mit hohen Konzentrationen, eine Downregulation von 

AT1R beobachtet werden (Penhoat et al. 1988, Bouscarel et al. 1988, Lassègue et al. 1995). 

Es wäre demnach denkbar, dass Veränderungen der AT1R-Expression bei den transgenen 

Ratten Einfluss auf die proliferative Aktivität nehmen. Sollte jedoch durch die ANGII-

Behandlung eine Downregulation des AT1R erfolgt sein, so müsste sich dies entsprechend der 

AT1R-vermittelten Wirkung auch in einer erniedrigten CYP11B2-Expression äußern, was 

aber nicht der Fall war. Ein regulierender Einfluss des transgenen AT2R auf die endogene 

AT1R-Expression konnte ebenfalls durch die Ergebnisse der Rezeptorbindungsstudien 

ausgeschlossen werden.  

 

Wie aber lässt sich nun die erhöhte PAK bei den TGRCXmAT2R-Ratten der Linie 235 

erklären? Eine Möglichkeit für Zellen, die eigene Syntheseleistung zu steigern, stellt die 

Hypertrophie dar. Die Hypertrophie ist wie die Proliferation eine bekannter Effekt, welcher 

nach Stimulation mit ANGII in der ZG auftritt. Im Allgemeinen wird dafür ebenfalls der 

AT1R verantwortlich gemacht (Smiciklas et al. 1971, Mazzocchi et. 1980, McEwan et al. 

1995). Einen möglichen Einfluss des AT2R auf die Entwicklung einer Zellhypertrophie wurde 

erstmals 1999 von McEwan beobachtet. In einer immunhistochemischen Untersuchung von 

Ratten zeigte sich die durch ANGII-Behandlung vermittelte Proliferation in der ZG durch 

AT1R-Blockade rückläufig, während die Hypertrophie in den ZG-Zellen, auch nach AT1R-

Blockade, weiter zunahm (McEwan et al. 1995). Es wäre also denkbar, dass der AT2R einen 

stimulierenden Effekt auf die Entwicklung einer Zellhypertrophie in der ZG ausübt, bei 

gleichzeitiger Hemmung der Zellproliferation. Eine statistische Auswertung hypertrophierter 

Zellen in der ZG und der Nachweis geeigneter Hypertrophiemarker wäre folglich ein Ansatz, 

um diesen Sachverhalt genauer zu erforschen. Als möglicher Hypertrophiemarker könnte 

dabei P85alpha PI3K dienen, der bereits im Zusammenhang mit Herzhypertrophie 
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beschrieben wurde (Senbonmatsu et al. 2003). Gleichzeitig könnte versucht werden, die 

Expression von CYP11B2 mittels RT-PCR quantitativ zu bestimmen, um so weiter 

Aufschluss über die Mechanismen zur Steigerung der Aldosteronbiosynthese zu erhalten, da 

dies durch immunhistochemische Verfahren nur eingeschränkt möglich ist. Interessant wäre 

die Frage, ob sich bei den transgenen Ratten tatsächlich mehr Expression von CYP11B2 pro 

Zelle nachweisen lässt, was im Rahmen einer vermehrten Zelldifferenzierung zu erwarten 

wäre. Wenn nicht durch Proliferation, so stellte sich uns weiter die Frage nach einer 

Beteiligung der Transitional Zone als mögliche Stammzellzone für die Zona Glomerulosa.  

 

4.5 Ist die Transitional Zone Stammzellzone für die Zona Glomerulosa? 

 

Durch die Cohybridisierung mit der CYP11B1- und CYP11B2-Sonde wurde eine negative 

Zone zwischen ZG und ZF sichtbar. Diese Zone wurde bereits 1994 von Mitani bei adulten 

Ratten beschrieben und als sogenannte „Transitional Zone“ (TZ) bezeichnet. Vermutlich ist 

diese Zone identisch mit der erstmals von Hullinger (1978) beschriebenen ZI, die ebenfalls 

zwischen ZG und ZF angesiedelt ist und als Stammzellzone angesehen wird. Die Stimulation 

mit ANGII ging, entsprechend der mitogenen Wirkung, bei den SD-Ratten mit einer 

Größenzunahme der ZG um das Drei- bis Vierfache einher. Gleichzeitig konnte durch den 

Proliferationsmarkers Ki-67 eine deutliche Zunahme der Proliferation, vor allem im 

subkapsulären Bereich nachgewiesen werden. Im Bereich der TZ bzw. ZI zeigten sich 

hingegen keine Veränderungen im Proliferationsverhalten gegenüber den unbehandelten SD-

Ratten, es fanden sich nur vereinzelt positive, in Zellteilung befindliche Zellen. Während die 

Größenzunahme der ZG bei den SD-Ratten mit einer Zunahme der Proliferation assoziiert 

war, zeigte sich bei den TGRCXmAT2R-Ratten der Linie 235 trotz der breiten ZG signifikant 

weniger Proliferation. Auch hier war die TZ bzw. ZI, wie bei den WT-Ratten, als ca. drei 

Zelllagen breite negative Zone in der ISH zu erkennen. Da Ki-67 nur etwas länger als 48 

Stunden positiv bleibt, wäre es denkbar, dass schon vor Beginn des Tierexperimentes 

proliferative Prozesse zu Veränderungen im Nebennierenkortex der transgenen Ratten geführt 

haben könnten. Dies wäre vereinbar mit der bereits basal erhöhten PAK bei den 

TGRCXmAT2R-Ratten der Linie 235. Einschränkend muss an dieser Stelle allerdings 

nochmals erwähnt werden, dass eine Kontrollgruppe unbehandelter transgener Ratten nicht 

zur Verfügung stand, weshalb letztlich nur ein Vergleich zwischen genetisch inhomogenen 

Tiergruppen möglich war. Über die proliferative Aktivität der TZ bestehen seit jeher 

Kontroversen in der Literatur. Während einige Autoren die TZ als Ort maximaler 
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Proliferation beschreiben (Mitani et al. 1994, Sarria et al. 1995), sehen andere in ihr einen Ort 

der nahezu frei von Proliferation ist (McEwan et al. 1995, Gallo-Payet und Guillon 1998). Im 

Hinblick auf die proliferativen Vorgänge ergeben sich in unserem Experiment keine 

Anhaltspunkte für eine Stammzellzone im Bereich der ZI. Die über den gesamten 

Nebennierenkortex verteilte Proliferation sowie die fehlenden Veränderungen in der TZ nach 

ANGII-Stimulation sprechen demnach eher für die zonale Theorie, die von mitosefähigen 

Zellen in den jeweiligen Zonen ausgeht.  

 

4.6 PLZF - Ein neuer Baustein in der Signalkaskade des AT2R? 

 

Die Kenntnisse über die Mechanismen der Signaltransduktion des AT2R haben in den letzten 

Jahren einen deutlichen Zuwachs erlebt. Dennoch, es handelt sich um ein System komplex 

ineinandergreifender Faktoren, das bis heute nur ungenügend verstanden ist. Als Gründe 

hierfür sind die vielen unkonventionellen Signalkaskaden zu sehen, die im Zusammenhang 

mit AT2R-Stimulation beobachtet wurden. Andererseits existieren Wege, die keiner Funktion 

des AT2R zugeordnet werden können und umgekehrt. Hinzu kommt, dass viele 

Signalkaskaden des AT2R bislang nur unvollständig in der Literatur beschrieben wurden, was 

die Zuordnung zu Funktionen des Rezeptors zusätzlich erschwert. Bis vor einigen Jahren ging 

man davon aus, dass hauptsächlich drei Wege der Signaltransduktion für die AT2R-

vermittelten Funktionen verantwortlich sind (Nouet und Nahmias 2000). Dazu zählten die 

Aktivierung diverser phosphorylierender Protein-Phophatasen, die Aktivierung des 

NO/cGMP-Systems sowie die Stimulation der Phospholipase A2 mit anschließender 

Freisetzung von Arachidonsäure. 2002 konnte die Arbeitsgruppe von Stoll dann erstmals die 

Beteiligung des Transkriptionsfaktors Zfhep an antiproliferativen und die Zelldifferenzierung 

fördernden Effekten der AT2R-Stimulation an neuronalen und vaskulären Zellen nachweisen 

(Stoll et al. 2002). Genauer untersuchte Senbonmastu diesen Mechanismus der Signalkaskade 

an Herzen von Ratten (Senbonmatsu et al. 2003). Er konnte zeigen, dass nach AT2R-

Stimulation mit ANGII PLZF an den intrazellulären Teil des AT2R bindet und anschließend 

als Komplex aus PLZF und AT2R in die Zelle internalisiert wird, ein Phänomen das bislang 

nur bei AT1R beobachtet wurde (Abb. 4.1). Während der AT2R in der perinukleären Region 

verbleibt, wandert PLZF weiter in den Zellkern, wo es als Transkriptionsfaktor die Expression 

von p85 alpha, einer Untereinheit der PI3K stimuliert. Über unterschiedliche, in der Literatur 

beschriebene Mechanismen führt p85 alpha zu einer gesteigerten Proteinsynthese. In diesem 
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Zusammenhang konnte Senbonmatsu einen stimulierenden Effekt des AT2R auf die durch 

Bluthochdruck induzierte Herzhypertrophie bei Ratten nachweisen.  

 

Über die Expressionmuster von PLZF in den verschiedenen Geweben, vor allem in Hinblick 

auf eine Kolokalisation zum AT2R, liegen bislang nur wenige Daten vor. Das Ziel dieses 

Teiles der Arbeit war es, die PLZF-exprimierenden Gewebe zu identifizieren, wobei 

besonders die Nebenniere, als Ort der Aldosteronbiosynthese genauer fokussiert werden 

sollte. Zur Charakterisierung der PLZF-Expression wurde zunächst eine PCR entwickelt.  

 

 

 

Abb. 4.1 Signalkaskade des AT2R im Herzmuskel von Ratten (aus: Landon und Inagami 

2005). Nach Stimulation mit ANGII bindet der AT2R an den Transkriptionsfaktor PLZF und 

wird als Komplex internalisiert. PLZF aktiviert die Expression von p85 alpha im Zellkern und 

stimuliert dadurch die Proteinsynthese. PLZF: promyelocytic leukemia zinc finger, AKT: 

Proteinkinase B, S6K: ribosomale S6-Kinase, PI3K: Phophatidyl-Inositol-3-Kinase 

 

4.6.1 PLZF-Expression bei Ratten 

 

Das PLZF-Gen, auch als Zfp145 bezeichnet, wurde erstmals als ein Fusionspartner des Genes 

des Retinsäure-Rezeptors alpha (Retinoic acid receptor, RARα) bei der akuten 

Promyelozytenleukämie (APL) identifiziert (Chen et al. 1993). Das PLZF-Protein setzt sich 

zusammen aus 673 Aminosäuren, die komplette genomische Sequenz umfasst 201 kb und 

enthält sechs Exons und fünf Introns (Zhang et al. 1999). Um die Expression von PLZF 

mittels PCR zu untersuchen, wurde mRNA aus Gewebeproben von unbehandelten SD-Ratten 
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gewonnen und zu cDNA synthetisiert. Im Vorfeld der Untersuchung wurde eine Optimierung 

der PCR durchgeführt, um eine größtmögliche Sensitivität und Spezifität zu erzielen. Um 

diese zu erreichen, wurden die PCR-Profile hinsichtlich der Zyklenanzahl und MgCl2-

Konzentration angepasst. Nach Auswahl geeigneter Primer durch Datenbank- und 

Sequenzanalysen, konnten in der PCR PLZF-Fragmente einer Länge von ungefähr 200 bp 

amplifiziert werden.  

 

Studien zur Expression und Funktion von PLZF fokussierten sich bislang eher auf die fetale 

Entwicklung und auf die Hämatopoese. Über die Regulierung der PLZF-Expression, die 

Zielgene sowie dem Verhältnis zum AT2R existieren hingegen nur wenige Daten. Das 

Expressionsmuster von PLZF beschrieb erstmals Cook genauer im Zusammenhang mit der 

fetalen Entwicklung von Mäusen (Cook et al. 1995). Mittels RT-PCR konnte er zeigen, dass 

die PLZF-Expression in der Niere, der Leber und im Herz perinatal gesteigert wird. Mit 

Ausnahme des Herzens und einigen Gehirnregionen zeigte sich postnatal ein deutlicher 

Rückgang der Expression, so dass PLZF in den meisten Organen von adulten Mäusen kaum 

bis nicht mehr nachweisbar war. Dass es sich bei PLZF um eine wichtige funktionelle 

Komponente bei der embryonalen Entwicklung handelt, vermutete damals bereits Cook. Doch 

erst jüngere Studien konnten zeigen, dass PLZF wachstumshemmende und proapoptotische 

Effekte in embryonalen Geweben ausübt (Barna et al. 2000, Costoya und Pandolfi 2001). 

Mittels Northern Blot untersuchte auch Senbonmatsu die Expression von PLZF in adulten 

Ratten (Senbonmatsu et al. 2003). Dabei wurde von starker PLZF-Expression im Herz 

berichtet sowie geringer Expression in der Leber und im Colon. Keine Expression fand er 

hingegen im Gehirn, der Aorta und in der Niere. In Einklang mit den Ergebnissen von Cook 

und Senbonmatsu fanden auch wir mittels PCR die stärkste PLZF-Expression in 

Rattenherzen. Zusätzlich gelang der Nachweis von Expression im Gehirn, in der Niere, der 

Lunge und der Nebenniere, keine Expression ließ sich hingegen in der Leber und der Milz 

feststellen. Im Vergleich zeigt sich somit keine vollständige Übereinstimmung mit dem von 

Senbonmatsu beschriebenen Expressionsmuster. Die Ursache dafür könnte methodisch 

bedingt sein, aufgrund der geringeren Sensitivität des Northern Blots gegenüber der PCR. 

 

Um einen Zusammenhang zwischen der Funktion von PLZF und dem AT2R zu untersuchen, 

war ihre Gewebeverteilung ein wichtiges Kriterium. Wie PLZF wird auch der AT2R stark in 

embryonalen Geweben exprimiert und während der Reifung zum adulten Tier hauptsächlich 

auf die Expression in der Niere, der Nebenniere, der Aorta, dem Herz und einigen 
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Gehirnregionen reduziert (Unger 1999).Vergleicht man das Expressionsmuster des AT2R mit 

den Ergebnissen der PCR, so ist eine Koexpression mit PLZF in der Niere, der Nebenniere, 

dem Herz und im Gehirn zu finden. Die Tatsache, dass nicht in allen getesteten Geweben eine 

Koexpression nachgewiesen werden konnte, deutet darauf hin, dass PLZF weitere, AT2R-

unabhängige Funktionen ausübt und hier möglicherweise mit anderen Rezeptoren interagiert. 

Als potentieller Interaktionspartner könnte dabei der Renin/Prorenin-Rezeptor (PRR) eine 

Rolle spielen. Die Interaktion des PRR mit dem Transkriptionsfaktor PLZF konnte erstmals 

die Arbeitsgruppe von Schefe an humanen Nieren und einer Kardiomyozyten-Zelllinie von 

Ratten nachweisen (Schefe et al. 2006). Zusätzlich fand sich für den humanen PRR ein 

ubiquitäres Expressionsmuster. Die Ergebnisse der PCR geben jedoch nur einen Anhaltspunkt 

für eine mögliche Koexpression und müssen folglich auf Zellebene genauer untersucht 

werden. Um die Koexpression von PLZF und dem AT2R in der Nebenniere genauer zu 

untersuchen, wurde eine ISH entwickelt.   

 

4.6.2 Koexpression von PLZF und AT2R in der Nebenniere von Ratten 

 

Die Expression von PLZF in der Nebenniere sowie das Verteilungsmuster innerhalb ihrer 

Zonen wurden, nach unserem Wissen, bislang noch nicht beschrieben. Dies mag darin 

begründet sein, dass PLZF als potentieller Interaktionspartner des AT2R bzw. PRR erst in den 

letzten vergangenen Jahren als neue Komponente des RAS identifiziert werden konnte. Die 

ZG, als Ort der Aldosteronbiosynthese, stellte somit einen besonderen Fokus unserer 

Untersuchungen dar.  

 

Bislang existieren nur wenige Daten über mögliche Mechanismen zur AT2R–

Signaltransduktion in der Nebenniere. Bottari konnte zeigen, dass die AT2R-Stimulation mit 

ANGII in ZG-Zellen von Ratten zur Aktivierung von PTPasen führt, die einen inhibitorischen 

Effekt auf die Guanylatzyklase ausüben (Bottari et al. 1992). Takahasi hingegen berichtete 

von einem inhibitorischen Effekt von ANGII auf PTPasen in einer ausschließlich den AT2R 

exprimierenden Phäochromozytomzelllinie (Takahasi et al. 1994). Unterschiedliche 

Mechanismen der AT2R-Signaltransduktion innerhalb der Nebenniere erscheinen durchaus 

plausibel, bedenkt man die teils gegensätzliche Regulation nach AT2R-Stimulation zwischen 

ZG und Medulla (Peters et al. 2001). Bei der ISH wurde deutlich, dass PLZF nicht homogen, 

sondern zonenspezifisch in der Nebenniere von WT-Ratten exprimiert wird. Die stärkste 

PLZF-Expression fand sich im Bereich der ZG und der Medulla, in der ZF und ZR zeigte sich 
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hingegen nur ein schwaches Signal. Es ist demnach davon auszugehen, dass das Transkript 

auch entsprechend translatiert wird und das PLZF-Protein in der Nebenniere vorkommt. Dies 

müsste sich folglich auch immunhistochemisch demonstrieren lassen. Hinsichtlich unserer 

Fragestellung bedeutet dieses Ergebnis, dass die starke Expression von PLZF in der ZG und 

Medulla mit der des AT2R  korreliert und PLZF somit einen potentiellen Kandidaten in der 

Signalkaskade des AT2R darstellt. Im Herz von Ratten bindet PLZF an den Promotor von p85 

alpha, einer regulatorischen Untereinheit der PI3K, und aktiviert dessen Transkription 

(Senbonmatsu et al. 2003). Dies wiederum führt zur Aktivierung der Proteinkinase B (AKT) 

und ribosomalen S6-Kinase, beides Enzyme zur Stimulation der Proteinsynthese. Vergleicht 

man die zuvor in in vitro-Studien beschriebene Beteiligung von PTPasen an der AT2R-

Signaltransduktion mit der von Senbonmatsu beschriebenen Signalkaskade, stellt sich die 

Frage nach möglicherweise parallel zueinander existierenden Mechanismen. Feng beschrieb 

an NIE-115-Zellen, einer Neuroblastomzelllinie und COS-7-Zellen, einer renalen 

Fibroblastenzelllinie, die Interaktion des AT2R mit der PTPase SHP-1. Es konnte gezeigt 

werden, dass die Aktivierung der SHP-1 einen inhibitorischen Effekt auf die p85 alpha-

Signalkaskade ausübt und somit die Proteinsynthese hemmt (Feng et al. 2002, Landon und 

Inagami 2005). In der Zusammenschau der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und der 

aktuellen Literatur kann somit die Hypothese abgeleitet werden, dass PLZF über den AT2R 

stimuliert wird, p85 alpha aktiviert und dies zu einer Hypertrophie mit gesteigerter 

Aldosteronproduktion führt. In weiterführenden Studien müsste untersucht werden, ob der 

AT2R tatsächlich mit dem PLZF-Protein interagiert und inwiefern die Aktivierung von 

PTPasen dabei eine Rolle spielt. Zur Untersuchung der Interaktionfähigkeit von Proteinen 

würde sich die ebenfalls von Senbonmatsu verwendete Methode des Hefe-Zwei-Hybrid-

Systems (Yeast Two Hybrid) eignen, die einen Nachweis mittels enzymatischem 

Bindungsassay erlaubt (Kulozik et al. 2000).    

 

4.7 Ausblick 

 

18 Jahre sind vergangen seit der Identifizierung des AT2R. Doch auch nach schätzungsweise 

über 2000 Publikationen zur Charakterisierung des Rezeptors bleiben viele Fragen ungeklärt. 

Anfangs wurde vermutet, dass der AT2R möglicherweise keine physiologische Funktion 

erfüllt. Es dauerte 5 Jahre bis die erste physiologische Funktion, Antiproliferation, dem AT2R 

zugeordnet werden konnte (Stoll et al. 1995). Von besonderem klinischem Interesse scheint 

die Funktion des AT2R innerhalb des RAS, bedenkt man dass ACE-Hemmer und AT1-
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Rezeptorblocker heute zu den am meisten verschriebenen Medikamenten zur Behandlung 

kardiovaskulärer Erkrankungen gehören. Die günstigen Effekte des AT2R auf  kardiale 

Umbauvorgänge, dem kardialen Remodeling, sowie die Regulation des Blutdruckes stellen 

somit wichtige Ansatzpunkte für weitere intensive Forschung dar. Der Einsatz des transgenen 

Rattenmodells TGRCXmAT2R könnte zum Nachweis weiterer Funktionen und 

Funktionsmechanismen führen und den Anfang für neue spannende Projekte bilden.   
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5. ZUSAMMENFASSUNG 

 

Die Kontrolle der Aldosteronbiosynthese in der ZG der Nebenniere wird hauptsächlich über 

den AT1R vermittelt. Die Funktion des AT2R hingegen, der in geringerem Ausmaß ebenfalls 

in der ZG exprimiert wird, ist weitgehend ungeklärt. Zur Untersuchung der Rolle des AT2R 

bei der AT1R-vermittelten Aldosteronbiosynthese wurde ein transgenes Rattenmodell 

(TGRCXmAT2R) entwickelt, dass Maus-AT2R in der Nebenniere, im Herz, Gehirn, 

Skelettmuskel, in Gefäßen und Niere überexprimiert. Das grundlegende Ziel dieser Arbeit 

war die Charakterisierung der Expression des transgenen AT2R in der Nebenniere. In einer 

dazu entwickelten ISH mit Digoxigenin-markierter Sonde, die die Unterscheidung zwischen 

endogenen und transgenen AT2R ermöglichte, zeigte sich eine starke Überexpression von 

Maus-AT2R in der ZG und Medulla, aber auch in der ZF. Im Vergleich zu WT-Ratten konnte 

mittels Rezeptorbindungsstudien eine 3-fach höhere AT2R-Dichte in der ZG nachgewiesen 

werden. Ein Einfluss der Überexpression auf die AT1R-Expression zeigte sich dabei nicht. 

Die AT2R-Überexpression führte bei den transgenen Ratten zu einer signifikanten Erhöhung 

der basalen PAK gegenüber den WT-Ratten. Auch nach Stimulation des RAS mit exogen 

zugeführtem ANGII in einem 2-wöchigen Tierexperiment, konnte ein schnellerer und 

stärkerer Anstieg der PAK gemessen werden und somit zumindest ein inhibitorischer Effekt 

des AT2R auf die Aldosteronproduktion ausgeschlossen werden. Keinen Einfluß hatte die 

AT2R-Überexpression in der ZF auf die Glucokortikoidproduktion. Die Proliferationsrate in 

der ZG war unter Bedingungen gleich hoher ANGII-Spiegel bei den transgenen Ratten 

signifikant erniedrigt gegenüber den gleich behandelten SD-Kontrollen bei insgesamt aber 

mikroskopisch gleich stark ausgeprägter CYP11B2-Expression nach 2 Wochen ANGII. Dies 

unterstützt die Hypothese einer antiproliferativen und differenzierungsfördernden Wirkung 

des AT2R. Als möglicher Signaltransduktionsweg für den AT2R könnte PLZF und die 

Stimulation von P85alpha in Frage kommen. In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals 

nachgewiesen werden, dass der AT2R und PLZF in der Nebenniere von Ratten kolokalisiert 

sind, sodass eine wesentliche Voraussetzung für diese Hypothese gegeben ist. Die Ergebnisse 

dieser Arbeit verdeutlichen, dass das beschriebene neue transgene Rattenmodell ein nützliches 

Werkzeug darstellt, das es ermöglicht die Funktionen und Signaltransduktionsmechanismen 

des AT2R unter physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen auf Organ- und 

Zellebene genauer zu untersuchen.  
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7. ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 

 

ACE angiotensin converting enzyme 

ACTH Adrenokortikotropes Hormon 

ADH Antidiuretisches Hormon 

ADM Adrenomedullin 

AKT Proteinkinase B 

ANGI Angiotensin I 

ANGII Angiotensin II 

ANGIII Angiotensin III 

ANGIV Angiotensin IV 

ANGII (1-7) Angiotensin II (1-7)  

ANP Atriales Natriuretisches Peptid 

AP Alkalische Phosphatase 

APL Akute Promyelozytenleukämie  

AT1R Angiotensin II Typ 1 Rezeptor 

AT2R Angiotensin II Typ 2 Rezeptor 

AT4R Angiotensin IV Typ 4 Rezeptor 

ATR Angiotensin II Rezeptor 

BCIP 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate, Toluidin-Salz 

bp Basenpaare 

BrdU Bromdesoxyuridin 

BSA Bovines Serumalbumin 

CAGE chymostatin-sensitive angiotensin II-generating enzyme 

CX Cytomegalievirus/chicken-beta-actin-Promotor 

Cy3 Indocarbocyanin 

CYP Cytochrom 

CYP11B1 11ß-Hydroxylase 

CYP11B2 Aldosteronsynthase 

DAG Diazylglycerol 

DHEA Dehydroepiandrosteron 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DTT Dithiothreitol 

dNTP Desoxynukleotid-Triphosphat 



Kapitel 7                                                                                                                                Abkürzungsverzeichnis 

 

 
117 

DOC 11-Desoxycorticosteron 

EDTA Ethylendiamin-Tetraazetat 

ERK Extrazellulär-Regulierte-Kinase 

FCS fetal calve serum 

GAPDH Glyceraldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

hnRNA heterogeneous nuclear RNA  

IP3 Inositol-1,4,5-Triphosphat 

ISH in situ-Hybridisierung 

MAPK Mitogen-Aktivierte Proteinkinase 

MIB-1 Molecular Immunology Borstel-1 

MKP-1 MAP-Kinase-Phosphatase 1 

MOPS 3- bzw. 4-Morpholinepropanesulfonic acid 

NBT Nitroblautetrazoliumchlorid 

NO Stickstoffmonoxid 

PACAP pituitary adenylate cyclase activating polypeptide 

PAK Plasmaaldosteronkonzentration 

PAMP Proadrenomedullin N-terminal 20-Peptid 

PBS phosphate buffered saline 

PCR Polymerase-Kettenreaktion 

PI3K Phophatidyl-Inositol-3-Kinase 

PLZF promyelocytic leukemia zinc finger 

PRK Plasmareninkonzentration 

PRR Renin/Prorenin-Rezeptor 

PTPase Protein-Tyrosin-Phosphatase 

RAS Renin-Angiotensin-System 

rpm Umdrehungen pro Minute, rounds per minute 

RT Raumtemperatur 

SD Sprague-Dawley 

SEM Standardfehler des Mittelwertes 

SHP-1 SH2-Domain-Containing-Phosphatase 1 

SSC saline sodium citrate 

StAR steroidogenic acute regulatory protein 

STAT signal transducers and activators of transcription  

TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer 
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t-PA tissue plasminogen activator, Gewebeplasminogenaktivator  

TZ Transitional Zone 

VIP Vasoaktives Intestinales Polypeptid 

WT Wildtyp 

ZF Zona Faszikulata 

ZG Zona Glomerulosa 

ZI Zona Intermedia 

ZR Zona Retikularis 
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