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Kapitel 1 Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1 Historischer Blick auf das Renin-Angiotensin-System

Die Entdeckung des Renin-Angiotensin-Systems (R#gann 1898 mit den Beobachtungen
der finnischen Physiologen Tigerstedt und Bergnfagefstedt und Bergman 1898). lhnen
gelang es, eine vasoaktive Substanz mit blutdraaetnder Wirkung aus Kaninchennieren
zu extrahieren, die sie, entsprechend ihrem Urgmam, als Renin bezeichneten. Die
Entdeckung von Renin bildete die Grundlage furkti®rschung des RAS, welches eine
wichtige Rolle spielt bei arterieller Hypertoniedukardiovaskularen Erkrankungen und bis
heute nicht vollstandig verstanden ist. So gelangary Goldblatt 1934, in einem
Tierexperiment mit Hunden eine arterielle Hypergodurch Abklemmen der Arteria renalis
zu induzieren. Dabei konnte die renale SekretiamRenin nachgewiesen werden. In den
darauffolgenden Jahren beschrieben Forscher eueek@mponente des RAS mit kurzzeitig
vasoaktiver Wirkung im vendsen Blut ischamischezriin. Es wurde vermutet, dass Renin
die enzymatische Umwandlung eines Plasmaprotemdgifi) wodurch ein neues Substrat
entstdnde. Die Substanz wurde anfangs als ,hymentelzw. ,angiotonin“ bezeichnet, 1958
einigte man sich auf den Terminus ,angiotensin“d&aund Terragno 2001). Als es der
Arbeitsgruppe von Skeggs 1956 gelang, Angioten§kNGI) zu isolieren, das sich durch die
enzymatische Wirkung von Renin aus Angiotensinagespaltet, ging man zunachst davon
aus, dass es fur die Vasokonstriktion verantwdrisiei. Diese These konnte widerlegt
werden, als ebenfalls von Skeggs das ,angioterminarting enzyme*“ (ACE) entdeckt
wurde, das die Umwandlung von ANGI zu Angiotens$i(ANGII) katalysiert. 1958
berichtete Gross Uber den Zusammenhang zwischerRd&rund der Aldosteronproduktion
in der Zona Glomerulosa (ZG) des NebennierenkoA&GII stimuliert dort die

Aldosteronproduktion und verstarkt dadurch die Natretention.
1.2 Physiologie des Renin-Angiotensin-Systems
Das RAS spielt eine wichtige Rolle bei der Regolatiles Blutdruckes und des

Elektrolythaushaltes. Man unterscheidet zwischaemaizirkulierenden und einem

gewebestandigen RAS.
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Zirkulierendes RAS:

Renin, welches von den juxtaglomerularen ZellenNlere sezerniert wird und so in den
Systemkreislauf gelangt, spaltet das in der Leké&ndliche Angiotensinogen in das inaktive
Dekapeptid ANGI. Die Reninsekretion wird stimulidarch einen verminderten renalen
Perfusionsdruck, einen verminderten Transport vatritbinchlorid (NaCl) zum distalen
Tubulus sowie durch einen erhdohten Sympathikot¢Rasmley 1989). ANGI wird
anschlie3end durch das ACE in das aktive Oktap&ti@!l umgewandelt. Das ACE wird
dabei gleichzeitig als Synonym flr die Kininasedrwendet, durch die das vasodilatatorisch
wirkende Bradykinin gespalten und inaktiviert w{ang et al. 1970, Campbell 1987).

Gewebestandiges RAS:

Jungere Studien konnten zeigen, dass alle Kompenel#s RAS in der Niere, Nebenniere,
im Herz, Gehirn und in GefalRen exprimiert werded die Organe somit in der Lage sind,
ANGII lokal zu produzieren (Bader et al. 2001). 2odexistieren weitere Mechanismen, die
die Bildung von ANGII katalysieren. Durch die hgyegifische Chymase, das ,chymostatin-
sensitive angiotensin ll-generating enzyme* (CAGRY Kathepsin G kann ANGI ebenfalls
in ANGII umgewandelt werden. ANGII kann aber auatekt aus Angiotensinogen enstehen.
Hierflr konnte die enzymatische Wirkung von Gewéagminogenaktivator (t-PA),
Kathepsin G, Tonin und chymotrypsin- bzw. trypsimiéher Enzyme verantwortlich
gemacht werden (Gibbons und Dzau 1994). Es wirdggzt, dass 40% der Gesamtmenge
von ANGII im menschlichen Kérper nicht durch diezgmatische Umwandlung des ACE

entstehen (Hollenberg et al. 1998).

ANGII ist das wichtigste Effektorhormon des RAS wrdfaltet seine Wirkung tber
Angiotensin Il Typ 1- (ATR) und Angiotensin Il Typ 2 Rezeptoren (/). ANGII ist
allerdings nicht das einzige aktive Peptid im RA8ch die Spaltprodukte Angiotensin I
(ANGIII), Angiotensin IV (ANGIV) und Angiotensin l}1-7)(ANGII (1.7y) sind biologisch

aktiv. ANGIII, dass durch die enzymatische Wirkudey Aminopeptidase A entsteht, besitzt
die meisten Eigenschaften von ANGII und verwendebadessen Rezeptoren. ANGIV
hingegen bindet an Angiotensin IV Typ 4 Rezeptqfh;R) und stimuliert dabei die
Synthese des Plasminogenaktivator-Inhibitors Typildem Effekt einer renalen und

zerebralen Vasodilatation. Seine enzymatische Urdinag wird katalysiert durch die
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Aminopeptidase A bzw. N. ANGli.7, dass durch die enzymatische Wirkung der
Prolylendopeptidase und Carboxypeptidase entsemiliert die Bildung von
Stickstoffmonoxid (NO), vasodilatatorisch wirkenderostaglandinen und steigert die
glomerulare Filtrationsrate, die renale Harnprodwuksowie die renale Natriumexkretion
(Ardaillou 1997).

1.3 Angiotensin Il Rezeptoren

Bislang konnten durch den Einsatz spezifischer goniégsten sowie durch cDNA-Klonierung
zwei Subtypen von Angiotensin Rezeptoren (ATR)&ngetieren identifiziert und
charakterisiert werden: der AR und AT;R (Sasaki et al. 1991, Murphy et al. 1991,
Kambayashi et al. 1993, Mukoyama et al. 1993).l@&len Rezeptorsubtypen handelt es sich
um G-Protein-gekoppelte Rezeptoren mit der Strugitues Sieben-Transmembran-
Domanen-Rezeptors (Rockman et al. 2002). Obwohl AN®@E &hnlicher Affinitdt an den

AT 1R und AT;R bindet, besitzen beide Rezeptoren nur eine 34%ageologie ihrer

Gensequenzen (Inagami et al. 1992).

1.3.1 Eigenschaften

1.3.1.1 Der ATIR

Das Gen des AR wurde erstmals 1991 aus glatter GefaBmuskulatuRatten (Murphy et
al. 1991) und Nebennieren von Rindern (Sasaki. €t91) isoliert und kloniert. Es kodiert
fur 359 Aminosauren mit einem Molekulargewicht vidhkDa. Das humane AR-Gen ist
auf Chromosom 3 lokalisiert. Bei Nagetieren unteesdet man die zwei Isoformen AR
und ATygR, die eine 94%ige Homologie ihrer Gensequenzeneasén (Sasamura et al.
1992, Iwai und Inagami 1992). Bei Ratten ist dag/&RFGen auf Chromosom 17 lokalisiert,
das AT;,gR-Gen auf Chromosom 2 (Lewis et al. 1993).

Der AT1R ist charakterisiert durch eine hohe AffinitatBiphenylimidazolen, wie Losartan,
Candesartan und Irbesartan sowie einer geringanitdffzu Tetrahydroimidazolpyrimidinen,
wie PD123319 und PD123177 (Timmermans et al. 199i&)transmembrane Domane des

Rezeptors und die extrazellulare Schleife spiebdredfur die Bindung eine wichtige Rolle.
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Die Bindungsstelle von ANGII unterscheidet sich & der Biphenylimidazole, da diese
nur mit der transmembranen Domé&ne interagierenbl@nski et al. 1995).

1.3.1.2 Der ATLR

Das AT,R-Gen von Menschen, Ratten und Mausen wurden dssfir883 isoliert und
kloniert. Die Gene weisen eine etwa 90%ige Homadgier Nukleinsaure-Sequenzen auf
(Nakajima et al. 1993, Mukoyama et al. 1993, Magtiml. 1994, Tsuzuki et al. 1994). Das
AT,R-Gen kodiert fir 363 Aminosauren mit einem Molekgewicht von 41 kDa
(Mukoyama et al. 1993). Das humane,R¥Gen ist auf dem X-Chromosom lokalisiert und
besteht aus 3 Exons, wobei sich die kodierendeedequolistandig auf dem letzten Exon
befindet (Elton 1995). Der AR ist charakterisiert durch eine hohe AffinitdtRiD123319,
PD123177 und CGP42112 und einer geringen Affimtékosartan und Candesartan

(Timmermans et al. 1993).

1.3.2 Vorkommen

Sowohl der ATR als auch der A0R werden in einer Vielzahl von Geweben exprimiert,

jedoch unterscheiden sich beide deutlich in ihrent&lungsmustern.

1.3.2.1 Der AT.IR

Bei Nagetieren werden die zwei Isoformen,AR und AT;gR unterschieden, die
artspezifische Expressionsmuster aufweisen. Rakprimieren den ATaR und AT;gR in

der Nebenniere, Niere, Leber, Hirnanhangsdriisegéuim Herz, Hoden, Gehirn und in
glatter Muskulatur. Dabei dominiert der AR in allen Geweben, aul3er in der Nebenniere
und Hirnanhangsdrise, wo der AR Uberwiegt. Besonders stark wird der:AR in glatter
GefalRmuskulatur und in der Lunge exprimiert. Maaigarimieren den ATaR in der
Nebenniere, Niere, Leber, Lunge, im Herz, HoderhifBe Eierstock und im Fettgewebe. Der
AT 1gR hingegen konnte ausschlief3lich im Hoden, Gehhio der Nebenniere

nachgewiesen werden (Burson et al. 1994).

Doch auch innerhalb der einzelnen Organe zeigénusiterschiedliche Expressionsmuster. In

der Niere von Ratten wird der AdR beispielsweise in mesangialen und juxtaglomesul&r

10
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Zellen, im proximalen Tubulus, in den Vasa rectd iminterstitiellen Zellen exprimiert,
wahrend der ATgR ausschlief3lich in mesangialen und juxtaglomeeunl&ellen sowie im
Nierenbecken gefunden wird. In der Nebenniere vatteR wird der ATAR und ATigR in
der ZG exprimiert. In der Medulla werden dagegessalliel3lich ATAR exprimiert
(Llorens-Cortes et al. 1994).

1.3.2.2 Der ATL,R

Die AT,R-Expression ist ontogenetisch stark differenzM&hrend der Rezeptor sehr stark
in fetalen Geweben exprimiert wird, nimmt die Exgsien postnatal, zumeist zu Gunsten des
AT1R, ab. Mittels ISH konnte eine ausgepragte fetalgRAEXpression im
Zungenmesenchym, subkutanen Fettgewebe und im BAfednoachgewiesen werden, wo der
Rezeptor zu 97% gegenuber demRTominiert. Postnatal andert sich dieses Vertsltni
drastisch, der AJR ist dann kaum mehr nachweisbar (Grady et al. 1 ®ife geringere

fetale AT,R-Expression findet sich zudem in der SkelettmuskyFeuillan et al. 1993), der
Trachea und in der Magenschleimhaut (ShanmugamE2@6). Doch auch in diesen
Geweben verschwindet der AR postnatal nahezu vollstandig. Nur in einigen Geame

bleibt der ATLR auch nach der Geburt erhalten. Hierzu zahleiNdeenniere, Aorta, Niere,
das Herz und verschiedenen Gehirnregionen (Batai. 1993), der Uterus (Cox et al.
1993), follikulare Granulosazellen des Ovars (Pustehl. 1991) und das Pankreas (Chappell
et al. 1994).

Auch beim ATR existieren artspezifische Besonderheiten im Esgpo@smuster. Im
Nierenkortex von Ratten und Kaninchen dominiert Ai€fR mit 90% deutlich gegentuber
dem AT:R, bei Affen hingegen findet sich ein ausgeglictsevierhaltnis (Chang and Lotti
1991). Im Uterus von Menschen und Schafen domiderfAT,R deutlich gegentiber dem
AT:R (Whitebread et al. 1989, Cox et al. 1993), wathtesi Ratten und Kaninchen ein
ausgeglichenes Verhaltnis besteht (Dudley et #01LDie AT,R-Expression unterliegt dabei
auch regulatorischen Einflissen. Wahrend im UteamsSchafen der AR zu 85%
gegeniber dem AR dominiert, kehrt sich dieses Verhaltnis mit deegiBn der Graviditéat
um und ist mit Beendigung der Schwangerschaft sdvelr (Cox et al. 1993). Eine Zunahme
der AT,R-Expression wurde zudem bei Wundheilungsprozedsekpidermis (Kimura et al.
1992), bei Herzhypertrophie und Koronarer Herzkhreritkbeobachtet (Matsubara 1998).

11
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1.3.3 Funktion

1.3.3.1 Der ATIR

Die meisten der heute bekannten physiologischezkiffvon ANGII werden tUber den AR
vermittelt. Die AT;R-Stimulation in glatter Gefaldmuskulatur bewirkieeNasokonstriktion
und nimmt so einen direkten Einfluss auf die Blutdkregulation (Timmermans et al. 1993).
In der Nebenniere stimuliert ANGII Uber den ARdie Sekretion von Katecholaminen in der
Medulla und Aldosteron in der ZG und nimmt so eimetirekten Einfluss auf die
Blutdruckregulation (Giacchetti et al. 1996). Zudigh vermittelt der ATR die positiv
inotropen und chrontropen Effekte von ANGII in Kemahyozyten (Moravec et al. 1990).
Auch im zentralen Nervensystem nimmt der;RTeine wichtige Rolle ein, wo er als
Neurotransmitter bzw. Neuromodulator den Blutdri@&#lzhaushalt, das Trinkverhalten
sowie verschiedene neuroendokrine Prozesse stdeeBasparo et al. 2000). In der
Hypophyse stimuliert er die Freisetzung des Antelischen- (ADH) und
Adrenokortikotropen Hormons (ACTH) (Oldfield et aB94). In der Niere ist der AR an
der Regulation des Natrium- und Wasserhaushaltggaximalen Tubulus beteiligt und
vermittelt Gber einen negativen Feedback-Mecharsstitt Hemmung der Reninsekretion in
den Zellen der Macula densa (Bell und Peti-Perte280).

Es wurde gezeigt, dass der A&RTEinfluss auf das Zellwachstum und die Zellproateon
nimmt, die Effekte jedoch nach Gewebeart variietemglatter GefaRmuskulatur,
Fibroblasten, Herzmuskelzellen und im GefaRendattiluliert ANGII Gber den AJR die
Proteinsynthese und Zellproliferation bzw. Zellhstpephie (Baker und Aceto 1990,
Schelling et al. 1991, Stoll et al. 1995 a,b) durehmehrte Expression der endogenen
Wachstumsfaktoren ,fibroblast growth factor®, ,teflarming growth factor-31“ und
~platelet-derived growth factor” (Dzau et al. 19%4yckle und Earp 1994, Rosendorff 1996).
Auch eine Beteiligung an apoptotischen Prozessam, grogrammierten Zelltod, konnte
beobachtet werden. Durch Studien an verschiedeamopulationen konnten dabei sowohl
proapoptotische (Leri et al. 2000) als auch anpapesche (Pollman et al. 1996) Effekte nach
AT ;R-Stimulation nachgewiesen werden.

12
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1.3.3.2 Der AT,R

Uber die Funktion des AR ist derzeit weit weniger bekannt. Es wurden sdwoh
synergistische als auch antagonistische FunktianenAT;R beobachtet. Eine wichtige
Rolle scheint der AJR bei der Steuerung apoptotischer Prozesse zespiEd98 berichtete
die Arbeitsgruppe von Li, dass die Stimulation eyobialer Hautfibroblasten von Wildtyp-
Mausen (WT) mit ANGII zur Auslésung apoptotischeo®esse fuhrt, wahrend bei AR-
Null-Mausen, eine den AR nicht exprimierende Linie, keine Veranderungeftraten (Li
et al. 1998b). Es folgten Studien an PC12W-Zekamer konstant den AR, aber nicht den
AT 1R exprimierenden Zelllinie. Auch hier zeigten siech ANGII-Stimulation
proapoptotische Prozesse, die gleichzeitig mitreineéung der Ceramidexpression
einhergingen (Gallinat et al. 1999). 2002 bestétiglep mit seiner Studie an
Herzmuskelzellen von Ratten, dass die durch AN@luzierte Apoptose uber den AX
vermittelt wird (Diep et al. 2002).

Auf das Gefal3system bt der A& einen antiproliferativen Effekt aus, wohingegén d
Wirkung auf den Gefal3tonus lange Zeit kontroves&utiert wurde (Horiuchi et al. 1999,
Unger 1999). Erst durch jingere Untersuchungen tieondie vasodilatativen Eigenschaften
des ATR bestatigt werden (Carey et al. 2002, Widdop .2@02). Im Gegensatz zum
GefalRsystem ubt der AR in proximalen Tubuluszellen der Niere von Kaneckeinen
stimulierenden Effekt auf das Zellwachstum undRlieliferation aus (Jiao et al. 1998). Bei
AT-oR-Null-Mausen lost die chronische ANGII-Stimulatibaw. konstante
Blutdruckerh6hung keine Herzhypertrophie aus (Sentaisu et al. 2000, Ichihara et al.
2001), wohingegen in A/R-Null-M&usen eine Herzhypertrophie induziert wikrthrada et al.
1998). Die Beteiligung des AR an Differenzierungsvorgangen konnte durch
Untersuchungen neuronaler Zelllinien beobachet @rer8owohl an PC12W-Zellen (Meffert
et al. 1996) als auch an NG108-15-Zellen (Laflanetnal. 1996) konnte gezeigt werden, dass
eine AT,R-Stimulation das Auswachsen von Neuriten nichtinduzieren kann, sondern
auch die nerve growth factor (NGF) -vermittelte ptaslogische Differenzierung verstarkt.
Obwohl die starke AJR-Expression in embryonalen Geweben und die atifigrativen und
apoptotischen Eigenschaften eine Beteiligung anrgonlalen Differenzierungsvorgangen
vermuten lassen, konnte bislang kein eindeutigea@umenhang gezeigt werden. Bei der
embryonalen Entwicklung von AR-Null-M&usen konnte lediglich eine verspatete

Vaskulogenese beobachtet werden, jedoch keine ifkiigen (Yamada et al. 1999).

13
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Auch unter pathophysiologischen Bedingungen koment AT,R scheinbar eine wichtige
Rolle zu. Es konnte eine Zunahme der,RIExpression nach Verletzungen der Epidermis
(Regitz-Zagrosek et al. 1995), nach Gehirnlasigqisatsumi und Saveedra 1992),
Verletzungen im Gefal3system (Horiuchi et al. 1988geborenen Herzfehlern (Adachi et al.
2003), koronarer Herzkrankheit (Matsubara 1998) heidortgeschrittener Herzinsuffizienz
nachgewiesen werden (Lopez et al. 1994). Eine vere&xpression von AR und AT,R
zeigte sich auch nach einem Myokardinfarkt (Nialetl995). Mdglicherweise wirkt der

AT 2R hier kardioprotektiv, denn Oishi und Mitarbeikennten 2003 beobachten, dass;RT
Null-Mause nach Erleiden eines Myokardinfarktesestéirkere Herzhypertrophie aufweisen
und eine hohere Mortalitat gegeniber WT-Mausen aisen. Eine vermehrte AR-
Expression konnte zudem in der ZG von bilaterahnefgtomierten Ratten nachgewiesen
werden. Die vermehrte AR-Expression war dabei assoziert mit einer Erhgrder

Plasmaaldosteronkonzentration (PAK) (Peters &0413).

1.3.4 Signaltransduktion

1.3.4.1 Der AT.IR

Der AT;R gehdrt in die Familie der G-Protein-gekoppeltegb8n-Transmembran-Domanen-
Rezeptoren. Die Stimulation des A& durch ANGII bewirkt eine Anderung in der
molekularen Rezeptorstruktur wodurch eine Intecaktnit dem G-Protein ermdglicht wird
(Hein et al. 1997). G-Proteine bestehen aus etdmtereinheit, die Guanosintriphosphat
(GTP) bindet und hydrolysiert sowie aus einem wudigerbarem Komplex bestehend aus
einerp- undy-Untereinheit (Neer 1995). Auf der Basis struktlerelind funktioneller
Gemeinsamkeiten werden die G-ProteiUntereinheiten in 4 Familien eingeteilts, &,
Gg11and Go13(Simon et al. 1991). Qund G stellen die beiden Hauptmitglieder der Familie
dar, die in nahezu allen Zellen des Saugerorgarsgsrprimiert sind und die Rezeptor-
abhangige Regulation vghlsoformen der Phospholipase C vermitteln (ExtoBG)9Eine
Aktivierung der G-Proteine {/G;3 unter Beteiligung eines Rho-Kinase-vermittelten
Signalweges nach Stimulation von &' mit ANGII konnte in glatten Gefalimuskelzellen
beobachtet werden (Wirth et al. 2008).

Bislang wurden funf klassische Wege fir die Sigaakduktion des A/R beschrieben
(Abb.1.1). So fuhrt die Stimulation entweder zuegiAktivierung von L-Typ-
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Kalziumkandlen, der Phospholipasen A2, C, D odezimar Hemmung der Adenylatzyklase.
Dabei variieren die unterschiedlichen Signalkaskgdenach Gewebelokalisation des #&T
Wahrend der AJR in Endothelzellen und glatten Muskelzellen wegekend auf der
Zellmembran verbleibt, dominiert in Nebenniererallnd Epithelzellen die

Rezeptorinternalisierung (Vinson et al. 1997).

G-Proteine der g1-Familie koppeln den AR anp-Isoformen der Phopholipase C. Die
Aktivierung der Phopholipase C durch di®Jntereinheit von Gqg bzw. gbewirkt die
Bildung der Second Messenger Inositol-1,4,5-Tripas (IP3) und Diazylglycerol (DAG).
IP3 stimuliert dann die Entleerung intrazellul&kaiziumspeicher, wahrend DAG die
Proteinkinase C aktiviert (Exton JH 1996). Uberdegilechanismen wird die
Vasokonstriktion vermittelt. Durch die Aktivierurtger Phopholipase D und A2 kommt es zu
einer Freisetzung von Arachidonséure und folgligleiner Stimulation der
Prostaglandinsynthese (Griendling et al. 1996, Gapgt al. 1996). Die Stimulation eines
inhibitorischen Gy-Proteins fuhrt zu einer Hemmung der Adenylatzyilasder Leber, Niere
und der ZG, was eine Abnahme des intrazellulareoi@kMessengers cAMP zur Folge hat.
Bei cCAMP handelt es sich um einen Vasodilatatom®erklart sich das Uberwiegen der
vasokonstriktorischen Komponente nach Aktivierung AT:R (Jard et al. 1981, Pobiner et
al. 1985). Die Aktivierung von Kalziumkanalen dusNGII bewirkt einen Einstrom von
extrazellularem Kalzium in die Zelle. Der darausuléerende intrazellulare Kalziumanstieg
bewirkt eine Vasokonstriktion und stimuliert dieoBuktion von Aldosteron (Apfeldorf und
Rasmussen 1988).

Neben den klassischen Wegen der Signaltransdugkistieren weitere Wege, die besonders
mit den wachstumsfoérdernden und proliferativen l#a des ATR in Zusammenhang
gebracht werden. Durch Stimulation der Tyrosin-Phasylisierung und PhospholipaseyC-
wird die Mitogen-Aktivierte Proteinkinase (MAPK)adus-Kinase und die ,signal transducers
and activators of transcription” (STAT) aktivieB¢hieffer et al. 1996; Marrero et al. 1995).
An glatten Muskelzellen und Zellen des Nebenniermkes konnte gezeigt werden, dass es
daraufhin zu einem Anstieg der Expression der P@itkogene c-myc, c-fos und c-jun
kommt, die fur die Kontrolle des zellularen Wacimssuund Proliferation verantwortlich sind
(Sadoshima und Izumo 1993).
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Abb. 1.1 Mechanismen der Signaltransduktion und FunktiaAIBR (aus: Dinh et al.
2001). Abk.: DAG: Diazylglycerol, IP3: Inositol-12 Triphosphat, JAK: Janus-Kinase,
MAP: Mitogen-Aktivierte Proteinkinase, PKC: Protkinase C, PLA: Phospholipase A
PLC: Phospholipase C, PLD: Phospholipase D, STAhas transducers and activators of

transcription

1.3.4.2 Der ALR

Es wurden eine Vielzahl von Signalkaskaden flr A&pR beschrieben, wobei die genaue
Funktion und Zuordnung bislang nur unzureichendekitrt ist (Abb. 1.2). An PC12W-
Zellen, einer Phaochromozytom-Zelllinie, COS7-Zelleine den AJR stabil exprimierende
Zelllinie und an neuronalen Primarkulturen konréegjgt werden, dass nach
Rezeptorstimulation eine Kopplung an eine Untergeupon inhibitorischen G-Proteinen
erfolgt (Kambayashi et al. 1993, Kang et al. 190&kahasi et al. 1994, Zhang und Pratt
1996). Neben der klassischen G-Protein-gekopp&ligmalkaskade existieren zudem weitere

unkonventionelle Wege, die unterschiedlichenRFunktionen zugeordnet werden kénnen.
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Im Zusammenhang mit den antiproliferativen Eigea$ieln des ATR wurde die Aktivierung
von Phosphatasen beschrieben. So fuhrt digRAStimualtion zu einer Aktivierung der
Tyrosin-Phosphatase, MAP-Kinase-Phosphatase 1 (MK(Ptoriuchi et al. 1997, Fischer et
al. 1998), SH2-Domain-Containing-Phosphatase 1 (3HBedecs et al. 1997, Lehtonen et
al. 1999) bzw. der Serin/Threonin-Phosphatase 24a(id et al. 1996, Shenoy et al. 1999).
Die Phosphatasen bewirken, in Abhangigkeit vonGleawebelokalisation, die Offnung von
Kaliumkanélen, die Hemmung von T-Typ Kalziumkandbemw. die Inaktivierung der
Extrazellular-Regulierten-Kinase (ERK), einem Isogn der MAPK, das fir Proliferation
verantwortlich gemacht wird (Horiuchi et al. 1998joet und Nahmias 2000). Der /R-
vermittelte positive Effekt auf Zellwachstum undlgeoliferation konnte zudem an
proximalen Tubuluszellen von Kaninchennieren bebteiaverden. Hier fihrte die AR-
Stimulation zu einer Aktivierung des G-Proteins @] das einen stimulierenden Effekt auf
die MAPK ausubt (Jiao et al. 1998).

Die Stimulation der NO-Freisetzung und der damibuaedene Anstieg der intrazelluléaren
cGMP-Konzentration ist eine der wenigen Signalkdskadie sich der AR und AT,R

teilen. Die ATL,R-stimulierte NO-Freisetzung konnte an bovinenaert Endothelzellen
(Wiemer et al. 1993, Saito et al. 1996), Koronar@eh von Hunden (Seyedi et al. 1995),
Nierenarterien von Ratten (Seyedi et al. 1995, p@t al. 1998), neuronalen PC12W-Zellen
(Zhao et al. 2003) und NG-108-15-Zellen (Gendroale2003) beobachtet werden. Wahrend
in den neuronalen Zellen Differenzierungsvorgartgewiert wurden, fihrte die NO-
Freisetzung in den Gefal3en zum bekannten EffekVdsodilatation. AJR-Stimulation kann
aber auch zu einer Verminderung des intrazellula@P-Spiegels fuhren. Bottari zeigte,
dass durch AJR-Stimulation in PC12W-Zellen und ZG-Zellen von fRateine Protein-
Tyrosin-Phosphatase (PTPase) aktiviert wird, dierinhibitorischen Effekt auf die
Guanylatcyclaseproduktion austibt (Bottari et a@2)9Ein funktioneller Zusammenhang
konnte dabei nicht nachgewiesen werden.

Durch in vivo-Studien konnte gezeigt werden, dassRAStimulation zu einer Aktivierung
der Phospholipase A2 fuihrt (Haithcock et al. 1998¢. daraus resultierende vermehrte
Freisetzung von Arachidonsaure wirkt stimulierenfleinen N&HCOs-Transporter und
nimmt so Einfluss auf den intrazellularen pH-Wé&bKout und Rogers 1995, Sandmann et

al. 2001). In Nierenzellen hingegen bewirkt dieisetzung von Arachidonsaure eine
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Aktivierung von MAPK und anderen Kinasen und ningomit Einfluss auf proliferative
Vorgéange (Jiao et al. 1998, Dulin et al. 1998, Btet al. 1998).

Im Zusammenhang mit proapoptotischen Prozessert&@waramid als Lipidbotenstoff
charaktierisiert werden. AR-Stimulation bewirkt dabei eine Erhéhung der inéllularen
Ceramidkonzentration und in der Folge die Aktivieguder Caspase-3 (Gallinat et al. 1999).
Die Caspase-3 wurde bereits in friheren StudieMaldiator fiir Apoptose beschrieben, die

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

2002 konnte die Arbeitsgruppe von Stoll die Aktrvieg eines ,,zinc-finger homeodomain
enhancer protein“-Gens (Zfhep) nach R¥Stimulation in neuronalen und vaskularen Zellen
beobachten. Bei Zfhep handelt es sich um einensKkrgotionsfaktor, der eine Rolle bei der
Zelldifferenzierung spielt. Auch unter experimetgrlBedingungen zeigte sich eine
vermehrte Zfhep-Expression im Zusammenhang mipasiiferativen und
wachstumsfordernden Effekten nach R¥Stimulation. 2003 berichtete dann Senbonmatsu
von einer komplexen unorthodoxen SignalkaskadeAdeR in Herzen von Ratten. ARR-
Stimulation mit ANGII fuhrte hier zu einer Phospylegrung der Tyrosin-Kinase sowie zu
einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors ,prorfoeytic leukemia zinc finger®-Protein
(PLZF). Die durch PLZF stimulierte Expression d86Rlpha Phophatidyl-Inositol-3-Kinase
(PI3K), einem Aktivator flr Proteinbiosynthese, it Senbonmatsu als mdgliche Ursache

fur die beobachtete Entwicklung einer Herzhypettiefei den Ratten.
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Abb. 1.2 Mechanismen der Signaltransduktion und FunktiahAIBR (aus: Dinh et al.
2001). Abk.: ERK: Extrazellular-Regulierte-KinadéKP-1: MAP-Kinase-Phosphatase 1,
PLAZ2: Phospholipase A2, PP2A: Serine/Threonin-Phatgse 2A, PTP: Protein-Tyrosin-
Phosphatase, SHP-1: SH2-Domain-Containing-Phosghata

1.4 Die Nebenniere als Ort der Aldosteronbiosynthes

Die Aldosteronbiosynthese in der ZG der Nebennieré hauptséchlich durch ANGII tber
den ATiR reguliert (Aguilera 1992). Die genaue Funktios dbenfalls in der ZG
exprimerten AER ist unklar. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass AT,R-
Uberexpression in der ZG, welche z.B. durch bikleeNephrektomie induziert wird, einem
Stimulus fur die Aldosteronbiosynthese darstelttéies et al. 2001).

1.4.1 Mikroskopische Anatomie des Nebennierenkortex

Der Nebennierenkortex, der im Gegensatz zur Meandaodermalen Ursprungs ist, wird in

drei, sich anatomisch und physiologisch untersarald Schichten, unterteilt. Obgleich die
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genauen Grenzen der Dreischichtung relativ schgvearszumachen sind, zeigt jede Zone
eine charakteristische Anordnung der Zellen. D&eée, subkapsuléare Kortexbereich wird
als Zona Glomerulosa (ZG) bezeichnet. Diese relathmale Zone zeigt einen Aufbau aus
irregular und saulenférmig angeordneten Zelllages mimmt etwa 15% des Organs ein. Die
mit einem Volumen von 600—700 [imelativ kleinen Zellen der ZG sezernieren
Mineralokortikoide, hauptséchlich Aldosteron. Imizgetaler Richtung folgt, als breiteste
Kortexzone, die Zona Faszikulata (ZF). Diese Zoestdht aus etwa 30—40 Zelllagen. Die
Zellen bilden Zellstrange, die durch Sinuskapiltagetrennt sind. Das durchschnittliche
Zellvolumen betragt 1300—-2000 pm3, die Zellen impman zudem durch grol3e runde
Zellkerne. In dieser Zone wird Kortikosteron beiggtieren bzw. Kortisol beim Menschen
produziert. Zentripetal angrenzend an die ZF befirsich die Zona Retikularis (ZR). Die
Zellen dieser Zone sind mit einem Volumen von 8@%alpnd kleiner als die der ZF und
erscheinen als runde Zellnetze, die zwischen Kapifl liegen. In der ZF werden Androngene
produziert, hauptsachlich DehydroepiandrosteronEBH Bei einigen Spezies kann
zwischen ZG und ZF eine zusétzliche Zone beobawlgrten, die aus sudanophoben Zellen
besteht und als ,transitional zone®, ,zone of coegsion”, ,sudanophobe zone“ bzw. Zona
Intermedia (ZI) bezeichnet wird. Diese Zone korsegeRatten, Hunden, Rindern, Katzen und
Pferden nachgewiesen werden (Nussdorfer 1986).dlagv kleinen Zellen dieser Zone
besitzen keine Enzyme zur Synthese von Mineraldamden bzw. Glukokortikoiden (Mitani
et al. 1994). In Bezug auf die Wachstumsaktistéatlt die Nebennierenrinde mit ihren
einzelnen Schichten ein dynamisches Gewebe ddenmein bedarfsabhangiger Umbau
erfolgt. Aufgrund der Funktion des AR bei der Steuerung apoptotischer und proliferative
Prozesse in verschiedenen Geweben spielt diesdicimgigveise auch eine wichtige Rolle

bei Differenzierungs- und Wachstumsprozessen iratierdes Nebennierenkortex.

1.4.2 Wachstum des Nebennierenkortex

Der Nebennierenkortex wurde erstmals 1866 durclolérim drei Zonen untergliedert.
Seither werden drei Theorien zum Vorgang der ,Zamg" in der Nebenniere diskutiert.
1883 postulierte Gottschau in seiner ,Migrationsties’, dass die Kortexzellen in den
aul3eren Schichten einer stadndigen Erneuerung ufetédizierung unterliegen und
zentripetal in Richtung Medulla wandern. Auch n&etwicklung von radioaktiv markiertem
3H-Thymidin als Zellproliferationsmarker wurde déeBhese weiter von anderen Forschern
gestitzt (Brenner 1963, Zajicek et al. 1986, Nudedd 986). 1978 beschieb Hullinger, die
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zwischen ZG und ZF liegende ZI beim Hund als eipediiferative Zone, von der aus die
Zellen sowohl in Richtung ZF als auch ZG wandemm Gegensatz zur klassischen
Migrationstheorie, bezeichnete Nussdorfer dieseofibals ,proliferative intermediate zone
hypothesis®. 1994 beschrieb Mitani die zwischenwt@ ZF liegende Zone bei adulten
Ratten als Zone funktionell undifferenzierter Zrll®iese Zone zeigte immunhistochemisch
weder Aldosteronsynthase- noch 113-Hydroxylaseten@rende Zellen. Moglicherweise ist
diese Zone mit der ZI identisch. Es wurde angenommass es sich dabei um kortikale
Stammzellen bei der Ratte handelt. 1999 untersutatarbeitsgruppe von Mitani die
Lokalisation von DNA-synthetisierenden Zellen ungofstosezellen in Nebennieren von
fetalen und adulten Ratten. Sie konnten zeigers, itleder Fetalperiode in allen drei Zonen
Proliferation ohne Migration stattfindet. Bei aduitRatten hingegen zeigten sich DNA-
synthetisierende Zellen nur in der ZI, die nachizeetal in Richtung Medulla wandern.

Apoptosezellen jedoch fanden sich nur in der ZR.

Einen weiteren theoretischen Ansatz zum Verstand#gssWachstumsgeschehens bildet die
»Zonale Theorie* von Swann (1940) und Greep undri2ged 949), die postuliert, dass die

jeweiligen Zonen eigene Zellen bilden und ersekdamen. Die ,Zonale Theorie* geht dabei
von einer langsamen Proliferationsrate jeder Zarse die fur eine angemessene funktionell

unabhangige Erhaltung des Nebennierenkortex sorgt.

Nach der ,Transformationsfeld-Theorie” von Tonl#ihn der Kortex in ein aul3eres
Transformationsfeld zwischen ZG und ZF und in emeres Transformationsfeld zwischen
ZF und ZR eingeteilt werden. Er beobachtete, diabsbei erhdhter Hormonproduktion die
Zellen der ZF vermehren, sodass die ZF gréRer Wirel ZG und die ZR dienen dabei als
Reservezonen, deren Zellen sich bei Bedarf in ekdellen der ZF transformieren kénnen
(Tonutti 1951).

1.4.3 Aldosteronbiosynthese

Aldosteron ist ein Steroidhormon und gehort zu ekemeralokortikoiden. Es wird in der ZG
aus Cholesterol synthetisiert. Der fur die Aldostdriosynthese wichtige Transport von
Cholesterol von der auf3eren zur inneren Mitoch@mdnembran wird durch das
»Steroidogenic acute regulatory protein“ (StAR)stiiert (Stocco 2001a). Die Translokation
von Cholesterol zur inneren Mitochondrienmembrardwliabei als der
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geschwindigkeitsbestimmende Faktor fur die Steloglmthese angesehen (Stocco 2001b).
Bei der Umwandlung von Cholesterol zu Aldosteromdea enzymatische Reaktionen
durchlaufen, die von Dehydrogenasen und multifumidien Oxidasen katalysiert werden.
Der Grol3teil dieser Enzyme ist der Gruppe der Gytmme P450 (CYP) zugeordnet, welche
ihrerseits zur Superfamilie der Ham-Enzyme gehdabei benétigen diese Enzyme
Redoxpartner, die die Elektronen von NADPH aufE4S0-Enzym Ubertragen, wo sie als
Reduktionsaquivalent fir die Hydroxylierung fungierLambeth et al. 1982). Die
Umwandlung von Cholesterol in Pregnenolon an degri@n Mitochondrienmembran wird
durch das seitenkettenabspaltende Cytochrom P4k@salysiert. Pregnenolon wird
anschliel3end ins Zytosol transportiert und kann zlwei unterschiedliche Wege durchlaufen.
Entweder wird es durch die mikrosomaeRBydroxysteroid-Dehydrogenase zu Progesteron
dehydrogeniert und isomerisiert, oder durch die-Hydroxylase zu 17-Hydroxypregnenolon
hydroxyliert (Connel und Davies 2005). Progestesna anschliel3end durch Hydroxylierung
in Position 21 durch Cytochrom P450c21 zu 11-Dekorikosteron (DOC) umgewandelt.
Dieser Vorgang findet im endoplasmatischen Retikusatt. Die Umwandlung von DOC in
Aldosteron umfasst die Schritte DOC zu Kortikosterb3-Hydroxykortikosteron und
schlie3lich Aldosteron. Alle drei Reaktionen werdem der 11R3-Hydroxylase (CYP11B1)
und Aldosteronsynthase (CYP11B2) katalysiert, dieder inneren Mitochondrienmembran
lokalisiert sind. Das CYP11B2-Gen weist eine 93%tigenolgie zur Gensequenz von
CYP11B1 auf, das zusatzlich die Umwandlung von EbXykortisol zu dem Glukokortikoid
Kortisol katalysiert (Miller 1988).

1.4.4 Regulation der Aldosteronbiosynthese

Die Regulation der Aldosteronbiosynthese unterlegém komplexen und multifaktoriellen
Geschehen. Wahrend ACTH hauptséachlich fur die Rexgulg der steroidogenen Aktivitat
der ZF verantwortlich ist, konnten eine Vielzalyuiéerender Substanzen fur die ZG
nachgewiesen werden. Da Aldosteron, wie alle Sleraiicht in den Zellen gespeichert wird,
erfolgt die Regulation hauptséachlich Gber die Hanproduktion. Man unterscheidet generell
zwischen einer Regulierung der ,frihen Schrittetl yspaten Schritte” der
Aldosteronbiosynthese. Als ,friihen Schritt* beze&iehman dabei die Phase bis zur
Umwandlung in Pregnenolon, als ,spaten Schritt“ldewandlung zu Aldosteron durch
CYP11B2.
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ANGII

Als Hauptregulator gilt ANGII, das Uber den frihemd den spaten Schritt der
Aldosteronbiosynthese die Bildung von Aldosteramstiert. Dieser Effekt wird Uber den

AT 1R vermittelt (Gigante et al. 1997) und ist durcHzitamantagonisten hemmbar (Burnay et
al. 1994).

Kalium

Bereits ein geringer Anstieg der Kaliumkonzentnatim Plasma hat einen deutlichen Anstieg
der PAK zur Folge (Himathongkam et al. 1975). Danslierende Effekt von Kalium auf die
Expression von CYP11B2 kann jedoch durch Gabe VGE-Alemmern vollstandig
supprimiert werden (Shibata et al. 1991, Trembtasl.€1992). Somit ist die Kalium-bedingte
Stimulation der Aldosteronproduktion zumindest jgdirabh&ngig von ANGII.

Natrium

Niedrige Natriumkonzentrationen im Plasma stimelredie Aldosteronproduktion. Wé&hrend
ANGII und Kalium die Expression von CYP11B2 in @& stimulieren und somit direkt
Einfluss auf die Aldosteronproduktion nehmen, b&iv@ine niedrige Natriumkonzentration
eine Stimulation des gesamten RAS und nimmt sorditekt Einfluss. Es wurde zudem eine
erhohte Empfindlichkeit der Nebenniere beim Anspescauf ANGII beobachtet (Tremblay
et al. 1992, Lumbers 1999).

ACTH

ACTH stimuliert neben der Kortisolbiosynthese ad@hAldosteronbiosynthese. Allerdings
ist dieser Effekt nicht von langer Dauer. Nach Danfesion mit ACTH normalisiert sich die
PAK innerhalb von ein bis drei Tagen, wahrend dugtisolkonzentration deutlich erhdht
bleibt. ACTH stimuliert dabei die frihen SchritterdAldosteronbiosynthese (Lumbers 1999).
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Dopamin

An bovinen Nebennierenzellen konnte gezeigt werdagss die durch ANGII stimulierte
Aldosteronproduktion durch Dopamin supprimierbafEspiner und Nichols 1993). In der
Nebenniere von Ratten wird der D1A-Rezeptor augs8inth in der ZG exprimiert (Aherne
et al. 1997). Das genaue Wirkprinzip ist bislardpgh unklar, Studien mit
Dopaminagonisten und -antagonisten konnten bidteige eindeutigen Ergebnisse liefern
(Rizzi et al. 1997).

ANP

Das atriale natriuretische Peptid (ANP) bt einemimenden Einfluss auf die
Aldosteronproduktion aus. Es hemmt dabei sowohRdirinsekretion als auch die ANGII-
vermittelte Stimulation der Aldosteronbiosynthesenibers 1999).

ADM/PAMP

Adrenomedullin (ADM) und das Proadrenomedullin Kxtaal 20-Peptid (PAMP) wurden
erstmals 1993 von Kitamura und Mitarbeitern aussoklichen Phaochromozytomzellen
isoliert. Beide Peptide Uben einen inhibitorischéfekt auf die ANGII-stimulierte
Aldosteronproduktion aus, wobei PAMP eine deutitirkere Wirkung zeigt. Die basale
Aldosteronproduktion wird dabei nicht beeinflus&hdreis et al. 1997). ADM wird in der
Medulla und in der ZG gebildet und beeinflusstatieenale Funktion parakrin (Kapas und
Hinson 2002).

Daneben existieren weitere Substanzen mit moéghketise physiologisch bedeutetender
Wirkung auf die ZG. Hierzu z&hlt Arginin-Vasopreassilas einen direkt stimulierenden
Effekt Uber Vasopressin-1-Rezeptoren auf die Alelastproduktion bei Ratten, Katzen,
Menschen, Schafen, Hunden, Rindern und Kanincheiiba(Gallo-Payet und Guillon 1998).
Ebenfalls stimulierend wirken das vasoaktive integé Polypeptid (VIP) und das ,pituitary
adenylate cyclase activating polypeptide* (PACARR und PACAP fuhren zu einer
Freisetzung von Katecholaminen aus den chromafifedien des Nebennierenkortex und
stimulieren so die Sekretion der Glomerulosazdlileer einen R-Adrenorezeptor-vermittelten
Mechanismus (Haidan et al. 1998, Nussdorfer unceMidwicz 1998a).
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1.5 Fragestellung und Ziele

Die meisten der bekannten Funktionen von ANGII weardber den AJR vermittelt. Die

Rolle des ATR, ob in synergistischer oder antagonistischer &onkist bis heute nur
unvollstandig geklart, ja zum Teil widerspruchli&inen moglichen Grund hierfir stellt die
starke Dominanz des AR in den meisten Geweben dar, die die UntersucbdescAT,R
deutlich erschwert. Durch die Generierung einagrdgenen Rattenlinie mit Gberexprimiertem
Maus-AT,R wurde ein Modell geschaffen, das es erméglidbtFdnktion des AJR genauer
zu untersuchen. Das grundlegende Ziel dieser Avimgites, diese transgene Rattenlinie
hinsichtlich der ATR-Expression in der Nebenniere zu charakterisiddanaus ergab sich

folgende Fragestellung:

1. Welches Expressionmuster zeigt der,RTin der Nebenniere transgener Ratten?
2. Wo wird der transgene Maus-AR in der Nebenniere exprimiert?

Die Aldosteronbiosynthese in der ZG wird Gber danRRvermittelt. Unter bestimmten
Bedingungen jedoch, die mit einer UberexpressianA®,R einhergeht, konnte ein
stimulierender Effekt des AR auf die Aldosteronproduktion nachgewiesen wertten.
diesem Zusammenhang sollte der Effekt einer travsgAT,R-Uberexpression auf die ZG

untersucht werden. Hieraus ergaben sich folgengmtHgsen:

3. Eine AT;R-Uberexpression stimuliert die Aldosteronproduktio der ZG.
4. Eine AT,R-Uberexpression stimuliert antiproliferative bamachstumsfordernde
Effekte in der ZG.

Die Mechanismen der AR-Signaltransduktion zeigen gewebespezifische Qalteede und
sind bislang nur unvollstandig bekannt. Speziel[Hmblick auf die Funktion des AR in
der Nebenniere sollte PLZF als méglicher Kandidatdie AT,R-Signaltransduktion

untersucht werden. Hieraus ergaben sich folgengmtHgsen:

5. PLZF wird in der Nebenniere exprimiert.

6. Es besteht eine Koexpression von PLZF undR\ih der Nebenniere.

25



Kapitel 2 Material und Metien

2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Generierung eines AJR-transgenen Rattenmodells

Die Generierung der transgenen Ratten wurde anrutarftir Medizinische Forschung der
Universitdt Mannheim, unter Leitung von Frau Dr.dn8igrid Hoffmann, nach der von ihr
entwickelten Methode durchgefiihrt (Hoffmann 205 .handelt sich dabei um ein
neuartiges transgenes Rattenmodell, das MauyfRAT verschiedenen Organen
uberexprimiert. Fir die Uberexpression wurde efi# kb langes DNA-Fragment des Maus-
AT,R-Gens, unter der Kontrolle eines 1,6 kb langerof@galievirus/chicken-beta-actin-
Promotors (CX), in die Vorkerne befruchteter Oomyten Sprague-Dawley-Ratten (SD)
eingebracht. Das Maus-AR-Fragment setzt sich zusammen aus 170 bp (Base) pkes
zweiten Introns sowie 1,37 kb des dritten ExonsMasgs-AT,R-Gens, das zugleich die
vollstandig kodierende Sequenz enthélt (Elton 199t Promotorregion besteht aus der
Kombination eines Cytomegalievirus-Enhancers undggion von -276 bis +969 bp des
beta-actin-Promotors des Huhnes (Akagi et al. 19813atzlich zur Maus-AdR-Sequenz
wurde ein 638 bp langes beta-Globin-Polyadenyligstifragment des Kaninchens in das
Konstrukt eingebracht (Abb. 2.1).

CX Promotor Maus-AT 2R beta-globin polyA
Sal1(1 Xbal(1623) Xbal(3159) Hindlll(3797)
B =— 777777777\ ONA-Konstiukt
TATA box

""-W-AA(AM MRNA

ATG TAA
(1830 (2919

Abb. 2.1 Transgene Uberexpression des MausfABei Ratten. Schematische Darstellung
des DNA-Konstruktes mit chicken-beta-actin-Prom@@X-Promotor, 1,6 kb), Maus-AR-
Fragment (1,5 kb) und beta-Globin-PolyadenyliersRggyment (638 bp). (Sall(1),
Xbal(1623), Xbal(3159), HindllI(3797): Schnittsesllfir Restriktionsenzyme)

26



Kapitel 2 Material und Metien

Zum Nachweis der Uberexpression von MausRWurden Rezeptorbindungsstudien
durchgefuhrt und die Daten freundlicherweise fi@sdi Arbeit zur Verfligung gestellt. Fur die
Messung der ANGII-Rezeptoren-Dichte wurde der rakfio markierte Ligand®I-[Sar-
lle®]-ANGII (spezifische Aktivitat: 2200 Ci/mmol; DuPoiNEN®) als Indikator eingesetzt.

Es wurden Membranfraktionen aus schockgefrorendreil@eren und Nebennierenkapseln,
mit der daran haftenden ZG, préapariert und fur @0 mei 22°C mit dem markierten Indikator
inkubiert (Hoffmann 2005). Die Bestimmung der sfiszhen Rezeptorbindung erfolgte in
Gegenwart von unmarkiertem ANGII, dem A&RFAntagonisten PD 123319 (Sigma®) und
dem AT;R-Antagonisten CV11974 (Alseda Pharmaceutical ItrcessOsaka, Japan).
Samtliche Proben wurden doppelt bestimmt.

2.2 Studiendesign

Das Ziel der Generierung eines transgenen Ratteglisadit AT,R-Uberexpression war es,
eine Moglichkeit zu schaffen, die Funktion des,RTin der Nebenniere genauer zu
untersuchen. Nach Charakterisierung der Rezepteilerg in der Nebenniere sollte
insbesondere der Einfuld auf das RAS genauer ustdraerden. Aufgrund der initial
geringen Anzahl zur Verfigung stehender transgRagien wurden alle transgenen Ratten
mit ANGII behandelt. Von einer Aussage zu den AN@mittelten Effekten bei den
transgenen Ratten in der Nebenniere musste sofgiuad der fehlenden Vergleichgruppe
Abstand genommen werden. Ziel der ANGII-Behandliwag es dabei unter anderem,
maogliche Variationen der Konzentrationen des endegdrenins und Angiotensins im
Plasma zwischen den Tierstammen auszuschliel3demreine gleichermal3en hohe ANGII-
Konzentration durch die Infusion im Sinne einer ,&N-Klemme* vorgegeben wird. Die
Generierung des neuen transgenen Rattenmodells sawiTierexperiment selbst wurden
nach unserem Versuchsplan im Zentrum flr Mediziredéorschung der Universitét
Mannheim durchgefiihrt. Stesssituationen fir diesMehnstiere, z.B. durch einen Transport

sollten dadurch vermieden werden.
2.2.1 Versuchsaufbau
Fur die Untersuchung der AR-Funktion wurde ein neuartiges transgenes Rattdelho

(TGRCXmAT,R) generiert, das Maus-AR in verschiedenen Organen Uberexprimiert. Es
wurden vier Linien von TGRCXmAgR-Ratten (199, 215, 235, 238 neriert, wovon nur
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Ratten der Linie 235 fur das Tierexperiment vervetivaurden. Die Einteilung der Ratten
zum Tierversuch erfolgte in vier Gruppen (Tab. 20ig Gruppe der transgenen Ratten
TGRCXmAT.R (n = 6) mit Uberexprimiertem Maus-AR, wurde fur zwei Wochen mit

ANGII via implantierte Minipumpe behandelt. Als \gdeichsgruppe wurden mannliche SD-
Ratten (n = 6) ausgewahlt und ebenfalls fir zweckém mit ANGII behandelt. Als

Kontrolle fur die Plasmadaten der Gruppe TGRCXmpRRTor der ANGII-Infusion dienten
transgen negative Geschwister von Ratten der B8te(-TG, n = 3), sowie gekaufte SD-
Ratten (n=4). Diesen Ratten wurden ebenfalls Mimipen implantiert, allerdings wurde hier
nur physiologische Kochsalzldsung appliziert. Bmatrollgruppe unbehandelter transgener
Ratten konnte entgegen des Versuchsplanes aufgmedzu geringen Anzahl verfligbarer

transgener Ratten nicht gestellt werden.

Tab. 2.1Tierversuch mit AJR-Stimulation durch ANGII bei transgenen RattenIdare
235 (TGRCXmATR). Abk.: SD: Sprague-Dawley, -TG: transgen nega@®eschwister

SD Linie 235
NaCl ANGiII -TG TGRCXmATR
Anzahl 4 6 3 6
Maus-AT,R - - - +
Minipumpe NacCl ANGII NacCl ANGII

Zu Beginn des Tierversuches (Tag eins) wurden &letten, unter Narkose, osmotische
Minipumpen implantiert (Abb. 2.2). Gleichzeitig eldte eine Blutentnahme aus dem
retroorbitalen Gefal3plexus zur Bestimmung der Péksmzentrationen von Renin,
Aldosteron und Kortikosteron. Nach sieben TagenaBdlung mit ANGII bzw. NaCl

erfolgte eine erneute Blutentnahme unter obigenrgeegen. Nach 13-tagiger Behandlung
endete der Tierversuch mit einer erneuten Bestingnan Blutparameter und der
anschlieenden Toétung der Ratten. Nach sofortggeioDrganentnahme wurden die Gewebe,

ohne vorherige Perfusion, bei -80°C tiefgefroren.
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l ANGII-Stimulation

—

1 7 13 Tag(e)
Isoflurannarkose Isoflurannarkose Isoflurannarkose
Retrobulbare Retrobulbare Retrobulbare
Blutentnahme Blutentnahme Blutentnahme
Implantation Minipumpe Gewichtsbestimmung
Gewebeentnahme

Abb. 2.2 Tierexperimentelles Protokoll. AR-Stimulation durch ANGII bei transgenen
Ratten der Linie 235 (TGRCXmAR).

2.2.2 Implantation von Angiotensin II-Minipumpen

Zur Stimulation von ANGII-Rezeptoren wurde den \tefsstieren exogenes ANGII mittels
Minipumpen (Alzet osmotic pump model Typ 2002, ALEEorp. Palo Alto, CA, USA)
zugefuhrt. Die angegebene Pumprate der Minipumpéiédy 0,52 pl/min bei einem
Fullungsvolumen von 238 pl. Den mit Isofluran raigierten Tieren wurde dorsal, auf Hohe
der Scapulae, ein etwa 0,5 cm langer Hautschrstttge das subkutane Fettgewebe stumpf
geldst, um eine Tasche zu bilden und die Pumpeaimiiglrt. Der Hautschnitt wurde
anschlieBend geklammert. Um allen Ratten verhati#idg gleiche Mengen ANGII zu
applizieren, wurde die Dosis nach dem jeweiligempgedgewicht berechnet. Den Tieren mit
einem Gewicht zwischen 325 g und 349 g wurden 30BMGII/min/kg zugefuhrt, die Tiere
zwischen 355 g und 370 g erhielten dagegen 305N@IAmin/kg. Da sich die Ratten zu
Beginn des Tierexperiments noch im Wachstum (adtaehe) befanden, wurden zuvor noch
10 g zum Ausgangsgewicht dazugerechnet. Fur disiébe wurde 98%iges reines ANGII
verwendet (Bachem Holding AG, Weil am Rhein).

2.2.3 Versuchstiere und Bedingungen

Neben der Generierung transgener Ratten wurdenalechierexperimente am Zentrum fur

Medizinische Forschung der Universitat Mannheinteuheitung von Fr. Dr. med. Sigrid
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Hoffmann durchgefihrt. FUr die Tierexperimente vamrdlabei ausschliel3lich ménnliche SD-
Ratten verwendet. Zu Versuchsbeginn hatten dieeRaih Korpergewicht zwischen 324 g
und 376 g erreicht und waren etwa 8 Wochen alt. Tieee wurden unter kontrollierten
Temperaturbedingungen zwischen_23°€ und einer Luftfeuchtigkeit von 55%, einem 12
Stunden Tag-Nacht-Rhythmus ausgesetzt. Alle Rai#en freien Zugang zu Trinkwasser
und standardisiertem Labor-Diatfutter (Ssniff, Feathd-Gabriel-Weg 16, D-59494 Soest).
Die Tierexperimente wurden unter Berticksichtiguag deutschen Tierschutzgesetzes von
1993 (8 8 Abs. 1 des TierSch.G., Anlage 1, Durchiiig von Tierversuchsvorhaben)
durchgeflhrt.

2.3 Bestimmung der Plasmakonzentrationen von Renimldosteron und Kortikosteron

Die Bestimmung der Plasmakonzentrationen von Rédgsteron und Kortikosteron
erfolgte am Institut fir Physiologie der Universi@reifswald. Zur Bestimmung der
Blutplasmaparameter wurden den Ratten mit Hilfeekamatokritkapillare, 2 ml Blut aus
dem retrobulbaren Venenplexus entnommen, in eiragekihlten EDTA- (Ethylendiamin-
Tetraazetat) R6hrchen gesammelt und anschlieR3er8U5€E tiefgefroren. Die Versuchstiere
wurden zuvor mittels Isofluran in Narkose versefzi Gewinnung von Blutplasma wurde
das Roéhrchen bei 4°C und 250 rpm (Umdrehungen pnoiti)) fir 15 min zentrifugiert und

anschlie3end zur weiteren Bearbeitung in unterdtibiee R6hrchen abpipettiert.

Fur die Messung der Plasmareninkonzentration (RRK)le das EDTA-Plasma, mit
Uberschuss an exogen zugefiihrten Angiotensinogm® Stunde lang bei 37°C inkubiert und
anschlie3end die gebildete Menge ANGI mittels dgetriem Radioimmunoassay (RIA)
bestimmt (Hackenthal et al. 1977). Hierzu wurdeA-RIbhrchen (Greiner Bio-One,
Frickenhausen) mit anti-ANGI-Antikorpern (Konzerioa: 1:60000) beschichtet und
anschlieBend mit 50 pl der vorbehandelten Probdr200 ! ¥>markiertem ANGI
(Aktivitat: 5000 counts per minute, Amersham Biesaes, Freiburg) fir 20 Stunden bei
Raumtemperatur (RT) inkubiert. Die ANGI-Konzentoatiwurde anschliel3end mit einem
Gamma-Zahler bestimmt (Berthold LD 2111, Bad Wilthya Die Messung der
Plasmaaldosteronkonzentration und Kortikosteron&otration erfolgte durch einen
kommerziell erwerblichen Assay der Firma DPC (DFA€rBann GmbH, Bad Nauheim).
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2.4 Qualitative Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Das Ziel der PCR ist die Amplifikation eines bekEsmDNA-Abschnittes mittels einer
hitzestabilen Polymerase und sequenzspezifischiereRr. Das PCR-Programm besteht aus
einer Denaturierungsphase, einer Annealingphasel(lBgsphase) und einer
Elongationsphase (Verlangerungsphase). Denatwieattdie DNA bei 94-96°C, dabei
trennen sich beide Strange der Ausgangs-DNA (TemplBurch Abkihlung auf eine
primerspezifische Temperatur, konnen sich in deme@ingphase die im Uberschuss
vorhandenen Oligonukleotidprimer an die komplememt&inzelstrange anlagern. Danach
wird die Temperatur auf 68-72°C, das Temperatunoytn der Tag-Polymerase erhoht und
der Primer in Gegenwart von Desoxynukleotid-Trigiteaten (ANTPsyerlangert, bis wieder
eine doppelstrangige DNA vorliegt, die der ursptiomgn Ausgangs-DNA exakt gleicht.
Eine erneute Erhitzung leitet die ndchste Denatumgsphase ein und nach 20-40 Zyklen ist
eine ausreichende Menge des gewlnschten Produktesnden. Die Kihlung auf 4°C
beendet die Reaktion. Ab dem dritten Zyklus eineRFReaktion kommt es theoretisch in
jedem Zyklus zu einer Verdopplung der DNA-Sequendenunendlich weiterlauft. In der
logarithmischen Darstellung ergibt sich daraus &eeade. Durch die Anreicherung der
DNA, den Verbrauch freier Nukleotide und den zunehden Aktivitatsverlust der Tag-
Polymerase kommt es in der Realitat jedoch zu &é@gtigung. Im Gegensatz zur
quantitativen PCR kann bei einer analytischen P@ & diesen Bereich hinein amplifiziert
werden (Milhardt 2000).

Mit Hilfe der PCR sollte in dieser Arbeit die Expston des PLZF-Gens in verschiedenen
Geweben untersucht werden. Im Folgenden werdefiidite PCR verwendeten
Komponenten dargestellt. Da die genaue Zyklusarsahie die MgCJ)-Konzentration je
nach Experiment Schwankungen unterliegen, wurderzeime PCR-Optimierung

durchgefuhrt. Die Ergebnisse der PCR-Optimierungdere im Ergebnisteil besprochen.

PCR-Programm und Komponenten der PCR zum NachweRIdZF-Expression:

= Ausgangs-cDNA

=  MgCl;(2-4 mM)

=  dNTP-Mix (100 mM)

= Forward Primer Zbtb16F (5’ ACCGTAAGGCTCGATACCTCAAGT’
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= Reverse Primer Zbtb 16R (5 TCATCAAACTGTCCACTGCTG(E3’
= MgCl,-freier Puffer (10 x)
= Tag-DNA-Polymerase (2 U/ul)

= Nuklease-freies pO

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 anschlieRenelmigarose-Gelelektrophorese

aufgetrennt und unter UV-Licht sichtbar gemacht.

2.5 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ermdglicht es, Nukkiren einer Lange von 0,5 kb bis 25
kb aufzutrennen. Bei Agarose handelt es sich unpféamzliches Polysaccharid, das im Gel
Strukturen eines Netzes bildet, durch das die DMN#&gmente im elektrischen Feld wandern.
Bedingt durch ihre negative Ladung, wandern dielbinkauren bei angelegter Spannung in
Richtung Anode. Entsprechend ihrer Molekilmasstefagie mit unterschiedlicher
Geschwindigkeit innerhalb des Gels. Die gleichgeithuftrennung von Gré3enstandards
ermdoglicht dabei die GroRenbestimmung der erhalt®&anden. Da DNA-L6sung und
Elektrophoresepuffer eine &hnliche Dichte aufweisesrden die DNA-Proben fir das
Beladen der Geltaschen mit einem Ladepuffer vesddz ihre Dichte erhoht. Wenn die
DNA ausreichend weit gelaufen ist, werden die DN&aBen unter UV-Licht sichtbar
gemacht. Hierfir ist es notwendig das Gel vor Begier Elektrophorese mit dem

interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbrdmnzufarben.

Zur Herstellung eines 2%igen Agarose-Gels wurdgrAgarose mit 100 ml 1 x Tris-Borat-
EDTA-Puffer (TBE) gemischt und in der Mikrowelleh@izt und geldst. Anschliel3end
wurden 2 pl Ethidiumbromid dazugegeben und mit desthmolzenen Agarose-Gel
vermischt. Das Gel wurde anschlielRend 30 min isreBelkammer bei RT luftgetrocknet.
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Die Gelkammer wurde daraufhin mit TBE-Puffer bdfiithd die mit Ladepuffer versetzten
Proben einpipettiert. Die Elektrophorese erfolgted® V Uber eine Laufzeit von 30 min.
Anschlie3end wurde das Gel unter UV-Licht fotoggetfiAnalog zum DNA-Nachweis mit
TBE-Puffer wurde fir die RNA-Gelelektrophorese 8,BIOPS-Puffer (3- bzw. 4-
Morpholinepropanesulfonic acid) verwendet.

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

Die ISH erlaubt eine direkte Aussage Uber die Liskéibn und Verteilung von Nukleinsduren
in biologischen Praparaten in situ, d.h. in Geweletien, Zellkernen und Chromosomen. So
kann die gewebs- und zelltypspezifische Expresse@rmRNA von Proteinen, sowie der
zeitliche Verlauf der Expression untersucht werdgia.eignet sich zudem zur Identifizierung
und Charakterisierung viraler und bakterieller Semen und zur Geschlechtsbestimmung
(Leitch et al. 1994, Wilkinson 1998). Das Prinzgr dadioaktiven ISH, zur Lokalisation
ribosomaler RNA-Sequenzen in Zellpréparationen dewarstmals 1969 publiziert (John et al.
1969, Gall und Pardue 1969). Sie beruht auf demzRrder molekularen Hybridisierung
einzelstrangiger Nukleinsauren (DNA und/oder RN&Qbei die RNA:RNA-
Hybridisierungen besonders stabil sind. Zum Nachwler raumlichen Expression von
MRNA im Gewebe werden RNase-frei gewonnene Gewelrsdiinitte bendétigt. Es kdnnen
Paraffinschnitte, Gefrierschnitte oder auch in ldagingebettete Gewebeschnitte verwendet
werden. Die Gensonde muss in ihrer Nukleinsduresegkomplementéar zu der
nachzuweisenden Nukleinsaure sein, d.h. eine RN#d&est der Gegenstrang zur mRNA im
Gewebe bzw. entspricht dem codogenen Strang der. BRN¥A-Sequenzen kénnen mit
markierten DNA- oder RNA-Sonden nachgewiesen werDenoptimale Lange einer Sonde
fur die ISH betragt 100-300 Basen. Kirzere Sondiele weniger stabile
Nukleinsdurepaare, wahrend langere Sonden, instiesorolche die grol3er als 1 kb sind,
unter Umstanden nur schlecht in das Gewebe eineltikgnnen. Die Ergebnisse von
Experimenten mit RNA-Sonden lassen sich bessepiilifen, jedoch sind sie empfindlicher
gegen Nukleasen und miussen daher mit besondegiabtyehandelt werden. Weitere
Vorteile von RNA-Sonden gegentiber DNA-Sonden siechéhere Stabilitat der RNA:RNA-
Hybride sowie die Moglichkeit zur Reduzierung varspezifischen Hintergrundsignalen
durch Einsatz von RNase A (Leitch et al. 1994).
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Bei der Methode nach Muhlegger (1990) wird im Tkaipgionsschritt cCRNA mit
Digoxigenin-markierten UTP-Nukleotiden hergestalie im Anschluss an die

Hybridisierung immunhistochemisch mit Anti-Digoxiga-Antikdrpern nachgewiesen
werden kénnen. Bei Digoxigenin handelt es sich imB¢eroid, das aus Digitalis purpura und
Digitalis lanata gewonnen wird. Da die Bluten urdtir dieser Pflanzen die einzige
natirliche Quelle von Digoxigenin darstellen, bind&igoxigenin-Antikorper sehr spezifisch.
Die Antikorper werden mit alkalischer Phosphat&$eorescein bzw. Rhodamin behaftet,

wodurch der Nachweis in einer Farbereaktion méghkad (Holtke und Kessler 1990).

2.6.1 Herstellung von Nukleinsduresonden

Die Herstellung und Markierung der RNA-Sonden gteldurch eine in vitro-Transkription.
Fur den Transkriptionsschritt muss die DNA uUbeeddndungsstelle fir RNA-Polymerasen
verfiigen, einen Promotor. Bei einem Promotor hdregesich um eine bestimmte
Basenabfolge, an die sich die RNA-Polymerase zurBedger Transkription anlagert. Die fur
die Hybridisierung eingesetzte Sonde des MaugRAWurde freundlicherweise von Herrn Dr.
Podlich, vom Zentrum fur Medizinische Forschung daiversitat Mannheim, zur Verfigung
gestellt. Das fiir die Uberexpression des MausRATerantwortliche transgene DNA-
Konstrukt wurde dabei als Matrize fir eine PCR, Gewinnung eines geeigneten
Fragmentes mit hoher Spezifitat, verwendet. Digfimegewahlten flankierenden Sense-

(5’ GAGGCCCACACAAATGATCT3’) und Antisense-
(5’GGGCATATGTTGCCAAACTC3) Primer ergaben Fragmemtieer Grol3e von 573 bp,
korrespondierend mit 195 bp der Maus2R¥Sequenz und 387 bp der beta-Globin
Polyadenylierungs-Sequenz. Das PCR-Fragment wunstghbel3end als Insert in einen
Vektor kloniert, der von den Promotoren mehreréitBaophagen-RNA-Polymerasen
flankiert wird (Abb. 2.3). Um eine gute Gewebepeat@n wahrend der Hybridisierung zu
gewahrleisten, wurde das Plasmid anschliel3end ahgeten in einer weiteren PCR
amplifiziert. Die hierfir gewahlten Sense- (5GAGGCACACAAATGATCT3’) und
Antisense- (5’ GGCTGCCTATCAGAAGGTGG3') Primer ergabeDNA-Fragmente einer
Grol3e von etwa 250 bp. Der T3-Promotor (5’ AATTAACTCCACTAAAGGG3’) wurde an
das 5’ Ende der Reverse-Primer-Sequenz gehanghwet PCR mitamplifiziert. Bei der

anschlie3enden in vitro-Transkription diente diesarT3-RNA-Polymerase als Matrize.
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EcoRI(917), EcoRV, Notl, Xhol(950), Xbal(962y¢—
Apal(972), T7

— SP6, Hindlll(277), Kpnl, Sacl,
BamHI(295), Spel, Eco RI(326)

aus-AT,R -Fragment lac
-Fragment

Plac

PCR-
Fragment
573 bp

PCRmMAT2glob
(4546 bp)

Abb. 2.3 Schematische Darstellung des Plasmids PCRmAT2dlsbein PCR-Fragment der
Maus-AT,R-Sequenz (195 bp) und der beta-Globin-Polyadenylgs-Sequenz (387 bp)
tragt. Zur Selektion enthalt das Plasmid ein Anliicesistenz-Gen (Amp) und ein
Kanamycinresistenz-Gen (Kan). (SP6, Hindlll(2&pnl, Sacl, BamHI(295), Spel, Eco
RI(326), EcoRI(917), EcoRV, Notl, Xhol(950), Xba§®), Apal(972), T7: Schnittstellen fur
Restriktionsenzyme, bp: Basenpaare, ori: Replikatiosprung, lacZ3-Galactosidase-Gen,

Plac: Promotor)

Die fur die Hybridisierung eingesetzten Sonden W@YiP11B1, CYP11B2 und des
endogenen Ratten-AR wurden in der AG Peters hergestellt. Die volldi§a cDNA des
Ratten-AT,R wurde nach der Methode von Kambayashi als Ims&inen pcDNAI-Vektor
kloniert (Kambayashi et al. 1993). Die Plasmide deur anschlie3end mit Hind 11l und NOT |
linearisiert und mittels SP6-RNA-Polymerase (Antse) und T7-RNA-Polymerase (Sense)
transkribiert. Um eine bessere Gewebepentraticeraichen, wurde die Sonde durch

alkalische Hydrolyse auf eine Lange von etwa 25@ddqairzt (Peters et al. 2001). Die
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vollstandige cDNA von CYP11B1 und CYP11B2 wurdetel# PCR aus Nebennieren von
Ratten gewonnen. Nach Klonierung in Bluescript teigweitere PCRs, um Fragmente zu
gewinnen, die zwischen CYP11B1 und CYP11B2 diskriaren (Peters et al. 1998). Die
Sense-(5’GGGATGTCATCTCTGAGTATG3’) und Antisense-
5'GATTGCTGTCGTGTCAACS3’) Primer ergaben ein Fragmdet Grol3e von 182 bp,
korrespondierend mit den Nukleotiden 779 — 961 @yi#11B1 und ein Fragment von 185
bp, korrespondierend mit den Nukleotiden 779 —@@4CYP11B2 (Mukai et al. 1993). Die
Fragmente wurden erneut in Bluescript kloniert, Sigguenzierung ergab eine Homologie
von weniger als 70%. Nach Linearisierung der Pldsnerfolgte die Transkription mittels T3-
RNA-Polymerase (Peters et al. 2001).

Die cDNA des PLZF-Gens wurde im Rahmen der vorhelga Arbeit selbst aus Nebennieren
von Ratten mittels PCR gewonnen. Die Auswahl degesetzten Primer erfolgte mit Hilfe
von Datenbank- und Sequenzanalysen. AusgewéhltaliSehnitte wurden hinsichtlich ihrer
Spezifitat in der BLAST Online-Datenbank (www.ncibin.nih.gov/BLAST) genauer
Uberprift und von der Firma TIB MOLBIOL bezogen BTMOLBIOL Syntheselabor GmbH,
Berlin). Fur die PCR wurde der flankierende Sense

(5’ ACCGTAAGGCTCGATACCTCAAG?3) und Antisense-

(5 TCATCAAACTGTCCACTGCTGCS3’) Primer gewahlt. Der TBromotor
(5’AATTAACCCTCACTAAAGGG?3') wurde an das 5" Ende d&everse Primers
(Antisense) gehangt und in der PCR mitamplifiziBieser diente der T3-RNA-Polymerase
bei der in vitro-Transkription als Matrize. Die @pterung 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 Herstellyivon Sonden mit Digoxigenin-markierten
Nukleotiden. Die verwendeten RNA-Polymerasen wai@rir den Maus-AIR, CYP11B1,
CYP11B2 und PLZF sowie SP6 und T7 fur den RatteaRATFUr die in vitro-Transkription

wurden folgende Losungen in ein Mikrozentrifugerddfebuf Eis pipettiert:

= 1ugDNA
= ul 10 x DIG RNA labeling Mix*
= pl 10 x Transkriptionspuffer*
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= 9 ul DEPC-HO
= ul RNA-Polymerase (T3, T7, SP6) 20 U/ul

Nach dem Mischen der Substanzen und anschlie3gedéaifugation erfolgte eine
Inkubation bei 37°C fir 2 Stunden. Anschlielienddear2 pl RNase-freie DNase* und 2 pl
DNase Puffer* dazugegeben und fur weitere 30 mir3B8C inkubiert. Dieser Schritt dient
der Entfernung der Template-DNA und vermindertrgerferenzen bei der Hybridisierung.
Anschlie3end wurden die RNA-Transkripte, durch Aeyaon 4 pl 3 M Natriumacetat und
70 pl Ethanol (96%), fur 24 Stunden bei -70°C defillach 20-minttiger Zentrifugation mit
13000 g bei 4°C wurde der Ethanol dekantiert urslettdastandene Pellet flir 20 min
luftgetrocknet. Das Pellet wurde daraufhin in 50RNase-freiem DEPC-D geldst und 1 pl
RNase-Inhibitor* zugesetzt. Dieser Ribonuklease-hhstoff soll die RNA vor dem Abbau
durch kontaminierte Nukleasen schitzen. Im Ansshtlaran wurde eine Agarose-
Gelelektrophorese durchgefuhrt und der RNA-GeHadt@metrisch bestimmt (Photometer,

Genequant Pro, Amersham Biosciences, Freiburg).

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

Digoxigenin

2.6.3 Verwendete Lésungen und Materialien

Fur die ISH wurde mit silanisierten Objekttragesr Birma Sigma gearbeitet (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Minchen). Die Silanisierung bewirkieeBeschichtung mit geladenen
Gruppen, die die Bindung des Praparates untergtigith et al. 1994). Die Deckglaser (18

x 18 mm) wurden silikonisiert, um ein besseres Ablbder Deckglaschen beim Waschschritt
nach der Hybridisierung zu gewéhrleisten. Dazu wardie Deckglaschen 5 min in
Silikonlosung getaucht (Blue Slick, Serva, Heideff)e5 min in DEPC-HO gewaschen und
anschlieBend 5 min in 100%igem Ethanol entwaskerfnschluss daran wurden die
Deckglaschen fir eine Stunde auf Whatman-Filtegydpftgetrocknet und in luftdichten

Petrischalen gelagert.

Die verwendeten PBS- (phosphate buffered saling)S8IC- (saline sodium citrate)
Stammpuffer wurden mit DEPC-B angesetzt. AnschlieRend wurden alle Pufferlésunge

autoklaviert.
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Puffer 1: 100 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl pH 7,5
Puffer 2: 100 mM Tris-HCI, 200 mM NaCl pH 9,5
Puffer 3: 100 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA pH 8
SSC: NaCl, 15 mM Na-Citrat pH 7

2 x Prahybridmix:

= TrissHCI1 M pH 7,6
- EDTAO05MpH8

= NaCl5M

= tRNA 100 mg/ml

= Dehnhardts 50 x

10 x Grundmix:

= Tris-HCI 200 mM pH 7,6

= EDTA10 mM pHS8

= 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 Praparates

Die bei -70°C eingefrorenen, unfixierten Gewebeprotvurden mit Hilfe eines Kryostat-
Mikrotoms (Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, WetzlReutschland), bei einer
Umgebungstemperatur von -23,5°C, in 7 um dinneiBehgeschnitten. Anschlie3end
wurden die Gewebeschnitte auf silanisierte Objagtr aufgebracht, fur 3 min bei RT
luftgetrocknet und in 4%igem Paraformaldehyd inRBS (pH 7,4) fir 20 min auf Eis fixiert.
Die hierfur verwendeten Glaswaren wurden zuvorRiNase-Erase behandelt, mit DEPC-
H,O gespult und anschlieRend bei 60°C getrocknet. Adierung konserviert die
Gewebestruktur durch Quervernetzung und begremzivégeren Verlust von Nukleinsauren.
Der Grad der Fixierung ist umgekehrt proportional Rurchlassigkeit der Sonde, das heif3t

eine starkere Fixierung fuhrt zu einer vermindeRenmeabilitat (Leitch et al. 1994).

Zu Beginn der ISH wurden die Proben einer Vorbeharglunterzogen, um eine
unspezifische Hybridisierung der Sonde mit and&equenzen als der Zielsequenz zu
vermeiden und um unspezifische WechselwirkungerPmateinen oder anderen
Zellbestandteilen, die an die Sonde binden kdonriewerhindern. Die Vorbehandlung
erleichtert zudem das Eindringen der Sonde undNdehweisreagenzien und stabilisiert die
Zielsequenzen (Leitch et al. 1994). Dazu wurderSdienitte dreimalig 5 min in PBS und
zweimalig 5 min in RNase-freiem DEPG®I gewaschen. Im Anschluss daran erfolgte eine
milde Entproteinierung in 0,1 M HCI fir 10 min, g&jt von zweimaligem Waschen fir 5
min in PBS. Nach 15 min Acetylierung mit 0,1 M Tthanolamin (pH 8,0) und zweimaliger
Zugabe von 250 pl Essigsaureanhydrid, zur Verhimpunspezifischer Bindung der Sonde,
wurden die Gewebe zweimalig 5 min in PBS gewascH&rnach folgte eine schrittweise
Dehydrierung in einer aufsteigenden Alkoholreihejéiveils 7,5 min in 70%igen, 80%igen

und 95%igen Ethanol auf Eis.

2.6.5 Prahybridisierung und Hybridisierung

Nach der Dehydrierung in Ethanol wurden die Geweltnaigte fiir 20 min bei RT
luftgetrocknet. Die Hybridisierungskammer wurde vbhatman Filterpapierstreifen
ausgelegt und mit einer Lésung aus 50%igem Formamid330 mM NaCl befeuchtet. Die
Prahybridisierung dient der Vorbereitung des Gewehd die Hybridisierung. Die Zellen
werden fur die Sonde durchléassig gemacht und urfiged®e Bindungen mit Heringssperma-
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DNA abgedeckt. Das Prahybridmix wurde zu 50% mitnkamid verdinnt und 100 pl pro
Gewebeschnitt aufgetragen, so dass diese vollgtéredieckt waren. Danach folgte eine
Inkubation bei 42°C fir eine Dauer von 2 Stundarntamid senkt die notwendige
Hybridisierungstemperatur, welche tblicherweisediiie ISH von RNA:RNA-Hybriden 20-
25°C unterhalb der Schmelztemperdiagt, also bei etwa 50-55°C. Die Hybridisierungnka
so bei Temperaturen durchgefiihrt werden, die dage6e nicht schadigen. Zusatzlich wirkt
sich Formamid auch gunstig auf die Stringenz, discAnzahl korrekt gepaarter Basenpaare,

aus.

Das Hybridmix wurde jeweils neu angesetzt. Zuntishisde die Sonde, mit einer
Endkonzentration von 10 ng/ul, in Formamid geldst €iir 3 min bei 95°C denaturiert. Die
Sonde wurde anschlieRend auf Eis gekuhlt. Das Bramix wurde abgesaugt und 20 pl
Hybridmix pro Gewebeschnitt auf die Objekttrageigatragen, die diese vollstandig
bedeckten. Um die Gewebe vor Verunreinigung zutzeimiund eine gleichmalige
Verteilung zu gewahrleisten, wurden die Gewebesthniit silikonisierten Deckglaschen
versehen. Das zur Hybridisierung verwendete Dextrifat dient einer ungefahren
Verdreifachung der Geschwindigkeit der Hybridisregareaktion. Es bildet eine Matrix in

der Hybridisierungslosung, so dass die Sonde lkdatentriert wird, ohne die Stringenz zu
beeinflussen. Die Gewebeproben wurden anschlieidester Hybridisierungskammer bei
42°C fur 16 Stunden inkubiert. Nach der Hybridisregreaktion wurden die Gewebschnitte in
einer Klvette im 42°C heil3en Wasserbad und an&sgig bei RT, folgenden Waschschritten

unterzogen:

» 1 x30minin 2 x SSC ohne Formamid
» 2x30minin 1 x SSC in 50% Formamid
= 1x30minin 0,5x SSC in 50% Formamid

= 2Xx10 minin 0,5 x SSC ohne Formamid
= 1x10 minin 0,2 x SSC ohne Formamid

Die Waschschritte dienen dazu, locker gebundendé&onu entfernen, so dass nur nahezu

perfekt gepaarte Hybridmolekiile tbrig bleiben (tkiet al. 1994). Nach dem Waschschritt
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wurden die Gewebe 10 Minuten in Puffer 1 bei RTildapiert. Im Anschluss folgte der

immunbhistologische Nachweis.

2.6.6 Immunhistochemischer Nachweis der Digoxigerimarkierten Sonden

Blockldsung:

1%ige Blockreagenz von Roche bei 60°C in Puffeeldsf und nach Abkihlung mit

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

Entwicklungsreagenz:

= 1 ml 10 x Puffer 2
= 200 pul NBT/BCIP Stammlésung bestehend aus

18.75 mg/ml NBT (Nitroblautetrazoliumchlorid)

9.4 mg/ml BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phospbaToluidin-Salz) in
67% DMSO (Dimethylsulfoxid)
= ad 10 ml HO

Nach Absaugen der Pufferlosung wurden auf jedengBeschnitt 200 pl Blocklosung
aufgetragen und fur 30 min bei RT inkubiert. Naeh ihkubation wurden pro Gewebeschnitt
50 ul eines, an alkalischer Phosphatase (AP) geltigpp Anti—-Digoxigenin—Antikorpers
(Boehringer Mannheim GmbH) aufgetragen. Der Antileirwurde in Blockldsung 1:500
verdunnt verwendet. Nach 2 Stunden Inkubation GefdRyte eine Inkubation bei 4°C Uber
Nacht. AnschlieRend wurden die Gewebe zweimal wfifie? 1 fir jeweils 15 min

gewaschen. Nach 2-mindtiger Equilibrierung in Pufevurden pro Gewebeschnitt 50 pl
AP—-Entwicklungsreagenz aufgetragen und diese sl¢btgeschitzt in der mit Puffer 1
befeuchteten Hybridisierungskammer gelagert. Nakbhldation der Gewebe bei 4°C fir etwa
24 — 48 Stunden und erkennbarer Farbreaktion wagd&ntwicklungsvorgang mit Hilfe von
Puffer 3, unter Zugabe von EDTA, fur alle Gewebesth gestoppt. Nach 5-minitigem
Waschen in PBS wurden die Gewebeschnitte in Glgaffer eingedeckelt und im
Kihlschrank bei 4°C gelagert. Die Auswertung dew@aeschnitte erfolgte am

Lichtmikroskop.

41



Kapitel 2 Material und Metien

2.7 Immunhistochemische Bestimmung der Expressioron Ki-67

Ki-67 ist ein Zellkernprotein, das 1983 von Gerdad Mitarbeitern entdeckt und genauer
charakterisiert wurde. Es kann wahrend der G1-G3-,und M-Phase, aber nicht in der GO-
bzw. Ruhe-Phase des Zellzyklus nachgewiesen wenaigmst somit bei der Teilung von
Zellen immer vorhanden. Es kann daher als Markedéin Anteil proliferierender Zellen an
der Gesamtpopulation verwendet werden (Endl undi€s2000). Die Expression von Ki-67
erfolgt wahrend der Mitose. Sie beginnt in der Mier G1-Phase, die Expression steigt im
Laufe der Synthese- und G2-Phasen an und erréieht Hohepunkt in der Mitose-Phase
(Gerdes et al. 1984; Sasaki et al. 1987). Mit deieEder Mitose-Phase erfolgt ein rascher
Abbau, mit einer Halbwertszeit von weniger als egeinde (Bruno und Darzynkiewicz
1992). Das Kernantigen Ki-67 findet sich dabei biwtr in humanem Gewebe, sondern auch
in gesunden und neoplastischen Geweben zahlreséhagetierspezies, wie z.B. bei Rindern,
Schafen, Kaninchen, Ratten, Katzen, Hunden undi®efFalini et al. 1989).

Zur immunhistochemischen Untersuchung von Ki-67dearGewebeschnitte wie fur die ISH
angefertigt. Direkt nach dem Schneiden mittels KtgoMikrotoms wurden die
Gewebeschnitte unfixiert fur 30 min bei RT getroekrEs folgte eine einstiindige Inkubation
bei RT mit einer Mischung aus 2%igem BSA, 1%igenSKEetal Calve Serum) und
0,15%igem Triton in PBS (pH 7,4). Triton wurde diadxest kurz vor der Inkubation
hinzugegeben, da es als Detergenz die ProteineiffarRlenaturiert und die L6sung nicht
haltbar ist. Anschlie3end wurden die Gewebeschmiitelem ersten Antikorper (Ki-67,
Konzentration: 1:100, in PBS/BSA 2% geldst) furtBriélen bei RT inkubiert. Zum Nachweis
des Proteins wurde der monoklonale Antikérper MIBMblecular Immunology Borstel-1)
eingesetzt. Nach dreimaligem Waschen fir 5 minB8 Rolgte eine 45-minutige Inkubation
mit dem Cy3-markierten (Indocarbocyanin) zweitertikirper (Konzentration: 1:600, in
PBS ohne BSA geldst) bei RT. Die Inkubation erfelithtgeschiitzt, da der
fluoreszenzmarkierte Antikorper (Cy3) lichtempfiratl ist. Cy3 weist ein
Absorptionsmaximum bei 553 nm und ein Emissionsmaxin bei 575 nm auf. Nach einem
erneuten Waschschritt wurden die Gewebeschnitt&onitl PBS/Glycerin pro Objekttrager
eingedeckelt. Die Auswertung der Gewebeschnit@gd am

Auflichtfluoreszenzmikroskop.
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2.8 Statistische Auswertungen

Die Experimentaldaten wurden als arithmetischetéMitert + Standardfehler des

Mittelwertes (SEM) angegeben.

SEM = S../Vn

Der SEM aus der Standardabweichung{$ind der Anzahl der Tiere (n) ist in den
Abbildungen als vertikaler Fehlerbalken gekennzsgthDie statistische Signifikanz wurde
mit dem t-test fur verbundene und unverbundendfitaben gepruft, wobei lediglich p-
Werte von <0,05 als statistisch signifikant akzegptivurden. In den Abbildungen wurden

signifikante Unterschiede mit einem Sternchen (&rkrert.
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3. ERGEBNISSE
3.1 Charakterisierung der AT,R-Expression in der Nebenniere

Ein grundlegendes Ziel dieser Arbeit war die Enkiving einer ISH zur Charakterisierung
der AT,R-Expression in den Nebennieren transgener Ratieib@rexprimierten Maus-
AT,R. Es wurden 4 Linien des Stammes TGRCXrpRT199, 215, 235, 238) generiert, die
unter Kontrolle eines Cytomegalievirus/chicken-katéin-Promotors Maus-AR in
verschiedenen Geweben Uberexprimieren. Eine iméltbdieser Arbeit durchgefiihrte
Northern Blot-Untersuchung zeigte eine starke Esgios von Maus-AZR-mRNA in der
Nebenniere, Niere, Lunge, im Herz, Skelettmuskel imnGefal3en der transgenen Ratten
TGRCXmAT.R (Abb. 3.1). Das in dieser Arbeit beschriebeneékperiment wurde mit
transgenen Ratten der Linie 235 durchgefihrt.

TGRCXmAT,R WT
5 £
c 2 v
8 o ~ 2 s o = © 2 G g 9
= = o N o c £ 9 n»n o > o
o Q Q = = o S (] L QO = = =
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GAPDH >“v — F g—

Abb. 3.1 Northern Blot-Untersuchung. Nachweis von Maus;RIMRNA in transgenen
Ratten TGRCXmATIR. Als Negativkontrolle wurde Nierengewebe von Wilghb-Ratten
(WT) untersucht. GAPDH: Glyceraldehyde-3-phospl¢bydrogenase, housekeeping Gen
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3.1.1 Nachweis von Ratten-AJR-mRNA durch ISH

Zunachst wurden Digoxigenin-markierte Nukleinsaanelen gegen den endogenen Ratten-
AT2R und den transgenen Maus-A&Thergestellt. Beim positiven Nachweis von mRNAgtei
sich in der nichtradioaktiven ISH, mit AP-markientd®igoxigenin-Antikorper und

NBT/BCIP als Substrat, ein im Zytoplasma lokaligserdunkles Signal. Die Expression des
endogenen AJR wurde zunéchst an SD-Ratten untersucht. Die 18Hen Sonde gegen den
Ratten-AT,R ergab nach etwa 24 Stunden Inkubation ein pesit8ignal (Abb. 3.2). Es
zeigte sich eine leichte Anfarbung der ersten disedrei subkapsularen Zellreihen
entsprechend der ZG sowie vereinzelter Zellen irbedaierenmark. Keine Anfarbung zeigte
sich hingegen in den Zellen der ZF, ZR und im Bareler Nebennierenkapsel, als Zeichen
einer hohen Spezifitdt der Reaktion. Ein ahnlidBegressionsmuster sahen wir bei den
transgen negativen Ratten der Linie 235. Auch\werdie Expression beschrankt auf die
ersten subkapsularen Zellreihen und die Medullas&s Verteilungsmuster entspricht den
aus der Literatur bekannten Lokalisationen fir dediogenen AJR bei Ratten. Demnach
weist die Sonde bei nicht transgenen Ratten kemneezfeaktion auf, die ausgewahlte

Gensequenz ist somit spezifisch fir denRT
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Abb. 3.21In situ-Hybridisierung. Nachweis von Ratten-A&=FmRNA in der Nebenniere von
Sprague-Dawley-Ratten: Reprasentative Gewebeselauitt n = 10 Nebennieren. a: ARF
Expression in der Zona Glomerulosa (obere Pfeite) Medulla (untere Pfeile), Balken = 80
pum; b: AT,R-Expression in der Zona Glomerulosa (Pfeile), Balk 20 um; c: ATR-
Expression in der Medulla (Pfeile), Balken = 20 um
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3.1.2 Nachweis von Maus-AJR-mRNA durch ISH

Der Nachweis von mRNA stellt sich in der ISH alskle zytoplasmatische Anfarbung dar.
Die ISH mit der Sonde gegen den Maus;RTzeigte bei den transgenen Ratten jedoch eine
Anfarbung der Zellkerne (Abb. 3.3).

Abb. 3.3In situ-Hybridisierung. Zellkernfarbung beim Nachs/eon Maus-ATR-mRNA in
transgenen Ratten (Pfeil). Repréasentativer Gewébhésdes Nebennierenkortex aus n = 6

Nebennieren. Balken = 10 um

In Bezug auf die zonale Gliederung der Nebenniahes wir bei den transgenen Ratten
TGRCXmAT,R 235 eine starke Anfarbung des gesamten Nebenkmtex, mit weitgehend
homogener Verteilung von Maus-AR-mRNA (Abb. 3.4). Stellenweise erschien die ZG
starker angefarbt, dieser Effekt entsteht aber aifggrund der hoheren Zelldichte, als durch
ein starkeres Signal pro Zelle. Die Nebennierengldpigeb auf allen Gewebeproben negativ
fur mRNA, auch nach Verlangerung der Farbereaktbardurch zeigt sich, wie niedrig bei
der gewahlten Stringenz das HintergrundsignabDi&t.Untersuchung der Medulla ergab
ebenfalls ein positives Signal fir Maus-ARFmRNA, jedoch waren hier deutlich weniger
Zellen positiv als im Nebennierenkortex. Zum Teitdrdieser Eindruck verstarkt durch die
aufgelockerte Architektur in der Medulla. Die Fémmktion wurde auf allen Gewebeschnitten

nach 24 Stunden abgestoppt, es trat Uberall eif@Bumg der Zellkerne auf.
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Abb. 3.4In situ-Hybridisierung. Nachweis von Maus-AR-mRNA in der Nebenniere von
transgenen Ratten TGRCXmAH 235. Reprasentative Gewebeschnitte aus n = 6
Nebennieren. a: Nebennierenkortex mit Zona Glomoseu(Pfeile), Balken = 80 um; b: Zona
Glomerulosa, Balken = 20 um; c: Zona Retikularisefe Pfeile), Medulla (untere Pfeile),
Balken =20 um

Bei der Untersuchung der SD-Ratten und der niemsgenen Ratten von Linie 235 in der
ISH, zeigte sich auf allen Gewebeschnitten ein tiegmSignal fir Maus-AZR-mRNA
(Abb. 3.5, 3.6). Das bedeutet, dass die hergestBnsonde gegen den transgenen Maus-
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AT,R keine Kreuzreaktion mit dem endogenen RatteryRAGufweist. Die ausgewahlte

Gensequenz ist demnach spezifisch fir den MausRAT

Abb. 3.5In situ-Hybridisierung. Negatives Signal fur Mau3-R-mRNA in der Nebenniere
von Sprague-Dawley-Ratten und transgen negativéteriRder Linie 235. Reprasentative
Gewebeschnitte aus n = 10 Nebennieren. a: Nebemki@itex mit Zona Glomerulosa,
Balken = 80 um; b: Zona Glomerulosa, Balken = 2Q pnMedulla, Balken = 20 um
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Abb. 3.6 In situ-Hybridisierung. Sonde gegen Maus-RTmRNA im Nebennierenkortex von
transgen negativen (a) und transgen positiven RIGBRCXMAT,R 235 (b). Reprasentative
Gewebeschnitte aus n = 10 Nebennieren. a: tramsggative Ratte, Balken = 40 um; b:
TGRCXmAT;R, Balken =40 pm
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3.1.3 Differenzierung zwischen Ratten-AIR und Maus-AT,R

Bei der Untersuchung der Nebennieren der transgeatien TGRCXmAIR 235 zeigte sich
in der ISH mit der Sonde gegen den endogenen RAieR eine starke Anfarbung des
gesamten Nebennierenkortex sowie der Medulla (8bH). Das Verteilungsmuster mit der
Ratten-AT,R-Sonde ahnelte dabei dem Muster mit der MaugRASonde. Zudem liel3 sich,
wie bei der Gensonde gegen den MaustTeine Anfarbung von Zellkernen erkennen.
Dieses Ergebnis spricht daflir, dass die Sonde gdgeendogenen Ratten-AH
unspezifisch ist und mit der Maus-AR-mRNA kreuzreagiert, was angesichts der
Homologie beider Rezeptoren auch zu erwarten lskonnte demnach in transgenen
Ratten nicht zwischen Ratten-A-mRNA und Maus-AZIR-mRNA differenziert werden.
Demzufolge war es auch nicht moglich, die Exprassies endogenen Ratten-ATin den

Nebennieren transgener Ratten mittels ISH zu wntben.

Die ISH mit der Sonde gegen Maus-A&RFmMRNA und dem daran gekoppelten beta-Globin-
Polyadenylierungs-Fragment erbrachte ein positBigaal fir mRNA in den
Nebennierenzellen transgener Ratten TGRCXaiA\Z35, nicht jedoch bei den SD-Ratten
(Abb.3.6). Dies lasst die Schlussfolgerung zu, diesdaus-ATR-Sonde spezifisch fur den
Maus-AT,R detektiert und somit keine Kreuzreaktion mit deatten-ATR besteht.
Demnach war es durch die ISH méglich, die Expresdes Maus-A7R in den Nebennieren

transgener Ratten getrennt von der Expressionrdiesgenen Ratten-AR zu beschreiben.

In Zusammenschau der Expressionsergebnisse unidlitidi auf die Zellkernfarbung beim
Nachweis von Maus-AdR-mRNA in transgenen Ratten ergab sich nun folgende

Fragestellung.

1. Fuhrt die Transgenexpression letzlich auch zur Sledion eines funktionsfahigen
Rezeptorproteins?

2. Sind die zellmembranstandigen Rezeptoren vermehinianden?

In Vorarbeit zur ISH wurden im Zentrum fur Medizaohe Forschung der Universitat
Mannheim, Rezeptorbindungsstudien zur Verifizierund Quantifizierung der Maus-AR-

Uberexpression durchgefiihrt. Die Daten wurdenfimsdlicherweise fir diese Arbeit zur
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Verfugung gestellt und sollen im Folgenden ald @ieiser Arbeit zur Interpretation der
Ergebnisse herausgestellt werden.

Abb. 3.7 In situ-Hybridisierung. Sonde gegen Ratten,RImRNA in der Nebenniere von
transgenen Ratten TGRCXmAR 235. Reprasentative Gewebeschnitte aus n = 6
Nebennieren. a: Nebennierenkortex mit Zona Gloneseu{obere Pfeile) und Medulla (untere
Pfeile), Balken = 80 um; b: Zona Glomerulosa (feiBalken = 20 um; c: Medulla (untere
Pfeile) und Anschnitt der Zona Retikularis (obefeile), Balken = 20 pm
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3.1.4 AT;- und AT >-Rezeptorbindungsstudien

Die Untersuchung der AR- und AT;R-Bindungstellen wurde an kompletten Nebennieren
und an Nebennierenkapseln mit der daran haften@edufchgefihrt. Die Sattigungsanalyse
erfolgte mit dem radioaktiv markierten Ligandén-[Sar'-1le’]-ANGII, als ATR-
Antagonisten wurde CV11974 und PD123319 verwendet.

Die Nebennieren von WT-Ratten wiesen eineRDichte von 0,25 0,17 pmol/mg (Bay
und eine ATR-Dichte von 0,42 0,28 pmol/mg (Bay auf. Der ALR macht hier demnach
einen Gesamtanteil von 37,9#% aus. Bei den transgenen Ratten TGRCXpRAZ35
zeigte sich hingegen eine 6-fach hthergRDichte (Bnhax 1,53 +0,32 pmol/mg), die AIR-
Dichte betrug 0,49 6,26 pmol/mg (Bay. Dies entspricht einer 5,8-fachen Erhéhung der
AT,R/AT;R-Ratio gegenuber den WT-Ratten. Dementsprechemihaert der AR mit
76,6 +6% in der Nebenniere transgener Ratten. Bei dprdssion des AjR konnten keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Ratten V6imund TGRCXmATR 235 gefunden
werden. Beim Vergleich der transgenen Linien TGR@RR 199 und 235 zeigte sich bei
beiden eine signifikant erhdhte AR-Dichte (Bnay gegenuber den Kontrolltieren ohne
Uberexprimierten AIR (Abb. 3.8).
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Abb. 3.8 AT,R-Uberexpression in der Nebenniere von TGRCXRAT99 und 235.
Kompetitive Rezeptorbindungsstudie. ATR: Angioten$iRezeptor, TG = Transgen, **:
p<0,001
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Die Untersuchung der Nebennierenkapseln mit dexrdaaftenden ZG, ergab eine 4-fach
hohere ATR-Gesamtdichte gegenuber den komplettéeNeerengeweben bei den WT-
Ratten (Abb. 3.9). Im Vergleich zu den transgenatidd TGRCXmATER 235 war die ATR-
Gesamtdichte jedoch signifikant niedriger. Die Arsal der ATR-Dichte erbrachte auch hier
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Tigrgen. Hingegen zeigte sich eine
signifikant, um das 3,1-fache erh6hte RFDichte bei den transgenen Ratten. Dies entspricht
einer 2,7-fachen Erhéhung der ARTAT,R-Ratio gegeniiber den WT-Ratten. Der Anteil des
AT,R an der ATR-Gesamtdichte in der ZG betrug somi¥@beim WT und 46 % bei den
transgenen Ratten TGRCXmAR 235.
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Abb. 3.9 AT,R-Uberexpression in der Zona Glomerulosa von trameg Ratten. Kompetitive
Rezeptorbindungsstudie mitl-[Sar-11e®]-ANGI, CV11974 und PD123319. a: ATR-
Gesamtdichte (B, in TGRCXmAT,R 235 (n = 8) und Ratten vom Wild-Typ (WT, n = 6).
b: Verhaltnis ALR-Dichte (Bnay zu ATiR-Dichte (Bnay. * p<0.05, ** p<0,001 vs. WT
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3.2 Beeinflussung der Plasmakonzentrationen von Rem Aldosteron und Kortikosteron

durch AT ;R-Uberexpression

Die Etablierung des transgenen Tiermodells undzdaswochige Tierexperiment wurden im
Zentrum fur Medizinische Forschung der Univerdii@nnheim durchgefiihrt. Die Messung
der Plasmakonzentrationen von Renin, Aldosteronkortikosteron erfolgte in der AG
Peters. Das Ziel der Untersuchung war es zu klamenefern eine Uberexpression von A

in der Nebenniere von Ratten zu einer BeeinflusslangKomponenten des Plasma-RAS
fuhrt. Die Messungen erfolgten basal, dass heil®eginn des Tierversuches sowie 7 und 13
Tage nach Behandlung mit ANGII bzw. NaCl. Die tgersen Ratten wurden ausschlief3lich
mit ANGII behandelt, da aufgrund der geringen Tieahl keine Vergleichsgruppe gestellt
werden konnte. Unter Gabe gleich hoher Mengen ANaH so ein Vergleich zwischen den

Tiergruppen maglich.

Tab. 3.1 Plasmakortikosteronkonzentrationen von transg&sten TGRCXmATIR 235
(235-ANGII) und SD-Ratten (SD-ANGII) unter Behandgumit ANGII.

SD-ANGII 235-ANGII
Tag
(n=6) (n=6)
1 140+101,1 25391,8
PKK 7 203,8465,8 216,764,7
(ng/ml)
13 316,24107,2 307,596,9

Die Daten sind Mittelwerte mit Standardabweichund&d: Sprague-Dawley

PKK: rlasmakortikosteronkonzentration, *: SD-ANGII Tag4. Tag 13 p<0,05 (0,0256),
235-ANGII Tag 7 vs. Tag 13 p<0,05 (0,03), SD-ANGHg 1 vs. 235-ANGII Tag 1 p<0,05

(0,0022)
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Tab. 3.2Plasmarenin- und Plasmaaldosteronkonzentratiooenransgenen Ratten
TGRCXmAT,R 235 (235-ANGII) und WT-Ratten unter Behandlung ANGII.

SD-NaCl | WT235-NaCl SD-ANGI 235-ANGII
Tag NaCl NaCl ANGII ANGII
(n=4) (n=23) (n=16) (n=16)
1 89.9432 19.1-0.6* 71.840.7 29.442.9*
PRK
7 42.7+14.3* 22.58.5 3.44.6* 15.944.7
(ng ANGI/
mi/h
13 30.9+4 18.88.1 0.19.2 0*
1 140.8472.1 131.886.8 124.883.2 279405.4*
PAK 7 128.2411.3 | 153.135.1 912.7482* 1464.7771.5*
(pg/ml)
13 213.244 136.166.7 | 2795.5343.1* | 4416.64710.7*

Die Daten sind Mittelwerte mit Standardabweichung®it: Wild-Typ, SD: Sprague-Dawle
PRK: Plasmareninkonzentration, *: 235 Tag 0 vs.TalQ 0 p<0,005 (p=0,0014), SD-NaCl
nach 7 Tagen vs. SD-NaCl basal p<0,05, SD-ANGdbbas. SD-ANGII nach 7, 13 Tagen
p<0,01, 235-ANGII n. 13 Tagen vs. basal 235-ANGIO®05

PAK: Plasmaaldosteronkonzentration, *: SD-ANGII Tags. SD-ANGII Tag 7 p<0,025,
SD-ANGII Tag 7 vs. SD-ANGII Tag 13 p<0,0005, 235-BN Tag 0 vs. WT235-NaCl Tag
p<0,05, 235-ANGII Tag 0 vs. 235-ANGII Tag 7 p<0,@35-ANGII Tag 7 vs. 235-ANGIlI

Tag 13 p<0,01
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SD-NaCl versus WT235-NaCl

Die Ratten dieser beiden Gruppen erhielten 13 Tagg physiologische Kochsalzlésung tber
eine osmotische Minipumpe. Die Bestimmung der legsBRK ergab signifikant héhere
Werte bei den SD-Ratten gegentber den WT-Rattehider 235 (Abb. 3.10). Bei der

zweiten Messung nach 7 Tagen zeigte sich eineféignie Abnahme der PRK um etwa 50

% in der SD-NaCl-Gruppe gegentiber den basalen WeXi@ch 13 Tagen lag der PRK-
Mittelwert in der SD-NaCl-Gruppe noch etwas niedrigallerdings lag diese Verédnderung
aul3erhalb des Signifikanzniveaus. Die PRK in Grupfi@35-NaCl blieb hingegen weitgend
konstant. Bei der Bestimmung der basalen PAK zeigieh vergleichbar niedrige
Ausgangswerte in beiden Gruppen (Abb.3.11). Dideren Messungen nach 7 bzw. 13
Tagen ergaben keine signifikanten Veranderungeergéger den basalen Werten. Aldosteron

war durchgehend in relevanten Mengen nachweisbar.

SD-NaCl versus SD-ANGII

Die Ratten der SD-ANGII-Gruppe erhielten 13 Tagegl&ANGII Uber die osmotische
Minipumpe. Es handelt sich um einen bekannten Eff#dss die Stimulation des AR durch
ANGII zu einer Supprimierung der Reninfreisetzuiigrt. Bei einer Ratte der SDANGII-
Gruppe zeigte sich jedoch weder eine Abnahme d&r, RBch eine Zunahme der PAK,
weshalb eine fehlerhafte Applikation von ANGIlI Wanipumpe vermutet wurde. Die
Messungen der Plasmaparameter nach 7 bzw. 14 Baegar Ratte wurden folglich nicht in
die statistische Auswertung einbezogen. Die ba2Rl€ lag bei beiden Gruppen vergleichbar
hoch. Nach 7 Tagen ANGII kam es zu einer signifieamAbnahme der PRK um mehr als das
20-fache gegenuber den basalen Werten. Nach 13 Pgéll-Gabe lag die PRK im gerade
noch nachweisbaren Bereich. Auch in der SD-NaClpelkonnte nach 7 Tagen eine
signifikante Abnahme der PRK, hier allerdings nor etwa 50 % gegentber den basalen
Werten gemessen werden. Ein Effekt der ANGII-Behamgl besteht darin, durch
Supprimierung der Reninproduktion die endogene ANRBbduktion zu unterdriicken. Erst
dadurch wird es mdglich, vergleichbare ANGII-Kontzationen bei den Ratten zu erreichen.
Nach 7-tagiger ANGII-Stimulation zeigte sich in &D-ANGII-Gruppe ein signifikanter
Anstieg der PAK um das 7,3-fache. Die Messung d&chagen ergab erneut einen
signifikanten Anstieg der PAK gegenuber der letAssung um das 3-fache. In Gruppe

SD-NaCl kam es wie erwartet zu keinem signifikard@stieg der PAK.
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SD-ANGII versus 235-ANGII

Beide Gruppen erhielten 13 Tage lang ANGII. Dieddstichung der basalen PRK ergab
signifikant niedrigere Ausgangswerte in Gruppe 23851l gegenlber den SD-Ratten. Bei
der zweiten Messung nach 7 Tagen zeigte sich, rtisend dem aus der Literatur bekannten
Effekt, eine Abnahme der PRK um etwa 50% in Grup@e-ANGII und etwa 95% in

Gruppe SD-ANGII gegenuber der basalen PRK. Nacta@Rer ANGII-Gabe kam es in
beiden Gruppen zu einer weiteren signifikante Alnmalder PRK bis unterhalb der
Nachweisgrenze.

Bei der Auswertung der basalen PAK fielen um désche hohere Ausgangswerte in Gruppe
235-ANGII auf. Zu diesem Zeitpunkt hatten die Ratt@ch kein exogen zugefuhrtes ANGII
erhalten. Nach 7-tagiger Stimulation mit ANGII zZeigich ein signifikanter Anstieg der PAK
um das 5-fache in Gruppe 235-ANGII und das 7-fanh@ruppe SD-ANGII gegeniiber den
basalen Werten. Die Messung nach 13 Tagen ergah wieiteren signifikanten Anstieg der
PAK um das 3-fache in beiden Gruppen gegentibdeti#en Messung. Die hochsten PAK
konnten auch am Ende des Tierversuches in GruppdR& Il gemessen werden, allerdings
war der Unterschied zu Gruppe SD-ANGII nicht sidgaiht.

Bezuglich der Plasmakortikosteronkonzentration (PE&igte sich ein basal signifikant
niedrigerer Ausganswert in Gruppe SD-ANGII (AbllZ. Nach 7 Tagen und auch nach 13
Tagen ANGII-Gabe sahen wir einen leichten, aberiignten Anstieg der PKK in Gruppe
SD-ANGII. In Gruppe 235-ANGII konnte nach 13 TageNG-Gabe ebenfalls ein leichter,
aber signifikanter Anstieg der PKK gegeniber dasPlakonzentration von Tag 7 beobachtet
werden. Im direkten Vergleich von transgenen uneR&iten lie3en sich nach ANGII-Gabe

keine signifikant unterschiedlichen PKK messen.
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Abb. 3.10Plasmareninkonzentrationen (PRK) in transgenereRg#35-ANGII) und Ratten
vom Wild-Typ (SD-NaCl, WT235-NaCl, SD-ANGII) nacheBandlung mit ANGII bzw.
NaCl. Die Daten entsprechen Mittelwerten mit Staddaweichungen. *: p<0,05, **:
p<0,005, n.n.: nicht nachweisbar
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Abb. 3.11Plasmaaldosteronkonzentrationen (PAK) in transg&wsdten (235-ANGII) und

Ratten vom Wild-Typ (SD-NaCl, WT235-NaCl, SD-ANGHach Behandlung mit ANGII

bzw. NaCl. Die Daten entsprechen Mittelwerten ni@n8ardabweichungen. *: p<0,05 vs.
WT235-NaCl, #: p<0,05, ##: p<0,005, n.n.: nichtmaeisbar
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Abb. 3.12Plasmakortikosteronkonzentrationen (PKK) in tramsgeRatten (235-ANGII) und
SD-Ratten (SD-ANGII) nach Behandlung mit ANGII. Ddaten entsprechen Mittelwerten
mit Standardabweichungen. *: p<0,05 vs. SD-ANGIIp#0,05 vs. 7 Tage
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3.3 Untersuchung der steroidogenen Aktivitat der Nieenniere mittels ISH

Mit dieser Untersuchung sollte hautsachlich dierégpion der Aldosteronsynthase
CYP11B1 im Nebennierenkortex untersucht werdersdite geklart werden, ob eine
Uberexpression von Maus—AR in der Nebenniere und die gleichzeitige Stimatamit
ANGII einen Effekt auf die Zellproliferation bzwelldifferenzierung austbt. Bei der
verwendeten Gensonde handelt es sich um eine ddisybrungssonde zur simultanen
Darstellung von CYP11B1 und der 11R3-Hydroxylase C¥#2 (Peters et al. 2001). Durch
die Doppelhybridisierung wird die ZI als negativeng sichtbar und erlaubt somit einen

Vergleich zwischen den Tiergruppen.

In der ISH von Nebennieren der unbehandelten SeRaid den WT-Ratten von Linie 235
zeigte sich ein positives zytoplasmatisches 3ignden ersten beiden subkapsularen
Zellreihen (Abb. 3.13). Dieses Signal entspricht dger Lokalisation der ZG und somit der
Expression der Aldosteronsynthase, wobei nichtZdléen dieser Zone positiv erschienen.
Die Nebennierenkapsel blieb stets frei von Anfadyauch nach 24 Stunden Farbereaktion.
Ein positives Signal zeigte sich zudem in den Zeite Bereich der ZF und ZR, entsprechend
der Expression der 113-Hydroxylase. Wie in der 2{Gten sich auch hier vereinzelt negative
Zellen in der ZF und ZR. Die Verteilungsmuster \@YiP11B1 und CYP11B2 entsprechen
denen aus der Literatur bekannten Lokalisationemciddie Doppelhybridisierung wurde bei
den Ratten eine negative Zone zwischen ZG und &fzar. Bei beiden Tiergruppen
umfasste diese negative Zone etwa 2-5 ZellreireheBen sich dabei keine Unterschiede
erkennen. Eine exakte Zuordnung der negativen Atmél ist jedoch schwierig, da auch im

Bereich von ZG und ZF negative Zellen vorhanded.sin
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SD-NaCl

WT235-NaCl

Abb. 3.13In situ-Hybridisierung. Expression der 11R3-Hydrasge (CYP11B1) und
Aldosteronsynthase (CYP11B2) in der Nebennierewdrehandelten Sprague-Dawley-
Ratten (SD-NaCl) und Wild-Typ-Ratten der Linie 288T235-NaCl). Simultane
Hybridisierung mit einer Sonde gegen CYP11B1 undPCY¥B2. a: unbehandelte Sprague-
Dawley-Ratte, negative Zona Intermedia (Pfeil),Kéal= 20 um; b: Wild-Typ-Ratte der
Linie 235, negative Zona Intermedia (Pfeil), BalkeB0 pum
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Bei der ISH von Nebennieren der mit ANGII beharelelBD-Ratten und transgenen Ratten
TGRCXmAT,R 235 zeigte sich ein positives intrazytoplasmagscSignal in den ersten 6-10
subkapsuléren Zellreihen (Abb. 3.14), entsprecluEnd.okalisation der ZG. Gegenuber den
unbehandelten Tieren fand sich bei den SD-Rattemdutliche Verbreiterung der ZG mit
deutlich mehr positiven Zellen fir CYP11B2-mRNA,dass der Nebennierenkortex in den
meisten Praparaten vollig homogen positiv war. ®aieh dabei um ein aus der Literatur
bekanntes Phanomen durch ANGII handelt und dieses Teil der Fragestellung dieser
Arbeit war, wurde auf eine statistische Auswertuagzichtet. Zwischen den beiden mit
ANGII stimulierten Tiergruppen zeigten sich in d8H keine signifikanten Unterschiede
beziglich der GroRe der ZG und der SignalintenditéitGegensatz zu den SD-Ratten lasst
sich bei den transgenen Ratten in der ISH keinesdges Giber eine stattgefundene
Proliferation bzw. Zelldifferenzierung im BereickrdZG treffen, da eine Vergleichsgruppe
von unbehandelten transgenen Ratten nicht untarawgsiden konnte. Wie bei den
unbehandelten Ratten zeigte sich ein weitgehendbenes positives Signal in den Zellen im
Bereich der ZF und ZR, entsprechend der 11R3-Hydasrymit vereinzelt negativen Zellen.
Im Bereich der ZF bestanden mikroskopisch keinestschiede zwischen transgenen Ratten
und WT-Ratten, auch nicht nach Behandlung mit ANB#ssend hierzu konnte ein
regulierender Effekt einer AR-Uberexpression auf die Kortisolproduktion durchddung
der Plasmakortikosteronkonzentrationen ausgesanossrden. Die Nebennierenkapsel
blieb stets frei von Anfarbung. In der negativem&awischen ZG und ZF fanden sich keine
Unterschiede zwischen den Tiergruppen, auch nadra8n Stimulation mit ANGII

umfasste diese Zone 2-4 Zellreihen.

Traditionell werden Untersuchungen zur Prolifenatiter Nebenniere mit Bromdesoxyuridin
(BrdU) durchgefihrt. Da dieses jedoch bereits wathides Experimentes zugefihrt werden
muss, wurde mit dem Proliferationsmarker Ki-67 dvtethode gewahlt, die
immunbhistologisch nachtraglich eingesetzt werdamk®er grof3e Vorteil von Ki-67 besteht
zudem darin, dass Zellen auch dann als wachstumsatdsst werden, wenn sie sich nicht

im Zustand der Mitose befinden.
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SD-ANGII

235-ANGIlI

Abb. 3.141In situ-Hybridisierung. Expression von 11R3-Hydr@se (CYP11B1) und
Aldosteronsynthase (CYP11B2) in der NebenniereSrague-Dawley-Ratten (SD-ANGII)
und transgenen Ratten TGRCXmAI235 (235-ANGII) nach Behandlung mit ANGII.
Simultane Hybridisierung mit einer Sonde gegen CMFPilund CYP11B2. a: Sprague-
Dawley-Ratten (n = 6), negative Zona Intermedi@i(RfBalken = 20 pum, Inkubation mit
Anti—Digoxigenin—Antikorper fur 24 Stunden; b: TGR@AT2R 235 (n = 6), negative Zona

Intermedia (Pfeil), Balken = 20 um, Inkubation witti—-Digoxigenin—Antikorper fir 48
Stunden
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3.4 Beeinflussung der proliferativen Aktivitat der Zona Glomerulosa durch

AT >,R-Uberexpression

Die immunhistochemische Erkennung von proliferielemZellen mittels Ki-67 in der
Nebenniere wurde 1996 erstmalig beschrieben (Endedtal. 1996). Um die Frage nach
Unterschieden bei der Proliferation zwischen dascleedenen Tiergruppen zu beantworten,
wurden die Zéhlergebnisse der immunhistochemisEléebung graphisch dargestellt und
statistisch ausgewertet. In allen untersuchten Gep@ben war Ki-67 nachweisbar. Die
positive Immunreaktion war deutlich an der schwarzarbung der Zellkerne zu erkennen.
Da fur diese Arbeit das Proliferationsverhaltenl@n ZG Teil der Fragstellung war, wurde
nur dieser Bereich statistisch ausgewertet undd@sprochen. Die mikroskopische
Abgrenzung der ZG gegentber der ZF wurde durcldierscheidung anatomischer
Strukturen moglich. Die ZG stellt sich als eine gahicht aneinander gedrangter Zellen dar,
die Zellen der ZF sind hingegen durch Sinuskamhagetrennt sind, wodurch eine eher
aufgelockerte Struktur entsteht. Die Abgrenzungzsgschen ZG und ZF befindlichen ZI ist

mikroskopisch nicht exakt moglich.

Bei der Untersuchung der unbehandelten SD-Rattgteresich nur vereinzelt gefarbte
Zellkerne in den oberen subkapsularen Zellreihetspeechend der Lokalisation der ZG
(Abb. 3.16a). Gemessen an der GesamtpopulatioZelben der ZG kann man demnach von
einer niedrigen Proliferationsrate ausgehen. Déogene Effekt von ANGII auf die Zellen
der ZG wurde bei der Untersuchung der mit ANGIl d&delten SD-Ratten sichtbar (Abb.
3.15). Hier zeigten sich signifikant mehr positeférbte, im Teilungsprozess befindliche
Zellkerne gegeniuber den unbehandelten Ratten @\kbb). Es handelt sich dabei um einen
aus der Literatur bekannten Effekt. Wie bereitden ISH erkennbar zeigte sich bei den mit
ANGII behandelten SD-Ratten zusatzlich eine GroBeakme der ZG mit einer damit
verbundenen Zunahme der gesamten Zellpopulatio&renzbereich zwischen ZG und ZF,
dem Bereich der ZI, zeigten sich dagegen keinerdeitéede zwischen den Tiergruppen. Es
fanden sich jedoch tendenziell weniger positivdefein den tieferen Zellreihen der ZG, die
von der Lokalisation der ZI entsprechen. Die Uniehsing der mit ANGII behandelten
transgenen Ratten TGRCXmAH 235 ergab signifikant weniger positive Zellkerne
gegenuber den behandelten SD-Ratten (Abb. 3.1&dyrdnd der nicht zur Verfiigung
stehenden Vergleichsgruppe unbehandelter trans&attan war eine Aussage hinsichtlich

einer moglicherweise zu einem friiheren Zeitpunkfeddufenen Proliferation nicht méglich.
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Die erhobenen Daten lassen allerdings antiprotiferaind differenzierungsférdernde
Prozesse durch die AR-Uberexpression vermuten, die es aber weiter eupiibfen und
nachzuweisen gilt. Gegentber den unbehandelten &@sRfanden sich bei den transgenen
Ratten tendenziell mehr positive Zellkerne, wolirazu beachten ist, dass auch die

Gesamtpopulation der Zellen durch die breitere #t&let war.
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Abb. 3.15Expression von Ki-67 in der Zona Glomerulosa vpra§ue-Dawley-Ratten und
transgenen Ratten TGRCXmAH 235 nach ANGII-Stimulation. Statistische Auszéigu
Ki67-positiver Zellen pro Gesichtsfeld aus représgwen Gewebeschnitten (n = 9). *:
p<0,05 vs. SD-NaCl, TGRCXmAT2 235 (235-ANGlI)
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Abb. 3.16 Immunhistologischer Nachweis der Expression vo® Kaus reprasentativen
Nebennierenschnitten. Positive Zellkerne werdervach gefarbt. a: SD-NaCl (n = 3) b: SD-
ANGII (n = 3) c: 235-ANGII (n = 3). Balken = 40 pid|: Zona Intermedia, ZF: Zona
Faszikulata
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3.5 Charakterisierung der PLZF-Expression bei Ratte

3.5.1 Optimierung einer PCR

Die fur die Optimierung der PCR beschriebenen Vi@wehe wurden mit einem
Thermocycler (Mastercycler Gradient, Eppendorf Aamburg) durchgefuhrt. Durch
entsprechende Programmierung ist der zyklische €eamtyrwechsel mit den jeweiligen
Aufheiz- und Abkuhlzeiten méglich. Fur die DNA-Dénaerung wurde eine Temperatur von
95°C gewahlt, die Elongationsphase erfolgte beC7®ie Temperatur fur die
Annealingphase ist von der Lange der Primersequedzhrem Gehalt an Guanin- und
Cytosinbasen abhéngig und wurde auf 62°C eingesZeit Optimierung der MgG!
Konzentration und der Zyklenanzahl wurde RNA auszele unbehandelter WT-Ratten
verwendet, die im Vorfeld dieser Arbeit extrahiend mit Hilfe einer reversen Transkriptase
zu cDNA synthetisiert wurde. Die starke Expression PLZF in Rattenherzen ist aus der

Literatur bekannt. Fir die Versuche wurde das Gevirleiner 1:20 Verdinnung eingesetzt.

Die Endkonzentration von Mg&im Reaktionsansatz lasst sich tber einen BereahOys

bis 5 mM variieren, wobei eine unzureichende MetligeAusbeute der PCR verringert und
andererseits tiberschussige®tpnen die Akkumulation unspezifischer
Amplifikationsprodukte fordert (Newton und Grahd®04). Fur den Vorversuch wurden
zwei verschiedene MggKonzentrationen gewéhlt und mit dem PLZF-Primerpdsb16F

und Zbtb16R getestet (Abb. 3.17). Normalerweisd §iin eine PCR 20-40 Zyklen
ausreichend, die Zielsequenzen werden dabei thedretb dem vierten Zyklus exponentiell
vervielfaltigt. Es existieren jedoch Faktoren, die exponentielle Amplifikation verhindern,
so dass eine sogenannte Plateauphase eintritth Diedegrenzte Menge an Enzym und die
gleichzeitige Abnahme der Enzymaktivitat bei eingberschuss an Ziel-DNA kommt es
dabei zu einer Begrenzung der Reaktion. Zudem kardurch die Zunahme der gewlnschten
DNA-Strange zu einer Hybridisierung untereinandanknen, wodurch die Anlagerung der
Primer verhindert wird (Newton und Graham 1994). timExpression verschiedener
Transkripte zu vergleichen ist es wichtig, dassRIiR das Plateau nicht erreicht. Da das Ziel
dieser Untersuchung der qualitative Nachweis d@ré&ssion von PLZF war, wurde in der
PCR das starkste Signal als Optimum angesehemjidgewdhnlich zu Beginn des Plateaus
erreicht ist. Es wurden vier Zyklusanzahlen vorb&440, jeweils im Abstand von Zweier-

Schritten gewahlt.
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In der PCR zeigte sich ein positives Signal fur200 bp langes cDNA-Fragment,
entsprechend der gewahlten Primersequenzen. Nazjkzn liel3 sich lediglich im 4 mM
MgCl,-Ansatz eine schwache Bande erkennen. Die PCRGiBlen ergab bei beiden
MgCl,-Konzentrationen ein positives Signal, dass auch e@er Verlangerung der Reaktion
auf 38 bzw. 40 Zyklen keine Signalverstarkung btacba die Signalintensitat im 2 mM
MgCl,-Ansatz starker ausgepragt war, wurde dieser PC&at&rals Standard fur weitere

Tests verwendet.
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M
300bp —| ==
200bp ——| W= - PLZF
100bp —
300 bp ——| =
200bp —| = PLZF
100bp —

LI I R

Zyklen 34 36 38 40 H,O-Kontrolle

Abb. 3.17 Amplifikation von PLZF-cDNA-Fragementen aus Herzagbe unbehandelter
Wild-Typ-Ratten zur Optimierung der Mg&&Konzentration und Zyklenanzahl in der PCR. a:
Ansatz mit 2 mM MgGCH+Konzentration bei 34 bis 40 Zyklen; b: Ansatz thinM MgCh-
Konzentration bei 34 bis 40 Zyklen; M = GréRenmarke: Basenpaare
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3.5.2 Nachweis von PLZF-mRNA durch PCR

Nach Optimierung der PCR wurden verschiedene Ggweben unbehandelter SD-Ratten
auf die Expression von PLZF-mRNA hin untersuchs Standard wurde dabei
Glyceraldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDHRaferenzgen in der PCR in einem
eigenen Ansatz mitamplifiziert, ein housekeepingy@Gas in allen Zellen des Korpers
exprimiert wird. Die Gré3e der Amplikons von PLZRAUGAPDH war bereits bekannt und
lag bei etwa 200 bp bzw. 450 bp.

M

|
400bp — | W= — GAPDH
200bp — | ==
200bp — | . —— PLZF
100bp —

T ttrtrr

Gewebeproben le M H Lu GIN HK HO

Abb. 3.18PCR zum Nachweis von PLZF-mRNA bei Sprague-DaviRayten vom Wild-
Typ. M: GréRenmarker, N: Niere, Le: Leber, M: Milz; Herz, Lu: Lunge, G: Gehirn, NN:
Nebenniere, HK: housekeeping-Gen (GAPDH), bp: Bpaare

Ein positives Signal fir PLZF-mRNA zeigte sich iev&beproben von Niere, Lunge, Herz,
Gehirn und der Nebenniere (Abb. 3.18). Das besargtarke Signal fir das Herzgewebe ist
vereinbar mit der aus der Literatur bekannten staikxpression von PLZF in Herzen von

Ratten. Die Untersuchung der Gewebeproben von LaieeMilz erbrachte keinen Nachweis

von PLZF-mRNA. Die Expression von PLZF in der Netiene von Ratten wurde bislang
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noch nicht in der Literatur beschrieben. Um fedillen, ob der AIR und das PLZF-Protein
in der ZG der Nebenniere kolokalisiert sind, wuedtee ISH entwickelt.

3.5.3 Nachweis von PLZF-mRNA in der Nebenniere duicISH

Zur genaueren Lokalisation von PLZF in der Neberem@n Ratten wurde eine cRNA-Sonde
generiert. Dazu wurde zunachst in der PCR eine 200abp lange cDNA-Sequenz
synthetisiert und gleichzeitig eine T3-Promotor«s&t an das 5’ Ende des Reverse Primers
Zbtb16R gehangt und mitamplifiziert. Mit Hilfe d€B-RNA-Polymerase wurde dann, in
einer in vitro-Transkription mit digoxigeninmarkien UTP-Nukleotiden, cRNA hergestellit.
Mit etwa 200 bp besitzt die Gensonde eine ideatgkdir die ISH. Die geringe GrélRe
gewahrleistet einerseits eine optimale Zugangliitlike die im Gewebeschnitt vorliegende
MRNA. Andererseits besitzt die Gensonde eine atlsgade Lange, um bei der
Hybridisierung eine hohere Temperatur sowie sémegre Waschschritte zu erlauben, so
dass eine verminderte Hintergrundfarbung und eiieere Spezifitat der Hybridisierung

erreicht werden kann.

In der ISH zeigte sich auf allen Nebennierenscénitter unbehandelten SD-Ratten ein
positives Signal fir PLZF-mRNA (Abb. 3.19). Die Slengegen PLZF erflllte dabei das
Kriterium der zytoplasmatisch lokalisierten Farbudig Kapsel blieb hingegen stets frei von
Farbung. Die PLZF-Expression in Nebennieren voridRawar bis zu diesem Zeitpunkt noch
nicht beschrieben worden. Auffallend war zunactiass PLZF nicht in allen Zonen der
Nebenniere gleich stark exprimiert wird. Ein besensdntensives Signal zeigte sich im
Bereich der ZG, die sich als weitgehend homogenipasarstellte. Im restlichen Kortex
zeigte sich eine Abschwéachung des Signals in zmtaier Richtung zur Medulla. Wéahrend
die oberen Schichten der ZF noch deutlich posisel@enen, fanden sich in der ZR nur noch
vereinzelt angeféarbte Zellen. Dieser Eindruck wirdglicherweise dadurch verstarkt, dass es
zu einer zunehmenden Auflockerung der anatomisgineimtektur in zentripetaler Richtung
kommt. Eine starke Expression von PLZF-mRNA zegjth ebenfalls in der Medulla, durch
die aufgelockerte Struktur erscheint die Farbureg &ber als nicht homogen. Dieses Ergebnis
war insofern erstaunlich, da die Bereiche der starkPLZF-mRNA-Expression, also ZG und

Medulla, den aus der Literatur bekannten Lokalisen flir den AIR entsprechen.
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Abb. 3.191In situ-Hybridisierung. Expression von PLZF-mRNAder Nebenniere von
Sprague-Dawley Ratten. Repréasentative Gewebeselanittn = 6 Nebennieren.

a: Nebennierenkortex mit Zona Glomerulosa (ZGyrelsdeile), Medulla (untere Pfeile),
Balken = 160 um; b: ZG (Pfeile) und Zona Faszilal&alken = 40 um; c: Medulla und
Zona Retikularis (Pfeile), Balken = 20 um; d: ZGllen = 20 pym
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4. DISKUSSION

Das Verstandnis uber die physiologische und patygplogische Rolle des AR hat sich in
den letzten Jahrzehnten gewandelt. Wahrend mangsfeon einer rein antagonistischen
Wirkweise zum ATR ausging, wurden zunehmend auch synergistischitibnen beider
Rezeptoren bekannt. Dennoch ist die Funktion defRAeim Erwachsenen bislang nur
wenig erforscht, was mdglicherweise auf die st@keinanz des AR in den meisten
Geweben zuriickzufuhren ist. Durch Generierung eiweegn transgenen Rattenmodells mit
Uberexprimierten Maus-AR sollte dieses Missverhaltnis gedndert werdensandie
pathophysiologische Funktion sowie die Mechanisa@nSignaltransduktion des AR auf

Organ- und Zellebene genauer untersucht werden.

4.1 AT,R-Uberexpression in der Nebenniere von TGRCXmAJIR-Ratten

Zur Uberexpression des AR in transgenen Ratten wurde ein ubiquitar vorkomutee beta-
actin Promotor (CX) eingesetzt, der urspringlichssarker Promotor fir den pCAGGS-
Expressionsvektor entwickelt wurde (Miyazaki etl&®89). Bei Mausen reguliert der CX-
Promotor in vivo die Transgenexpression im Skelesikel, Herz, Pankreas und in der Niere
(Imai et al. 1999, Miyazaki et al. 1989, Akagi etE097). Bei Okabe und Mitarbeitern (1997)
fuhrte der Einsatz des CX-Promotors sogar zu diremsgenexpression in allen Geweben der
generierten transgenen Mause. In der in Vorarhetthdefihrten Northern Blot-
Untersuchung zeigte sich eine starke ExpressiorMaus-AT,R-mRNA in der Nebenniere,
Niere, Lunge, im Herz, Skelettmuskel und in Gefa@entransgenen Ratten TGRCXm/T
Das grundlegende Ziel dieser Arbeit war nun dieagene Charakterisierung der -

Expression in der Nebenniere von TGRCXmRIRatten.

Das Expressionsmuster des endogenesRAT der Nebenniere ist bekannt und wurde bereits
in der Literatur ausfuihrlich beschrieben. Er wirghemiert in der ZG und in der Medulla.
Mittels Rezeptorbindungsstudien konnte gezeigt eerdass 80% der ATR-Bindungsstellen
in der Medulla der Nebenniere von adulten Rattan 4d,R zuzuordnen sind (Chang und
Lotti 1990). Anders verhalt es sich in der ZG vaattBn, wo der AIR nur 30% der ANGII-
Rezeptorbindungstellen ausmacht, derR&lso deutlich dominiert (Balla et al. 1991,
Aguilera 1992, Frei et al. 2001). In Einklang méndin der Literatur beschriebenen

Lokalisationen des endogenen A&ilzeigte sich in der nichtradioaktiven ISH AF
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Expression im Bereich der ZG und der Medulla vohalhandelten WT-Ratten. Keine AR-
Expression fand sich in der ZF und ZR. Die,R¥Expression in der ZF wurde bislang nur fir
bovine (Clyne et al. 1993, Ouali et al. 1997) undhane Nebennieren (Guillon et al. 1995,
Breault et al. 1996) beschrieben.

Fur die Generierung des transgenen RattenmodeRCPBGAT.R wurde der Maus-AR

zur Uberexpression ausgewahlt. Dadurch wurde esichom der ISH zwischen der
Expression des endogenenARTund der des Uberexprimierten Maus,RTzu differenzieren.
Als schwierig bei der Entwicklung geeigneter Gersonfur die ISH stellte sich dabei die
90%ige Homologie der AAOR-Gensequenzen von Ratten und Mausen dar (Nakajiala
1993, Mukoyama et al. 1993). In Hinblick auf dienktionalitat lie3 die hohe Homologie
hingegen eine korrekte Funktionsweise, trotz fathberSpeziezspezifitat vermuten. In der
ISH erwies sich die Maus-AR-Sonde als spezifisch, wahrend die Sonde gegen den
endogenen AJR mit dem Maus-AJR kreuzreagierte.

Untersucht wurden die Nebennieren von transgenéerRder Linie 235. Auf allen
Nebennierenschnitten fand sich dabei eine selestaxpression von Maus-AR. In der ZG
und in der Medulla war besonders deutlich die Zamaker Expression gegeniber der
physiologischen AJR-Expression zu erkennen. Hier zeigten sich fastzallen positiv in
der ISH. Auch in den bei Ratten normalerweiseRreien Zonen ZF und ZR zeigte sich
eine starke Maus-AR-Expression. Alle untersuchten transgenen Rat@RTXmAT,R 235
hatten im Rahmen des Tierexperimentes 2 WochenAal@ll erhalten. Wegen einer zu
geringen Anzahl transgener Ratten (n = 6) mul3teimeaf Kontrollgruppe ohne ANGII-
Behandlung verzichtet werden. Dadurch war es migdlich zu untersuchen, ob die AR-
Expression einer Regulation durch ANGII unterlidger Nachweis der endogenen ARF
Expression in den transgenen Ratten war aufgrunfmeizreaktion mit dem Maus-AR
nicht moéglich. Dadurch konnte nicht untersucht veerdnwiefern eine Uberexpression von

Maus-AT;R einen regulatorischen Einfluss auf die Expresdesmendogenen AR ausubt.

Die Applikation von AP-Substrat fihrt bei einer RNBNA-ISH, gemall dem Nachweis von
MRNA, zu einer zytoplasmatischen Farbung. Die Wutegnung der TGRCXmAR-Ratten
ergab jedoch auf allen Gewebeschnitten eine Kdyafig. Die genaue Ursache dieses
Phanomens konnte bis zuletzt nicht eindeutig geldérden. Vermutlich handelt es sich

dabei um eine Hybridisierungsreaktion mit pra-mRNXe pra-mRNA, auch als
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heterogeneous nucleRNA (hnRNA) bezeichnet, entsteht durch Transkriptier DNA und

ist eine 1:1-Kopie dieser mit einem PolyA-Schwdbas pra-mRNA-Spleissen, also das
Entfernen von Introns und die VerknUpfung von Exdimglet dabei im Zellkern statt. Durch
pra-mRNA-Spleissen entsteht anschlieBend mRNA, hveedts Informationstrager fir die
Proteinbiosynthese dient. Die Regulation des Spleigangs erfolgt durch einen Komplex
aus mehr als 100 verschiedenen Ribonucleoproteinéritnf kleinen RNA-Molekdlen

(small nuclear RNAs, snRNAs), dem sogenannten Saeom (Burge et al. 1999, Jurica und
Moore 2003, Nilsen 2003). Mdglicherweise kommt eslgeser Stelle zu einer Interaktion
durch den CX-Promotor und somit zu einer Storueges Vorganges. Fur die RNA:RNA-
ISH konnte Kernfarbung theoretisch aber auch beseutass es sich um den Nachweis von
genomischer DNA handelt. Folglich ware es denkéiass das Zielgen des AR
mdglicherweise gar nicht exprimiert wird und somich keine Uberexpression von Maus-
AT 2R stattgefunden hat. Dagegen spricht allerdingfdiee Stringenz bei den
Waschschritten der ISH und die geringere Stabiitét cRNA:DNA-Hybriden. Zudem wére
in diesem Fall eine deutlich geringere Farbungratagen, da DNA nur in einer oder sehr
wenigen Kopien pro Zellkern vorhanden ware. DigetstRezeptorbindungsstudien vermehrt
nachgewiesenen zellmembranstéandigen Rezeptorgy) Eprechen ebenfalls fur eine
korrekte Translation und Integration in die Zellntean und somit fir ein funktionsfahiges
AT,R-Rezeptorprotein. Von einer weiterflihrenden Asalglieses Phdnomens wurde daher

Abstand genommen.

Die Rezeptorbindungsstudie zeigte eine hohe Konagorh von ANGII-Bindungsstellen in
den Membranfraktionen der Nebennieren adulter WitdRaDie in der ZG gemessene
Dichte von ATR betrug ein Vierfaches der gesamtebd¥niere. Dabei waren 25% der
Bindungsstellen in der ZG dem AR zuzuordnen und somit in Ubereinstimmung mit dem
aus der Literatur bekannten Expressionsmusterg®alal. 1991, Aguilera 1992, Frei et al.
2001). Der relativ hohe Anteil von AR in der ZG lasst bereits vermuten, dass dieser hie
eine wichtige Funktion einnimmt. Es ist jedoch &g} ungeklart, ob der AR in der ZG
synergistische oder antagonistische Effekte zungRAAusbt. Mithilfe der Uberexpression
von Maus-ATER sollte das Verhéltnis der ATR zugunsten desRAVerandert werden und so
die Funktionsweise genauer untersucht werden oabei die ATR-Expression wesentlich
zu beeinfluBen. Die TGRCXmAR-Ratten der Linie 235 zeigten eine dreifach hoRarR-
Dichte in der Nebenniere gegentiber den WT-RattesoBders deutlich wurde die
Uberexpression in der ZG, mit einer dreifach htheék&,R-Dichte und ABR/AT;R-Ratio.
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Folglich dominiert der AIR in der ZG von TGRCXmAZR-Ratten der Linie 235 gegenuber
dem AT;R. Die AT;R-Dichte blieb gegenuber den WT-Ratten unverandert.

Aufgrund der unterschiedlichen ExpressionsmustarA;R und AT;R in verschiedenen
Geweben und unter verschiedenen Bedingungen, westerts seit langerem Mechanismen
einer gegenseitigen Regulation vermutet. TanakaMitatbeiter (1999) konnten zeigen, dass
es bei ALR-Knockout-Mausen zu einer signifikanten ErhhuegAIT;R-Expression

kommt. Zuvor wurde berichtet, dass die Stimulagitaiter GefaRmuskelzellen mit ANGII zu
einer Erhéhung der A’/R-Expression fihrt. Dieser Effekt liel3 sich dur@mdhT;R-
Antagonisten DuP753, nicht aber durch denR-Antagonisten PD123319 unterdricken,
weshalb spekuliert wurde, dass die RTEXxpression einer Regulation durch demRT
unterliegt (Zahradka et al. 1998). 2002 konnterudich Mitarbeiter nachweisen, dass die
Uberexpression von AR in glatten GefalRmuskelzellen zu einer Downregaiaton AT,.R
fahrt, unabhangig von der Stimulation durch ANGikteressanterweise zeigten sich in
unserer Rezeptorbindungsstudie keine signifikabteterschiede bzw. Veranderungen der
AT 1R-Expression in der Nebenniere von TGRCXmRIRatten und WT-Ratten, was darauf
hindeutet, dass die AR-Expression in den transgenen Ratten keiner Reguldurch den
AT2R unterliegt. Da jedoch nur die Gesamtdichte &#lE{R in der Rezeptorbindungsstudie
erfasst wurde, ware es sinnvoll, in weiterfihren8&rdien zu kl&ren, ob sich Unterschiede

bei der Expression der AR-Subtypen, AT.R und ATpR, ergeben.

4.2 Stimulation der Aldosteronproduktion durch transgene ALR-Uberexpression

Die meisten der bekannten Effekte von ANGII werdeer den ATR vermittelt. Wahrend

bei Ratten der AR in den meisten Geweben dominiert, wird in der é&detiere der AR

am starksten exprimiert (Burson et al. 1994). Ebe&annt, dass die Kontrolle tiber die
Aldosteronfreisetzung in der Nebenniere tUber dep,RVermittelt wird (Gigante et al.
1997). Die Rolle des AR in der ZG ist hingegen noch ungeklart. Erst dulieh

Entwicklung der spezifischen ATR-Antagonisten Dudsd PD123177 (Chiu et al. 1989a,
Whitebread et al. 1989) wurde es mdglich, die Rddls AT,R und des AJR bei der
Aldosteronfreisetzung genauer zu untersuchen. Duarghiro-Studien an isolierten ZG-Zellen
konnte gezeigt werden, dass lediglich die Blockanle AT:R einen hemmenden Einfluss auf
die Aldosteronfreisetzung austibt, wahrend die Bidekvon ATR keinen Effekt zeigte
(Balla et al. 1991, Aguilera 1992, Belloni et @98). In allen diesen Studien war der /RT
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der dominierende Rezeptor in der ZG. Einige Japétes folgten dann Studien, in denen
erstmals eine Korrelation zwischen der Starke deRAExpression und der
Aldosteronproduktion beobachtet werden konntegester Anhaltspunkt daftir, dass die
Aldosteronproduktion einer Regulation durch densRTinterliegt. In ihrer Studie zeigten
Peters und Mitarbeiter (2001), dass bilaterale Keghmie bei Ratten zu einem Anstieg der
AT,R-Expression in der ZG fuhrt. Gleichzeitig konngea bei den Ratten einen drastischen
Anstieg der PAK nach Stimulation mit ANGII nachwais Ein ahnliches Phdnomen
beobachteten Naruse und Mitarbeiter (2002) in diaagzeittherapiestudie mit dem MR-
Antagonisten Candesartan an hypertensiven RattenelMyartet, zeigte sich wahrend der
ersten vier Wochen Behandlung ein signifikanteralder PAK, nach acht Wochen kam es
jedoch wieder zu einer Normalisierung der PAK zuosgangswert. Der erneute Anstieg der
PAK war dabei assoziiert mit einer erhéhten,RIEXpression und zeigte sich durch
Behandlung mit dem AjR-Antagonisten PD123319 als reversibel. Diese $tubestatigen
durchaus die dominierende Rolle des;Rbei der Aldosteronproduktion unter
physiologischen Bedingungen. Unter bestimmten Una&#é jedoch, die mit einer
Uberexpression von AR einhergehen, scheint der /X ebenfalls eine wichtige Rolle zu
spielen. Durch die AR-Uberexpression in den transgenen Ratten TGRCXsRATurde
somit ein gutes Modell kreiert, um diesen Sachvedemauer zu untersuchen.

In einem zweiwdchigen Tierexperiment wurden die TXRAT,R-Ratten der Linie 235 mit
ANGII behandelt, das uber eine osmotische Minipuapdiziert wurde. Die Stimulation mit
ANGII fihrt dabei Uber den AR zu einer Hemmung der Reninsekretion (Bell e1899).
Durch die Hemmung der endogenen Reninproduktiondendiaran gekoppelten ANGII-
Bildung war es mdglich, in allen Ratten gleich h@t¢GlI-Spiegel zu erzeugen. Die
gewahlte ANGII-Dosis lag dafir in einem supranomnaBereich. Bereits basal zeigten die
TGRCXmAT,R-Ratten der Linie 235 eine signifikant erhthte Péid Aldosteron-Renin-
Ratio gegentber den SD-Ratten und den transgetiveg&atten der Linie 235. Der Vortell
der Bestimmung der Aldosteron-Renin-Ratio bestahihddie durch Plasmarenin
normalerweise zu erwartende Aldosteronproduktiobemiicksichtigen und deshalb auf die
Plasmareninkonzentration zu normalisieren. Einerél@ession von Maus-AR in
TGRCXmAT;R-Ratten der Linie 235 fuhrt somit zu einer Erhdipder PAK. Nach
kontinuierlicher Behandlung mit einer supranormadNGll-Dosis fand sich, wie erwartet,
bei allen Ratten ein signifikanter Anstieg der PAXffallig dabei war jedoch der

vergleichsweise schnellere und starkere AnstiegleeiTGRCXmATR-Ratten. Hier waren
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auch nach zweiwoéchiger ANGII-Gabe die héchsten keatvationen von Aldosteron zu
messen. ANGII zahlt zu den wichtigsten RegulatalenAldosteronproduktion in adulten
Ratten. Neben dem bekannten stimulierenden Efieét den ATR in der ZG wurde ein
indirekt stimulierender Effekt tber den A in der Medulla beschrieben. Die Arbeitsgruppe
von Mazzocchi (1998) konnte zeigen, dass digRAVermittelte Stimulation der
Katecholaminfreisetzung in der Medulla der Nebermi®n Ratten zu einer Verstarkung der
AT 1R-vermittelten Stimulation der Aldosteronproduktidirt. Aufgrund der vergleichsweise
geringen Uberexpression von Maus-RTin der Medulla der TGRCXmAR-Ratten der

Linie 235, erscheint dieser Mechanismus der Aldosigtimulation allerdings als weniger
wahrscheinlich, ist aber dennoch nicht vollig asshlie3en. Die Untersuchung der
Plasmakonzentrationen von Katecholaminen bzw. débdrauprodukten wére daher eine
geeignete Methode, um die Rolle des;RTin der Medulla genauer zu untersuchen. Neben
ANGII existieren jedoch noch weitere gut untersedRegulatoren der Aldosteronproduktion.
Schon lange ist bekannt, dass hohe Kaliumspieg@lasma die Aldosteronproduktion
stimulieren (Himathongkam et al. 1975). Es wurdgesdeobachtet, dass es dabei zu einer
starken Zunahme von AR-Expression in der ZG kommt (Peters B und Muller A
unverdffentlicht). Im Gegensatz dazu fuhrt einedngee Natriumkonzentration im Plasmma
einer Stimulation des RAS und einer gleichzeitigiéiten Sensitivitat der Nebenniere beim
Ansprechen auf ANGII (Tremblay et al. 1992). DiebAitsgruppe von Lehoux (1997)
beobachtete in diesem Zusammenhang gleichzeitggezimbhte Expression von AR in der
ZG. Ferner spielen ACTH, ANP (Lumbers 1999) und &om (Espiner et al. 1993) eine eher
untergeordnete Rolle als Regulatoren der Aldostitmilation. Aufgrund der
nachgewiesenen Uberexpression von MausRAifn Herz, Gehirn und in einigen anderen
Geweben, ist ein Einfluss auf diese Systeme nigbgeschlossen, weshalb die Untersuchung
der jeweiligen Plasmakonzentrationen weiteren Autss hinsichtlich der erhéhten PAK bei
den TGRCXmATR-Ratten der Linie 235 geben konnte. Die erhoht& FAZusammenhang
mit der stark erhthten AR-Uberexpression im Bereich der ZG bei den TGRCXaRRAT
Ratten der Linie 235 lasst somit vermuten, das®deR in der ZG synergistische Effekte
zum AT;R austbt. Ein AZJR-abhangiger Anstieg der PAK ware demzufolge deiole
medikamentdse AJR-Blockade reversibel und kénnte in einem weitarditden Experiment

untersucht werden.

Bei den SD-Ratten zeigte sich eine signifikant méhmsale PRK gegentber den Ratten der
Linie 235. Vermutlich handelt es sich dabei um eéwmpassungsreaktion. Wahrend sich die

79



Kapitel 4 Diskussion

Ratten der Linie 235 bereits vor Beginn des Tiesuehes in ihrer gewohnten Umgebung
befanden, hatten die im Alter von 8 Wochen erwoelpeBD-Ratten nur wenig Zeit, sich an
die neuen Umgebungsbedingungen zu gewthnen. Bskiahnt, dass die Reninfreisetzung,
aul3er durch einen niedrigen Natriumgehalt in decVs&adensa und einem als ,,Barorezeptor-
ahnlich” bezeichneten Mechanismus (Skinner et384), auch durch einen erh6hten
Sympathikotonus stimuliert wird. In diesem Zusamhaarg konnte gezeigt werden, dass
physische Aktivitat und Stress einen stimulierenBeriluss auf die Reninfreisetzung haben
kénnen (Porter 1989). Es ist somit davon auszugeatess die durchgefuhrte Blutentnahme
unter Isoflurannarkose, als Stressreaktion bend®atten zu einer Stimulation der
Reninsekretion fuhrte. Die initial hoheren PRK 8en SD-Ratten sind wahrscheinlich auf die
zusatzliche Belastung durch den Umgebungswechsigtikzufiihren. Dafir spricht auch die
tendenzielle Abnahme der Reninkonzentration beiutdiehandelten SD-Ratten nach einer
und nach zwei Wochen. Es ware dennoch sinnvolinereweiten Versuchsreihe ein
alternatives Verfahren zur Plasmagewinnung anzueamnam so eine Stress- bzw.
Narkoseinduzierte Renin- bzw. Aldosteronfreisetzangermeiden. Denkbar ware ein
Verweilkatheter, welcher die Blutentnahme an nigdrkotisierten Ratten erlaubt. Ebenso
waére eine Bestimmung der Aldosteronkonzentratiom. liessen Metabolite im 24h-
Sammelurin denkbar.

Nach Stimulation mit ANGII kam es bei allen Rati®neiner Supprimierung der
Reninproduktion. Es handelt sich dabei um einerdaud.iteratur gut bekannten Effekt, der
Uber den ATR in der Niere vermittelt wird. Wahrend die PRK den SD-Ratten bereits
nach sieben Tagen fast vollstandig supprimiert iel®, sich bei den TGRCXmAR-Ratten
der Linie 235 eine deutlich langsamere und wensggnke Abnahme der Konzentration
erkennen. Nach 13 Tagen ANGII-Behandlung war beldseTiergruppen keine PRK mehr
messbar. Moglicherweise steht diese Beobachturigusammenhang mit der Uberexpression
von Maus-ATER, die auch in der Niere nachgewiesen werden kokstevare demnach
denkbar, dass der AR in der Niere eine antagonistische Funktion zumRA&usulbt. Dieser
Ansatz stiinde zwar im Gegensatz zu den von SiragyMitarbeitern gemachten
Beobachtungen, dass der ARleinen regulierenden Einflul3 auf das RAS durch Hany

der Reninbiosynthese austibt Uber einen NO/cGMPrittetten Signaltransduktionsweg
(Siragy et al. 2005, 2007), stellt aber einen edsanten Ansatzpunkt fur weiterfihrende
Studien am transgenen Rattenmodell TGRCXnpiAdar.
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4.3 Expression von CYP11B1 und CYP11B2 in der Nebeiere von Kontrollratten

Zum Nachweis von 113-Hydroxylase und Aldosterortsyse wurde eine Cohybridisierung
durchgefuhrt. Die jeweiligen Gensonden wurden kbereiVorversuchen auf inre Spezifitat
getestet und wiesen keinerlei Kreuzreaktion aufgiReet al. 2001). Aufgrund der
anerkannten Meinung, dass CYP11B1 und CYP11B2 siailtan in gleichen Zonen des
Nebennierenkortex exprimiert werden (Muller 19989y es mdglich, in der ISH zwischen
der Expression beider Enzyme zu unterscheiden. idriaxpression spezifisch zu lokalisieren
erfolgten dartber hinaus parallele Einzelinkubaiomit CYP11B1 und CYP11B2. Die
CYP11B2-mRNA war bei den unbehandelten Ratten imeiBk der ZG nachweisbar, wobei
sich die Expression auf Gruppierungen innerhalledsten zwei subkapsularen Zelllagen
beschréankte. Das Ergebnis entspricht der aus temakiir bekannten Lokalisation fur
CYP11B2 (Mitani et al. 1994). Nur selten gelingt 8iachweis von CYP11B2 in der ZG auf
Proteinebene ohne vorherige Stimulation der Expeg8/iller 1995). Mdglicherweise

wirkt sich das junge Alter der Ratten, das am EaeteTierexperiments 10 Wochen betrug,
positiv auf die Expression von CYP11B2 aus. Diekedfie ware vereinbar mit der von
Brudieux gemachten Beobachtung, dass die Aldogteodniktion mit zunehmendem Alter
abnimmt (Brudieux und Rakotondrazafy 1996). Zudémitd sich die héhere Sensitivitat der

ISH im Vergleich zu immunhistochemischen Nachweialgen positiv auswirken.

Die CYP11B1-mRNA war bei den unbehandelten Ratsdm stark im Bereich der ZF und
etwas schwécher im Bereich der ZR exprimiert. Ditetsuchungsergebnisse stehen damit in
Einklang mit der von Ho beschriebenen, nach zegt@lmbnehmenden Expression von
CYP11B1 in der ZF und ZR (Ho und Vinson 1993). Wingkeit herrscht hingegen bei der
Frage nach einer Expression steroidogener ZelleeimMedulla. Wahrend die Medulla von
Ratten als frei von CYP11B1 (Ho und Vinson 1993)b€YP11B1 und CYP11B2 (Mitani

et al. 1997) beschrieben wurde, konnten BornstethMitarbeiter (1994) das Enzym
Cyp450-17alpha in der Medulla von humanen und percNebennieren nachweisen. Die
Cohybridisierung mit der CYP11B1- und CYP11B2-Sored&rachte das Bild einer negativen

Z1 und Medulla und somit folglich keinen Nachweis steroidogene Zellen in diesen Zonen.

Die funktionelle Rolle des AR in der ZF ist dabei weitgehend ungekléart. Da ein
Zusammenhang zwischen der ANGII-stimulierten Kotpsoduktion und der AFR-

Expression in der ZF von Schweinen postuliert wyRfeidert et al. 1996) sollte ein
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regulierender Effekt durch eine AR-Uberexpression in der Nebenniere von Ratten
untersucht werden. Unsere Versuche konnten eirlgifunelle transgene AR-
Uberexpression in der ZF nachweisen. Die Bestimndard?lasmakonzentrationen von
Kortikosteron erbrachte jedoch keine signifikantérerschiede zwischen WT-Ratten und
transgenen Ratten. Ein leichter Anstieg der PKKritemach ANGII-Gabe in beiden
Tiergruppen beobachtet werden, wobei es sich uenamder Literatur bekannten Effekt
handelt (Breidert et al. 1996). Die transgeneRUberexpression in der ZF von Ratten hat
somit keine Bedeutung fur die Glukokortikoidprodokt Ein mdglicher Grund kénnte das
Fehlen notwendiger Komponenten fur die R¥Signalkaskade sein, da in WT-Ratten keine
AT,R-Expression in der ZF nachgewiesen werden koméANGII-stimulierte

Kortisolproduktion ist somit moglicherweise AR-induziert.

4.4 Effekt von Angiotensin Il auf die steroidogen@ind proliferative Aktivitat der Zona

Glomerulosa

Bei den ANGII-behandelten SD-Ratten und TGRCXmRIRatten der Linie 235 zeigte sich
in der ISH eine deutlich breitere ZG gegeniberutgrehandelten Ratten. Die ANGII-Gabe
fuhrte bei den SD-Ratten dabei zu einer Zunahmé&deichtdicke der ZG von zwei auf
ungefahr acht Zelllagen, bei gleichzeitiger Vernuglgrvon CYP11B2-exprimierenden
Zellen. Es handelt sich dabei um den aus der ltitetzekannten proliferativen Effekt von
ANGII auf die ZG, der Uber den AR vermittelt wird (Tian et al. 1995, McEwan et B996)
und gleichzeitig mit einer Stimulation der CYP11B&pression einhergeht (McEwan et al.
1996).

Aufgrund der geringen Anzahl von TGRCXm#R-Ratten der Linie 235 zu Beginn des
Tierversuches, wurden alle Tiere dieser GruppeANiGII behandelt. Durch das Fehlen einer
transgenen Kontrollgruppe war es folglich nicht figkg mittels immunhistologischen
Untersuchungen Rickschlisse auf ANGII-bedingte Migéungen in der ZG zu ziehen. Da
die TGRCXmATR-Ratten der Linie 235 jedoch bereits basal silgaift hohere PAK
aufwiesen, ist es denkbar, dass es bereits allgghdlie Uberexpression von Maus-ATzu
Veranderungen im Bereich der ZG gekommen ist. 2érufg der Frage nach
stattgefundener Proliferation in der ZG, flihrtem &ne Bestimmung des
Proliferationsmarkers Ki-67 durch. Es zeigte siaebal signifikant weniger Proliferation in
der ZG von TGRCXmATJR-Ratten der Linie 235 gegentber den ANGII-behardebD-
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Ratten. Da die transgenen Ratten aber bereits bam®asignifikant hOhere PAK aufwiesen,
ware es einerseits denkbar, dass eine vermehriéeRation bereits zu einem friheren
Zeitpunkt stattgefunden hat. Andererseits bestighidglichkeit, dass der tberexprimierte
Maus-AT;R eine antiproliferative Funktion austibt, sozusag@agonistisch zum AR.
Ahnliche Beobachtungen machte Mazzocchi bereit§ 188konnte zeigen, dass die durch
ANGII vermittelte Stimulation der DNA-Synthese usamit der Proliferation in ZG-Zellen
von Ratten durch AjR-Blockade hemmbar ist, wahrend ARFBlockade zu einer Zunahme
von Proliferation fuhrt (Mazzocchi et al. 1997).Uangzeitstudien an bovinen
Nebennierenzellen, Hepatozyten von Ratten undegl&efalimuskulatur konnte unter
kontinuierlicher ANGII-Behandlung mit hohen Konzettonen, eine Downregulation von
AT 1R beobachtet werden (Penhoat et al. 1988, Bousebatl 1988, Lassegue et al. 1995).
Es ware demnach denkbar, dass Veranderungen d&-BXpression bei den transgenen
Ratten Einfluss auf die proliferative Aktivitat makn. Sollte jedoch durch die ANGII-
Behandlung eine Downregulation desRTerfolgt sein, so misste sich dies entsprechend de
AT 1R-vermittelten Wirkung auch in einer erniedrigteiR11B2-Expression aul3ern, was
aber nicht der Fall war. Ein regulierender Einfldes transgenen AR auf die endogene
ATR-Expression konnte ebenfalls durch die Ergebrdssé&kezeptorbindungsstudien

ausgeschlossen werden.

Wie aber lasst sich nun die erhdhte PAK bei den T&RAT,R-Ratten der Linie 235
erklaren? Eine Moglichkeit fur Zellen, die eigensmfeseleistung zu steigern, stellt die
Hypertrophie dar. Die Hypertrophie ist wie die Heshtion eine bekannter Effekt, welcher
nach Stimulation mit ANGII in der ZG auftritt. Imll§emeinen wird daftr ebenfalls der

AT 1R verantwortlich gemacht (Smiciklas et al. 1971 ziktacchi et. 1980, McEwan et al.
1995). Einen maglichen Einfluss des ARrauf die Entwicklung einer Zellhypertrophie wurde
erstmals 1999 von McEwan beobachtet. In einer inimstimchemischen Untersuchung von
Ratten zeigte sich die durch ANGII-Behandlung véteite Proliferation in der ZG durch

AT 1R-Blockade ricklaufig, wahrend die Hypertrophielen ZG-Zellen, auch nach AR-
Blockade, weiter zunahm (McEwan et al. 1995). Esevadso denkbar, dass der ATeinen
stimulierenden Effekt auf die Entwicklung einer [Bgpertrophie in der ZG ausiibt, bei
gleichzeitiger Hemmung der Zellproliferation. Eistatistische Auswertung hypertrophierter
Zellen in der ZG und der Nachweis geeigneter Hypphiemarker ware folglich ein Ansatz,
um diesen Sachverhalt genauer zu erforschen. Aggich@r Hypertrophiemarker kénnte

dabei P85alpha PI3K dienen, der bereits im Zusarharenmit Herzhypertrophie
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beschrieben wurde (Senbonmatsu et al. 2003). Gleiibtp konnte versucht werden, die
Expression von CYP11B2 mittels RT-PCR quantitatibestimmen, um so weiter
Aufschluss Uber die Mechanismen zur Steigerunghttiysteronbiosynthese zu erhalten, da
dies durch immunhistochemische Verfahren nur ectg@skt moglich ist. Interessant ware
die Frage, ob sich bei den transgenen Ratten Hisiienehr Expression von CYP11B2 pro
Zelle nachweisen lasst, was im Rahmen einer vetereZelldifferenzierung zu erwarten
ware. Wenn nicht durch Proliferation, so stellehsins weiter die Frage nach einer

Beteiligung der Transitional Zone als mogliche Starallzone fur die Zona Glomerulosa.

4.5 |st die Transitional Zone Stammzellzone fir diZona Glomerulosa?

Durch die Cohybridisierung mit der CYP11B1- und QYB2-Sonde wurde eine negative
Zone zwischen ZG und ZF sichtbar. Diese Zone wbeteits 1994 von Mitani bei adulten
Ratten beschrieben und als sogenannte , Transititorad” (TZ) bezeichnet. Vermutlich ist
diese Zone identisch mit der erstmals von Hulling®78) beschriebenen ZI, die ebenfalls
zwischen ZG und ZF angesiedelt ist und als Stamemred angesehen wird. Die Stimulation
mit ANGII ging, entsprechend der mitogenen Wirkubegi, den SD-Ratten mit einer
GrolRenzunahme der ZG um das Drei- bis VierfachieegirGleichzeitig konnte durch den
Proliferationsmarkers Ki-67 eine deutliche Zunahaee Proliferation, vor allem im
subkapsuléren Bereich nachgewiesen werden. Imd@ederr TZ bzw. ZI zeigten sich
hingegen keine Veranderungen im Proliferationsyezhagegentber den unbehandelten SD-
Ratten, es fanden sich nur vereinzelt positiv&aliteilung befindliche Zellen. Wahrend die
Grolienzunahme der ZG bei den SD-Ratten mit einealZme der Proliferation assoziiert
war, zeigte sich bei den TGRCXmAR-Ratten der Linie 235 trotz der breiten ZG sidifit
weniger Proliferation. Auch hier war die TZ bzw, dlie bei den WT-Ratten, als ca. drei
Zelllagen breite negative Zone in der ISH zu erl@miia Ki-67 nur etwas langer als 48
Stunden positiv bleibt, ware es denkbar, dass seboBeginn des Tierexperimentes
proliferative Prozesse zu Veranderungen im Nebeank®rtex der transgenen Ratten gefihrt
haben kdnnten. Dies ware vereinbar mit der bebaissll erhdhten PAK bei den
TGRCXmAT,R-Ratten der Linie 235. Einschrankend muss an digtsdle allerdings
nochmals erwahnt werden, dass eine Kontrollgrupyeeliandelter transgener Ratten nicht
zur Verfiigung stand, weshalb letztlich nur ein Veidh zwischen genetisch inhomogenen
Tiergruppen maoglich war. Uber die proliferative Akiat der TZ bestehen seit jeher

Kontroversen in der Literatur. Wahrend einige Aatodie TZ als Ort maximaler
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Proliferation beschreiben (Mitani et al. 1994, #aet al. 1995), sehen andere in ihr einen Ort
der nahezu frei von Proliferation ist (McEwan et1#195, Gallo-Payet und Guillon 1998). Im
Hinblick auf die proliferativen Vorgange ergebeahsin unserem Experiment keine
Anhaltspunkte fur eine Stammzellzone im BereichZleDie Giber den gesamten
Nebennierenkortex verteilte Proliferation sowie fdilelenden Veranderungen in der TZ nach
ANGII-Stimulation sprechen demnach eher fur dieatemheorie, die von mitosefahigen

Zellen in den jeweiligen Zonen ausgeht.

4.6 PLZF - Ein neuer Baustein in der Signalkaskaddes AT,R?

Die Kenntnisse uUber die Mechanismen der Signalthakison des AIR haben in den letzten
Jahren einen deutlichen Zuwachs erlebt. Dennodharedelt sich um ein System komplex
ineinandergreifender Faktoren, das bis heute ngemingend verstanden ist. Als Griinde
hierfiir sind die vielen unkonventionellen Signakaden zu sehen, die im Zusammenhang
mit AT,R-Stimulation beobachtet wurden. Andererseits exih Wege, die keiner Funktion
des ATR zugeordnet werden kdnnen und umgekehrt. Hinzunkiprass viele
Signalkaskaden des AR bislang nur unvollstandig in der Literatur beseben wurden, was
die Zuordnung zu Funktionen des Rezeptors zushtelechwert. Bis vor einigen Jahren ging
man davon aus, dass hauptséachlich drei Wege deal8ansduktion fur die AR-

vermittelten Funktionen verantwortlich sind (Noued Nahmias 2000). Dazu zahlten die
Aktivierung diverser phosphorylierender Protein-ptatasen, die Aktivierung des
NO/cGMP-Systems sowie die Stimulation der Phosplsk A2 mit anschlieRender
Freisetzung von Arachidonsaure. 2002 konnte diee#gruppe von Stoll dann erstmals die
Beteiligung des Transkriptionsfaktors Zfhep an @ualiferativen und die Zelldifferenzierung
fordernden Effekten der AR-Stimulation an neuronalen und vaskularen Zelerhweisen
(Stoll et al. 2002). Genauer untersuchte Senbonmissen Mechanismus der Signalkaskade
an Herzen von Ratten (Senbonmatsu et al. 200Xoiiirte zeigen, dass nach ARF
Stimulation mit ANGIlI PLZF an den intrazellulareeiTdes ATLR bindet und anschlieRend
als Komplex aus PLZF und AR in die Zelle internalisiert wird, ein Ph&dnomers thslang

nur bei ATiR beobachtet wurde (Abb. 4.1). Wahrend depRRin der perinuklearen Region
verbleibt, wandert PLZF weiter in den Zellkern, ®als Transkriptionsfaktor die Expression
von p85 alpha, einer Untereinheit der PI3K stimtiligber unterschiedliche, in der Literatur

beschriebene Mechanismen fihrt p85 alpha zu esgseigerten Proteinsynthese. In diesem
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Zusammenhang konnte Senbonmatsu einen stimulierdfitkkt des ATR auf die durch
Bluthochdruck induzierte Herzhypertrophie bei Ratt@achweisen.

Uber die Expressionmuster von PLZF in den verseltied Geweben, vor allem in Hinblick
auf eine Kolokalisation zum AR, liegen bislang nur wenige Daten vor. Das Ziekds
Teiles der Arbeit war es, die PLZF-exprimierendeaw@be zu identifizieren, wobei
besonders die Nebenniere, als Ort der Aldostereghibese genauer fokussiert werden

sollte. Zur Charakterisierung der PLZF-Expressiamde zunachst eine PCR entwickelt.

Aangll Y (YN N IGF
AT2 P850L PI3K
PLZF
>
AKT S6K
endosome
PLZF: p85a
Promoter Protem synthesn;
nucleus hypertrophy

Abb. 4.1 Signalkaskade des AR im Herzmuskel von Ratten (aus: Landon und Inagami
2005). Nach Stimulation mit ANGII bindet der AR an den Transkriptionsfaktor PLZF und
wird als Komplex internalisiert. PLZF aktiviert diexpression von p85 alpha im Zellkern und
stimuliert dadurch die Proteinsynthese. PLZF: prelogytic leukemia zinc finger, AKT:
Proteinkinase B, S6K: ribosomale S6-Kinase, PI3kopghatidyl-Inositol-3-Kinase

4.6.1 PLZF-Expression bei Ratten

Das PLZF-Gen, auch als Zfp145 bezeichnet, wurdenats als ein Fusionspartner des Genes
des Retinsaure-Rezeptors alpha (Retinoic acid tecepAR) bei der akuten
Promyelozytenleuk&dmie (APL) identifiziert (Chena&t1993). Das PLZF-Protein setzt sich
zusammen aus 673 Aminosauren, die komplette gesbmBSequenz umfasst 201 kb und
enthalt sechs Exons und funf Introns (Zhang €1999). Um die Expression von PLZF

mittels PCR zu untersuchen, wurde mRNA aus Gewebeprvon unbehandelten SD-Ratten
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gewonnen und zu cDNA synthetisiert. Im Vorfeld tetersuchung wurde eine Optimierung
der PCR durchgefihrt, um eine gro3tmogliche Sestsitiund Spezifitat zu erzielen. Um
diese zu erreichen, wurden die PCR-Profile hinBathtler Zyklenanzahl und Mgé&l
Konzentration angepasst. Nach Auswahl geeigneterePdurch Datenbank- und
Sequenzanalysen, konnten in der PCR PLZF-Fragneamte Lange von ungefahr 200 bp

amplifiziert werden.

Studien zur Expression und Funktion von PLZF folarssn sich bislang eher auf die fetale
Entwicklung und auf die Hamatopoese. Uber die Reguig der PLZF-Expression, die
Zielgene sowie dem Verhaltnis zum A existieren hingegen nur wenige Daten. Das
Expressionsmuster von PLZF beschrieb erstmals Qenkuer im Zusammenhang mit der
fetalen Entwicklung von Mausen (Cook et al. 1998iitels RT-PCR konnte er zeigen, dass
die PLZF-Expression in der Niere, der Leber unddenz perinatal gesteigert wird. Mit
Ausnahme des Herzens und einigen Gehirnregiongitez&ich postnatal ein deutlicher
Ruckgang der Expression, so dass PLZF in den meBtganen von adulten Mausen kaum
bis nicht mehr nachweisbar war. Dass es sich b2FRIm eine wichtige funktionelle
Komponente bei der embryonalen Entwicklung handeltnutete damals bereits Cook. Doch
erst jungere Studien konnten zeigen, dass PLZF stactshemmende und proapoptotische
Effekte in embryonalen Geweben ausibt (Barna 08I0, Costoya und Pandolfi 2001).
Mittels Northern Blot untersuchte auch SenbonmdislExpression von PLZF in adulten
Ratten (Senbonmatsu et al. 2003). Dabei wurde tavhes PLZF-Expression im Herz
berichtet sowie geringer Expression in der LeberiomColon. Keine Expression fand er
hingegen im Gehirn, der Aorta und in der NiereEinklang mit den Ergebnissen von Cook
und Senbonmatsu fanden auch wir mittels PCR dikst&PLZF-Expression in
Rattenherzen. Zusatzlich gelang der Nachweis vgrdssion im Gehirn, in der Niere, der
Lunge und der Nebenniere, keine Expression lig8lgsizgegen in der Leber und der Milz
feststellen. Im Vergleich zeigt sich somit keindistindige Ubereinstimmung mit dem von
Senbonmatsu beschriebenen Expressionsmuster. Béeltur dafiir konnte methodisch

bedingt sein, aufgrund der geringeren Sensitidiést Northern Blots gegeniber der PCR.

Um einen Zusammenhang zwischen der Funktion vorFRItil dem AJR zu untersuchen,
war ihre Gewebeverteilung ein wichtiges Kriterilviie PLZF wird auch der AZR stark in
embryonalen Geweben exprimiert und wahrend demuRgitum adulten Tier hauptséachlich

auf die Expression in der Niere, der Nebenniere Adeta, dem Herz und einigen

87



Kapitel 4 Diskussion

Gehirnregionen reduziert (Unger 1999).Vergleichhrdas Expressionsmuster des,Rit

den Ergebnissen der PCR, so ist eine KoexpressitoRL@AF in der Niere, der Nebenniere,
dem Herz und im Gehirn zu finden. Die Tatsaches aésht in allen getesteten Geweben eine
Koexpression nachgewiesen werden konnte, deutatithin, dass PLZF weitere, AR-
unabhangige Funktionen austbt und hier moglicheseveiit anderen Rezeptoren interagiert.
Als potentieller Interaktionspartner konnte daben Renin/Prorenin-Rezeptor (PRR) eine
Rolle spielen. Die Interaktion des PRR mit dem Skaiptionsfaktor PLZF konnte erstmals
die Arbeitsgruppe von Schefe an humanen Nierereuret Kardiomyozyten-Zelllinie von
Ratten nachweisen (Schefe et al. 2006). ZusatHdioth sich fir den humanen PRR ein
ubiquitares Expressionsmuster. Die Ergebnisse G& deben jedoch nur einen Anhaltspunkt
fur eine mogliche Koexpression und muissen folgiahZellebene genauer untersucht
werden. Um die Koexpression von PLZF und demRih der Nebenniere genauer zu

untersuchen, wurde eine ISH entwickelt.

4.6.2 Koexpression von PLZF und AJR in der Nebenniere von Ratten

Die Expression von PLZF in der Nebenniere sowie\Mdaseilungsmuster innerhalb ihrer
Zonen wurden, nach unserem Wissen, bislang notit béschrieben. Dies mag darin
begriindet sein, dass PLZF als potentieller Intesakpartner des AR bzw. PRR erst in den
letzten vergangenen Jahren als neue KomponenteAtesdentifiziert werden konnte. Die
ZG, als Ort der Aldosteronbiosynthese, stellte $@mien besonderen Fokus unserer

Untersuchungen dar.

Bislang existieren nur wenige Daten tUber moéglichecManismen zur A)R—
Signaltransduktion in der Nebenniere. Bottari kemnzgigen, dass die AR-Stimulation mit
ANGII in ZG-Zellen von Ratten zur Aktivierung vormPasen fiuhrt, die einen inhibitorischen
Effekt auf die Guanylatzyklase ausiiben (Bottaalefi992). Takahasi hingegen berichtete
von einem inhibitorischen Effekt von ANGII auf PT4ea in einer ausschliel3lich den A&T
exprimierenden Phaochromozytomzelllinie (Takahtagi.€1994). Unterschiedliche
Mechanismen der AR-Signaltransduktion innerhalb der Nebenniere ersgmedurchaus
plausibel, bedenkt man die teils gegenséatzlichaiRégn nach AFR-Stimulation zwischen
ZG und Medulla (Peters et al. 2001). Bei der ISHdewleutlich, dass PLZF nicht homogen,
sondern zonenspezifisch in der Nebenniere von WlieR&xprimiert wird. Die starkste

PLZF-Expression fand sich im Bereich der ZG undMedulla, in der ZF und ZR zeigte sich
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hingegen nur ein schwaches Signal. Es ist demnaotndauszugehen, dass das Transkript
auch entsprechend translatiert wird und das PLZfeRr in der Nebenniere vorkommt. Dies
misste sich folglich auch immunhistochemisch dermi@nen lassen. Hinsichtlich unserer
Fragestellung bedeutet dieses Ergebnis, dassadie dExpression von PLZF in der ZG und
Medulla mit der des AZR korreliert und PLZF somit einen potentiellen Kadaten in der
Signalkaskade des AR darstellt. Im Herz von Ratten bindet PLZF an deonistor von p85
alpha, einer regulatorischen Untereinheit der PLB¥] aktiviert dessen Transkription
(Senbonmatsu et al. 2003). Dies wiederum fuhriddivierung der Proteinkinase B (AKT)
und ribosomalen S6-Kinase, beides Enzyme zur Saitionl der Proteinsynthese. Vergleicht
man die zuvor in in vitro-Studien beschriebene Bgteng von PTPasen an der AR-
Signaltransduktion mit der von Senbonmatsu bedohnien Signalkaskade, stellt sich die
Frage nach moglicherweise parallel zueinanderiexgstden Mechanismen. Feng beschrieb
an NIE-115-Zellen, einer Neuroblastomzelllinie @AS-7-Zellen, einer renalen
Fibroblastenzelllinie, die Interaktion des A/R'mit der PTPase SHP-1. Es konnte gezeigt
werden, dass die Aktivierung der SHP-1 einen intbrisichen Effekt auf die p85 alpha-
Signalkaskade ausubt und somit die Proteinsyntheisent (Feng et al. 2002, Landon und
Inagami 2005). In der Zusammenschau der Ergebdesseorliegenden Arbeit und der
aktuellen Literatur kann somit die Hypothese ahtgtleverden, dass PLZF Uber den RT
stimuliert wird, p85 alpha aktiviert und dies za@i Hypertrophie mit gesteigerter
Aldosteronproduktion fuhrt. In weiterfihrenden Samdmisste untersucht werden, ob der
AT 2R tatsachlich mit dem PLZF-Protein interagiert uniafern die Aktivierung von
PTPasen dabei eine Rolle spielt. Zur Untersuchendrderaktionfahigkeit von Proteinen
wurde sich die ebenfalls von Senbonmatsu verwerMetbode des Hefe-Zwei-Hybrid-
Systems (Yeast Two Hybrid) eignen, die einen Naghwettels enzymatischem

Bindungsassay erlaubt (Kulozik et al. 2000).

4.7 Ausblick

18 Jahre sind vergangen seit der Identifizierursg&IBR. Doch auch nach schatzungsweise
uber 2000 Publikationen zur Charakterisierung dezmeRtors bleiben viele Fragen ungeklart.
Anfangs wurde vermutet, dass derRTmaoglicherweise keine physiologische Funktion
erfullt. Es dauerte 5 Jahre bis die erste physistbg Funktion, Antiproliferation, dem AR
zugeordnet werden konnte (Stoll et al. 1995). Vesdnderem klinischem Interesse scheint
die Funktion des AJR innerhalb des RAS, bedenkt man dass ACE-HemnteAd1 -
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Rezeptorblocker heute zu den am meisten verscimegbgledikamenten zur Behandlung
kardiovaskularer Erkrankungen gehdren. Die gunstigféekte des AIR auf kardiale
Umbauvorgange, dem kardialen Remodeling, sowi®dgulation des Blutdruckes stellen
somit wichtige Ansatzpunkte fir weitere intensiv@dehung dar. Der Einsatz des transgenen
Rattenmodells TGRCXmAR koénnte zum Nachweis weiterer Funktionen und

Funktionsmechanismen fihren und den Anfang fir spa@nende Projekte bilden.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Die Kontrolle der Aldosteronbiosynthese in der Z& Nebenniere wird hauptsachlich tber
den AT;R vermittelt. Die Funktion des AR hingegen, der in geringerem Ausmal’ ebenfalls
in der ZG exprimiert wird, ist weitgehend ungekl&ar Untersuchung der Rolle des AT

bei der AT,R-vermittelten Aldosteronbiosynthese wurde einggames Rattenmodell
(TGRCXmMAT,R) entwickelt, dass Maus-AR in der Nebenniere, im Herz, Gehirn,
Skelettmuskel, in Gefal3en und Niere Uberexprimizas grundlegende Ziel dieser Arbeit
war die Charakterisierung der Expression des tem&agATLR in der Nebenniere. In einer
dazu entwickelten ISH mit Digoxigenin-markiertem@e, die die Unterscheidung zwischen
endogenen und transgenenRTermoglichte, zeigte sich eine starke Uberexpoesson
Maus-AT;R in der ZG und Medulla, aber auch in der ZF. Inmgkeich zu WT-Ratten konnte
mittels Rezeptorbindungsstudien eine 3-fach hoA&mR-Dichte in der ZG nachgewiesen
werden. Ein Einfluss der Uberexpression auf digRAExpression zeigte sich dabei nicht.
Die AT,R-Uberexpression flihrte bei den transgenen Rattainer signifikanten Erhéhung
der basalen PAK gegenlber den WT-Ratten. Auch 8#atulation des RAS mit exogen
zugefuhrtem ANGII in einem 2-wo6chigen Tierexperiménnte ein schnellerer und
starkerer Anstieg der PAK gemessen werden und samitndest ein inhibitorischer Effekt
des ATR auf die Aldosteronproduktion ausgeschlossen werdeinen Einflul3 hatte die
AT,R-Uberexpression in der ZF auf die Glucokortikomhhrktion. Die Proliferationsrate in
der ZG war unter Bedingungen gleich hoher ANGIIegel bei den transgenen Ratten
signifikant erniedrigt gegentiber den gleich beh#iedeéSD-Kontrollen bei insgesamt aber
mikroskopisch gleich stark ausgepréagter CYP11B2r&sgon nach 2 Wochen ANGII. Dies
unterstitzt die Hypothese einer antiproliferativexd differenzierungsférdernden Wirkung
des ATR. Als mdglicher Signaltransduktionsweg fur dempRkonnte PLZF und die
Stimulation von P85alpha in Frage kommen. In deliegenden Arbeit konnte erstmals
nachgewiesen werden, dass depRTind PLZF in der Nebenniere von Ratten kolokatisie
sind, sodass eine wesentliche Voraussetzung fée digpothese gegeben ist. Die Ergebnisse
dieser Arbeit verdeutlichen, dass das beschriebene transgene Rattenmodell ein nitzliches
Werkzeug darstellt, das es ermoglicht die Funkimomed Signaltransduktionsmechanismen
des ATR unter physiologischen und pathophysiologischediriggingen auf Organ- und

Zellebene genauer zu untersuchen.
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7. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ACE
ACTH
ADH
ADM
AKT
ANGI
ANGII
ANGIII
ANGIV
ANGII (1.7)
ANP
AP
APL
AT.R
AT2R
AT4R
ATR
BCIP
bp
BrdU
BSA
CAGE
CX
Cy3
CYP
CYP11B1
CYP11B2
DAG
DHEA
DMSO
DTT
dNTP

angiotensin converting enzyme
Adrenokortikotropes Hormon
Antidiuretisches Hormon
Adrenomedullin

Proteinkinase B

Angiotensin |

Angiotensin |l

Angiotensin llI

Angiotensin IV

Angiotensin ll1.7)

Atriales Natriuretisches Peptid
Alkalische Phosphatase

Akute Promyelozytenleukamie
Angiotensin Il Typ 1 Rezeptor
Angiotensin Il Typ 2 Rezeptor
Angiotensin IV Typ 4 Rezeptor

Angiotensin |l Rezeptor

5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate, Toluichalz

Basenpaare
Bromdesoxyuridin

Bovines Serumalbumin

chymostatin-sensitive angiotensin ll-geneggnzyme

Cytomegalievirus/chicken-beta-actin-Promotor

Indocarbocyanin

Cytochrom

11R-Hydroxylase
Aldosteronsynthase
Diazylglycerol
Dehydroepiandrosteron
Dimethylsulfoxid

Dithiothreitol
Desoxynukleotid-Triphosphat
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DOC 11-Desoxycorticosteron

EDTA Ethylendiamin-Tetraazetat

ERK Extrazellular-Regulierte-Kinase

FCS fetal calve serum

GAPDH Glyceraldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
hnRNA heterogeneous nucldRNA

IP3 Inositol-1,4,5-Triphosphat

ISH in situHybridisierung

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 polyte
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 transonp
TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer
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Abkirzungsvertaiis

t-PA
TZ
VIP
WT
ZF
ZG
VA
ZR

tissue plasminogen activator, Gewebeplasminakgeator

Transitional Zone

Vasoaktives Intestinales Polypeptid

Wildtyp

Zona Faszikulata
Zona Glomerulosa
Zona Intermedia

Zona Retikularis
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