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Referat

In der Pathologie des Herz-Kreislauf-Systems spielen RAAS-Komponenten eine wesentliche
Rolle, deren Effektoren letztlich ATIR und MR sind. In der vorliegenden Arbeit werden in
einem definierten HEK293-Zellmodell mit transient transfiziertem humanen ATIR und
humanem MR Wechselwirkungen in der Signaltransduktion zwischen dem ATIR und dem MR
hinsichtlich der genomischen Aktivitit am GRE, der Phosphorylierung von ERK1/2 und der
kurzfristigen Anderung der intrazelluliren Ca**-Konzentration untersucht. Hierzu kamen zur
Quantifizierung der ERK1/2-Phosphorylierung SDS-PAGE und Western Blot zum Einsatz.
Verdnderungen  der  intrazelluliren  Calcium-Konzentration = wurden  iiber  den
Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 registriert. Fiir die Bestimmung der Aktivitit am GRE wurden
Reporter-Gen-Assays verwendet.

Bei hoheren Konzentrationen (Aldo 10 nM, Angll 100 nM) und kurzer Inkubationszeit (5 min)
zeigte sich kein Effekt einer zusétzlichen Gabe von Aldo auf die Angll-induzierte ERK1/2-
Phosphorylierung, bei geringen Konzentrationen (Aldo 100 pM, Angll 1 nM) jedoch eine
hemmende Wirkung. Bei einer ldngeren Inkubation (30 min) war bei den hoheren
Konzentrationen unter der gleichzeitigen Gabe von Aldo eine geringere ERKI1/2-
Phosphorylierung zu verzeichnen, jedoch nur in Anwesenheit des MR. Die Beobachtungen im
HEK?293-Zellmodell stehen im Widerspruch zu den bisherigen Beobachtungen an VSMC, wo
eine potenzierende Wirkung von Aldo/MR auf die Angll-induzierte ERK1/2-Phosphorylierung
beschrieben wurde. Aldo (10 nM) erhoht das intrazelluldre Calciumniveau und verkiirzt die Zeit
bis zum Eintreten eines Angll (100 nM)-induzierten Calcium-Peaks. Aldo zeigte jedoch weder
einen signifikanten Einfluss auf die Verteilung der Angll-induzierten zelluliren Calcium-
Reaktionsmuster, noch auf das Ausmal} der Peaks bzw. Plateaus und die Form des Peaks. Die
schnelle Calcium-Antwort auf Angll bietet unter den verwendeten Konzentrationen somit
zunichst keinen Ansatz fiir eine Erkldrung einer Wechselwirkung von AnglI/AT1R und
Aldo/MR. Verschiedene Kombinationen von Aldo- und Angll-Konzentrationen fiithren in
Anwesenheit des MR und ATIR zu einer Abnahme der absoluten Aktivitit am GRE im
Vergleich zur alleinigen Gabe von Aldo. Dies ist am ehesten durch einen allgemein hemmenden
Einfluss von Angll/AT1R auf die Transaktivierungsaktivitit am GRE bedingt. Dagegen bleibt
die relative Aktivierung des MR durch Aldo erhalten und zeigt sich zum Teil gesteigert.
Insgesamt liefern die Ergebnisse der durchgefiihrten Experimente weitere Evidenz fiir eine
komplexe Interaktion von Angll/ATIR und Aldo/MR. In dem definierten System zeigt sich,
dass die Anwesenheit von AT1R und MR hinreichend ist fiir eine hemmende, nicht jedoch fiir

eine positive Interaktion.

Cuno, Robert: Interaktion der Signaltransduktion von humanem Mineralokortikoidrezeptor und
humanem AngiotensinlI-Rezeptor Typ I, Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 80 Seiten, 2014
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1. Einleitung
1.1. Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) stellt eine Hormonkaskade dar, welche
unter anderem zur Synthese von Angiotensin II (Angll) und Freisetzung von Aldosteron (Aldo)
fiihrt (s. Abb.1). Physiologisch ist das RAAS an der Regulation des Blutdruckes, des
Plasmavolumens, des Durstempfindens und der Modulierung des Sympathikotonus
entsprechend den jeweiligen physischen Erfordernissen beteiligt [1].

Das RAAS kann in ein zirkulierendes bzw. ,klassisches RAAS und ein gewebebasiertes
RAAS eingeteilt werden. Im zirkulierenden RAAS wird aus den juxtaglomeruldren Zellen der
Niere Prorenin und Renin in den Blutkreislauf abgegeben [2]. Addquate Stimuli hierfiir sind
Verinderungen der Perfusion der afferenten Arteriolen der Niere, ein erhohter Sympathikotonus
oder eine zu geringe NaCl-Konzentrationen an der Macula densa [3]. Angiotensinogen ist ein
Peptid aus 13 Aminosiduren (AS), welches konstitutiv in der Leber gebildet und in den Kreislauf
abgegeben wird. Die Protease Renin wandelt Angiotensinogen zum Dekapeptid Angiotensin I
um. Angiotensinogen liegt in deutlich hoheren Konzentrationen im Kreislauf vor als die
nachgelagerten Stufen des RAAS. Somit hat die Konzentration von Renin den entscheidenden
Einfluss auf die Konzentrationen der nachgelagerten, vasoaktiven Metabolite [4]. Angiotensin |
wird durch das Angiotensin-Converting Enzyme (ACE) in das Oktapeptid Angll umgesetzt.
ACE zirkuliert im Blut, ist aber auch am Endothel verschiedener Gefdl3gebiete, insbesondere in
der Lunge zu finden. Alternativ kann die Umwandlung von Angiotensin I in AnglI auch durch
die Chymase der Mastzellen im kardiovaskuldren Gewebe, in der Niere oder humanen Gefi3en
erfolgen [1]. Daneben existieren einige weitere Metabolisierungspfade [1, 5]. Angll wird durch
Aminopeptidasen abgebaut [1], kann aber auch durch das ACE2 zu Ang(1-7) umgewandelt
werden [6].

Das gewebebasierte RAAS ist in verschiedenen Organen anzutreffen, so z.B. in Herz, Nieren,
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Abb.1 - Ubersicht iiber wesentliche Komponenten des RAAS




Gehirn und im Fettgewebe und es kann unabhéngig, wie in den Nebennieren und im Gehirn
oder in enger Wechselbeziehung mit dem zirkulierenden RAAS, wie im Herz und in den Nieren
operieren [7]. Seine maximale Aktivitit entfaltet es wohl in der Phase der Organentwicklung,
danach nimmt seine Aktivitit wieder ab. Die Funktion dieses RAAS liegt moglicherweise in

einem Beitrag zur regionalen Blutflusssteuerung [1].

1.2. Angiotensin IT und AT1R
1.2.1. AngiotensinlI-Rezeptor Typ 1 (AT1R)

Der ATIR ist der am besten untersuchte Rezeptor fiir Angll. Er ist in einer Vielzahl von
Organen anzutreffen, unter anderem in Leber, Nebenniere, Gehirn, Lunge, Nieren, Herz und
GefiBen [8]. In GefidBen findet man den ATIR in hohen Konzentrationen in den glatten
GefiaBmuskelzellen (VSMC = vascular smooth muscle cells) und nur in geringem Maf in der
Adventitia. Es handelt sich um ein Glykoprotein aus 359 AS mit einer Grofle von 40 kDa
welches zur Familie der 7-Transmembran G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) gehort
[1]. Kodiert wird der humane ATIR auf Chromosom 3q. Beim Menschen existieren, im
Gegensatz zu den Nagern, keine Subtypen, jedoch entstehen durch alternatives Splicing zwei
Isoformen des AT1R, wobei sich die beiden Isoformen funktionell nicht unterscheiden [9, 10].
Die Bindung von Angll an den ATIR induziert eine Konformationsianderung, worauthin der
ATIR u.a. mit verschiedenen G-Proteinen interagieren kann. G-Proteine sind Heterotrimere,
welche aus einem GPy-Dimer und einer Guanindiphosphat (GDP)-bindenden Ga-Untereinheit
bestehen. Der ATIR kann verschiedene Go-Untereinheiten mit unterschiedlichen
Signalaktivitdten binden, insbesondere spielen hier Gag/11, Gal2/13 und Gai eine Rolle. Der
ligandengebundene AT1R katalysiert den Austausch von GDP gegen Guanintriphosphat (GTP),
was zu einer Dissoziation von Ga und Gy fiihrt und diesen eine Interaktion mit verschiedenen
Effektoren ermoglicht [8, 11]. Die Ga-Untereinheit besitzt eine intrinsische GTPase-Aktivitit,
welche GTP zu GDP hydrolisiert und damit die Reassoziation der G-Proteine ermdglicht. Die
Dauer und Intensitit des Signals der G-Protein-Untereinheiten am ATIR wird durch
Regulatoren der G-Protein-Signalgebung (RGS) gegenldufig beeinflusst, welche die GTPase
aktivieren oder die Interaktion der Go-Untereinheit mit nachgelagerten Signalmolekiilen
behindern konnen [12]. Die mRNA von RGS2, welches Gaq hemmt wird nach Stimulation mit
Angll teils PKC-abhingig hoch reguliert [13]. Der AT1R wird einige Minuten nach Aktivierung
endozytiert, wobei ein kleinerer Teil der internalisierten Rezeptoren zur Membran zuriick
recycelt wird, wihrend der Rest in Lysosomen abgebaut wird [14]. Die Internalisierung des
ATIR kann iiber Caveolae erfolgen, wobei Angll die Assoziation des AT1R mit Caveolin-1
(Cav-1) fordert [14-16].

Neben den G-Proteinen sind auch die G-Protein Rezeptor Kinasen (GRK) und die Arrestine

(mit dem ubiquitir exprimierten Arrestin 2 = B-Arrestinl und Arrestin 3 = B-Arrestin2) in der



Lage, mit dem ligandenaktivierten AT1R zu interagieren. Die verschiedenen GRKs erzeugen
unterschiedliche Phosphorylierungsmuster am ATIR, was Einfluss auf die Konformation der
rekrutierten B-Arrestine nehmen kann. B-Arrestine behindern die Bindung von G-Proteinen an
den ATIR, steuern aber auch weitere intrazellulidre Vorginge als Scaffold (=Gertist)-Proteine.
Die GRK2/3 werden iiber Gy zur Membran rekrutiert und erhdhen die Affinitit des ATIR zu
B-Arrestinen mit nachfolgender Internalisierung in spezialisierten ,,Coated Pits® mit Clathrin.
Die konstitutiv an die Membran gebundenen GRKS5/6 scheinen an einer G-Protein-
unabhingigen, B-Arrestin-mediierten Aktivierung des Extracellular Signal Regulated Kinase
(ERK)1/2-Signalweges beteiligt zu sein [17-19].

Die Funktion des AT1R wird zudem durch weitere Regulations- und Modulationsméglichkeiten
modifiziert. So bildet der AT1R mit sich selbst, aber auch mit einem weiteren Angll-Rezeptor,
dem AT2R und anderen Rezeptoren Dimere [20-22]. Chronisch erhohte Spiegel von Angll
mindern die Expression des AT1R. Eine Reihe weiterer Hormone beeinflusst die Expression des

ATIR [14]. Der ATI1R selbst ist auch ein Ziel fiir die PKC [23].

1.2.2. AT1R-vermittelte Effekte des Angiotensin II

Angll vermittelt seine Wirkung iiber den ATIR an einer Reihe von Organen und Zelltypen.
Diese Wirkungen dienen in erster Linie der physiologischen Funktion von Angll, also der
Stabilisierung des Blutdrucks. Beispiele hierfiir sind die Kontraktion der vaskuldren glatten
GefidBBmuskelzellen, die Verstirkung der sympathisch vermittelten Vasokonstriktion [24], die
Steigerung der Synthese und Freisetzung von Aldosteron und die Einflussnahme im ZNS auf
den Sympathikotonus, Durstempfinden und die Autoregulation des zerebralen Blutflusses [14].
Der Einfluss auf die kardiale Kontraktilitit ist komplex; es gibt Berichte iiber positive, negative
oder gar keine Wirkungen [25].

Angll kann iiber den ATIR auch an der Pathophysiologie der Erkrankung verschiedener
Organe, insbesondere der Gefdle, Herz und Nieren beteiligt sein. Angll stimuliert iiber den
ATIR in VSMC die Proteinsynthese, Hypertrophie und Proliferation [26]. Dabei induziert
Angll in den VSMC eine Reihe von Wachstumsfaktoren, Proteinen der Extrazelluldrmatrix
(EZM), Zytokine und Chemokine, die an der Entwicklung von GefdBerkrankungen beteiligt
sind [26]. In Endothelzellen fordert Angll iiber den AT1R die Akkumulation von Leukozyten an
der GefdBBwand, sowie die gesteigerte Produktion von Endothelin-1 [26] und induziert den LDL-
Rezeptor, der bei der Bildung von atherosklerotischen Lisionen eine wichtige Rolle spielt [27].
Angll steigert in VSMCs und Endothelzellen iiber den AT1R die mRNA von Plasmin-
Aktivator-Inhibitor (PAI)-1 und PAI-2 und iibt so moglicherweise einen Einfluss auf die
Thrombosebildung und den Umsatz der EZM aus [28]. Atherosklerotische Plaques humaner
Koronarien weisen eine lokale RAAS-Aktivitidt mit hohen Spiegeln von ACE, Angll und des
ATI1R auf [29].



In kardialen Myozyten induziert Angll iiber den ATIR Hypertrophie, eine verinderte
Expression von Genen fiir kontraktile Proteine und die Nekrose. In kardialen Fibroblasten
steigert Angll die Proliferation und die Expression fibroseassoziierter Gene, wie Kollagen Typ 1
und III sowie Fibronektin [26]. Dabei scheinen fiir diese Prozesse in den kardialen Myozyten
Untereinheiten von Gg-Proteinen entscheidend zu sein, in kardialen Fibroblasten dagegen von
Gi-Proteinen [30].

In der Niere kann Angll einen pathologischen Einfluss auf die Zellen des Mesangiums nehmen.
Die bei diesen Zellen induzierte Hypertrophie, Proliferation und Produktion von EZM leistet
ihren Beitrag zur Glomerulosklerose. Zudem sind auch Verinderungen der Genexpression in
renalen epithelialen Zellen unter dem Einfluss von Angll iiber den AT1R beschrieben worden

[26].

1.3. Aldosteron und Mineralokortikoidrezeptor

1.3.1. Mineralokortikoidrezeptor

Der Mineralokortikoidrezeptor gehort zur Familie der klassischen Steroidrezeptoren und damit
zu den nukledren Rezeptoren, einer Gruppe von ligandenabhingigen Transkriptionsfaktoren
[31, 32]. Der MR wird beim Menschen auf Chromosom 4 in der Region q31.1 kodiert und
besteht aus 10 Exons [33]. Das Translationsprodukt weist eine Gré3e von 107 kDa auf, besteht
aus 984 Aminosduren und besitzt mehrere funktionelle Doménen. Die Domidnen des MR
werden auch mit A bis E bezeichnet [34, 35].

Die N-terminale Domine (NTD), die alternativ als A/B-Domine bezeichnet wird, scheint eine
wichtige Funktion im Zusammenhang mit der Transaktivierungsaktivitit (Wechselwirkung mit
der Transkriptionsmaschinerie) des MR unabhéngig vom Liganden zu haben. Es existieren in
der NTD zwei Aktivierungsdoménen (Activation function = AF), AF-1a und AF-1b mit einer
dazwischen gelegenen zentralen inhibitorischen Domine. AF-1a und AF-1b sind durch ihre
Interaktion mit weiteren zelluldren Regulatoren wesentlich an der Modulation und Selektivitét
der Transaktivierungsaktivitit des MR beteiligt [36]. Die DNA-Bindungsdomine (DBD) bzw.
C-Domiine dient der Interaktion mit den Hormon Response Elementen (HRE), also spezifischen
Promotorelementen der DNA fiir die Bindung des Rezeptors. Die DBD ist mit zwei
Zinkfingerdominen ausgestattet, wobei die eine die feste Bindung an die DNA, die andere die
Homo- oder Heterodimerisierung mit einem weiteren Steroidrezeptor vermittelt [36]. Die
Ligandenbindungsdomine (LBD, E/F-Domine) ermdglicht die hormonspezifische Aktivierung.
Die LBD bindet verschiedene Chaperone wie Hitzeschockproteine (HSP) 70 und 90, aber auch
verschiedene Immunophiline. Die LBD besitzt zudem Regionen, welche die Dimerisierung mit
MR oder auch Glukokortikoidrezeptoren (GR) ermoglichen und die ligandenabhingige
Transaktivierungsdomédne AF-2 [36-38]. Zwischen DBD und LBD existiert die Scharnierregion

(D-Domine). Sie erméglicht eine Umlagerung der DBD relativ zur LBD und damit eine



korrekte Positionierung des Rezeptors zur Aktivierung des Transkriptionsapparates. Nach
Bindung eines Liganden kommt es zur Anderung der Konformation in der LBD des MR.
AnschlieBend erfolgt die Translokation des MR in den Zellkern und die Bindung des
dimerisierten MR an die HRE von Zielgenen mit aktivierender bzw. hemmender Wirkung auf
die Transkriptionsaktivitit [39].

Der endogene Ligand bei Menschen fiir den MR ist das Aldosteron, ein Steroidhormon, welches
vorrangig in der der Zona glomerulosa der Nebennierenrinde gebildet wird. Stimuliert wird die
Synthese von Aldosteron unter anderem durch Kalium, ACTH, Vasopressin sowie AnglI [40].
In physiologischen Konzentrationen bindet Aldo selektiv an den MR. Der MR kann auch durch
Glukokortikoide (GC) aktiviert werden. GC haben zum MR eine dhnlich hohe Affinitit wie
Aldo, kommen aber in 100-1000fach hoheren Plasmakonzentrationen als Aldo vor, so dass mit
einer dauerhaften Besetzung des MR mit GC zu rechnen wire [37]. Zudem entsprechen alle
bisher definierten HRE des MR denen des GR, also den Glukokortikoid Response Elementen
(GRE) [3]. Dennoch sind mineralokortikoidspezifische Effekte am MR in bestimmten Zelltypen
zu beobachten und folglich miissen Mechanismen existieren, die dies ermoglichen [37, 41].
Durch Expression der 11B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase-2 (11B3-HSD-2) kann Cortisol in
inaktives Cortison umgewandelt und so lokal der Einfluss der GC auf den MR reduziert werden.
Die 11B-HSD-2 wird vorrangig in klassischen epithelialen Zielgeweben mit MR (Niere, Kolon)
exprimiert, aber auch in BlutgefdBen und nur in geringem MaBe in Herz oder ZNS [37, 42-44].
Auf der Rezeptorebene zeigt sich der Komplex aus Aldo und MR stabiler, da Aldo langsamer
vom MR abdissoziiert als Cortisol [37]. Die Fihigkeit des MR gewebe- und ligandenspezifische
Wirkungen zu entfalten beruht auch auf seiner Interaktion mit einer Reihe von
Bindungspartnern wie Chaperonen, Koregulatoren, anderen Transkriptionsfaktoren und
modifizierenden Proteinen. Zudem modulieren Interaktionen zwischen den Dominen des MR
den transkriptionellen Komplex [45]. Unter Aldo wurde eine stirkere Interaktion zwischen den
N-/C-Termini beobachtet, was fiir die Rekrutierung von Koregulatoren von Bedeutung scheint
[37]. Neue MR-spezifische Promotorelemente, wie z.B. kiirzlich fiir den humanen EGFR-
Promotor beschrieben, sind eine weitere Moglichkeit, MR-spezifische Effekte zu erzielen [46,
47]. SchlieBlich scheint eine Aktivierung des MR durch GC auch vom Redox-Zustand der Zelle
abhingig zu sein [48]. Allgemein spielt auch die Gewebeverteilung und das AusmaB3 der lokalen

Expression des MR und seiner Koregulatoren eine Rolle.

1.3.2. Physiologische und pathophysiologische Bedeutung von Aldo/MR

Die klassische physiologische Aufgabe von Aldo/MR liegt in der Regulation des Elektrolyt- und
nachfolgend des Volumenhaushalts, insbesondere im Zusammenhang mit der
Blutdruckregulation iiber das RAAS. Dabei steuert Aldo/MR in erster Linie die Aufnahme von

Natriumchlorid iiber die Epithelien in Niere und Kolon, dem dann in zweiter Linie Wasser



nachfolgt. Begleitet wird dies durch eine Sekretion von K'- und H'-Tonen. Im zentralen
Nervensystem ist Aldo/MR an Verdnderungen des Sympathikotonus mit Einfluss auf die
Freisetzung von Renin und die Empfindlichkeit des Barorezeptorreflexes beteiligt [3].

Eine Aktivierung von Aldo/MR besitzt aber auch pathophysiologische Bedeutung. Sie scheint
eine wichtige Rolle bei kardiovaskuldren Erkrankungen zu spielen, was sich in klinischen
Studien zeigt [49-51]. Im renokardiovaskuldren System kann es durch Aldo bzw. inadiquate
MR-Aktivierung zu lang anhaltender klinisch relevanter Hypertonie mit endothelialer
Dysfunktion, Inflammation, Remodeling, Hypertrophie und Organschidigung kommen [3, 52].
Eine Aldo/MR-Aktivierung kann sich durch erhShten zentralen Sympathikotonus mit
gesteigerter Renin-Freisetzung, RAAS-Aktivierung und letztlich erhohter Aldo-Sekretion selbst
verstirken. Erhohte Natriumchlorid-Aufnahme kann zu Veridnderungen im Redox-Status
kardiovaskulédrer Zellen und damit zur Aktivierung von GC-besetzten MR fiihren und zudem
vaskuldre Inflammation fordern. Der aktivierte MR kann durch die Aktivierung bzw. Induktion
der NAD(P)H-Oxidase die Bildung von ROS (Reactive Oxygen Species) verstiarken und so den
Redox-Status beeinflussen. Initiiert durch geeignete Mitspieler, welche ein ,,permissives®
Milieu mit gesteigerter ROS-Produktion initiieren, z.B. Natriumchlorid oder Angll, kann es so
selbst bei normalen oder niedrigen Aldo-Spiegeln zu einer sich selbst verstirkenden
Aktivierung des MR kommen [3]. Im Zuge der pathophysiologischen MR-Aktivierung kommt
es zur gesteigerten Expression von am vaskuldren Remodeling beteiligten Genen, wie ATIR,
ACE, NAD(P)H-Oxidase, NF«xB, API1, Zytokinen, Adhisionsmolekiillen und EGFR. Uber
primdr nicht-genomische Effekte, wie die Transaktivierung des EGFR, Aktivierung
zytosolischer Tyrosinkinasen, PKC und Mitogen-aktivierter Proteinkinasen (MAPK) wird iiber
die Stimulation der NAD(P)H-Oxidase weiter zum Ubergang vom physiologischen zum

pathophysiologischen Zustand beigetragen [3].

1.3.3. Klassische Effekte von Aldo/MR

Zu den Kklassischen Zielgeweben zdhlen die Epithelien von Niere, Kolon, Schwei3- und
Speicheldriisen [53]. Auch in anderen transportierenden Epithelien von Lunge und Diinndarm
konnte eine Expression des MR nachgewiesen werden [54, 55]. Im Mittelpunkt der klassischen
Betrachtung steht eine Aktivierung des MR durch Aldo mit nachfolgend gesteigerter Expression
von Proteinen, welche Einfluss auf den Transport von Ionen, vor allem Natriumionen, an den
Epithelien der klassischen Zielorgane nehmen.

In einer frithen Phase von ca. 1-6 h nach Aldo-Gabe werden iiber den MR vorrangig
Signalproteine induziert, welche Einfluss auf die Aktivitit bzw. die Lebensdauer bereits
vorhandener Kanidle und Transporter nehmen [56]. Hierzu gehort die Sgkl (Serum und
Glukokortikoid-induzierbare Kinase 1). Die Sgkl stimuliert die Aktivitit und

Oberflichenexpression der Na'/K'-ATPase und hemmt den proteasomalen Abbau des



epithelialen Natriumkanals (ENaC) [56, 57], daneben iibt die Sgkl einen Einfluss auf eine
Reihe anderer Ionenkanile aus [58]. In der frithen Phase wird auch das G-Protein Ki-Ras2
induziert, welches die Expression der ENaC an der Zelloberflidche reduziert, aber die Aktivitét
des einzelnen ENaC erhoht [59]. Das Glukokortikoid-induzierte Leucin Zipper Protein (GILZ)
wird durch Aldosteron nach 30 min verstirkt exprimiert. In T-Zellen hemmt es die Raf-1-
Phosphorylierung und behindert damit die ERK1/2-Phosphorylierung. In EGF-behandelten
HEK293-Zellen steigert es die Oberflichenexpression des ENaC. Uber die Inhibierung des
ENaC-hemmenden ERK1/2-Signalwegs kommt es zu einer gesteigerten ENaC-Aktivitit [60,
61]. Der friih induzierte Channel-inducing Factor (CHIF) erhoht die Natriumaffinitit und damit
die Aktivitit der Na'/K*-ATPase [60]. In der frithen Phase steigert Aldosteron die Pumpleistung
der Na'/K'-ATPasen auch iiber eine Rekrutierung von Natriumpumpen aus einem
intrazelluldren Reservoir zur Membran [62].

In einer spiten Phase ab ca. 6 h kommt die direkte Induktion von Transport- und Kanalproteinen
zum tragen [56]. Hierzu gehoren die a- und B-Untereinheit der Na'/K*-ATPase [63] und
Untereinheiten des ENaC [64-66]. Zu den weiteren Genen, deren Expression durch Aldosteron
in Epithelien gesteigert wird, gehoren unter anderem das N-myc Downstream-regulated Gene 2
(NDRG?2), Endothelin-1 (ET-1) und PAI-1 [36]. Auch auf die Expression des ROMK (Renal
Outer Medullary K™ Channel) und weiterer Kaliumkanile nimmt Aldo Einfluss [67-70].

1.3.4. Nicht-klassische Effekte von Aldo/MR

Als nicht-klassische Effekte von Aldo/MR kann man zum einen die Effekte betrachten, die
primér nicht-genomischer Natur sind, zum anderen genomische Effekte in nicht-klassischen
Zielgeweben mit MR-Expression, wie Herz, Gefdlen, ZNS, Haut und Fettgewebe [36]. Eine
Unterteilung der zelluldren Effekte in genomisch und nicht-genomisch hat vor dem Hintergrund
beschriebener Wechselwirkungen zwischen diesen Effekten an Schirfe verloren [52, 71, 72].
Durch direkte Phosphorylierung des MR oder Beeinflussung von Kofaktoren der MR-initiierten
Transkription konnen Komponenten primir nicht-genomischer Signalgebung Einfluss auf die
genomische Wirkung von Aldo iiber den MR ausiiben [71]. So wurde nach Aldo-Gabe am MR
ein schnelle Phosphorylierung unter Beteiligung der PKC-a beobachtet, wobei eine Hemmung
des frithen  Aldo-induzierten = PKC-a-Signalwegs zu  einer reduzierten MR-
Transaktivierungsaktivitdt fiithrt [73]. Eine ERKI1/2-Aktivierung verstirkt die genomische
Aldo/MR-Antwort am GRE [74, 75]. Die genomische Wirkung von Aldo/MR nimmt iiber die
verstirkte Expression von Signalproteinen Einfluss auf die primér nicht-genomisch aktivierten
Signalkaskaden, beispielsweise durch gesteigerte Expression und EGF-Empfindlichkeit des
EGEFR [46].

Zu den primir nicht-genomischen Effekten von Aldo in klassischen Zielgeweben zédhlen unter

anderem die Aktivierung der PKC, der Anstieg von intrazellulirem Ca** sowie die Aktivierung



von PKD, EGFR, ERK1/2 und NHE. In der Folge kommt es zu Veridnderungen von
intrazellulirem pH und Natrium welche das Zellvolumen und pH-sensitive Transporter wie die
Katr - und Kc,-Kanile beeinflussen. Die physiologische Bedeutung konnte in der Regulation
des Zellvolumens unabhingig vom pH oder des Membranpotentials unabhingig von der
Natriumreabsorption liegen [52, 71], moglicherweise iiberbriicken die nicht-genomischen
Effekte die Latenzzeit bis zur Wirkung der genomischen Effekte [56].

In nicht-klassischen Zielgeweben wurden primér nicht-genomische Effekte unter anderem an
GefifBen und kardialen Zellen beobachtet. Die Wirkung von Aldo/MR auf den Geféal3tonus hingt
von dem Grundzustand des Gefdles und dem vorrangig angesprochenen Zelltyp ab [76].
Physiologisch fordert Aldo iiber eine PI-3K-vermittelte Stimulation der eNOS [77] die NO-
Ausschiittung im Endothel und damit eine Dilatation des Gefifles. In VSMC fordert Aldo iiber
PLC, IP;, Ca**, PKC, PI-3K und MLCK dagegen die Vasokonstriktion [78-81]. Pathologisch
fordert Aldo im Endothel die ROS-Produktion, die Entkopplung der eNOS, den Verbrauch von
NO zur Peroxynitritbildung und senkt die Expression der G6PDH [76, 82, 83], was insgesamt
die Vasokonstriktion begiinstigt. Bei endothelialer Dysfunktion fordert Aldo durch Uberwiegen
der VSMC-Wirkkomponente die arterielle Hypertonie [84, 85].

Am Herzen iibt Aldosteron direkten Finfluss auf Transporter der Kardiomyozyten aus und
fordert Remodeling. Eine durch die PKC-¢ vermittelte direkte Hemmung der Aktivitit der
Na'/K*-ATPase und die Aktivierung des Na*-/K*-/2CI"-Kotransporters zeigten sich durch MR-
Antagonisten komplett hemmbar [86]. In Kardiomyozyten wurde auch eine positiv inotrope
Wirkung von Aldo durch intrazelluldren pH-Anstieg infolge einer NHE-Aktivierung beobachtet
[87]. Zudem wurde eine Induktion der Matrix-Metallo-Proteinase (MMP)-Aktivitit durch Aldo
iiber den MR in Abhingigkeit von PKC, ROS und Aktivierung von ERK1/2 beschrieben [88].
Ein weiterer Effekt am Herzen ist ein schneller PKC-abhingiger Abfall des koronaren
Blutflusses nach intrakoronarer Gabe von Aldo, der bei einer Ischdmie zu einer Zunahme des
kardialen Schadens und des Remodelings fiihrt [89].

In den nicht-klassischen Zielgeweben wurden genomische Effekte von Aldo/MR beschrieben
und eine Reihe von Zielgenen fiir Aldo/MR identifiziert, wobei die biologische Funktion teils
unklar bleibt. Beispiele fiir eine verstiarkte Expression durch Aldo/MR sind Osteopontin und
ACE in aortalen Endothelzellen. In glatten Muskelzellen fand sich eine gesteigerte Expression
von EGFR und MDM2 (Murine Double Minute Gene 2), in kardialen und renalen Fibroblasten
von Kollagen I, IIT und IV. Auch hemmende Effekte auf die Expression von Genen wurde unter
Aldo/MR gesehen, wie im Fall der G6PDH im Endothel der Koronarien oder von UPAR
(Urokinase-type Plasminogen Activator Receptor) am Herzen [36]. Dabei wird der genomische
Effekt zum Teil direkt durch Bindung des MR an Promotoren vermittelt, wie im Fall des EGFR
in VSMC [46], zum Teil auch iiber die Aktivierung von Signalproteinen wie dem EGFR, wie im

Fall von ACE in Endothelzellen [90]. In ventrikuldren Kardiomyozyten wurde eine gesteigerte



Expression von L- und T-Typ-Calciumkanilen unter Gabe von Aldo gesehen [91]. An Gefédflen
wurde eine Aldo/MR-abhingige gesteigerte Expression von Placental Growth Factor (PGF)
beobachtet, welchem eine Bedeutung bei Gefdfschdadigung und Atherosklerose zugemessen
wird [92, 93], im Endothel zeigte sich eine verstidrkte Expression von Striatin [94].

Der klassische MR scheint nicht fiir alle schnellen Effekte von Aldo verantwortlich zu sein. So
konnte in MR- als auch scheintransfizierten CHO- und HEK293-Zellen der intrazellulire Ca*'-
Anstieg nach Aldo-Gabe durch den kompetitiven MR-Antagonisten Spironolacton nicht
gehemmt werden [74]. Als moglicher alternativer Rezeptor fiir schnelle vaskulire Effekte von
Aldo wurde der G-Protein-gekoppelte Estrogenrezeptor (GPER, vormals GPR30) beschrieben
[95-97].

1.4. Gemeinsam von AnglI/ATIR und Aldo/MR genutzte Signalvermittler

Eine Ubersicht iiber wesentliche von AngIl/ATIR bzw. Aldo/MR genutzte Mechanismen der
Signaltransduktion geben die Abbildungen 2 und 3. Die gemeinsam genutzten Signalvermittler

werden im Folgenden dargestellt.

1.4.1. Aktivierung von Phospholipasen und PKC-Isoformen

Die Familie der PLC besteht aus einer Reihe von Isoformen, wobei die PLC-$ durch G-Protein-
Untereinheiten, die PLC-y durch Tyrosinkinasen und die PLC-6 durch Calcium reguliert werden
[98]. Die PLC erzeugt innerhalb von Sekunden Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP;) und
Diacylglycerin (DAG). IP; bindet als Second Messenger an Rezeptoren intrazelluldrer
Calciumspeicher und sorgt fiir eine Freisetzung von Ca®*. DAG aktiviert, zum Teil in
Kombination mit Ca®*, Proteinkinase C (PKC)-Isoformen, wobei es sich hierbei eher um eine
kurzzeitige Aktivierung handelt. Eine anhaltende Aktivierung der PKC kann iiber die
Aktivierung der Phospholipase D (PLD) mit anhaltender Freisetzung von Phosphatidat, welches
schnell in DAG umgewandelt wird, erfolgen. Hierbei spielen Ga12 und Gy unter Beteiligung
von c-Src eine Rolle [99]. Die konventionellen PKCs (cPKCs; a, BI, BII, y) werden abhéngig
von DAG (oder Phorbolestern wie PMA) und Ca’* aktiviert. Die neuen PKCs (nPKCs; 9, &, 6,
n) werden durch DAG oder PMA aktiviert, unabhingig von Ca®*. Atypische PKCs (C, 1, 1)
binden PIP3 und Ceramide, aber kein DAG oder PMA, ihre Aktivierung hidngt von Protein-
Protein-Interaktionen und der Phosphorylierung durch die Phosphoinositide-dependent Kinase-1

(PDK-1) ab [100].



Abb.2 — Wege der Angll/AT1R-induzierten Signalgebung

Nach der Aktivierung des AT1R durch Angll erfolgt iiber Gaql 1By und Gal2By zunichst die
Aktivierung der Phospholipase C (PLC)-B, kurz danach auch der PLC-y durch aktivierte
Tyrosinkinasen [101]. DAG und Calcium fiihren dann, wie oben beschrieben, zu einer
Aktivierung von PKC-Isoformen. Die PKC kann Goal2 phosphorylieren und damit die
Reassoziation mit GBy verhindern, was zu einer verldngerten PKC-Aktivitit fithrt [102]. Eine
PLD/PKC-vermittelte Aktivierung der NAD(P)H-Oxidase initiiert mit einem ersten Peak nach
ca. 30 Sek. eine biphasische ROS-Freisetzung durch Angll. Das erzeugte H,O, aktiviert c-Src
und diese den EGFR, welcher wiederum iiber die PI-3K und PIP3 fiir eine Rac-Aktivierung
sorgt. Rac aktiviert anhaltend die NAD(P)H-Oxidase mit einem ROS-Peak bei 30 Min [103]. Zu
den ROS-abhingigen Angll-vermittelten Effekten zihlt neben der Aktivierung von Src und des
EGFR auch die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie NF-xB und AP-1 [104]. Die PI-
3Ky kann Src aktivieren und ist selbst ein direktes Ziel von GBy-Unterheiten von G-Proteinen
[105].

Aldo sorgt in VSMC iiber eine Aktivierung der PLC fiir einen schnellen Anstieg von DAG und
eine Aktivierung der PKC-o [106]. Auch in renalen CCD-Zellen konnte eine schnelle
Aktivierung der PKC-a beobachtet werden [73, 107]. Bei der Aktivierung der PKC-a durch
Aldo scheint auch eine direkte spezifische Bindung von Aldo an die Kinase eine Rolle zu
spielen, welche zumindest eine koaktivierende Bedeutung hat [108], in einem zellfreien Assay-
System wurde eine direkte Aktivierung der PKC-o beobachtet [109]. Auch die PKC-8 und
PKC-¢ konnen schnell durch Aldo aktiviert werden, allerdings nicht durch direkte Bindung von

Aldo an die Kinase, sondern iiber den MR durch Transaktivierung des EGFR. Ein Substrat fiir
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die PKC-9 und die PKC-¢ ist die Proteinkinase D1 (PKD1) [110, 111]. Die PKC ist zum Teil
am Aldo-induzierten intrazelluldren Ca**-Anstieg beteiligt [112, 113]. Da die PKC-a wiederum
durch Ca® koaktiviert wird, ist auch eine Wechselwirkung zwischen Ca**-abhingigen und

unabhingigen PKC-Isoformen denkbar.
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Abb.3 — Wege der Aldo/MR-induzierten Signalgebung

1.4.2. Transaktivierung des EGFR

Der EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) gehdrt zu den Rezeptortyrosinkinasen und
spielt eine wichtige Rolle bei den pathophysiologischen Effekten von Angll/ATIR im Hinblick
auf die Induktion von Fibrosen und kardialer Hypertrophie [3, 104, 114-116] sowie
pathophysiologischen Effekten von Aldo/MR im Hinblick auf Zellproliferation und Remodeling
im renokardiovaskuldren System [115, 117, 118]. Angll und Aldo sind in der Lage, iiber ihre
Rezeptoren vermittelt eine Aktivierung des EGFR zu induzieren, was als Transaktivierung
bezeichnet wird.

Eine Transaktivierung des EGFR durch AnglI/AT1R kann zum einen durch die Aktivierung von
MMP mit Freisetzung von membrangebundenem HB-EGF in einem , Triple-Membrane-
Passing“-System mit anschliefender Dimerisierung und Autophosphorylierung des EGFR an
spezifischen Tyrosinresten erfolgen [15, 119, 120]. Alternativ ist die Aktivierung durch
intrazelluldre Signalwege unter Beteiligung von c-Src mit Trans-Phosphorylierung des EGFR an
einem anderen Tyrosinrest moglich [15]. In VSMC fiihrt eine Ca*- und PKC-abhingige
Aktivierung der Pyk2 (Proline Rich Tyrosine Kinase) durch Angll zur Aktivierung von c-Src.

Der EGFR kann seinerseits, wie auch andere durch c-Src aktivierte Proteine, zu einer weiteren

11



Aktivierung von c-Src fiihren [14]. Die Aktivierung des EGFR durch HB-EGF scheint aufgrund
einer schnellen Endozytose und anschlieBenden Degradierung des EGFR nur zu einer kurz (1
Stunde) anhaltenden ERK1/2-Aktivierung zu fithren, wahrend die Aktivierung des EGFR {iiber
ROS/Src tiber eine Assoziation von Cav-1 und EGFR in caveolin-reichen Lipid-Rafts zu einer
verliangerten EGFR-ERK1/2-Signalgebung fiihrt [15]. Eine Beteiligung von B-Arrestin2 an der
Transaktivierung des EGFR durch AnglI/AT1R ist beschrieben worden [17, 121]. Die
unterschiedlichen erzeugten Tyrosin-Phosphorylierungsmuster am EGFR konnen funktionelle
Unterschiede bedeuten, eine Aktivierung von ERK1/2 kann jedoch durch beide erfolgen [122].
An die phosphorylierten Tyrosin-Reste konnen Src-homology2 (SH2)- und Phosphotyrosin
Binding (PTB)-Dominen binden, unter anderem von Adapterproteinen wie Shc und Grb2 sowie
von Enzymen wie der PLC-y [123]. Uber Grb2 und den assoziierten GTP-Austauschfaktor Sos
wird Ras aktiviert, welches dann die MAPK-Kaskade aktiviert [105].

Eine ligandeninduzierte EGFR-Aktivierung kann iiber eine PI-3K- und PKC-abhidngige
Phosphorylierung des ATIR zu einer reduzierten Verfiigbarkeit des AT1R an der Membran und
der IP;-Antwort fithren. Es wurde auch die Bildung eines Multirezeptorkomplexes von AT1R
und transaktiviertem EGFR unter Beteiligung von Cav-1 beobachtet, wobei sowohl Angll als
auch EGF zur Assoziation von AT1R mit Caveolin fiihrten [124]. Auch in anderen Studien
wurde eine Assoziation von agonistenaktiviertem ATIR und Caveolin in VSMC beobachtet
(sieche Abschnitt 1.2.1. und [125]). Moglicherweise iibt Cav-1 einen hemmenden Effekt auf die
EGFR-Transaktivierung aus [126].

Hinsichtlich der Mechanismen der Transaktivierung des EGFR durch Aldo/MR finden sich
sowohl Hinweise auf zytosolische Wege iiber c-Src oder ROS, als auch fiir
Transmembranprozesse iiber MMP [127]. Uber die Aktivierung der Ral-ATPase aktiviert der
EGEFR seinerseits wiederum c-Src [128]. Aldo/MR iibt iiber den EGFR neben und teils iiber c-
Src unter anderem Einfluss auf die Aktivitit der PKC [112], PKD1 [110], Ki-Ras2a [129],
RhoA/Rhokinase [130], ROS [131] und die NAD(P)H-Oxidase [130, 132] aus. C-Src und der
EGFR sind an der Aldo-induzierten Phosphorylierung von ERK1/2 in verschiedenen Zelltypen
(MDCK, CHO, HEK293, VSMC) beteiligt [74, 129-131, 133, 134]. Beim Anstieg des
intrazelluldren Calciums nach Gabe von Aldo spielen ebenfalls Wege unter Beteiligung des
EGFR eine Rolle [74, 133]. Eine Schliisselstellung des EGFR bei der Aldo-vermittelten
vaskuldren Reaktivitit konnte in-vivo beobachtet werden [135]. Eine Aktivierung von Ki-
RasA/c-Raf/MEK/ERK-Signalwegen durch redoxsensitive EGFR-Transaktivierung wurde in
Mesangiumzellen beobachtet [136]. Eine hemmende Wirkung der PKC auf die Aldo-induzierte
EGFR-Transaktivierung konnte, wie auch schon fiir eine Angll/Gg-induzierte EGFR-
Transaktivierung beobachtet werden [134, 137]. Der EGFR kann Racl aktivieren, welches
wiederum die NAD(P)H-Oxidase aktiviert und zudem die Aktivitit des MR positiv beeinflussen
kann [138-140]. In der Interaktion von EGFR und MR spielt moglicherweise die Kolokalisation
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an der Zellmembran eine Rolle. Fiir die Kolokalisation geniigten die EF-Doménen des MR
[141].

Eine Zunahme von mRNA oder Protein des EGFR durch Aldo/MR konnte in verschiedenen
Zelltypen beobachtet werden [46, 142-145]. Hierdurch kann Aldo/MR nicht nur seine eigene

Wirkung, sondern auch die von Angll beeinflussen.

1.4.3. Aktivierung der MAPK ERK1/2

Mitogen-aktivierte Proteinkinasen beeinflussen zelluldr Proteinsynthese, Metabolismus,
Transport, Volumenregulation, Genexpression und Wachstum. Am besten untersucht ist die
Extracellular Signal Regulated Kinase 1/2. Sie trigt pathophysiologisch zu Zellwachstum,
Hypertrophie und Inflammation bei [14]. ERK1/2 kann u.a. Transkriptionsfaktoren (z.B. Elk-1
oder c-Myc), ihre eigenen Regulatoren (z.B. EGFR und Sos) oder regulatorische Enzyme wie
die Phospholipase A, (PLA,) aktivieren [105]. Die MAPK werden durch eine dreistufige
Proteinkinase-Kaskade aktiviert. Hierbei aktiviert eine MAPK-Kinase-Kinase eine MAPK-
Kinase, welche dann letztlich die MAPK phosphoryliert [146]. Beim humanen ERKI1/2-
Signalweg bilden Raf, MEK und ERK1/2 die entsprechenden Stufen. Die Raf-Familie besteht
aus A-Raf, B-Raf und C-Raf (Raf-1). Dabei hat B-Raf die stidrkste Potenz zur Aktivierung von
MEK, A-Raf die geringste. Eine Raf-Aktivierung kann durch eine Rekrutierung zur Membran
durch Ras, Dimerisierung, (De-)Phosphorylierung, Trennung vom  Raf-Kinase-
Inhibierungsprotein (RKIP) und Assoziation mit Gerlistproteinen erfolgen. Die Raf-Aktivitit
wird zudem durch Chaperone wie HSP90 moduliert. Eine maximale Aktivierung erfordert bei
Raf-1 und A-Raf sowohl die Aktivitit von Ras und Src, dagegen ist sie bei B-Raf von Src
unabhingig. Uber die PKC-a kann Raf-1 durch direkte Phosphorylierung aktiviert werden, auch
B-Raf kann Raf-1 phosphorylieren [147].

Eine Inaktivierung von ERK1/2 erfolgt durch die MAP Kinase Phosphatase-1 (MKP-1) [14].
ROS konnen die ERK1/2-Aktivierung iiber eine ligandenunabhéingige EGFR- und nachfolgende
Ras-Aktivierung beeinflussen. Die durch ROS aktivierte c-Src kann direkt die PLC-y aktivieren
mit einer daraus resultierenden Aktivierung von PKC-Isoformen. Zudem hemmen ROS
Proteinphosphatasen [147].

Die Aktivierung von ERK1/2 durch AnglII/ATIR kann iiber verschiedene Wege erfolgen.
Beteiligt ist zum einen die PKC [148-152], deren Aktivierung iiber Gg-Protein erfolgen kann
[17, 153-155]. Teils konnten verantwortliche PKC-Isoformen spezifiziert werden, wie die PKC-
0 [156, 157] und die PKC-C [17, 158]. Je nach Isoform kann die PKC direkt auf Raf-1 wirken
und/oder an der Aktivierung von Src, MMP und der Transaktivierung des EGFR beteiligt sein.
Der EGFR ist eine weitere wichtige Schaltstelle in der Angll-induzierten ERK1/2-
Phosphorylierung [15, 151, 152, 157, 159-161]. Seine Transaktivierung kann durch Aktivierung

von MMP mit Freisetzung von HB-EGF erfolgen. Alternativ ist auch die Transaktivierung
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durch Src unter Beteiligung von Cav-1 beschrieben [15]. Src spielt zudem bei einer Ca’*-
induzierten ERK1/2-Phosphorylierung eine Rolle [151] und kann auch unabhéngig von einer
Transaktivierung des EGFR beteiligt sein [162]. Eine Aktivierung von ERK1/2 iiber eine
Bindung von B-Arrestin kann am ATIR unabhiingig von oder zusammen mit G-Proteinen
erfolgen [19]. B-Arrestin rekrutiert eine Reihe von weiteren Proteinen, wie z.B. Src, dient aber
auch als Gertist fir Raf/MEK/ERK1/2. Die MAPK gehen dabei eine lidngere Bindung mit f3-
Arrestin ein, werden so vom Kern abgehalten und phosphorylieren damit bevorzugt zytosolische
Substrate. Eine Gg-vermittelte Aktivierung von ERKI1/2 fiihrt hingegen zu einer
Phosphorylierung nukledrer (z.B. Transkriptionsfaktoren) und zytosolischer Substrate [121,
153]. B-Arrestin spielt in einer spiteren Phase der ERK1/2-Phosphorylierung eine Rolle [17,
153]. Fiir AnglI sind sowohl Ca’**-abhiingige Wege unter Beteiligung von PLC/Calmodulin
[163], Transaktivierung des EGFR [159] und Aktivierung von Src [151], als auch Ca**-
unabhingige Wege zur Phosphorylierung von ERK1/2 mit Transaktivierung des EGFR [161],
teils unter Beteiligung von PKC-8 [157] beschrieben worden. Auch ein Weg iiber die Gify-
Untereinheit/Tyrosinkinasen (inklusive Src)/Ras und Raf-1 wurde beschrieben [30]. Bei der
Phosphorylierung von ERK1/2 durch AngIl/ATIR konnen auch mehrere Wege gleichzeitig
beschritten sein [17, 148, 149, 154]. Teils ist der Anteil der Wege vom Ausmal3 der Expression
des ATIR abhingig [161]. Selbst beim gleichen Zelltyp kann der Weg zur ERKI1/2-
Phosphorylierung abhiingig vom Organ unterschiedlich sein, wie fiir VSMC gezeigt [162].
Auch abhingig vom betrachteten Wirkzeitpunkt von Angll sind fiir einen Zelltyp
unterschiedliche dominierende Signalwege zu beobachten [15, 151]. Im Zeitverlauf der AnglI-
induzierten ERK1/2-Phosphorylierung zeigen sich Unterschiede zwischen den Zelltypen mit
einem Abfall auf Hintergrundwerte innerhalb von 30 min [17, 160] oder eine langer anhaltende
ERK1/2-Phosphorylierung [160].

Die Signalwege zur Aktivierung von ERK1/2 durch Aldo fiihren abhiingig vom Zelltyp iiber c-
Src und den EGFR, zum Teil auch iiber die PKC [74, 107]. Auch die Kinetik der ERK1/2-
Aktivierung durch Aldo unterscheidet sich je nach Zelllinie [71]. Die Aktivierung von ERK1/2
durch Aldo zeigte sich zum Teil MR-abhingig - wobei dafiir die EF-Doménen ausreichend sind,
zum Teil wurde aber auch eine Aktivierung iiber den GPER beschrieben [97, 164]. In renalen
Sammelrohrzellen zeigte sich ein mehrphasiger Verlauf der ERK1/2-Aktivierung durch Aldo
mit einer PKC-8-abhiingigen Spitze bei 2-5 und einer weiteren Spitze bei 20-30 min sowie eine
PKD1-abhingige lidnger anhaltenden Phase von 60 bis mindestens 120 min. Unter Aldo-Gabe
zeigte sich eine physische Assoziation von PKD1 und ERK1/2, wobei die PKDI fiir eine
Umverteilung von ERK1/2 in den Nukleus nach 2 min und an bestimmte kernnahe
zytoplasmatische Lokalisationen nach 30 min sorgt [165]. Eine PKC- und ROS-abhingige
Aktivierung von ERK1/2 durch Aldo in Kardiomyozyten fiihrt zu einer Aktivierung von MMP
[88]. Uber ERK1/2 verstirkt Aldo seine genomische Antwort am GRE, wobei ERK1/2 an der
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Translokation des aktivierten MR aus dem Zytoplasma in den Zellkern beteiligt zu sein scheint
und die Interaktion von ERK1/2 mit dem MR von der AB-Doméne abhéngt [74, 75]. An VSMC
vermittelt Aldo abhingig von der PI-3K iiber ERK1/2 proliferative und vasokonstriktive
Wirkungen [84]. In renalen Fibroblasten fiihrt eine ERK1/2-Aktivierung durch Aldo zu einer
Steigerung der Expression von Kollagenen [166]. Eine ERK1/2-Aktivierung durch Aldo ist
auch an einem Anstieg des intrazelluliren Ca** und Aktivierung des NHE und in MDCK-Zellen

beteiligt [133, 167].

1.4.4. Beeinflussung des intrazelluliren Calciumhaushalts

Als Second Messenger in der Signalgebung beeinflusst intrazelluldres Calcium allgemein die
Funktion von Trigger-Proteinen, wie Calmodulin, Pyk2, PLC-Isoformen, PLA, und
konventionellen PKC-Isoformen, die dann andere Proteine, wie Enzyme, Rezeptoren und
Tonenkanile modulieren. Intrazellulir erfolgt die Ca**-Speicherung in endoplasmatischem
Retikulum (ER) bzw. sarkoplasmatischem Retikulum (SR), welche durch ATP-abhingige
Pumpen (SERCA) befiillt werden [168].

Auf die Gabe von Angll erfolgt typischerweise eine zweiphasige Reaktion des intrazelluldren
Calciums. Zunichst erfolgt ein schneller voriibergehender starker Anstieg, der zum einen auf
eine IP;-vermittelte Freisetzung iiber IP;-Rezeptoren (IP;R), zum anderen auf einen Calcium-
induzierten Calcium-Release (CICR) iiber Ryanodinrezeptoren (RyR) aus intrazelluldren
Speichern zuriickzufiihren ist [1]. An der Freisetzung von IP; durch AnglII/AT1R sind dabei Gg-
und Tyrosinkinase-vermittelte Wege zur Aktivierung von PLC-Isoformen beteiligt. Die
Initialisierung des CICR ist zum einen durch IP;R-vermittelte Freisetzung von intrazelluldrem
Calcium, zum anderen durch Einstrom von extrazellulirem Calcium durch TRPC (Transient
Receptor Potential Channel) moglich [169, 170]. Auf den initialen Anstieg folgt eine anhaltende
Plateauphase, welche durch Einstrom von extrazelluldrem Calcium iiber verschiedene Wege wie
Voltage Gated Calcium Channel (VGCC), TRCP sowie eine Umkehr des Natrium-Calcium-
Austauschers (NCX) getragen ist [1, 169, 170]. Uber eine superoxidvermittelte Stimulation der
Bildung von cADPR (Cyclic Adenine Diphosphate Ribose) trigt Angll zudem zu einer
Sensitivierung der RyR mit verstiarktem CICR bei [169]. Bei kardialen Zellen wurden sowohl
positive als auch negative Wirkungen auf die Inotropie beschrieben. Beteiligt scheinen am
Herzen PI-3K- und PKC-Isoformen sowie L-Typ-Calciumkanile [25]. In VSMC erhoht eine
Aktivierung von ERK1/2 die Ca**-Verfiigbarkeit und nimmt damit Einfluss auf die Kontraktion
[171].

In verschiedenen Epithelzelllinien (M1, T84, Kolonepithel der Ratte) konnte man bei Aldo-
Gabe einen schnellen, bei M1-Zellen und Kolonepithel der Ratte von der PKC abhingigen
Anstieg der intrazelluldren Ca**-Konzentration mit anschlieBendem Plateau beobachten. Dabei

scheint von der luminalen Seite einstromendes extrazellulires Ca®* fiir die Initiierung einer
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Freisetzung aus intrazelluldren Speichern eine Rolle zu spielen [112, 113, 172]. In MDCK
Zellen konnte gezeigt werden, dass am Anstieg des intrazelluldren Ca™* extrazellulires Ca* und
eine Aktivierung des EGFR mit nachfolgender ERK1/2-Phosphorylierung beteiligt sind, ein IP;-
Anstieg konnte nicht festgestellt werden [133, 173].

In VSMC und Endothelzellen wurde ebenfalls ein intrazellulirer Ca’**-Anstieg durch Aldo
beobachtet [174]. Im Gegensatz zu den MDCK-Zellen wurde in VSMC ein Aldo-induzierter
schneller Anstieg von IP; gesehen [175]. In VSMC zeigte sich die Rolle von extra- und
intrazelluldrem Calcium in der zeitlichen Abfolge genau entgegen gesetzt zu dem bei M1-
Zellen: der Anstieg war initial von intrazelluldren Speichern, die Bildung des Plateaus dagegen
von der Verfiigbarkeit von extrazellulirem Calcium abhingig. Eine Hemmung der PLC
verhinderte den Ca**-Anstieg, passend zu einem in VSMC bereits beobachteten Einfluss von
Aldo auf die IP;-Bildung [175, 176]. In HEK293-Zellen wurde eine reversible Aldo-spezifische
Ca’*-Antwort durch Einstrom von extrazellulir unabhiingig von der Expression des MR in den
Zellen beobachtet [74]. Moglicherweise spielt der MR in dieser Hinsicht keine forderliche Rolle,
denn in Hautfibroblasten von MR-Knockout-Miusen war im Vergleich zum Wildtyp sogar ein

stirkerer Aldo-induzierter Ca2+—Anstieg zu verzeichnen [177].

1.5. Interaktion zwischen der MR- und AT1R-Signalkaskade
Einen Uberblick iiber Wechselbeziehungen zwischen AngII/ATIR und Aldo/MR gibt die

Abbildung 4. Im Folgenden werden diese im Einzelnen dargestellt.

@ Angll
(:(93 Steigerung der

Hormonspiegel

Aldosteron
MR Transaktivierung AT1R
wegerte Expression
gesteigerte Expression Primér nicht-genomische Signalgebung
ACE EGFR-Transaktivierung
AT1R ERK1/2-P
NAD(P)H-Oxidase JNK-P
EGFR Intrazellulares Ca?*
ROS

Abb.4 — Vereinfachtes Schema der gegenseitigen Einflussnahme von Aldo/MR und AT1R
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1.5.1. Gegenseitige Beeinflussung der Hormonspiegel / Rezeptorexpression

Angll sorgt im Rahmen des RAAS in der Nebennierenrinde fiir eine verstirkte Freisetzung von
Aldo. Auch eine erhohte lokale Aldo-Bildung durch Angll in Abhéngigkeit vom ATIR wurde
beobachtet [129, 178, 179].

Aldo kann iiber eine gesteigerte Expression des ACE zu steigenden Spiegeln von Angll fithren
[90, 180, 181]. Im Rahmen eines Modells der Aldo-induzierten Neovaskularisation nach
Ischimie konnte auch eine Steigerung der Angiotensinogen-mRNA beobachtet werden [182].
Aldo steigert zudem die ATIR-mRNA und/oder das ATIR-Protein, z.T. konnte auch eine
verminderte Herunterregulierung des AT1R gesehen werden [183-186]. Im AT1aR-Promoter
der Ratte wurde ein GRE nachgewiesen [187].

Neben dem ATIR steigert Aldo auch die Expression von wesentlichen Komponenten der
Angll-Signalgebung, wie der NAD(P)H-Oxidase und dem EGFR [46, 188], was eine verstérkte
Antwort auf Angll zur Folge haben kann.

An dieser Stelle sei auch noch einmal die schon beschriebene Rolle von Angll bei der

Erzeugung eines permissiven Milieus fiir die pathologische Aktivierung des MR erwihnt.

1.5.2. Potenzierung der AnglI-Wirkung auf intrazellulire Signale durch Aldo

Eine Potenzierung der Antwort auf Angll bei gleichzeitiger Gabe von Aldo wurde hinsichtlich
intrazellulirer Ca**-Homoostase, ERK1/2- und JNK-Phosphorylierung, verringerter MKP1- und
gesteigerter Ki-Ras2A-Expression, Kontraktion, Proliferation, Zellmigration und Zellalterung
gesehen [95, 129-131, 176, 189, 190]. Zum Teil erhoht Aldo dabei auch die Empfindlichkeit der
Zellen fiir Angll, zum Teil war auch die Kombination von fiir sich alleine unwirksamen Dosen
von Aldo und Angll wirksam [129, 130, 176, 190]. In einigen Studien wurde eine Beteiligung
von EGFR, c-Src und/oder ROS gesehen [95, 129-131]. Zum Teil wurde ein Einfluss der MR-
Blockade auf die potenzierende Wirkung von Aldo beobachtet. Auch eine Beteiligung des
GPER wurde beschrieben [95].

Eine entgegengesetzte Wirkung von Aldo auf eine positiv inotrope Wirkung von Angll an
humanen atrialen Trabeculae ist beschrieben worden, wobei der negativ inotrope Effekt von

Aldo hier von der PKC abhiingig zu sein scheint [189].

1.5.3. Effekte von Aldo in Abhiingigkeit vom AT1R

Eine Entfaltung der Wirkung von Aldo unabhingig von einer MR-Blockade, aber in
Abhingigkeit von der Verfiigbarkeit des AT1R konnte im Zusammenhang mit einer Aldo-
induzierten Vasokonstriktion beobachtet werden [191, 192]. Dabei war die Vasokonstriktion
von der Aktivierung von intrazelluldren Transglutaminasen und nachfolgender Bildung von
ATIR-Dimeren abhingig [192]. In einer anderen Studie ergaben sich Hinweise auf eine

Transaktivierung des AT1aR durch Aldo mit nachfolgender Phosphorylierung von ERK1/2,
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JNK und NFxB, wobei fiir letztere auch der MR erforderlich ist. Uber den AT1aR scheint Aldo

zudem die c-Fos Transkription zu aktivieren [193].

1.5.4. Beteiligung des MR an pathologischen Angll-Effekten

Eine Reihe von Studien zeigt eine Beteiligung von Aldo bzw. des MR an pathologischen
Effekten von Angll. So konnte durch eine Blockade des MR oder durch Adrenalektomie bzw.
Aldo-Synthase-Hemmung eine Reduktion von Angll-induzierter kardialer Fibrose [194-196],
vaskuldrer Inflammation [197], GefiBlschidigung [198], NAD(P)H-Oxidase-
Aktivitit/Expression [188, 198], linksventrikuldrer Hypertrophie [199] und der Freisetzung von
proinflammatorischem IL-6 [200] erzielt werden. Die Aktivierung des MR durch Angll iiber
den ATIR kann unabhidngig von Aldosteron erfolgen [201]. Eine Reduzierung von
Schéadigungen durch sowohl AT1R- als auch MR-Blockade wurde in einigen Studien gesehen
[178, 182, 183].

18



2. Zielstellung

Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems stellen in den Industrielindern eine bedeutende
Todesursache dar. StandardmifBig werden in der Therapie dieser Erkrankungen unter anderem
Medikamente mit Einfluss auf die Bildung bzw. Wirkung des Peptidhormons Angll eingesetzt,
welches wiederum ein Teil des RAAS ist, dessen Effektoren letztlich der ATIR und der MR
sind. Seit Ende der 1990er Jahre wurde eine Reihe klinischer Studien veroffentlicht, welche
einen Zusammenhang zwischen einer Erweiterung der Standardtherapie um zusétzliche
Antagonisierung des MR und einer reduzierten Mortalitdt bzw. Morbiditét fiir Patienten mit
Herzinsuffizienz (RALES, EMPHASIS-HF) bzw. Zustand nach Myokardinfarkt (EPHESUS)
herstellen, die nicht auf diuretische oder blutdrucksenkende Effekte zuriickgefiihrt werden
konnten [49-51, 202] und deren molekularer Mechanismus unklar ist.

Dabei bestehen zwischen Aldo/MR und AnglI/AT1R sowohl direkte Wechselwirkungen durch
gegenseitige Aktivierung, Expression des Rezeptors oder Freisetzung von Liganden, zum
anderen aber auch eine nahezu uniiberschaubare Anzahl von gemeinsam bedienten bzw.
genutzten Schaltstellen in der zelluldren Signalgebung, die in ihrer Vielzahl einen Gegenstand
der gegenwirtigen Forschung darstellen. Die Wechselwirkungen von MR und ATI1R k&nnten
einen moglichen Baustein der molekularen Mechanismen der pathophysiologischen Wirkung
von Aldo/MR darstellen.

Bislang publizierte Forschungsarbeiten geben einige Hinweise auf ein komplexes Netzwerk von
Wechselwirkungen zwischen Aldo/MR und Angll/ATIR [203-205], dessen weitere
Aufdeckung der Erkldrung der beobachteten pharmakologischen Wirkungen durch MR-
Antagonisten und moglicherweise der Entwicklung neuer Therapieansitze dienen konnte.

In der vorliegenden Arbeit werden hierzu im heterologen Expressionsmodell mit humanen
ATIR und MR in HEK293-Zellen die Wechselwirkungen zwischen dem AT1R und dem MR
hinsichtlich der Aktivitdt am Glukokortikoid-Response-Element (GRE), der Phosphorylierung
von ERK1/2 und der kurzfristigen Anderung der intrazelluliren Calcium (Ca**)-Konzentration

untersucht.
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3. Material und Methoden

3.1. Materialien

Tab.1 - Verwendete Chemikalien (alphabetisch)

Chemikalie

Firma

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinyl)-Ethansulfonsédure
(HEPES)

Sigma, Steinheim, Deutschland

2-Mercaptoethanol

Sigma, Steinheim, Deutschland

Aldosteron

Sigma, Steinheim, Deutschland

Ammoniumperoxidsulfat (APS)

Fluka, Steinheim, Deutschland

Angiotensin 11

Sigma, Steinheim, Deutschland

AttoPhos-AP-Losung

Promega, Mannheim, Deutschland

Bicinchoninsédure (Assay) (BCA, ReagenzA)

Interchim, Montlucon, Frankreich

bovines Serumalbumin (BSA)

Serva, Heidelberg, Deutschland

Bromphenolblau

Serva, Heidelberg, Deutschland

Calciumchlorid-Dihydrat (CaCl * 2 H,0)

Merck, Darmstadt, Deutschland

ECL Detektionsreagenz 1 (Peroxid-Losung)

Thermo Scientific, Rockford, USA

ECL Detektionsreagenz 2 (Luminol enhancer Losung)

Thermo Scientific, Rockford, USA

Diethylether

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Na,HPO, * 2
H,0)

Merck, Darmstadt, Deutschland

DMEM/Ham’s F12-Medium (Dulbecco’s modified
Eagle Medium)

PAA, Pasching, Osterreich

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Sigma, Steinheim, Deutschland

Eisessig (100% Essigsdure)

Sigma, Steinheim, Deutschland

Epidermaler Wachstumsfaktor (EGF)

Calbiochem, Darmstadt,
Deutschland

Ethanol 96%

Merck, Darmstadt, Deutschland

Ethidiumbromid

Fluka, Steinheim, Deutschland

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)

Merck, Darmstadt, Deutschland

fetales Kélberserum (FCS)

PAA, Pasching, Osterreich

Fura2 Molecular Probes, Carlsbad, USA
Glucose Sigma, Steinheim, Deutschland
Glycerol 85% Uniapotheke, Halle, Deutschland
Glycin Roth, Karlsruhe, Deutschland
Hefe-Extrakt Fluka, Steinheim, Deutschland
Immersionsol Zeiss, Oberkochen, Deutschland
Kaliumchlorid (KCI) Merck, Darmstadt, Deutschland
Kalium-Dihydrogenphosphat (KH,PO,) Sigma, Steinheim, Deutschland
Kupfersulfat (CuSO,) Merck, Darmstadt, Deutschland
L-Homoarginin Sigma, Steinheim, Deutschland
Magermilchpulver Roth, Karlsruhe, Deutschland

Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgClI * 6 H,0)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Methanol

Sigma, Steinheim, Deutschland

MolBio-Wasser

Sigma. Steinheim, Deutschland

N', N'-Methylene-Bisacrylamid

Biorad, Hercules, USA

N'N',N',N'-Tetramethylethan-1,2-Diamin (TEMED)

Sigma, Steinheim, Deutschland

Na-Orthovanadate

Sigma, Steinheim, Deutschland

Na-Pyrophosphat

Sigma, Steinheim, Deutschland

Natriumcarbonat

Sigma, Steinheim, Deutschland

Natriumchlorid (NaCl)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natrium-Dihydrogenphosphat-Monohydrat

Serva, Heidelberg, Deutschland
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(NaH2P04*H20)

Natriumhydroxid (NaOH)

Merck, Darmstadt, Deutschland

o-Phenylenediamine

Sigma, Steinheim, Deutschland

O-Nitrophenyl-B-D-Galactopyranosid (ONPG)

Sigma, Steinheim, Deutschland

Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA)

Sigma, Steinheim, Deutschland

PolyFect Transfektionsreagenz

Qiagen, Hilden, Deutschland

Ponceau-S-Farbstoff

Sigma, Steinheim, Deutschland

Proteasehemmer-Cocktail

Sigma, Steinheim, Deutschland

Proteinase K

Sigma, Steinheim, Deutschland

Schwefelsdaure (H,SOy) Sigma, Steinheim, Deutschland
Sodiumdodecylsulfat (SDS) Biomol, Hamburg, Deutschland
Sulfosalicylsidure Fluka, Steinheim, Deutschland

Thapsigargin Sigma, Steinheim, Deutschland

Trichloressigsdure (TCA)

Fluka, Steinheim, Deutschland

Triton X-100

Sigma, Steinheim, Deutschland

Trizma-Base

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Trypanblaulosung (0,4%ig)

Fluka, Steinheim, Deutschland

Trypsin

Sigma, Steinheim, Deutschland

Tryptone (Bacto Trypton)

Difco, Detroit, USA

Tween-20

Sigma, Steinheim, Deutschland

Wasserstoffperoxid (H,0O,) (30%ig)

Uniapotheke, Halle, Deutschland

Zitronensiure

Sigma, Steinheim, Deutschland

Tab.2 - Verwendete Kits

Name und Verwendung

Firma

Invisorb Spin Plasmid Mini Two (Plasmidgewinnung)

Invitek, Berlin, Deutschland

Invisorb Plasmid Maxi Kit (Plasmidgewinnung)

Invitek, Berlin, Deutschland

RNeasy Kit (RNA-Isolierung)

Qiagen, Hilden, Deutschland

SuperScript One-Step-RT-PCR Kit

Invitrogen, Carlsbad, USA

Tab.3 - Verwendete Primer

Primer gegen... (Gen) Orientierung Sequenz (5’ - 3’)
AGTR1 (humaner Sense 5’-TTGTGGTGGGAATATTTGGAA-3’
Angiotensinll-Rezeptor Typ 1) | Antisense 5’ -TACATAGGTGATTGCCGAAGG-3’

Tab.4 - Verwendete Puffer und Losungen (alphabetisch)

Puffer

Inhaltsstoffe

Antikérperverdiinnungslosung

5% (w/v) BSA in TBS/Tween

Blocking Solution

5% (w/v) Milchpulver in TBS/Tween

10 x Cleavage Buffer

0,6 M Na,HPO, * 7 H,0; 0,4 M NaH,PO, * H,0; 0,1 M
KCI; 0,01 M MgSO, * 7 H,0 pH 7

CST-Lyse-Puffer

20 mM Tris (Base), pH7,5; 150 mM NaCl; 1% Triton X-
100; Proteasehemmer-Cocktail; 1 mM EDTA; 1 mM
EGTA; 1 mM Na-Orthovanadat; 2,5 mM Na-Pyrophosphat

EDTA-Waschpuffer

0,7 mM EDTA; 140 mM NacCl; 2,7 mM KCI; 6,5 mM
Na,HPO, * 2 H,0; 1,5 mM KH,PO,

ERK-Lysepuffer

PBS-Puffer als Basispuffer; 0,1 % (v/v) Triton X-100;
Proteasehemmer-Cocktail 1:500; 37 mg/l Na-Orthovanadat
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HEPES-Ringer (pH 7,4 bei 122,5 mM NaCl; 5,4 mM KCI; 0,8 mM MgCl, * 6 H,0; 1,2

37°0C) mM CaCl, * 2 H,O; 1 mM NaH,PO, * H,0O; 5,5 mM
Glucose * H,0O; 10 mM HEPES; NaOH zur pH-Einstellung

HRP-Substrat 0,5 mg/ml o-Phenylenediamine; 11,8 mg/ml Na,HPO, * 2
H,0; 7,3 mg/ml Zitronensdure; 0,015 % H,0,

Laemmlipuffer (Probenpuffer)|0,5 M Tris-HCI (pH 6,8); 10 % (w/v) SDS; 5 % (v/v) 2-

2x Mercaptoethanol; 1,2 mM Glycerol; 0,01 % (w/v)
Bromphenolblau

Laufpuffer 25 mM Trizma-Base; 192 mM Glycin; 0,1 % (w/v) SDS

LB-Medium (pH 7,0) 10 g/l Tryptone; 5 g/l Hefe-Extrakt; 10 g/l NaCl; NaOH zur
pH Einstellung

MOPS/Triton Lysepuffer 20 mM MOPS; 0,1% Triton-X-100; pH 7.4

PBS-Puffer 140 mM NaCl,; 2,7 mM KClI; 8,1 Na,HPO, * 2 H,0; 1,5
mM KH,PO,

Pelletpuffer 1 mM EDTA; 1 mM Na-Orthovanadat; Proteasehemmer-
Cocktail 1:1000 in PBS

Permeabilisierungspuffer 0,1 % (v/v) Triton X-100; 37 mg/l Na-Orthovanadate; TBS
als Basispuffer

10 x Ponceau-S-Losung 26 mM Ponceau-S-Farbstoff; 1,18 M TCA; 30% (w/v)
Sulfosalicylsidure

SEAP-Puffer 60 mM L-Homoarginin; 3 mM MgCl,; 0,2 mM ZnCl,; 100
mM Tris-HCI (pH 9.3)

10 x TAE-Puffer (pH 8,0) 40 mM Trizma-Base; 1 mM EDTA; 40 mM Eisessig

10 x TBS-Puffer (pH 7,6) 20 mM Trizma-Base; 140 mM NaCl; HCI zur pH-
Einstellung

TBS-Tween-Puffer 0,1 % (v/v) Tween-20 in TBS-Puffer

Transferpuffer 25 mM Trizma-Base; 192 mM Glycin; 20 % (v/v)
Methanol

Trypsin-Losung 0,1 % (v/v) Trypsin; 0,7 mM EDTA; 140 mM NacCl; 2,7
mM KCI, 6,5 mM NazHPO4 *7 Hzo, 1,5 mM KH2PO4

Tab.5 - Verwendete Antikorper

Antigen Verdiinnung | Firma
anti-Phospho p44/42 MAP Kinase 1-1.000 Cell Signalling,
o (aus Kaninchen) T Danvers, USA
Erstantikorper Santa Cruz, Dallas
Anti-HSP900/B (aus Kaninchen) 1:2.000 USA ’ ’
Rockland,

Zweitantikorper |anti-Rabbit-HRP-1gG (aus Ziege) |1 :20.000

Gilbertsville, USA

Tab.6 - Verwendete Langenstandards fiir Gelelektrophorese

Hersteller
DNA-Ladder Qiagen, Hilden, Deutschland
Protein-Marker IV peqGOLD PEQLAB, Erlangen, Deutschland

3.2. Plasmide und Plasmidgewinnung

Die Isolierung der verwendeten Plasmide erfolgte mit Mini- oder Maxi-Prep-Kits nach den
Anweisungen des Herstellers aus E.coli-Bakterien, welche das gewiinschte Stammplasmid

enthalten. Nach dem Auftauen der entsprechenden Bakterien wurden 10 pl der Glycerol-
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Bakterienlosung in 5 ml LB-Medium gegeben. Entsprechend dem Resistenzgen auf dem
Plasmid wurde zum Zwecke der Selektion Kanamycin (10 pg/ml) oder Ampicillin (60 mg/ml)
hinzu gegeben. Die Vermehrung der Bakterien erfolgte im Schiittler bei 37°C iiber Nacht. Am
Folgetag wurden die Bakterien lysiert, die Proteine ausgefillt, abzentrifugiert und letztlich die
Plasmide aus dem Uberstand an einer Silikamatrix adsorbiert. AnschlieBend wurden die
Plasmide in Wasser eluiert. Die Konzentration der DNA wurde mittels NanoVue Plus
Spektrophotometer (GE Healthcare Europe, Miinchen, Deutschland) bestimmt und die

gewonnenen Plasmide bei -20°C eingefroren.

Tab.7 - Verwendete Plasmide

Plasmid Kodiertes Protein
pCMV6-XL4-ATIR | ORIGENE, Rockville, USA Humaner ATIR (AGTR1)
pEGFP-C1 Clontech, Mountain View, USA |EGFP

pEGFP-C1-hMR Dr. Farman, INSERM, France Humaner MR
PSEAP-GRE Clontech, Mountain View, USA | SEAP

pcDNAL1 Invitrogen, Carlsbad, USA Leerplasmid
pcDNA3.1His-LacZ |Invitrogen, Carlsbad, USA B-Galaktosidase
pUSE-EGFR Upstate, Lake Placid, USA Humaner EGFR

3.3. Zellkultur

Fiir die durchgefiihrten Experimente wurden HEK293-Zellen verwendet. Es handelt sich hierbei
um eine Zelllinie, welche durch Transformation einer Primérkultur humaner embryonaler
Nierenzellen mit Fragmenten von Adenovirus TypS DNA erzeugt wurde [206]. HEK293-Zellen
sind gut transfizierbar, weisen keinen funktionell nachweisbaren endogenen MR auf [74] und
auch eine endogene ATI1R-Expression konnte bei diesem Zelltyp nicht festgestellt werden
(siche Abschnitt 4.1.1.). Die Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37°C und 5% CO,. Als
Kulturmedium wurde DMEM/Ham’s F12 mit 10 % Fetalem Kilberserum (FCS) eingesetzt. Die
Zellen wurden 1-2 mal pro Woche subkultiviert. Hierzu wurden die Zellen mit EDTA-
Waschpuffer gewaschen, mit Trypsin abgeldst und in serumhaltigem Medium vereinzelt. Die
Zelllosung wurde anschlieBend zur Ansaat fiir die Versuche und die weitere Kultivierung
verwendet. Die Zellen wurden jeweils 24h vor den Experimenten mit serumfreien Medium

synchronisiert.

3.4. Transiente Transfektion

Die Transfektion der HEK293-Zellen erfolgte nach der Lipofektionsmethode [207] bei ca. 80 %

Konfluenz der Zellen unter Einsatz von PolyFect® als Transfektionsreagenz (10 ul/ug Plasmid)
mit serumfreiem Medium. Das zugegebene Reagenz gibt der DNA dabei eine kompakte
Struktur und bildet mit ihr einen kationischen Komplex, welcher mit Rezeptoren der
Zellmembran fusioniert und daraufhin endozytiert wird. Intrazellulir hemmt das Reagenz die

Ansduerung des Lysosoms und damit die lysosomalen Nukleasen und verhindert so den Abbau
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der eingebrachten DNA. Die Zellen wurden fiir ca. 24 h mit dem Transfektionsansatz im

Brutschrank inkubiert.

3.5. Fluoreszenzmikroskopie

Die Darstellung der Lokalisation des EGFP-gekoppelten MR in den transfizierten HEK293-
Zellen vor und nach Stimulation mit Aldo erfolgte mittels Biozero 8000 Fluoreszenzmikroskop
von Keyence (Osaka, Japan). Die Emission des EGFP wurde dabei nach Anregung mit 488 nM
bei einer Wellenldnge von 507 nm gemessen. Die Stimulation und Messung erfolgten in

HEPES-Ringer bei 37°C in einer Inkubationskammer von Tokai Hit (Fujinomiya-shi, Japan).

3.6. RT-PCR (Reverse Transkription-PCR)

Zur Vorbereitung wurde zunidchst die Gesamt-RNA der Zellen durch einen RNeasy Kit
(Qiagen, Hilden, Deutschland) extrahiert. Dabei wurde nach der Anleitung des Herstellers
verfahren. Im Anschluss erfolgte die Reverse Transkriptions-PCR mit einem SuperScript One-

Step-RT-PCR Kit (Invitrogen, Carlsbad, USA) mit folgenden 25 ul-Ansitzen:

Komponenten Volumen/25 ul
2X Reaction Mix 12,5 ul

Template RNA x ul (10 pg -1 pg)
Sense Primer (10 uM) 1l

Anti-sense Primer (10 pM) 1 pl

RT/ Platinum. Tag Mix 0.5 ul
Autoclaviertes destilliertes Wasser auf 25 ul

Im Thermocycler erfolgte zunédchst die cDNA-Synthese bei 50°C fiir 30 min (Anlagerung der
Primer und cDNA-Synthese) gefolgt von der Denaturierung der reversen Transkriptase bei 94°C
fiir 2 min. Anschlieend erfolgte die PCR-Amplifikation iiber 35 Zyklen durch Denaturierung
der DNA bei 94°C fiir 0,5 min Anlagerung der Primer bei 58°C fiir 0,5 min und Elongation bei
72°C fiir 1 min. AbschlieBend erfolgte die Elongation noch unfertiger Produkte bei 72°C fiir 10
min. Die Proben wurden in einem 2% Agarose-Gel aufgetrennt, mit Ethidiumbromid angefirbt

und die Banden unter UV-Licht fotografiert.

3.7. Proteinbiochemische Methoden
3.7.1. Zellinkubation fiir Western Blot

Die Zellen wurden fiir die Experimente in 3 cm-Petrischalen angesit. Nach der Transfektions-
und anschlieBender Synchronisationsphase in serumfreien Medium im Brutschrank wurden die
Zellen zunidchst im Wasserbad bei 37°C mit 1,5 ml HEPES-Ringer unter Zusatz von 1 g/l
Glukose fiir ca. 20 min vorinkubiert. Diese Vorinkubation dient zur Minimierung von
moglichen Effekten aus dem Wechsel des Mediumumfelds. Insbesondere sollte ein Stress fiir

die Zellen durch Ansduerung des Milieus im Nidhrmedium unter atmosphérischer CO,-
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Konzentration vermieden werden. Die Testsubstanzen wurden fiir die Inkubationslosungen in
glukosehaltigem HEPES-Ringer auf die gewiinschte Konzentration verdiinnt. Die Zuordnung
der Inkubationslosungen zu den angesiten Petrischalen wurde zufillig festgelegt. Nach Ablauf
der Vorinkubationszeit wurde die Vorinkubationslosung aus der Zellkulturschale abgegossen
und anschlieend 1,5 ml der zugeordneten Inkubationslosung hinein gegeben. Da Aldosteron
und Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) in DMSO (Vehikel) gelost vorliegen, wurde fiir die
Kontrolllosung (Kontrolle) dem glukosehaltigen HEPES-Ringer DMSO in den fiir die
Inkubationslésungen von Aldosteron bzw. PMA verwendeten Mengen zugegeben, wobei eine

DMSO-Konzentration von 1:1000 nicht iiberschritten wurde.

3.7.2. Proteinisolierung

Nach Ablauf der Inkubationsdauer wurden die Inkubationslosungen abgegossen, die
Zellkulturschalen mit 1x PBS-Puffer gewaschen und mit Pelletpuffer auf Eis gestellt. Der
Pelletpuffer und die Kiihlung dienen der Hemmung des Proteinabbaus. Anschliefend wurden
die Zellen vom Boden gelost, vereinzelt und aus der Zellkulturschale in ein
Mikroreaktionsgefall iiberfithrt. Nach Abzentrifugation der Zellen und anschlieendem
Abpippetieren des Uberstandes wurden die gewonnenen Pellets in CST-Lysepuffer gelost und
zum Zwecke der Lyse fiir 30 min auf Eis belassen. Zur Verbesserung des Ergebnisses der Lyse
wurden die Proben zwischendurch 30 s im Ultraschallbad behandelt. Nach der folgenden
Zentrifugation wurde der Uberstand mit den darin enthaltenen gelosten zelluldren Proteinen in

MikroreaktionsgefédBe tiberfiithrt und bei -20°C gelagert.

3.7.3. Bicinchoninséiure (BCA)-Assay

Um eine Vergleichbarkeit der aus den einzelnen Zellkulturschalen gewonnenen Zell-Lysate
beziiglich der zugrunde liegenden Zellzahl zu erzielen, wurde der Gesamtproteingehalt der Zell-
Lysate mittels BCA-Assay ermittelt. Hierbei reduzieren Proteine in alkalischer Losung Cu®* zu
Cu*-Tonen, die dann mit der Bicinchoninsiure einen violetten Farbkomplex bilden. Die
Ermittlung des Proteingehalts erfolgte fiir alle Proben als Doppelbestimmung. Stets wurde eine
Eichkurve mit Protein-Standardlosungen und CST-Lysepuffer (Nullwert) mitgemessen. Zur
Herstellung des BCA-Reagenz wurden 50 Teile BCA-Komponente A und ein Teil Komponente
B (4 % CuSO,) gemischt. Der Ansatz wurde fiir 30 min bei 37°C in einem Wasserbad inkubiert
und im Anschluss die Extinktion bei 560 nm im Multiwell-Reader (Sunrise, Tecan,

Deutschland) gemessen.

3.7.4. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und Western Blot
Die Zelllysate wurden im Verhiltnis 1:1 mit Laemmli Puffer gemischt und fiir 30 min bei 37°C

denaturiert. Das Auftrennen der Proteine erfolgte mittels SDS-PAGE (Gerite von Biometra,
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Gottingen, Deutschland) in Laufpuffer. Es wurden 12%-ige Polyacrylamid-Trenngele mit
vorgeschaltetetem 3%-igen Sammelgel verwendet und je Probe regelhaft 50 ug Gesamtprotein
aufgetragen. Zunéchst wurde mit 11 mA fiir 36 min die Proben konzentriert und anschlieBend
mit 22 mA fiir 1 h 48 min getrennt. Als Referenz fiir die Proteingrof3e wurde ein Proteinmarker
mitgefiihrt.

Nach dem Auftrennen wurden die Proteine als Western Blot unter Verwendung von
Transferpuffer im Semi-dry-Verfahren bei 2 mA pro cm’ fiir 48 min aus dem Gel auf eine
Nitrozellulose-Membran iibertragen. Nach einem Waschschritt mit 1x TBS wurde die Membran
zur Beurteilung der Blot-Qualitit mit Ponceau-Losung angefdrbt und fotografiert. Nach
Abwaschen der Ponceau-Losung mit 1x TBS erfolgte die Inkubation der Nitrozellulose-
Membran in Blocking Solution auf dem Schiittler fiir ca. 1 h zur Blockierung unspezifischer
Bindungsstellen. Im Anschluss wurde die Membran in TBS/Tween gewaschen und iiber Nacht
mit dem Erstantikorper in Antikdrperverdiinnungsldsung unter Schiitteln bei 4°C inkubiert. Am
Folgetag erfolgte nach Waschen mit TBS/Tween die Inkubation mit einem
Meerrettichperoxidase (Horseradish-Peroxidase = HRP)-gekoppelten Zweitantikorper fiir 2-3 h
in Blocking Solution. Nach Waschen mit 1x TBS und Aqua bidest wurde die Detektion mittels
Enhanced Chemiluminescence (ECL)-Verfahren in einem Geldokumentationssystem der Firma
Biorad durchgefiihrt. Hierzu wurde die Membran fiir 1 min mit Pierce ECL Western Blotting
Substrate (Pierce Biotechnology, Rockford, USA) inkubiert und anschliefend die entstehende
Chemilumineszenz im noch nicht gesittigten, linearen Bereich detektiert.

Die Detektion und die densitometrische Auswertung der Bilder erfolgten mit der Software
Quantity One (Biorad). Als 100%-Bezugswert fiir die beobachtete Phosphorylierung diente

dabei jeweils der Mittelwert der Dichte unter unstimulierten Kontrollbedingungen.

3.8. Messung der intrazelluléiren Calcium-Konzentration

3.8.1. Prinzip und Versuchsaufbau

Zur Beobachtung der intrazelluliren Konzentration freien Calciums wurde der
Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 verwendet. Fura-2 wird als Ester (Fura-2-Acetomethylester = Fura-
2-AM) in die Zellen aufgenommen. In der Zelle erfolgt eine Abspaltung des Acetomethyl-Rests
durch Esterasen, wonach der Farbstoff die Zellmembran nicht mehr durchdringen kann und
intrazelluldr verbleibt. Die Fluoreszenz wird bei einer Wellenldnge von 510 nm gemessen,
wobei unter steigender Calcium-Konzentration die  Fluoreszenz bei  334nm
Anregungswellenlinge zu-, bei 380 nm dagegen abnimmt. Der Quotient
Fluoreszenzssunm/Fluoreszenzsgonm (=,,Ratio®) ldsst somit Riickschliisse auf den Verlauf der
intrazellulidren Calcium-Konzentration zu.

Fiir die Versuche wurden HEK293-Zellen mit dem MR und dem ATIR transfiziert, nach 24 h
abgelost und auf Poly-L-Lysin-beschichteten Deckgldschen diinn angesédt. Nach einer 24 h-
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Wachstumsphase wurden die Zellen fiir 24 h mit serumfreien Medium synchronisiert. Die
Deckgldschen wurden 30 min vor der Messung mit Fura-2-AM bei 37°C und Dunkelheit im
Brutschrank inkubiert. Die Inkubationslosungen wurden wie unter Abschnitt 3.7.1. beschrieben
hergestellt und vor dem Einstromen auf 37°C vorgewirmt. Die Messung der Fluoreszenz
erfolgte mit einem Axiovert 100 TV Mikroskop (400fache VergroBerung, Olimmersion, Zeiss;
automatischer Filterwechsler von Hamamatsu) alle 10 Sekunden mit einer Belichtungszeit von
jeweils 556 ms. Zu Beginn der Messung wurden die Zellen mit Kontrolllosung
(HEPES+Glucose mit Vehikel) iiberstromt und mittels Okular ein geeigneter Bereich mit
moglichst zytosolreichen, klar abgrenzbaren Zellen aufgesucht. Je nach Ausschnitt wurden 8 bis
18 Zellen als ,,regions of interest* fiir die automatisierte Auswertung und grafische Darstellung
der Fluoreszenz durch die Software ,,Aquacosmos” (Hamamatsu) markiert. Nach einer

Akklimatisierungsphase wurde mit dem Ablaufschema begonnen (siehe Abb.5).

Schema 1: Vehikel Aldo (10nk1) Aldo (10nM) + Vehikel Thapsigargin
Aldo+ Angll | (Akkimatisierung) =) Smin oy | Angl{1000M) || ca 2 min |

5 min
Schema 2: Vehikel Vehikel Vehikel + Vehikel Thapsigargin
Vehikel + (Akklimatisierung) | | Smin (o) | AnGIE(I00AM) | o) | ca 2 min |
Angll 5 min

Abb.5 - Schematischer Ablauf der Inkubation fiir die Calcium-Messungen

Thapsigargin-Losung diente zur Kontrolle der korrekten Messung im Bereich des Zytosols und
der Reaktionsfihigkeit der Zellen. Thapsigargin hemmt in hohem MaBe die Ca**-ATPase
(SERCA) der intrazelluldren Calciumspeicher, also des endoplasmatischen Retikulums (ER),
und verhindert somit den Riicktransport von Ca**-Ionen aus dem Zytosol in das Speicherlumen
[208]. In der Folge kommt es hierdurch zu einem Anstieg der zytosolischen

Calciumkonzentration.

3.8.2. Auswertungsschema

Bei der Reaktion auf Angll wurde zwischen den Formen ,,Peak®, ,Peak mit nachfolgendem
Plateau® und ,,Plateau unterschieden. Bei einem ,,Peak® handelt es sich um einen steilen
Anstieg auf einen Maximalwert mit anschlieBendem Abfall auf das Ausgangsniveau oder auf
ein hoheres, anndhernd konstantes Niveau (,,Peak mit nachfolgendem Plateau®, siehe Beispiel
Abb.6). Ein Peak bedeutet eine schnelle Freisetzung von Calcium-Ionen in das Zytosol. Bei
einem Plateau kommt es dagegen zu einem langsameren Anstieg der Calcium-Konzentration
auf ein fiir einige Belichtungen anhaltendes anndhrend gleiches Niveau. Der Mittelwert der

letzten 10 Messungen vor Beginn der Gabe einer Inkubationslésung wurde als Ausgangsniveau
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fir die nachfolgend beobachtete Reaktion (ratiop,;) zu Grunde gelegt. Als signifikante
Reaktion wurde jeweils ein Anstieg der Ratio um mindestens den 4-fachen Wert der

Standardabweichung des Ausgangsniveaus definiert.

Fura2-ratio Calcium-Messung

3,2
Aldosteron + Angiotensin Il
3,0
2,8
2,6 B
I
2,4 A \

|
|
T

1,6 - Aldosteron

ratio

i

0,0 2j5 5j0 7j5 10',0 12',5 15',0 17',5 20',0
Zeit (min)
Abb.6 - Beispiel fiir Reaktionsmuster ,,Peak mit nachfolgendem Plateau”. Die

Abbildung zeigt den gemessenen Verlauf bei Gabe von Aldo (10 nM) und AnglII (100
nM) fiir eines der gemessenen Deckglidschen (n=5).

* ratio Peak
ratmpﬁ—hf— ——————
I
|
ﬂratiopﬂi{ i HH B'.I’-hstieg

i : Plateau

| —— .

: i HII-I Bgenmt : T T - ratiDP‘lataau
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Beginn Substanzgabe

Abb.7 - Grundlegendes Schema der Auswertung der Calcium-Messungen

Es wurde sowohl die absolute Verinderung der Ratio (Aratiopes bzw. Aratiopeau), als auch die
jeweilige relative Veridnderung der Ratio (rel. ratiope, bzw. rel. ratiopye.,) betrachtet:
Aratiopeqe = ratiopeqi - ratiopagis

rel. ratiopeq = ratiopeqy / ratiop,sis
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Entsprechend wurde auch fiir das Plateau berechnet. Zudem wurden die Zeit bis zum Peak
(Atpear) bzw. die Zeit bis zum Erreichen eines Plateaus (Atpaea,) ausgewertet.
Zur weiteren Charakterisierung der Peaks wurde die Form der Peak-Zacke durch die

Betrachtung der Breite in der halben Hohe (HHB) beurteilt (siche Abb.7).

3.9. Reporter-Gen-Assays
3.9.1. Transfektion und Inkubation

Die Transfektion der HEK-293-Zellen fiir die Versuche zur Bestimmung der Aktivitit am GRE
erfolgte wie in 3.4. beschrieben. Hierbei wurden 24-Well-Platten verwendet. Es wurden stets
das Plasmid fiir das Reportergen (pSEAP-GRE), die Transfektionskontrolle (pcDNA3.1His-
LacZ) und die Expressionsplasmide fiir die Rezeptoren (pEGFP-C1-hMR und pCMV6-XLA4-
ATIR) bzw. der Leervektor transfiziert. Nach der Transfektion folgten 24 h als
Synchronisationsphase in serumfreiem Medium. Die Inkubation erfolgte fiir 24 h mit im
serumfreien Medium geldsten Testsubstanzen (Angll, Aldo, Vehikel). Im Anschluss wurden die

Zellen und das Medium wie weiter unten beschrieben fiir die Assays verwendet.

3.9.2. SEAP-GRE-Assay

Um die Transaktivierungsaktivitit des MR am Glukokortikoid-Response-Element (GRE) zu
bestimmen, wurde ein Konstrukt verwendet, bei dem am 5’-Ende der sekretorischen alkalischen
Phosphatase (SEAP) ein GRE vorhanden ist. Erfolgt die Transaktivierung des GRE durch den
ligandengebundenen MR, so wird vermehrt SEAP in den Zellen exprimiert. Die SEAP wird von
den Zellen ins Medium sezerniert, wo ihre Aktivitdt und damit das Ausmal} ihrer Expression
durch Messung der Fluoreszenz ihres Reaktionsprodukts nach Zugabe eines geeigneten

Substrats als Steigung gemessen werden kann (sieche Abb.8).

Gep¥es

Aldosteron

Sekretorische alkalische
Phosphatase

00O

Abb.8 - Funktionsprinzip des SEAP-GRE-Assays
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Die Expression von SEAP korreliert mit der MR-induzierten Transaktivierung am GRE. Die
Aktivitit der SEAP wurde aus dem Medium der Zellen bestimmt. Zunidchst wurde das
Probenmedium 1:1 mit SEAP-Puffer gemischt, fiir 30 min bei 65°C erhitzt um die Aktivitit
unspezifischer Phosphatasen zu minimieren, kurz auf Eis gestellt und anschlieBend mit Substrat
(AttoPhos-Kit) gemischt. Hierbei entsteht durch die SEAP ein fluoreszierendes Produkt, dass
mit dem Multiwell-Counter bei einer Anregungswellenlinge von 440 nm und einer

Emissionswellenlidnge von 560 nm gemessen wird.

3.9.3. p-Galaktosidase-Assay

Die B-Galaktosidase bewirkt unter Zugabe von O-Nitrophenyl-f-D-Galactopyranosid (ONPG)
eine enzymatische Reaktion mit Bildung des gelbfarbenen O-Nitrophenol. Da die Aktivitit der
B-Galaktosidase von der Zahl der transfizierten Zellen im betreffenden Well abhédngt und man
davon ausgehen kann, dass eine Zelle entweder alle oder kein Plasmid aufnimmt, kann man mit
Hilfe der Bestimmung der Aktivitit der B-Galaktosidase die Werte fiir die SEAP-Aktivitét der
einzelnen Wells im Versuch hinsichtlich der Transfektionseffizienz und der Zellzahl normieren.
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen in MOPS/Triton-Lysepuffer lysiert und vom
Boden der Wells gelost. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand in MikroreaktionsgefiBe
iiberfithrt. Die Lysate wurden mit 1x Cleavage-Puffer und ONPG fiir 30 min bei 37°C im
Wasserbad inkubiert. Die Reaktion wurde mit Stop-Puffer (1 M Natriumcarbonat) beendet und

die Extinktion bei 405 nm gemessen.

3.10. Statistik und verwendete Software

Fiir die Auswertung und Darstellung der Rohdaten wurden Microsoft Office XP und SigmaPlot
8.0 verwendet. Fiir die Erfassung der ECL-Entwicklung der Western Blots und die
anschlieende densitometrische Auswertung fand die Software QuantityOne Anwendung. Fiir
die Ca**-Messungen wurde die Software Aquacosmos verwendet.

Die Ergebnisse werden als Mittelwert +/- Standardfehler (S.E.M.) angegeben. Zur Testung der
Signifikanz im Unterschied zweier Ergebnisse wurde der gepaarte oder ungepaarte Student t-
Test verwendet. Dabei wurde ein Signifikanzniveau von p < 0,05 zugrunde gelegt. Die
Versuche einer Reihe wurden mit verschiedenen Passagen durchgefiihrt. Die Anzahl der in den
Versuchen insgesamt benutzten Zellen (Calcium-Messung), Zellschalen (Western Blot) oder

Wells (SEAP-GRE) wird mit ,,n“ bezeichnet.
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4. Ergebnisse

4.1. Aufbau des Modells

Fiir die Untersuchung der Wechselwirkungen in der Signaltransduktion von Aldo/MR und
Angll/ATIR sind an das Zellmodell zwei wesentliche Anforderungen zu stellen: Zum einen soll
die An- und Abwesenheit des jeweiligen Rezeptors kontrolliert steuerbar sein. Zum anderen
muss die An- und Abwesenheit des jeweiligen Liganden kontrolliert steuerbar sein. Die
Anforderung im Hinblick auf die Liganden ist {iber die geeignete Bereitstellung von
Testlosungen in den Versuchen einfach zu erfiillen, da fiir HEK293-Zellen weder eine
Aldosteron-, noch ein AnglI-Sekretion bekannt sind. Wie bereits beschrieben, ist fiir HEK293-
Zellen auch keine Expression des MR oder AT1R bekannt.

4.1.1. Expression des MR und des AT1R

Die Expression des verwendeten EGFP-CI-hMR wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie
nachgewiesen. Hierbei zeigten die mit dem EGFP-C1-hMR transient transfizierten HEK293-
Zellen bedingt durch die Kopplung des MR mit EGFP eine deutliche Griinfirbung des
Zytoplasmas mit Aussparung der Zellkerne. Bei Gabe von Aldosteron translozieren die
stimulierten MR in den Zellkern, der sich griin anférbt. Die griine Fluoreszenz des Zytoplasmas

wird im Gegenzug stark vermindert (siche Abb.9).

Abb.9 — Nachweis der Expression des EGFP-C1-MR duch Fluoreszenzmikroskopie.
Auf der linken Seite sieht man eine deutliche griine Fluoreszenz des Zytoplasmas,
welche die Expression des EGFP in den transfizierten HEK293-Zellen anzeigt. Auf der
rechten Seite sieht man unter der Gabe von Aldo (10 nM) eine Wanderung des EGFP in
den Kern aufgrund der Kopplung mit dem MR (Aufnahme nach 30 min Stimulation).

Die Expression des humanen AT1R wurde durch reverse Transkription-PCR nachgewiesen. Bei
den mit dem ATIR-Plasmid transfizierten HEK293-Zellen konnte in der nachfolgenden
Gelelektrophorese eine deutliche Bande im Bereich der erwarteten Hohe (189 Basenpaare (bp)
fiir den verwendeten humanen AT1R) beobachtet werden (siehe Abb.10). Bei den zur Kontrolle

untersuchten nativen HEK293-Zellen zeigte sich dagegen diese Bande nicht.
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Abb.10 - Gelektrophorese des PCR-Produkts der reversen Transkription. In mit dem
humanen ATIR transfizierten HEK293-Zellen (Spur 3) zeigt sich eine Bande im
Bereich der erwarteten DNA-Linge (189 bp), der folglich exprimiert wird. In den
Spuren 1 (Wasser) und 2 (native HEK293-Zellen) zeigt sich erwartungsgemill keine
Bande.

4.1.2. Funktionsfihigkeit des MR und des AT1R

Die Funktionsfdhigkeit des verwendeten MR-Plasmids zeigte sich im SEAP-GRE-Assay durch
seine Aktivitit am entsprechenden Promotor unter Gabe von Aldosteron. Diese Aktivitit ist bei
den EGFP-C1-MR-transfizierten Zellen zu beobachten, nicht jedoch bei den nicht transfizierten
(siehe hierzu den Abschnitt 4.4.1.). In Versuchen in unserem Labor wurde schon frither gezeigt,
dass zwischen der Aktivitit des EGFP-MR am GRE im Vergleich zur Aktivitit des MR ohne
EGFP-Tag kein Unterschied zu beobachten war.

Der Nachweis der Funktionsfdhigkeit fiir das verwendete ATI1R-Plasmid konnte zum einen
durch die charakteristische Modulation des intrazelluldren Calciums als Reaktion auf die Gabe
von Angll in den diesbeziiglichen Versuchen (siehe Abschnitt 3.8.2. Abb.6) erbracht werden.
Zum anderen konnte eine Wirkung auf die ERK1/2-Phosphorylierung nach Gabe von Angll nur
bei den ATI1R-transfizierten HEK293-Zellen, nicht jedoch bei Abwesenheit des ATIR
beobachtet werden (siehe hierzu den Abschnitt 4.2.4.).

4.2. Betrachtung der Phosphorylierung von ERK1/2

Das Ausmall der ERK1/2-Phosphorylierung unter verschiedenen Bedingungen wurde im

Folgenden mittels Western Blot untersucht.

4.2.1. Kontrollbedingungen
Als Positivkontrolle wurde in den Versuchen 1 uM Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA)

eingesetzt. PMA bindet und aktiviert die PKC wund fithrt dadurch zu einer starken
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Phosphorylierung von ERK1/2. Eine deutliche Reaktion auf die Gabe von PMA weist die
prinzipielle Funktionsfihigkeit der Zellen hinsichtlich der Phosphorylierung von ERK1/2 nach.
Zum anderen wurde als Kontrolle im Sinne des unstimulierten Zustandes die HEPES-
Trigerlosung (+ 1mg/ml Glucose) unter Zusatz der in den Versuchslosungen vorliegenden

DMSO-Losungsmittelmenge (Vehikel = Veh) genutzt (max. DMSO-Konzentration 1:1000).

4.2.2. Variation der Inkubationsdauer

In Vorversuchen wurde der zeitliche Verlauf der ERK1/2-Phosphorylierung unter separater
Gabe von Aldosteron bzw. Angiotensin II in den HEK293-Zellen untersucht. Hierbei ergaben
sich fiir die Gabe von Angll in einer Konzentration von 100 nM Hinweise auf einen
biphasischen Verlauf (siche Abb.11). Die erste Phase ist durch eine schnelle starke
Phosphorylierung von ERK1/2 gekennzeichnet, welche ihr Maximum bei ca. 2-5 min
Inkubationsdauer erreicht. In der zweiten Phase ist eine geringere, aber anhaltende
Phosphorylierung von ERK1/2 zu beobachten. Zur Abbildung dieser zweiphasigen Reaktion
wurde fiir die folgende Versuchsreihe als repridsentative Inkubationszeiten fiir die erste Phase

eine Inkubationsdauer von 5 min und fiir die zweite Phase von 30 min festgelegt.

Zeitverlauf pERK durch Angll, HEK293-Zellen,
AT1R-Transfektion

5000
4000 -

3000 -

_l_
2000 - “'

1000 A T
1o = 7 T

Veh Angll 5min Angll 10min Angll 20min Angll 30min Angll 45min Angll 60min PMA

ERK1/2-Phosphorylierung in % von Veh

Zeit bzw. Bedingung

Abb.11 - Zeitlicher Verlauf der ERK1/2-Phosphorylierung unter Gabe von 100 nM
Angll in AT1R-transfizierten HEK293-Zellen. Es zeigen sich zwei Phasen: ein starker
Anstieg nach 2-5 min und eine anschlieBende anhaltende, aber geringere
Phosphorylierung (n=4).

4.2.3. ERK1/2-Phosphorylierung bei Anwesenheit von MR und AT1R

Im Folgenden wurden Versuche mit ATIR- und MR-transfizierten HEK293-Zellen
durchgefiihrt. Die Versuche wurden zunéchst mit zwei unterschiedlichen Konzentrationsstufen,
einer mit niedrigen und einer mit hoheren Konzentrationen von Aldo und Angll durchgefiihrt.
Die Stufe mit niedrigen Konzentrationen von 1 nM AnglI und 100 pM Aldo kann als Abbildung

der physiologischen Bedingungen betrachtet werden. Die Stufe der hoheren Konzentrationen
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von 100 nM Angll und 10 nM Aldo kann dagegen ein Modell fiir pathophysiologische
Bedingungen darstellen. Bei Patienten mit Herzinsuffizienz sind Aldo-Konzentrationen von 10

nM und mehr im kardialen Gewebe bzw. im Blutplasma berichtet worden [189, 209].

pERK, HEK293-Zellen, AT1R- und MR-Transfektion
Ang 1 nM, Aldo 100 pM, 5min
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Abb.12 - Bei Transfektion mit MR und ATI1R zeigt sich bei 5 min Inkubation mit
niedrigen Konz. von Angll (1 nM) bzw. Aldo (100 pM) bei alleiniger Gabe von Angll
bzw. Aldo eine signifikant hohere ERK1/2-Phosphorylierung im Vergleich zum
Vehikel. Bei Angll+Aldo zeigt sich eine signifikant geringere ERK1/2-
Phosphorylierung als bei alleiniger Gabe von Angll (* p < 0,05 vs. Vehikel, # p < 0,05
vs. Angll; n=6). Rechts oben ein Beispiel fiir ein Experiment (Spurl u. 2: Vehikel, 3 u.
4: Angll 1 nM, 5 u. 6: Aldo 100 pM, 7 u. 8: Angll 1 nM+Aldo 100 pM (A+A), 9: PMA
1 uM). Rechts unten HSP90 als Ladekontrolle.

Bei Gabe niedriger Konzentrationen von Angll (1 nM) bzw. Aldo (100 pM) zeigte sich hierbei

bei einer Inkubationsdauer von 5 min ein signifikanter Anstieg der Phosphorylierung von

pERK, HEK293-Zellen, AT1R- und MR-Transfektion
Ang 1nM, Aldo 100pM, 30min
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Abb.13 - Bei Transfektion der HEK293-Zellen mit MR und ATI1R zeigte sich bei 30
min Inkubationsdauer mit niedrigen Konzentrationen von Angll (1 nM) und/oder Aldo
(100 pM) bei kombinierter Gabe von Aldo und Angll keine signifikant verschiedene
ERK1/2-Phosphorylierung gegeniiber alleiniger Gabe von Angll (n=4). Rechts oben ein
Beispiel fiir ein Experiment (Spurl u. 2: Vehikel, 3 u. 4: Angll 1 nM, 5 u. 6: Aldo 100
pM, 7 u. 8: Angll 1 nM+Aldo 100 pM (A+A), 9: PMA 1 uM). Rechts unten HSP90 als
Ladekontrolle.
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ERK1/2 durch separate Gabe von Angll bzw. Aldo gegeniiber dem Vehikel. Zudem zeigte sich
eine signifikant geringere ERK-Phosphorylierung durch die Kombination Angll/Aldo als durch
AnglI alleine (siche Abb.12). Insgesamt waren die Banden sehr schwach.

Bei einer Inkubationsdauer von 30 min und Gabe der niedrigen Konzentrationen zeigte sich
keine signifikante Zunahme der ERK1/2-Phosphorylierung im Vergleich zum Vehikel. Es
zeigte sich insbesondere auch kein Trend hin zu einer Potenzierung der ERKI1/2-
phosphorylierende Wirkung von Angiotensin II durch zusitzliche Gabe von Aldosteron.
Insgesamt heben sich die Banden unter diesen Bedingungen kaum vom Hintergrund der
entwickelten Blot-Membranen ab (siehe Abb.13).

Bei der Gabe der hoheren Konzentrationen von Angiotensin II (100 nM) bzw. Aldosteron (10
nM) konnte bei einer Inkubationsdauer von 5 min ein signifikanter Anstieg der
Phosphorylierung von ERK1/2 gegeniiber dem Vehikel durch Gabe von Angiotensin II, durch
die Kombination Angll/Aldo und durch PMA beobachtet werden. Die ERKI1/2-
Phosphorylierung durch die kombinierte Gabe von Angiotensin II und Aldosteron bewegte sich
dabei in etwa auf dem gleichen Niveau wie die durch Angiotensin II alleine (503% vs. 454%,

p=0,658; siche Abb.14).

pERK, HEK293-Zellen, AT1R- und MR-Transfektion
Ang 100nM, Aldo 10nM, 5min
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Abb.14 - Unter Gabe hoherer Konzentrationen von Angll (100 nM) und/oder Aldo (10
nM) zeigte sich bei den AT1R- und MR-transfizierten Zellen bei einer Inkubationsdauer
von 5 min keine signifikante Anderung der ERK 1/2-Phosphorylierung bei kombinierter
Gabe von Angll und Aldo gegeniiber alleiniger Gabe von AngllI (* p < 0,05 vs. Vehikel,
n=4). Rechts oben ein Beispiel fiir ein Experiment (Spurl u. 2: Vehikel, 3 u. 4: Angll
100 nM, 5 u. 6: Aldo 10 nM, 7 u. 8: Angll 100 nM+Aldo 10 nM (A+A), 9: PMA 1 uM).
Rechts unten HSP90 als Ladekontrolle.

Auch fiir die Gabe der hoheren Konzentrationen und eine Inkubationsdauer von 30 min ergab
sich ein signifikanter Anstieg der Phosphorylierung von ERK1/2 gegeniiber dem Vehikel durch
Angiotensin II, durch die Kombination Angll/Aldo und durch PMA.
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Die Kombination von Angiotensin II und Aldosteron zeigte allerdings bei 30 min eine
signifikant geringere ERKI1/2-phosphorylierende Wirkung als die alleinige Gabe von
Angiotensin II (628% vs. 999%, siehe Abb.15).

pERK, HEK293-Zellen, AT1R- und MR-Transfektion
Ang 100nM, Aldo 10nM, 30min
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Abb.15 - Bei hoheren Konzentrationen von Angll (100 nM) und/oder Aldo (10 nM)
ergibt sich bei AT1R- und MR-Transfektion bei einer Inkubationsdauer von 30 min eine
signifikant geringere ERK1/2-Phosphorylierung durch die Kombination Angll/Aldo als
durch die alleinige Gabe von AnglIl (* p < 0,05 vs. Vehikel, # p < 0,05 vs. Angll; n=8).
Rechts oben ein Beispiel fiir ein Experiment (Spurl u. 2: Vehikel, 3 u. 4: Angll 100 nM,
5 u. 6: Aldo 10 nM, 7 u. 8: Angll 100 nM+Aldo 10 nM (A+A), 9: PMA 1 uM). Rechts
unten HSP90 als Ladekontrolle.

4.2.4. ERK1/2-Phosphorylierung bei Abwesenheit des MR und AT1R

Um zu tiberpriifen, ob die Phosphorylierung von ERK1/2 durch Angiotensin II bzw. Aldosteron
tatsdchlich von der Anwesenheit der entsprechenden Rezeptoren, also des AT1R und der MR
abhidngt, wurden Versuche mit scheintransfizierten HEK293-Zellen durchgefiihrt. Bei der
Scheintransfektion wurden alle Arbeitsschritte der Transfektion durchgefiihrt, jedoch ohne die
Zugabe eines Plasmids zum Transfektionsansatz.

Fir die Versuche mit den scheintransfizierten Zellen wurden hohe Konzentrationen von
Angiotensin II (100 nM) und/oder Aldosteron (10 nM) eingesetzt unter der Annahme, dass eine
eventuell mogliche Steigerung der Phosphorylierung von ERK1/2 in Abwesenheit der
eigentlichen Rezeptoren am ehesten noch durch Gabe hoher als durch niedrige Konzentrationen
der Substanzen erzielt werden kann.

Im Western Blot zeigte sich fiir die Gabe dieser hoheren Konzentrationen von Angiotensin II
bzw. Aldosteron sowohl bei einer Inkubationsdauer von 5 min als auch von 30 min keine
signifikante Verdnderung der Phosphorylierung von ERK1/2 durch Angll, Aldo oder ihre
Kombination im Vergleich mit dem Vehikel. Die Phosphorylierung bewegte sich in etwa auf
dem Niveau des Vehikels (sieche Abb.16 u. 17). Somit kann gefolgert werden, dass die ERK1/2-
Phosphorylierung durch die Gabe von Angll, Aldo und deren Kombination an die Anwesenheit

ihrer Rezeptoren gebunden ist.
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pERK, HEK293-Zellen, scheintransfiziert
Ang 100nM. Aldo 10nM, 5min
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Abb.16 — Die ERK1/2-Phosphorylierung bei Scheintransfektion bewegt sich bei 5 min
Inkubation mit Angll 100 nM und/oder Aldo 10 nM auf dem Niveau des Vehikels (n=4).
Rechts oben ein Beispiel fiir ein Experiment (Spurl u. 2: Vehikel, 3 u. 4: Angll 100 nM,
5 u. 6: Aldo 10 nM, 7 u. 8: Angll 100 nM+Aldo 10 nM (A+A), 9: PMA 1 uM). Rechts
unten HSP90 als Ladekontrolle.

PERK, HEK293-Zellen, scheintransfiziert
Ang 100nM. Aldo 10nM, 30min
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Abb.17 — Die ERK1/2-Phosphorylierung bei Scheintransfektion bewegt sich auch bei 30
min Inkubation mit Angll 100 nM und/oder Aldo 10 nM in etwa auf dem Niveau des
Vehikels (n=4). Rechts oben ein Beispiel fiir ein Experiment (Spurl u. 2: Vehikel, 3 u.
4: Angll 100 nM, 5 u. 6: Aldo 10 nM, 7 u. 8: Angll 100 nM+Aldo 10 nM (A+A), 9:
PMA 1 pM). Rechts unten HSP90 als Ladekontrolle. (* p < 0,05 vs. Vehikel)
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4.2.5. ERK1/2-Phosphorylierung bei alleiniger Anwesenheit von AT1R

Es wurden weitere Experimente durchgefiihrt, um den bei der Inkubationsdauer von 30 min mit
Gabe der hoheren Konzentrationen beobachteten hemmenden Effekt der Gabe von Aldosteron
auf die ERK1/2-phosphorylierende Wirkung von Angiotensin II weiter zu untersuchen.
Zunichst stellt sich die Frage, ob die beobachtete Reduzierung der durch Angiotensin II
induzierten Phosphorylierung von ERK1/2 durch die gleichzeitige Gabe von Aldosteron an die

Verfiigbarkeit des MR gebunden ist.

PERK, HEK293-Zellen, AT1R-Transfektion
Ang 100nM. Aldo 10nM, 30min
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Abb.18 — Bei alleiniger AT1R-Transfektion zeigt sich bei 30 min Inkubation mit
hoheren Konzentrationen Angll (100 nM) und/oder Aldo (10 nM) keine signifikant
gednderte ERK1/2-Phosphorylierung durch die Kombination gegeniiber der alleinigen
Gabe von Angll (* p < 0,05 vs. Vehikel; n=4). Rechts oben ein Beispiel fiir ein
Experiment (Spurl u. 2: Vehikel, 3 u. 4: Angll 100 nM, 5 u. 6: Aldo 10 nM, 7 u. 8:
Angll 100 nM+Aldo 10 nM (A+A), 9: PMA 1 puM). Rechts unten HSP90O als
Ladekontrolle.

Hierzu wurden Versuche mit HEK293-Zellen durchgefiihrt, welche nur mit dem ATIR
transfiziert wurden. Hierbei zeigte sich jeweils ein signifikanter Anstieg der Phosphorylierung
von ERKI1/2 gegeniiber dem Vehikel durch Angiotensin II, durch die Kombination von
Angll/Aldo und durch PMA. Im Gegensatz zu den Versuchen bei Anwesenheit beider
Rezeptoren konnte fiir die Kombination Angiotensin II/Aldosteron in Abwesenheit des MR
keine signifikant verdnderte ERK1/2-phosphorylierende Wirkung im Vergleich zur alleinigen
Gabe von Angll (1014% vs. 1006%, p=0,489) festgestellt werden (siche Abb.18). Daraus ist zu
folgern, dass die beobachtete hemmende Wirkung der Gabe von Aldosteron auf die durch Angll

induzierte ERK1/2-Phosphorylierung an die Verfiigbarkeit des MR gebunden ist.

4.2.6. ERK1/2-Phosphorylierung durch PMA bei Anwesenheit von MR und AT1R
Zur Beantwortung der Frage, ob Aldosteron seinen Einfluss iiber den MR eher auf einer der

PKC-Aktivierung vor- oder nachgelagerten Stufen der Angll-induzierten ERKI1/2-
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Phosphorylierung ausiibt, wurden die mit dem MR und dem ATIR transfizierten HEK293-
Zellen mit PMA (100 nM) und der Kombination von PMA (100 nM) und Aldosteron (10 nM)
inkubiert und die dabei jeweils erzielte ERK1/2-Phosphorylierung miteinander verglichen. Es
ergab sich ein signifikanter Anstieg der Phosphorylierung von ERK1/2 gegeniiber dem Vehikel
sowohl durch die separate Gabe von PMA als auch durch die Kombination von PMA und
Aldosteron. Ein hemmender Effekt der zusétzlichen Gabe von Aldosteron auf die durch PMA
induzierte ERK1/2-Phosphorylierung konnte nicht beobachtet werden (PMA 6102%, PMA und
Aldosteron 6953%, p=0,736; siche Abb.19).

pERK, HEK293-Zellen, AT1R- und MR-Transfektion
PMA 100nM, Aldo 10nM, 30min
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Abb.19 - Bei Transfektion mit MR und ATIR zeigt sich bei 30 min Inkubation mit
PMA (100 nM) bzw. Aldo (10 nM) keine signifikant veridnderte ERKI1/2-
Phosphorylierung bei der Kombination PMA/Aldo gegeniiber der alleinigen Gabe von
PMA (* p < 0,05 vs. Vehikel; n=4). Rechts oben ein Beispiel fiir ein Experiment (Spur 1
u. 2: Vehikel, 3 u. 4: PMA 100 nM, 5 u. 6: Aldo 10 nM, 7. u. 8: PMA 100 nM+Aldo 10
nM (P+A)). Rechts unten HSP90 als Ladekontrolle.

Aldosteron {ibt seinen hemmenden Einfluss iiber den MR auf die Angll-induzierte
Phosphorylierung von ERK1/2 somit eher nicht auf einer der PKC-Aktivierung nachgelagerten

Ebene aus.

4.2.7. ERK1/2-Phosphorylierung durch EGF bei Anwesenheit von MR und EGFR

Die Transaktivierung des EGFR stellt, wie in der Einleitung erwéhnt, einen wesentlichen Weg
fiir die Entfaltung der ERK1/2-phosphorylierenden Wirkung von AnglI dar.

An dieser Stelle bietet sich eine andere Moglichkeit, iiber die Aldosteron iiber den MR Einfluss
auf die Angll-induzierte ERK1/2-Phosphorylierung nehmen konnte. Zur Untersuchung eines
moglichen Einflusses auf den EGFR bzw. diesem nachgelagerte Signalstufen wurden die
HEK?293-Zellen mit dem EGFR und dem MR transfiziert. Es erfolgte die Inkubation mit EGF
(10 pg/l) bzw. mit der Kombination von EGF (10 pg/l) und Aldosteron (10 nM). Dabei stellte
sich gegeniiber dem Vehikel ein signifikanter Anstieg der Phosphorylierung von ERK1/2 durch
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EGF, Aldo, die Kombination EGF/Aldo und durch PMA dar. Eine signifikante Anderung des
Effekts auf die ERK1/2-Phosphorylierung gegeniiber der alleinigen Gabe von EGF konnte bei
der kombinierten Gabe von Aldosteron und EGF nicht beobachtet werden, es zeigte sich
lediglich eine Tendenz zu einer geringeren ERKI1/2-Phosphorylierung (824% vs. 668%,
p=0,186; siche Abb.20).

Ein hemmender Einfluss von Aldosteron iiber den MR auf eine ERK1/2-phosphorylierende
Wirkung Iésst sich somit nur fiir die Gabe von Angiotensin II, jedoch nicht fiir die Gabe von

PMA oder EGF darstellen.

pERK, HEK293-Zellen, EGFR- und MR-Transfektion
EGF 10 ug/l, Aldo 10 nM, 30min
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Abb.20 - Bei den MR- und EGFR-transfizierten Zellen ist unter Gabe von EGF (10
ug/l) bzw. Aldo (10 nM) bei der Kombination EGF/Aldo keine signifikante Anderung
der ERK1/2-Phosphorylierung ggii. der alleinigen Gabe von EGF zu beobachten (* p <
0,05 vs. Vehikel; n=16). Rechts oben ein Beispiel fiir ein Experiment (Spur 1 u. 5:
Vehikel, 2 u. 6: EGF 10 pg/l, 3. u. 7: EGF 10 pg/l+Aldo 10 nM (E+A), 4 u. 8: Aldo 10
nM, 9: PMA 1 uM). Rechts unten HSP90 als Ladekontrolle.

4.3. Betrachtung der zelluldren Calcium-Homoostase

Um zu untersuchen, inwieweit Aldo iiber den MR vermittelt einen Einfluss auf das Calcium-
Signal von Angll ausiibt, wurden Versuche zur Messung der Verdnderung der intrazelluldren
Calciumkonzentration durch Angll mit und ohne Vorinkubation mit Aldo durchgefiihrt. In den
oben beschriebenen Versuchen zur Phosphorylierung von ERK1/2 zeigte sich, dass die
diesbeziiglichen Wechselwirkungen bei der Gabe von Angll und Aldo an die Anwesenheit von
MR und ATIR gebunden sind. Bei den Versuchen zur Calcium-Messung wurden daher
durchgehend mit MR und ATIR transfizierte HEK293-Zellen verwendet. Die Zellen wurden in
den Versuchen mit den im Methodenteil in Abb.5 dargestellten zwei Inkubationsschemata

behandelt. Dabei lag die Konzentration fiir AnglI bei 100 nM und fiir Aldosteron bei 10 nM.
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4.3.1. Verteilung der Reaktionstypen

Im Methodenteil dieser Arbeit im Abschnitt 3.8.2 wurde bereits beschrieben, dass die Calcium-
Antwort der mit dem ATIR ausgestatteten HEK293-Zellen auf die Gabe von Angll in
Abhingigkeit von den jeweils dominierenden zelluliren Reaktionsmechanismen als ,,Peak®,
,Peak mit nachfolgendem Plateau* oder als ,,Plateau* charakterisiert werden kann.

Hinsichtlich der Verteilung der untersuchten Zellen auf diese Reaktionsmuster lieBen sich im
Vergleich zwischen dem Inkubationsschema Veh/Angll und dem Inkubationsschema
Aldo/Angll in den durchgefiihrten Versuchen keine wesentlichen Unterschiede feststellen (siehe

hierzu Abb.21).

Verteilung des zellularen Calciumreaktionsmuster auf Gabe von Angll
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Veh/Angll 10,4% (5) 35,4% (17) 54,2% (26) n=48
Aldo/Angll 9,8% (5) 41,2% (21) 49,0% (25) n=51

Abb.21 - In der Verteilung der Reaktionsmuster auf Gabe von Angll zeigte sich beim
Inkubationsschema Aldo(10 nM)/AnglI(100 nM) kein signifikanter Unterschied
gegeniiber dem Schema Veh/AnglI(100 nM) (in Klammern: jeweilige Zellzahl).

4.3.2. Betrachtung des Reaktionstypus ,,Peak

Bei der zusammenfassenden Betrachtung aller derjenigen Zellen, welche als Reaktion auf die
Gabe von Angll einen ,,Peak” oder einen ,,Peak mit nachfolgendem Plateau* gezeigt haben,
zeigte sich weder in Bezug auf die absolute noch auf die relative Anderung der gemessenen
Ratio ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Inkubationsschemata Veh/Angll und
Aldo/Angll (p=0,33 bzw. p=0,44, siche Abb.22 u. 23).

Ein signifikanter Unterschied zeigte sich jedoch im Ausgangsniveau des intrazelluldren
Calciums, welches fiir das Schema Aldo/Angll hoher war als fiir das Schema Veh/AnglI (siehe
Abb.24).
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Absolute Anderung der Ratio bei Peaks
unter Gabe von Angll
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Abb.22 - In Bezug auf die absolute Anderung der Ratio bei Peaks unter Gabe von
Angll zeigt sich zwischen Veh/Angll(100 nM) und Aldo(10 nM)/AnglI(100 nM)
kein signifikanter Unterschied (n=22-26).

Relative Anderung der Ratio bei Peaks unter Gabe von Angll
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rel. ratiopeak 1,7278 1,7073
S.E.M. 0,0820 0,0959

Abb.23 - Auch die relative Anderung der Ratio zeigt zwischen den beiden
Inkubationsschemata keinen signifikanten Unterschied (n=22-26).

Die Zeit bis zum erreichen des Peaks (At,e.) zeigte sich bei den Zellen, welche vor der Angll-
Gabe mit Aldosteron inkubiert wurden gegeniiber den Zellen mit vorheriger Inkubation mit dem
Vehikel signifikant verkiirzt. Zur weiteren Untersuchung dieser Differenz wurde als Mal} zur
niherungsweisen Beschreibung des Anstiegs der Peaks jeweils die Breite des Peaks auf der
halben Hohe (HHB, siehe Abb.7) bestimmt und fiir die beiden Inkubationsschemata verglichen.
Hierbei liel} sich weder in der ansteigenden Phase (p=0,10) bzw. abfallenden Phase (p=0,18) des
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Peaks, noch in der Gesamtbreite in der halben Hohe (p=0,12) ein signifikanter Unterschied

zwischen den beiden Inkubationsschemata feststellen (siehe Abb.25).

Ratiog,,, vor Angiotensin Il-Gabe
20
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= 14
2
© 12
<
=
W10
e
= 08
2
Q 0,6
04
0.2 4
0,0 - ‘
Veh/Angll Aldo/Angl!
ratiog,q, 1,3987 1,6419
SEM. 0,0520 0,0597

Abb.24 - Das Ausgangsniveau der Ratio liegt bei dem Schema Aldo/Angll signifikant
iber dem bei Veh/AnglII (* p < 0,05 vs. Veh/Angll, n=22-26).

Zeit bis zum Peak und
Halbe-Hbhe-Breite der Peaks unter Angll-Gabe
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Dipeak HHB
Veh/Angll 0,7427 0,8497
SEM. 0,0701 0,1045
Aldo/Angll 0,5643 06918
SEM. 0,0416 0,0703

Abb.25 - Die Zeit bis zum Peak bei Gabe von Angll (100 nM) ist beim Schema
Aldo/Angll gegeniiber Veh/Angll signifikant verkiirzt. Die Betrachtung der HHB zeigt
nur einen Trend zur Verschmilerung bei Aldo/Angll (* p < 0,05 vs. Veh/Angll, n=22-
26).
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4.3.3. Betrachtung des Reaktionstypus ,,Plateau‘

Fiir die Zeit bis zum Beginn der Plateaus (Atp,cq) zeigte sich ein Trend zu einer Verkiirzung
unter dem Schema mit Aldo/Angll (1,388 vs. 1,138 Minuten), allerdings war diesbeziiglich
keine signifikante Anderung zu verzeichnen (p=0,12, siche Abb.26).

Zeit bis zum Plateau unter Gabe von Angll
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0,4 1

0,2 q
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Veh/Angll Aldo/Angll

Blglateau 1,3880 1,1380
SEM. 0,1270 0,1030

Abb.26 - Die Zeit bis zum Plateau bei Gabe von Angll (100 nM) zeigt im
Vergleich der beiden Schemata eine Tendenz zur Verkiirzung bei Aldo/Angll,
jedoch keinen signifkanten Unterschied (n=43-46).

Bei den untersuchten Zellen, die mit oder ohne vorangehenden Peak eine Reaktion auf das
Angll in Form eines Plateaus zeigten, ergaben sich keine signifikanten Anderungen im
Vergleich zwischen dem Schema Veh/Angll und dem Schema Aldo/Angll sowohl im Hinblick

auf die absolute (p=0,22), als auch die relative (p=0,28) Anderung der Ratio (siche Abb.27 u.
28).

Absolute Anderung der Ratio bei Plateaus
unter Gabe von Angll
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Veh/Angll Aldo/Angll

Aratiopjteay 0,1325 0,1644
SEM. 0,0158 0,0378

Abb.27 - Fiir die absolute Anderung der Ratio fiir Plateaus bei Gabe von Angll
(100 nM) lédsst sich zwischen den beiden Inkubationsschemata kein signifikanter
Unterschied feststellen (n=43-46).
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Relative Anderung der Ratio bei Plateaus

unter Gabe Angll
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Abb.28 - Auch fiir die relative Anderung der Ratio ldsst sich kein signifikanter
Unterschied feststellen (n=43-46).

Somit konnte ein signifikanter Einfluss von Aldo/MR nur im Hinblick auf das Ausgangsniveau
des intrazelluldiren Calciums vor Gabe von Angll sowie auf die Zeit bis zum Erreichen des

Angll/AT1R-induzierten Calcium-Peaks beobachtet werden.
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4.4. Betrachtung der genomischen AKktivitit am GRE

In den Versuchen zur Phosphorylierung von ERK1/2 und der Verédnderung des intrazelluldren
Calcium-Niveaus wurde eine mogliche Beeinflussung der Wirkung des aktivierten AT1R durch
den aktivierten MR untersucht. Im Folgenden wurde eine mogliche Einflussnahme durch
Angll/AT1R auf die genomische Wirkung von Aldo/MR am GRE betrachtet. Hierfiir wurde der
SEAP-GRE-Reporter-Assay verwendet.

4.4.1. SEAP-GRE-AKktivitiit bei Abwesenheit von MR und AT1R

Zunichst wurde der Effekt der Gabe von hoheren Konzentrationen von Angll (100 nM) allein
bzw. der Kombination der htheren Konzentrationen von Angll (100 nM) und Aldo (10 nM) bei
Abwesenheit der beiden zugehorigen Rezeptoren an scheintransfizierten HEK293-Zellen
untersucht. Hierbei zeigte sich keine nennenswerte Anderung der Aktivitit am GRE nach 24 h
durch die Gabe der Kombination von Aldo mit Angll oder durch die Gabe von Angll alleine
gegeniiber der Kontrolle (p=0,78 bzw. 0,89; siche Abb.29).

SEAP-GRE, HEK293-Zellen, Scheintransfektion
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Abb.29 - Bei fehlendem MR und ATIR zeigen weder die alleinige Gabe von
Angll (100 nM), noch die Kombination mit Aldo (10 nM) einen signifikanten
Effekt auf die Aktivitdit am GRE-Promotor nach 24 h im Vergleich zur Kontrolle
(n=4-6).

4.4.2. SEAP-GRE-AKktivitiit bei alleiniger Anwesenheit des MR
Nach Transfektion der HEK293-Zellen mit dem EGFP-C1-hMR konnte bei der Gabe von 10
nM Aldosteron eine signifikante Erhohung der Aktivitit am GRE-Promotor gegeniiber der
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Kontrolle beobachtet werden. Bei einer alleinigen Gabe von Angll (100 nM) ist bei alleiniger
Anwesenheit des MR kein Einfluss auf die GRE-Aktivitit zu verzeichnen (p=0,78).

Bei einer kombinierten Gabe von Aldo (10 nM) und Angll (100 nM) zeigt sich unter diesen
Bedingungen keine signifikante Anderung der Aktivitit am GRE im Vergleich zur alleinigen

Gabe von Aldosteron (275% vs. 311 %, p=0,39, sieche Abb.30).

SEAP-GRE, HEK293-Zellen, MR-Transfektion
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Abb.30 - In Anwesenheit des MR zeigt sich bei Gabe von Aldo ein signifikanter
Anstieg der Aktivitit am GRE-Promotor nach 24 h. Zwischen der alleinigen Gabe von
Aldo (10 nM) und der Kombination mit AngIl (100 nM) l&sst sich kein signifikanter
Unterschied feststellen. Ein Effekt der alleinigen Gabe von Angll (100 nM) im
Vergleich zum Vehikel ist nicht zu beobachten (* p < 0,05 vs. Vehikel; n=3-5).

4.4.3. SEAP-GRE-AKktivitiit bei alleiniger Anwesenheit des AT1R

Bei alleiniger Transfektion der HEK293-Zellen mit dem ATIR zeigt sich im Gegensatz zu den
Experimenten in Anwesenheit des MR im Vergleich mit der Kontrolle keine stimulierende
Wirkung von Aldo (10 nM) auf die Aktivitit am GRE mehr. Dagegen zeigt sich bei Gabe von
Angll (100 nM) und bei der kombinierten Gabe von Angll und Aldo eine signifikant geringere
Aktivitdit am GRE im Vergleich zur Kontrolle (siehe Abb.31). Dabei konnte zwischen dem
Effekt der alleinigen Gabe von Angll und der kombinierten Gabe von Aldo (10 nM) mit Angll
kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (p=0,20).

Als Zwischenfazit ldsst sich feststellen, dass eine Wirkung von Aldo auf das GRE an die
Anwesenheit des MR, und damit wohl an dessen Aktivierung gebunden ist. Fiir eine Wirkung
der Gabe von Angll auf die Aktivitdit am GRE ist entsprechend die Anwesenheit des ATIR

erforderlich.
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SEAP-GRE, HEK293-Zellen, AT1R-Transfektion
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Abb.31 - Bei alleiniger Transfektion mit dem ATIR zeigt die Gabe von 10 nM Aldo
keinen Effekt auf die Aktivitdit am GRE-Promotor nach 24 h. Angll (100 nM)
reduziert die Aktivitit am GRE im Vergleich zum Vehikel signifikant. Bei
Kombination von Angll und Aldo liegt die Aktivitit gegeniiber der Kontrolle
nochmals niedriger, jedoch nicht signifikant unter dem Effekt von Angll alleine (* p
< 0,05 vs. Vehikel; n=5-14).

4.4.4. SEAP-GRE-AKktivitiit bei Anwesenheit des MR und AT1R

Da der Effekt von Aldo und Angll auf die GRE-Aktivitit jeweils an die Anwesenheit des
entsprechenden Rezeptors gebunden ist, kann auch bei den Versuchen zur SEAP-GRE-Aktivitit
davon ausgegangen werden, dass unter kombinierter Gabe von Aldo und Angll zu
beobachtende Abweichungen im Vergleich zur jeweils alleinigen Gabe der Substanzen auf eine
Interaktion der beiden aktivierten Rezeptoren bzw. deren Signalwege zuriickzufiihren sind.

Bei der Auswertung der mit verschiedenen Konzentrationen von Aldo bzw. Angll in
Anwesenheit der beiden Rezeptoren durchgefiihrten Versuche wurden jeweils die Wirkung der
alleinigen Gabe von Aldo bzw. Angll und die der kombinierten Gabe von Aldo und Angll
betrachtet. Die Wirkung der kombinierten Gabe von Aldo und Angll auf die Aktivitit am GRE
kann dabei auf zweierlei Weise beurteilt werden: Zum einen absolut im Vergleich zum Vehikel,
zum anderen lédsst sich aber auch ein relativer Effekt von Aldo auf die Aktivitit am GRE unter
Beriicksichtigung eines Eigeneffektes von Angll berechnen:

Aldo-effect(Angll) = Effekt(Aldo+Angll) / Effekt(Angll).

Bei hoheren Konzentrationen von Aldo (10 nM) und Angll (100 nM) zeigt sich sowohl bei

alleiniger Gabe von Aldo, als auch bei der kombinierten Gabe von Aldo und Angll eine
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signifikant gesteigerte Aktivitit am GRE-Promotor gegeniiber der Kontrolle. Die alleinige Gabe
von Angll fiihrt zu einer signifikant geringeren Aktivitit am GRE im Vergleich zur basalen
Aktivitdt unter Gabe des Vehikels. Der absolute Effekt der kombinierten Gabe von Aldo und
Angll ist signifikant geringer als der einer alleinigen Gabe von Aldo. Der relative Aldo-Effekt
unter Beriicksichtigung des Angll-Effektes bei kombinierter Gabe von Aldo und Angll liegt
jedoch auf dem Niveau der alleinigen Gabe von Aldo (p=0,53; siche Abb.32).

SEAP-GRE, HEK293-Zellen, AT1R- und MR-Transfektion
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Abb.32 - Bei kombinierter Gabe von 10 nM Aldo und 100 nM Angll zeigt sich
absolut eine geringere Aktivitit am GRE-Promotor nach 24 h im Vergleich zur
alleinigen Aldo-Gabe. Der relative Aldo-Effekt bei Kombination von Aldo und
Angll entspricht in etwa dem Effekt bei alleiniger Gabe von Aldo (* p < 0,05 vs.
Vehikel, # p < 0,05 vs. 10 nM Aldo; n=8-10).

Wird die verwendete Angll-Konzentration auf 1 nM reduziert und die von 10 nM Aldo
beibehalten, zeigt sich bei der kombinierten Gabe von Aldo und Angll eine signifikant
gesteigerte Aktivitit am GRE-Promotor gegeniiber dem Vehikel. Wie schon bei der
Kombination von 10 nM Aldo mit 100 nM Angll beobachtet, zeigt auch hier die kombinierte
Gabe einen signifikant geringeren Effekt als die alleinige Gabe von Aldo. Bei der reduzierten
Konzentration von Angll (1 nM) ist allerdings der relative Aldo-Effekt auf die Aktivitit am
GRE gegeniiber dem Effekt der alleinigen Gabe von Aldo signifikant erhoht (siehe Abb.33).
Die basale Aktivitit am GRE wird bei 1nM Angll, wie schon fiir eine hohere Angll-
Konzentration (100 nM) beobachtet, signifikant gesenkt.

Belidsst man die Konzentration von Angll bei 1 nM und reduziert die Konzentration von Aldo
auf 1 nM, so zeigt sich bei alleiniger Gabe von Aldo und bei der kombinierten Gabe von Aldo
und Angll die bereits unter den anderen Konzentrationsverhéltnissen beobachtete signifikant

gesteigerte Aktivitit am GRE-Promotor gegeniiber der Kontrolle. Der absolute Effekt von Aldo
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(1 nM) in Kombination mit Angll (1 nM) unterscheidet sich dagegen nicht von dem bei der

alleinigen Gabe von Aldo (p=0,81). Der relative Effekt von Aldo bei der kombinierten Gabe ist

im Vergleich zum Effekt der alleinigen Gabe von Aldo weiterhin signifikant erhoht (Abb.34).

SEAP-GRE, HEK293-Zellen, AT1R- und MR-Transfektion
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Abb.33 - Unter Gabe von 10 nM Aldo und 1 nM Angll zeigt sich bei kombinierter
Gabe eine absolut betrachtet signifikant geringere Aktivitdt am GRE-Promotor nach 24
h im Vergleich zu 10 nM Aldo allein. Die relative Wirkung von Aldo auf die Aktivitit
am GRE bei Kombination mit AngllI ist signifikant erhoht (* p < 0,05 vs. Vehikel, # p

Wird die Konzentration von Aldo weiter reduziert auf 0,1 nM unter Beibehaltung der

Konzentration des Angll von 1nM, liegt bei der kombinierten Gabe von Aldo und Angll die

Aktivitdt am GRE nicht signifikant {iber dem Niveau der Kontrolle, jedoch signifikant unter der

bei alleiniger Gabe von Aldo (0,1 nM). Fiir die alleinige Gabe von Aldo (0,1 nM) ist eine

signifikant gesteigerte Aktivitdit am GRE-Promotor gegeniiber der Kontrolle zu verzeichnen.

Zwischen dem relativen Aldo-Effekt bei kombinierter Gabe und dem Effekt der alleinigen Gabe

von Aldo am GRE war kein signifikanter Unterschied festzustellen (p=0,32; s. Abb.35).

50



SEAP-GRE, HEK293-Zellen, AT1R- und MR-Transfektion
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Abb.34 - Bei einer Aldo-Konzentration von 1 nM ergibt sich in der Kombination mit
1 nM Angll eine unveridnderte absolute SEAP-GRE-Aktivitit nach 24 h im
Vergleich zur alleinigen Aldo-Gabe. Der relative Aldo-Effekt ist signifikant erhoht.
(* p<0,05 vs. Vehikel, #p <0,05 vs. 1 nM Aldo; n=9-11).

SEAP-GRE, HEK293-Zellen, AT1R- und MR-Transfektion
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Abb.35 - Bei Gabe von 0,1 nM Aldo zeigt sich bei der Kombination mit 1 nM Angll
eine signifikant geringere Aktivitit am GRE nach 24 h als durch Aldo alleine. Der
relative Aldo-Effekt unterscheidet sich nicht vom absoluten Effekt der alleinigen
Aldo-Gabe (* p < 0,05 vs. Vehikel, # p < 0,05 vs. 0,1 nM Aldo; n=6-7).
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5. Diskussion
5.1. Ebenen einer moglichen Wechselwirkung in der Signaltransduktion von ATIR und
MR

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Versuche zur Phosphorylierung von
ERK1/2, zur zelluldren Calcium-Homdoostase und zur Aktivierung am GRE dienten der
Untersuchung einer funktionellen Interaktion der Signaltransduktion von humanem AT1R und
humanem MR sowie der Erlangung von Hinweisen auf zugrunde liegende Mechanismen.

Funktionell betrachtet konnen die Rezeptoren aufeinander positiv (verstirkend), negativ
(hemmend) oder keinen Einfluss bzgl. verschiedener zelluldrer Signalmechanismen nehmen.
Diese Effekte konnen zeit- und/oder konzentrationsabhidngig sein. Liegt eine funktionelle
Interaktion vor, so konnen die zugrunde liegenden Mechanismen auf unterschiedlichen Ebenen

angesiedelt sein (s. Abb.36) [210].

Abb.36 - Ebenen einer moglichen modifizierenden Interaktion von Rezeptoren
(modifiziert nach [210]): 1. direkte Interaktion (z.B. Dimerisierung, evtl. unter
Beteiligung von Adapterproteinen), 2. Aktivierung von Proteinen (z.B. Kinasen,
Gerlistmolekiilen), die den anderen Rezeptor direkt modifizieren und desensibilieren,
aktivieren oder Internalisierung fordern; 3. Induktion oder Hemmung von
Signalmolekiilen, die dem anderen Rezeptor nachgelagert sind; 4. Induktion des anderen
Rezeptors; 5. Freisetzung parakriner Liganden des anderen Rezeptors

5.2. Wechselwirkung von AT1R und MR im Hinblick auf die ERK1/2-Phosphorylierung

Die durchgefiihrten Versuche zeigen, dass die Angll-induzierte ERK1/2-Phosphorylierung in
dem Zellmodell an die Anwesenheit des AT1R gebunden ist.

In der Literatur ist eine potenzierende Wirkung von Aldo auf eine Angll-induzierte ERK1/2-
Phosphorylierung beschrieben worden [129-131]. Ein solcher Effekt von Aldo konnte in dieser
Arbeit in den HEK293-Zellen bei den betrachteten Konzentrationen und Inkubationszeiten nicht
verzeichnet werden. Ein signifikanter Einfluss von Aldo auf die Angll-induzierte ERK1/2-
Phosphorylierung wurde hier dagegen in Form einer Hemmung gesehen. Dieser hemmende

Effekt war fiir niedrige Konzentrationen (AnglIl 1 nM, Aldo 100 pM) bei einer Inkubationsdauer

52



von 5 min, bei hoheren Konzentrationen (Angll 100 nM, Aldo 10 nM) bei einer
Inkubationsdauer von 30 min zu verzeichnen.

Eine mogliche Ursache fiir diesen Widerspruch zur Literatur kdnnte im verwendeten Zellmodell
liegen. In der hier vorliegenden Arbeit wurde die Interaktion von MR und ATIR in einem klar
definierten System untersucht. Daneben sind auch Unterschiede aufgrund der verwendeten
Konzentrationen und der betrachteten Zeitpunkte denkbar.

Wie in der Einleitung aufgezeigt unterscheiden sich die Angll-induzierten Signalwege selbst
innerhalb von Zelltypen in Art und Ausprigung, woraus sich Konsequenzen im Zusammenspiel
von Angll/AT1R und Aldo/MR ergeben konnen. In den Studien, welche eine potenzierende
Wirkung von Aldo und Angll beziiglich ERK1/2 beschreiben, wurden VSMC aus der Aorta
bzw. aus mesenterialen Arterien verwendet [129-131]. Montezano et al. fiihrten
Untersuchungen bei 5 min und 30 min mit niedrigen Konzentrationen von Angll (0,1 nM) und
Aldo (0,1 nM) durch, wobei fiir die Kombination von Angll und Aldo eine Zunahme der
Phosphorylierung von ERK1/2, und auch von c-Src, zu beiden Zeitpunkten beschrieben wurde
[130]. Bei Min et al. wurde der Verlauf der ERK1/2-Phosphorylierung unter gemeinsamer Gabe
von Aldo und Angll iiber einen ldngeren Zeitraum verfolgt und ein erster Peak bei 10-15 min,
ein zweiter bei 2-4 h gesehen, was in etwa dem dort beobachteten zeitlichen Verlauf bei
alleiniger Gabe einer hoheren Angll-Konzentration (100 nM) entspricht. Bei der dort
beobachteten Potenzierung des Angll-Effektes wurden im Vergleich zu Montezano et al.
nochmals niedrigere Konzentrationen von AnglI (0,1 nM) und Aldo (1 pM) angewendet, welche
bei der alleinigen Gabe keine Wirkung auf die Phosphorylierung von ERK1/2 zeigten [129].

Die hier mit HEK293-Zellen bei geringen Konzentrationen (Angll 1 nM, Aldo 0,1 nM)
durchgefiihrten Versuche zeigten dagegen bei insgesamt schwachem Signal bei 30 min keinen
signifikanten Effekt von Aldo auf die Angll-induzierte ERK1/2-Phosphorylierung und bei 5
min keine Potenzierung, sondern eine Hemmung.

In einer anderen Studie wurde ein potenzierender Effekt hinsichtlich der ERKI1/2-
Phosphorylierung bei den hoheren Konzentrationen von Aldo (10 und 100nM) und AnglI (10
und 100nM) bei 2 min beschrieben, eine Aussage zu spéteren Zeitpunkten erfolgte nicht [131].
In den HEK293-Zellen lieB} sich bei solchen Konzentrationen von Angll und Aldo bei einer
etwas liangeren Inkubation (5 min) kein signifikanter Einfluss von Aldo beobachten, so dass hier
der Unterschied im Zelltyp entscheidend sein konnte. In keiner der vorliegenden Studien wurde
der Effekt der Kombination von hoheren Konzentrationen von Aldo und Angll in einer
verzogerten Phase der ERK1/2-Aktivierung (nach 30 min) untersucht.

Die Frage der Dosierungen spielt auch im Zusammenhang mit an Organen beobachteten
Effekten von Aldo auf Angll-Wirkungen eine Rolle. In atrialen Trabeculae wurde eine mit
steigender Konzentration von Aldo zunehmende negative Wirkung auf die basale und Angll-

vorstimulierte Kontraktilitit beschrieben. Der negative Effekt war durch Hemmung der PKC in
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einen positiven umwandelbar [189]. An koronaren Mikroarterien sorgte eine 30-miniitige
Vorinkubation mit 10 nM Aldo fiir eine signifikante Verstirkung der Angll-induzierten
Kontraktion, bei 0,1 uM Aldo zeigte sich dagegen ein Trend zu einer Hemmung [95]. Im
Ubrigen ist auch eine Dosisabhingigkeit des Einflusses von Aldo auf eine EGF-induzierte
ERK1/2-Phosphorylierung mit teils glockenférmigem Verlauf beschrieben worden [133, 134].
Es ist denkbar, dass ein potenzierender Effekt von Aldo auf die ERK1/2-Phosphoylierung bei
anderen Konzentrationsverhiltnissen und/oder Zeitpunkten auch in HEK293-Zellen zu
beobachten ist. Bei niedrigen Konzentrationen von Angll und Aldo zeigten die HEK293-Zellen
jedoch nur eine schwach iiber dem Hintergrund liegende ERK1/2-Phosphorylierung, was eine
Aussage bei weiter reduzierten Konzentrationen sehr erschwert.

Die Ergebnisse zur ERK1/2-Phosphorylierung fiihren zu der Frage, warum es im HEK?293-
Zellmodell bei den hoheren Konzentrationen bei 30 min Inkubationszeit bzw. bei niedrigen
Konzentrationen bei 5 min Inkubationszeit zu einer hemmenden Wirkung von Aldo auf den
Effekt von Angll kommt. Fine Aktivierung von Signalproteinen darf nicht allzu lange anhalten
und sollte einer kontrollierenden Riickkopplung unterliegen. Ansonsten wire die Zelle iiber
diese Wege lidngere Zeit nicht differenziert ansprechbar. Die Beobachtung einer im
Gesamteffekt geringeren Wirkung der Kombination von Angll und Aldo zu einem Zeitpunkt,
wo Angll alleine noch eine stirkere Wirkung hat, konnte als Ergebnis einer iiberméfigen
Gegenregulation betrachtet werden. HEK293-Zellen sind fiir den ATIR und den MR
natiirlicherweise naiv. Es ist denkbar, dass die stochiometrischen Verhiltnisse der
Signalproteinausstattung in den HEK293-Zellen fiir ein Uberwiegen bzw. Uberschiessen
ERK1/2-gegenregulierender Signalproteine und —wege sorgen. Die Beobachtungen in dem hier
verwendeten Modell mit HEK293-Zellen sind damit nicht weniger fiir die Pathophysiologie
relevant. Fiir das Verstindnis des Zusammenwirkens von AngIl/ATIR und Aldo/MR in der
Pathophysiologie = konnte gerade die Identifikation solcher verstirkenden oder
gegenregulierenden Signalproteine von besonderem Interesse sein.

Die Vielzahl und Zelltypabhingigkeit der an der ERKI1/2-Phosphorylierung beteiligten
Signalproteine erschwert die Aufdeckung des molekularen Mechanismus des Hemmeffektes
von Aldo. Die iiberwiegende Anzahl der Studien zur Angll-induzierten ERKI1/2-
Phosphorylierung macht Aussagen zu den Signalprozessen zu einem frithen Zeitpunkt, meist 5-
10 min. Bei 30 min konnen durchaus wieder andere Mechanismen eine Rolle spielen.
Beobachtungen, wie die eines zweigipfeligen ROS-Verlaufs in VSMC nach Gabe von Angll
mit einem zweiten Peak bei 30 min [103] oder die Verschiebung der Anteile von Gq- und f-
Arrestin-vermittelter ERK1/2-Phosphorylierng [153] unterstiitzen die Annahme, dass es im
Zeitablauf zu einer Verschiebung in der Gewichtung unterschiedlicher intrazelluldrer

Signalwege zur ERK1/2-Phosphorylierung kommt.
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Basierend auf den wesentlichen Signalstrecken der Angll-induzierten ERK1/2-
Phosphorylierung ergeben sich eine Reihe von Ansatzpunkten fiir eine Hemmwirkung von

Aldo/MR (s. Abb.37).
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Abb.37 - Auswahl moglicher Ansatzpunkte tiir die Hemmwirkung von Aldo/MR auf
die Angll-induzierte ERK1/2-Phosphorylierung

In verschiedenen Studien ergaben sich Hinweise auf ein Nebeneinander verschiedener Angll-
induzierter Signalwege zur ERK1/2-Phosphorylierung innerhalb eines Zelltyps [15, 17, 149,
153]. In diesem Fall miisste Aldo die beobachtete hemmende Wirkung entweder auf einer
spiaten Stufe der Signalgebung, auf welche die parallelen Wege konvergieren entfalten oder
mehrere Signalwege parallel auf hoher gelagerten Signalproteinstufen hemmen. Die MEK und
ERK1/2 selbst kommen zumindest beim beobachteten Effekt nach 30 min und hoheren
Konzentrationen eher nicht als Ziel hemmender Mechanismen in Betracht, da sie unterhalb der
Ebene der Raf-Aktivierung durch PMA liegen und man somit einen Einfluss von Aldo auf die
ERK1/2-phosphorylierende Wirkung von PMA erwarten miisste. Unter den hier verwendeten
Konzentrationen fand sich bei 30 min Inkubation diesbeziiglich jedoch kein Hinweis.

Ein moglicher Konvergenzpunkt ist die Beteiligung des EGFR. Es gibt zahlreiche Berichte iiber
die Beteiligung des EGFR an der Angll-induzierten ERK1/2-Phosphorylierung in
verschiedenen Zelltypen [15, 17, 149, 151, 152, 157, 159, 160, 162]. Eine Beteiligung von Src
an der Angll-induzierten EGFR-Transaktivierung wurde beschrieben [15, 151, 157, 159, 160].
Auch eine Modifikation der Aktivitit von Src konnte somit an der Hemmwirkung von Aldo/MR
beteiligt sein. Die Aussagen zu einer Beteiligung der EGFR-Tyrosinkinase und Src an der
Angll-induzierten Phosphorylierung von ERK1/2 in HEK293-Zellen sind widerspriichlich [151,
160], wobei die Untersuchungen hierzu zu einem frithen Zeitpunkt (5 min) mit 100 nM Angll
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erfolgten und keine Aussage iiber eine Beteiligung des EGFR bei 30 min machen. Eine
Beteiligung des EGFR im Sinne einer Transaktivierung kann neben der Autophosphorylierung,
also abhingig von der EGFR-Tyrosinkinase, auch durch eine Trans-Phosphorylierung durch Src
am Tyrosinrest Tyr845 erfolgen, welche durch Gabe eines EGFR-Tyrosinkinaseinhibitors
unbeeinflusst bleibt und eine Rolle bei der Phosphorylierung von ERK1/2 spielt [122, 211].
Sowohl Aldo, AnglI als auch EGF induzieren iiber Src eine EGFR-Phosphorylierung an Tyr845
[15, 17, 110, 211], die anhaltend gerade fiir eine spétere Phase der ERK1/2-Phosphorylierung
wesentlich sein kann [15]. Eine Beeintrichtigung der Funktion von Src durch Aldo/MR konnte
zu einer Minderung der Tyr845-EGFR-Phosphorylierung fithren und damit insbesondere zur bei
30 min und hoheren Konzentrationen beobachteten Hemmung der ERK1/2-Phosphorylierung
beitragen. Zum anderen kann Aldo/MR durch die Aktivierung von PKC-Isoformen Einfluss auf
den EGFR nehmen. Eine Ko-Aktivierung der PKC-a durch direkte Bindung von Aldo im
Zusammenspiel mit Calcium wurde beschrieben [108]. In verschiedenen Zelltypen wurde unter
Einsatz unterschiedlicher PKC-Inhibitoren die Verstirkung einer GPCR-induzierten EGFR-
Phosphorylierung gesehen, unter anderem auch fiir Angll/ATI1R. Dies kann als physiologische
negative Riickkopplung des GPCR-aktivierten PKC-Weges, insbesondere iiber die PKC-a, auf
einen gleichzeitig GPCR-aktivierten EGFR interpretiert werden [137]. In CHO-Zellen wurde
zudem eine Hemmung der EGF-induzierten ERK1/2-Phosphorylierung bei 5 min durch PMA-
induzierte PKC-Aktivierung verzeichnet [134]. In HEK293-Zellen konnte bei Untersuchungen
zur EGF-induzierten ERK1/2-Phosphorylierung unter Gabe eines PKC-Inhibitors eine
anhaltende EGFR-Phosphorylierung im Vergleich zu einer ansonsten beobachteten Abnahme
nach 15 min gesehen werden, hier wurde eine Rolle von Tyrosin-Phosphatasen diskutiert [212].
Das Uberschiessen einer natiirlichen PKC-vermittelten Feedback-Hemmung der EGFR-
Aktivitédt durch zusétzliche Aktivierung der PKC durch Aldo konnte die aktivierende Wirkung
von Angll am EGFR bremsen und so die ERKI1/2-Phosphorylierung wie beobachtet
beeintrichtigen. Aldo kann die PKC-a mechanistisch anders aktivieren als Angll und EGF. Man
konnte spekulieren, dass dies zur Verstiarkung einer hemmenden Wirkung auf den EGFR, aber
keiner weiteren Steigerung der aktivierenden Wirkung auf Raf fiihrt und somit in Summe die
ERK1/2-phosphorylierende Wirkung von Angll beeintrichtigt. Allerdings ergab sich bei den
hier durchgefiihrten Experimenten zur Untersuchung der EGF-induzierten ERK1/2-
Phosphorylierung bei 30 min bei der verwendeten Konzentration von Aldo und EGF kein
signifikanter Einfluss von Aldo/MR. Lediglich ein leichter Trend zu einer geringeren ERK1/2-
Phosphorylierung war zu verzeichnen. Somit scheint eine Beeintrichtigung der EGFR-
Tyrosinkinase nicht der wesentliche Mechanismus fiir den Hemmeffekt von Aldo auf die AnglI-
induzierte ERK1/2-Phosphorylierung bei 30 min und héheren Konzentrationen zu sein.

Eine Storung von Membranprozessen als Ursache der Hemmung der ERK1/2-Phosphorylierung

durch Aldo/MR ist ebenfalls denkbar. Fiir den AT1R, den EGFR, c-Src sowie den MR ist eine
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Assoziation mit Cav-1 und die Lokalisation in Caveolae beschrieben worden [124, 125, 213-
215]. Sowohl fiir den AT1R als auch den MR wurde eine Kolokalisation bzw. Komplexbildung
mit dem EGFR beobachtet [124, 141]. Eine Beteiligung von Cav-1 an einer prolongierten
Angll-induzierten ERK1/2-Phosphorylierung iiber den EGFR wurde beschrieben [15]. Durch
seine Anwesenheit in den Interaktionsbezirken von ATIR und EGFR in der Zellmembran
konnte der ligandenaktivierte MR zu Storungen in der Bildung von Multiproteinkomplexen
fiihren oder Signalproteine fiir seine Zwecke ,,umleiten* und damit die Effektivitdt der durch
Angll iiber Caveolae induzierten Signalkaskaden beeintridchtigen.

Calcium spielt zum Teil eine Rolle fiir die ERK1/2-Phosphorylierung durch Angll [151, 156,
159, 163] und ist beteiligt an der Aktivierung von Src oder PKC-Isoformen. Eine Beeinflussung
des Angll-Effektes durch Aldo wire auch iiber das Calcium denkbar. Die Calcium-Messungen
in dieser Arbeit geben aber erstmal keinen Anhalt hierfiir, betrachten aber auch nur den
kurzfristigen Effekt bei hoheren Konzentrationen.

Auch die Beeintrichtigung der PKC konnte eine Rolle bei der beobachteten hemmenden
Wirkung von Aldo auf die ERK1/2-Phosphorylierung spielen. Eine Reihe von Studien zur
ERK1/2-Phosphorylierung durch Angll beschreibt eine Beteiligung der PKC [17, 148-151, 153-
158]. Zum Teil wurden dabei spezielle Isoformen der PKC als verantwortlich identifiziert, so
die neue PKC-6 [156, 157] und die atypische PKC-C [17, 158]. PMA-aktivierte PKC-Isoformen
scheinen aufgrund der hier beobachteten unbeeintrichtigten PMA-Wirkung bei 30 min weniger
wahrscheinlich als Ursache einer hemmenden Aldo-Wirkung. Auch bei 5 min scheint Aldo (10
nM) keinen Einfluss auf eine PMA(100 nM)-induzierte ERK1/2-Phosphorylierung zu haben
[134]. Aldo/MR konnte auf die atypische, PMA-unabhéngige, PKC-C eine hemmende Wirkung
entfalten. In neonatalen kardialen Myozyten wurde eine schnell einsetzende, iiber wenigstens 20
min anhaltende Hemmung der PKC-Aktivitit durch Aldo gesehen [216]. Eine direkte Bindung
von Aldo an die PKC konnte dort nicht nachgewiesen werden. Die Hemmung war fiir
Konzentrationen >10 nM maximal und betraf allerdings auch die PMA-induzierte PKC-
Aktivitat sowie Calcium-sensitive und -insensitive PKC-Isoformen, was nicht zu der hier
beobachteten unbeeintrichtigten ERK1/2-Phosphorylierung durch PMA bei 30 min passt.

Eine Aktivierung von Phosphatasen, wie der MKP-1 durch Aldo iiber den MR mit
Dephosphorylierung und Inaktivierung von beteiligten Signalmolekiilen wére ebenfalls als
Ursache fiir die hemmende Wirkung auf die Angll-induzierte Aktivierung von ERK1/2 zu
diskutieren.

SchlieBlich ist auch eine direkte physische Modifikation des AT1R durch den MR denkbar.
Ricchiuti et al. beobachteten eine Zunahme der Assoziation von AT1R und MR und eine
einhergehende  reduzierte =~ ERKI1/2-Phosphorylierung  unter  Niedrig-NaCl-Zufuhr.

Moglicherweise stort die Assoziation der beiden Rezeptoren die Signalgebung des ATI1R, der
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Effekt auf ERK1/2 konnte jedoch auch auf der gleichzeitig beobachteten reduzierten Expression
der beiden Rezeptoren unter dieser Diét beruhen [217].

Bei dem beobachteten hemmenden Effekt bei 30 min konnten auch erste genomische Effekte
von Aldo eine Rolle spielen. Aldo induziert die Expression von GILZ nach bereits 30 min. Fiir
T-Zellen ist eine Raf-1-hemmende Wirkung von GILZ beschrieben [60, 61]. Eine Hemmung
von Raf-1 konnte einen Teil der beobachteten Hemmwirkung von Aldo/MR auf die ERK1/2-
Phosphorylierung erkldren. Allerdings existieren weitere Raf-Isoformen und zudem wurde ein
unterschiedliches Verhalten von Raf-1 und ERK1/2 [150] sowie PKC-abhingige Raf-
unabhingige [149, 158] Wege zur Phosphorylierung von ERK1/2 beschrieben.

Auch das Chaperon HSP90 konnte an der Hemmwirkung von Aldo bei 30 min beteiligt sein.
Eine Aktivierung des MR fiihrt zur Freisetzung von HSP90 im Kern. Nach einer, zu einer spiter
einsetzenden Hemmwirkung passenden, Verzogerung durch den Transportprozess aus dem
Kern kommt es zu einer gesteigerten intrazelluldren Verfiigbarkeit von ungebundenem HSP90.
Der Einfluss von HSP90 auf die ERK1/2-Phosphorylierung ist allerdings nicht eindeutig. Eine
Assoziation von HSP90 mit Src scheint zu einer anhaltenden Aktivierung von Src und
Transaktivierung des EGFR zu fithren [110, 218], was sich positiv auf die ERK1/2-
Phosphorylierung auswirken kann. HSP90 unterstiitzt zudem den Zusammenbau von Raf-
Proteinen [219]. HSP90 spielt auch eine Rolle bei der Stabilisierung und Verhinderung des
Abbaus des EGFR [220-222]. Andererseits wurde unter HSP90-Hemmung eine anhaltende
Aktivierung von ERK1/2 und Src gesehen [223]. HSP90 bindet in HEK293-Zellen an die
Protein-Phosphatase 5 (PP5) und fordert die Bildung von Komplexen mit ERK1/2, was zur
Hemmung der Aktivitéit von Raf-1 fiithrt [224].

Die Untersuchungen in dem vorliegenden, definierten System zeigen, dass der ATIR und MR
hinreichend sind fiir eine hemmende Interaktion in Bezug auf die Phosphorylierung von

ERK1/2, jedoch nicht fiir eine diesbeziigliche positive Interaktion.

5.3. Wechselwirkung von ATIR und MR im Hinblick auf die zellulire Calcium-

Homoostase

5.3.1. Einfluss von Aldo/MR auf den Reaktionstyp der Zellen

Bei den durchgefiihrten Messungen des intrazelluldren Calciums kann bei den Zellen als
Reaktion auf die Gabe von Angll zwischen ,,Peaks®, ,,Peaks mit nachfolgendem Plateau* und
,Plateaus* unterschieden werden (siehe Abschnitt 3.8.2.). Prinzipiell kann das zytosolische
Calcium durch einen Einstrom von extrazellulédr, getrieben durch den hohen Gradienten fiir
Calcium (ca. 1:10.000) erfolgen. Andererseits kann es auch, wie schon beschrieben, zu einer
Freisetzung aus intrazelluldren Speichern kommen. Eine Verdnderung in der Verteilung der

Reaktionsmuster konnte auf einen Einfluss von Aldo auf die Angll/AT1R-induzierten zelluldren
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Mechanismen der Calciumfreisetzung oder des Calciumeinstroms hinweisen. FEine
entsprechende Wirkung von Aldo (10 nM) wurde in MDCK-Zellen auf die EGF(10 pg/l)-
induzierte Calciumantwort gesehen, wo im Gegensatz zur alleinigen EGF-Gabe in der Mehrzahl
der Zellen ein Peak mit nachfolgender Plateauphase beobachtet werden konnte [133]. In den fiir
diese Arbeit durchgefiihrten Messungen zeigten sich unter der Inkubation mit 10 nM Aldo keine
signifikanten Unterschiede in der Verteilung der Reaktionstypen auf die Gabe von 100 nM
Angll  gegeniiber der Kontrolle. Somit ergibt sich unter den verwendeten
Konzentrationsverhiltnissen kein Hinweis auf einen FEinfluss von Aldo/MR auf die
dominierenden Mechanismen der Angll/ATIR-induzierten Erhohung des intrazelluldren

Calcium-Spiegels.

5.3.2. Einfluss von Aldo/MR auf Zellen mit Reaktionstyp ,,Peak*

In aortalen VSMC wurde ein Effekt von Aldo auf das intrazelluldre Calcium in Form eines
erreichten Plateaus nach 3-5 min beschrieben, dessen Niveau im Vergleich zu dem von Angll
sehr gering ist [176]. Ein entsprechender geringer Effekt von Aldo wurde auch in den hier
durchgefithrten Experimenten mit HEK293-Zellen in Form eines signifikant erhohten
Ausgangsniveaus des intrazelluldren Calciums beim Schema Aldo/Angll gesehen. In der Studie
von Wehling et al. wurde eine potenzierende Wirkung von Aldo auf die Angll-induzierte
Calcium-Antwort beobachtet. Dort fiihrte die vorherige Gabe von Aldo (100 nM) bereits bei
einer Angll-Konzentration von 0,1 pM zu einer typischen Peak-férmigen Reaktion, wihrend
diese Angll-Konzentration alleine keine Wirkung hatte. Zu den Ursachen der Angll-
sensibilisierenden Wirkungen machte diese Studie keine Aussage, ebenso wenig zum Effekt bei
hoheren Angll-Konzentrationen.

Bei der Betrachtung aller HEK293-Zellen, die in der Reaktion auf die Gabe von 100 nM Angll
einen ,,Peak® gezeigt haben, war hinsichtlich der Verinderung des intrazelluldren Calciums
weder absolut noch relativ ein signifikanter Unterschied zwischen den mit 10 nM Aldo
inkubierten Zellen und den Zellen unter Kontrollbedingung zu verzeichnen. Fiir die Zeitspanne
von der Angll-Gabe bis zum Erreichen des Peaks zeigte sich unter der Gabe von Aldo eine
signifikante Verkiirzung gegeniiber der Kontrollbedingung. Hinsichtlich des Verlaufs des
Anstiegs selbst konnte unter zu Hilfenahme der HHB kein signifikanter Unterschied festgestellt
werden. Somit scheint die Verkiirzung eher durch ein friiheres Einsetzen des Ca’’-Anstiegs
bedingt zu sein. Moglicherweise ist dies durch das bei der vorherigen Inkubation mit Aldosteron

beobachtete erhohte Calcium-Ausgangsniveau bedingt.
5.3.3. Einfluss von Aldo/MR auf Zellen mit Reaktionstyp ,,Plateau‘

Fiir die Zellen mit Ausbildung eines Plateaus unter Gabe von 100 nM Angll zeigten sich weder

in Bezug auf die absoluten oder relativen Veridnderungen des intrazelluldren Calciumniveaus,
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noch auf die Zeitspanne von der Angll-Gabe bis zum Beginn des Plateaus bei Inkubation mit 10

nM Aldo signifikante Unterschiede im Vergleich mit der Kontrollbedingung.

Zusammenfassend ldsst sich in Anwesenheit des MR bei den verwendeten Konzentrationen von
Angll und Aldo unter der Gabe von Aldo fiir den beobachteten Zeitrahmen kein wesentlicher
Einfluss auf die Wirkung von Angll hinsichtlich der intrazelluldren Calcium-Homdoostase im
Vergleich zu der Kontrollbedingung feststellen. Uber die schnelle Calciumantwort ldsst sich
eine Wechselwirkung von AnglII/ATIR und Aldo/MR somit nicht erklidren. Allerdings bilden
die Versuche nur einen kurzfristigen Verlauf ab, so dass eine spitere Veridnderung in den

intrazelluldren Calciumverhéltnissen nicht ausgeschlossen werden kann.

5.4. Wechselwirkung von ATIR und MR in Hinblick auf die genomische Aktivitit am
GRE

5.4.1. Aktivitiit am GRE in Abwesenheit von MR und/oder AT1R

In Abwesenheit von AT1R und MR konnte weder durch 100 nM AnglIl noch durch die

Kombination mit 10 nM Aldo bei 24 h Inkubation ein Unterschied im Vergleich zu der basalen
Aktivitdt am GRE-Promotor verzeichnet werden.

Bei alleiniger Verfiigbarkeit des MR zeigte sich bei Inkubation mit 10 nM Aldo eine
signifikante Steigerung der Aktivitit am GRE, wihrend bei Inkubation mit 100 nM Angll kein
Effekt auf die basale GRE-Aktivitdt zu verzeichnen war. Bei kombinierter Gabe von 10 nM
Aldo und 100 nM Angll konnte kein Unterschied gegeniiber der alleinigen Gabe von 10 nM
Aldo festgestellt werden.

Bei alleiniger Verfiigbarkeit des ATIR fiihrte die alleinige Gabe von 10 nM Aldo zu keiner
Verdnderung der GRE-Aktivitdt. Dagegen zeigte sich ein signifikant hemmender Einfluss von
Angll (100 nM) und der Kombination von Angll und Aldo auf die basale Aktivitit am GRE-
Promotor, wobei zwischen der alleinigen Gabe von Angll und der Kombination mit Aldo kein
signifikanter Unterschied zu verzeichnen war.

Aus diesen Beobachtungen kann insgesamt abgeleitet werden, dass die Effekte von Aldo bzw.

Angll auf das GRE jeweils von der Anwesenheit ihres Rezeptors (MR bzw. AT1R) abhingen.

5.4.2. Aktivitat am GRE bei Verfiigbarkeit von MR und AT1R

In Anwesenheit von MR und AT1R zeigte sich bei der kombinierten Gabe von Aldo und Angll
eine gegeniiber der alleinigen Gabe von Aldo geringere MR-induzierte Aktivitit am GRE. Dies
ist am ehesten auf eine allgemein hemmende Wirkung von Angll iiber den ATIR am GRE,
welche bereits in Bezug auf die basale Aktivitit zu beobachten ist, zuriickzufiihren. Eine
negative Wirkung der Gabe von Angll (100 nM bzw. 1 nM) konnte in unserem Labor bei
Anwesenheit des AT1R und MR auch im Hinblick auf die basale Aktivitit und Aldo-induzierte
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Aktivitit an weiteren Promotern (AP-1, NFkB, NFaT, Myc) bei 24 h Inkubationsdauer
beobachtet werden. Es handelt sich somit offenbar nicht um einen GRE-spezifischen Effekt von
Angll auf die Aldo/MR-vermittelte Wirkung.

Die relative Aktivierung des MR durch Aldo (relativer Aldo-Effekt) unter Beriicksichtigung der
hemmenden Wirkung von Angll auf die basale Aktivitdit am GRE bleibt im Vergleich zu der
Aktivierung durch eine alleinige Gabe von Aldo erhalten. Bei niedriger Konzentration von
AnglI (1 nM) zeigte sich in Kombination mit zunehmenden Konzentrationen von Aldo (0,1 nM,
1 nM, 10 nM) eine Zunahme des relativen Aldo-Effektes. Fiir 1 nM und 10 nM Aldo lag dieser
signifikant iiber dem absoluten Effekt von Aldo, woraus bei diesen Konzentrationsverhiltnissen
auf einen effektiveren Mechanismus der GRE-Aktivierung durch Aldo/MR geschlossen werden
kann. In der Summe fiihrt eine Kombination von Aldo mit Angll trotzdem zu einer geringeren
Aktivitdt des MR am GRE.

Sowohl beim relativen Effekt von Aldo als auch beim Effekt der kombinierten Gabe von Angll
und Aldo war eine Abnahme des Aktivititszuwachses am GRE mit steigender Aldo-
Konzentration in der Kombination mit niedriger Angll-Konzentration zu beobachten. Ein
glockenformiger Verlauf der absoluten Aktivitdt am GRE mit steigenden Aldo-Konzentrationen
ist in der Literatur beschrieben worden [74]. Moglicherweise erfolgt durch Angll/ATIR eine
Linksverschiebung in der Dosis-Wirkungs-Kurve von Aldo/MR am GRE.

5.4.3. Hemmende Wirkung von AnglI/AT1R auf die Aktivitit am GRE-Promotor

Die Frage nach der Ursache fiir die Hemmwirkung von Angll/ATIR am GRE, aber auch
weiteren Promotoren bietet Raum fiir weitere Untersuchungen. Eine Erkldrungsmoglichkeit
konnten zelluldr gegenregulierende Maflnahmen in Reaktion auf eine anhaltende Forderung der
Freisetzung von ROS durch Angll/ATIR darstellen. Es wurde beobachtet, dass ROS einen
Einfluss auf die Aktivitit von verschiedenen Transkriptionsfaktoren, wie AP-1 und NFxB
nehmen konnen [104]. Eine ROS-Gegenregulierung konnte in der Folge die Aktivitit an
redoxsensiblen Transkriptionsfaktoren negativ modulieren. Dem widerspricht allerdings die
Beobachtung in HEK293-Zellen, dass die Aldo-induzierte GRE-Aktivitit gerade negativ durch
ROS (exogenes H,0,) reguliert wird und kein Effekt von ROS an AP-1 und NFxB zu
verzeichnen war [75]. Moglicherweise ist die bei Pfau et al. verwendete Dosierung von
exogenem H,0, am Grenzbereich der ROS-Pufferkapazitit der Zellen aber auch nicht
ausreichend fiir die Ingangsetzung von ROS-regulierenden Mechanismen mit Einfluss auf
andere Transkriptionsfaktoren.

Eine Erkldrung der Abnahme der Aktivitit am GRE bei Gabe von Angll konnte in der
Limitierung von Faktoren des allgemeinen Transkriptionsapparates liegen. Es ist denkbar, dass

es durch eine Angll-induzierte Steigerung der Aktivitit an anderen Promotoren zu einem
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Engpass im Transkriptionsapparat mit Folgen fiir die Aldo-induzierte Promotor-Aktivitit
kommt.

In einer VSMC-Studie wurde nach lingerer Inkubationsdauer (5 Tage) bei alleinigen Gaben von
Angll (100 nM) bzw. Aldo (0,8 nM) dagegen eine Aktivierung von NFkB und AP-1 beobachtet
[190]. Der Unterschied zu den Beobachtungen kann somit wiederum durch den Zelltyp, die
Beobachtungszeit und die verwendeten Konzentrationen begriindet sein.

Eine mogliche Einflussnahme von Angll auf die Aldo/MR-induzierte Aktivitdit am GRE kann
auch iiber die Beeinflussung der ERK1/2-Aktivitit oder des intrazelluldren Calciums erfolgen
[74, 75]. Dass in der Signalgebung von Angll/ATIR und Aldo/MR beziiglich der ERK1/2-
Phosphorylierung Wechselwirkungen auftreten, konnte auch in den Versuchen in dieser Arbeit
mit HEK293-Zellen bei der Inkubation bis 30 min beobachtet werden. Im ldngeren Zeitverlauf
(24 h) sind ebenfalls Wechselwirkungen mit Einfluss auf ERK1/2 und damit wiederum auf die
Aktivitidt am GRE vorstellbar.
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6. Zusammenfassung

Insgesamt liefern die Ergebnisse der durchgefiihrten Experimente weitere Evidenz fiir eine
komplexe Interaktion von Angll/ATIR und Aldo/MR in Bezug auf die Phosphorylierung von
ERK1/2 und die genomische Aktivitit am GRE.

Es zeigte sich hinsichtlich der Angll-induzierten ERK1/2-Phosphorylierung ein hemmender
Einfluss von Aldo/MR bei kurzer Inkubation (5 min) mit niedrigen Konzentrationen sowie bei
langerer (30 min) Inkubation mit hoheren Konzentrationen. Der Hemmeffekt scheint zumindest
bei 30 min nicht durch einen Beeintrichtigung der EGFR-Tyrosinkinase oder von PMA-
sensiblen PKC-Isoformen bedingt zu sein.

Die Kombination von Aldo/MR und AngllI/ATIR fiihrt zu einer in Summe geringeren Aktivitit
des MR am GRE. Dies ist am ehesten durch einen allgemein hemmenden Einfluss von Angll
iiber den AT1R auf die Aktivitit des MR am GRE bedingt. Die relative Aktivierung des MR
durch Aldo bleibt jedoch erhalten und ist bei bestimmten Konzentrationsverhéltnissen sogar
gesteigert.

Abgesehen von einem signifikant erhohten Ausgangsniveau des intrazelluldren Calciums und
einer verkiirzten Zeit bis zum Eintreten eines Peaks, konnte bei der verwendeten Konzentration
von Angll und Aldo im kurzfristigen Verlauf kein Einfluss von Aldo/MR auf die Angll/ATIR-
induzierte Calcium-Reaktion gesehen werden.

In dem in dieser Arbeit verwendeten definierten System mit AT1R und MR in HEK293-Zellen
zeigt sich, dass die Anwesenheit von ATIR und MR nicht hinreichend fiir eine positive
Interaktion ist, jedoch fiir eine hemmende Interaktion beziiglich der Phosphorylierung von
ERK1/2 und der Aktivit am GRE.

Zukiinftige weitere Untersuchungen sind erforderlich, um die zugrunde liegenden
Signalprozesse in HEK293-Zellen in ihrer Zeit- und Konzentrationsabhingigkeit genauer zu

charakterisieren.
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8.Thesen

1. Im HEK?293-Zellmodell mit transient transfiziertem humanem ATIR und humanem MR
zeigte sich bei hoheren Konzentrationen (Aldo 10 nM, Angll 100 nM) bei kurzer
Inkubationszeit (5 min) kein Effekt einer zusitzlichen Gabe von Aldo auf die Angll-induzierte
ERK1/2-Phosphorylierung. Bei einer lingeren Inkubation (30 min) war unter der gleichzeitigen
Gabe von Aldo eine signifikant geringere ERKI1/2-Phosphorylierung durch Angll zu
verzeichnen, jedoch nur in Anwesenheit des MR. Bei geringen Konzentrationen (Aldo 100 pM,
Angll 1 nM) war bei insgesamt schwachem Signal im Western Blot bei 5 min eine hemmende
Wirkung, bei 30 min keine Verdnderung des Effekts von Angll auf ERK1/2 durch eine

Kombination mit Aldo zu beobachten.

2. Die Beobachtungen zur ERK1/2-Phosphorylierung in dem hier verwendeten definierten
Zellmodell stehen im Widerspruch zu den bisherigen Beobachtungen an VSMC in der Literatur,
wo eine potenzierende Wirkung von Aldo/MR auf die Angll-induzierte ERKI1/2-
Phosphorylierung beschrieben wurde. Mogliche Ursachen fiir diesen Widerspruch konnten im
verwendeten Zellmodell selbst, den verwendeten Konzentrationen und den betrachteten

Zeitpunkten liegen.

3. Eine denkbare Erklidrung fiir den hemmenden Effekt von Aldo/MR koénnte die Induktion einer
ibermdBigen Gegenregulation einer ERK1/2-Aktivierung bei gemeinsamer Einwirkung von
Angll/AT1R und Aldo/MR sein. Mogliche Schaltstellen fiir eine Hemmwirkung von Aldo/MR
sind u.a. der EGFR, Src, Membranprozesse, PKC-Isoformen und eine physische Modifikation
des AT1R. Bei dem Effekt nach 30 min scheint die EGFR-Tyrosinkinase keine entscheidende
Rolle zu spielen, da eine EGF-induzierte ERK1/2-Phosphorylierung durch Aldo/MR nicht
beeintrichtigt wird. Ebenso sind PMA-aktivierte PKC-Isoformen sowie Modifikationen von
MEK und ERKI1/2 eher nicht beteiligt, da durch Aldo/MR kein Einfluss auf eine PMA-

induzierte ERK1/2-Phosphorylierung zu verzeichnen ist.

4. Die konkreten Signalwege von Angll/AT1R zur Phosphorylierung von ERK1/2 im HEK293-
Zellmodell bediirfen insbesondere bei 30 min noch einer weiteren Aufkldarung. Denkbar sind
unter anderem Wege unter Beteiligung bzw. Kombination von PKC-Isoformen, EGFR-

Transaktivierung und B-Arrestin.
5. Aldo (10 nM) erhoht das Ausgangsniveau des intrazelluldren Calciums vor Gabe von Angll

(100 nM) und verkiirzt die Zeit bis zum Eintreten eines Angll-induzierten Ca’*-Peaks, hat aber

ansonsten keinen signifikanten Einfluss auf die AngII/ATI1R-induzierte kurzfristige Ca**-
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Signalgebung. Die schnelle Calcium-Antwort auf Angll bietet unter den verwendeten
Konzentrationen somit zunéchst keinen Ansatz fiir eine Erkldrung einer Wechselwirkung von

Angll/AT1R und Aldo/MR.

6. Ein Effekt von Aldo bzw. Angll auf die Aktivitit am GRE ist an ihren jeweiligen Rezeptor
(MR bzw. ATIR) gebunden. Verschiedene Kombinationen von Aldo- und Angll-
Konzentrationen fithren in Anwesenheit des MR und ATIR in Summe zu einer Abnahme der
Aktivitit des MR am GRE im Vergleich zu einer alleinigen Gabe von Aldo. Dies ist am ehesten
durch einen allgemein hemmenden Einfluss von Angll/ATIR auf die Aktivitit am GRE
bedingt. Angll hemmt auch die Aldo-induzierte Aktivitit an weiteren Promotoren. Denkbare
Ursachen fiir den hemmenden Effekt von Angll am GRE-Promotor sind z.B. eine ROS-
Gegenregulation, die Aktivierung anderer Promotoren bei limitierter Kapazitit des

Transkriptionsapparats oder eine Wechselwirkung in Bezug auf ERK1/2.

7. Die relative Aktivierung des MR durch Aldo unter Beriicksichtigung der hemmenden
Wirkung von AnglIl/ATIR auf die basale Aktivitit am GRE bleibt bei der Kombination mit
Angll im Vergleich zu der Aktivierung durch eine alleinige Gabe von Aldo erhalten, bzw. ist

zum Teil gesteigert.

8. Die durchgefiihrten Untersuchungen in einem definierten Zellmodell zeigen, dass die
Anwesenheit von ATIR und MR hinreichend ist fiir eine hemmende, nicht jedoch fiir eine
positive Interaktion. Weitere Untersuchungen sind erforderlich, um die zugrunde liegenden
Signalprozesse in HEK293-Zellen in ihrer Zeit- und Konzentrationsabhiingigkeit genauer zu

charakterisieren.
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